AVA
AvAvA¥  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne sp "' 9ULIO DE MESQUITA FILHO”

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM
CIENCIA E TECNOLOGIA DE MATERIAIS

ANDERSON AKIRA ARIMA

Estudo da interagcao da Natamicina com membranas fosfolipidicas
incorporadas de esteroéis

BAURU
2014



ANDERSON AKIRA ARIMA

Tese apresentada como requisito a
obtencdo do titulo de Doutor a
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Materiais, sob a orientacao do Prof. Dr.
Eduardo René Pérez Gonzalez

Bauru
2014



Arima, Anderson Akira.

Estudo da interacdo da natamicina com membranas
fosfolipidicas incorporadas de esterd6is / Anderson
Akira Arima, 2014

177 £. : il.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo René Pérez Gonzalez

Tese (Doutorado)- Universidade Estadual Paulista.
Faculdade de Ciéncias, Bauru, 2014.

1. Natamicina. 2. Colesterol. 3. Ergosterol.
4 .Filmes de Langmuir. 5. Lipossomos. I. Universidade
Estadual Paulista. Faculdade de Ciéncias. II.
Titulo.




A"A‘A‘ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

UﬂESp "JULIO DE MESQUITA FILHO"

CAMPUS DE BAURU
FACULDADE DE CIENCIAS DE BAURU

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE ANDERSON AKIRA ARIMA,
DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
MATERIAIS, DO(A) FACULDADE DE CIENCIAS DE BAURU.

Aos 26 dias do més de margo do ano de 2014, as 14:.00 horas, no(a) Anfiteatro da Pos-
graduacao/FC, reuniu-se a Comiss@o Examinadora da Defesa Publica, composta pelos seguintes
membros: Prof. Dr. EDUARDO RENE PEREZ GONZALEZ do(a) Departamento de Fisica, Quimica e
Biologia / Faculdade de Ciencias e Tecnologia de Presidente Prudente, Prof. Dr. PAULO NORONHA
LISBOA FILHO do(a) Departamento de Fisica / Faculdade de Ciencias de Bauru, Profa. Dra.
AGNIESZKA JOANNA PAWLICKA MAULE do(a) Instituto de Quimica de S&o Carlos / Universidade
de Sao Paulo, Profa. Dra. LEILA APARECIDA CHIAVACCI do(a) Departamento de Farmacos e
Medicamentos - UNESP, Prof. Dr. LUIZ CARLOS DA SILVA FILHO do(a) Departamento de Quimica /
Faculdade de Ciencias de Bauru, sob a presidéncia do primeiro, a fim de proceder a arguigéo publica
da TESE DE DOUTORADO de ANDERSON AKIRA ARIMA, intitulado "Estudo da interagdo da
natamicina com membranas fosfolipidicas incorporadas de esterdis". Apds a exposigao, o discente foi
arguido oralmente pelos membros da Comissdo Examinadora, tendo recebido o conceito final:_
ArPROVADD | Nada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que, apés lida e aprovada, foi

assinada pelos-membros da Comissdo Examinadora.

A
Prof. Dr. ED ORENE PEREZ GONZALEZ
el @) i ( fZ
- ] wrouie -~
 PAULG’'NORONFIA LISBOA FILHO

/%/ﬂwif k/é‘-’\

Profa. Dran AGNIESZKA JOANNA PAWLICKA MAULE




AGRADECIMENTOS

o Agradeco a Deus pela vida, pela familia (Roberto, Hilda e
Andressa) e pela fiel companheira (Silvana) com as quais me

presenteou.

° Agradeco a todos que contribuiram direta ou indiretamente
para a realizacao dessa tese. Em especial, ao prof. Dr. Eduardo R.
P. Gonzalez (Dudu) pela orientagdo e amizade; ao Dr. Felippe J.
Pavinatto e ao prof. Dr. Antonio J. Costa-Filho (Jabda) pelas
supervisdes e pelos conselhos; ao prof. Dr. Osvaldo N. Oliveira Jr.
(Chu) e ao prof. Dr. Otaciro R. Nascimento por permitirem o uso da
excelente infraestrutura de seus respectivos grupos de pesquisa; a
prof.2 Leila A. Chiavacci e a prof? Marisa V. Capela pelas
supervisdes durante o estagio de docéncia; aos que muito me
ensinaram e/ou me acolheram nesses ultimos anos: prof. Dr.
Roberto M. Fernandez, prof. Dr. Carlos F.O. Graeff, prof. Dr. Paulo
N. L. Filho, prof. Dr. Luiz C. Silva Filho, prof. Dr. André S. Pupo,
Rafael G. Mendes (Druida), Luis G. M. Basso (Militar), Patricia M.
Kumagai (Paty), Nathalya Mesquita (Nathy), Derminda |. Moraes
(Bel), José F. Lima, Andressa P.A. Pinto, Luis F. Mendes, Vananélia
P.N. Geraldo (Vana), Adriano L. Souza, Adriana P. Costa, Thiers M.
Uehara, Thatyane M. N. Pavinatto, Rafaela C. Sanfelice, Andrey C.
Soares, Bruno B. M. Torres, Débora T. Balogh, Rafael D. Espirito
Santo (Rafa), Fernanda S. Pereira (Fer), Carlos A.Z. Basseto Jr.,
Guilherme Ferreira; as secretarias da seg¢ao de pos-graduagao
(Andressa, Gethiely, Denise, Caroline e Simone) e a CAPES pelo

apoio financeiro.

o Agradeco aos novos amigos e aos antigos que me

acompanham.



DEDICATORIA
A meméria de

Prof.? Dr.? ELZIRA YOKO UYENO

“A felicidade ndo estda em fazer o que a gente quer,
mas sim em querer o que a gente faz.”

(Jean-Paul Sartre)



RESUMO

ARIMA, A. A. Estudo da interacao da Natamicina com
membranas fosfolipidicas incorporadas de esteroéis. 2014. 177 p.
Tese (Doutorado) — Pds-graduagao em Ciéncia e Tecnologia de
Materiais - Faculdade de Ciéncias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Bauru, 2014.

A natamicina (pimaricina) € um antifungico de amplo espectro
de acédo, o qual ja vem sendo empregado tanto como conservante
alimentar, como no tratamento de infec¢gdes fungicas superficiais.
Embora esse antibiético natural venha sendo isolado a partir de
bactérias do solo (Streptomyces sp.) desde 1950, o seu mecanismo
de acao ainda continua desconhecido. Por essa razéo, neste estudo
nos investigamos o efeito desse antibidtico em dois tipos de
membranas modelo: filmes de Langmuir (monocamadas) e vesiculas
multilamelares (lipossomos). Os resultados obtidos foram
correlacionados com 0 mecanismo de acdo da natamicina em
membranas bioldgicas. Nos estudos envolvendo monocamadas, os
efeitos da natamicina sobre as propriedades mecéanicas, a morfologia
e a organizagcdo molecular desses sistemas foram analisados,
respectivamente, através das isotermas de compressio, microscopia
de angulo de Brewster (BAM) e Espectroscopia de Absorcéo-
Reflexao Infravermelha com Polarizacdo Modulada (PM-IRRAS); ao
passo que a influéncia da natamicina sobre a organizacdo e as
transicbes de fase dos lipossomos foram monitoradas através da
Ressonéncia Paramagnética Eletrénica e da Calorimetria Diferencial
de Varredura (DSC), respectivamente.

Palavras-chave: Natamicina; Colesterol; Ergosterol; Filmes de
Langmuir; Lipossomos.



ABSTRACT

ARIMA, A. A. Study of the interaction of natamycin with
phospholipid membranes incorporated by sterols. 2014. 177 p.
Doctoral Thesis — Pdés-graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de

Materiais - Faculdade de Ciéncias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Bauru, 2014.

Natamycin is a broad spectrum antifungal, that due to its low
oral and topical absorption, it already has been used both for food
preservative and in the treatment of superficial mycoses. Although
this natural antibiotic has been isolated from soil bacteria of genus
Streptomyces since 1950, its mechanism of action on lipid
environment of biomembranes has not been investigated enough. For
this reason, in this study we investigated the effects of this antibiotic
on two types of lipid model membranes — Langmuir films
(monolayers) and multilamelar vesicles (liposomes) — and the
obtained results were correlated with its mode of action on
biomembranes. For monolayer models, the effect of natamycin on
their mechanical properties, morphology and molecular organization
were analyzed by, respectively, surface pressure isotherms, Brewster
angle Microscopy (BAM) and Polarization-Modulation Infrared
Reflection-Absorption Spectroscopy (PM-IRRAS); while the influence
of natamycin on the lipid organization and the thermal properties for
liposomes were characterized by, respectively, Electron
Paramagnetic Resonance (EPR) and Differential Scanning
Calorimetry (DSC).

Keywords: Natamycin; Cholesterol; Ergosterol; Langmuir films;
Liposomes



LISTA DE ABREVIATURAS

Materiais

e COL - Colesterol (esterol de mamifero)

e CSL - Colestano (marcador de spin)

e DOPC - Dioleoil Fosfatidil Colina (“Dioleoyl Phosphatidyl Choline”)

e DOTAP - Dioleoil Trimetil Aménio Propano (“Dioleoyl Trimethyl Ammonium
Propane”)

e DPPC - Dipalmitoil Fosfatidil Colina (“Dipalmitoyl Phosphatidyl Choline”)

e DOPTC - Dioleoil Fosfatidil(Tempo)Colina (“Dioleoyl Phosphatidyl Tempo
Choline”) (marcador de spin)

e DPPG - Dipalmitoil Fosfatidil Glicerol (“Dipalmitoyl Phosphatidyl Glycerol”)

e ERG- Ergosterol (esterol de fungo)

e n-PCSL- 1-palmitoil-2(n-doxil estearoil) Fosfatidil Colina (onde n=5,14 e 16
corresponde ao n° carbono marcado) (marcador de spin)

e MLV - Vesiculas multilamelares lipidicas (“Multilamellar Lipid Vesicles”)

¢ NAT - Natamicina (antifungico macrolideo poliéno)

¢ POPA - Palmitoiloleoil Fosfatidico (“Palmitoyloleoil Phosphatidic Acid”)

Técnicas

e BAM - Microscopia de angulo de Brewster (“Brewster Angle Microscopy”)

e DSC - Calorimetria Diferencial de Varredura (“Differential Scanning
Calorimetry”)

e EPR - Ressonéncia Paramagnética Eletrdnica (“Electron Paramagnetic
Resonance”)

e PM-IRRAS - Espectroscopia de reflexdo-absorcdo infravermelha com
modulagdo da polarizagado (“Polarization-Modulation Infrared Reflection-
Absorption Spectroscopy”)

Simbolos

e Ao - Area média molecular [A?]

® Acxc - Area média molecular em excesso [A?]
e Cs™ - Mddulo de compressibilidade [mN/m]
e 1 - Pressao de superficie [mN/m]

e XcoL - Teor de colesterol [% mol]

e vy -Tensao de superficie [MN/m]
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PREFACIO

Este trabalho académico resulta da investigagdo do mecanismo de agao
do antibidtico poliéno macrolideo natamicina em membranas modelo lipidicas. O
projeto de pesquisa orientado pelo prof. Eduardo R. P. Gonzalez foi executado
pelo doutorando Anderson A. Arima durante o periodo compreendido entre
margo de 2010 a fevereiro de 2014 (48 meses). Os experimentos foram
realizados em sua totalidade no Instituto de Fisica, Universidade de S&o Paulo
(USP), Séo Carlos-SP. Os estudos empregando-se as vesiculas multilamelares
(lipossomos) como modelos de membrana foram realizadas no laboratorio de
Ressonancia Paramagnética Eletrénica do grupo de pesquisa “Biofisica
Molecular - Sérgio Mascarenhas”, sob supervisbes e colaboragbes dos
pesquisadores Anténio J. Costa-Filho e Luis G.M. Basso. Por sua vez, os
experimentos adotando-se as monocamadas de Langmuir como membranas
modelo foram realizadas no laboratério (sala limpa) do grupo de pesquisa
“Polimeros-Bernhard  Gross”, sob supervisbes e colaboragdes dos

pesquisadores Osvaldo N. Oliveira Jr. e Felippe J. Pavinatto.

A presente tese foi escrita em 5 capitulos. O primeiro capitulo promove
uma revisao de literatura referente tanto a natureza dos sistemas empregados
como modelos de membrana, quanto da molécula de interesse (natamicina),
cujo mecanismo de agao € investigado. Ao final desse capitulo € também
apresentada a problematica, para cuja busca por uma solugdo culmina na
motivacdo e nos objetivos da presente pesquisa, os quais sao definidos e
apresentados no segundo capitulo. O terceiro e o quarto capitulos abordam as
discussdes dos resultados obtidos para os estudos envolvendo,
respectivamente, os lipossomos e as monocamadas como modelos de
membranas, assim como, a metodologia experimental particularmente adotada
para a caracterizagcdo da interacdo da molécula de interesse com cada um
desses sistemas. No quinto e ultimo capitulo, os resultados mais relevantes séo
revistos e algumas consideracgdes relacionadas as contribuicdes deste trabalho
sao descritas. Ao final da tese encontram-se disponibilizados materiais anexos

e apéndices para consulta.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

""O comeco de todas as ciéncias
€ 0 espanto de as coisas serem o que sdo."

(Aristoteles)
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1.INTRODUCAO

1.1) CRISTAIS LIQUIDOS

Os termos “cristal liquido (LC)” e “liquido-cristalino” sdo sinénimos e
designam um estado em que a matéria apresenta propriedades intermediarias
entre o estado solido cristalino (regularmente ordenado) e o estado liquido
(fluido) isotropico.(Gennes e Prost, 1993; Petty, 1996; Demus et al., 1998; Khoo,
2007) Os materiais liquido-cristalinos s&o encontrados em muitas substéncias e
misturas, sendo que a maioria pode ser encontrada em mais de uma fase
organizacional, as quais sdo conhecidas como mesofases. Basicamente, a
distincao entre os fatores responsaveis pelo seu polimorfismo (diversidade de
fases) permite a classificagdo dos cristais liquidos em 2 categorias
(termotropicos e liotrépicos),(Singh, 2002) as quais serdao melhores descritas a
seguir. Nesta tese, um maior enfoque é dado aos liotropicos, uma vez que
correspondem aos sistemas (coléides de associagdao) empregados como

modelos de membrana biologica na presente pesquisa.

A) Termotrépicos

Os cristais liquidos termotropicos sao assim denominados por
abrangerem materiais cujas transigcbes de fase dependem basicamente da
temperatura e da pressdao. Desse modo, a pressdao constante (experimento
isobarico) transformacgdes estruturais € de ordenamento podem ocorrer apenas
em fungao da variacdo da temperatura.(Neto e Salinas, 2005) As estruturas
liquido-cristalinas formadas para esse tipo de material sdo constituidas de
unidades basicas moleculares que apresentam anisotropia de forma (figura 1A),
ou seja, possuem geometrias moleculares correspondentes a bastdes, discos,
arcos, entre outras.(Gennes e Prost, 1993; Blinov, 2011) A figura 1B ilustra
mesofases liquido-cristalinas termotrdpicas para moléculas do tipo “bastdo” em
funcado do aumento da temperatura. Nessa figura, embora as fases cristalina e
isotropica correspondam a fases tipicas de materiais sélidos e liquidos,
respectivamente; duas fases incomuns podem ser observadas: a esmética e a
nematica. A esmética consiste numa configuragcdo na qual as moléculas
apresentam ordem direcional e de posi¢céo, ou seja, os eixos longitudinais das
moléculas alinham-se favoravelmente (em média) numa mesma diregdo e os
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1.INTRODUCAO

centros de massas encontram-se aproximadamente alinhados sob a forma de
camadas. Por sua vez, na nematica as moléculas também apresentam ordem
direcional, mas nao apresentam ordem de posi¢cdo, ou seja, embora os eixos
longitudinais das moléculas alinhem-se favoravelmente (em média) numa

mesma diregcao, os centros de massas encontram-se desalinhados.

A DISCO BASTAO ARCO

= J &

Anisotropia na geometria molecular

B

00, v
ododo  o0000 9 0% 2o~
00 00000 a0 S>>
0000 00000 0400 NVN<K

CRISTALINA ESMETICA NEMATICA ISOTROPICA

TEMPERATURA

Figura 1 - (A) Diferentes formas (disco, bastdo e arco) para as moléculas constituintes dos cristais liquidos

termotrdpicos e (B) exemplo de fases liquido-cristalinas termotrdpicas para uma molécula do tipo bastdo
em funcdo do aumento da temperatura. Fonte: elaborado pelo autor. llustragbes mais completas
referentes as anisotropias moleculares, assim como das mesofases formadas, podem ser encontradas em
publicagdes que abordem os cristais liquidos em geral. (Gennes e Prost, 1993; Demus et al., 1998; Singh,

2002; Khoo, 2007; Blinov, 2011)

Uma importante aplicagao dos termotrépicos é na fabricagao dos famosos
LCDs (Liquid Crystal Displayers) presentes nos visores digitais de variados
produtos eletrbnicos (calculadoras, celulares, notebooks, tablets, televisores,
entre outros). As moléculas dos termotropicos, como mencionado anteriormente,
apresentam anisotropia de forma e, desse modo, interagem-se de maneira
particular dependendo da dire¢ado em que um campo eletromagnético € aplicado.
Baseado nesse principio que os LCDs funcionam. Simplificadamente, um LCD
convencional € um sistema composto por duas camadas de agentes polarizantes
cruzados (filtros) entre os quais o material liquido-cristalino é inserido (figura 2).

(Web Page 1) O primeiro agente polariza a luz num plano ortogonal ao plano de
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1.INTRODUCAO

polarizagdo do segundo. ApoOs ser polarizada pelo primeiro agente, a luz incide
no material termotropico do tipo “twisted”, o qual apresenta suas moléculas
orientadas de modo a alterar o plano de polarizagéao da luz a favor da direcao do
plano de polarizagdo do segundo agente. A fase “twisted” pode ser
compreendida como uma sobreposigédo de planos nematicos (figura 1B), porém,
a diregao de alinhamento médio das moléculas é gradualmente variada de um
plano para outro, de modo que nos planos opostos mais externos eles
apresentem diregdes de alinhamento molecular ortogonais entre si. Desse modo,
a luz polarizada é capaz de atravessar todo o sistema, sendo posteriormente
filtrada a fim de exibir uma determinada coloracdo. Por outro lado, aplicando-se
um campo elétrico sobre o material termotrépico na diregdo da trajetoria da luz
polarizada, verificar-se-a que suas moléculas irdo se alinhar paralelamente a
direcdo do campo e, consequentemente, o material LC “twisted” n&o ira alterar o
plano de polarizagdo inicial da luz, o que resultara na total absor¢do da luz

polarizada pelo segundo agente, ou seja, nenhuma coloragao sera exibida.

Cristal Liquido
“Twisted”

Luz colorida

Fontede Luz : — @a“

Polarizadores cruzédos '
Filtro de cor

Aplicacao de
campo elétrico

Figura 2 — llustracdo do fendmeno da birrefringéncia caracteristica de materiais liquido-cristalinos
termotrdpicos: na auséncia de campo elétrico o material polariza a luz na diregdo ortogonal ao plano de
incidéncia, porém, se um campo elétrico aplicado é aplicado no sentido de propagacdo da luz, nenhuma
alteragdo sobre o plano de polarizacdo da luz é produzida. Fonte: figura adaptada de Nobelprize.org. (Web

Page 1).
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B) Liotropicos

Molécula anfifilica
Cabeca

Cauda (HIDROFILICA)

(HIDROFOBICA)

'I

Monocamada ]

S NAAL

t Adsorc¢do na

/\°"

interface (1-2)

\Cristalizagﬁo
Mondémeros -

Formacgdo de fas_
cristalinas complexas

Figura 3 — llustragdo de (A) uma molécula anfifilica e (B) dos fendmenos: (Il) adsor¢gdao numa interface gas-
liguido (meios 1-2), (lll) micelizacdo, (IV) formagdo de mesofases liquido-cristalinas liotropicas complexas
e (V) cristalizacdo a partir de monomeros de moléculas anfifilicas (1) dissolvidas em solugdo. As cabecas
dos mondmeros sdo hidrofilicas e as caudas hidrofébicas. O meio 1 é apolar e o meio 2, polar. Fonte:
elaborado pelo autor. llustragdes e informagdes mais detalhadas desses fenOmenos podem ser
encontradas em publicagGes na area de coldides e interfaces. (Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Myers, 1999;

Butt et al., 2003; Platikanov e Exerowa, 2009; Cosgrove, 2010)

Os cristais liquidos liotropicos também conhecidos como coldides de
associacdo sao formados quando determinadas quantidades de moléculas
anfifilicas sdo dispersas num dado solvente.(Hiemenz e Rajagopalan, 1997;
Cosgrove, 2010) As moléculas anfifilicas (figura 3A), também conhecidas como
anfipaticas apresentam em sua estrutura regides polares e outras apolares, as
quais possibilitam que diferentes configuragbes de auto-organizagao (“self-
assembly”) possam ocorrer para essas moléculas em fung¢ao da polaridade e da
quantidade relativa do solvente (dispersante) adotado.(Hiemenz e Rajagopalan,

1997; Butt et al., 2003; Neto e Salinas, 2005) Desse modo, ndo s6 a temperatura
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€ a pressao, mas essencialmente a concentracio relativa entre os diferentes
componentes, sdo determinantes do tipo de fase assumida pelos materiais
liotrépicos. (Friberg, 1976; Neto e Salinas, 2005)

Considerando-se um sistema no qual os valores para a pressao e para a
temperatura s&do mantidos constantes, podemos observar a ocorréncia de
diferentes mesofases e fenébmenos (figura 3B) em funcédo apenas do incremento
na concentragcdo das moléculas anfifilicas dispersas (figura 3A) num dado
solvente polar.(Seddon e Templer, 1995) Inicialmente, em pequenas
concentracdes, ocorre o equilibrio dindmico entre os mondémeros da solucéo
(figura 3B-l) e as moléculas adsorvidas na regido de interface 1-2 (figura 3B-
II).(Myers, 1999) Nesse caso, as moléculas anfifilicas adsorvem-se e dispdem-
se de modo a formar um filme muito fino, no qual a por¢ao hidrofilica molecular
(cabega) orienta-se a favor do meio polar (meio 2), enquanto as regides
hidrofdbicas (cauda) para o meio predominantemente apolar (meio 1). (Petty,
1996) Esse filme fino que apresenta a espessura de ordem molecular
(nanomeétrica) é conhecido como monocamada de Langmuir (ver secdo 1.2A).
Por outro lado, acima de um valor critico (concentracdo micelar critica ou CMC)
estabelece-se uma nova fase liotropica em equilibrio com os monémeros em
solucdo (figura 3B-Ill), a qual é denominada fase micelar.(Cosgrove, 2010)
Nesse processo conhecido como micelizacdo, e considerando-se que as
cabecas das moléculas anfipaticas sao hidrofilicas, enquanto as caudas sao
hidrofdbicas; verifica-se que, quando a CMC ¢ atingida, a proximidade entre as
caudas apolares determinam que as interagdes hidrofobicas atrativas (apéndice
A) entre elas tornem-se fortes o suficiente para promoverem uma auto-
organizagao dessas moléculas em agregados esféricos (superficie polar) sem
volume interno de solvente (interior hidrofébico), os quais sdo conhecidos como
micelas (figura 4A).(Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Platikanov e Exerowa, 2009)
Conforme aumenta-se a concentragdo das moléculas anfifilicas dispersas, a
formacdo de fases liquido-cristalinas mais complexas (figura 3B-1V) que as
micelares é favorecida, como por exemplo, a lamelar (figura 4G), na qual as
moléculas organizam-se sob a forma de bicamadas, fase micelar inversa (figura
4B), fase hexagonal direta/inversa (figura 4C/D), cubica direta/inversa (figura

4E/F), entre outras. Cabe lembrar que dentre as fases citadas, as fases diretas
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(figura 4A, 4C, 4E e 4F) formam-se espontaneamente em dispersantes polares,
enquanto, as inversas (figura 4B, 4D e 4E) sdo mais favorecidas quando
solventes apolares sdao empregados como meios dispersantes.(Hiemenz e
Rajagopalan, 1997) Finalmente, em elevadas concentragbes, as moléculas
anfifilicas passam a se cristalizar (figura 3B-V), uma vez que a solubilidade
dessas moléculas é relativamente baixa e os fendmenos tanto de adsorgdo como

de disperséao (formagéao de cristais liquidos) se saturam.(Myers, 1999)

Micelar
(A)

Hexagonal Cubica

(C)

Lamelar

(G)

Micelar
Inversa

(B)

Hexagonal Inversa Cubica Inversa

(D) (F)

Figura 4 — llustracdo de algumas mesofases liquido-cristalinas liotrépicas que podem ser observadas para
os coldides de associacdo. As fases (A), (C), (E) e (F) formam-se em dispersantes polares, enquanto as
demais (B), (D) e (F) em dispersantes apolares. Fonte: elaborado pelo autor. llustragGes dessas estruturas
podem ser encontradas em publicagGes relacionadas aos cristais liquidos liotropicos (Friberg, 1976;
Seddon e Templer, 1995; Neto e Salinas, 2005) ou a coldides e interfaces (Hiemenz e Rajagopalan, 1997;

Butt et al., 2003; Cosgrove, 2010).
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1.2) MEMBRANAS MODELO

Nesta secdo promovemos uma revisédo de literatura referente a aplicagao
dos cristais liquidos liotrépicos (ver seg¢ao anterior) como modelos de membrana.
Em particular, uma breve reviséo é realizada apenas para as monocamadas e
para os lipossomos, uma vez que ambos correspondem aos modelos de

membrana empregados na presente pesquisa.

A) MONOCAMADAS

i. Historia

Figura 5 — Fotografias dos pesquisadores pioneiros nos estudos dos filmes monomoleculares na interface

ar-agua: (A) Agnes Pockels, (B) Irving Langmuir e (C) Katherine Blodgett. Fonte: Roberts (1990)

Filmes finos “flutuantes” sobre a superficie da dgua sao conhecidos desde
o século XVIII a.C., época na qual os babilénios ja empregavam substancias
oleosas dispersas sobre a superficie da agua em rituais de previsdes. (Roberts,
1990; Edidin, 2003) Os japoneses a partir do século XII d.C. passaram a espalhar
propositalmente uma tinta preta denominada “sumi”, a qual foi inventada pelos
chineses ha mais de 200 anos atras, sobre a superficie da agua para que, apos
a imersao e a retirada de uma folha de papel nesse sistema, formasse sobre
essa folha diferentes desenhos “impressos” (adsorvidos). (Dynarowicz-Latka et
al., 2001) No século XVIIl d.C., Benjamin Franklin, famoso revolucionario e
cientista norte-americano, constatou que a presenca do azeite de oliva disperso
sobre a superficie da agua provocava o amortecimento das ondas. (Lyklema et
al., 2000; Edidin, 2003; Pashley e Karaman, 2004)
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Foi somente a partir do século XIX d.C., que as primeiras observacdes de
grande importéancia cientifica referente aos filmes interfaciais foram realizadas.
Naquela época as mulheres nao possuiam acesso ao ensino superior,
entretanto, a alema Agnes Pockels (1862-1935) (figura 5A) desafiou esse
preconceito e valendo-se de ferramentas encontradas em sua propria cozinha,
(Roberts, 1990; Edidin, 2003; Pashley e Karaman, 2004) conseguiu investigar
durante 10 anos (desde os 18 anos de idade) o efeito da presenga de impurezas
sobre a tenséo de superficie da agua (apéndice B e C). Suas descobertas sé
foram publicadas na famosa revista cientifica Nature gracas ao apoio do
prestigiado fisico inglés John W. Strutt (Lord Rayleigh);(Pashley e Karaman,
2004) sendo, posteriormente, reconhecida como uma das pioneiras na area de
Ciéncias de Superficie, ao receber o prémio Laura Leonard da “Colloid Society”
em 1931 e o titulo de doutoranda honoraria em 1932 pela “Braunschweig
Technical University”. (Web Page 2; Web Page 3) Nesse mesmo ano, Irving
Langmuir (1881-1957) (figura 5B) recebeu o prémio Nobel em Quimica pelos
seus estudos referentes aos filmes finos monomoleculares na interface ar-agua
e a descricao dos fendmenos de adsorcao na superficie. Por essa razéo, as
monocamadas formadas na interface ar-agua sao atualmente conhecidas como
filmes de Langmuir. (Roberts, 1990) Posteriormente, uma colega de trabalho de
Langmuir, Katherine Blodgett (1898 - 1979) (figura 5C), desenvolveu um método
de transferéncia (deposig¢ao) desses filmes formados na interface ar-agua para
a superficie de um substrato sélido, motivo pelo qual os filmes depositados por
esse processo sdo denominados filmes de Langmuir-Blodgett. (Roberts, 1990)
Uma importante consideragao refere-se ao fato de que, embora seja atribuido o
nome de Langmuir para a identificagdo da cuba empregada nos estudos de
monocamadas, a primeira versdo dessa cuba foi criada por Pockels, sendo ela
também a responsavel pela criagdo da técnica de espalhamento (“spreading”):os
compostos a serem investigados sobre a regido de interface ar-agua deveriam
ser previamente dissolvidos em solventes volateis e imisciveis em relagao a agua
para que, posteriormente ao gotejamento cuidadoso de pequenas aliquotas
dessas solucdes, ocorresse uma rapida evaporagao do solvente presente
nessas goticulas, e, consequentemente, apenas as moléculas do composto se

mantivessem adsorvidas na regido de interface.
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ii. Filmes de Langmuir como membranas modelo

Como mencionado anteriormente, os filmes de Langmuir sao filmes finos
constituidos por moléculas anfifilicas organizadas na interface ar-agua. Séo
bastante especiais por apresentarem uma espessura de ordem molecular
(nanomeétrica), motivo pelo qual sdo também conhecidos como monocamadas.
Nesses sistemas o meio aquoso € denominado subfase e o seu papel é funcionar
como um substrato para a formacado das monocamadas, as quais costumam ser
formadas e estudadas num equipamento conhecido como cuba de Langmuir
(figura 6A), o qual, basicamente, corresponde a um recipiente simétrico, que
contém a subfase aquosa, sobre o qual sdo acoplados duas barreiras méveis e
um sensor de pressao (apéndice C). O revestimento da superficie, tanto da cuba,
como das barreiras, € de um material inerte (comumente Teflon®), o que impede

o0 acumulo de residuos e evita a contaminacéo entre experimentos consecutivos.

A Sensor de Pressao
(Eletrobalanca)

Molécula anfifilica

hidrofilica
hidrofébica

[f—

Barreira Movel
Compressdo Ar
Simétrica

Figura 6 — llustragdo simplificada (A) de uma cuba de Langmuir e de um filme de Langmuir na interface ar-
agua, (B) da técnica de espalhamento (“spreading”) sobre a superficie da subfase do composto de
interesse dissolvido num solvente volatil e (C) do arranjo molecular do composto (monocamada) na
interface ar-agua apos a evaporacdo do solvente: regides hidrofilicas orientadas a favor do liquido

(subfase), enquanto as hidrofdbicas a favor do meio gasoso (ar). Fonte: elaborado pelo autor.
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Para a formagdo de um filme de Langmuir, um desejado composto
anfifilico deve ser previamente dissolvido num solvente volatil (geralmente
cloroférmio) e imiscivel em relagdo a agua para que, posteriormente ao
espalhamento cuidadoso (“spreading”) de pequenas aliquotas dessa solugéao na
superficie da subfase (figura 6B), ocorra a rapida evaporagdo do solvente
presente nessas goticulas, e, consequentemente, apenas as moléculas do
composto anfifilico de interesse mantenham-se adsorvidas na regido dessa
interface (figura 6C). Esse processo de arranjo molecular é espontaneo devido
a auto-organizacao (“self-assembly”) das moléculas anfifilicas na interface entre
dois meios com polaridade distintas: as regides polares (hidrofilicas) orientam-
se a favor do meio aquoso, enquanto as regides apolares (hidrofébicas) preferem
se posicionar no meio gasoso (figura 6C). A presenga dessas moléculas
anfifilicas altera o valor da tensédo de superficie da agua, motivo pelo qual s&o

também conhecidas como agentes surfactantes.(Cosgrove, 2010)

Uma das aplicagbes das monocamadas é o seu emprego como modelo
de membranas bioldégicas em estudos biofisicos. Nesse caso, as moléculas
anfifilicas empregadas sdo os lipidios e, apesar de mimetizarem somente a
superficie interna ou externa de uma membrana plasmatica (ver secao 1.2B),
esses modelos apresentam a vantagem de possibilitar um grande controle da
arquitetura (composicdo e morfologia) do modelo a ser formado (Shah, 1972;
Mcconlogue e Vanderlick, 1997), o que facilita a reprodutibilidade experimental
e a fidelidade do sistema. Além disso, outra vantagem esta na baixa quantidade
(microgramas) de material necessario para forma-las, o que assegura,
consequentemente, o emprego de pequenas quantidades dos compostos, cuja
interagcdo com esse modelo (monocamada) deseja quer ser investigada. Esse
fator € de extrema importancia, no caso de estudos envolvendo proteinas e

outros compostos de dificil e/ou custosos processos de sintese.
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B) BICAMADAS

i. Historia

Figura 7 — llustracdo da organizagdo da membrana biolégica no modelo de “mosaico fluido” sugerido por

S.J. Singer e Garth Nicolson.(Singer e Nicolson, 1972)

Retomando-se nossa historia, apos Irving Langmuir realizar seus
primeiros estudos com filmes finos na interface ar-agua, em 1925 Gorter
(pediatra) e Grendel (quimico) extrairam os lipidios constituintes de hemacias
pertencentes a diferentes espécies de mamiferos e, empregando-se como
ferramenta de analise uma cuba de Langmuir (ver se¢ao 1.2 A), conseguiram
determinar que a area total ocupada por essas moléculas huma monocamada
era equivalente (aproximadamente) ao dobro do valor da area da superficie
celular para cada espécie (Gorter e Grendel, 1925; Robertson, 1981; Killian e
Van Meer, 2001). Desse modo, para que todas as moléculas lipidicas extraidas
pudessem compor uma membrana, elas precisariam estar organizadas sob a
forma de uma bicamada esférica. O emprego preferencial das hemacias em
estudos da membrana plasmatica deve-se ao fato de que nos mamiferos elas
apresentam-se em sua maturidade como formas celulares anucleadas e
ausentes de organelas citoplasmaticas e, desse modo, essas caracteristicas
justificam o baixo tempo de vida dessas células e também garantem que os
lipidios extraidos sejam praticamente em sua totalidade constituintes da
membrana plasmatica. Apos a descoberta de Gorter e Grendel, inUmeras
investigacdes e diversos modelos de organizacdo da membrana plasmatica
foram propostos, até que em 1972 S.J. Singer e Garth Nicolson sugerissem o

modelo de “mosaico fluido” (Singer e Nicolson, 1972; Robertson, 1981), o qual
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ainda continua sendo o modelo mais aceito atualmente. Nesse modelo, a
membrana bioldgica corresponde a uma bicamada lipidica fluida e continua, na

qual estariam imersas diferentes proteinas (figura 7).

ii. Dispersao Lipidica

Os lipidios sdo moléculas anfifilicas, isto €, caracterizam-se por
apresentarem tanto regides hidrofilicas, como hidrofdbicas, e, desse modo,
quando dispersas, formam espontaneamente (“self~assembly”’) agregados
liquido-cristalinos (coldides de associagao) resultantes das forgas atrativas (forga
de van der Waals) entre moléculas (apéndice A). Um fator importante que
influéncia o tipo de mesofase formada (figura 8B) é a geometria molecular
determinada pela diferenga entre a secgdo de area ocupada pelas regides
polares (cabeca) e a seccdo de area ocupada pelas hidrofébicas (cadeias
hidrocarbénicas) (figura 8A). (Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Hafez e Cullis,
2001; Vance e Vance, 2008; Cosgrove, 2010) Lipidios com uma unica cadeia
hidrocarbbnica apresentam uma geometria molecular aproximadamente cbnica
invertida, o que favorece a formacado de estruturas em fases micelares ou
hexagonais diretas; ao passo que lipidios com duas cadeias hidrocarbdnicas
apresentam uma geometria cilindrica, o que dificulta a formagao de micela e
favorece o processo de formacdo de bicamadas, isto é, formam-se estruturas
lamelares. Como os glicerofosfolipidios em sua maioria, em especial a
fosfatidilcolina (PC), a fosfatidilserina (PS) e o fosfatidilinositol (Pl), apresentam
geometria cilindrica, esse fator justifica o motivo desses lipidios serem os mais
abundantes nas membranas biologicas (Van Meer et al., 2008; Van Meer e De
Kroon, 2011) e, consequentemente, os mais empregados em sistemas
miméticos (modelos) de biomembranas. Por outro lado, lipidios com uma
reduzida secgdo de area ocupada pelas regides polares em relagédo a das
hidrofébicas, caso do esterol colesterol, por exemplo, irdo apresentar uma
geometria levemente cbnica, o qual determinara uma organizagao sob a forma
micelar invertida ou hexagonal invertida. Cabe ressaltar que, entretanto, além da
geometria molecular, a polaridade e a quantidade relativa do solvente

(dispersante) utilizado sdo importantes fatores limitantes do tipo de agregacao
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liquido-cristalina produzida. Desse modo, como foi explicado anteriormente,
dispersdes lipidicas em solventes polares favorecem a formagdo de fases
lipidicas diretas, cabecas hidrofilicas em contato direto com o solvente polar,
enquanto que na presencga solventes apolares, fases lipidicas inversas, cadeias
hidrocarbénicas (hidrofébicas) em contato direto com o solvente apolar, sejam
geralmente observadas. Na préxima secéo, sera descrito mais profundamente o
modelo de membrana lipidico lamelar (bicamada) empregado na presente

pesquisa.

CILINDRICO CONICO INVERTIDO
A

A

cabecga cabega

B

Rl
4848848

BICAMADA MICELA INVERTIDA
HEXAGONAL INVERTIDA

Figura 8 — llustracdo da (A) geometria (“envelope”) molecular para lipidios com diferentes relagdes entre
a area ocupada pelas cabecas (polares) e as caudas (hidrofébicas) e das (B) mesofases favorecidas para
cada geometria. Fonte: elaborado pelo autor. Figuras semelhantes podem ser encontradas em
publicagdes referentes aos coldides e as interfaces. (Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Butt et al., 2003; Vance

e Vance, 2008; Cosgrove, 2010)
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iii. Membrana Plasmatica

. ; Proteina Perférica
Exterior Glicoproteina  Glicolipidio

Proteinaintegral

" Bicamada lipidica

Centro Apolar \

Sl ] |

HIIJJ SIS

Cadeiasde dcidos

Srixgs Fosfolipidio
Citosol Proteinaintegral Cabegas Polares

Proteina Perférica (regido hidrofilica)

Figura 9 - llustragdo da estrutura basica das membranas bioldgicas: bicamada lipidica (folheto duplo)
incorporada de proteinas integrais. As proteinas periféricas ndo atravessam a bicamada, ao contrdrio das
integrais. As regides hidrofilicas e hidrofdbicas estdo indicadas. Os carboidratos também estdo presentes,
mas encontram-se associados a proteinas (glicoproteinas) ou a lipidios (glicolipidios). Fonte: figura

adaptada de Lodish et al. (2004).

As membranas biologicas sao cristais liquidos liotropicos constituidos
basicamente por uma bicamada lipidica (fase lamelar) na qual se encontram
incorporadas diversas moléculas proteicas (figura 9). Os lipidios representam
uma classe de moléculas anfifilicas caracterizadas por uma grande diversidade
quanto a sua estrutura e fungao bioldégica, podendo ser desde combustiveis
celulares a moléculas sinalizadoras (Stryer, 1981, Vance e Vance, 2008). Em
relacdo a morfologia celular, s&do importantes constituintes estruturais da
membrana plasmatica e das organelas citoplasmaticas. Por essa razao,
considerando-se a aplicacdo biolégica dos liotropicos, tanto para estudos
biofisicos (membranas modelo), quanto como sistemas carreadores de farmacos
(“drug delivery systems”) (Hafez e Cullis, 2001), a composi¢gdo dos sistemas
empregados sao preferencialmente de natureza lipidica. Isso ocorre, porque
esses sistemas precisam possuir uma composi¢cao semelhante a membrana
plasmatica, seja para aumentar a fidelidade do modelo de membrana, seja para

minimizar os efeitos toxicos durante o uso terapéutico.
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Dentre os lipidios que compdéem a membrana plasmatica, os mais
abundantes séo os glicerofosfolipidios e os esterdis, (Van Meer et al., 2008; Van

Meer e De Kroon, 2011) os quais sdo melhores descritos a seguir.

a) Glicerofosfolipidios

Colina
(Fosfatidilcolina)

Etanclamina
(Fosfatidiletanoclamina)

Serina
(Fosfatidilserina)

Glicerol
(Fosfatidilglicerol)

Glicerol interligando dois grupos
fosfatidil
[Difosfatidilglicerol ou Cardicolipinal

Inositol
{Fosfatidilinositol)

Figura 10- llustracdo da estrutura do glicerofosfolipidio 1,2-dimiristoil-sn-glicerol-3-fosfocolina ou
fosfatidilcolina (PC). As numeragées indicadas referem-se aos 3 carbonos pertencentes ao grupo glicerol
(1,2,3-propanotriol). O grupo colina (caixa com linha sélida) e outros grupos alcoois sdo listados. Os nomes
em parénteses referem-se a nomenclatura adquirida pelo lipidio devido a ligagdo do novo grupo alcool.

Fonte: figura editada de Vance e Vance (2008).

A estrutura molecular dos glicerofosfolipidios corresponde basicamente a
uma molécula glicerol (1,2,3-propanotriol) a qual encontra-se esterificada a dois
acidos graxos nos carbonos 1 e 2, e a um grupo fosfato no carbono 3 (figura 10).
O grupo fosfato, por sua vez, € também esterificado a um grupo alcodlico: este
ultimo pode ser simplesmente uma hidroxila (OH), ou grupos de maior
complexidade tais como a colina (caixa em destaque, figura 10), a etanolamima,
a serina, o glicerol e o inositol. Desse modo, podemos observar nessa mesma
figura, que os glicerofosfolipidios apresentam caracteristica anfifilica, isto é,
possuem uma cabega polar hidrofilica (grupo fosfato esterificado a um grupo
alcoodlico) e grupos nao polares (hidrofobicas) correspondentes as cadeias

hidrocarbdnicas dos acidos graxos.
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b) Esterdis

2
Z
’/,'

Colesterol

Nucleo esteroide

Figura 11 — Ilustragdo da estrutura quimica do esterol colesterol. Um esterol é uma molécula com nucleo
esteroidal (regido em vermelho com carbonos numerados) na qual um grupo hidroxila (em azul) e uma
cadeia hidrocarbonica estdo presentes, respectivamente, no C-3 e no C-17. Fonte: Wikiciéncias (Web

Paged).

Os esterois sao lipidios, cuja estrutura basica deriva de uma molécula
esteroidal (figura 11), - estrutura tetraciclica na qual 17 carbonos estéo
organizados em 3 aneéis hexagonais e um pentagonal. Por outro lado,
distinguem-se dos esteroides por apresentarem adicionalmente pelo menos um
grupo alcool (hidroxila) no carbono-3 e uma cadeia hidrocarbénica (8 ou mais
carbonos) no carbono-17. Sdo encontrados nas membranas plasmaticas de
todos seres vivos eucariontes, sendo o colesterol (figura 11) o esterol tipico de
animais; os fitoesterdis comuns nos vegetais superiores € o ergosterol, nos
fungos. As fungdes dos esterois sdo diversas, sendo que no caso dos mamiferos,
por exemplo, o colesterol participa da biossintese dos sais biliares e de
horménios (Solomonov et al., 2009) e € um importante componente estrutural e
regulador da fluidez na membrana plasmatica (ver segcéo 1.2B-v). Além disso,
inumeras pesquisas vém sugerindo que as regides da membrana ricas em
colesterol e em esfingomielinas, as quais sédo fosfolipidios que apresentam a
esfingosina (2-amino-4-octadeceno-1,3-diol) como cadeia base de esterificagao
ao invés do glicerol presente nos glicerofosfolipidios, sdo responsaveis pela
formagao de microdominios (“rafts”) (Brown e London, 2000; Salaun et al., 2004;
Silvius, 2005; Ramstedt e Slotte, 2006; Lindner e Naim, 2009) caracterizados por

um ordenamento lipidico mais rigido em relagédo as suas vizinhangas e, que por
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esse motivo, poderiam funcionar como sitios preferéncias de localizagao para

certas proteinas.

¢) Funcgéao
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Figura 12 — llustracdo dos transportes passivos e ativos através da membrana plasmatica. Fonte: figura

adaptada de Guyton e Hall (2006).

Um estudo recente (Stano et al, 2013) demonstrou que o
encapsulamento lipossémico (vesiculas lipidicas) de diversas biomoléculas
(DNA, RNA, enzimas, aminoacidos) dispersas em solugao permitiu a formacéao
espontanea de uma engenharia capaz de transcrever proteinas no interior
desses lipossomos, 0 que realga a importancia da formacdo de
microcompartimentos para a ocorréncias das reagdes bioquimicas intracelulares
essenciais a vida. Desse modo, podemos definir que o papel principal das
membranas biologicas € delimitar as dimensbes celulares e de organelas
citoplasmaticas, de modo que as composicdes particulares para cada
compartimento aquoso sejam asseguradas. Essa fungdo de barreira é
desempenhada gracas a permeabilidade seletiva intrinseca das membranas
biolégicas (figura 12): moléculas lipossoluveis (hidrofébicas) podem atravessar
passivamente a matriz lipidica a favor do gradiente de concentragao; por outro

lado, compostos polares ou ionizados (carregados) precisam ser transportados
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passivamente por intermédio de “poros” ou “aquaporinas” (difus&o facilitada) ou
ativamente, seja mediado por proteinas de transporte, como, por exemplo, as
proteinas co-transportadoras de outras substancias. Além disso, substancias de
grandes pesos moleculares s6 conseguem transpor essas barreiras por
processos que desencadeiem a endocitose. Embora todos os processos citados
sejam importantes, considerando-se que a maioria dos farmacos s&o acidos ou
bases fracos, eles tendem a se manter em sua forma quimica nao-ionizada
(lipossoluvel), e, portanto, sédo principalmente absorvidas pelo transporte passivo
lipidico, o que torna esse processo muito importante para absor¢cdo das
moléculas biologicamente ativas em geral. Desse modo, os estudos biofisicos
relacionados ao modo como diferentes biomoléculas interagem com o ambiente
lipidico podem contribuir para um melhor entendimento dos aspectos
relacionados ao transporte dessas substancias através da matriz lipidica (Fahr
et al., 2005).
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iv. Lipossomos como modelos de membrana

-
A oaacoack ;
Bicamada iaz
N -

MLV LUV SUV

(~103 nm) (~102nm) (~10 nm)

Figura 13 — llustragdo da estrutura vesicular lipidica e seus diferentes tipos: multilamelares (MLVs),
unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles -LUVs) e unilamelares pequenas (Small Unilamellar

Vesicles - SUVs). Fonte: elaborada pelo autor.

Lipossomos sdo vesiculas microscopicas uni ou multilamelares que
mimetizam a organizacgao lipidica presente nas membranas bioldgicas, sendo os
mais conhecidos (figura 13): vesicula multilamelar (MLV), unilamelar grande
(LUV) e unilamelar pequena (SUV). Essas estruturas lamelares correspondem a
mesofases liquido-cristalinas liotropicas (se¢do 1.1B) e, portanto, formam-se
espontaneamente quando determinadas concentragdes de lipidios com
envelope cilindrico (secao 1.2B-ii) sdo dispersos em solvente polar. No caso das
MLVs, as bicamadas lipidicas arranjam-se em estruturas lamelares concéntricas
com volume de solvente polar entre elas (Lasic, 1988; 1998, Matteucci e Thrall,
2000; Batista et al., 2007) (figura 13), ou seja, as cadeias hidrocarbdnicas
interagem entre si de modo n&o covalente (forgas de van der Waals) e formam
uma regiao apolar (hidrofébica) correspondente ao interior de cada bicamada;
enquanto as regides das cabegas polares arranjam-se de modo a formar regides
polares (hidrofilica) correspondentes as superficies (interna e externa) de cada
lamela.

O método de sintese mais simples desses lipossomos consiste na
elaboracgao prévia de um filme lipidico, o qual ao ser hidratado (dispersao lipidica

em solugdo polar), forma espontaneamente (“self~assembly”) as vesiculas
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lipidicas multilamelares (figura 14). O filme é obtido através da solubilizacao de
um lipidio (p6) em cloroférmio e posterior volatilizagado do solvente (aplicagcéo de
fluxo de gas nitrogénio e descanso no vacuo por no minimo 2h). Considerando-
se que vesiculas multilamelares (MLVs) de diversos tamanhos séo produzidas
espontaneamente apos a dispersdo lipidica (figura 14), a obtencdo de
lipossomos unilamelares de tamanhos especificos (LUVs ou SUVs) requer o
devido processamento dessas MLVs. Embora existam varios tipos de
processamento, o do tipo mecéanico € o mais comum: as LUVs s&o preparadas

através da extrusao da dispersdo de MLVs, enquanto as SUVs por sonicagéo.

SOLUBILIZAGAO
(SOLVENTE VOLATIL)

SECAGEM HIDRATAGAO

»

SOLVENTE S fLviE LipiDICO
ORGANICO

HIDRATAGAO
AGITACAO

EXTRUSAO
SONICACAO

»

VESICULAS MULTILAMELARES VESICULAS UNILAMELARES
(MLVs)

DISPERSAO LIPIDICA

Figura 14- llustragdo do processo de formacgdo de vesiculas multilamelares (MLVs) a partir da hidratagdo
(dispersdo lipidica em agua) de filmes lipidicos. O processamento das MLVs (Extrusdo ou Sonicagdo)

produz vesiculas unilamelares. Fonte: figura adaptada de Avanti Polar Lipids (Web Page 5).

Em 1965, Alec Bangham empregando-se da microscopia eletrénica foi o
primeiro a observar a formacao dessas vesiculas lipidicas, as quais por esse
motivo foram inicialmente chamadas de “Banghasomes” e s, posteriormente,
denominadas “liposomes” (lipossomos).(Deamer, 2010) Desse modo, desde a
sua descoberta, esses sistemas sdo empregados ha mais de 40 anos pela
ciéncia como modelos de membrana biologica, entretanto, foi somente a partir

de 1971, através dos estudos realizados por Gregory Gregoriadis, € que eles
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passaram a ter uma aplicagdo tecnoldgica e farmacoldgica, isto €, utilizados
como veiculos para liberagao controlada de farmacos e de pré-farmacos (“drug
delivery system”), assim como, de material genético (terapia génica), de
cosméticos, e de outras macromoléculas. Em relagdo a esse papel
desempenhado pelos lipossomos como transportadores de macromoléculas,
conforme esta ilustrado na figura 16, as substéncias a serem transportadas
podem ser adsorvidas na superficie polar das vesiculas (moléculas hidrofilicas
ionizadas), incorporadas na matriz lipidica (moléculas hidrofébicas) ou
encapsuladas no interior aquoso da vesicula (moléculas hidrofilicas nao
ionizadas)(Kulkarni, 2010). Desse modo, considerando-se o presente trabalho,
espera-se que um melhor esclarecimento do modo como a natamicina interagem
com vesiculas lipidicas venham incentivar o desenvolvimento de novos

mecanismos de transporte para essa molécula.

FARMACO HIDROFOBICO

FARMACO HIDROFILICO .

FARMACO HIDROFILICO
IONIZADO

Figura 15- llustragdo dos diferentes modos de interagdo entre moléculas com lipossomos. Fonte: figura

elaborada pelo autor e inspirada em Kulkarni (2010).
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v. Fluidez das bicamadas

A organizagao da membrana plasmatica € um importante determinante de
sua permeabilidade seletiva e, portanto, a manutengcdo de um grau de fluidez
adequado para a bicamada lipidica é vital para a sobrevivéncia celular (Stryer,
1981; Voet e Voet, 1995). Uma bicamada pode assumir duas importantes
configuracdes (figura 16): a lamelar rigida ou ordenada (L) e a lamelar fluida ou
isotrépica (La), sendo a transicdo de uma mesofase para outra caracterizada por
um valor especifico de temperatura denominada temperatura de transicdo de
fase principal (Tm). Primeiramente, considerando-se o efeito da temperatura,
podemos verificar que para valores abaixo de Tm (fase LB), as cadeias
hidrocarbdnicas dos fosfolipidios apresentam uma taxa de movimento (dinédmica)
baixa, o que favorece a interagdo intermolecular (hidrofébica) e o
empacotamento da bicamada; enquanto que acima de Tm (fase La), as cadeias
hidrocarbbnicas apresentam grande mobilidade, o que reduz as interagdes
intermoleculares e, consequentemente, favorece a fluidez da bicamada. No
intervalo de temperatura de transicdo Tm, uma mesofase denominada como
ripple, caracterizada pela presenga de ondulagcédo das lamelas tem sido sugerida

na literatura (figura 16).

Figura 16 — llustracdo das diferentes mesofases liquido-cristalinas para estruturas lamelares lipidicas: (A)
fase rigida L8, (B) fase de transicdo “ripple” e (C) fase fluida La. Fonte: figura adaptada de Neto e Salinas

(2005).
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Em segundo lugar, além da temperatura, outros fatores que interferem na
organizagao lipidica sdo: o comprimento das cadeias hidrocarbbdnicas e a
presencga de insaturagdes nas mesmas (Subczynski et al., 1994). Ao contrario
das moléculas constituidas por cadeias curtas, observa-se nas moléculas
detentoras de cadeias hidrocarbdnicas longas que as interagdes intercadeias
(hidrofobicas) sdo bastante intensas e, consequentemente, contribuem para o
ordenamento do sistema. Da mesma forma, ligagdes saturadas (C-C)
determinam uma conformacado trans, (figura 17A) na qual as cadeias se
encontram estendidas, o que favorece as interagdes intermoleculares e a rigidez
da membrana. Por sua vez, a presenga de liga¢des insaturadas (C=C) determina
a conformacgéo do tipo cis (figura 17B), na qual as cadeias hidrocarbdnicas
apresentam “dobras” nas regides dessas insaturagdes, o que reduz as
interacdes intercadeias e, consequente, contribui para a fluidez do sistema
(Ziblat et al., 2011). Essas propriedades sdo muito importantes, pois permitem
que as células controlem a fluidez de suas membranas plasmaticas através da
manutencgao de fosfolipidios constituidos por cadeias hidrocarbénicas contendo
comprimento e o grau de insaturacdo adequados.(Subczynski e Wisniewska,
2000).

Figura 17 —llustragdo do arranjo de (A) 3 moléculas com cadeias hidrocarbénicas saturadas (conformagdo

trans), e de (B) 3 moléculas sendo apenas uma delas com cadeia hidrocarbdnica insaturada (conformacao

cis). Fonte: figura adaptada de Lodish et al. (2004).

Finalmente, cabe mencionar a importancia do colesterol no controle da
fluidez das bicamadas. Como visto anteriormente (secao 1.2B-iii-b), o colesterol

€ um tipico constituinte das membranas de animais e sua estrutura quimica
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ciclica e predominantemente hidrofobica difere bastante das estrutura anfifilica
dos fosfolipidios, o que impede que bicamadas puras de colesterol sejam
formadas. Entretanto, a sua presenga na bicamada é essencial para manutencgao
da fluidez do sistema, uma vez que funciona como uma impureza, isto €, a sua
insercdo desfavorece as interagbes intermoleculares entre as cadeias dos
fosfolipidios, o que acaba por inibir a formagéo de fases extremamente rigidas
mesmo diante de quedas bruscas na temperatura. Além disso, sua interacao
com os fosfolipidios promove a formagcdo de uma fase predominantemente
fluida, mas mais condensada que a La, o que, por sua vez, impede um aumento
brusco na fluidez da membrana mesmo quando sujeita a um elevado incremento
da temperatura. Desse modo, a fluidez das membranas biolégicas também pode
ser regulada através do controle de quantidades adequadas de colesterol em

suas composicoes lipidicas.(Subczynski et al., 1994)
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1.3) ANTIFUNGICOS POLIENCOS E A NATAMICINA

Diante do aumento de individuos com sistema de defesa comprometido,
determinado por diversos fatores, tais como a disseminagdo da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e a crescente administracdo de farmacos
imunossupressores necessarios durante o tratamento de cancer e em
transplantes de orgaos, os casos de doengas causadas por infecgdes fungicas
oportunistas se agravaram.(Greenwood et al., 2007; Kavanagh, 2011) Para
resolucdo desse problema novos medicamentos antifungicos tém sido
empregados, dentre os quais merecem destaque os antibidticos poliénos.
(Zotchev, 2003)

Os antibidticos macrolideos poliénos (figura 18) sao geralmente
produzidos por bactérias do género Streptomyces e caracterizam-se por
possuirem um anel macrociclico poliol e insaturado por duplas ligagdes, podendo
este ser glicosilado a um amino-agucar (micosamina e isémeros) ou ndo. Essa
configuracdo estrutural garante propriedades anfifilicas e eficiente atividade
antifungica a esses antibidticos.(Rychnovsky, 1995) A anfotericina B (figura 18A)
e a nistatina (figura 18B), sdo exemplos dessa classe de substancias que
apresentam o mecanismo de acado antifungico mais bem conhecido.(Kinsky,
1970; Greenwood et al., 2007, Kavanagh, 2011) ligam-se por afinidade ao
ergosterol, que é um esteroide caracteristico de membranas fungicas, resultando
na formagao de poros ou canais, 0s quais aumentam a permeabilidade da
membrana, ocasionando desequilibrio homeostatico e consequente morte
celular. Uma consequéncia desse mecanismo de acdo e que merece destaque
refere-se a baixa indugao de resisténcia, pois apenas fatores que alterem a
disponibilidade de ergosterol nas membranas fungicas podem reduzir a eficacia
de um tratamento com antifungicos poliénos.(Ghannoum e Rice, 1999) Uma
grande desvantagem refere-se a toxicidade e ao transporte sistémico dessas
substancias, os quais tem sido enfrentadas através de novas formulagdes
farmacéuticas para esses farmacos, caso da anfotericina B, para a qual
formulagbes lipidicas e lipossémicas (Denning e Hope, 2010) sdao as mais

recomendadas para uso terapéutico.
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Figura 18: llustracdo da estrutura quimica dos antibidticos macrolideos poliénos: (A) anfotericina B, (B)

nistatina e (C) natamicina (pimaricina). As caixas em linhas tracejadas indicam a estrutura do grupo amino-

acucar (micosamina) que é comum a todas as moléculas mostradas. Fonte: elaborada pelo autor.

A natamicina (figura 18C), também conhecida como pimaricina, € um
antifungico macrolideo tetraéno que exibe amplo espectro de agéo. Foi isolado
primeiramente em 1955 a partir de amostras de solo coletadas na provincia de
Natal, perto da cidade de Pietermaritzburg, Africa do Sul e, por esse motivo a
bactéria responsavel por sua produgao foi denominada Streptomyces natalensis.
No passado, esse antifungico era conhecido como pimaricina, mas devido as
determinagcées da Organizagdo Mundial da Saude (WHO), os antibidticos
produzidos pelas baterias do género Streptomyces deveriam possuir o sufixo
‘micina” em seus nomes, e desde entdo esse antibidtico € conhecido como
natamicina.(Brik, 1981) Esse antifungico natural € pouco soluvel em agua e
insoluvel na maioria dos solventes apolares. Na forma de p6 e ao abrigo da luz,
esse composto € extremamente estavel por longos periodos de armazenamento,
enquanto que sob a forma de suspensbes aquosas a natamicina demonstra
degradar quando exposta aos raios ultravioleta, a agentes oxidantes e a metais
pesados.(Brik, 1981; Juneja et al., 2012) A aplicagdo da natamicina sobre a
superficie de alimentos ndo altera suas qualidades (cor, sabor e textura) e sua
ingestédo € segura, isto &, a absor¢cdo oral da natamicina é praticamente nula,
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sendo, portanto, essas caracteristicas justificantes do emprego desse
antifungico como conservante alimentar.(Brik, 1994; Apatricio et al., 2000; Juneja
et al., 2012) Além disso, devido a sua baixa toxicidade (oral e tépica), ndo s6 &
empregada como conservante, mas também no tratamento de micoses
superficiais. A natamicina € o unico antifungico aprovado pelo 6rgéo Food and
Drug Administration (FDA) para uso oftalmico. Acreditava-se que a natamicina
apresentava um mecanismo de agao similar ao aceito para a anfotericina B e
nistatina, entretanto, um minucioso estudo in vivo e in vitro mostraram que
embora haja uma afinidade desse antibidtico pelo esterol ergosterol, a atividade
antifungica ndo foi acompanhada de um aumento na permeabilidade das
membranas fungicas, (Te Welscher et al., 2008) o que, por sua vez, assegura
que seu mecanismo de acido nao esta correlacionado a formagao de poros na
membrana. Curiosamente, existem muitos estudos da pimaricina abordando a
sua sintese e a sintese de seus derivados, (Aparicio et al., 2000; Recio et al.,
2004; Belakhov et al., 2010; Fajardo et al., 2010; Santos-Aberturas et al., 2011)
novas formulagdes para aplicagcdo oftalmica (Bhatta et al., 2012) e o
desenvolvimento de novos sistemas poliméricos para liberacdo controlada,
(Cong et al., 2007; Tiire et al., 2009; Fajardo et al., 2010, Pintado et al., 2010;
Bierhalz et al., 2012) entretanto, poucos s&o os artigos que investigaram seu
mecanismo de agao. Dentre esses ultimos destacam-se as descobertas que
relatam a associagdo da atividade antifungica da natamicina com um efeito
inibitério tanto do processo de endocitose nas células fungicas, (Van Leeuwen
et al., 2009; Te Welscher et al., 2010) como da atividade de proteinas
transmembrana de transporte.(Te Welscher et al., 2012) Por outro lado, até o
nosso conhecimento nédo existe nenhum resultado claro que correlacione o
mecanismo de ag¢ao da natamicina com as possiveis alteracdes no ambiente
lipidico, as quais, por sua vez, seriam ocasionadas pelo estabelecimento da
interagdo natamicina-esterol. Por essa razao, através do estudo da interagéo da

natamicina com membranas modelos € que a presente pesquisa foi realizada.
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CAPITULO 2
MOTIVACAO E OBJETIVOS

“O cientista sente-se recompensado
por aquilo a que Henri Poincaré chamou
a alegria da compreensao,
e ndo pelas possibilidades de aplicacdo
»
que qualquer descoberta sua possa ter.

(Albert Einstein)
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2. MOTIVAGAO E OBJETIVOS

2.1) Motivagao:

Diante do aumento de individuos com o sistema imunoldgico
comprometido, sejam aqueles acometidos pela SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), sejam os que s&do submetidos a tratamentos
quimioterapicos, a incidéncia de infec¢des fungicas oportunistas tem-se tornado
um problema alarmante. Nesse cenario, os antibioticos macrolideos poliénos
(anfotericina B, nistatina e natamicina) tem-se mostrado como boas alternativas
para o tratamento de infec¢des fungicas, uma vez que sao naturais (produzidos
por bactérias), apresentam um amplo espectro de acdo, e o mais importante,
nao induzem resisténcia nos fungos durante o tratamento. Por outro lado,
embora a natamicina ja seja um antibiético macrolideo poliéno empregado
topicamente para tratamento de infecgbes fungicas, e também aprovado em
muitos paises como conservante natural de alimentos, ao contrario da
anfotericina B e da nistatina, ela apresenta um mecanismo de ac¢do ainda

desconhecido.

2.2) Objetivos:

O presente trabalho visa preencher essa lacuna através de um estudo a
nivel molecular, ou seja, caracterizar que tipo de perturbagdo a presenga da
natamicina provoca sobre o grau organizagao de diversos lipidios constituintes
de membranas modelo (monocamadas e lipossomos) e correlacionar esses

efeitos com o mecanismo de agédo desse antibiético em membranas bioldgicas.
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CAPITULO 3
ESTUDOS EM LIPOSSOMOS

“A ciéncia é a irma cacula da arte;
talvez bastarda.”

(César Lattes)
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3.1) MATERIAIS E METODOS

A) Reagentes

O antifungico natamicina e os esterdis (colesterol e ergosterol) foram
adquiridos de Sigma Chemical Co (figura 19). Os fosfolipidios 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-dioleoi-sn-3-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidico (POPA) (figura 19) e o lipidio 1,2-
dioleoil-3-trimetil-aménio-propano (DOTAP) (figura 19), assim como os
marcadores de  spin, colestano  (CSL), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfo(tempo)colina (DOPTC) e 1-palmitoil-2-(n-doxil estearoil)-sn-glicero-3-
fosfocolina (n=5, 14 e 16) (figura 20), o tampao HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-
piperizina-acido etanosulfénico), os tampdes fosfato mono/dissédico
(NaH2PO4/Naz2HPOQa4), o cloreto de sddio (NaCl) e o hidroxido de sodio (NaOH)

foram gentilmente cedidos pelo grupo de Biofisica do IFSC-USP.

H, O oH
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H OH O. ﬁ5,4::

e OH
i
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Natamicina U
HOY ™

-

Figura 19 — llustragdo da estrutura quimica do antibidtico natamicina e dos lipidios colesterol, ergosterol,
1,2-dioleoil-fosfatidilcolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), 1,2-dipalmitoil-
fosfatidilglicerol  (DPPG), 1-palmitoil-2-oleiol-sn-glicero-3-fosfatidico (POPA) e 1,2-dioleoil-3-

trimetilamonio-propano (DOTAP).
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Figura 20 — llustragdo dos marcadores de spin colestano (CSL), dioleoilfosfo(tempo)colina (DOPTC), 5-

(doxyl)fosfocolina (5-PC), 14-(doxyl)fosfocolina (14-PC) e 16-(doxyl)fosfocolina (16-PC). As caixas

tracejadas indicam a presenca do radical livre.

B) Amostras: dispersées lipidicas

As solugdes estoques individuais para os lipidios (DPPC, DOPC, DPPG,
POPA, DOTAP, colesterol e ergosterol) e para cada marcador de spin (CSL, 5-
PC, 14-PC ou 16-PC) foram preparadas empregando-se cloroférmio como
solvente hidrofébico; enquanto que para a natamicina, o solvente empregado
consistiu numa mistura polar de DMSO/agua (85:15). Para o preparo das
amostras analisadas por EPR, inicialmente foram elaborados filmes lipidicos
pipetando-se o volume desejado de cada solugao estoque em tubos de ensaio,
de modo que a massa final lipidica correspondesse a 1mg e a concentragao do
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marcador de cada marcador spin nao ultrapassasse 0,5% mol; removendo-se os
solventes acumulados no interior desses tubos através da passagem de um fluxo
ultrapuro de nitrogénio gasoso e posterior evacuagao em centrifuga por uma
noite toda. O colesterol ou o ergosterol, quando presentes no preparo dos filmes,
apresentaram uma concentragdo correspondente a 20% mol ou a 50% mol. A
concentracdo da natamicina quando presente foi de 20% mol. As dispersdes
lipidicas foram produzidas através da hidratagao dos filmes lipidicos previamente
formados empregando-se pequenos volumes (50ul) da solugdo tamp&o com o
valor do pH desejado (HEPES ou fosfato mono/dissddico) acrescido de 100 mM
de NaCl. O valor de pH=7,0 para o tampao HEPES foi corrigido empregando-se
NaOH, enquanto o valor de pH=5,0 foi ajustado misturando-se propor¢des
adequadas entre os tampdes fosfato monossdédico e o dissédico. A etapa final
correspondente a formacédo de vesiculas lipidicas multilamelares (MLVs)
consistiu na homogeneizagéo das dispersodes lipidicas através da vortexacéo e
da sonicagdao das mesmas acima da temperatura de transi¢gdo gel-liquido
cristalina caracteristica de cada composicao lipidica. As amostras analisadas
termicamente por DSC foram preparadas de maneira idéntica as empregadas na
EPR, entretanto, sem a adigdo de marcadores de spin e ajustando-se as
concentragcbes dos componentes presentes para um volume maior de solugao

tampao em cada amostra (800ul).
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C) Ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

i. Teoria
(Marsh, 1981)

A ressonéncia paramagnética eletrénica (EPR), também conhecida como
ressonancia do spin eletrénico (ESR) ou ressonancia magnética eletrbnica
(RME), € o nome dado ao processo de absorg¢ao ressonante de micro-ondas por
atomos, ions ou moléculas paramagnéticas, os quais devem possuir ao menos
um elétron desemparelhado. Considerando-se que bicamadas e vesiculas ndo
apresentam carater paramagnético, € necessaria a utilizagcdo do método do
marcador de spin, que consiste na incorporacdo de um grupo paramagnético
(sonda) no sistema a ser analisado. No caso de estudos biofisicos envolvendo
membranas modelo, esse grupamento paramagnético geralmente € o radical
nitroxido (N-O) e a molécula que o contém pode ser inserida no sistema por meio

de intercalagao fisica entre os componentes lipidicos da bicamada.

a) O fenémeno da ressonéncia
(Atherton, 1993; Weil e Bolton, 2007)
Na auséncia de um campo magnético externo, a magnetizagao total do
sistema (amostra) é nula, visto que os dipolos magnéticos intrinsecos aos spins
dos elétrons desemparelhados encontram-se distribuidos aleatoriamente e,

consequentemente, nao existem diferencas energéticas populacionais bem

definidas. Por sua vez, se um campo magnético externo (HT,) for aplicado numa
direcao fixa, apds o equilibrio térmico ser atingido, observa-se a formacao de
populagdes com niveis energéticos distintos devido a interagdo Zeeman, isto €,
decorrentes da interagdo entre os dipolos magnéticos dos elétrons
desemparelhados e o campo magnético aplicado (figura 21). O numero de
estados produzidos varia conforme o numero quantico de spin M da particula e
obedece a regra 2M+1. Como o numero quantico de spin do elétron é M=1/2, o
numero de estados possiveis sera dois, sendo suas energias proporcionais a
ms=+1/2 e ms=-1/2, e portanto, os elétrons desemparelhados irdo orientar-se
em dois modos distintos devido a interagdo Zeeman: paralela (menor energia)

ou antiparalela (maior energia) em relagcdo ao campo magnético externo aplicado
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(figura 21). Por outro lado, o nucleo também possui um momento de dipolo
magnético intrinseco. Desse modo, 0 momento magnético nuclear pode interagir
com os dipolos magnéticos eletrénicos, provocando uma perturbagao energética
denominada interacdo hiperfina ou acoplamento hiperfino. Isso provocara
novamente um desdobramento de energia para os elétrons desemparelhados
segundo a regra 2Mr+1, onde agora M correspondera ao valor do numero
quantico de spin nuclear interagente. No caso do marcador de spin (sonda)
radical nitroxido, o nitrogénio apresenta numero quantico de spin nuclear M,=1
e, portanto, cada nivel energético decorrente da interagdo Zeeman (ms=+1/2 e
ms=-1/2) se desdobrara em trés novos estados energéticos (mi=-1, mi=0e mi
= +1) devido a interacao hiperfina. Por fim, se a esse sistema for aplicado uma
micro-onda oscilante (F{), verificaremos que caso o valor da frequéncia (w1)
dessa micro-onda coincida com a diferenga especifica de energia (AE) entre os
diferentes estados, os elétrons desemparelhados entram em ressonancia,
transitando entre esses niveis. Cabe lembrar, entretanto, que essa transigcao de
energia entre os estados ressonantes € bem definida e sé ocorre quando
Ams=*1 entre os estados provenientes da interagcdo Zeeman e, quando Am;=0
entre os estados produzidos pela interagao hiperfina (figura 21). A essa condigao

obrigatéria denomina-se Regra de Selegéo.

Interacdo Hiperfina

Interacdo Zeeman

- m,=+1

=+1/2 1. I
Ms= /2 . m,=0
1 m,=-1

‘0

.0

- Em mm EE W Em gy = Em e .
R
+

Figura 21- llustragdo dos niveis de energia adquiridos devido a interacdo Zeeman (ms=+1/2) e hiperfina
(mi=+1, 0, -1) tipicas de um radical nitréxido onde S=1/2 e I=1. As transi¢cdes de energia permitidas estdo

indicadas e s6 ocorrem para Am;=0. Fonte: figura adaptada de Brustolon e Giamello (2009).
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b) O espectrébmetro de EPR
(Marsh, 1981; Weil e Bolton, 2007; Brustolon e Giamello, 2009)

Amplitude do sinal

. Espectro
(eixo y)

—\—

Campo (Ho)

:!\ (eixo x)

CONTROLADOR DO
CAMPO

CANAL DO SINAL

Cavidade
Ressonante

Figura 22 — Diagrama de blocos do espectrémetro de EPR: ponte, cavidade ressonante, magneto e

espectro de EPR. Fonte: figura adaptada de Brustolon e Giamello (2009).

A figura 22 € um diagrama de blocos de um espectrémetro tipico de EPR.
A ponte de micro-ondas contém tanto a fonte produtora de micro-onda, como um
detector. A micro-onda de banda (frequéncia) fixa produzida na ponte incide

sobre a amostra que estda numa cavidade localizada entre im&s geradores do

campo magnético (Fo’), cuja intensidade é convenientemente variada dentro de
um intervalo desejado. Apds a ocorréncia do fendmeno da ressonéncia e
consequente absorcao de energia pela amostra, a micro-onda refletida retorna
para a ponte e tera sua intensidade detectada. A diferenca entre a intensidade
da micro-onda incidente e refletida sera correspondente a intensidade de energia
absorvida pela amostra, sendo essa quantidade adquirida para cada valor do
campo magnético varrido num espectro que geralmente corresponde a primeira

derivada de um espectro de absorgéo.
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c) O espectro de EPR

Figura 23 - Exemplo de espectros de movimento rapido obtidos para o radical nitréxido: (a) espectro de

absorgdo e (b) primeira derivada do espectro de absor¢do. Fonte: elaborada pelo autor.

O espectro de EPR de marcadores de spin anfifilicos incorporados a
agregados lipidicos corresponde a primeira derivada (figura 23b) do espectro de
absorcao (figura 23a) para um dado marcador de spin e ele informa sobre a
microviscosidade e a polaridade da regido onde se encontra o grupo
paramagnético.(Marsh, 1981, Ge e Freed, 1998; Brustolon e Giamello, 2009)
Esse grupo sonda pode tanto estar ligado a cabeca polar do anfifilico, portanto
informando sobre propriedades da interface do agregado com o meio aquoso,
como estar ligado a um dos carbonos da cadeia acila do anfifilico. No caso do
radical nitroxido (grupo sonda), cujo espectro de EPR é caracterizado pela
presenca de trés linhas hiperfinas (figura 23b) devido as trés transicoes
energéticas permitidas (ver segao 4.C-i-(a)) (Atherton, 1993; Weil e Bolton, 2007)
durante a ressonancia, a assimetria desse radical torna seu espectro de EPR
sensivel ao ordenamento da regido onde ele se encontra. Portanto, as linhas
espectrais sdo muito sensiveis ao grau de ordenamento e de mobilidade dos
marcadores de spin.(Schneider e Freed, 1989b; Fernandez e Lamy-Freund,
2000) Desse modo, uma analise direta dos dados obtidos com a técnica de EPR
pode ser realizada através do estudo comparativo entre as medidas das alturas
e das larguras das linhas espectrais.(Marsh, 1981; Fernandez e Lamy-Freund,
2000; Turchiello et al., 2000; Duarte et al., 2008) Considerando-se que 0s
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espectros isotropicos monitoram regides mais fluidas, enquanto espectros
anisotropicos sao caracteristicos de sistemas mais viscosos, dentre os

parametros utilizados na analise direta destacam-se:

e arazao entre as alturas (figura 24) dos picos para o campo baixo e central
(h+1/ho) ou entre o campo alto baixo e central (h-1/ho): um valor préximo de
uma unidade indica que as alturas dos diferentes picos apresentam
valores semelhantes e, portanto, maior sera a isotropia do sistema, ou
seja, maior o grau de fluidez.

e larguras do pico (figura 24) para campo central (Aho), para campo baixo

(Ah+1) e para o campo alto (Ah.7): quanto maior a largura dos picos, maior

sera anisotropia do sistema, ou seja, maior a viscosidade.

Figura 24- llustragdo esquematica de um espectro isotrépico mostrando os picos baixo (m=+1), central

(m=0) e alto (m=-1) e suas respectivas alturas (h) e larguras (Ah). Fonte: elaborada pelo autor.

Cabe lembrar ainda, que como as caracteristicas espectrais sao
influenciadas tanto pelo tipo de marcador utilizado, assim como, pelas alteracbes
de vizinhangas que eles monitoram, certos espectros de EPR podem apresentar
picos pouco definidos, o que determina uma baixa sensibilidade para uma
analise direta das medidas de suas linhas e, portanto, nesses casos uma analise
indireta via simulagéo espectral € mais adequada.(Schneider e Freed, 1989a;

Fernandez e Lamy-Freund, 2000)

59



3.ESTUDOS EM LIPOSSOMOS

ii. Experimental

Os espectros de EPR de radiagao continua foram obtidos empregando-se
o espectrémetro de EPR da Varian modelo E-109. A frequéncia da micro-onda
foi mantida fixa (banda 9 GHz e poténcia 10 mW), enquanto o campo magnético
(campo central de 3265 G) aplicado foi variado dentro um intervalo
correspondente a 140 G, para um intervalo de tempo de cada varredura (“scan”)
correspondente a 120s. Os valores para a modulagéao (0,5 ou 1,0) e para o ganho
foram variados visando-se a redugado do ruido nas aquisicbes. O numero de
pontos por varredura foi fixado em 2048 e a constante de tempo empregada foi
de 64ms.

No caso das MLVs de DPPC, de DPPG, ou POPA os espectros para cada
tipo de marcador foram obtidos para diferentes valores de temperatura, visando-
se monitorar a organizagao lipidica sob a fase gel, de transi¢&o principal (“ripple”)
e fluida. Por outro lado, para o caso particular dos lipidios DOPC e DOTAP, os
quais apresentam temperatura de transi¢do muito baixas (negativas ou proximas
de 0°C), (Hirsch-Lerner e Barenholz, 1998; Zhou et al., 1999; Regelin et al., 2000,
Ge e Freed, 2003) nao foram realizados estudos envolvendo a variacédo da
temperatura. Nesses casos, as medidas de EPR foram coletadas a temperatura
ambiente (24°C), para a qual as MLVs desses lipidios se encontram ja na fase
fluida.

As analises dos dados obtidos com a técnica de EPR foram realizadas
apenas diretamente, a qual consistiu no estudo comparativo dos valores
medidos para as alturas das linhas espectrais (se¢ao anterior). Essas medidas
diretas correspondem a médias de no minimo trés repeticbes e quando nao

mostrados, os erros sao inferiores a 5%.
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B) Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
i. Teoria

A analise térmica de materiais pode ser realizada por um conjunto variado
de técnicas, entretanto, todas elas visam um mesmo objetivo: medir a resposta
de um material diante de um aquecimento ou de um resfriamento, permitindo,
assim, determinar correlagdes entre propriedades fisicas do material analisado
em relagéo a variagdes de temperatura (Hatakeyama e Liu, 1998). A calorimetria
diferencial de varredura (Differential Scanning Calorimetry - DSC) & a técnica
mais amplamente utilizada para analise térmica de materiais e consiste na
medicdo da diferenca de fluxo de calor para uma amostra em relacdo a uma
referéncia diante de uma variagao linear de temperatura, a pressao constante
(Gabbott, 2008; Menczel e Prime, 2009).

a) O aparelho de DSC
(Gabbott, 2008; Menczel e Prime, 2009)

Um aparelho de DSC, que utiliza o principio de compensacgao de poténcia,
€ basicamente composto por duas células, sendo uma destinada a amostra e
outra a referéncia, as quais se apresentam isoladas adiabaticamente do
ambiente. Cada uma contém acoplada uma resisténcia, que é responsavel pelo
fornecimento de calor individual, e um sensor de temperatura (figura 25). A
temperatura entre as células € mantida invariavel, mas ambas sao aquecidas ou
resfriadas linearmente conforme o intervalo de temperatura desejado. Quando a
célula contendo a amostra absorve ou libera calor, ela exige que uma maior ou
menor poténcia seja fornecida, respectivamente, para que a sua temperatura
seja mantida coincidente com a da referéncia. Desse modo, essa variagcao de
poténcia de energia fornecida entre a referéncia é convertida em curvas de calor
especifico (Cp) vs. Temperatura (T), que sdo também conhecidas como perfis
calorimétricos. Esse fato pode ser justificado, considerando que uma maior
(menor) poténcia implica numa maior (menor) quantidade de calor a ser
fornecida para que o sistema varie sua temperatura, indicando, portanto, um
aumento (decréscimo) do calor especifico (Cp) dessa amostra. Essas variagdes

quanto ao calor especifico estao correlacionadas a alteragdes fisico-quimicas na
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amostra, e, portanto, resultam no monitoramento de diferentes propriedades

assumidas pelo sistema em fungéo da temperatura.
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Figura 25- llustragdo esquemadtica de um aparelho de DSC de compensagdo de poténcia: duas células (uma
para a amostra e outra para a referéncia) contendo resisténcias e sensores de temperatura individuais. A
temperatura entre as células é mantida invaridvel durante um resfriamento ou aquecimento das células
através de variagGes na poténcia da resisténcia da amostra. Fonte: figura adaptada de Menczel e Prime

(2009).

b) Os perfis calorimétricos

(Chapman et al., 1974; Gabbott, 2008)

A técnica de DSC é bastante empregada para o estudo das transigdes de

fase de membranas modelo e de diversos materiais organicos ou nado. Nesse
caso, essa técnica é utilizada para detectar os intervalos de temperatura em que
as transicoes de fase ocorrem a pressao constante, através da medigao de picos
ou de vales de calor especifico (Cp) em fungcédo da temperatura (T), os quais
corresponderédo a curvas de calor absorvido ou liberado, respectivamente (figura
26). Ainda, como tanto a altura, quanto a forma dessas curvas podem variar, elas
sdo também conhecidas como perfis calorimétricos, cujas caracteristicas estao
intimamente associadas com as propriedades fisico-quimicas de cada sistema.
Por exemplo, na figura 26, pode-se observar um processo endotérmico seguido
por um exotérmico para uma mesma amostra. Esse comportamento pode ser
explicado por uma transigao com perda de organizagao estrutural (pico), seguida
por uma transigdo com ganho de organizagao (vale). Esta ultima é caracteristica
de materiais que apresentam uma propriedade de recristalizacdo, a qual é

produzida geralmente devido a uma perda de solvatagdo em suas estruturas.
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Figura 26- llustragdo de um perfil calorimétrico contendo um processo endotérmico e outro exotérmico
para uma mesma amostra. A primeira estrutura (pico) corresponde a um aumento do calor especifico e,
portanto, refere-se a uma transicdo tipica de um estado mais organizado para um menos organizado. A
segunda estrutura (vale) corresponde a perda de calor especifico pela amostra, isto €, perda de solvatagdo
(recristaliza¢do), referindo-se a uma transi¢cdo de um estado menos organizado para um mais organizado.

Fonte: figura adaptada de Gabbott (2008).

Sistemas constituidos por apenas fosfolipidios e agua costumam
apresentar um pico caracteristico de transicdo de fase em seus perfis
calorimétricos. A carga das cabecas polares lipidicas, valor de pH, forga ibnica,
assim como o comprimento as cadeias hidrocarbdnicas sdo exemplos de fatores
que podem alterar o modo como lipidios interagem entre si e com outras
biomoléculas, o que é refletido também em alteracbes de perfis calorimétricos.
Em perfis calorimétricos representados por picos de formas simétricas pode-se
estimar a cooperatividade de transicdo desses sistemas, a qual sera
proporcional a medida da largura a meia altura desses picos em curvas DSC:
uma perda na cooperatividade de um sistema (alargamento do pico)
corresponde a um decréscimo na quantidade média de lipidios que transicionam
uniformemente de um estado a outro para um dado valor ou intervalo de
temperatura, e vice-versa.

Além disso, como a integral da area das curvas calorimétricas de calor
especifico x temperatura correspondem a entalpia de transigdo (AH),(Heimburg
e Biltonen, 1994; Heimburg, 1998) cujo valor se refere a energia envolvida num

processo de transigédo, pode-se determinar a quantidade de energia total (calor)
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que deve ser fornecida (processo endotérmico, AH>0) ou liberada (processo
exotérmico, AH<0) da amostra para que haja uma mudanga de fase. Uma

redugéo no valor de AH, a qual foi correlacionada a uma perda na intensidade

de interagao (forcas de van der Waals) entre as cadeias hidrocarbénicas,(Ohline
et al., 2001) assume a mesma interpretacdo empregada para um efeito de
alargamento no pico de transi¢cao calorimétrico, e, portanto, geralmente refere-
se a presenca de impurezas que determinem que um sistema lipidico transicione
de modo nao-uniforme (menos cooperativo).(Chapman et al., 1974; Mcmullen e
Mcelhaney, 1997; Prenner et al., 1999; Mannock, D.A. et al., 2010)

Desse modo, os parametros mais estudados por essa técnica em

processos de transi¢ao de fase sao (figura 27):

e Ton: temperatura do inicio da transigéo,

e Toff : temperatura do final da transigao,

e Tm: temperatura de transicdo de fase principal, geralmente
correspondente a temperatura em que 50% da transigéo esta completa,

e AH: entalpia de transi¢do normalizada por mol ou por unidade de massa,

e Cp: calor especifico, que correspondente a quantidade de calor (por mol

ou por unidade de massa) requerido para variar em 1° a temperatura da
amostra a pressao constante.
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Figura 27- llustracdo esquematica de um perfil calorimétrico de uma transicdo endotérmica para um
sistema lipidio-agua. Os parametros Ton, Tm € Toff correspondem as temperaturas de inicio, de fase
principal e do final de transicdo, respectivamente. A area abaixo da curva correspondente a energia

principal absorvida na transicdo (AH). Fonte: figura adaptada de Chapman et al. (1974).
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ii. Experimental

As medidas calorimétricas foram realizadas a pressao constante em um
microcalorimetro de alta sensibilidade da Microcal e modelo VP-DSC,
empregando-se os seguintes parametros: uma taxa de varredura de 30 °C/h,
intervalo de variacdo da temperatura entre 20 °C a 65 °C e tempo de espera
(equilibrio térmico) de 10 minutos. As subtragcées das linhas de base e as
integrais (entalpia de transicdo) dos perfis calorimétricos foram realizadas no
software ORIGIN também da Microcal. Nos perfis calorimétricos é possivel
monitorar as temperaturas de pré-transicdo (Tp) e a transigdo principal (Tm)
caso as transi¢cdes de fase ocorram no sistema para o intervalo de temperatura
considerado. Além disso, como a cooperatividade de um sistema € proporcional
a medida da largura a meia altura do pico de transigéo (AT1/2) nas curvas de
DSC, para cada perfil calorimétrico esse parametro foi determinado. A integral
referente a area das curvas calorimétricas de calor especifico vs. temperatura,
foram também calculadas, a qual corresponde a entalpia de transicdo (AH), cujo

valor equivale a energia total envolvida no processo de transicdo da fase

observado.
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3.2) RESULTADOS

A) Espectros de EPR
i. Efeito da natamicina em MLVs de DPPC

Relembrando-se que o lipidio zwitteribnico fosfatidilcolina (PC) é
fosfolipidio mais abundante presente nas membranas biolégicas, nossos
estudos focaram-se inicialmente na investigagdo do efeito da natamicina em
modelos de membrana correspondentes a vesiculas multilamelares (MLVs)
constituidas pelo fosfolipidio saturado dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
dispersas em tampao HEPES (pH=7,0 e [NaCl] = 100mM) e submetidas a 3
valores de distintos de temperatura. Considerando-se que a transicdo da fase
gel para a liquido-cristalina (Tw) do DPPC ocorre em torno dos 41 °C, (Mansour
e Zografi, 2007, Mannock, D. A. et al., 2010) os valores de temperatura
monitorados para essas MLVs foram selecionados visando-se estudar essas
MLVs em diferentes fases de organizagao: fase gel (25 °C), fase proxima da Ty
do DPPC e da temperatura média do corpo humano (37 °C), e fase fluida (45
°C). Lembrando-se que essas MLVs nado apresentam radicais livres em sua
composi¢cao, o monitoramento da regido proxima a superficie das bicamadas foi
garantida através da inser¢gao do marcador 5-PC, enquanto o interior hidrofébico
das bicamadas, pela incorporacao dos marcadores CSL ou 14-PC.

Como pode ser observado nas figuras presentes no anexo |, nossos
resultados indicam que a presencga de 20% mol de natamicina (linha vermelha)
nao altera o perfil, nem as larguras das linhas dos espectros de EPR das MLVs
puras de DPPC (linha preta) tanto na regido préxima a superficie das bicamadas
(figura 66), quanto no interior hidrofébico das bicamadas (figura 67) e (figura 72).
Essas observacbes demonstram que a natamicina nao afeta a dindmica, nem a
organizacao lipidica das MLVs puras de DPPC para as regides das bicamadas
analisadas.

Por fim, ainda observando-se as figuras no anexo |, podemos notar que o
efeito da natamicina em MLVs de DPPC incorporadas de 20% mol de esterol
(colesterol ou de ergosterol) também foi estudado. Novamente, nossos
resultados mostram que a presencga da natamicina (linha vermelha) ndo modifica

o perfil, nem as larguras das linhas dos espectros de EPR, o que indica que a
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natamicina n&o perturba a dindmica, nem a organizagdo molecular das MLVs de
DPPC (linha preta), mesmo quando essas incorporadas pelos esterois colesterol
(figuras 68, 69 e 73) ou ergosterol (figuras 70, 71 e 74).

ii. Efeito da natamicina em MLVs de DOPC

Conforme visto da sec¢éo anterior, nenhuma alteragao péde ser notada
adotando-se o fosfolipidio zwitteribnico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
caracterizado por possuir cadeias hidrocarbénicas saturadas. Desse modo, com
o intuito de verificarmos se o grau de insaturacdo presente nas cadeias
hidrocarbdnicas afetariam a sensibilidade das vesiculas multilamelares (MLVs)
de fosfatidilcolina (PC) em relagdo a presenga da natamicina, realizou-se um
novo estudo empregando-se MLVs constituidas pelo fosfolipidio zwitteridnico
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), o qual difere do DPPC por apresentar em cada
cadeia hidrocarbénica uma insaturagao por dupla ligagao. Considerando-se que
a transicao da fase gel para a liquido-cristalina (Ty) do DOPC é negativa (em
torno dos -18°C), (Zhou et al., 1999; Ge e Freed, 2003) os espectros de EPR
foram obtidos apenas a temperatura ambiente (24°C), uma vez que para
qualquer valor positivo para a temperatura, as MLVs de DOPC encontrar-se-iam
no estado fluido.

Nesse caso, como pode ser visto nas figuras presentes no anexo Il, a
presenca da natamicina (linha vermelha) ndo promove nenhuma alteracéo
significativa nos espectros de EPR para as MVLs de DOPC (linha preta), tanto
na regido das cabegas polares monitoradas pelo marcador DOPTC (anexo I,
figura 75), como no interior hidrofébico das bicamadas monitorado pelos
marcadores 14-PC ( figura 76) e CSL (figura 77), mesmo quando a essas MLVs
sdo incorporadas 20% mol de esterol (colesterol ou ergosterol) em sua
composigao.

Em resumo, esses resultados iniciais obtidos para as MLVs de DOPC
somados aos observados na sec¢ao anterior para as MLVs de DPPC, indicam
que, para as configuragdes experimentais selecionadas, isto €, empregando-se
os fosfolipidios zwitteribnico de fosfatidilcolina (PC) dispersos em tampéo
HEPES (pH=7,0 e [NaCl]=100mM), o efeito da natamicina é desprezivel
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independentemente da presenga ou da auséncia de insaturagdes ao longo das
cadeias hidrocarbonicas do PC. Da mesma forma, a incorporagdo ou nao de
20% mol de esterol aparentemente ndo afeta a sensibilidade das MLVs de PC

diante da presenga de natamicina.

iii. Efeito da natamicina em MLVs carregadas negativamente
(POPA) ou positivamente (DOTAP)

Finalmente, uma vez que nenhuma alteracdo significativa pode ser
constatada empregando-se fosfolipidios zwitteribnicos de fosfatidilcolina (PC),
com o objetivo de verificarmos se a carga liquida das cabegas polares lipidicas
era um fator importante para interagao da natamicina com os sistemas lipidicos,
foram obtidos medidas de EPR a temperatura ambiente (24 °C) para MLVs
constituidas por lipidios carregados positivamente de dioleoiltrimetilamonio
(DOTAP) ou negativamente carregados de palmitoiloleoilfosfatidico (POPA), os
quais foram dispersos em solugdes tampdes ajustadas para dois valores
distintos de pH: 7,0 e 5,0. Esses valores de pH nao foram escolhidos ao acaso,
mas porque representam um valor acima e um abaixo em relag&o ao pl=6,5 da
natamicina e, portanto, referem-se a uma configuragdo na qual a natamicina se
encontra com carga liquida negativa e positiva, respectivamente. Os esterois
(colesterol ou ergosterol) quando presentes apresentaram 50% mol de

concentracao, enquanto a natamicina, 20% mol.

Primeiramente, a seguir estdo plotados os espectros de EPR obtidos para
MLVs positivamente carregadas de DOTAP (figuras 28 e 29) ou negativamente
carregadas de POPA (figuras 30 e 31) dispersas em tampao HEPES (pH=7,0 e
[NaCl]= 100mM), para os marcadores DOPTC e 16PC. Nesses espectros, a
mudanga mais significativa foi monitorada apenas pelo marcador 16-PC
incorporado no sistema lipidico de DOTAP/colesterol (1:1), para o qual verifica-
se que a presencga de 20% mol de natamicina tornou o espectro mais isotrépico
(figura 29), isto €, houve um aumento no valor da raz&o entre as alturas dos picos

para campo baixo e central (h+1/ho) como pode ser visto na tabela 1.
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Marcador DOPTC MLV
+ Nat (20mol%)

DOTAP puro

DOTAP/Colesterol
(1:1)

DO TAP/Ergosterol
(1:1)
. . . T .
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3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

Figura 28 - Espectros de EPR obtidos para o marcador DOPTC incorporado em uma dispersdo lipidica
multilamelar de DOTAP puro ou de DOTAP/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tampéo
HEPES, pH=7,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenga (em vermelho) de natamicina

(20% mol).

Marcador 16PC MLV

+ Nat (20mol%)
DOTAP puro

\
DOTAP/Colesterol
(1:1)

DOTAP/Ergosterol
(1:1)

T T T T T 1
3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

I T T
3200 3220

Figura 29 - Espectros de EPR obtidos para o marcador 16PC incorporado em uma dispersdo lipidica
multilamelar de DOTAP puro ou de DOTAP/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tampéo
HEPES, pH=7,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenca (em vermelho) de natamicina

(20% mol). As setas pretas indicam regiGes espectrais modificadas
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Marcador DOPTC MLV
+ Nat (20mol%)

POPA puro
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(1:1)
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Figura 30 - Espectros de EPR obtidos para o marcador DOPTC incorporado em uma dispersao lipidica
multilamelar de POPA puro ou de POPA/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tamp3do HEPES,

pH=7,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenca (em vermelho) de natamicina (20% mol).

Marcador 16 PC MLV
+ Nat (20mol%)

POPA puro

POPA/Colesterol
(1:1)

POPA/Ergosterol
(1:1)

I T T ¥ T ¥ T T T T ¥ 1
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

Figura 31 - Espectros de EPR obtidos para o marcador 16PC incorporado em uma dispersdo lipidica
multilamelar de POPA puro ou de POPA/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tamp3do HEPES,

pH=7,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presen¢a (em vermelho) de natamicina (20% mol).
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Tabela 1- Valores médios das alturas dos picos para campo baixo (h+1) e central (ho). Erros inferiores a 5%.

Sistema h.1 ho h.1/ho
DOTAP/Col (1:1) 0,6475 1,00 0,6475
+20% mol NAT 0,7404 1,00 0,7404
Diferenca 0,0929 0 0,0929

A razdo entre as alturas do pico baixo e central (h.1/ho) e a diferenca entre elas é mostrada.

Em segundo lugar, os experimentos anteriores foram repetidos,
empregando-se 0os mesmos lipidios e as mesmas condi¢gdes experimentais,
exceto para o valor do pH, o qual foi ajustado para pH=5,0, cujo valor € inferior
ao anteriormente utilizado (pH=7,0). Desse modo, a nova solugdo tampéo
constituiu-se de 100mM de fosfato mono/dissédico ([NaCl]= 100mM) e os
esterois (colesterol ou ergosterol) quando presentes apresentaram 50% mol de
concentragcédo, enquanto a natamicina, 20% mol. A seguir, encontram-se 0s
espectros de EPR obtidos em pH=5,0 para as MLVs positivamente carregadas
de DOTAP (figuras 32 e 33) e para negativamente carregadas de POPA (figuras
34 e 35).

Marcador DOPTC MLV
+ Nat (20mol%)

DOTAP Puro

DOTAP/Colesterol J

(1:1)

DOTAP/Ergoste roJ

(1:1)

I T T 4 T 4 T T T T T 4 1
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

Figura 32 - Espectros de EPR obtidos para o marcador DOPTC incorporado em uma dispersdo lipidica
multilamelar de DOTAP puro ou de DOTAP/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tampao
fosfato, pH=5,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenc¢a (em vermelho) de natamicina

(20% mol).
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Marcador 16-PC MLV

+ Nat (20mol%)
DOTAP Puro
DO TAP/Colesterol /
(1:1)

DO TAP/Ergosterol
(1:1)

T T T T 4 1
3240 3260 3280 3300 3320
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T T T
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Figura 33 - Espectros de EPR obtidos para o marcador 16PC incorporado em uma dispersdo lipidica
multilamelar de DOTAP puro ou de DOTAP/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tampao
fosfato, pH=5,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenga (em vermelho) de natamicina

(20% mol). As setas pretas indicam regiGes espectrais modificadas.

Marcador DOPTC —_ MLV
+ Nat (20mol%)

POPA Puro

POPA/Colesterol

POPA/Ergosterol
(1:1)

[
(1:1) f\:

I T T T T T T T 1
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

Figura 34 - Espectros de EPR obtidos para o marcador DOPTC incorporado em uma dispersao lipidica
multilamelar de POPA puro ou de POPA/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tampao fosfato,
pH=5,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presencga (em vermelho) de natamicina (20% mol).

As setas pretas indicam regides espectrais modificadas.
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Marcador 16-PC MLV
+ Nat (20mol%)

POPA Puro

POPA/Colesterol
(1:1)
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Figura 35 - Espectros de EPR obtidos para o marcador 16PC incorporado em uma dispersdo lipidica
multilamelar de POPA puro ou de POPA/esterol (colesterol ou ergosterol a 50% mol) em tamp3o fosfato,

pH=5,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenga (em vermelho) de natamicina (20% mol).

Tabela 2—Valores médios das alturas dos picos para campo baixo (h+1) e central (ho). Erros inferiores a 5%.

Sistema h.1 ho h+1/ho
DOTAP/Col (1:1) 0,6603 1,00 0,6603
+20% mol NAT 0,7505 1,00 0,7505
Diferenca 0,0902 0 0,0902

A razdo entre as alturas do pico baixo e central (h.:/ho) e a diferenga entre elas é mostrada.
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Considerando-se as MLVs positivamente carregadas de DOTAP em
pH=5,0 acrescidas ou n&o de esterol (colesterol ou ergosterol), a presencga da
natamicina (linha vermelha) ndo promove nenhuma alteragdo nos espectros de
EPR para o marcador DOPTC (figura 32) para todos os sistemas lipidicos
considerados (linha preta), enquanto que para o marcador 16 PC (figura 33)
pode-se notar uma mudancga bastante significativa apenas para os espectros
correspondentes aos sistemas lipidicos de DOTAP/Colesterol (1:1). Nesse caso,
verifica-se que a presenca de 20% mol de natamicina torna o espectro mais
isotropico, isto €, ocorre um aumento do valor raz&o entre as alturas (tabela 2)
dos picos para campo baixo e central (h+1/ho). Esse tipo de mudanca e com a
mesma ordem de grandeza também foi visualizada para o marcador 16-PC
incorporado em DOTAP/Colesterol (1:1) em pH=7,0 na presenga da natamicina
(ver tabela 1 e figura 28), o que sugere que esse efeito seja ocasionado
independente do pH, e possivelmente devido a interagéo hidrofébica do sistema

lipidico em questao com a natamicina.

Por fim, para as MLVs negativamente carregadas de POPA em pH=5,0,
na regido monitorada pelo marcador DOPTC (figura 34) a presenga da
natamicina (linha vermelha) promove alargamentos muito pequenos (aumento
da anisotropia) apenas nas linhas espectrais de EPR referentes aos sistemas
lipidicos contendo esterdis (colesterol o ergosterol); enquanto que para o
marcador 16 PC (figura 35), a presenga da natamicina modifica (sutiimente)
apenas o0s espectros correspondentes aos sistemas lipidicos contendo
ergosterol. Esses resultados, embora apontem mudancas diminutas, sugerem
que as MLVs de POPA apresentam uma maior sensibilidade a presenca da

natamicina em pH=5,0 do que em pH=7,0.
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iv. Efeito da natamicina em MLVs negativamente carregadas
(POPA) a diferentes valores de temperaturas

Na secao anterior, os espectros de EPR foram adquiridos para pH=5,0 ou
pH=7,0 apenas a temperatura ambiente (24°C), para cuja temperatura as
vesiculas multilamelares (MLVs) de POPA encontram-se na fase gel, visto que
a transic¢ao principal da fase gel para a fluida (7w) desse fosfolipidio ocorre em
torno dos 24-28 °C.(Demel et al., 1992; Dacosta et al., 2002; Mansour e Zografi,
2007) Desse modo, visando-se investigar se a interacao da natamicina com as
MLVs de POPA poderia se alterar em funcdo das diferentes fases
organizacionais que essas MLVs pudessem assumir; decidiu-se estudar a
interacdo da natamicina com as MLVs POPA em funcdo da variagdo da
temperatura. Considerando-se que o marcador 16-PC monitora uma regido
(centro da bicamada) na qual a organizagao molecular (cadeias hidrocarbdnicas)
€ bastante sensivel a variagao da temperatura, os espectros de EPR a diferentes
valores de temperaturas foram obtidos apenas para o marcador 16PC
incorporado em MLVs de POPA em pH=7,0 (figuras 36-38) e pH=5,0 (figuras 39-
41).

Cabe lembrar que, embora as MLVs de DOTAP também tenham sido
estudadas na secao anterior, as MLVs de DOTAP apresentam um valor de
temperatura para a transigdo principal préxima de 0°C,(Hirsch-Lerner e
Barenholz, 1998; Regelin et al., 2000) o que torna inviavel a obtengdo dos
espectros de EPR a diferentes valores positivos de temperaturas, uma vez que
as MLVs de DOTAP se encontrariam num mesmo estado organizacional, isto é,

na fase fluida.
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POPA Puro —MLV
Marcador 16-PC —+ NAT (20 mol%)
5°C
15°C

=

20°C

22°C

25°C

28 °C
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40 °C

45 °C
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3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 36 - Espectros de EPR obtidos a diferentes temperaturas para o marcador 16PC incorporado em
uma dispersdo lipidica multilamelar de POPA puro em 10 mM de tamp&o HEPES, pH=7,0 e [NaCl]=100mM,

na auséncia (em preto) e na presenca (em vermelho) de natamicina (20% mol).
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POPA/Colesterol (1:1) —NMLV
Marcador 16-PC + NAT (20 mol%)

9°C

T T T T T I ! | ! | ! 1
3280 3300 3320 3340

|
3260
Campo Magnético (G)

I | I
3200 3220 3240

Figura 37 - Espectros de EPR obtidos a diferentes temperaturas para o marcador 16PC incorporado em
uma dispersdo lipidica multilamelar de POPA/Colesterol (1:1) em 10 mM tamp&do HEPES, pH=7,0 e [NaCl]=

100mM, na auséncia (em preto) e na presenga (em vermelho) de natamicina (20% mol).
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POPAI/Ergosterol (1:1) — MLV
Marcador 16-PC + NAT (20 mol%)

it

| | I | | | |
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

1
3340

Figura 38 - Espectros de EPR obtidos a diferentes temperaturas para o marcador 16PC incorporado em
uma dispersao lipidica multilamelar de POPA/ Ergosterol (1:1) em 10 mM tamp&o HEPES, pH=7,0 e [NaCl]=

100mM, na auséncia (em preto) e na presenga (em vermelho) de natamicina (20% mol).
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POPA Puro — MLV
Marcador 16-PC —+ NAT (20 mol%)

9°C
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3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 39 - Espectros de EPR obtidos a diferentes temperaturas para o marcador 16PC incorporado em
uma dispersdo lipidica multilamelar de POPA puro em 100 mM de tamp3&o fosfato mono/dibasico, pH=5,0

e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenga (em vermelho) de natamicina (20% mol).
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POPA/Colesterol (1:1) —NMLV
Marcador 16-PC ——+ NAT (20 mol%)

2°C

| | | I
3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)
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Figura 40 - Espectros de EPR obtidos a diferentes temperaturas para o marcador 16PC incorporado em
uma dispersdo lipidica multilamelar de POPA / Colesterol (1:1) em 100 mM de tamp3o fosfato
mono/dibasico, pH=5,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenca (em vermelho) de

natamicina (20% mol).
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POPA/Ergosterol (1:1) — MLV
Marcador 16-PC —+ NAT (20 mol%)

9°C
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3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 41 - Espectros de EPR obtidos a diferentes temperaturas para o marcador 16PC incorporado em
uma dispersdo lipidica multilamelar de POPA/ Ergosterol (1:1) em 100 mM de tampdo fosfato
mono/dibasico, pH=5,0 e [NaCl]= 100mM, na auséncia (em preto) e na presenca (em vermelho) de

natamicina (20% mol).
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Primeiramente, uma analise apenas qualitativa permite inferir que o sistema
POPA/Colesterol (1:1) ndo sofre alteragdo com a presencga da natamicina, seja
para o pH=7,0 (figura 37), seja para o pH=5,0 (figura 40). Ja em relagdo ao
sistema POPA puro, a presenga da natamicina provoca pequenas alteragdes no
espectro entre 18 °C e 22 °C em pH=7,0 (figura 36), enquanto que para o pH=5,0
nenhuma alteragdo significativa pode ser notada (figura 39). Por outro lado, em
relacdo ao sistema POPA/ergosterol(1:1), em pH=7,0 nenhuma alteragéo sobre
0s espectros pode ser notada com a adigdo de natamicina (figura 38), enquanto
em pH=5,0 a incorporagao de natamicina em POPA/Ergosterol(1:1) demonstra
provocar mudangas espectrais para todas temperaturas (figura 41), sendo as
mudancgas mais significativas encontradas para o intervalo de temperatura entre
18 °C e 25 °C.

Em segundo lugar, uma analise quantitativa pode ser realizada através da
comparagao dos valores das razdes entre as alturas dos picos para campo baixo
e central (h+1/ho) dos espectros de EPR com ou sem a presencga de natamicina.
Nesse caso, quanto mais proximo de uma unidade for o valor desse parametro,
maior sera a isotropia do sistema e, portanto, menos ordenado. Os graficos 42A
e 42B mostram os valores de h+1/ho obtidos de espectros para o marcador 16-
PC incorporado nos diferentes sistemas lipidicos de POPA em pH=7,0 e em
pH=5,0, respectivamente. Como pode ser visto na figura 42A, em pH=7,0 a
presenga da natamicina ndo provoca alteragbes significativas em h+1/ho tanto
para os sistemas POPA puro como para o POPA/Colesterol (1:1), enquanto que
uma pequena redugdo em h+1/ho € observado com a adigdo da natamicina em
POPA/Ergosterol (1:1) para a maioria das temperaturas, o que indica que a
presenca da natamicina provoca um pequeno aumento geral no ordenamento
lipidico desse ultimo sistema. Ja na figura 42B, em pH-5,0 a presencga da
natamicina somente nao provoca alteragbes em h+1/ho para o sistema
POPA/Colesterol(1:1), ja que no sistema POPA puro pequenos aumentos em
h+1/ho sdo observados para todas as temperaturas, o que indica um aumento do
ordenamento geral; no sistema POPA/Ergosterol (1:1) um comportamento
andmalo pode ser notado: entre 15 °C e 25 °C ocorre um aumento significativo

em h+1/ho, isto €, um aumento da fluidez do sistema; enquanto uma redugcédo em
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h+1/ho ocorre para temperaturas mais altas (entre 30 °C e 45 °C), o que sugere

um aumento do ordenamento nessas temperaturas.

=f=P0OPA puro
-<>- POPA puro + NAT (20 mol%)
=§=POPAICol (1:1)
POPAICol (1:1) + NAT (20 mol%]
=dhe=POPAErg (1:1) .
POPAIErg (1:1) + NAT (20 mol%)

Temperatura ('C)

Figura 42 - Valores médios para a razdo entre as alturas das linhas de campo baixo e central (h+1/ho) em
funcdo da temperatura referentes aos espectros de EPR obtidos para o marcador 16-PC incorporado em
MLVs de POPA puro, POPA/Colesterol (1:1) ou POPA/Ergosterol (1:1) na presenga ou auséncia de 20% mol
de natamicina (A) em 10 mM de tampao HEPES ([NaCl]=100mM); (B) em 100mM de tampao fosfato

mono/dissédico e ([NaCl]=100mM). Erros inferiores a 5%.
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B) Perfis calorimétricos de DSC
i. Fosfolipidio zwitteribnico com cadeias saturadas (DPPC)

Uma analise apenas qualitativa indica que a presenca da natamicina nao
provoca alteragdes significativas nos perfis calorimétricos de MLVS de DPPC
puro (figura 43) e de DPPC/colesterol (4:1) (figura 44). Por outro lado, ela alterou
tanto a forma como a largura das linhas para as MLVs de DPPC/Ergosterol (4:1)
(figura 45). Desse modo, a analise qualitativa indica uma interagao preferencial

da natamicina com MLVs de DPPC contendo o esterol ergosterol.

DPPC

——MLV
+ NAT (20 mol%)

b
)
z
©
Q
=3
o
&

350 37,5 40,0 425 450
Temperatura (°C)

Figura 43 — Perfis calorimétricos para as MLVs de DPPC na auséncia (preto) e na presenga (vermelho) de

20% mol de natamicina.
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| DPPC/Colesterol , gLy
(4:1) ——+ NAT (20 mol%)

30 40 50

Temperatura (°C)

Figura 44 — Perfis calorimétricos para as MLVs de DPPC/colesterol (4:1) na auséncia (preto) e na presenca

(vermelho) de 20% mol de natamicina.

1 DPPC/Ergosterol ——NMLV
| (4:1) + NAT (20 mol%)

30 40 50

Temperatura (°C)

Figura 45 — Perfis calorimétricos para as MLVs de DPPC/ergosterol (4:1) na auséncia (preto) e na presenca

(vermelho) de 20% mol de natamicina.
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Uma anadlise quantitativa mostra que a natamicina ndo altera
significativamente os valores de Tp, Tm, AH e AT+2 das MLVs de DPPC e das
MLVs de DPPC/colesterol (Tabela 3). Esses resultados sugerem uma fraca
interacao da natamicina com esses sistemas. Por outro lado, sua presenga em
MLVs de DPPC/ergosterol reduziu o valor de AT1.2 (Tabela 3) em mais de 50%,
0 que indica um aumento na cooperatividade de transi¢ao do sistema provocado
pela presenga do farmaco. Esses resultados sugerem que a natamicina possui
uma maior afinidade pelo ergosterol do que pelo colesterol. Entretanto, n&o
esclarecem que tipo de alteragcédo a natamicina produz na organizagéo molecular
das MLVs contendo ergosterol, uma vez que nos espectros de EPR para as

MLVs de DPPC/Erg (seg¢ao 3.2A-i) nao observa-se mudancas significativas.

Tabela 3 — Valores médios dos parametros termodinamicos. Erros inferiores a 5%.

Sistema Te(°C) Twm (°C) AH (kcal/mol) ATy
DPPC 34,88 41,39 10,45 0.18

+ 20% mol Nat 34,78 41,34 10,25 0,27
DPPC/Col - 40,06 3.73 2,89

+ 20% mol Nat - 40,04 3,41 2,69
DPPC/Erg - 40,82 5,46 4,81

+ 20% mol Nat - 40,99 5,83 1,92
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ii. Fosfolipidio negativamente carregado com cadeias
saturadas (DPPG)

Considerando-se que os resultados mais relevantes foram encontrados
para a interacdo da natamicina em fungédo da variagdo da temperatura para o
fosfolipidio negativo POPA num valor acido de pH, e como o estoque (pd) de
POPA havia-se esgotado, optou-se por realizar medidas de DSC empregando-
se dispersoes lipidicas do fosfolipidio negativo DPPG preparadas nas mesmas
condigbes utilizadas para as MLVs de POPA em pH=5,0, isto €, em tampéao

fosfato mono/dissddico (100mM) e [NaCl] = 100mM.

—DPPG
- - =DPPG + NAT (20 mol%)
——DPPGI/Col (4:1)

DPPGICol (4:1) + NAT (20 mol%)
——DPPG/Erg (4:1)

DPPGIErg (4:1) + NAT (20 mol%)

0
S
£
®
o
=
o
0
[
£
©
Q
=
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<

Temperatura (°C)

Figura 46 - Termogramas de DSC para MLVs de DPPG ou DPPG/Esterol (4:1) na auséncia (preto) e na
presenca de 20% mol de natamicina. O grafico (A) corresponde aos perfis calorimétricos, enquanto em

(B) sdo mostrado as Integrais (entalpia) dos perfis apresentados em (A).
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Em primeiro lugar, uma analise apenas qualitativa indica que a presencga
de 20% mol de natamicina provoca alteragdes significativas nos perfis
calorimétricos de MLVS constituidas por DPPG puro ou incorporadas de 20%
mol de esterol (colesterol ou ergosterol) (figura 46A): em todos os casos, a
presenca da natamicina deslocou o pico de transicdo principal para valores
menores de temperatura em relagcdo aos seus respectivos sistemas sem a sua
adicdo. Ja na figura 46B, pode-se se notar que as curvas de entalpia (AH) para
sistemas contendo natamicina, adquirem valores positivos antecipadamente as
curvas referentes aos sistemas lipidicos sem a incorporagao do antifungico, isto
€, a transicao inicia-se em valores de temperaturas inferiores aos encontrados
para os respectivos sistemas de controle. Além disso, nessa mesma figura pode-
se notar que a presenga da natamicina reduz o valor de entalpia (AH) final para
todos os sistemas lipidicos, exceto para o caso dos sistemas DPPG/Col e
DPPG/Col+Nat, para os quais a natamicina aparentemente nao alterou
expressivamente o valor desse parametro (figura 46B). Esses resultados,
portanto, indicam que a natamicina interage diretamente com o DPPG puro,
enquanto que, no caso dos sistemas lipidicos contendo esterol, as interagdes
parecem ser maiores na presenga do ergosterol, uma vez que a entalpia de
transicao para os sistemas contendo colesterol aparentemente nao sofre

mudanca.

Tabela 4 — Valores médios dos parametros termodinamicos. Erros inferiores a 5%.

Sistema Te (°C) Tm (°C) AH (kcal/mol) ATy
DPPG 35.05 40.95 9.54 0.68
+20% mol Nat 31.48 40.12 8.51 1.17
DPPG/Col - 39.98 3.92 0.99
+20% mol Nat - 39.75 4.26 1.33
DPPG/Erg - 39.17 4,96 2.49
+20% mol Nat - 39.22 3.28 2.33
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Em segundo lugar, uma analise quantitativa (Tabela 4) mostra que a
natamicina reduz significativamente o valor da temperatura de pré-transigao (Tp)
para as MLVs de DPPG, sendo que para as MLVs de DPPG/esterol as
inexisténcias de picos de pré-transicao (figura 46A) levam a nédo determinagao
do valor para esse parametro (Tabela 4). Além disso, em relagdo aos valores
obtidos para a temperatura de transi¢&o principal (Twm), a presenga da natamicina
também reduz esses valores para as MLVs de DPPG, mas praticamente nao
altera para as MLVs de DPPG/Col e para as MLVs de DPPG/Erg. Além disso,
reducdes significativas nos valores de entalpia s6 sdo observadas para as MLVS
de DPPG e de DPPG/Erg, pois para as MLVs de DPPG/Col esse parametro
praticamente nao é afetado. Curiosamente, em relagcado as larguras de linha a
meia altura (AT12) dos picos de transi¢cédo, as MLVs de DPPG e de DPPG/Col
sofrem um aumento no valor desse parametro, enquanto uma leve redugao é
verificada para as MLVs de DPPG/Erg.

Retomando-se o que foi dito, considerando-se o fato de que reducdes nos
valores entalpia (AH) (ver, figura 46B e tabela 4) e nos valores de temperatura
de transigao principal (Twm) (ver, figura 46A) foram verificadas para todos os
sistemas em que a natamicina foi adicionada, pode-se concluir que em pH=5,0
e a alta forga i6nica (100mM de tampao e 100mM de NaCl) as MLVs de DPPG
estdo sujeitas a interagéo direta com a natamicina (20% mol), sendo que, quando
incorporadas com 20% mol de esterol (colesterol ou ergosterol), o efeito da
natamicina sobre as MLVs é distinto: a natamicina aumenta a largura de linha
(AT1/2) para os sistemas contendo colesterol, mas reduz sutiimente o valor desse
parametro para os sistemas contendo ergosterol. Isso significa que a natamicina
reduz a cooperatividade de transicao lipidica das MLVs de DPPG/Col, mas
aumenta sutilmente a cooperatividade para as MLVs de DPPG/Erg. Como uma
perda de cooperatividade também é verificada para as MLVs de DPPG puro na
presengca de natamicina, isso sugere que essa redugao de cooperatividade
verificada nas MLVs de DPPG/Col possivelmente também ocorra devido a
interacdo eletrostatica da natamicina com os fosfolipidios negativamente
carregados de DPPG e nao necessariamente devido a interagdo da natamicina

com o colesterol. Como em pH=5,0 a natamicina se encontra positivamente
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carregada, a natureza da interacdo dessa molécula com o fosfolipidio

negativamente carregado DPPG é provavelmente eletrostatica.

No caso especial das MLVs de DPPG/Erg as mudangas nao ocorreriam
somente devido a interacido direta da natamicina com o DPPG, mas também
devido a uma interagdo da natamicina com o ergosterol. Nesse caso, as
moléculas de natamicina de alguma maneira associar-se-iam as moléculas de
ergosterol e reduziriam a quantidade de esterdis disponiveis para interagao com
os fosfolipidios de DPPG, consequentemente. Isso explicaria o aumento de
cooperatividade de transi¢cdo, ou seja, a natamicina ao reduzir a quantidade de
ergosterol disponivel para associacdo com as moléculas de DPPG, torna as
MLVs com menor teor de “impureza”, o que aumentaria a homogeneidade das
MLVs e permitiria que elas transicionem num intervalo de temperatura mais
estreito. Esses resultados corroboram com a relatada preferéncia de interacao
da natamicina por MLVs contendo ergosterol. (Teerlink et al., 1980, Te Welscher
et al., 2008)
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3.3) DISCUSSAO GERAL

Em primeiro lugar, nossos espectros de EPR indicam que a organizagao
molecular das MLVs constituidas pelo fosfolipidio zwitteriénico fosfatidilcolina
(PC) ndo sao afetadas pela presengca da natamicina, independentemente do
grau de saturacdo das cadeias do fosfolipidio e da temperatura (figuras em
anexo |, anexo IlI). Nesse caso, mesmo a incorporagao de 20% mol de esterol
(colesterol ou ergosterol), ndo modifica a organizagdo das MLVs de PC diante
da natamicina. Apenas para as MLVs de DPPC contendo 20% mol de ergosterol
um pequeno ganho de cooperatividade na transigao da fase gel para fluida péde
ser notada (figura 45, tabela 3). Esses resultados, portanto, indicam que a
natamicina ndo é capaz de atravessar as bicamadas lipidicas, e que, entretanto,
a natamicina apresenta uma ligeira preferéncia de interagao hidrofdbica com
sistemas contendo ergosterol, que é o esterol tipico de membranas fungicas.
Esses resultados corroboram com as descobertas de Teerlink et al. (1980) e de
te Welscher et al. (2008), os quais demonstraram que as vesiculas lipidicas
contendo ergosterol eram mais sensiveis a interagdo com a natamicina do que

as com colesterol.

Em segundo lugar, considerando-se que a natamicina apresenta um ponto
isoelétrico em pH=6,5, suas moléculas podem apresentar carga liquida ndo nula
diante da variagcao do pH do meio. Desse modo, para um valor de pH=7,0 suas
moléculas apresentam carga liquida ligeiramente negativa, o que de certo modo
deveria favorecer a sua interacdo eletrostatica com o lipidio positivamente
carregado DOTAP e desfavorecer sua interagdo com o lipidio negativamente
carregado POPA. Como esperado, na figura 30 podemos observar que ndo ha
mudancgas nos espectros de EPR para os sistemas lipidicos de POPA e de
POPA/esterol na presenca ou na auséncia de natamicina na regido das cabecas
polares lipidicas (marcador DOPTC), enquanto que no centro da bicamada
(marcador 16PC), apenas para o sistema POPA/Ergosterol a presenga da
natamicina promove uma pequena redugao geral no valor do parametro h+1/ho
(figura 42A), o que indica uma leve perda de ordenamento para todo intervalo de
temperatura considerado (5°C a 45° C). Por outro lado, ndo houve interagéo

significativa entre a natamicina e o sistema lipidicos de DOTAP, exceto para o
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caso do sistema lipidico DOTAP/colesterol monitorado pelo marcador 16PC
(figura 29), para o qual uma alteragdo nos espectros € observada. Nesse caso,
verifica-se que o espectro se torna isotropico na presenga da natamicina:
comprovado pelo aumento no valor do parametro h+1/ho (tabela 1), o que pode
ser interpretado como um aumento da fluidez dos sistemas DOTAP/Colesterol

provocado pela interagdo com a natamicina.

Por sua vez, ja para o valor de pH=5,0, as moléculas de natamicina
encontram-se positivamente carregadas e, desse modo, uma interagéo
eletrostatica favoravel entre a natamicina e os lipidios POPA era esperada,
enquanto que com o lipidio positivo DOTAP n&o. Como esperado, verifica-se que
na regidao das cabecgas polares (marcador DOPTC) a natamicina torna os
espectros ligeiramente mais anisotrépicos (figura 34), ou seja, torna a regido das
cabecas lipidicas de POPA ligeiramente mais ordenadas, enquanto que no
centro da bicamada (marcador 16PC), a presenca da natamicina n&o provoca
alteragcbes em h+1/ho (figura 42B) apenas para o sistema POPA/Colesterol(1:1),
ja que para o sistema POPA puro, pequenos aumentos em h+1/ho sdo observados
para todas as temperaturas, o que indica um aumento do ordenamento geral;
para o sistema POPA/Ergosterol (1:1) um comportamento incomum é notado:
entre 15 °C e 25 °C ocorre um aumento significativo em h+1/ho, isto €, um
aumento da fluidez do sistema; enquanto uma reducdo em h+1/ho ocorre para
temperaturas mais altas (entre 30 °C e 45 °C), o que sugere um aumento do
ordenamento nessas temperaturas. Por outro lado, nos sistemas lipidicos de
DOTAP, a natamicina apresenta um comportamento similar ao observado com
o pH=7,0: embora alteragdes nao sejam observadas na superficie da bicamada
(figura 42), no centro, a presenga da natamicina torna o espectro
significativamente mais isotropico especificamente para o sistema
DOTAP/colesterol (figura 43), - comprovado pelo aumento no valor do parametro
h+1/ho (tabela 2).

Em resumo, nossos resultados indicam que em MLVs de fosfolipidio
zwitteribnico a natamicina ndo apresenta nenhum efeito significativo. Por outro
lado, para MLVs de fosfolipidios negativamente carregados, seja em pH=7,0,
seja em pH=5,0, a natamicina aparentemente prefere interagir com sistemas

contendo ergosterol do que com colesterol, isto €, independe da carga liquida da
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natamicina, o que indica que essa interacido € de natureza hidrofébica. Apenas
em pH=5,0 a carga positiva da natamicina demonstra favorecer a sua interagéo
eletrostatica diretamente com os fosfolipidios negativos. Curiosamente, para o
lipidio positivo DOTAP, a interacdo da natamicina ocorre apenas em sistemas
contendo colesterol (figura 29 e 33) e o efeito resultante dessa interagdo
(aumento da fluidez) apresenta a mesma magnitude (tabelas 1 e 2)
independentemente do pH do meio, e, desse modo, essa interagao deve ser

provavelmente do tipo hidrofébica.
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3.4) CONCLUSAO

Retomando-se o que foi dito pode-se concluir que apenas para o valor de
pH=5,0 a natamicina demonstrou ser capaz de promover modificacbes em MLVs
puras de POPA, enquanto que para MLVs incorporadas de 20% mol de esterol
apenas o sistema POPA/Ergosterol mostrou-se sensivel a presenca da
natamicina independentemente do pH do meio. Esses resultados (esquema 1)
indicam que: 1) em pH=5,0 a carga liquida positiva da natamicina (pl=6,5)
favorece a sua interagao (eletrostatica) com o POPA negativamente carregado;
2) como a natamicina produz perturba¢gdes no ordenamento para sistemas de
POPA enriquecidos com ergosterol, mas ndo com colesterol, isso pode sugerir
uma maior afinidade da natamicina em interagir hidrofobicamente com o
ergosterol.

Esquema 1: Resumo comparativo dos efeitos da natamicina nas MLVs negativamente

carregadas de palmitoil-oleoil-fosfatidico (POPA) incorporadas ou nao esteréis (colesterol

ou ergosterol)

MLVs de POPA
MLVs de
POPA/Colestero| |"™==e=saly” .
_____________________ :
MLVs de Alteracoes dependentes da :
POPA/Ergosterol temperatura (pH=5,0) !

| MLVs de DPPG

MLVs de
DPPG/Colesterol

MLVs de
DPPG/Ergosterol
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Esquema 2: Resumo comparativo dos efeitos da natamicina nas MLVs de zwitteridnicas

de fosfatidilcolina (PC) incorporadas ou nao esteréis (colesterol ou ergosterol)

|

|
MLVs de PC | INALTERADAS l
| |
|
MLVs de ' |

|
PC/Colesterol | INALTERADAS :
MLVs de : Leve aumento na :
PC/Ergosterol | cooperatividade :

Nossas medidas calorimétricas de DSC corroboram com a suposta maior

afinidade da natamicina pelo ergosterol (esquema 2): efeitos de aumento na
cooperatividade de transicao foram maiores em sistemas de DPPC/ergosterol do
que em DPPC/colesterol, o que demostra um maior efeito da interagao
hidrofébica da natamicina em sistemas que contenham o ergosterol. No caso
especial das MLVs do fosfolipidio negativo DPPG em pH=5,0, as mudancgas nos
perfis calorimétricos puderam ser observadas tanto em membranas puras como
naquelas incorporadas de esterol, o que reforca a importadncia da interacao
eletrostatica para a agdo da natamicina em membranas negativamente

carregadas (esquema 2).

Curiosamente, a interagao da natamicina com MLVs do lipidio positivo
DOTAP ocorrem apenas na presenca de colesterol no sistema e de modo
independente da carga liquida da natamicina (esquema 3), uma vez que um
efeito de aumento na isotropia de mesma magnitude é observado nos espectros
para o centro das bicamadas tanto em pH=7,0, quanto em pH=5,0, e em ambos
0s casos, a presenca da natamicina torna o centro das bicamadas de
DOTAP/colesterol mais fluidas. Esse resultado, embora ele ndo contribua para
0 mecanismo de acado da natamicina em membranas biolégicas, uma vez que
lipidios positivos ndo existem na natureza, sugere que MLVs mistas de DOTAP

e de colesterol possam ser bons carreadores (“drug delivery”) da natamicina para
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3.ESTUDOS EM LIPOSSOMOS

possiveis aplicagdes terapéuticas e, portanto, pode possuir uma importancia
terapéutica.

Esquema 3: Resumo comparativo dos efeitos da natamicina nas MLVs de positivamente
carregadas de dioleoil-trimetilamonio-propano (DOTAP) incorporadas ou ndo de esteréis
(colesterol ou ergosterol)

fmmmm e mmmmmmmmmmm e
| |
‘ MLVs de DOTAP m i INALTERADAS !
e e

e
MLVs de | Aumento da fluidez :
DOTAP/Colesterol | (independe do pH) :

L
‘ d A
MLVs de ! |

|
DOTAP/Ergosterol m | INALTERADAS !

3.5) EXPERIMENTOS COMPLEMENTARES

Seria interessante investigar detalhadamente a interagdo da natamicina
com MLVs negativamente carregadas de DPPG em diferentes condi¢des a fim
de se comparar os resultados com os obtidos para o fosfolipidio negativo POPA.
No caso dos estudos envolvendo as MLVs de POPA, nosso estudo carece das
analises calorimétricas desses sistemas e em relagao as medidas de EPR, a
simulagédo (analise indireta) dos espectros obtidos poderia fornecer detalhes
relevantes relacionados a dinamica molecular e a orientagao dos fosfolipidios e,

portanto, seria também oportuno realiza-los.
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CAPITULO 4
ESTUDOS EM MONOCAMADAS

“Em algum lugar,
alguma coisa incrivel
estda esperando para ser conhecida.”

(Carl Sagan)
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4.1) MATERIAIS E METODOS

O estudo envolvendo as monocamadas lipidicas como membranas
modelo foi realizada em colaboragdo com o grupo “Polimeros-Bernhard Gross”
pertencente ao Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC), da Universidade de Sao
Paulo (USP). Desse modo, os resultados a serem apresentados foram obtidos
empregando-se tanto os equipamentos (cubas de Langmuir e acessorios), como
as instalagdes (sala limpa classe 10.000) do citado grupo. A temperatura no

interior da sala limpa foi mantida controlada a 21+0,5 °C.

A) Reagentes e preparagao de amostras

O antibiético macrolideo poliéno natamicina (figura 47) foi obtido da Fluka
(pureza padréo analitica). O esterol colesterol (pureza 99%) (figura 47) foi
comprado da Sigma-Aldrich e o glicerofosfolipidio (pureza 99%) 1,2-dipalmitoil-
fosfatidilcolina (DPPC) (figura 47) da Avanti Polar Lipids. O solvente orgénico
cloroférmio (pureza padrdo analitica) foi fornecido pela Sigma-Aldrich e o
solvente polar agua ultrapura obtido nas proprias instalagées empregando-se o
sistema de filtragem Milli-Q. Todos reagentes foram utilizados sem purificagbes
adicionais. Os estoques primarios dos lipidios (DPPC ou colesterol) a serem
espalhados na interface ar/agua foram preparados diariamente em cloroférmio
(0.5mg/mL), sendo os estoques secundarios correspondentes as misturas
empregando-se as proporcdes desejadas de cada estoque primario; enquanto o
estoque da natamicina, em agua ultrapura (0.02mg/mL). A escolha desse valor
de concentragcdo nao foi aleatdrio e para maiores informacdes ver a seg¢ao de
resultados (secédo 4.2 A). O tempo médio aguardado para que o cloroférmio
evaporasse por completo da superficie da agua foi de 20 minutos antes do inicio

da aquisicdo dos dados (cinética de adsorgao e isotermas de compressao).
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4. ESTUDOS EM MONOCAMADAS

Figura 47- llustracdo da estrutura quimica do antibidtico natamicina, do esterol colesterol e do fosfolipidio

1,2-dipalmitoil-fosfocolina (DPPC). Fonte: elaborado pelo autor.

B) Cinética de adsorg¢ao na interface ar-agua

As medidas de cinética de adsorcédo foram realizadas em um pequeno
recipiente de Teflon® com 4 cm de didmetro e contendo 10mL de subfase
aquosa, o qual foi adaptado sobre uma cuba de Langmuir KSV mini, cuja
eletrobalanga (apéndice C) monitorou as variagdes nos valores de pressao de
superficie da interface ar-agua em fungdo do tempo. Aliquotas das solugdes
estoques dos lipidios foram espalhadas sobre a superficie da subfase até que,
ap6s evaporagao do solvente, se atingisse o valor de pressao desejado. O
estudo da adsorg¢do da natamicina na interface ar-agua foi realizado de duas
maneiras: através da injecédo (via microseringa) de volumes especificos de sua
solucao estoque de natamicina na subfase ou da prévia dissolugao de volumes
adequados dessa solugao estoque na subfase. A temperatura da subfase foi

mantida a 21+0,5 °C (sala limpa).
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C) Isotermas de compressao na interface ar-agua
Teoria

Um experimento tipico consiste nas seguintes etapas: primeiramente,
dissolve-se as moléculas anfifilicas desejadas em um solvente (volatil e imiscivel
com a agua) e, a seguir, espalha-se (“spreading”) pequenos volumes dessa
solugdo sobre a interface (segdo 1.2A-ii, figura 6b), isto €, na superficie da
subfase entre as barreiras moveis; em segundo lugar, aguarda-se um intervalo
de tempo adequado para garantia da total evaporagao do solvente espalhado e
da estabilizagcdo (equilibrio térmico) das moléculas anfifilicas adsorvidas na
interface; finalmente, através das barreiras moveis, realiza-se uma compressao
simétrica e a taxa constante (v=[cm?minuto]) das moléculas que ficaram
adsorvidas na interface. A area por molécula ocupada na superficie € dada pela
férmula (1):

As

Uy = — (1)

onde am € a area por molécula, As € a area da superficie da cuba (entre as
barreiras) e n € o numero de moléculas do composto de interesse. Desse modo,
como durante a compressdo a area de superficie entre as barreiras (As)
decresce progressivamente, enquanto ndo se altera o numero de moléculas
constituintes da monocamada (n), verifica-se que ocorre um aumento relativo da
densidade de moléculas por unidade de area, isto €, a area disponivel para
ocupagao por molécula (am) do filme é continuamente reduzida. Além disso,
como o microvolume disperso das moléculas de interesse é previamente definido
e ele corresponde a uma aliquota de uma solugéo estoque cuja concentragao €
conhecida, a férmula (1) pode ser reescrita mais convenientemente conforme a
equacao (2)(Petty, 1996):
As
a,, — ——— 2
m c'N 4V 2
onde ¢ é a concentragdo molar da solucdo estoque do composto de interesse,

Na é o numero de Avogrado e V é o volume espalhado dessa solugao estoque.
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Por sua vez, essa compressao produz um aumento relativo da concentragao das
moléculas anfifilicas apenas na regido da interface ar-agua compreendida entre
as barreiras. Como essas moléculas sdo agentes surfactantes,(Cosgrove, 2010)
consequentemente, essa compressao resulta numa gradativa redugao local no
valor de tenséo de superficie da agua, cuja mudanga € monitorada pelo sensor
de presséo localizado entre as barreiras da cuba, através do método Whilhelmy
(Apéndice C). Desse modo, para cada experimento é obtido uma curva de
pressao de superficie em fungdo da area por molécula, a qual € denominada
isoterma de compressdo, uma vez que a temperatura da subfase é mantida

constante durante todo experimento.

A relacao entre a pressao medida pelo sensor e a tensao de superficie da

agua é dada pela equacao (3):

T=Y—7Y @)

onde mr € a pressao de superficie medida, y € o valor da tensdo de superficie
limpa da subfase e yo, a tensdo de superficie da subfase recoberta pela
monocamada.(Roberts, 1990) Analisando-se a equacgao (3) e relembrando que
as moléculas anfifilicas sao tensoativas (surfactantes), isto €, reduzem a tenséo
da superficie da agua, podemos constatar que a pressao de superficie assume
valores positivos e crescentes com a reducao da area molecular por lipidio. Isso
ocorre porque, como Vvisto anteriormente, a compressao provoca uma gradativa
reducdo na area de superficie disponivel para ocupacado pelas moléculas na
superficie, o que, por consequéncia, produz um aumento relativo da area de
superficie recoberta por essas moléculas anfifilicas (tensoativas), e, finalmente,

resulta numa continua redugao no valor da tensao de superficie (>0 quando y<

Yo).
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Como mencionado anteriormente, uma das grandes vantagens em
realizar-se estudos biofisicos envolvendo monocamadas esta na facilidade de
monitoramento das diferentes fases que esses modelos de membrana podem
assumir. Através dos perfis obtidos para as isotermas de compressao (figura
48A), as diferentes fases organizacionais (arquitetura) de uma monocamada
podem ser controladas durante uma compressao: primeiramente, apos a
completa evaporacgéo do solvente empregado para solubilizagao e espalhamento
do composto de interesse na interface ar-agua, as moléculas adsorvidas a
superficie encontram-se na fase gasosa (G) e a pressao de superficie se mantém
préoxima de zero (fase G, figura 48A), porque a area por cada molécula (distancia)
€ elevada (fase G, figura 48B) e, consequentemente, a interagao intermolecular
€ desprezivel; a seguir com o inicio da compressao, a pressao de superficie
assume pequenos valores positivos (fase LE, figura 48A), o que indica que a
monocamada encontra-se na fase liquida-expandida (LE), para qual a reducao
na area disponivel para cada lipidio resulta numa maior proximidade entre as
moléculas (fase LE, figura 48B) e, consequentemente, no aparecimento de
forgas intermoleculares fracas; finalmente, na fase liquida-condensada (LC) e
condensada (C), a area por molécula assume os menores valores, ou seja, as
distancias entre as moléculas é a minima possivel (fases LC e C, figura 48B) e,
consequentemente, as interacdes intermoleculares sdo as mais significantes, e,
portanto, essas fases sao caracterizadas por regides nas quais ocorre um subito
aumento na pressao de superficie (fases LC e C, figura 48A). Além disso, nas
fase liquida-condensada (LC) e condensada (C) a area por molécula é tao
pequena (fases LC e C, figura 48B) que aproxima-se do valor da area média de
uma molécula na fase sélida e, portanto, uma extrapolacédo da isoterma para
essas fases permite a determinacado do valor aproximado para area molecular
média (aex, figura 48A). Cabe realgar que se a compressao de uma
monocamada ocorrer para valores muito inferiores aos encontrados para a area
extrapolada, os sistema entra em colapso (fase X, figura 48B), ou seja, o arranjo
molecular sob a forma de monocamada deixa de existir e diversas estruturas

podem ser formadas (Goto e Caseli, 2013).
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Figura 48 — llustragdo (A) de uma isoterma de compressdo (pressdo de superficie vs. Area por molécula)

e (B) das transicGes de fase que ocorrem durante a compressdo da monocamada: G= fase gasosa, LE= fase
liguida-expandida, LC=fase liquida-condensada, C=fase condensada, X=colapso. A area extrapolada (aex)
corresponde a area média molecular medida na fase condensada ou na fase liquida condensada. Fonte:
elaborada pelo autor. llustragdes semelhantes podem ser encontradas em publica¢des relacionadas a

interface gas-liquido. (Roberts, 1990; Petty, 1996; Adamson e Gast, 1997; Lyklema et al., 2000)

Conforme visto, as isotermas de compressao sao excelentes formas
graficas de se visualizar as fases de uma monocamada em fung¢ao da reducéao
no valor da area por molécula. Por outro lado, ela € uma técnica incompleta, pois
nao permite o estudo in situ da morfologia, nem da conformagao das moléculas
numa monocamada (Mendelsohn et al., 1995; Mendelsohn e Flach, 2002).
Desse modo, além das isotermas de compressio, técnicas microscépicas e
espectroscopicas tem sido empregadas para se obter maiores informagdes das
monocamadas investigadas (Ferreira et al., 2005). Algumas dessas técnicas
estao listadas na tabela 5, assim como, o tipo de informacg¢ao que cada uma pode
oferecer. Na presente pesquisa empregamos a microscopia do angulo de
Brewster (BAM) e a espectroscopia de absorcao-reflexdo no infravermelho
(IRRAS) como técnicas complementares, motivo pelo qual elas serao melhores

descritas nas secoes 4.1D e 4.1E, respectivamente.
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Tabela 5 — Algumas técnicas de caracterizagdo de monocamadas na interface ar-agua.

Técnica de caracterizagao

Informacgao fornecida

Isotermas de pressao vs. area por
molécula

Microscopia:

Angulo de Brewster (BAM)

Fluorescéncia

Espectroscopia de absorcao-reflexao
no infravermelho (/RRAS)

Elipsometria

Espectroscopia por difragao de raio-X

Espectroscopia de 6tica nao linear:
Geragao de soma de frequéncias (SFG)

Geragéo de segundo harménico (SHG)

-Interacdo da monocamada com
componentes da subfase

-Formacao (Transi¢gdes de fase) e
estabilidade da monocamada
-Elasticidade no plano

-Area média molecular

Morfologia dos dominios em diferentes
fases

-Pontes de hidrogénio

-Conformagdo e orientagdo das
cadeias e dos grupos funcionais
moleculares

Espessura da monocamada
Organizacdo e orientagdo molecular

no plano

-Conformacéo e orientagao molecular
-Densidade superficial da

monocamada

Fontes: (Mendelsohn et al., 1995; Dynarowicz-Latka et al., 2001, Mendelsohn e Flach, 2002;

Ferreira et al., 2005)
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ii. Experimental

Figura 49 — Fotografia da mini cuba de Langmuir KSV empregada para a obten¢do das monocamadas

lipidicas. Fonte: elaborado pelo autor.

As isotermas de compressao para as monocamadas lipidicas foram
obtidas numa cuba de Langmuir de Teflon® modelo KSV mini contendo 250mL
de subfase aquosa (figura 49). De maneira similar aos experimentos de cinética
de adsorcao, aliquotas desejadas das solugdes estoques lipidicas foram
espalhadas na interface ar-agua e as variagdes na pressao de superficie foram
monitoradas por uma eletrobalanca (Arczewska e Gagos, 2011) (apéndice C)
durante a compressao simétrica executada pelas barreiras moéveis. A taxa de
compressao dessas barreiras foi 30 cm?/min e a subfase empregada foi agua
ultrapura a 21+0,5 °C (sala limpa) na presenga ou nao da solugcédo estoque de
natamicina dissolvida. Antes da aquisicao de cada isoterma, cerca de 20 minutos
foram aguardados para garantir total evaporagdo do solvente presente nas
solugdes espalhadas na superficie. Além disso, considerando-se que uma
significante oxidagao das moléculas de colesterol na interface ar-agua comeca
a ocorrer em torno de 40 minutos (Weiner et al., 1972; Cadenhead et al., 1982;
Sabatini et al., 2008), todas isotermas foram adquiridas num intervalo de tempo
inferior a esse. As isotermas para cada sistema foram obtidas no minimo trés
vezes para garantia da reprodutibilidade e as mais representativas sao

mostradas nos resultados.
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iii. Analise das isotermas

e A area média molecular foi determinada através da medicdo da area
extrapolada (sec¢ao 4.1A-i, figura 48) a partir da isoterma obtida para cada
monocamada.

e As propriedades mecanicas das monocamadas foram analisadas através do
dos valores para o médulo de compresséo (Cs-), os quais foram obtidos a

partir da formula (4):

onde A é a area média por molécula correspondente a um determinado valor 1
de presséo de superficie. Quanto maior o valor para Cs™', maior é a rigidez no
plano da monocamada. Como pode ser notado na equacao (4), o calculo dos
valores para Cs’! introduz poucos erros numéricos e de acordo com a
classificagdo de Davis e Rideal (1963) as fases das monocamadas podem ser
caracterizadas através do monitoramento desse parametro: fase liquida-
expandida para Cs’= 12,5-50mN/m, fase liquida para Cs ’=50-100mN/M, fase
liquida-condensada para Cs*'=100-250mN/m e fase condensada (praticamente
solida) para Cs™>250mN/m.-A pressao de colapso da monocamada é definida
quando o valor de Cs™* =0.

e As propriedades termodinamicas (estabilidade e miscibilidade) das
monocamadas foram estudadas através da determinacao dos valores para a
area média molecular em excesso Aexc a diferentes pressdes de superficie,
os quais foram calculados a partir da equagéo (5) (Dynarowicz-tgtka et al.,
2003; Miriones et al., 2005, Hac-Wydro e Dynarowicz-Latka, 2006a; b; Hac-
Wydro et al., 2007; Minones et al., 2009; Pavinatto et al., 2009; Arczewska e
Gagos, 2011; Szczes et al., 2012; Pavinatto et al., 2013):

Agxe = A1, — (A1X1 + A3X5) (5)
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onde A12 € a area meédia por molécula obtida de uma isoterma para uma
monocamada mista binaria (substéncias 1 e 2); A1 e A2 s&o os valores das
areas médias moleculares medidas nas isotermas para as monocamadas puras,
respectivamente, da substancia 1 e da 2; X1 e X2 sao suas respectivas fragcoes
molares presentes na monocamada mista binaria. Os valores diferentes de zero
indicam a miscibilidade entre os componentes (Mansour et al., 2001) , sendo que
valores negativos para Aexc indicam a presencga de interagbes mais fortes que a
ideal entre os componentes 1 e 2 da monocamada binaria e revelam,
consequentemente, a formagdo de um sistema mais estavel (Mansour et al.,
2001, Pavinatto et al., 2009; Herculano et al., 2011). Por outro lado, valores nulos
para Aexc indicam imiscibilidade entre os componentes 1 e 2, enquanto valores

positivos, a formagao de um sistema binario expandido e instavel.
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D) Microscopia de dngulo de Brewster (BAM)
i. Teoria

A B
Interface ar-agua limpa || Interface ar-agua recoberta

p-polarizada p-polarizada Reflexao

Figura 50 — llustragdo de um feixe de luz p-polarizado incidente com um angulo a em uma (A) interface
ar-adgua limpa, na qual a é o dngulo de Brewster e a auséncia da reflexdo é o angulo de Brewster e a
auséncia da reflexdo é caracteristica; (B) interface ar-dgua recoberta por uma monocamada (filme), na

qual o angulo a deixa de ser o angulo de Brewster e a ocorréncia do fendmeno da reflexdao pode ser
notada. Os termos N1,N2 e Nrpme indicam que o indice de refragao, respectivamente, para o meio ar,

dgua e filme (monocamada) sdo distintos. Fonte: elaborada pelo autor.

O angulo de Brewster (a) é o angulo de incidéncia na interface entre dois
meios com indices de refragao distintos (nz2 >n1), para cujo valor um feixe de luz
p-polarizado nao sofre o fendbmeno de reflexdao (figura 50A). O angulo de
Brewster (a) ¢ definido pela seguinte equacdo (7) (HeN n e Meunier, 1991;
Honig e Mobius, 1992; Kaercher et al., 1993):

n;

tana = — (6)
nq

onde n2z é o indice de refragcdo da agua e n1é o indice de refracdo do ar. Como
a fonte de luz empregada apresenta um comprimento de onda de 632.8nm (laser
de He-Ne), os indices de refragdo da agua e do ar sdo, respectivamente,
n»,=1.333 e n1=1 (Kaercher et al., 1993); e, consequentemente, o angulo de

Brewster adotado para a interface ar-agua foi de aproximadamente a =53°
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(HeN n e Meunier, 1991; Honig e Mobius, 1992; Kaercher et al., 1993). Nessa
configuracado experimental (Dynarowicz-tgtka et al., 2003; Hidalgo et al., 2005;
Mifiones et al., 2005; Minones et al., 2009; Nasir e Besson, 2012), quando o feixe
de luz laser p-polarizado incide com o angulo de Brewster (a) na interface ar-
agua limpa (figura 50A), nenhuma reflexdo pode ser notada (imagem escura
detectada pelo microscépio). Por outro lado, na presenca de um filme de
Langmuir (figura 50B), o indice de refracdo local da interface ar-filme (superficie
da agua recoberta pela monocamada) se torna progressivamente distinta de
uma interface limpa ar-agua. Desse modo, o valor do angulo de Brewster para
essa nova interface recoberta se torna diferente daquele inicialmente adotado
para a interface ar-agua limpa e, consequentemente, pode-se verificar que o
fenbmeno da reflexdo passa a ocorrer continuamente (figura 50B). Por
conseguinte, esses feixes refletidos pelo filme podem ser capturados pela
camera de video do microscopio e, consequentemente, uma imagem da
morfologia da monocamada (imagem branca e brilhante) para um valor desejado
de pressdo de superficie pode ser gravada (Dynarowicz-tgtka et al., 2003;
Hidalgo et al., 2005; Mifiones et al., 2005; Minones et al., 2009; Nasir e Besson,
2012). Nessas imagens em tons de cinza, as regides mais escuras representam
a superficie da agua limpa ( auséncia de reflexdo da luz ), enquanto as mais
claras, a superficie da agua recoberta pelos dominios da monocamada ( reflexao
intensa da luz ). Cabe lembrar que, embora a técnica de microscopia por
fluorescéncia seja a mais comum e antiga (desde 1980) para a visualizagéo
desses dominios, ela requer que marcadores fluorescentes sejam incorporados
nas monocamadas lipidicas, os quais mesmo em pequenas propor¢des podem
funcionar como “impurezas” no sistema (HeN n e Meunier, 1991; Honig e
Mobius, 1992; Meunier, 2000) e, portanto, a técnica microscopica BAM (desde
1991) vem sendo preferencialmente utilizada por apenas basear-se na captagao
do fendmeno de reflexdo de luz sobre os dominios das monocamadas (HeN n
e Meunier, 1991; Honig e Mobius, 1992; Meunier, 2000, Minones et al., 2009;
Nasir e Besson, 2012; Roldan-Carmona et al., 2012, Dynarowicz-Latka et al.,
2013; Pinheiro et al., 2013).
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ii. Experimental

Figura 51 — Fotografia do sistema BAM2Plus (Nano Film Technology, Alemanha) empregado para a

microscopia de angulo de Brewster (BAM). Fonte: elaborado pelo autor.

As imagens da morfologia das monocamadas na interface ar-agua foram
capturadas por um microscoépio de angulo de Brewster (BAM) (figura 51), modelo
BAM2PIlus ( Nano Film Technology , Alemanha). Esse microscépio foi acoplado
a uma cuba de Langmuir NIMA e os materiais espalhados, as configuragdes da
subfase (composigcdo e temperatura) e a velocidade das barreiras foram os

mesmos empregados nos experimentos de isotermas de compressao.

110



4. ESTUDOS EM MONOCAMADAS

E) Espectroscopia de absorg¢ao-reflexao Infravermelha com
polarizagao modulada (PM-IRRAS)

i. Teoria

A radiagao infravermelha foi descoberta a mais de dois séculos atras por
William Herschel, mas o seu emprego na espectroscopia so se firmou a partir de
1945 quando Gerhard Herzberg publicou seus estudos no livro intitulado como
“Infrared and Raman Spectra of Polyatomic Molecules” (Gremlich e Yan, 2001).
A espectroscopia de radiacao infravermelha (IR) € uma técnica sensivel as
vibragdes que provocam mudanga no momento dipolo molecular. Nesse caso,
quando a energia da radiagao infravermelha coincide com a frequéncia de
oscilagdo de uma dada ligagdo ou grupo quimico, ocorre o fenbmeno de
ressonancia e, consequente absorgao dessa radiagcao. Considerando que cada
molécula apresenta ligacbes ou grupos quimicos particulares, e que as
vizinhangas em que essa molécula se encontra acaba por afetar esses modos
vibracionais, os espectros infravermelhos sao tipicos para uma molécula num
dado sistema e, portanto, a espectroscopia de radiagao infravermelha € muito
eficaz para a identificacdo tanto da estrutura, como das alteragdes
conformacionais moleculares (Gremlich e Yan, 2001; Mendelsohn e Flach, 2002;
Mendelsohn et al., 2010).

Em 1960, o método de espectroscopia de reflexdo-absorgao
infravermelha (IRRAS) foi desenvolvida por Robert G. Greenler e destacou-se
por permitir a investigacdo de filmes finos depositados sobre substratos
metalicos (Buffeteau et al., 1991; Blaudez et al., 2011). Nesse método, quando
aradiagao infravermelha incide com um angulo rasante (cerca de 80°) sobre uma
superficie metalica, apenas a radiagao p-polarizada (paralela ao plano de
incidéncia) é refletida (Buffeteau et al., 1991; Blaudez et al., 1992; Blaudez et al.,
1993). Esse fendbmeno é conhecido como regra de selegao de superficie metalica
e determina que apenas momentos de dipolo com componente de vibracao
nessa diregao (nao pertencentes ao plano da superficie) possam ser detectados.

Por sua vez, na interface ar-agua, a regra de selecdo metalica néo existe
e, portanto, a deteccao das vibragdes em todas as direcdes é simultaneamente
obtida, o que impede a identificagdo da orientagcdo precisa das moléculas
adsorvidas numa superficie aquosa. Além disso, as bandas das vibracdes das
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moléculas de agua presentes na subfase liquida e no ambiente sob a forma de
vapor podem sobrepor os de grupos com grande importancia biologica (1400-
1800 cm'), cujas moléculas sdo amplamente investigadas nesse tipo de
interface ar-agua. Essas dificuldades s6 foram superadas através do
desenvolvimento da técnica de espectroscopia de absorgao-reflexdo
infravermelha com polarizagdo modulada (PM-IRRAS), a qual foi empregada em
estudos de filmes de Langmuir na interface ar-agua pela primeira vez no ano
1993 (Blaudez et al., 1993; Blaudez et al., 2011). Essa técnica caracteriza-se
pelo emprego da radiagdo infravermelha polarizada em dois planos distintos (s
e p, ortogonais entre si), cuja modulagao em alta frequéncia (kHz) garante uma
incidéncia alternada e praticamente simultdnea entre o feixe de luz p-polarizado
(paralela ao plano de incidéncia) e o feixe s-polarizado (perpendicular ao plano
de incidéncia) na superficie de um substrato. Nesse caso, os espectros gerados
pela absorcido- reflexdo para esses dois planos de incidéncia sao capturados
quase que simultaneamente e a refletividade diferencial (S) entre o plano p (Rp)
e o plano s (Rs) pode ser calculada pela seguinte formula (7) (Blaudez et al.,
1996) :

_ Rp=Rs @)
Rp+RS

Desse modo, esse espectro para a refletividade diferencial (S) é independente
da absorcéao isotrépica (Mendelsohn et al., 1995), uma vez que as absorgdes
isotrépicas estao presentes igualmente nos espectros de refletividade relativa de
cada plano, e, portanto, a interferéncia tanto do vapor agua, como do monéxido
de carbono ambiente sdo minimizadas. Os espectros de PM-IRRAS (unidades
arbitrarias vs. comprimento de onda) fornecidos pelo software do aparelho sao
normalizados (Mendelsohn et al., 1995) através da seguinte equagado (8)
(Blaudez et al., 2011):

AS S-S,
— (8)
S So
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onde AS/S corresponde ao espectro de PM-IRRAS normalizado, S é a
refletividade de polarizagdo modulada medida para a superficie da subfase
recoberta pelo filme e a So refletividade medida para a superficie limpa da
subfase. Nesses espectros de PM-IRRAS, as bandas com picos positivos (figura
52A) indicam uma orientacdo do momento de dipolo de transigao (M)
preferencialmente no plano da superficie, enquanto que as bandas com picos de
valores negativos, por sua vez, representam uma orientagéo preferencial de M
perpendicular a superficie (figura 52B) (Blaudez et al., 1994) . Além disso, para
M orientado a cerca de 53° (adngulo de Brewster) em relagao a superficie, ha

auséncia de bandas (figura 52C).
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Figura 52 — llustracdo da relagdo entre a orientagdo do momento dipolo de transicdo (M) na interface
ar(nz)-agua(nz) e o sinal das bandas de absor¢do nos espectros de PM-IRRAS: (A) banda positiva com M
orientado paralelo a superficie, (B) banda negativa quando M orientado normal a superficie e (C) auséncia
de banda, quando M orientado com angulo de Brewster em relacdo a superficie. Fonte: elabora pelo autor

e inspirada em Zheng e Leblanc (2007).
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ii. Experimental

Detector

Cuba de Langmuir

Figura 53 — Fotografia de um sistema PMI 550 KSV (fonte de luz infravermelha e detector) acoplado a uma

mini cuba de Langmuir. Fonte: figura adaptada de KSV NIMA (Web Page 6).

Os espectros de infravermelho da regido de interface ar-agua foram
obtidas empregando-se a Espectroscopia de absorgao-reflexdo Infravermelha
com Polarizagdo Modulada ( PM - IRRAS O sistema de espectroscopia
infravermelha PMI 550 KSV foi montada em uma mini cuba de Langmuir KSV
(figura 53). A posicao da fonte de luz infravermelha com polarizagdo modulada
foi ajustada de modo que o feixe de luz incidisse sob um angulo de 80° (Blaudez
etal., 1994) (em relagdo a normal na interface ar-agua ). A resolugao do aparelho
¢é de aproximadamente 8 cm'. O tempo total de aquisigao para cada espectro foi
de 5 min e os valores das variaveis para a formacdo das monocamadas foram
0s mesmos empregados nos experimentos de isotermas de compressao.
Apenas os espectros mais representativos sdo apresentados nos resultados.
Conforme mencionado anteriormente, essa configuragdo experimental é
considerada a mais otimizada para se obter espectros infravermelhos dos filmes
de Langmuir na interface ar-agua (Pavinatto et al., 2009; Mendelsohn et al.,
2010; Nasir e Besson, 2012; Damalio et al., 2013; Pavinatto et al., 2013):
primeiramente, porque a relagao sinal-ruido é a mais elevada para esse angulo
de incidéncia (Blaudez et al., 1994) e, em segundo lugar, porque o efeito de
interferéncia do ambiente devido as vibragées das moléculas de vapor de agua
e do dioxido de carbono é significativamente reduzido com a polarizagéo

modulada da luz infravermelha.
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4.2) RESULTADOS

A) Solubilidade da natamicina em agua

——0.04 g/L Natamicina em agua
—0.02 g/L Natamicina em agua
0.01 g/L Natamicina em agua
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Figura 54- Espectro UV-Visivel obtido para 3 concentragdes distintas de natamicina em agua ultrapura:
0.04g/L (linha vermelha), 0.02g/L (linha preta) e 0.01g/L (linha verde). As bandas entre 280nm e 320nm
sdo tipicas de moléculas tetraénicas, enquanto a banda em 220nm (enona) é caracteristica da molécula

de natamicina.

A natamicina € praticamente insoluvel em solventes ndo polares e em
relacdo a sua atividade bioldgica, as solugdes e as suspensdes aquosas de
natamicina sao bastante estaveis, (Brik, 1981) o que justifica a preferéncia do
emprego das formulagbes aquosas tanto para uso terapéutico, (Xu et al., 2009,
Bhatta et al., 2012; Prajna et al., 2012) quanto como aditivo (conservante)
alimentar. (Brik, 1994; Aparicio et al., 2000; Juneja et al., 2012) Por esse motivo,
neste trabalho as solugdes estoques de natamicina foram preparadas
empregando-se agua ultrapura ( pH = 5,5 ~ 6 ) como solvente, para cujo valor
de pH as moléculas de natamicina encontram-se ligeiramente carregadas
positivamente, uma vez que o ponto isoelétrico desse antibidtico ocorre para um
valor aproximado de pH = 6,5. (Brik, 1981; Thomas e Delves-Broughton, 2003)
Embora a solubilidade da natamicina em agua tenha sido estimada entre 0,03
g/L a 1,0 g/L, (Brik, 1981, Thomas e Delves-Broughton, 2003) nossas
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investigacdes preliminares empregando-se 0,04 g/L como concentragao inicial
demonstraram que o0s experimentos ndo sdo reprodutiveis (dados nao
mostrados). Na figura 54, podemos observar os espectros de absorbancia UV-
visivel para trés distintos valores de concentragdes da natamicina em agua
(0,01g/L, 0,02g/L e 0,04g/L), assim como, as 4 bandas distintas tipicas dos
compostos tetraénos no intervalo entre 280 a 320nm e a banda em 220 nm
(enona cromofora) caracteristica da estrutura quimica da natamicina. (Brik,
1981). Nessa figura, podemos notar que apenas para a presenca de 0,04 g/L de
natamicina em agua (linha vermelha) diminutos alargamentos nas bandas
303nm e 318nm podem ser observados, o que significa que esse espectro UV-
visivel ja monitora uma condi¢cdo saturada para essa particular concentragao.
Por essas razdes, para todos os experimentos descritos a seguir, escolhemos
0,02 g/L (linha preta) como valor de concentragao padrao para a solugao estoque

de natamicina.
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B) Estudos da cinética de adsorg¢ao da natamicina na
interface ar-agua

Considerando-se que até o nosso conhecimento ndo existe nenhuma
investigacdo profunda da atividade superficial (propriedades tensoativas) da
natamicina na interface ar-agua, os estudos cinéticos a seguir foram escolhidos
como primeiros testes a fim de se investigar a capacidade ou ndo das moléculas
de natamicina perturbarem a tensao de superficie da agua, na presenga ou nao

de monocamadas lipidicas.

i. Interface ar-agua limpa

0.15 pM NAT (subfase)
—— 0.3 M NAT (subfase)
—F— 0.6 UM NAT (subfase)
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Figura 55 — Cinética de adsor¢do da natamicina numa interface ar-agua limpa. A atividade interfacial da
natamicina foi estudada empregando-se como subfase agua ultrapura (pH 5.8) a 21°C na presencga de

0,15uM (linha verde), 0,3uM (linha vermelha) ou 0,6uM (linha lilds) de natamicina solubilizada.

A figura 55 mostra que a presenca de diferentes concentragdes de
natamicina na subfase nao altera significativamente a pressao de superficie em
fungdo do tempo. Esses resultados indicam que, apesar do caracter anfotérico
das moléculas de natamicina, elas ndo tendem a se adsorver numa interface ar-
agua limpa: essas moléculas “preferem” permanecer dispersas no interior do
liquido, ao invés de migrarem para a regiao da interface. Desse modo, pode-se
concluir que as moléculas de natamicina sozinhas n&o sao capazes de formar
uma monocamada de Gibbs numa interface ar-agua limpa. Monocamadas de
Gibbs séo filmes monomoleculares formados na interface ar-agua a partir da
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adsorcao de moléculas provenientes da subfase (Pavinatto et al., 2010). Essas
verificagdes sao interessantes, porque explicam os resultados obtidos por Demel
et al. (1965) , que mostrou pela primeira vez que dentre outros poliénos
(anfotericina, nistatina e filipina) apenas a natamicina espalhada na interface ar-
agua exibia uma isoterma de compressao de baixa qualidade, isto €, apenas um
pequeno aumento na pressao de superficie (~5mN/m) péde ser observado
mesmo para valores extremamente baixos de area média por molécula (~8 A?)
(Demel et al., 1968).

ii. Interface ar-agua recoberta por uma monocamada de
DPPC
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Figura 56 — Cinética de adsorg¢do da natamicina numa interface ar-agua recoberta por uma monocamada
de DPPC estabilizada para dois valores distintos de pressdo inicial de superficie (5mN/m e 13mN/m). A
atividade interfacial da natamicina foi testada empregando-se como subfase dgua ultrapura (pH 5.8) a 21

°C na auséncia (linha preta) e na presenca de 0,3 uM (linha vermelha) ou 0,6uM (linha lilds) de natamicina.

O fosfolipidio zwitteribnico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) é
frequentemente empregado em modelos de membranas, porque a
fosfatidilcolina (PC) é o componente mais abundante em membranas de
mamiferos, sendo também um importante constituinte do fluido alveolar.
(Mcconlogue e Vanderlick, 1997) A figura 56 mostra que as monocamadas puras

constituidas pelo fosfolipidio DPPC sao bastante estaveis: as curvas em preto,
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tanto para um baixo valor de pressao de superficie inicial (5 mN/m) como para
um medio valor inicial (13 mN/m), atingem rapidamente cada qual um valor
minimo de pressdo: 3 mN/m e 12 mN/m, respectivamente; cujos valores s&o
mantidos praticamente inalterados em fungao do tempo. Por sua vez, a presenca
de diferentes concentragcées de natamicina na subfase (curvas em vermelho e
em violeta) ndo perturbam a estabilidade final (valores minimos de presséo) das
monocamadas de DPPC, o que indica que a natamicina, ndo penetra em
monocamadas de DPPC na interface ar-agua. Desse modo, esses resultados
mostram que mesmo para uma superficie recoberta por um filme de Langmuir
de DPPC, a natamicina ndo demonstra formar uma monocamada de Gibbs
(Pavinatto et al., 2010). Em 1967 os estudos de Weissman e Sessa (1967)
mostraram que solugdes aquosas de agregados esféricos de fosfatidilcolina (PC)
eram inertes na presenga de natamicina. Estudos recentes in vivo e in vitro (Te
Welscher et al., 2008; Van Leeuwen et al., 2009), empregando-se de marcadores
fluorescentes, demonstraram que a natamicina n&o provoca ruptura, nem
alteragdes na permeabilidade tanto nas membranas de fungos, quanto em
vesiculas unilamelares de DPPC. Nossos resultados corroboram com essas
descobertas, ja que, as moléculas de natamicina ndo exibem atividade
superficial na presengca de monocamadas de DPPC. Somando-se nossos
resultados com os ja obtidos na literatura, portanto, pode-se concluir que para
as membranas modelo puras de DPPC, sejam elas monocamadas, sejam elas
bicamadas (vesiculas), as moléculas de natamicina, ndo penetram na matriz

lipidica desses sistemas.
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iii. Interface ar-agua recoberta por uma monocamada de
colesterol

afpmColesterol
ey + 0.6 uM NAT (subfase
1l

«nge=+ 0.6 tM NAT (injecéo)

o
i

:
:
:
E

1200 1800 2400 3000
Tempo (s)

o

Figura 57 — Cinética de adsorcdo da natamicina numa interface ar-agua recoberta por uma monocamada
de colesterol formada inicialmente para um valor de pressdo de superficie correspondente a 11mN/m. A
atividade interfacial da natamicina foi testada empregando-se como subfase agua ultrapura (pH 5.8) a 21
°C na auséncia (linha preta) ou na presenca de (0,6uM) de natamicina, a qual foi injetada (linha lilas) ou

previamente solubilizada (linha vermelha).

Embora bicamadas puras de colesterol ndo existam na natureza (Van
Meer et al., 2008), esse composto é constantemente estudado em modelos de
membrana por ser o esterol tipico da membrana plasmatica em mamiferos e por
participar diretamente na regulacdo da fluidez das bicamadas lipidicas. O
comportamento da curva preta na figura 57 mostra que: 1) apesar do carater
predominantemente apolar, as moléculas de colesterol sdo capazes de formar
um filme Langmuir nessa interface (valores positivos de pressao de
superficie);(Sabatini et al., 2008) 2) ocorre uma lenta e progressiva queda na
pressdo de superficie inicial em funcdo do tempo, o que pode estar
correlacionada a uma metaestabilidade da monocamada formada (Damalio et
al., 2013). Além disso, a injecdo de natamicina favorece claramente a
estabilidade da monocamada de colesterol: os valores da pressao de superficie
se mantém a 11 mN/m para o intervalo de tempo considerado (curva em roxo).
Essa condigao ocorre, provavelmente, devido a um equilibrio entre o fenbmeno

de adsorcao lenta de moléculas de natamicina injetadas e a o fenbmeno de
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empacotamento das moléculas de colesterol na interface. Finalmente, a curva
em vermelho mostra que quando as moléculas de colesterol sdo espalhadas
sobre a interface de uma subfase previamente enriquecida com natamicina, ha
um grande aumento nos valores de pressao de superficie (de 11 mN/m para 15
mN/m) em fungdo do tempo, o que pode ser explicado pela intensa interagcédo das
moléculas de natamicina com as de colesterol na interface. Esses resultados
confrmam a relatada afinidade da natamicina por moléculas de esterol
(Patterson, J. et al., 1979; Patterson, J. M. et al., 1979; Teerlink et al., 1980; Te
Welscher et al., 2008), pois mostram-se que a natamicina previamente dissolvida
na subfase sO6 apresenta uma grande atividade superficial (adsor¢céo e

penetracdo) quando a interface € rica em esterol, no caso o colesterol.
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C) Efeito da natamicina em monocamadas puras de DPPC ou
de Colesterol

i. Propriedades mecanicas
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Figura 58 — (A) Isotermas de compressdo (Pressdo de superficie vs. area média molecular) para
monocamadas de DPPC e de colesterol na interface ar-agua. A subfase utilizada foi dgua ultrapura, pH =
5,8, T=21"°C, com ou sem a adi¢cdo de natamicina. (B) Grafico da variac3o da elasticidade planar (Cs?) em
funcdo da press3o de superficie para as monocamadas investigadas. Os valores de Cs™* (figura 58B) foram

calculados a partir das isotermas da figura 58A, empregando-se a equagao (4).

Em primeiro lugar, a figura 58A mostra que a presenga de natamicina na
subfase (linha verde) ndo altera o perfil da isoterma compressao para a
monocamada de DPPC pura (linha preta), enquanto que em relagao a isoterma
padrao para o colesterol (linha azul), as moléculas de natamicina nao s6 alteram
o perfil dessa curva, mas como também promovem um significante
deslocamento dessa isoterma para maiores valores de area média por molécula
(linha vermelha). Esses comportamentos podem ser quantificados através da
analise dos valores para a area extrapolada (tabela 6) dessas isotermas, 0s
quais mostram que a presenga da natamicina ndo altera significativamente a

area média molecular do DPPC, mas aumenta sensivelmente a area média
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molecular do colesterol, ou seja, as moléculas de natamicina
adsorvem/penetram nas monocamadas de colesterol e o efeito dessa interacéo
€ uma expansao da monocamada. Esses resultados eram esperados, uma vez
que nossos estudos da cinética de adsorgao demonstraram que as moléculas de
natamicina apresentam atividade superficial apenas quando a interface ar-agua

€ recoberta por monocamadas de colesterol.

Tabela 6 — Valores da area extrapolada e do mddulo de compressibilidade (a 30mN/m) para as

monocamadas de DPPC e de colesterol na auséncia ou na presenga de natamicina na subfase.

Monocamada Area extrapolada Cs™
(£ 2A?) (mN/m)

DPPC 52 138

+ Natamicina (Subfase) 53 140

Colesterol 38 650

+ Natamicina (Subfase) 49 463

Em segundo lugar, como explicado nos materiais e métodos, uma analise
das propriedades mecanicas das monocamadas pode ser realizada através do
calculo da elasticidade no plano (secdao 4.1C-iii, equacao 4) a partir das
isotermas de compresséao obtidas. De acordo com a classificagao proposta por
Davis e Rideal (1963) , a elasticidade no plano (Cs'’) medida a 30mN/m (tabela
6), a qual corresponde ao valor de pressao equivalente de uma bicamada,
mostra que as monocamadas de DPPC na presenga ou nao de natamicina
encontram-se na fase liquida-condensada (Cs'= 100-250 mN/m), enquanto as
monocamadas de colesterol puro ou adsorvidas por natamicina encontram-se
ambas na fase condensada (Cs ' > 250 mN/m). Além disso, neste particular valor
de pressdo de superficie, pode-se notar que o valor de Cs™' ndo se modifica
significativamente para a monocamada de DPPC com a presenga da natamicina,
entretanto, torna-se bastante reduzida para a monocamada de colesterol
adsorvida pelas moléculas de natamicina. Finalmente, como pode ser verificado
no grafico 58B, essa redugéo no valor da elasticidade no plano (Cs") verificada
para a monocamada de colesterol na presenca de natamicina a 30mN/m (tabela
6), também ocorre nos demais valores de pressao de superficie considerados, o

que indica que a natamicina interage com a monocamada de colesterol e que o
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efeito dessa interagcdo € um aumento geral na compressibilidade dessa
monocamada, isto €, uma redug¢do em sua rigidez. Nesse caso, a presenga das
moléculas de natamicina provavelmente leva a formagdo de dominios menos
cooperativos (“soft material”) (Pavinatto et al., 2009), o que explicaria a perda do
empacotamento (rigidez) tipico de uma monocamada pura de colesterol. Por sua
vez, a interagdo da natamicina com as moléculas de DPPC aparentemente é
muito fraca ou inexistente, visto que a elasticidade no plano n&o sofre nenhuma

alteracao significativa para todo intervalo de pressao analisado (figura 58B).
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ii. Morfologia

As morfologias das monocamadas de DPPC e de colesterol na presenca
ou auséncia da natamicina foram estudadas através da analise das imagens
obtidas por microscopia do angulo de Brewster (BAM). Como mencionado
anteriormente (ver BAM , materiais e métodos) , nessas imagens em escala de
cinza, as regides mais escuras representam a superficie de agua limpa (sem
reflexdo da luz ), enquanto as mais brilhantes , a superficie da agua recoberta

pelas moléculas de monocamada (reflexo da luz).

a) Efeito da natamicina sobre a morfologia da monocamada
de DPPC
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Figura 59 — Imagens de BAM obtidas para uma monocamada pura de DPPC (A, B, C) ou na presenca de

natamicina na subfase (D, E, F) a diferentes valores de pressdo (mN/m) vs. drea molecular por lipidio (A2).

Em primeiro lugar, na figura 59, o conjunto de imagens (A.B e C) e 0
conjunto (D,E e F) correspondem, respectivamente, as imagens de BAM
capturadas para as monocamadas puras de DPPC e para as monocamadas de
DPPC na presencga de natamicina. Essas imagens provam que a presenca da
natamicina ndo altera a morfologia da monocamada de DPPC: a 6,6 mN/m
(figura 59A) e a 9ImN/m (figura 59B) a caracteristica coexisténcia das fases
liquida-expandida (regides escuras) e liquida-condensada (dominios brilhantes)

(Mcconlogue e Vanderlick, 1997; Sabatini et al., 2008) mantém-se inalterada
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com a presencga das moléculas de natamicina (figura 59D e E); do mesmo modo,

a 12 mN/m (figura 59C) o inicio da fase liquido-condensada (filme continuo e

brilhante), n&o é afetada pela natamicina (figura 59F).

b) Efeito da natamicina sobre a morfologia da monocamada
de Colesterol
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Figura 60 — Imagens de BAM obtidas para uma monocamada pura de colesterol (A, B, C) ou na presenga
de natamicina na subfase (D, E, F) a diferentes valores de pressdo (mN/m) vs. area molecular por lipidio

(A%).

Na figura 60 o conjunto de imagens (A, B, C) e o conjunto (D, E e F)
referem-se, respectivamente, as imagens de BAM capturadas para as
monocamadas puras de colesterol e para as monocamadas de colesterol
adsorvidas de natamicina. Como pode ser visto nessas imagens, a presenga das
moléculas de natamicina modifica drasticamente a morfologia das
monocamadas de colesterol & baixa pressdes: para a area média molecular 70A2
(figura 60A) a monocamada de colesterol ndo altera a tensdo de superficie da
agua (pressao nula) e é caracterizada pela predominéncia da fase gasosa
(regides escuras) na qual estao presentes dominios retilineos ou circulares na
fase liquida-condensada (regides claras), enquanto que a adigdo da natamicina

nesse sistema (figura 60D) provoca a formacédo de “clusteres” de formas
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geométricas irregulares; a@ 60 A, a monocamada pura de colesterol também nao
altera a tensdo de superficie da agua (pressado nula) e a coexisténcia de
dominios circulares na fase liquido-expandida (regides claras) e de dominios na
fase gasosa (regides escuras) ainda pode ser notada (figura 60B), enquanto que
na presenca das moléculas de natamicina (figura 60E), exceto pelas diminutas
regides na fase gasosa regides (escuras), essa monocamada encontra-se
praticamente em sua totalidade na fase liquida-condensada (filme continuo e
brilhante) e, consequentemente, um valor positivo para a pressao de superficie
€ registrado (0,6 mN/m). Por sua vez, para um mesmo valor positivo de pressao
de superficie (3.5 mN/m), embora a area ocupada por lipidio para a monocamada
de colesterol contendo natamicina adsorvida (47A) tenha-se tornado
significativamente maior que a monocamada pura (38 A), podemos notar que
tanto a monocamada pura de colesterol (figura 60C) quanto a na presenca de
natamicina (figura 60F) encontram-se numa fase liquida-condensada (filme
continuo e brilhante). Desse modo, para esse ultimo valor de presséao o efeito da
natamicina sobre a morfologia das monocamadas de colesterol ndo pode ser
definido empregando-se a técnica em questao.

Em resumo, esses resultados revelam que a natamicina ndo altera a
morfologia das monocamadas de DPPC, mas modifica significativamente a
morfologia dos filmes de colesterol a baixa pressao (pressao préxima de zero).
Além disso, confirmam que essa adsor¢gao promove um efeito expansivo das
monocamadas de colesterol, pois para um mesmo valor de area média molecular
(60 A), os filmes de colesterol adsorvidos de natamicina tornam-se praticamente
continuos (figura 60E), enquanto os filmes colesterol puro ainda encontram-se

numa fase mais segregada (figura 60B).
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iii. Orientagcao molecular

O efeito da natamicina sobre as orienta¢gdes moleculares dos lipidios foi
estudado através da analise dos espectros de PM- IRRAS obtidos para as
monocamadas de DPPC (figura 61) e de colesterol (figura 62) a diferentes

pressoes de superficie (5mN/m, 10mN/m e 30mN/m).

a) Efeito da natamicina sobre a organizagao molecular da

monocamada de DPPC

Primeiramente, analisemos os espectros de PM-IRRAS para as
monocamadas de DPPC. No intervalo de frequéncias entre 1000 e 1800 cm™"
(figura 61A, B e C) e para todos os valores de pressao de superficie
considerados, pode-se verificar que a presenca da natamicina (linha vermelha)
nao desloca as bandas de vibragdes originais (linha preta) do DPPC, as quais
correspondem ao estiramento do grupo C=0 (v=1736-1739 cm™"), do grupo P=0
(vas = 1228cm™ e vs = 1086cm™") e as vibragdes tipo “tesoura” do CH2 (v=1469
cm-'). O aumento no valor de frequéncia do C=0 (linha preta) de 1736cm" (figura
61A e B) para 1739cm’ (figura 61 C) com o incremento no valor da pressao de
superficie comprova que as moléculas de DPPC se tornam mais ordenadas
(Dziri et al., 1999) devido a compressédo: inicialmente (pressdo 5mN/m) as
ligacbes de hidrogénio entre as moléculas de agua (subfase) e o grupo C=0
determinam uma frequéncia de vibragdo mais reduzida para esse grupo;
entretanto, a continua compressado dessa monocamada leva a um progressivo
incremento na pressao de superficie (10mN/m e 30 mN/m), e, portanto, gera um
emparelhamento das cadeias hidrocarbénicas, o que, por sua vez, desfavorece
as ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de agua e o grupo C=0 e assegura,
consequentemente, uma maior liberdade de movimento para esse grupo, ou
seja, valores mais altos de frequéncias de vibragdo do C=0O para uma
monocamada mais condensada. Do mesmo modo, considerando-se que n&ao so
o grupo C=0, mas também o P=0O dos fosfolipidios sdo muito sensiveis a
ligacbes de hidrogénio e, visto que a presenga das moléculas natamicina (linha
vermelha) nédo altera as bandas de vibragbes originais (linha preta) desses
grupos, pode-se concluir que a hidratagado das cabecas polares do DPPC néo é

afetada (Mendelsohn et al., 2010) para todas as pressdes consideradas (figura
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61 AB e C). Além disso, como tanto a intensidade, quanto a frequéncia de
vibragao “"tesoura” do CH2 também nao se modificam com a presenca da
natamicina para as diferentes pressdes de superficie monitoradas durante a
compressao, esses resultados demonstram que a presenca desse farmaco néo
altera a cooperatividade (uniformidade) de transicdo das cadeias

hidrocarbénicas (Dziri et al., 1999).
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Figura 61 — Espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de DPPC a 5 mN/m (A e D), 10mN/m
(Be)e30mN/m (CeF).
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Por fim, para o intervalo de frequéncias entre 2800 e 3000 cm™' (figura 61
D, E e F), pode-se notar que a presenga da natamicina promove os seguintes
efeitos: a pressao de superficie a 5mN/m (Figura 61D ) ocorre um inexpressivo
aumento tanto nas vibragbes de estiramento assimétrico do CH2 (2925 cm-'
deslocado para 2918 cm'), como no simétrico (2853 cm™' deslocado para 2855
cm'); @ 10mN/m (figura 61E) ocorre uma leve diminuig&o tanto nas vibragdes de
estiramento assimétrico do CH2 (2925 cm-' deslocado para 2928 cm™'), como no
simétrico (2851 cm-! deslocado para 2846 cm™'); enquanto que a 30mN/m (figura
61F) nenhuma alteracdo pode ser observada. A 5mN/m e a 10mN/m a
monocamada de DPPC encontra-se, respectivamente, no inicio e no final da fase
de transicao LE-LC (Sabatini et al., 2008; Dynarowicz-Latka et al., 2013), a qual
corresponde ao patamar na isoterma de compressao do DPPC (figura 58A) e
caracteriza-se pela coexisténcia de dominios na fase liquida-expandida (LE) e
na liquida-condensada (LC) (figura 59A) (Mcconlogue e Vanderlick, 1997);
enquanto que a 30mN/m ela encontra-se integralmente na fase condensada.

Sumariamente nossas medidas de PM-IRRAS indicam que o efeito da
natamicina sobre a organizacdo das monocamadas de DPPC ¢é desprezivel.
Esses resultados somados aos anteriores sugerem que a interagdo da
natamicina com as monocamadas de DPPC é tao fraca de modo que nenhuma
alteracao significativa péde ser notada na elasticidade (compressibilidade), na
morfologia (BAM) e nas orientagdes moleculares (bandas de PM-IRRAS) dessas

monocamadas.
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b) Efeito da natamicina sobre a organizacao molecular da

monocamada de Colesterol

Se para as monocamadas de DPPC nao foi possivel verificar nenhuma
alteracao significativa, por outro lado, para as monocamadas de colesterol, a
presencga de natamicina promove notaveis modificagdes: a 5 mN/m (figura 62A),
ha um aumento das vibragdes tanto para o estiramento assimétrico ( 2937 cm-"
deslocado para 2944 cm) e simétrico do CH2 ( 2851 cm~' deslocado para
2856cm'), como para estiramento simétrico do CHs ( 2886 cm-' deslocado para
2890 cm); a 10 mN/m (figura 62B), ocorre um aumento nas vibragdes tanto para
o estiramento simétrico do CH2 (2851 cm' deslocado para 2853 cm'), como
para o estiramento simétrico do CH3z (2886cm™ deslocado para 2890cm™),
enquanto que o valor correspondente a razao entre as intensidades das bandas
para o estiramento assimétrico do CH2 (2934 cm™') e do CH3 ( 2953 cm™) é
reduzida. Esses valores para as bandas estdo de acordo com aqueles relatados
por Socrates (2001), (Socrates, 2001) e esses resultados indicam que a
adsorcao da natamicina promove uma leve perda de ordenamento molecular,
(Mendelsohn e Flach, 2002; Pavinatto et al., 2009; Mendelsohn et al., 2010), isto
€, os grupos CH2 e CHs do colesterol apresentam um pequeno aumento na
frequéncia de suas vibracdes. Esse efeito esta provavelmente correlacionado a
um aumento na distancia entre as moléculas de colesterol através da formagao
de “defeitos” (dominios irregulares) pela agado natamicina, os quais puderam ser
observados nas imagens por BAM (figura 60 D e E). Além disso, a 1T0mN/m a
intensidade da banda para o estiramento assimétrico do CHz aumenta, enquanto
que para o CH2 diminui. Considerando-se que alteragdes nas intensidades das
bandas C-H estdo relacionadas a mudangas de orientagdo molecular, (Tolstoy
et al., 2003; Pavinatto et al., 2009) nés podemos inferir que para esse valor
especifico de pressdo a presenca da natamicina perturba a orientacéo e a
organizagdao das moléculas de colesterol na interface ar-agua. Finalmente,
considerando-se o valor de pressao de superficie equivalente a uma bicamada
(30 mN/m) (Marsh, 1996; Anglin e Conboy, 2008), a presenga da natamicina
aparentemente ndo promove nenhuma alteracdo na organizacdo da
monocamada de colesterol (figura 62C), uma vez que nenhuma das bandas
originais (em preto) sofreu alteragcbées decorrentes da adicao da natamicina (em

vermelho).
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D) Efeito da natamicina em monocamadas mistas de DPPC e
Colesterol

Considerando-se que os resultados anteriores comprovam uma atividade
superficial (interface ar-agua) da natamicina na presenga do esterol colesterol,
decidiu-se investigar a interacdo da natamicina com filmes de Langmuir que
mimetizassem uma membrana biolégica rica em esterol e, portanto, a
composicao escolhida para essas monocamadas correspondeu a mistura de
diferentes proporgdes entre DPPC e colesterol, os quais, como mencionado
anteriormente, sao o fosfolipidio e o esterol, respectivamente, mais abundantes

nas membranas de mamiferos.
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Figura 63- Pressdao de superficie (rt) vs. area média molecular isotérmicas (A) compressdo para DPPC e
colesterol e suas misturas (fragdo molar do colesterol, Xco) espalhados na interface ar-agua. A subfase

utilizado foi dgua ultrapura, pH =5,8, T=21 ° C, com ou sem a adi¢gdo de natamicina.
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Em primeiro lugar, a analise das curvas de pressido de superficie vs. a
area média molecular (figura 63) mostra que conforme aumenta-se o teor de
colesterol (Xco) nas monocamadas de DPPC, as isotermas correspondentes
deslocam progressivamente para esquerda, isto €, para uma regido com valores
menores de area por lipidio, quando comparadas com a isoterma do DPPC puro.
Esse comportamento pode ser quantificado através da medicao dos valores para
a area extrapolada nessas isotermas (tabela 7), os quais assumem valores
menores proporcionais ao aumento de colesterol (Xco) ha monocamada
estudada. Esse efeito de condensacado devido a presencga de colesterol ja é
conhecido para monocamadas de fosfolipidos (Sabatini et al., 2008; Minones et
al., 2009; Pavinatto et al., 2009). Além disso, exceto para a monocamada com
baixo teor de colesterol (Xcol = 0,25), a presenga de natamicina na subfase reduz
esse efeito de condensacdo do colesterol, isto é, desloca as isotermas
correspondentes para regides de maiores valores de area por lipidio (figura 63).
Esse fenbmeno pode ser comprovado através da analise da area extrapolada
dessas isotermas (tabela 7), a qual assume maiores valores para as
monocamadas contendo médio-alto teor de colesterol (Xco=0,5 e Xcoi=0,75) com
a presenca da natamicina. Esses resultados, portanto, indicam que: (i) as
moléculas da natamicina preferem adsorver em monocamadas de DPPC com
médio-alto teor de colesterol (Xco = 0,5), € que (ii) essa interagdo resultante

promove um efeito de expansdo dessas monocamadas mistas.

Tabela 7:Valores da area extrapolada e do médulo de compressibilidade para diferentes composicGes de

monocamadas na auséncia ou na presenga de natamicina na subfase.

Monocamada Area extrapolada Cs™
DPPC/Colesterol (2 A? (mN/m)
Xco=0,25 46 172
+ Natamicina (Subfase) 47 163
XcoL=0,5 43 358
+ Natamicina (Subfase) 47 192
XcoL=0,75 41 474
+ Natamicina (Subfase) 44 469
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afil=DPPC
al@=X_ =0,25
=X  =0,25 + NAT
*XCOL=0’5

X, =0,5 + NAT
) =0,75

X, =0,75 + NAT
a mColesterol

30 40
Pressao de Superficie (mN/m)

Figura 64 — Elasticidade planar (Cs?) vs. press3o de superficie para as monocamadas investigadas. Os

valores foram calculados a partir das isotermas pontos da figura 35, utilizando a equagdo (5)

Em segundo lugar, a andlise da elasticidade planar (Cs™) vs. pressao de
superficie (figura 64), permite verificar que quanto maior é o teor de colesterol
(Xcol), maior € a rigidez (Cs') da monocamada correspondente. Entre 0 a
30mN/m, a adi¢ao de natamicina na subfase para monocamadas com baixo teor
de colesterol (Xco = 0,25) ndo promove uma alteragdo significativa na
elasticidade geral, enquanto que para a com elevado teor de colesterol (Xcol =
0,75), ocorre uma pequena diminuicdo (figura 64). Curiosamente, apenas para
Xco = 0,5, a presenga da natamicina altera significativamente o perfil da
isoterma, o que pode ser comprovada por meio da verificagdo de uma elevada
reducao narigidez (Cs™') para essa monocamada mista entre 0 a 30 mN/m (figura
64).

Como esperado, para o valor especifico de pressao 30mN/m (tabela 7), o
qual corresponde a pressao equivalente de uma bicamada (Marsh, 1996; Anglin
e Conboy, 2008), os comportamentos anteriores se repetem, isto €, a presenga
da natamicina provoca uma alteragdo pouca significativa na rigidez (Cs’) para
monocamada com baixo teor de colesterol (Xcol = 0,25), uma pequena reducao
para a monocamada com alto teor de colesterol (Xco = 0,75), € uma grande
redugéo para a monocamada contendo médio teor de colesterol (Xco = 0,50).
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E importante notar que de acordo com a classificacdo de Davis e Rideal
(1963), apenas para a monocamada contendo Xco = 0,5 podemos verificar a
ocorréncia de uma transicdo de fase com a presenga da natamicina (tabela 7):
inicialmente essa monocamada mista encontra-se na fase condensada (Cs™ >
250 mN/m ), e apés a adsorgao da natamicina assume caracteristicas de uma
fase liquida-condensada (Cs™' = 100-250mN/m ). Esse efeito de transi¢éo esta
relacionado provavelmente com a solubilidade maxima das moléculas de
colesterol em membranas de fosfatidilcolina (PC) : apenas cerca de 37,5% mol
de colesterol € homogeneamente disperso numa bicamada fosfolipidica (Barrett
et al., 2013), acima desse valor ocorre a formacdo de pequenas placas
(agregados lamelares) de colesterol (Ziblat et al., 2010; 2011, Ziblat et al., 2012;
Mainali et al., 2013).

Kim et al. (2001) empregou a técnica de microscopia por forca atémica
(AFM) para estudar a morfologia de filmes Langmuir-Blodgett constituidos por
diferentes propor¢des entre DPPC e colesterol, e seus resultados mostraram que
as monocamadas contendo 10-30% mol de colesterol eram homogéneas e lisas,
enquanto que as com 50% mol de colesterol foram caracterizadas como filmes
mais rugosos e dotados de dominios irregulares. Desse modo, considerando-se
que somente as monocamadas com baixo teor de colesterol (Xco = 0,25)
encontram-se na fase liquida-condensada (Cs’' = 100-250mN/m)
independentemente da presenga ou nao de natamicina (figura 64, tabela 7),
pode-se sugerir que as moléculas de natamicina aparentemente demonstram
combater a formacgao dessas placas de colesterol numa monocamada com Xcol
= 0,5, provavelmente, através da remocgao (sequestro) ou da solubilizagao das
moléculas excedentes de colesterol, até que esta monocamada adquira
propriedades mecanicas (elasticidade geral) equivalente a uma com baixo teor
de colesterol (Xco=0,25), para cuja composi¢cao lipidica a solubilidade do
colesterol é garantida (Xco< 37,5% mol). Por outro lado, esse efeito de aumento
da fluidez (redugdo nos valores de Cs') devido a natamicina é quase
imperceptivel tanto nas monocamadas com baixo quanto nas com alto teor de
colesterol porque: (i) a primeira ( Xco = 0,25) como mencionado anteriormente,
ja apresenta a totalidade das moléculas de colesterol homogeneamente
dissolvidas e, além disso, essa composicdo vem sendo considerada a

configuracdo da membrana modelo binaria mais estavel (Sabatini et al., 2008;
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Szczes et al., 2012); (ii) enquanto a ultima ( Xco = 0,75 ) apresenta um elevado
valor para sua elasticidade (tabela 7) que é muito proximo daquele encontrado
para uma monocamada pura de colesterol adsorvida de natamicina (tabela 6), e
portanto, o valor coincidente em torno dos ~460 mN/m aparentemente
demonstra caracterizar um valor limite para a rigidez (Cs™' > 250 mN/m ) de uma
monocamada de colesterol perturbada pela presenca de impurezas, as quais no
nosso caso sao representadas pela adicdo de moléculas anfotéricas de

natamicina e/ou de DPPC.
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ii. Propriedades Termodinamicas

A figura 65A mostra que a area média de excesso Aexc assume valores
negativos para todas propor¢des de misturas entre DPPC e colesterol , o que
confirma o "efeito de condensacgéo " do colesterol (Sabatini et al., 2008; Minones
et al., 2009; Pavinatto et al., 2009) e a miscibilidade dos componentes
investigados (Mansour et al., 2001). Como pode ser visto, os valores mais
negativos para a area meédia molecular em excesso Aexc 0corre para Xcol = 0,25
(figura 65A) , mesmo quando a natamicina esta presente nessa composi¢cao
(figura 65B) , o que confirma a grande estabilidade e a forte interagao entre as
moléculas de DPPC e de colesterol nesse sistema. Como esperado, apenas para
as monocamadas contendo médio-alto teor de colesterol (Xco = 0,5) a Aexc
assume valores positivos com a adigdo da natamicina no sistema (figura 65B),
0 que indica uma expansdo dessas monocamadas (Sabatini et al., 2008;
Minones et al., 2009; Szczes et al., 2012). Além disso, quanto maior o teor de
colesterol, maior é esse efeito expansivo promovido pela interacdo natamicina-
colesterol, isto €, Aexc assume maiores valores positivos quanto maior for o teor
de colesterol presente na monocamada (figura 65B) e, consequentemente, elas

se tornam mais instaveis.
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Figura 65- Area média em excesso (Aexc) vs. composicdo da monocamada (fragio molar de colesterol, Xcol)
a diferentes pressGes de superficie obtidas para misturas de DPPC e colesterol espalhadas na superficie

da (A) agua ultrapura, ou (B) de uma solugdo aquosa de natamicina.

138



4. ESTUDOS EM MONOCAMADAS

Em resumo, esses resultados mostram que a natamicina expande as
monocamadas de colesterol, mas ndo as de DPPC. Desse modo, para
monocamadas mistas contendo baixo teor de colesterol (Xco = 0,25) o efeito
expansivo da natamicina é inferior ao efeito condensativo das moléculas de
colesterol sobre as moléculas de DPPC. Por outro lado, para elevados teores de
colesterol (Xcol 2 0,5), 0 efeito expansivo da natamicina sobre as moléculas de
colesterol supera o efeito condensativo das moléculas de colesterol sobre as
moléculas de DPPC.
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4.3) DISCUSSOES GERAIS

Primeiramente, desde os estudos de Demel et al.(1965), cujas
investigagdes abordaram extensivamente a penetragdo de monocamadas e de
bicamadas lipidicas por antibiéticos poliénos macrolideos (Demel e Van, 1965;
Demel et al., 1968, Demel e Joos, 1968; Van Zutphen et al., 1971; Dekruijff et
al., 1974, Teerlink et al., 1980), até o nosso conhecimento n6s comprovamos
pela primeira vez que as moléculas de natamicina ndo formam uma
monocamada de Gibbs numa interface ar-agua limpa. Esse resultado é
interessante porque: explica o motivo de Demel et al. (1965; 1968) ter obtido
isotermas de compressao de baixa qualidade ao se espalhar a natamicina numa
superficie limpa (aquosa); e também porque confirma a tendéncia das moléculas
de natamicina de ficarem dispersas no interior da subfase, hipotese esta
primeiramente sugerida por Weissmann e Sessa (1967). Por outro lado, em
relacdo as monocamadas lipidicas puras, nossos resultados revelam que as
moléculas de natamicina ndo sao capazes de perturbar a organizagcdo das
monocamadas de DPPC, enquanto que para as monocamadas de colesterol as
interagdes intermoleculares entre as moléculas de natamicina e colesterol sao
fortes 0 bastante para alterar os dominios (morfologia), cujas alteragbes foram
acompanhadas por uma expansao da monocamada (aumento da area média
molecular ocupada) e por uma redugcdo na elasticidade (aumento na
compressibilidade).

Em segundo lugar, em relacdo as monocamadas lipidicas mistas,
observou-se que a presenga do antifungico natamicina ndo alterou de forma
significativa o comportamento das curvas de pressédo de superficie vs. area
molecular por lipidio para monocamadas que mimetizam as membranas de
mamiferos (Xcol = 0,25) (Minones et al., 2009). Isso pode ser explicado devido a
grande estabilidade dessa composi¢ao lipidica (os valores mais baixos
observados para Aexc), € consequentemente, esse resultado explicaria o porqué
da administragao oral e topica da natamicina ser segura em mamiferos. (Juneja
et al., 2012; Xu et al., 2009; Thomas, 2003) Esse efeito protetor também foi
observado por Kim et al. (2001): para essa particular composigao lipidica a
adsorcgao da proteina albumina foi suprimida. Por outro lado, para médio-alto teor

de colesterol (Xco20,5) as mudangas nas monocamadas decorrentes da
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interacdo entre o antifungico e as moléculas de colesterol sdo evidentes: a
presenga do antifungico na subfase promoveu uma reducédo na estabilidade
(valores positivos para Aexc) € um efeito expansivo (aumento na area média
molecular) proporcional a quantidade de colesterol. Como discutido
anteriormente, esses resultados podem ser explicados através da competicao
entre o efeito condensativo do colesterol sobre as monocamadas de DPPC e do
efeito expansivo da natamicina sobre os dominios ricos em colesterol: quando o
teor de colesterol € baixo, o efeito condensativo supera o expansivo, enquanto
que para elevadas propor¢des de colesterol o efeito expansivo prevalece.
Curiosamente, a presenca da natamicina na monocamada com Xcol = 0,5
tornou o perfil da isoterma e a elasticidade geral muito semelhantes as
encontradas para monocamada pura com baixo teor de colesterol (Xcol = 0,25).
Esse resultado foi explicado baseando-se na solubilidade maxima do colesterol
em membranas modelo: acima de 37,5% o colesterol ndo é mais soluvel, e como
consequéncia, ocorre a formagao de placas (agregados cristalinos ou n&o) de
colesterol na membrana (Ziblat et al., 2010; 2011; Ziblat et al., 2012; Mainali et
al.,, 2013). Além disso, medidas de AFM (Kim et al., 2001) demonstraram que
filmes Langmuir-Blodgett de DPPC constituidos por 10-30% mol de colesterol
sao lisos e densamente empacotados, enquanto que para 50% mol de colesterol
o filme se torna rugoso e irregular. Desse modo, podemos sugerir que as
moléculas de natamicina aparentemente aumentam a solubilidade do colesterol
nessa monocamada contendo Xco = 0,5, de modo que essa monocamada
adquira uma organizagao e uma elasticidade geral equivalentes a uma com baixo
teor de colesterol (Xcoi=0,25), para cuja composi¢ao a solubilidade do colesterol
€ teoricamente assegurada e o filme é mais homogéneo, isto €, o teor presente
de colesterol ¢ inferior ao seu limite de solubilidade em bicamadas ( inferior a
37,5% mol). Esse resultado é interessante, uma vez que apresenta indicios para
uma nova aplicagao terapéutica para a natamicina: além de antifungico, esse
farmaco pode possuir propriedades que auxiliem na prevengao ou mesmo no
combate ao acumulo de agregados de colesterol (aterosclerose) nas paredes
internas dos vasos sanguineos. Nesse caso, seria interessante estudar
profundamente o efeito de formulagcdes farmacéuticas contendo natamicina
sobre a taxa de colesterol sanguinea; ja que a baixa absorg¢ao oral da natamicina

by

somada a sua afinidade pelo colesterol poderiam levar a uma inibicdo da
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absorgao desse esterol ao longo do trato digestério, mecanismo este ja aceito

para o polimero quitosana, por exemplo.(Bokura e Kobayashi, 2003)

4.4) CONCLUSOES

Esquema 4: Resumo comparativo dos efeitos da natamicina sobre as monocamadas investigadas.

+ NATAMICINA i

Monocamada — ' INALTERADA
DPPC : |

+ NATAMICINA

3:1 | e—)
—

ExpaNsRO
' GRANDE REDUCAO NA ELASTICIDADE |
'REDUCKO DA ESTABILIDADE |

| GRANDE EXPANSAO

Monocamada
DPPC/ COL

'REDUCAO NA ELASTICIDADE
'REDUCAO NA ESTABILIDADE |

 ALTERAGAO NA MORFOLOGIA
Monocamada | GRANDE EXPANSAO

COLESTEROL + NATAMICINA | | GRANDE REDUCAO NA ELASTICIDADE
| REDUCAO NA ORDEM 1

Em resumo (esquema 4), nossas investigagbes indicam que as
monocamadas de DPPC contendo proporgcées mais baixas de colesterol sao
menos suscetiveis a agao de natamicina, ja que para essa particular composi¢ao
o efeito expansivo da natamicina sobre os dominios ricos em colesterol n&o
supera o efeito condensativo do colesterol sobre as monocamadas de DPPC.
Essas conclusbes sao interessantes porque comprovam que apenas
membranas ricas em esterois, no caso o colesterol (Patterson, J. et al., 1979;
Patterson, J. M. et al., 1979), sdo sensiveis a acao da natamicina. Além disso,
devido a natureza altamente hidrofébica do colesterol, demonstra-se que a
interacdo dessa natureza € de grande importancia para 0 mecanismo de acao
da natamicina em membranas de mamiferos. Em particular, para as
monocamadas contendo 50% mol de colesterol nossas observagdes sugerem
que a natamicina talvez possa possuir uma nova aplicacao terapéutica, a qual
estaria relacionada na prevencgao e/ou no combate a formagao de agregados de
colesterol; e, portanto, estudos explorando essa nova possibilidade seriam
interessantes. Por fim, considerando-se que as células de mamiferos

apresentam cerca de 30% mol de colesterol em sua composi¢gdo, nossos
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resultados estdo de acordo com a relatada baixa absorgao oral e tépica da
natamicina, o que, por consequéncia, justifica a baixa toxicidade da natamicina
quando ingerida (Juneja et al., 2012) e/lou empregada para tratar infec¢des
fungicas superficiais (Xu et al., 2009). Desse modo, conclui-se que, embora as
moléculas de natamicina apresentem afinidade pelas de colesterol, nossos
estudos provam que as moléculas de natamicina ndo podem penetrar em
monocamadas que mimetizem a composi¢cdo de membranas de mamiferos, o
que confirma a relatada grande estabilidade dessa composic¢ao (Sabatini et al.,
2008; Szczes et al., 2012) e, principalmente, indica que essa particular
composicao lipidica € a maior responsavel pela garantia da protecédo das

membranas de mamiferos contra a acdo da natamicina.

4.5) EXPERIMENTOS COMPLEMENTARES

Como mencionado anteriormente, nossos resultados demonstram que as
moléculas de natamicina ndo sao capazes de penetrar em membranas modelos
que mimetizem a composigao lipidica de mamiferos (75% mol de fosfolipidio
zwitterionico DPPC e 25% mol de colesterol), (Dynarowicz-tgtka et al., 2003;
Minones et al., 2009; Szczes et al., 2012) o que, por sua vez, justificaria a sua
baixa absorcao oral e topica em mamiferos. Por outro lado, cabe relembrar que
as células dos seres vivos também sio constituidas por macromoléculas
carregadas tais como proteinas, enquanto as células fangicas nao sao
constituidas pelo esterol colesterol, mas sim por ergosterol. Portanto, para uma
profunda compreensdo do mecanismo de acdo da natamicina, estudos
complementares precisam ser realizados. Desse modo, n0sso grupo ja comegou
a estudar a interacao da natamicina com fosfolipidios negativamente carregados,
caso do dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), a fim de se investigar a importancia
das interacbes eletrostaticas. Além disso, considerando-se que a natamicina é
um antifungico de amplo espectro de agao, também temos analisado a interacao
de natamicina com outros esterdis tais como o ergosterol, com intuito de se
estudar o mecanismo de acao da natamicina em membranas modelo que
mimetizem as fungicas (Dynarowicz-t gtka et al., 2003; Mifiones et al., 2005; Hac-
Wydro e Dynarowicz-Latka, 2006a; Recamier et al., 2010). Os resultados desses

estudos complementares serdo oportunamente comunicados.
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CAPITULO 5
CONCLUSOES DO TRABALHO

“A ciéncia nunca resolve um problema
sem criar pelo menos outros dez.”

(George Bernard Shaw)
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Motivados pela busca de uma elucidagdo do mecanismo de acédo do
farmaco macrolideo poliéno natamicina em nivel molecular (capitulo 2), neste
trabalho estudamos a interagdo desse farmaco com dois sistemas lipidicos
miméticos de membranas bioldgicas: os lipossomos (capitulo 3) e as

monocamadas (capitulo 4).

Primeiramente, lembrando que os lipossomos, no0 nosso caso as
vesiculas multilamelares lipidicas (MLVs), representem modelos lamelares com
organizagdo molecular mais semelhante a encontrada nas membranas
biolégicas, esses sistemas foram selecionados como sistemas iniciais de estudo
(capitulo 3). Nossos resultados mostram que as membranas constituidas
puramente pelo fosfolipidio zwitteriénico fosfatidilcolina (PC) aparentemente nao
sao suscetiveis a agao da natamicina, enquanto que diante a incorporacao de
esterol (colesterol ou ergosterol), apenas para o caso da presenga ergosterol
esses sistemas lipidicos tornaram-se sensiveis a adicdo da natamicina.
Considerando-se que este esterol apresenta natureza predominantemente
apolar e que ele corresponde a um componente tipico de membranas fungicas,
a interacao preferencial da natamicina com o ergosterol era esperada (Teerlink
etal., 1980; Te Welscher et al., 2008; Te Welscher et al., 2010) e, portanto, nossa
constatagdo comprova que a interagao do tipo hidrofdbica esterol-natamicina é
de grande importancia para o mecanismo de ac¢ao desse farmaco. Além disso,
verificamos que a interagdo desse farmaco com sistemas constituidos pelo
fosfolipidio fosfatidico (PA) negativamente carregado foi favorecida
principalmente para um valor de pH levemente acido (pH=5,0), para o qual a
natamicina (pl=6,5) se encontra positivamente carregada. Desse modo, embora
este estudo prove que a interacao hidrofobica entre a natamicina e os esteréis
de membrana seja fundamental para o seu mecanismo de agdo, nossas
observagdes também sugerem que uma interacdo de natureza eletrostatica ndo
pode ser descartada para a atividade da natamicina em membranas bioldgicas,
principalmente em ambientes levemente acidos, como € o caso da superficie da
pele (pH=5,0),(Schmid-Wendtner e Korting, 2006) por exemplo.

Em segundo lugar, a interagdo da natamicina com monocamadas lipidicas
também foi investigada (capitulo 4). Apesar das monocamadas de Langmuir

mimetizarem apenas o folheto externo ou o interno de uma bicamada
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(membrana), nesses filmes finos (espessura molecular) é possivel controlar
facilmente tanto a composic¢ao, quanto a arquitetura molecular. Desse modo, o
emprego das monocamadas como modelos de membrana favorece o estudo da
interacdo (adsor¢cado) de diversas biomoléculas com sistemas lipidicos
caracterizados por propriedades previamente definidas e, por esse motivo, esses
filmes finos lipidicos vem ganhando bastante destaque em pesquisas que
envolvam o0 mecanismo de agdao de moléculas biologicamente ativas.
Relembrando que nossas observagdes anteriores demonstraram que a
natamicina n&o possuia afinidade por lipossomos constituidos pela mistura entre
o fosfolipidio zwitteridnico fosfatidilcolina (PC) e o esterol colesterol, com o intuito
de investigarmos mais profundamente essa mistura binaria, nesta nova etapa os
sistemas empregados como modelos de membrana corresponderam a
monocamadas mistas constituidas por diferentes proporcdes entre esses
componentes. Nesse caso, nossos resultados indicam que para as
monocamadas compostas por elevados teores de colesterol a natamicina
apresenta grandes efeitos sobre as propriedades desses modelos de membrana,
0 que comprova a afinidade da natamicina pelos esterdis, no caso o colesterol,
e reforgca a importancia da interacédo hidrofobica para a acdo desse farmaco em
membranas. Para as monocamadas contendo 50% mol de colesterol a
natamicina promove um significativo aumento na fluidez da membrana. Esse
resultado é interessante, uma vez que aponta para uma possivel nova aplicagao
médica da natamicina: formulagdes farmacéuticas contendo natamicina
poderiam ser futuramente estudadas visando-se o combate da formacao
intravascular das placas ou agregados de colesterol. Por fim, apenas para o caso
particular das membranas modelo que mimetizam a composicédo lipidica
presente em membranas de mamiferos, isto €, as que eram constituidas por 25
mol% de colesterol, nossos resultados em monocamadas corroboram com os
resultados obtidos para os lipossomos: apenas para essa especial composi¢cao
a natamicina nao apresenta nenhum efeito significativo sobre a organizacao
molecular desses sistemas. Desse modo, podemos inferir que a propria
estabilidade organizacional garantida por essa particular composicéo lipidica
protegeria as membranas dos mamiferos contra a agdo da natamicina. Isso, por

sua vez, justificaria a baixa absortividade oral e tdpica da natamicina e,
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consequentemente, estaria correlacionada com a baixa toxicidade (oral e tépica)

da natamicina em humanos.

Retomando-se o que foi dito, podemos concluir que as nossas
investigacbes demonstraram que a atividade bioldgica da natamicina esta
provavelmente correlacionada as perturbagbes na organizacdo molecular da
bicamada lipidica, as quais, por sua vez, sao decorrentes da interagdo entre esse
farmaco e os esterois presentes nas membranas de fungos (ergosterol) e de
mamiferos (colesterol). As membranas modelo incorporadas de ergosterol, o
qual corresponde ao esterol tipico de membranas fungicas, mostraram-se mais
sensiveis a presenga da natamicina do que as constituidas por colesterol, o que
sugere uma maior afinidade dessa molécula por membranas fungicas e,
portanto, pode justificar as propriedades antifungicas desse farmaco. Ja para o
caso especifico das membranas contendo 25% mol de colesterol e 75% mol de
fosfolipidios, a grande estabilidade verificada para essa composigao lipidica (Kim
et al., 2001; Sabatini et al., 2008; Szczes et al., 2012) é provavelmente a maior
responsavel por garantir um efeito protetor as membranas de mamiferos contra
a atividade da natamicina. Além disso, a presenca das moléculas de natamicina
demonstrou inibir o efeito condensativo do esterol colesterol sobre as
membranas fosfolipidicas (com maior ou igual a 50% mol de colesterol). Essa
ultima constatacdo é interessante, porque representa um indicio de que a
natamicina talvez apresente propriedades que poderiam ser exploradas com o
intuito de se prevenir ou combater a formacdao de placas de colesterol
(aterosclerose) e, portanto, estudos futuros abordando essa possivel nova
aplicacao desse farmaco podem possuir grande importancia médica. Por outro
lado, apesar das contribuicbes deste trabalho, os experimentos inicialmente
planejados empregando-se tanto os lipossomos, quanto as monocamadas como
modelos de membranas biolégicas ndo puderam ser realizados em sua
totalidade. Desse modo, seria oportuna a realizacao de estudos complementares
ainda investigando-se o efeito da natamicina sobre esses sistemas lipidicos, com
o intuito de esclarecer mais profundamente o mecanismo de agéo da natamicina.
Descricoes desses experimentos futuros adotando-se os lipossomos e as

monocamadas foram descritos no final dos capitulos 3 e 4, respectivamente.
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“Faz-se ciéncia com os fatos,

como se faz uma casa com pedras;

mas uma acumulacgao de fatos nao é ciéncia,
assim como um monte de pedras ndo é uma casa.”

(Henri Poincaré)
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ANEXOS

“Vale mais o lobo por sua experiéncia

do que pela sua natureza. ”

(Dudu, El cabron)
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ANEXO I: Espectros de ressonancia paramagnética eletronica (EPR)
obtidos a diferentes temperaturas para lipossomos constituidos pelo
lipidio zwitteridnico dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC).

DPPC
Marcador 5-PCSL

MLV
+ NAT (20 mol%)

T T T T T T T T 1
3180 3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnetico (G)

Figura 66 - Espectros do marcador 5-PCSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC em pH=7,0 e [NaCl]=
100mM na auséncia (preto) e na presenga (vermelho) de 20% mol de natamicina obtidos em trés

temperaturas distintas.

DPPC — MLV
Marcador 7T4-PCSL + NAT (20 mol%)

T T T T T T T T ]
3180 3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 67 - Espectros do marcador 14-PCSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC em pH=7,0 e
[NaCl]= 100mM na auséncia (preto) e na presencga (vermelho) de 20% mol de natamicina obtidos em trés

temperaturas distintas.
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DPPC/Colesterol (4:1) MLV
Marcador 5-PCSL + NAT (20 mol",’u)

I T T T T T T T T T T T T 1
3180 3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 68 - Espectros do marcador 5-PCSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC/Colesterol (4:1) em
pH=7,0 e [NaCl]= 100mM na auséncia (preto) e na presenca (vermelho) de 20% mol de natamicina obtidos

em trés temperaturas distintas.

DPPC/Colesterol (4:1) MLV
Marcador 14-PCSL + NAT (20 mol%)

r T T T T T T T 1
3180 3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 69 - Espectros do marcador 14-PCSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC/Colesterol (4:1)
em pH=7,0 e [NaCl]= 100mM na auséncia (preto) e na presencga (vermelho) de 20% mol de natamicina

obtidos em trés temperaturas distintas.
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DPPC/Ergosterol (4:1) — MLV
Marcador 5-PCSL + NAT (20 mol%)

/HAWMW,
3180 3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 70 - Espectros do marcador 5-PCSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC/Ergosterol (4:1) em
pH=7,0 e [NaCl]= 100mM na auséncia (preto) e na presenca (vermelho) de 20% mol de natamicina obtidos

em trés temperaturas distintas.

DPPC/Ergosterol (4:1) - MLV
Marcador 14-PCSL + NAT (20 mol%)

3180 3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 71 - Espectros do marcador 14-PCSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC/Ergosterol (4:1)
em pH=7,0 e [NaCl]= 100mM na auséncia (preto) e na presencga (vermelho) de 20% mol de natamicina

obtidos em trés temperaturas distintas.
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DPPC MLV
Marcador CSL + NAT (20 mol%)

e

31IBIJ 32IIJIJ 32I2l:l 32I4IJ 3 2IEIJ 32IBIJ 3 3I2IJ 33|4lJ
Campo Magnéetico (G)

Figura 72 - Espectros do marcador CSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC em pH=7,0 e [NaCl] =
100mM na auséncia (preto) e na presenga (vermelho) de 20% mol de natamicina obtidos em trés

temperaturas distintas.

DPPC/Colesterol (4:1) M LV
Marcador CSL + NAT (20 mol%)

o

r T T T T T T T 1
3180 3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 73 - Espectros do marcador CSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC/Colesterol (4:1) em
pH=7,0 e [NaCl] = 100mM na auséncia (preto) e na presenga (vermelho) de 20% mol de natamicina obtidos

em trés temperaturas distintas.
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DPPC/Ergosterol (4:1) MLV
Marcador CSL + NAT (20 mol2%)

T T T T T T T 1
2200 3220 3240 3260 3280 3300 2320 3340
Campo Magnético (G)

Figura 74 - Espectros do marcador CSL (0,5% mol) incorporados em MLVs de DPPC/Ergosterol (4:1) em
pH=7,0 e [NaCl] = 100mM na auséncia (preto) e na presenga (vermelho) de 20% mol de natamicina obtidos

em trés temperaturas distintas.
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ANEXO II: Espectros de ressonancia paramagnética eletronica
(EPR) obtidos a temperatura ambiente (24 °C) para lipossomos
constituidos pelo lipidio zwitteridnico dioleoil fosfatidilcolina (DOPC).

Marcador DOPTC

(24 °C) —_— MLV

+ NAT (20 mol%
DOPC
DOPC/Colesterol

(4:1)

DOPC/Ergosterol
(4:1)

) v L) L] 1 L) ] 1
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

Figura 75 - Espectros do marcador DOPTC (0,5% mol) incorporados em MLVs de DOPC puro ou de
DOPC/esterol (4:1) em pH=7,0 e [NaCl] = 100mM na auséncia (preto) e na presenca (vermelho) de 20%

mol de natamicina a temperatura ambiente.

Marcador 14-PC MLV

(24 °C) + NAT (20 mol%)
DOPC

DOPC/Colesterol
(4:1)
DO PC/Ergosterol
(4:1)

I T T ¥ T ¥ T ¥ T T T T 1
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético ( G )

Figura 76 - Espectros do marcador 14-PC (0,5% mol) incorporados em MLVs de DOPC puro ou de
DOPC/esterol (4:1) em pH=7,0 e [NaCl] = 100mM na auséncia (preto) e na presenga (vermelho) de 20%

mol de natamicina a temperatura ambiente.
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Marcador CSL MLV
(24 °C) —— + NAT (20 mol%)

DoOPC

DO PC/Colesterol
{(4:1)

DOPC/Ergosterol
(4:1)

I d L) v I v 1 v I v 1 v 1
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)

Figura 77 - Espectros do marcador colestano (0,5% mol) incorporados em MLVs de DOPC puro ou de
DOPC/esterol (4:1) em pH=7,0 e [NaCl] = 100mM na auséncia (preto) e na presenca (vermelho) de 20%

mol de natamicina a temperatura ambiente.
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APENDICE

“O Homem esta condenado a ser livre.”

(Jean-Paul Sartre)
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A) Interagdes intermoleculares

Em primeiro lugar, cabe diferenciarmos basicamente as rea¢des quimicas
das interagdes fisicas. As reagdes entre particulas (atomos, ions ou moléculas)
nao inertes levam a quebra/formacdo de ligagbes quimicas e, portanto,
relacionam-se na producédo de novas substancias. Por outro lado, no caso das
interagdes fisicas (interparticulas) ndo ha a formagcdo de novos compostos,
entretanto, sdo responsaveis por todas as propriedades fisicas da matéria:
determinam tanto as conformacgdes, quanto as fases de organizacdo molecular
e, portanto, sdo também conhecidas como intera¢des intermoleculares (Rocha,
2001).

Em segundo lugar podemos classificar as interagdes intermoleculares em
dois tipos: as de curto e as de longo alcance. As primeiras ocorrem para uma
distancia intermolecular caracteristica correspondente a um valor menor ou igual
a 3nm, sendo o caracter dessas interagdes do tipo eletrostatico (repulsivo), visto
que sao consequentes da proximidade (sobreposi¢dao) das distintas nuvens
eletrénicas (orbitais) pertencentes as particulas interagentes. Por outro lado, as
de longo alcance ocorrem para distancias intermoleculares mais elevadas, isto
€, para valores acima de 3nm e inferiores a 5nm, sendo a natureza dessas
interacdes, por sua vez, essencialmente atrativas. Basicamente, essas forgas

atrativas podem ser de 3 tipos:

eletrostaticas: ocorrem entre particulas ionizadas com carga liquida de sinais
opostos. Essas interagdes, portanto, sédo tipicas entre os cations e os anions
presentes nos compostos idnicos, mas também ocorrem entre os grupos
ionizaveis de macromoléculas, tais como as interagdes entre as aminas
protonadas (NHs*) e os acidos carboxilicos desprotonados (COO-) presentes nos
diversos aminoacidos constituintes dos peptideos e das proteinas.

van der Waals: ocorrem entre particulas ou grupos funcionais nao ionizados,
mas que sejam detentores de um momento dipolo permanente ou induzido.
Moléculas constituidas por uma assimetria constante na distribuicdo de cargas
(densidade eletrénica) apresentam um momento dipolo permanente e,
consequentemente, podem interagem com outras moléculas que também

apresentem momento dipolo n&o nulo. Nesse caso, a interagdo de van der Waals
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€ denominada polar e caracteriza-se pela afinidade de interagdo entre a porgao
mais eletronegativa (polo negativo) de uma molécula com a por¢gdo mais
eletropositiva (podlo positivo) de outra e vice-versa. Por outro lado, mesmo em
moléculas apolares, as vibragdes interatdbmicas intrinsecas ou até a presenca de
moléculas polarizadas nas vizinhangas, podem ocasionar variagdes (flutuagdes)
temporarias na densidade eletrbnica ao longo da estrutura molecular e,
consequentemente, podem provocar o surgimento de momento dipolos
induzidos. Nesse caso, essas interacdes de van de Waals entre moléculas com
dipolos induzidos sao denominadas dispersivas de London, e considerando-se
que as flutuagdes na densidade eletrénica podem ocorrer em qualquer molécula
(polar ou apolar), essas interacdes dispersivas podem ser encontradas em todos
os sistemas moleculares. Além disso, embora essas interacdes de London sejam
bastante fracas, elas apresentam um carater cumulativo e, portanto, acabam
assumindo uma intensidade significante em sistemas constituidos por moléculas
de cadeias longas e/ou quando essas moléculas se encontram em elevadas
concentracgdes. Particularmente, quando ocorrem apenas entre moléculas e/ou
grupos moleculares apolares, as interagdes dispersivas de London sao
especificamente denominadas hidrofébicas e sao muito importantes para a
formacgao dos cristais liquidos liotropicos (sec¢ao 1.1B).

Ligagées de hidrogénio: ocorrem especificamente entre o hidrogénio e
elementos de alta eletronegatividade, tais como fluor, oxigénio e nitrogénio. Esse
tipo de ligacao difere das ligagcbes covalentes, visto que nao forma uma ligacéo
permanente, entretanto, também difere das interacbes de van der Waals, uma
vez que € direcional e mais intensa. Gragas a sua geometria molecular e a
presencga dessa caracteristica interagdo entre o hidrogénio e o oxigénio, que a
substancia agua apresenta propriedades fisicas tao especiais: suas moléculas
polares apresentam uma forte coesao, o que lhe garante uma tensao superficial
de grande magnitude mesmo na temperatura ambiente (20 °C) (ver apéndice B,
tabela 8).

172



APENDICE B

B) Tenséao de superficie e a interface ar-agua

Gas
- === | |nterface
Liquido

Figura 78 — llustragdo de uma interface gas-liquido e das forgas intermoleculares (coesdo) na superficie
(resultante aponta para o interior do liquido) e no interior de um liquido (resultante nula). Fonte:
elaborada pelo autor. llustragdes semelhantes podem ser encontradas em publicagcdes que abordem a

regido de interface gas-liquido. (Myers, 1999; Butt et al., 2003)

O que é tensao de superficie (y) e, 0 que torna a regiao de interface ar-
agua tao especial? Primeiramente, precisamos compreender o que € a regidao de
interface gas-liquido. Segundo o fisico-quimico norte-americano Josiah Willard
Gibbs (1839-1903), considerando-se dois meios distintos e adjacentes, a
interface corresponde a uma regido de espessura finita, cujas propriedades
fisico-quimicas (composic¢ao, densidade, condutividade, entre outras) diferem
simultaneamente em relagdo aos dois meios, isto €, corresponde a uma regido
descontinua entre dois meios distintos. Todo liquido apresenta forcas
intermoleculares do tipo atrativa (ver apéndice A), isto é, forgas responsaveis
pela manutencdo da coesao entre suas moléculas e a unidade do meio.
Entretanto, na regido de interface gas-liquido (figura 78), ao contrario do interior
de um liquido, no qual cada molécula apresenta varias outras moléculas vizinhas
em todas as diregcbes, o que determina uma resultante de forcas nula; as
moléculas da superficie de um liquido ndo apresentam moléculas vizinhas em
suas porgdes superiores, -pois logo acima delas se encontram as moléculas do
meio gasoso, e, portanto, a resultante das forgas intermoleculares para cada

molécula na superficie aponta para o interior do liquido. Essa resultante ndo nula
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garante que a superficie apresente uma esponténea tendéncia a se contrair
(compactar), isto €, existe uma tensédo de superficie (y =[N/m]), cuja forga por
unidade de comprimento age de maneira a minimizar o contato (minimizar a
energia livre) das moléculas da superficie do liquido com o meio gasoso. Desse
modo, a tens&o de superficie também pode ser compreendida como uma energia
livre de superficie (y =[J/m?]), cujo valor corresponde ao minimo trabalho
(aumento de energia livre, AG) que precisa ser realizado para que haja uma
expansao (AA) de uma unidade na area de superficie do liquido, sendo essa

relagédo descrita por Gibbs através da equacgao (9):

0G

Y =\ — (9)
0A/nT,P

onde n, T e P se referem, respectivamente, ao numero de mols, temperatura e
pressao, cujos valores sao considerados constantes. Em segundo lugar, como
no caso especifico da agua as forcas de coesao referentes as ligacoes de
hidrogénio (ver apéndice A) sao muito fortes, esse material no estado fluido
apresenta um elevado valor para a sua tensao de superficie (y = 72.8 mN/m a
20 °C), quando comparada com os demais liquidos n&o-metalicos na
temperatura ambiente (tabela 8). Por esse motivo, a interface ar-agua é especial,
ja que devido a peculiar tensao de superficie da agua, essa superficie compacta
e estavel pode funcionar como um substrato ideal para formacao de

monocamadas, as quais serao descritas na proxima segao.

Tabela 8 — Valores da tensdo de superficie para diferentes liquidos a 20 °C e do tipo de forca

intermolecular envolvidas: ligagdo metdlica, ligagdo de hidrogénio e van der Waals (vdW).

Liquido Tensao de superficie [MN/m] Ligacao intermolecular
a20°C
Mercurio 485 Metélica
Agua 72.8 Hidrogénio + vdW
n-Octanol 27.5 Hidrogénio + vdW
n-Hexano 18.4 vdW
Perfluoroctano 12 vdW fraca

Fonte: (Pashley e Karaman, 2004)
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C) Balanca (Método Wilhelmy)

A variagao no valor da tensao de superficie da agua devido a presenga de
filmes finos ou mesmo de contaminantes pode ser determinada medindo-se o
valor da pressao de superficie em fungédo do tempo (cinética de adsorgédo) ou em
funcao da reducao da area de superficie (isotermas de compressao). O método
comumente empregado para medigdo da pressdo de superficie é aquele
desenvolvido por Ludwig Ferdinand Wilhelmy em 1863 (Adamson e Gast, 1997;
Birdi, 2002). Esse método consiste basicamente no emprego da balanga de
Wilhelmy (figura 79A): uma microbalanca (eletrbnica ou n&o) acoplada a um fio
em cuja extremidade inferior se encontra suspensa uma pequena placa
retangular (figura 79B) com dimensdes conhecidas (comprimento [, largura w e
espessura t), a qual, por sua vez, € mantida em contato (angulo 6) com a
superficie do liquido, cuja tensao superficial se deseja medir (Shah, 1972; Petty,
1996). Por esse motivo, os materiais empregados para a producéo dessa placa
de Wilhelmy sdo materiais inertes e “molhaveis” (ndo hidrofébicos) tais como

papel filtro, platina, vidro e quartzo.

Microbalanca

Liquido

Figura 79 — llustracdo de (A) uma microbalanga de Wilhelmy e (B) da placa retangular (comprimento [,
largura w e espessura t) em contato (dngulo 8) com a superficie de liquido, onde h corresponde a porcdo

(altura) da placa imersa no liquido. Fonte: figura adaptada de Petty (1996) e Birdi (2002).
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Primeiramente, podemos notar que as forgas atuantes na dire¢ao vertical

(normal a superficie do liquido) sobre a placa de Wilhelmy sdo: a forga

gravitacional (F) e a forga referente & agdo da tensdo de superficie (¥), ambas
apotando para baixo, e 0 empuxo (?) no sentido oposto a essas duas primeiras.

Desse modo, o valor (mdédulo) da resultante (F) dessas forgcas sobre a placa

podem ser calculado através da seguinte equacéo 10:

F=P+(y-d-cos@) —¢§ (10)

onde,

P =p,(t-w-1l)g : é aintensidade da forga peso resultante da ag&o de

uma gravidade g atuante sobre a placa de comprimento /, largura w, espessura

t e densidade p,,.
()/. d .COSO)Z representa o médulo da forga referente a tensao de superficie

(¥) agindo sobre o perimetro da base d=2(w+t) da placa de Wilhelmy.
E = pa(t W h)g . é a intensidade do empuxo referente a coluna do

liquido deslocado com altura A, largura w, espessura ¢ e densidade p,, diante

de da presenca de uma gravidade g.

Em segundo lugar, para uma condicdo estacionaria, na qual a forga
gravitacional e 0 empuxo sdo constantes, e considerando-se que o perimetro d
da placa possui um valor aproximado equivalente a largura w, pois a espessura
t € muito menor que a largura (t<<w), uma analise da equagdo 10 nos permite

inferir que a variagdo no valor da resultante das forcas (AF) detectada pela
microbalanga é caracterizada pela seguinte formula 11:
AF = Ay - 2w - cos0 (11)

Além disso, conforme pode ser verificado na equagao 11 uma variagao no valor

da resultante das forgas (AF) é diretamente proporcional a uma variagdo na

tensdo da superficie do liquido (Ay). Além disso, como cos@ = 1 para um
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angulo de contato 8~0°, isto é, considerando-se que a porgéo imersa da placa
€ completamente “molhada” pelo liquido, pode-se concluir que a pressao de
superficie (/) medida por uma balanga de Wilhelmy equivale a variagédo na

tensao de superficie do liquido (Birdi, 2002), conforme mostrada pela equagao
12:

AF
T=——=—-Ay = (Yo—Vy) (12)

2w
onde o sinal negativo indica que a tens&o de superficie inicial (y¢) € maior do
que afinal (¥ ¢), ou seja, um valor de pressao de superficie positivo (7>0) medido
pela balangca de Wilhelmy indica que a tensdo de superficie de um liquido &
reduzida (Y5 < ¥) tanto pela presenca de impurezas, como pela de moléculas
anfilificas empregadas na producao dos filmes de Langmuir.

Finalmente, como pode ser observado na equacao 11 e na 12, é

importante realcar que a pressao de superficie € variavel muito sensivel tanto
em relagdo a largura da placa (w), quanto ao angulo de contato (0) e, portanto,

um minucioso controle das dimensdes da placa, assim como do seu ideal
posicionamento (orientacdo) normal ao plano de superficie do liquido, é
essencial para a garantia da reprodutibilidade nos valores de pressao de

superficie para uma dada configuragao experimental.
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