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Resumo

O aumento alarmante da resisténcia bacteriana aos antibioticos exige novas estratégias
para inativacdo microbiana, como a terapia fotodindmica (TFD), cuja atividade depende
dos danos fotodinamicos induzidos a membrana do microrganismo. Neste trabalho, os
mecanismos de adsorcdo do fotossensibilizador azul de toluidina-O (ATO) em modelos
simplificados de membrana bacteriana baseados em filmes de Langmuir de 1,2-dioleoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo(1'-rac-glicerol)
(DOPG) foram correlacionados com os efeitos da oxidacao lipidica fotoinduzida. A
escolha destes fosfolipidios ocorreu por anélise da composicao lipidica das membranas
celulares de bactérias Gram-negativas, onde ha maior abundancia de
fosfatidiletanolaminas e fosfatidilglicerol. Monocamadas de Langmuir de 1,2-dioleoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) foram utilizadas como referéncia as membranas de
celulas mamiferas. As moléculas de ATO foram diluidas em &gua ultrapura e
concentradas em solucdes distintas de 10 e 10®° mol/L. As isotermas de pressio
superficial indicaram que o ATO expande as monocamadas de DOPC, DOPE e DOPG
e as tornam mais estaveis sobre a superficie da subfase devido as interacdes
eletrostaticas com os grupos carregados negativamente nos fosfolipidios, com uma
adsorcdo mais forte no DOPG, que possui carga superficial liquida. Os espectros de
espectroscopia vibracional de absorcdo e reflexdo no infravermelho com polarizagédo
modulada (PM-IRRAS) corroboram essa hipdtese ao apontar que os grupos fosfato
anidnicos sdo os mais afetados ao interagir com o ATO cationico. A irradiacdo tornou
as monocamadas de DOPC e DOPE associadas ao ATO menos instaveis como
resultado da reagdo de oxigénios singletos (*O,) com as insaturacdes das cadeias e a
formacéo de hidroperdxidos. Por outro lado, a estabilidade reduzida na monocamada de
DOPG irradiada em solucdo de ATO sugere a clivagem das cadeias alifaticas. A
natureza anionica do DOPG permitiu uma penetracdo do ATO na regido das cadeias,
favorecendo as reacGes dependentes de contato entre o estado tripleto excitado do ATO
e as insaturacOes lipidicas ou grupos hidroperoxidos, que é a chave para as reagfes de

clivagem e permeabilizacdo da membrana.



Abstract

The alarming increase in bacterial resistance to antibiotics demand new strategies for
microbial inactivation, which include photodynamic therapy (PDT) whose activity
relies on the photoreaction damage to the microorganism membrane. In this work, the
binding mechanisms of the photosensitizer toluidine blue-O (TBO) on simplified
models of bacterial membrane with Langmuir monolayers of 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine (DOPE) and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1°-rac-glycerol)
(DOPG) were correlated to the effects of the photoinduced lipid oxidation. These
phospholipids were chosen analyzing the lipid composition of the cell membranes of
Gram-negative bacteria, which has greater abundance of phosphatidylethanolamines
and phosphatidylglycerol. Langmuir monolayers of 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC) were also used as a reference of mammalian membranes. The
TBO molecules were diluted in ultrapure water and concentrated in different solutions
of 10™ and 10®° mol/L. The surface pressure isotherms indicated that TBO expands
DOPC, DOPE and DOPG monolayers and makes than more stable on the subphase
surface owing to electrostatic interactions with the negatively charged groups in the
phospholipids, with a stronger adsorption on DOPG, which has a net surface charge.
Polarization-modulated infrared reflection absorption spectroscopy (PM-IRRAS)
spectra corroborate this hypothesis by pointing out that anionic phosphate groups are
the most affected when interacting with cationic TBO. Light irradiation made the TBO-
containing DOPC and DOPE monolayers less unstable as a result of the singlet oxygen
(*O,) reaction with the chain unsaturation and hydroperoxide formation. In contrast, the
decreased stability of the irradiated TBO-containing DOPG monolayers suggests the
cleavage of carbon chains. The anionic nature of DOPG allowed a deeper penetration of
TBO into the chain region, favoring contact-dependent reactions between the excited
triplet state of TBO and lipid unsaturations or/and hydroperoxide groups, which is the

key for the cleavage reactions and further membrane permeabilization.
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1. Introducéao

O crescente numero de casos de doencas causadas por bactérias resistentes a
antibiéticos é alarmante na area da satde plblica’, uma vez que a velocidade de
surgimento destes organismos é maior que o tempo estimado para o desenvolvimento de
novos farmacos®. O uso indiscriminado de antibiéticos é um dos principais fatores que
proporcionam o surgimento da resisténcia, ndo se restringindo apenas a automedicacéo,
mas também na utilizacdo indisciplinada de antibiéticos na agricultura e pecuéria®*.
Além disso, outros fatores como o ambiente, 0 hospedeiro, as propriedades intrinsecas,
as mutacdes espontaneas e a transferéncia de genes e fagos também sdo responsaveis

pelo aprimoramento bacteriano a resistir & acdo farmacoldgica’.

As diferencas morfoldgicas entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sao
suficientes para que certos antibidticos possuam acdo bactericida restrita a
microrganismos especificos®. Devido & presenca de uma membrana externa (ME) &
estrutura da parede celular, as bactérias Gram-negativas sdo, no geral, menos
susceptiveis a acdo antibi6tica do que as Gram-positivas’®. Essa ME é composta
majoritariamente por lipopolissacarideos (LPS), cuja fungdo bioldgica é de servir como
uma barreira fisica auxiliar, capaz de proporcionar maior seletividade as moléculas
externas que efetivamente alcancardo a porcdo intracelular. Esta propriedade associada
com o0s genes de resisténcia adquirida pode proporcionar o surgimento de super
resisténcia’ as Gram-negativas, o que implica na necessidade de métodos alternativos de

tratamento capazes de promover a inativagdo bacteriana™® .

Neste cenario, a terapia fotodinamica (TFD) tem demonstrado ser uma modalidade
terapéutica promissora, uma vez que sua eficiéncia ndo depende dos mecanismos de
internalizacdo via proteinas porinas, agindo preferencialmente através de danos
fotoinduzidos nas estruturas biolégicas™. De fato, a TFD tem se provado eficiente na
inativagdo de diversos tipos de bactérias, além de outros organismos, como fungos** e
protozoérios'®>. A TFD consiste na administragdo controlada de fotossensibilizadores
(FS) em ambiente rico em oxigénio, 0s quais sdo posteriormente fotoativados por meio
de uma fonte de luz apropriada. O FS excitado no estagio de tripleto reage com as
moléculas de oxigénio circulantes e formam oxigénios singletos (*O,), um agente

citotoxico capaz de oxidar estruturas bioldgicas como proteinas, organelas, acidos
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nucleicos e fosfolipidios'®2°. O tempo de vida do 'O, é relativamente curto (~ 10° s),
permitindo que os processos oxidativos ocorram em uma area localizada, ja que a
capacidade de difuséo dessas moléculas é limitada a uma distancia média de 1x107" m?.
Assim, o controle sobre a localizacdo do FS é fator determinante para a eficiéncia da
TFD, culminando na constante busca por FS capazes de interagir especificamente com

um alvo definido.

O FS azul de toluidina-o (ATQO) é uma molécula catidnica pertencente ao grupo dos
fenotiazinicos e empregada em diversas aplicagdes, como corante para coloracdo
metacromatica?’, para a conversio e estocagem de energia®® e em terapias clinicas®*.
Além disso, possui propriedades desejaveis para sua implementacdo na terapia
fotodindmica, como o baixo custo, hidrofilicidade, baixa toxicidade a ceélulas
mamiferas®, alto rendimento quantico de oxigénio singleto (®'0,A = 0,86)%, baixa
energia de excitagdo (A = 630 nm) e afinidade a &cidos nucleicos nas estruturas de
DNA? e nas membranas de lipopolissacarideos®. Estudos anteriores demonstraram a
eficiéncia do ATO na inativacdo de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, como
Escherichia coli®® e Staphylococcus aureus®, respectivamente. Como mecanismo de
acdo, espera-se que as moléculas de ATO se associem as membranas plasmaticas das
bactérias e produza ‘O, como produto da fotoativagdo, resultando em modificacdes
estruturais nos fosfolipidios que promoverdo alteragdes na permeabilidade
citoplasmética e desencadeardo a morte celular®. Entretanto, a falta de informacéo
sobre os mecanismos de interagdo do ATO e, consequentemente, os efeitos da
fotoativacdo sobre as estruturas bioldgicas destes microrganismos ainda sdo fatores
limitantes para a TFD, restringindo o aprimoramento da técnica na inativacao

bacteriana.

Neste trabalho, monocamadas de Langmuir de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo- (1'-rac-glicerol) (DOPG)
foram empregadas como modelos simplificados de membrana bacteriana para
desvendar o mecanismo de interacdo com o ATO e os efeitos da oxidagédo lipidica
fotoinduzida. O fosfolipidio 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) foi
empregado como referéncia de membrana celular de mamiferos. As isotermas de
pressédo de superficie (m-A) permitiram avaliar a adsor¢cdo do ATO nas monocamadas e
efeitos posteriores da foto-oxidagcdo. A morfologia dos filmes foi analisada por

microscopia de angulo de Brewster (BAM), e a interacdo em nivel molecular entre o
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ATO e os fosfolipidios foi identificada pela espectroscopia vibracional de absorcédo e
reflexdo no infravermelho com polarizagdo modulada (PM-IRRAS). Como
demonstraremos, as interagdes em nivel molecular entre os fosfolipidios ATO modulam

o resultado das reagdes fotoquimicas sobre as membranas.
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2. Revisdo Bibliogréfica

2.1.  Classificacdo das bactérias

As bactérias sdo microrganismos unicelulares, procariontes e podem ser
classificadas quanto ao formato que assumem, como os cocos (oval), bacilos (bastéo),
vibroes (bastdes curvos) e espiraladas (espiral). Além disso, também podem ser
classificadas quanto a complexidade de suas estruturas morfologicas, que influenciam
na capacidade de sobrevivéncia destes organismos em ambientes diversos (Figura 1).
Gram-positivas e Gram-negativas sdo as denominacbes dadas em razdo dos
experimentos de coloracdo bacteriana realizada por Hans Christian Gram, em 1884°".
As diferencas estruturais entre estes microrganismos sdo responsaveis por permitir uma
maior absorcdo e aderéncia do cristal de violeta na parede celular em alguns grupos de
bactérias (Gram-positivas) enquanto outras ndo sao coradas (Gram-negativas), pois nao
retém o corante apds o processo de lavagem. Somente na etapa de recoloracdo, as
Gram-negativas passam a ser coradas devido a adicdo de safranina, o que da a
caracteristica avermelhada para a cultura celular enquanto as Gram-positivas

permanecem na coloracéo roxa.

2.1.1. Gram-positivas

As bactérias Gram-positivas sdo microrganismos formados basicamente por 3
principais compartimentos celulares: o citosol, a membrana citoplasmética e a parede
celular®®. O citosol é a regido que preenche a porcdo intracelular das bactérias, local
onde se encontra 0 material genético e onde ocorrem diversas reacdes metabolicas para
a manutencdo e sobrevivéncia celular. Envolto ao citosol estd a membrana
citoplasmatica, formada majoritariamente por fosfolipidios estruturais, proteinas e
oligossacarideos, que delimita e protege a porcdo intracelular do meio extracelular,
promovendo a permeabilidade seletiva®. Por dltimo, a parede celular recobre a
membrana plasmatica, promovendo a formacéo de um exoesqueleto rigido e espesso,
cuja funcdo é proteger a célula contra choques mecanicos e lise osmética®. Essa
estrutura é formada majoritariamente por moléculas de peptidoglicanos associadas a
estruturas acessérias diversas, como acidos teicdicos, que auxiliam e impedem a

adsorcdo de determinadas moléculas em direcio ao meio intracelular®®. Ambas as
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estruturas da parede celular e membrana plasmatica compdem o envelope celular das
bactérias. Um esquema representativo das estruturas que compdem os compartimentos

celulares de bactérias Gram-positivas é mostrado na Figura 1a.

Ainda que a parede celular funcione como uma barreira fisica entre o meio intra e
extracelular, a sua capacidade seletiva de adsor¢des molecular € facilmente vencida por
moléculas de até 50 kDa®. Isso porque a estrutura possui pequenos poros, de tamanhos
e formas diversas, capazes de conduzir moléculas e ions para o interior da bactéria. Por
essa razdo, as bactérias Gram-positivas sao mais susceptiveis a acdo farmacoldgica de
antibioticos, uma vez que grande parte destes medicamentos consegue vencer as
barreiras intrinsecas destes microrganismos e efetivamente alcancarem o sitio de ligagdo

que promove a inativacdo bacteriana®.

2.1.2. Gram-negativas

As bactérias Gram-negativas sdo formadas pelos mesmos 3 compartimentos
presentes nas Gram-positivas com a adicdo de uma membrana externa (ME), que
engloba as demais estruturas®’, conforme exibido na Figura 1b. A ME é uma bicamada
heterogénea assimétrica, onde a regido externa é composta majoritariamente por
lipopolissacarideos (LPS) enquanto a regido interna é formada por fosfolipidios de
membrana®®. A composicdo dos fosfolipidios presentes na ME é semelhante a
membrana  plasmatica  interna, sendo  composta  majoritariamente  por
fosfatidiletanolaminas, seguida por fosfatidilglicerol e, em menor quantidade,
cardiolipina®“°. A estrutura esta ligada covalentemente & parede celular bacteriana por
meio de lipoproteinas. A parede celular nas Gram-negativas € menos espessa e mais
complexa que nas bactérias Gram-positivas®’, sendo formada por moléculas de

peptidoglicano, associadas a varios polissacarideos, proteinas e lipidios.

A presenca da ME como parte do envelope celular é o que garante uma maior
resisténcia destes microrganismos a acdo dos antibidticos. Os LPS ancorados na
estrutura define um fator de resisténcia intrinseca para estes microrganismos,
responsaveis por impedir a adsorcdo de antibioticos e outras moléculas lipofilicas em
direcdo ao interior da célula®. Sendo assim, o transporte de substancias do meio

extracelular para o intracelular é restrito a acdo de proteinas transmembranas associadas
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a ME, denominadas porinas. A molécula de LPS convencional pode ser dividida em 3
compartimentos distintos, sendo estes polissacarideos, oligossacarideos e lipidios A. Os
polissacarideos e oligossacarideos formam cadeias laterais repetidas e estdo voltadas
para a por¢do mais externa da célula. Por outro lado, os lipideos A sdo responsaveis
pelas propriedades tdxicas das bactérias, uma vez que auxiliam no processo de infeccao

de Gram-negativas em mamiferos*’.

(a) Gram-positiva (b) Gram-negativa
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Figura 1. Esquema representativo das moléculas e estruturas que compdem 0s
compartimentos celulares de bactérias (a) Gram-positivas e (b) Gram-negativas. Fonte:
Adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE*

2.2.  Terapia Fotodinamica (TFD)

A TFD emerge como um método promissor na inativacdo microbiana, tendo em
vista 0 atual cenario de resisténcia destes microrganismos aos antibioticos. Relatos
historicos apontam que civilizages antigas, como gregas e egipcias, ja& empregavam a
técnica para tratamentos de doencas tépicas®’. A partir do século XIX, a fototerapia
conquistou maior notoriedade através dos estudos de Arnold Rikli, sobre os beneficios
terapéuticos da luz solar**. O progresso obtido nos anos seguintes permitiu que a TFD
fosse aplicada no tratamento de células tumorais e de infeccdes microbianas™ ™. A
TFD consiste na inducdo de estresse oxidativo sobre estruturas biologicas a partir de
espécies reativas de oxigénio (EROs), geradas pela fotoativagdo de um FS.
Basicamente, a absorc¢do da radiacdo pelo FS elevam os elétrons da nuvem eletronica a
orbitais mais energéticos, atingindo assim o0 estagio singleto de excitacdo, como

esquematizado no diagrama da Figura 2*°. O FS excitado é bastante instavel, retornando
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ao seu nivel fundamental pela emissdo de fluorescéncia. Eventualmente, as moléculas
excitadas podem sofrer a inversdo do spin de um elétron em seu orbital mais energético,
permitindo o cruzamento intersistema para o estagio tripleto de excitagdo. O tempo de
vida neste estagio é maior, favorecendo a interacdo com o oxigénio molecular (O,),
gerando as EROs*. Esse processo pode ocorrer pelos mecanismos do tipo | e 11, onde
no primeiro a excitacdo se da pela transferéncia de elétrons do FS para o O, enquanto
no segundo apenas a energia de excitacdo é transferida para o oxigénio molecular®®.
Como produtos, as reacdes de tipo | produzem radicais livres, tais como hidroxilas (OH-
), superoxidos (O,—*) e perdxido de hidrogénio (H,0,) enquanto as reacdes de tipo Il
geram oxigénio singleto (*0,). As moléculas de 'O, sdo mais citotéxicas e reativas,
sendo assim o principal produto para a TFD*°. Recentemente, foi demonstrado que a
hidroperoxidacdo em modelos de membranas de mamiferos € o resultado mais provavel
das reacdes de foto-oxidacdo na regido das insaturacdes da cauda alifatica de

fosfolipidios®®"

. No entanto, a falta de informacdo em nivel molecular sobre os
mecanismos de adsorcdo do ATO e os efeitos subsequentes da hidroperoxidagéo
lipidica sobre membranas bacterianas ainda sdo limitacdes a serem superadas para que

se possa explorar todo potencial da TFD para inativacdo de microrganismos.

Estagio singleto Inverséo

5 i £ H
. de excitacdo dospin  Tripleto ()] FS 0, FS-; H202\ FS*
U 1 . N\ 0, 21 N L
—1 3FS HO
g E = N [ Tipo I: transferéncia de elétron ]
i E & (]
3 o b ©
s g 8 & 302\*
2 : 2 g '0,”
7] o

[ Tipo lI: transferéncia de energia ]

OFS A A 4 oFS

Figura 2. Representacdo dos mecanismos de acdo da terapia fotodindmica tipos I e 11.
Fonte: Adaptada de GAIA et al.*

2.3.  Filmes de Langmuir

Diante da complexidade das membranas celulares das bactérias, os estudos de
interacédo e foto-oxidagédo da TFD s&o dificultados em modelos in vitro, tendo em vista a
heterogeneidade, as dimensdes e a anisotropia dessas estruturas. Portanto, s&o

necessarios meétodos adequados ndo apenas para mimetizar a membrana lipidica



20

bacteriana, mas também para fornecer informacgdes em nivel molecular. Nesse contexto,
os filmes de Langmuir tém se mostrado modelos eficientes de membranas de bactérias
Gram-positivas®® e Gram-negativas®® devido ao controle do empacotamento lateral e da

54-59

composicao lipidica Por exemplo, os mecanismos de acdo dos peptideos

antimicrobianos foram acessados com sucesso em modelos de Langmuir de
Staphylococcus aureus®?, Streptococcus mutan®®, Salmonella enterica serovar

Typhimurium®® e Escherichia coli.®?

A fabricacdo de filmes ultrafinos exige a utilizacdo de moléculas que apresentem
um equilibrio entre os grupos hidrofilico e hidrofébico, para que estes filmes sejam
formados sobre a interface ar/dgua. Os grupos hidrofilicos permitem o espalhamento das
moléculas na superficie da dgua, enquanto os grupos hidrofébicos ndo permitem que as
moléculas submerjam. Basicamente, uma solucdo contendo o material em solvente
organico altamente volatil € espalhada sobre a subfase de agua ultrapura e, apo6s a
evaporacao do solvente, as moléculas do material sdo comprimidas por barreiras méveis
formando a estrutura 2D da monocamada de Langmuir. A caracteriza¢do dos filmes é
realizada por meio de isotermas de pressdo de superficie (n) pela area molecular média
(A), por meio das quais é possivel obter informacdes importantes quanto a reorientagéo
molecular e transi¢des de fases do filme durante a compresséo das barreiras. O célculo
da tensdo superficial é dado pela tensdo superficial da subfase (y,), no geral agua
ultrapura, e a tesdo superficial da subfase acrescida com as moléculas (y) que irdo

compor o filme, conforme mostra a formula:
mT=Yo— Y

Especificamente, a pressdo de superficie (n) é medida através do método de
Wilhelmy, onde o sensor é imerso parcialmente na subfase, conforme mostrado na
Figura 3. A tensdo de superficie € responsavel por manter o sensor imerso e sobre ele
atuam as forcas peso (P) e tensdo de superficie (T) no sentido para baixo ¢ empuxo (&)
no sentido para cima. A forca resultante (F,) € equivalente a tracdo sobre o fio ligado a
eletrobalanga, conforme mostra a equacgdo 1. Tais forcas podem ser decompostas em
fung@o dos parametros do sensor, como densidade (p), comprimento (I), largura (w) e
espessura (t). Além destes parametros, outras condi¢des medidas experimentalmente

compdem a medida das forgcas que atuam sobre o sensor, tais como 0 comprimento da
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porcdo imersa na subfase (h), a aceleracdo da gravidade (g), a tensdo superficial (y,) € a

densidade (p,) da 4gua, como mostram as equacdes 2, 3 e 4 83546,
Fr=P+T — & Eq. (1)
P = pglwt Eq. (2)
T=2(w+t)cosOy, Eq. (3)
§ = paghwt Eq. (4)
Fr = pglwt + 2 (w + t) cos Oy, — pyghwt Eq. (5)

Figura 3. Esquema do sensor de Wilhelmy parcialmente imerso na subfase da cuba de
Langmuir.

A forga resultante (F,) que atua sobre o sensor pode ser calculada a partir dos
termos indicados pela equacdo 5. O &ngulo de contato formado entre a placa e a subfase
é muito pequeno®, assim o valor de cos 6 na formula ¢ substituida por 1. Esta condigdo
é obedecida devido a alta energia superficial livre caracteristica da placa de platina e,
por isso, é importante manté-la suficientemente limpa durante a execugdo dos
experimentos. Outro fator que contribui para a diminuicdo do angulo formado entre a

placa e a subfase é o sensor estar completamente molhado®.
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As forcas empuxo (&) e peso (P) sdo constantes que dependem da dimensédo da
placa, volume de &gua deslocado sobre o sensor, aceleracdo da gravidade e das
densidades da placa e da &gua. Sendo assim, a forca resultante (F;) pode ser simplificada
as variacOes da tensdo superficial sobre o sensor parcialmente imerso em subfase de

agua ultrapura (T,) e em subfase acrescida com a monocamada (Tp).
Fr=T,—T, Eq. (6)
Fr=2Ww+t)y,—2(w+t)y Eq. (7)

Finalmente, a equacdo pode ser simplificada da seguinte forma:

Fr Fr
D = 2w ' SEW >t Eq (8)

m= —Ay =—

No caso do sensor de platina, a espessura (t) € muito menor que a largura da placa
(w), o que permite simplificar a equacdo. As monocamadas também podem ser
mantidas a uma pressdo constante, funcionando como um controle para que o sistema
estabeleca uma relacdo entre as medidas do sensor e a area molecular ocupada pelos
lipidios entre as barreiras. Essa funcdo também € importante os experimentos de

estabilidade dos filmes.

A fluidez das monocamadas pode variar em funcdo da temperatura, por isso séo
produzidas em ambiente controlado para que os resultados obtidos sejam precisos. A
Figura 4 apresenta alguns exemplos de isotermas de pressdo de superficie em funcéo
das areas ocupadas por diferentes moléculas, onde € possivel identificar as transi¢ces de
fases durante a compressdo das barreiras. Em maiores areas, verifica-se a fase gasosa
(G) do filme, onde as moléculas estdo dispersas e distantes entre si sobre a superficie da
subfase e, consequentemente, a pressdo de superficie é préxima a zero®. Com a
compressdo das barreiras da se inicio a fase liquida expandida (LE), indicando o inicio
das interacdes intermoleculares que aumentam a pressao de superficie, ainda que haja
grande desordem e fluidez da monocamada®®. Em alguns casos, as isotermas podem
apresentar um platé logo no inicio da inclinagdo da curva, indicando o momento de
transicdo entre as fases LE e liquida condensada (LC)%. No caso de filmes de
fosfolipidios insaturados, essa transicdo ndo é evidente, sendo assim comumente
indicada apenas como fase liquida (L). Ao longo da compressao, moléculas tornam-se
mais compactadas e ordenadas, alcangando as fases LC e sélida (9)%". Por fim, o limite

de interacdo suportado pela monocamada € vencido com a continuidade da compressao
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e, dependendo da estrutura molecular sobre a subfase, pode ocorrer a perda da
conformagdo 2D para a forma 3D, onde as moléculas passam a sobrepor umas as outras,
ou até causar a desordem completa das moléculas sobre a superficie da &gua. Este é o

ponto ou pressdo de colapso (7).

Acido graxo
— Fosfolipidio saturado
— Fosfolipidio insaturado

Pressao de Superficie (mN/m)

Area Molecular Média (A?)

Figura 4. Reg)resentagéo grafica das isotermas (m-A). Fonte: adaptada de BIOLIN
SCIENTIFIC®,

2.4.  Espectroscopia vibracional de absorgéo e reflex&o no infravermelho com
polarizacdo modulada (PM-IRRAS)

A espectroscopia vibracional PM-IRRAS é especifica para interfaces e comumente
empregada para avaliar modificacbes nas ligagdes interatdmicas dos fosfolipidios que
compdem uma monocamada sobre a interface ar/agua. O comprimento de onda
utilizado esta na faixa do infravermelho (IR), entre 2,5 um e 25 um. A absor¢éo desta

radiacdo equivale as frequéncias especificas das vibragdes de estiramento e dobramento
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das ligacOes da molécula, onde a energia absorvida € responsavel pelo aumento da
amplitude da vibracdo da ligacdo®®. Quando o feixe de luz no IR incide em angulos
rasantes (por volta de 80°), o campo elétrico da luz é polarizado na superficie refletora,
permitindo a realizacdo de medidas mesmo para filmes muito finos. Além disso, a
polarizacdo da luz incidente é alternada nas direcdes perpendicular (p) e paralela (s) a
superficie, com frequéncia da ordem de dezenas de kHz, a fim de diminuir a ocorréncia
da interferéncia de outras moléculas adjacentes a amostra, como 0s gases circulantes e
as moléculas presentes em subfase aquosa®. O espectro resultante é a medida da
refletividade (R) de ambas as polarizacbes Rp e Rs, resultando na refletividade
diferencial (D) que pode ser calculada por D=(Rp—Rs)/(Rp+Rs). Uma fotografia
retirada durante um experimento e um esquema do sistema utilizado na espectroscopia

PM-IRRAS sdo mostrados nas Figuras 5a e 5b, respectivamente.

Fonte de Luz IV PM-IRRAS Detector

(b)

) ) ) ) )
( ( (((( (
. ®
PY ! -

Cuba de Langmuir
Azul de toluidina 40

Figura 5. (a) Fotografia retirada durante um experimento e (b) ilustracdo do sistema
para espectroscopia PM-IRRAS sobre a cuba de Langmuir.

2.5.  Microscopia de angulo de Brewster (BAM)

A microscopia de angulo de Brewster é uma técnica utilizada para o estudo de
filmes ultrafinos em subfase liquida para observacGes de homogeneidade do filme, de
mudancas e separacdo de fases’, da existéncia e do tamanho dos dominios’*, além da
forma e empacotamento das estruturas analisadas. A técnica se baseia na refletividade
da luz polarizada incidida sobre a amostra, correlacionando a fracdo da intensidade da
luz refletida pela intensidade da luz incidente sobre a interface. A refletividade vai
depender da polarizacdo da luz incidente e do angulo de incidéncia do feixe de luz, este
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denominado angulo de Brewster. Para a realizacdo do experimento, 0 equipamento esta

acoplado a uma cuba de Langmuir, conforme ilustra a Figura 6a.

Agua

(¢)

Figura 6. (a) Fotografia do equipamento durante microscopia de angulo de Brewster.
(b) Esquema da refracdo de uma luz ndo polarizada no angulo de Brewster e (c)
representacédo da refracao e reflexdo da luz polarizada sobre o angulo de Brewster.

O angulo de Brewster é a condi¢do para que uma luz nao polarizada incida sobre
dois meios de diferentes indices de refracdo (n; e n,) e 0 angulo de incidéncia seja ideal
para que o feixe de luz refletido se torne polarizado e perpendicular aos raios refratados,
conforme esquema da Figura 6b. Sobre essa condicdo, é possivel correlacionar os
angulos formados pela incidéncia e reflexdo da luz (Eg.9) com a equacéo da refracdo da
luz proposta por Snell (Eg. 10), conforme equacdo 11. De maneira mais simplificada, o

angulo de Brewster pode ser calculado através da equacgdo 12.

Or = 90° — 9i Eq.9

n, sen i = n, sen Or Eq.10

n, sen i = n, sen (90° — 0i) = n, cos Bi Eqg.11
tg 0i == Eq.12

O angulo de Brewster foi definido em aproximadamente 52° considerando o0s
valores do indice de refragdo do ar (n=1), da agua (n=1,33) e irradiacdo com

comprimento de onda de 658 nm’%. Nenhuma reflex&o ocorrera quando a luz polarizada
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perpendicularmente a interface incidir no angulo de Brewster sobre a superficie da dgua
pura, como mostrado na Figura 6¢. Somente a presenca de um filme ultrafino sobre a
interface ar-agua permitira a refletividade da luz, pois neste caso o indice de refracdo da
monocamada é diferente da agua’®. Assim, a luz refletida captada pela lente do
microscopio ird visualizar apenas aquilo que estiver sobre a superficie da subfase, o que

permitira uma analise morfologia da monocamada lipidica.
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3. Materiais e Métodos

3.1.  Reagentes

Os fosfolipidios 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2- dioleoil-sn-
glicero-fosfoetanolamina (DOPE) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1’-rac-glicerol)
(DOPG) foram comprados da Avanti Polar Lipids Inc. A escolha dos fosfolipidios
DOPE e DOPG seguiram a composicao lipidica encontrada nas membranas celulares de
bactérias Gram-negativas, enquanto o DOPC foi empregado como referéncia as células
mamiferas. A preferéncia por trabalhar com fosfolipidios insaturados se deu pela
influéncia das reagdes de foto-oxidagdo na regido das duplas ligagdes entre carbonos.
Todos os lipidios adquiridos possuiam pureza acima de 99%, portanto, ndo houve
necessidade de purificacdo prévia para realizacdo dos experimentos. SolucGes estoque
foram preparadas com a dissolugdo dos fosfolipidios em cloroférmio (Sigma-Aldrich)
na concentragdo de 10 mol/L. O fotossensibilizador azul de toluidina-o (ATO) foi
adquirido da Sigma-Aldrich Inc e também foi utilizado sem purificacdo prévia. Para a
realizacdo do experimento, o FS puro foi diluido em agua ultrapura com resistividade de
18.2 MQ-cm obtida em purificador Milli-Q (Direct-Q 3UV) nas concentracdes de 10™ e
10" mol/L. Todas as estruturas moleculares estdo representadas na Figura 7.

DOPC DOPG
0 9 9 9 OH
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\/\/\/\/:\/\/\/\/U\O ‘ O’P‘O\/\ - WMO . O’p‘O\)\/OH
) R P
/\/\M/W\/\[( /\/\AWVY Na*
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DOPE
TBO

(o] 0 -
\/\/\/\/_\/\/\/\)J\ p HsC N ci
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Figura 7. Representagdo das estruturas moleculares do 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DOPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-(1’-rac-glicerol) (DOPG) e azul de toluidina (ATO).

3.2.  Filmes de Langmuir

Os filmes foram produzidos em cuba de Langmuir do modelo KSV-NIMA/ KN
2002 da KSV Instruments (Finlandia). Com o auxilio de uma microsseringa, a solugédo
lipidica foi espalhada em volumes de 20 a 50 pL sobre a superficie da subfase de agua
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ultrapura (pH 5.8) e em subfase de ATO & 10®° e 10 mol/L. Deixou-se o solvente
evaporar durante 15 minutos antes da compressdo simétrica (5 mm/min) das barreiras.
A pressao superficial () foi obtida pelo método de Wilhelmy. Todas as medidas foram
realizadas em ambiente controlado de temperatura, mantida em 23 + 1° C. Foram
realizadas pelo menos trés experimentos e a dispersdo nas pressdes superficiais foi de
no maximo + 2mN/m para uma determinada area por molécula. Para os experimentos de
irradiacdo, uma fonte de LED (KLight IP66-50W / multicolor) foi posicionada 20 cm
acima da monocamada, mantida a uma pressdo superficial constante de 30 mN/m, em
subfase de 4gua ultrapura e ATO a 10° mol/L. Uma fotografia e um esquema do

sistema experimental sdo mostrados nas Figuras 8a e 8b, respectivamente.

Os experimentos de espectroscopia vibracional de absor¢do e reflexdo no
infravermelho com polarizacgdo modulada (PM-IRRAS) foram realizados (KSV
PMI550) com um &ngulo de incidéncia de 81° e 8 cm™ de resolugo. Os espectros foram
obtidos na pressdo de 30 mN/m em &gua ultrapura e solucdo de ATO a 10 mol/L, antes
e apos a irradiacdo. A reprodutibilidade dos espectros foi checada para assegurar que as
mudancas nas bandas observadas estdo relacionadas a adsorcdo do ATO e posterior
foto-oxidacdo. As imagens de microscopia do angulo de Brewster foram retiradas em
microscopio modelo Accurion (Nanofilm EP4) acoplado a cuba de Langmuir,
possibilitando analises em tempo real dos dominios lipidios em agua ultrapura e solucéo
de ATO. As condicBes experimentais, tais como as solu¢bes dos fosfolipidios em
cloroférmio, taxa de compressdo das barreiras e temperatura ambiente, foram as

mesmas descritas para as isotermas de pressdo de superficie.

(b)

1
1
I

v

Monacamada de fosfolipidios

- [aiisiid] -

B Azul de toluidina

Figura 8. (a) Fotografia e (b) esquema do sistema experimental adotado para a
irradiagdo das monocamadas lipidicas.
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4. Resultados e Discussdes

4.1.  Interacdo do ATO com filmes de Langmuir de DOPC, DOPE e DOPG

As isotermas obtidas para monocamadas de DOPC, DOPE e DOPG em subfase de
4gua ultrapura e diferentes solucdes de ATO (10®° e 10 mol/L) sdo mostradas nas
Figuras 9a, 9b e 9c, respectivamente. As moléculas de ATO ndo possuem atividade
superficial e ndo formam filmes de Langmuir. O aumento na concentracdo de ATO de
107 para 10™* mol/L causa um deslocamento nas isotermas de 7-A em diregdo a maiores

areas moleculares. Na concentragdo de 10 mol/L, os deslocamentos em &rea relativa
VRT Ao—A
por lipidio [(2—0)] mostrados na Tabela 1 aumentam das monocamadas de DOPC para

DOPE e DOPG, o que pode indicar um numero crescente de moléculas de ATO
adsorvidas nas monocamadas. Enquanto deslocamentos semelhantes na Tabela 1 podem
sugerir uma saturacdo do nimero de moléculas de ATO que realmente interagem com
as monocamadas de DOPC e DOPE em 10™ mol/L, o maior deslocamento do DOPG
indica que maiores quantidades de ATO foram adsorvidas na monocamada,
impulsionadas por interacdes moleculares mais fortes. Os fosfolipidios DOPC (Ts = -
17°C), DOPE (T¢ = -16°C) e DOPG (T; = -18°C) estdo na fase fluida a temperatura
ambiente (23°C) e, portanto, deve-se esperar uma maior dificuldade em se alcancar
cadeias fortemente empacotadas nos filmes de Langmuir produzidos’®. A incorporacio
do ATO seria entdo facilitada, como observado em experimentos com derivados

xanténicos®*°!

. Como as cadeias insaturadas dos fosfolipidios sdo similares, 0s
diferentes mecanismos de interacdo com as moléculas de ATO devem estar associados
as cabecas polares. De fato, o ATO catidnico™ deve estabelecer uma interacdo
eletrostatica atrativa mais forte com o fosfatidilglicerol aniénico do DOPG do que com
0s zwiteridnicos fosfatidiletanolamina do DOPE e da fosfatidilcolina do DOPC. Um
comportamento similar foi observado para o fotossensibilizador catiénico do azul de

metileno, que também teve um efeito maior na monocamada aniénica de DPPG™®"".
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Figura 9. Isotermas n—A dos filmes de Langmuir de (a) DOPC, (b) DOPE e (c) DOPG
em agua ultrapura e solucdes de ATO & 10° e 10 mol/L.

Tabela 1. Deslocamento relativo na area por lipidio [(Ao-A)/Ao]. Ao e A séo a area
extrapolada para pressdo zero a partir de 30mN/m em agua ultrapura e em solucGes de
ATO, respectivamente.

Deslocamento relativo [(A-Ao)/Ao]

Concentracéo de
ATO DOPC DOPE DOPG
10™ mol/L 0,05 £0,03 0,13 £0,04 0,36 £0,01
10" mol/L 0,25 +0,03 0,24 £0,03 0,45 £0,01

A Figura 10 apresenta os ciclos de compresséo e expansdo das monocamadas de
DOPC, DOPE e DOPG em subfase de &gua ultrapura e em solucdo de ATO a 107
mol/L. Os experimentos serdo agora limitados & 10 mol/L, uma vez que esta no
intervalo de concentragdes geralmente utilizadas para a inativagdo microbiana®. Nesse
experimento, as monocamadas foram comprimidas até a pressdo superficial de 30
mN/m e entdo descomprimidas até a abertura total das barreiras. Essa pressao foi
adotada em funcdo da proximidade deste valor com a pressdo lateral das membranas
celulares’. O fendmeno de histerese é observado em filmes de Langmuir cujas
moléculas apresentam elevada afinidade entre si’”. Durante a expansdo das
monocamadas, as moléculas formam agregados que alteram a isoterma, 0 que pode
indicar perfis de interagdo molécula-molécula e molécula-subfase. Desta forma é
possivel verificar como a alteracdo da subfase influencia na agregagdo das moléculas,
sendo esses estudos pertinentes para areas que dependem de estabilidade coloidal e

propriedades reoldgicas de membranas.”®

A dupla ligagdo nas cadeias carbdnicas aumenta a repulsdo entre as moléculas de

lipidios insaturados, diminuindo o efeito de histerese nos primeiros ciclos. De fato,
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Nifio et al. demonstram que as insaturacdes presentes da cauda hidrofébica dos
fosfolipidios dificulta o empacotamento das cadeias de hidrocarbonetos®. Desta
maneira, ap6s a descompressdo, as moléculas dos fosfolipidios retomam uma
organizacdo semelhante a do inicio da compressao. Nos ciclos subjacentes, nota-se um
deslocamento das isotermas em direcdo a menores areas, relacionado a perda de
material para a subfase, oriunda da oxidacdo por espécies reativas presentes no ar®2. A
adicdo de 10™° mol/L de ATO n#o s6 desloca as isotermas para maiores areas como
estabiliza as monocamadas, que ndo perde material para subfase nos trés ciclos
realizados. Embora os dados da pressédo superficial e histerese fornecam evidéncias da
interacdo entre ATO e monocamadas lipidicas, a natureza exata dessa interacdo ainda é
desconhecida, o que nos faz recorrer a métodos espectroscopicos.

304(b)3 2! DOPE 304¢)3
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4@ {{ \y\ DOPC
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Figura 10. Dados coletados dos 3 ciclos de compressdo (curva a direita — seta
vermelha) e descompressdo (curva a esquerda — seta verde) dos filmes de Langmuir de
(a) DOPC, (b) DOPE e (c) DOPG em égua ultrapura e solucio de ATO & 10”° mol/L.

Os mecanismos de interacdo em nivel molecular entre as monocamadas lipidicas e
ATO foram provados através de medidas de PM-IRRAS®, especifica para interfaces.
As atribuicbes dos principais modos vibracionais sdo fornecidas na Tabela 2,
juntamente com as modificacdes promovidas pela interacdo com ATO e irradiacdo. As
cabecas polares e cadeias alifaticas das monocamadas de DOPE foram afetadas pela
interacdo com ATO. Na Figura 11a, as trés principais bandas em 1111, 1219 e 1736 cm’
! correspondem ao estiramento simétrico vs(PO,) e antissimétrico va(PO2) do grupo
fosfato e estiramento do grupo da carbonila v(C=0), respectivamente. As bandas
observadas entre 1600-1700 cm™ correspondem a diferenca de refletividade da interface
de agua recoberta e ndo recoberta com a monocamada. O vs(PO;) foi deslocado para
1095 cm™, como esperado da natureza eletrostatica da adsorgdo do ATO. O estiramento
v(C-O-C) em 1141cm™ é deslocado para 1165 cm™ e as bandas relacionadas ao grupo

fenotiazinico® apareceram em 1466 e 1573 cml. Em membranas de
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fosfatidiletanolaminas (PE), os grupos fosfatos estdo ligados aos grupos aminas de
moléculas adjacentes por meio de ligacdes de hidrogénio, gerando uma rede inter-
fosfolipidica ® que favorece a curvatura negativa na regido das cabecas polares®™. E
provavel que a insercdo do ATO pode ter perturbado a organizacdo da monocamada de
DOPE, semelhante ao observado em experimentos envolvendo a adi¢do de proteinas
apoptéticas®” e peptideos®. A Figura 11b mostra que também foram encontradas
modificacfes nas bandas das cadeias alifaticas apds a incorporagdo do ATO, que
incluem os deslocamentos (i) vas(CH,) de 2932 para 2924 cm™, (ii) vas(CH3) de 2962
para 2955 cm™ e (iii) v(CH=CH) de 3016 para 3009 cm™. A razdo entre a intensidade
das bandas vs(CH,) e vas(CH2) (Is/las) aumentou de 0,92 para 1,33, o0 que indica uma
diminuicao de ordem das cadeias alifaticas®. Ainda assim, essas interagdes moleculares
tém pouca influéncia sobre a morfologia do filme, que foi apenas ligeiramente afetada
com o aparecimento de pequenos dominios, como mostrado nas imagens de BAM da

Figura 11b (inserg&o).
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Figura 11. Espectros PM-IRRAS das (a) cabecas hidrofilicas e das (b) cadeias
hidrofobicas de monocamadas de DOPE adquiridas a pressdo constante de 30 mN/m em
subfases de 4gua ultrapura (preto) e solucdo de ATO a 10™ mol/L, antes (azul) e ap6s
irradiagdo (vermelho). As inser¢des mostram a microscopias de angulo de Brewster
(BAM) adquiridas a 30 mN/m em &gua ultrapura e solucdo de ATO a 10® mol/L.



33

Tabela 2. Atribuigdes dos principais modos vibracionais dos espectros de DOPC,
DOPE e DOPG, incluindo com as alteracdes induzidas pela adsorcdo de ATO e
posterior irradiacéo.

Atribuices DOPC (cm™) DOPE (cm™) DOPG (cm™)

sorc %S DO°C pope DOPE DOPE popg DOPG DOPC
V(HC=CH) 3009 3016 3016 3016 3009 3040 3016 3024 3016
Vas (CHa) 2962 2970 2978 2962 2955 2978 2962 2978 2970
Vas (CHp) 2932 2932 2947 2932 2924 2955 2932 2932 2932
Va (CHa) 2893 - 2901 - - 2885 2893 - 2885

Vs(CH,) 2854 2854 2862 2854 2854 - 2854 2862 -
V(C=0) 1743 1736 1720 1736 1736 o0 1736 1736 1751
Vas (PO,) 1226 1211 1180 1219 1226 1203 1219 1209 1226
V(C-0-C) 1141 1141 1149 1141 1165 1141 1141 - 1172
Vas (POy) 1087 1087 1087 1111 1095 1103 1103 1111 1103
V(C-0-PO,) 1049 1033 1049 1057 1057 1033 1057 1049 1064
grupo 1442 1466 1473 - 1458
fenotiazinico 1566 1573 1573 1574 1566

Os efeitos do ATO nos espectros PM-IRRAS de DOPC sdo semelhantes aos das
monocamadas de DOPE, como mostrado na Figura 12. A principal diferenca esta na
auséncia das bandas dos fenotiazinicos no espectro de DOPC, o que pode indicar uma
menor adsor¢cdo de ATO. As posicdes dos estiramentos simétrico e antissimétrico do
CH, se mantém inalteradas e a razéo Is/l,s diminui de 2,1 para 0,8, indicando assim um
aumento na ordem das cadeias devido a presenca do ATO. Isso contrasta com 0s
resultados de DOPE e com as descobertas anteriores em monocamadas de DOPC
interagindo com o fotossensibilizador eosina Y>!. E provavel que uma interacdo mais
fraca possa ter limitado a adsorcdo de ATO aos arredores do grupo fosfato, formando
uma subcamada na regido dos grupos polares que induziria ordem nas caudas
hidrofobicas. De fato, o ATO a 10™ mol/L quase ndo causa alteracdo na isoterma de
DOPC e a ordenacéo das caudas lipidicas contrabalancearia 0 aumento esperado na area
ocupada por molécula com a adsorcéo de ATO.
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Figura 12. Espectros PM-IRRAS das (a) cabecas hidrofilicas e das (b) cadeias
hidrofébicas de monocamadas de DOPC adquiridas a pressao constante de 30 mN/m em
subfases de &gua ultrapura (preto) e solucdo de ATO a 10™ mol/L, antes (azul) e apds
irradiagdo (vermelho). As inser¢fes mostram microscopias de angulo de Brewster
(BAM) adquiridas a 30 mN/m em 4gua ultrapura e solugdo de ATO a 10™ mol/L.

Os modos vibracionais dos grupos fosfato séo significativamente mais afetados nas
monocamadas anionicas de DOPG como resultado da forte atracdo eletrostatica com o
ATO catidnico. Por exemplo, a Figura 13a mostra deslocamentos nos estiramentos v(C-
0-PO;) de 1057 para 1049 cm™, v,s(PO,) de 1103 para 1111 cm™ e vas(PO,) de 1219
para 1209 cm™. Sabe-se que os grupos fosfato séo passiveis de ligagdo de hidrogénio
com as moléculas de agua e a forte adsorcdo das moléculas de ATO as podem ter
afetado®™. A banda dos fenotiazinicos em 1574 cm™ também é evidéncia da
incorporacdo do ATO pela monocamada lipidica. As modificacdes induzidas nas
cadeias alifaticas podem ser inferidas na Figura 13b a partir das mudancas nos
estiramentos: (i) vs(CH,) de 2854 para 2862 cm™, (ii) vas(CH3) de 2962 para 2978 cm™ e
(iii) v(CH=CH) de 3016 para 3024 cm™. Curiosamente, a relacdo entre o estiramento
simétrico e assimétrico (ls/lss) do CH, diminui de 0,87 para 0,79, sugerindo uma
ordenacdo das cadeias de hidrocarbonetos. Diferente das monocamadas de DOPC, o
maior deslocamento em area das isotermas n-A (Tabela 1) e as fortes modificacdes nos
modos vibracionais dos grupos fosfatos e cadeias alifaticas indicam uma grande
incorporagdo de ATO nas membranas de DOPG. Portanto, as moléculas catidnicas de

ATO podem ter reduzido a repulsdo eletrostatica entre as cabecas anidnicas do DOPG,
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favorecendo o empacotamento da monocamada e ordenacdo das caudas. A morfologia
das monocamadas de DOPG também foi afetada com o surgimento de dominios apos a
adsorcdo de ATO, como mostrado nas imagens de BAM da Figura 13b (insercéo).
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Figura 13. Espectros PM-IRRAS das (a) cabecas hidrofilicas e das (b) cadeias
hidrofébicas de monocamadas de DOPG adquiridas a pressao constante de 30 mN/m
em subfases de agua ultrapura (preto) e solucdo de ATO a 10®° mol/L, antes (azul) e
apos irradiacdo (vermelho). As inser¢fes mostram microscopias de angulo de Brewster
(BAM) adquiridas a 30 mN/m em &gua ultrapura e solucdo de ATO a 10™ mol/L.

4.2.  Fotoativacdo do ATO

Os efeitos fotoinduzidos foram explorados em monocamadas de DOPC, DOPE e
DOPG mantidas a pressdo de 30 mN/m em solucdo de ATO a 10 mol/L, como
mostrado nas Figura 14a, 14b e 14c, respectivamente. A area superficial das
monocamadas lipidicas irradiadas (630 nm) e ndo irradiadas foi acompanha ao longo do
tempo. Em experimentos de controle, foi observado que monocamadas de DOPC,
DOPE e DOPG em agua ultrapura ndo sdo afetadas pela irradiacdo. Os filmes nao
irradiados apresentam comportamento semelhante de diminuicdo da area superficial
devido a perda de material para subfase oriunda da oxidacdo ndo controlada gerada por
espécies reativas de oxigénio (EROs) presentes no ambiente®. A inclinacdo do
decaimento em area € significativamente diminuida nas monocamadas irradiadas de
DOPC (Figura 14a) e DOPE (Figura 14b), o que sugere um aumento da estabilidade dos

filmes. O efeito liquido da irradiagdo [A = (monocamada irradiada) - (monocamada néao
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irradiada)] sugere um aumento geral na area ocupada pelas monocamadas. Sob
irradiacdo, estados excitados do ATO podem sofrer reacdes de tipo Il e gerar oxigénio
singleto (*O,), uma espécie muito reativa que reage com as insaturacdes lipidicas para
formar hidroperéxidos (-OOH)™%. Os hidroperéxidos hidrofilicos sdo criados nas
proximidades das cadeias hidrofobicas e tendem a migrar em direcdo as cabecas polares
lipidicas. Um comportamento semelhante foi observado para derivados xanténicos em

monocamadas de Langmuir®®*"

e vesiculas unilamelares gigantes®. O aumento em éarea
de aproximadamente 35% para monocamadas de DOPE é maior que 0s 15% do DOPC,
0 que pode estar associado com a maior quantidade de ATO inserido na monocamada
de DOPE. Dessa forma, uma maior taxa na formacdo de hidroperdxidos seria gerada,

levando a maior area superficial ocupada pelas monocamadas de DOPE.
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Figura 14. Evolugdo da é&rea relativa (A/Ao) de monocamadas irradiadas e néo
irradiadas de (a) DOPC, (b) DOPE e (c) DOPG em solugdo de ATO (10 mol/L),
registrada a uma pressao de superficie constante de 30 mN/m. Ao é a area molecular
média extrapolada em 30 mN/m.

O espectro de PM-IRRAS na Figura 11 mostra que ambos o0s grupos das cabecas
polares e cadeias alifaticas foram afetados pela irradiacdo das monocamadas de DOPE
em solucdo de ATO (10™ mol/L). Por exemplo, as intensidades das bandas na regido
das cabecas polares sdo levemente diminuidas, o que pode ser indicativo da perda de
ordenagdo no filme®. A intensidade do estiramento v(C-O-PO,) em 1057 cm™ esta
menor em relacdo ao vs(PO;) em 1111 cm™ e a banda do vas(PO’) deslocou de 1219
para 1203 cm™, sugerindo que as ligacdes de hidrogénio entre os grupos fosfato e
moléculas de agua foram afetadas pelos grupos de hidroperdxidos nos arredores das
cabecas polares. As bandas do anel fenotiazinico em 1473 e 1573 cm™ indicam que o
ATO continua na monocamada apds a hidroperoxidacdo. A banda da carbonila em 1736
cm™ é dividida em 1720 e 1743 cm™, correspondendo ao estiramento C=0O hidratado e

ndo hidratado, respectivamente®. Quanto as caudas, o estiramento vs(CH,) em 2854 cm’
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! ndo é mais observado, razéo pela qual a relacdo Is/l,s ndo pode ser determinada para
avaliar a ordem das cadeias. Por outro lado, o vs(CH3) aparece com elevada intensidade
em 2885 cm™, o que significa que ambos vs(CH,) e vs(CH3) tiveram sua orientacdo
alteradas. Além disso, a irradiacdo deslocou 0 vs(CH,) de 2924 para 2955 cm™, o
vas(CH3) de 2955 para 2978 cm™ e 0 v(HC=CH) de 3009 para 3040 cm™. Todas as
modificag¢fes sdo consistentes com a migracdo dos grupos de hidroperdxidos em diregdo
a interface monocamada/agua. Resultados semelhantes foram obtidos nas monocamadas

de DOPC, cujos espectros de PM-IRRAS sdo mostrados na Figura 12,

Em contrate aos resultados de DOPC e DOPE, a inclinacdo do decaimento em &rea
é aumentada para as monocamadas irradiadas de DOPG (Figura 14c), sugerindo uma
maior perda de material para a subfase, semelhante ao que foi observado nos

experimentos de oxidacdo por 0zonio®™* e nos danos causados pelos raios UV

Bacellar et al.*®

mostraram que a permeabilizacdo da membrana estd associada com a
geracgdo de aldeidos, que pode ocorrer somente via reagdes dependentes de contato entre
estados excitados do fotossensibilizador e insaturacbes lipidicas ou grupos
hidroperdxidos previamente formados. Portanto, a penetracdo do ATO na monocamada
de DOPG ndo se limita a cabeca polar e também deve alcancar as cadeias alifaticas.
Consequentemente, ndo apenas 0 'O, seria gerado préximo as insaturacdes, favorecendo
a hidroperoxidacao lipidica, mas também a proximidade com o fotossensibilizador pode
permitir a formacdo de aldeidos através das reacbes dependentes de contato, como
esquematizado na Figura 15. Essa reacdo induz a clivagem das cadeias lipidicas, que

pode ser a origem da perda atenuada de material das monocamadas de DOPG.

Os espectros de PM-IRRAS para o DOPG na Figura 13 mostram que as
intensidades das bandas na regido das cabecas foram levemente diminuidas pela
irradiacdo, com os estiramentos v(C-0O-PO,), vs(PO2) e vas(PO2") em 1049, 1111 e 1209
cm™ sendo deslocados para 1064, 1103 e 1226 cm™, respectivamente. Este Gltimo é
consistente com o0s grupos hidroperoxidos na vizinhanca das cabecgas polares,
semelhantemente as monocamadas de DOPE. A hidratagdo do grupo carbonilico
também foi afetada, como sugerido pelo deslocamento da banda em 1736 para 1751 cm’
! As bandas dos anéis fenotiazinicos em 1458 e 1566 cm™ tiveram suas intensidades
aumentadas de maneira significativa, sugerindo que as moléculas de ATO provenientes
da subfase penetram na monocamada irradiada de DOPG. A reorientacdo dos grupos
CH; e CH, levou a intensificacdo do estiramento v{(CHs;) em 2885 cm™ e
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desaparecimento do vs(CH,) em 2862 cm™, impedindo a avaliacdo do ordenamento das
cadeias. O vas(CHs) foi deslocado de 2978 para 2970 cm™ e 0 vs(HC=CH) mudou de
3024 para 3016 cm™. Embora as modificacdes sejam consistentes com a migracdo dos
grupos de hidroperéxidos em direcdo a interface monocamada/dgua, a presenca do
vs(HC=CH) no espectro irradiado ndo sugere a clivagem das cadeias lipidicas e a
permeabilizacdo da membrana anteriormente mencionado. Entretanto, é provavel que 0s
subprodutos da clivagem da cadeia sejam expelidos da interface para a subfase aquosa,
deixando na monocamada apenas lipidios hidroperoxidados, como no esquema da

Figura 15.

hidroperoxidagéo

Monocamadas de DOPG Ny

( dissolugdo

8

Figura 15. Representacdo esquematica da clivagem fotoinduzida das cadeias do DOPG,
que leva a permeabilizacdo da membrana. A insercdo a direita fornece os detalhes de
hidroperoxidacéo, clivagem de cadeia e dissolugéo de lipidios na subfase.
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5. Conclusao

Monocamadas de DOPC, DOPE e DOPG foram aplicadas aqui como sistemas
miméticos de biomembranas para desvendar interagdes em nivel molecular com o
fenotiazinico azul de toluidina. As isotermas de pressdo de superficie combinadas com
PM-IRRAS indicaram que as moléculas catidnicas de ATO adsorvem nas
monocamadas lipidicas via atracGes eletrostaticas com os grupos fosfatos. Sob
irradiacdo, a hidroperoxidacdo foi o resultado mais provavel da reacio entre 'O, e
insaturacbes do DOPC e DOPE, sendo a origem do aumento da area superficial nas
isotermas de pressdo de superficie e das alteracdes nos grupos polares e alifaticos dos
espectros de PM-IRRAS. Por outro lado, a irradiacdo induziu uma diminui¢do na
estabilidade da monocamada de DOPG, sugerindo a clivagem das cadeias carbonicas no
local de insaturacdo. Nesse caso, a natureza ani6nica do DOPG permitiu maior
penetracdo das moléculas de ATO na monocamada, favorecendo reacGes dependentes
de contato entre o estado tripleto do ATO e insaturagbes lipidicas ou grupos
hidroperoxido, fundamentais para a permeabilizagdo da membrana. Tomados em
conjunto, esses resultados podem ajudar a entender o mecanismo em nivel molecular da
fotossensibilizacdo induzida pelo ATO em membranas de fosfatidiletanolamina e
fosfatidilglicerol, que comp&em a maior parte do envelope celular de bactérias Gram-

negativas.



40
6. Consideracdes finais e perspectivas

Esta dissertacdo reune os resultados obtidos a partir das atividades realizadas no
periodo de marco/2018 a fevereiro/2020 referentes ao projeto de mestrado proposto a
pos-graduacdo de Farmacologia e Biotecnologia e financiado pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). O projeto previa o estudo dos
mecanismos de interagdo do fotossensibilizador ATO e dos efeitos da foto-oxidagdo em
sistemas modelo de membranas de filmes de Langmuir dos fosfolipidios insaturados
DOPC, DOPE e DOPG. Os resultados obtidos proporcionaram a elaboragdo de um
artigo cientifico, o qual foi submetido e aceito para a publicacdo na revista Langmuir
com o titulo “Role of Toluidine Blue-O Binding Mechanism for Photooxidation in
Bioinspired Bacterial Membranes”. Além disso, tais resultados permitiram a
participagdo em congressos nacionais e internacionais. Abaixo é apresentada a producdo

cientifica realizada durante o desenvolvimento do projeto de pesquisa.
Artigo:

Almeida Jr, A. M.; Oliveira Jr, O. N.; Aoki, P. H. B. Role of Toluidine Blue-O
Binding Mechanism for Photooxidation in Bioinspired Bacterial Membranes. Langmuir
2019, 35 (51), 16745-16751. https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.9b03045.

Congressos:

e Almeida Jr, A. M.; Aoki, P. H. B.. Photosensitization of cellular membrane

mimetic systems induced by toluidine blue phenothiazinic. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso internacional XVII Brazil MRS Meeting — Brazilian Materials
Reaserch Society — Natal, RN, 2018).

e Almeida Jr, A. M.; Aoki, P. H. B.. Photosensitization of cellular membrane

mimetic systems induced by toluidine blue phenothiazinic. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso nacional AutoOrg — Sao Pedro, SP, 2018).

e Almeida Jr, A. M.; Oliveira Jr, O. N.; Aoki, P. H.. Fotossensibilizacdo de

sistemas miméticos de membrana celular induzido pelo fenotiazinico azul de toluidina-

0. (Apresentacdo de Trabalho/Simposio de Farmacologia e Biotecnologia — UNESP,
IBB, Botucatu, SP, 2019).
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e Almeida Jr, A. M.; Oliveira Jr, O. N.; Aoki, P. H. B.. The role of toluidine blue

binding mechanisms on the photo-induced permeability of lipid monolayers.

(Apresentacdo de Trabalho/Congresso internacional XVII Brazil MRS Meeting —

Brazilian Materials Reaserch Society — Balneario Camborid, SC, 2019).

e Moreira, L. G.; Almeida Jr, A. M.; Caetano, W.; Aoki, P. H. B. Effects of the

photosensitizer Eosin decyl ester on photo-oxidation of unsatured lipid monolayers as

mimetic systems of bacteria membranes. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso
internacional XVII Brazil MRS Meeting — Brazilian Materials Reaserch Society —
Balneario Camboriu, SC, 2019).

e Moreira, L. G.; Bistaffa, M. J.; Almeida Jr, A. M.; Borges, B. A., Toledo, K. A;;
Aoki, P. H. B. Photodynamic therapy: from molecular effects in model systems toward

photodynamic efficiency in cell culture. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso
internacional XVII Brazil MRS Meeting — Brazilian Materials Reaserch Society —
Balneario Camboriu, SC, 2019).

Ao longo do desenvolvimento do projeto, tive oportunidade de colaborar com o
prof. Dr. Osvaldo Novais de Oliveira Jr. (USP/S&o Carlos), responsavel pelo laboratério
onde os experimentos de PM-IRRAS e BAM foram realizados. Também foi possivel
colaborar com os demais projetos conduzidos pelos colegas do laboratério Dra. Sabrina
Aléssio Camargo Aoki, Lucas Gontijo Moreira e Tyler Nield, sendo este Gltimo
responsavel por ampliar o estudo de interacdo de ATO as monocamadas de misturas
lipidicas (DOPE+DOPG+CL). Como perspectiva futura, pretende-se avancar nos
efeitos da fotoativacdo do ATO em modelos complexos de membrana de bactérias, a
fim de compreender os mecanismos que levam a inibicdo bacteriana. Para isso,
ampliaremos os experimentos com monocamadas por cardiolipida (CL) e extrato da
membrana de E.coli. Os experimentos com CL ja estdo em andamento, como mostram
os dados de pressdo de superficie, disponibilizados como apéndice. As informacGes a
serem obtidas contribuirdo para elaboracdo de um segundo artigo cientifico e para

continuidade dos estudos no doutorado.
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Figura 16. Dados complementares das (a) isotermas n—A de monocamadas de CL em
4gua ultrapura e solucdes de ATO & 10™ e 10 mol/L e da (b) evolugo da area relativa
(A/A0) de monocamadas irradiadas e nio irradiadas de CL em solucdo de ATO (107
mol/L), registrada a uma presséao de superficie constante de 30 mN/m
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