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Resumo

A exposicao simultanea a dois ou mais poluentes pode gerar o chamado “efeito
coquetel”, ou seja, acdo combinada de mais de um poluente que pode provocar efeitos
diversos daqueles observados isoladamente. Nesse contexto, foram investigados os
pesticidas acefato e diuron, associados a efeitos neuroldgicos e carcinogénicos,
respectivamente, isolados ou em mistura (ou coquetel). A acao dos pesticidas foi estudada
em sistemas miméticos da membrana celular baseados em mono- e bicamadas lipidicas
compostas pela mistura POPC/colesterol/esfingomielina (70/20/10 mol %). Os resultados
de monocamadas lipidicas envolvendo isotermas m-A, espectroscopia de absorcao-
reflexd@o no infravermelho por modulagdo da polarizacdo (PM-IRRAS) e microscopia por
angulo de Brewster (BAM) mostraram que os pesticidas interagem predominantemente
com a regido polar das cabegas dos lipidios, corroborado por calculos de Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) e por dindmica molecular. Os dados de PM-IRRAS
sugerem um maior impacto da mistura de pesticidas na monocamada ternaria em nivel
molecular, evidenciado pela alteragdo na conformagao e orienta¢ao da estrutura O-C-C-
N na regido da cabeca polar. Embora o coquetel ndo tenha induzido mudancas
morfologicas significativas nas bicamadas lipidicas (GUVs), o niimero de vesiculas
contadas apds a exposicdo ao coquetel foi significativamente reduzido, tanto para as
vesiculas expostas apds a formagdo quanto para aquelas expostas durante a formagao das
GUVs. Experimentos de ITC indicaram baixa afinidade entre os pesticidas e as vesiculas.
Além disso, ensaio de citotoxicidade aponta para uma maior toxicidade do coquetel, uma
vez que a viabilidade celular na presenca da mistura se mostrou menor se comparada aos
resultados com os pesticidas isolados. Esses resultados evidenciam o impacto do ‘efeito
coquetel” em membranas lipidicas, destacando os potenciais riscos a saude associados a
misturas de pesticidas. Por fim, para detectar o pesticida acefato, foi realizado um estudo
para desenvolver um sensor colorimétrico utilizando nanoparticulas de ouro com L-
cisteina. O sistema apresentou sensibilidade para concentra¢des da ordem de 107 mol/L,

demonstrando potencial aplicagdo como ferramenta para monitoramento ambiental.

Palavras-chave: Biomembranas, filmes de Langmuir, vesiculas de fosfolipidos,

pesticidas, sensor colorimétrico.



Abstract

Simultaneous exposure to two or more pollutants may lead to the so-called
“cocktail effect”, i.e., the combined action of multiple pollutants that can produce
different effects from those observed for the individual compounds. In this context, the
pesticides acephate and diuron, associated with neurological and carcinogenic effects,
respectively, were investigated individually and in mixture (or cocktail). The action of the
pesticides was studied in mimetic systems of the cell membrane based on lipid mono- and
bilayers composed of a POPC/cholesterol/sphingomyelin mixture (70/20/10 mol%).
Results obtained from lipid monolayers, including n—A isotherms, polarization
modulation infrared reflection-absorption spectroscopy (PM-IRRAS), and Brewster
angle microscopy (BAM), showed that the pesticides interact predominantly with the
polar head region of the lipids, which was further supported by Density Functional Theory
(DFT) calculations and molecular dynamics simulations. PM-IRRAS data suggest a
stronger impact of the pesticide mixture on the ternary monolayer at the molecular level,
evidenced by changes in the conformation and orientation of the O—C—C—N structure in
the polar head region. Although the cocktail did not induce significant morphological
changes in lipid bilayers (GUVs), the number of total vesicles counted after exposure to
the cocktail was significantly reduced, both for vesicles exposed after formation and for
those exposed during the formation. Isothermal titration calorimetry (ITC) experiments
indicated low affinity between the pesticides and the lipid bilayers. In addition,
cytotoxicity assays indicated higher toxicity for the cocktail, as cell viability in the
presence of the pesticide mixture was lower than that expected from the proportional
effects of the individual pesticides. These results highlight the impact of the cocktail effect
on lipid membranes, emphasizing the potential health risks associated with pesticide
mixtures. Finally, in order to detect the pesticide acephate, a colorimetric sensor based on
gold nanoparticles with L-cysteine was developed. The system showed sensitivity to
concentrations of the order of 1077 mol L', demonstrating its potential application as a

tool for environmental monitoring.

Keywords: biomembranes, Langmuir films, phospholipid vesicles, pesticides,

colorimetric sensor.
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Capitulo 1

Introducdio



1 Introduciao
1.1 Pesticidas

Os pesticidas sdo compostos quimicos comumente usados em plantagdes a fim de
prevenir danos oriundos de insetos, fungos ou ervas-daninhas, sendo aplicado
majoritariamente via spray por aplicacdo manual ou mecanica, através de tratores e
avides' . Além disso, o crescimento da populacdo mundial (8,1 bilhdes de habitantes,
sendo considerado um aumento para 9,7 bilhdes até 2050) gera o aumento da produgdo
agricola, impulsionando o uso dessas substancias, que em 2020 alcangou 7,2 milhdes de
toneladas®. Uma vez que o Brasil possui clima tropical, sem um periodo regular de
inverno que interromperia o ciclo de vida de pragas, a utilizagdo em larga escala se faz
necessaria®. Porém, o uso e aplica¢do indiscriminados podem resultar na persisténcia
desses compostos no solo, podendo ser levados a longas distancias pelo vento, chuva ou

por aquiferos subterraneos®’.

No Brasil, por exemplo, no ano de 2019, mais de 27 pesticidas foram detectados
em 4gua potdvel em cerca de 25% dos municipios do pais®. Os pesticidas podem entdo
contaminar o solo, afetando nao somente o meio ambiente, mas também a saude humana,
uma vez que muitas dessas substincias geram efeitos adversos como problemas
respiratorios, de pele, neurolégicos ou até mesmo sdo potencialmente cancerigenos’.
Segundo Faria et al. em um trabalho publicado ainda em 2007'°, 70 mil intoxicagdes
seguidas de morte e 7 milhdes de doengas agudas ou cronicas ocorriam anualmente.
Entretanto, o numero de intoxica¢des anuais atingiu 385 milhdes de pessoas no ano de
2022, como mencionado em um trabalho publicado pela Fundagdo Heinrich Boll
Stiftung!!, indicando que o aumento do uso dessas substancias pode estar ligado com o

aumento do niumero de pessoas afetadas.



Dentre os tipos de classificagdo, pode-se citar as pragas combatidas e o nivel de
toxicidade. Em relagdo as pragas alvo, os pesticidas sdo classificados como fungicidas
(combatendo fungos); herbicidas (combatendo ervas-daninhas); e inseticidas (cujo alvo
sdo insetos)'?. J4 a toxicidade dos mesmos possui 5 classificagdes referentes a
periculosidade a satide humana. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(Anvisa)'?, os agrotoxicos sdo classificados como “Improvavel de Causar Dano Agudo”
(5); “Pouco Toxico” (4); “Moderadamente Toxico” (3); “Altamente Toxico” (2); e
“Extremamente Toxico” (1). Nesse contexto, dois pesticidas se destacam pelo uso no

Brasil: o inseticida acefato e o herbicida diuron, que serdo comentados na se¢do seguinte.

1.2 Acefato e diuron

O acefato (O,S-dimetil acetilfosforamidotioato), ¢ um inseticida da familia dos
organofosforados, que estd banido na Unido Europeia, mas foi o pesticida com maior
indice de uso irregular (ou seja, acima do limite maximo permitido) no Brasil entre 2017
e 2018 e em 2022'*!%, Em relacio a sua toxicidade, a ficha técnica do acefato publicada

1'%, Entre

pela Anvisa sugere que sua classificacdo ¢ especifica para cada produto comercia
os produtos comerciais, se destacam 0 ACEFATO CCAB 750 SP'7 e o Acefato Fersol 750
SP!® ambos contendo 75 % do pesticida em massa em sua formulacdo. Apesar de
possuirem a mesma propor¢do do principio ativo, as classificagdes toxicoldgicas dos
produtos sdo diferentes: o primeiro pertence a Categoria 2 — Altamente Toxico, enquanto
o segundo pertence a Categoria 4 — Pouco Toxico. Essa diferenca indica que os produtos

contendo o acefato podem apresentar classificagdes toxicologicas distintas, dificultando

a interpretacdo da toxicidade associada especificamente ao pesticida.

Este inseticida atua nos insetos por meio da ligagdao covalente entre o atomo de

fosforo do acefato e o 4atomo de oxigénio do aminodcido serina da enzima



acetilcolinesterase, ou por interagdes eletrostaticas entre o pesticida e a enzima. Essa
interacao impede a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina, causando sintomas como

19-21

vOmito, nausea, tontura e depressao” “'. Com relacdo a outros potenciais efeitos do

pesticida, Mufti et al.??

demonstraram em um estudo in vivo que o acefato pode causar
lesoes celulares em ratos, incluindo inflamag¢des no liumen tubular e nos ductos coletores,

o aumento do estresse oxidativo, a autofagia, a apoptose ¢ alteracdes histopatoldgicas na

regido dos rins nesses animais.

O diuron também ¢ amplamente utilizado no Brasil, ja que sua principal aplicagdo
se da em plantacdes de cana-de-aglicar, uma das monoculturas economicamente mais
importantes para o pais?’. Além disso, entre 2018 e 2019, residuos de diuron foram
encontrados em couve, cultura na qual este pesticida ndo é permitido!. Assim como o
acefato, a classificacdo toxicoldgica do diuron também depende de seu principio ativo®*:
os produtos Diuron Nortox 500 SC? e Diuron 500 SC Rainbow?® (ambos possuindo 50
% do pesticida em m/V na sua composicao) se nas Categorias 4 e 5, respectivamente. Este
herbicida age inibindo a fotossintese e bloqueando a producao de energia (ATP), levando
a morte da planta®’-*8, Estudos in vitro sobre efeitos do diuron®® revelam que, na
concentracdo de 200 uM, este pesticida causa necrose na mucosa da bexiga de ratos e
reduz a viabilidade de células que representam o ambiente placentario, crucial para a
reproducdo. Em humanos, o diuron ¢ potencialmente carcinogénico, principalmente na
regido da bexiga®’. As estruturas moleculares dos pesticidas acefato e diuron estio

dispostas na Figura 1.
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Figura 1 - estruturas moleculares dos pesticidas (A) acefato e (B) diuron.

JC-)L ﬁ Cl AN /CH3
P CH N
H,C” SN~~~ ° >/’ \
H S\ O CHs
CH, B d |
Acefato Diuron

Com relagio a afinidade dos pesticidas pela membrana celular, Singh et al.*° e
Spassova et al.*! sugerem que o acefato ¢ hidrofilico, ou seja, possui maior afinidade pela
agua do que com membranas lipidicas, indicada pelo baixo valor do coeficiente de
particdo n-octanol/agua (logP=-1,5). Nesse sentido, essa constante mostra a preferéncia
de moléculas de permanecerem em fase aquosa (hidrofilico — baixos valores) ou organica
(hidrofébico/lipofilico — altos valores)*. Em contraste, Librando et al.’* mostraram que
o diuron (logP = 2,68) apresenta menor afinidade com a dgua e maior afinidade por
lipidios. Tais dados sugerem que, dentre os pesticidas aqui estudados, o diuron possui

maior afinidade pela membrana celular.

Além disso, o efeito da combinagdo desses dois poluentes também se mostra
importante, uma vez que na natureza ha a presenca de mais de um composto em conjunto.
Essa combinagdo resulta no chamado "efeito coquetel" e pode ser categorizado em trés
termos farmacolégicos: aditivo, antagdnico e sinérgico®* 3%, O efeito aditivo envolve a
combinag¢do dos efeitos dos compostos, resultando em uma resposta semelhante a soma
das moléculas individuais, o que € esperado. Por outro lado, os efeitos antagénicos e
sinérgicos divergem, apresentando respostas reduzidas ou ampliadas, respectivamente.

1‘37

Como exemplo de efeitos gerados por misturas de pesticidas, Dourdin ef al.”’ revelam

que o diuron, em conjunto com outros 17 pesticidas, afeta a expressao genética de ostras
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do Pacifico, bem como seu comportamento de mobilidade e taxa de sobrevivéncia.

Diepen et al.*

revelam efeitos em plantas marinhas pela mistura de atrazina, diuron,
irgarol e S-metolacloro, que tiveram como principal efeito a inibi¢do da transformagao de
energia luminosa em energia quimica produzida durante a fotossintese. Efeito de outros
pesticidas também s3o encontrados na literatura, como descrito por Zee et al.** por
exemplo, que revelam que a mistura de clotianidina e imidacloprida, dois neonicotinoides

que agem em receptores de acetilcolina, resulta em um efeito sinergético em embrides de

peixes-zebra, causando danos celulares e defeitos no desenvolvimento.

1.3 Membrana celular

A membrana celular possui como caracteristica ser uma barreira seletivamente
permeavel constituida por moléculas dispostas em bicamadas, permitindo ou ndo a
passagem de agentes do meio externo para o meio interno, e vice-versa, servindo como

10, Singer e Nicolson*! publicaram pela primeira vez em 1972 o modelo

barreira natura
do mosaico fluido (Figura 2), no qual descrevem a dindmica e organiza¢do da membrana

plasmatica e também sua composicdo, que ¢ baseada principalmente em lipidios, que

constituem a matriz da estrutura, colesterol e proteinas.

Figura 2 - esquema ilustrativo do mosaico fluido das membranas celulares proposto em
1972. Adaptado de*?.

fosfollptdlo

'l ‘ proteinas
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Apesar de funcional, este modelo passou por modificagdes ao longo do tempo,
nas quais novas caracteristicas da membrana foram adicionadas. Anos mais tarde, em
2023, Nicolson e Mattos** propdem 13 principios ligados aos aspectos da membrana

celular, que sdo listados a seguir:

1. As membranas celulares sdo mantidas por forgas ndo covalentes,
principalmente por interagdes hidrofobicas e for¢as de van der Waals, e em menor grau

por outras interagcdes, como idnicas;

2. A matriz bésica e continuidade das membranas sdo regidas por bicamadas

lipidicas, juntamente com proteinas interligadas a essa estrutura;

3. As componentes da membrana maximizam as intera¢cdes moleculares para

alcangar o estado de menor energia livre;

4. As membranas s3o organizadas em varios dominios com diferentes

composigdes, mobilidade e fungdes;

5. As interagdes entre lipidios e proteinas de membrana (regidas por interagdes
hidrofobicas) podem originar diversos dominios dindmicos de membrana com

composigdes distintas, mobilidades dos componentes e interacdes lipidio-proteina.

6. As mobilidades laterais de algumas proteinas da membrana celular podem ser

controladas por elementos do citoesqueleto, matriz extracelular ou estroma;

7. As membranas celulares sdo assimétricas na distribui¢do de proteinas,
glicoproteinas, proteinas periféricas e fosfolipidios entre as monocamadas interna e

externa da estrutura;

8. A organiza¢do mais compacta e complexa do que a inicialmente proposta em

1972 limita os movimentos laterais de proteinas, glicoproteinas e de alguns dominios;
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9. As membranas possuem dominios especificos de lipidios e lipidios-proteinas;

10. As membranas celulares possuem dominios especializados importantes em
varias propriedades celulares, como sinalizagdo celular, comunicagdo, endocitose,

exocitose, entre outras;

11. As suas componentes exibem diferentes mobilidades laterais e distribui¢des
que sao funcionalmente importantes e relacionadas a interagdes moéveis com varias

estruturas, dominios e barreiras da membrana;

12. As membranas celulares possuem uma organizacao estrutural em varios niveis.
No nivel mais basico, encontram-se a bicamada lipidica e proteinas anfipaticas
intercaladas. Nos dominios especificos, ha combinagdes particulares de lipidios e
proteinas periféricas. J& no nivel dos dominios mais complexos, além desses
componentes, estdo presentes diversos complexos moleculares e associagdes com

elementos do citoesqueleto e/ou componentes da matriz extracelular

13. As membranas celulares sdo caracterizadas por mudancas dindmicas na
mobilidade, area e estrutura dos dominios, assim como na montagem e desmontagem de
varios dominios, permitindo que elas reajam de forma eficiente a sinais externos e

transmitam os sinais recebidos para alvos internos.

Esses principios apontam principalmente para a existéncia de dominios mais
densos e estruturados da membrana, fazendo com que o modelo de mosaico fluido,
originalmente tratando a membrana com uma maior extensdo de lipidios fluidos,
apresentasse mais dominios rigidos. Um grupo desses dominios sdo os chamados lipid
rafts (jangadas lipidicas), idealizado pela primeira vez em 1988 por Simons e Van Meer®.
Essas por¢des da membrana plasmatica sao formadas majoritariamente pela mistura de

colesterol e esfingomielina, localizadas na parte externa da bicamada da membrana,
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sendo um dominio mais rigido rodeada por uma matriz mais fluida**. Como funcdes, os
lipid rafts sao responsaveis por influenciar a fisiologia, além do transporte e sinalizagao

celular®.

Outro aspecto importante da membrana celular é a assimetria, considerando as
camadas externa e interna da bicamada que a compode, conceito introduzido no modelo
mosaico fluido proposto por Singer e Nicolson*'. Lorent et al.*® e Ing6lfsson et al.*’
mostram que a camada externa ¢ mais rica em esfingolipidios, como a esfingomielina
(SM), e fosfatidilcolinas (PC), enquanto a camada interna ¢ dominada por
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS). Outra caracteristica dessa assimetria
leva em conta o nimero de dupla ligagdes presentes na estrutura, no qual a camada interna
possui o dobro de numero dessas insaturagdes em comparagdo com a camada externa.
Portanto, nota-se que a membrana celular possui diversas complexidades que podem
dificultar a investigacdo de interacdes entre essas estruturas ¢ moléculas de interesse,
como os pesticidas aqui propostos, demandando alternativas de estudo. Esses aspectos
mais recentes estdo dispostos na ilustragdo presente na Figura 3, que contempla a

membrana celular com a disposicao das moléculas propostas nos estudos discutidos.

Figura 3 - ilustragdo da membrana celular considerando as caracteristicas descritas mais
recentes.
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1.4 Estudos com modelos de membrana celular

Uma abordagem eficaz para elucidar os efeitos prejudiciais dos pesticidas ¢
examinar sua interagdo com sistemas miméticos de membranas bioldgicas, com énfase
especial na membrana plasmatica. Essa estrutura desempenha papel fundamental na
manutencio da integridade celular e no transporte seletivo de moléculas*®**#, Portanto,
alteracdes em sua organizagdo molecular ou em suas propriedades mecanicas podem
comprometer diretamente o funcionamento da célula. Sua composicdo se da
majoritariamente por proteinas e lipidios, e dentre os lipidios mais abundantes encontram-
se os fosfolipidios, os esterdis e os esfingolipidios na propor¢do aproximada de 70/20/10

mol%, respectivamente’-!

. Exemplos dessas moléculas sdo o fosfolipidio POPC, o
esfingolipidio esfingomielina (SM) e o esterol colesterol (Col), apresentados na Figura 4,
e utilizados nesse trabalho. Esses lipidios possuem caracteristicas distintas e possuem
papéis especificos nas membranas celulares. O POPC, devido a presenca de insaturacao
em suas cadeias de hidrocarboneto, favorece a formagdao de fases mais fluidas na
temperatura fisioldgica®®, enquanto a SM e o colesterol contribuem para a formagio de
dominios mais organizados e rigidos, associados aos lipid rafts>>. Tais moléculas podem
ser utilizadas em modelos simples (utilizando apenas um tipo de molécula) ou complexos
(utilizando mais de um tipo de molécula) da membrana celular. Nesse contexto, a mistura
de POPC, SM e Col na propor¢ao de 70/20/10 mol%, respectivamente, ¢ capaz de
reproduzir com maior proximidade as caracteristicas das membranas naturais. Essas
moléculas podem ser estruturadas em forma de monocamadas e bicamadas lipidicas. Uma
forma de organizar as monocamadas ¢ utilizando a técnica de filmes de Langmuir, que

permite o controle do empacotamento molecular na interface ar—agua e fornecem

informagdes como elasticidade e organizagdo lateral®**. J4 as bicamadas podem ser
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estruturadas como vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), que representam modelos
mais proximos de membranas celulares reais, possibilitando a investigagdo por meio da
observagao direta via microscopia optica de propriedades relacionadas a morfologia e
estabilidade®®. Ambas serdo discutidas mais detalhadamente nas se¢des seguintes. Assim,
a combinacdo de monocamadas e bicamadas permite correlacionar alteragdes
moleculares interfaciais com mudancas estruturais, podendo inferir possiveis efeitos em

células reais.

Figura 4 - estruturas moleculares de (A) POPC; (B) colesterol; e (C)

esfingomielina.
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Com relacdo a exemplos de estudos de interagdes entre pesticidas e sistemas
miméticos da membrana celular, Broniatowski et al.>’ mostram que pesticidas ciclodienos
policlorados afetam monocamadas e bicamadas lipidicas que mimetizam células de
fungos. Nesse sentido, os pesticidas ndo afetam significativamente estruturas rigidas em
monocamadas lipidicas, mas fluidificam as bicamadas. Pole¢ et al>® revelam que os
terpenos mirceno e homuleno afetam monocamadas de composi¢do bacteriana

diminuindo a condensacdo e ordenamento molecular do filme, além de alterar a
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morfologia do mesmo. Correlacionando estudos de bicamada e monocamada lipidica,

Lemma et al.>*%°

mostram que o pesticida picloram altera as propriedades mecanicas da
monocamada de DOPC/SM/Col (1/1/1) e a permeabilidade de vesiculas unilamelares
gigantes (GUVs) da mesma mistura foi alterada por picloram e glifosato, com maior
efeito deste ultimo. Rubira er al.®! investigaram os efeitos do imazapique e metil paration
em monocamadas e bicamadas de DOPC, consistentes com as alteragdes morfologicas

induzidas pelos pesticidas nas branquias de tilapias, mostrando que estudos em sistemas

miméticos podem ser adequados para prever efeitos em sistemas in vivo.

1.5 Detecc¢ao via sensor colorimétrico

Durante o periodo do Doutorado, foi realizado um estagio de pesquisa no exterior,
desenvolvido na Universita del Salento (UniSalento), em Lecce, Italia, no laboratério do
Prof. Ludovico Valli, sob supervisdo da Profa. Simona Bettini. Nesse periodo foi
investigado um sistema de sensor colorimétrico baseado em nanoparticulas de ouro
(AuNPs) com o aminoécido L-cisteina como agente agregador para a detec¢do do

pesticida acefato em meio aquoso.

Sensores colorimétricos se destacam como ferramentas de deteccao devido a
simplicidade operacional em relagdo aos métodos convencionais, baixo custo, e
possibilidade de detecgao visual direta, caracteristicas importantes para 0 monitoramento
de contaminantes emergentes, como pesticidas®>**. O funcionamento desses sensores
esta relacionado a mudancas na banda de absor¢do do sistema (geralmente incluindo
nanoparticulas metalicas) em fung¢do da concentracdo do analito desejado. Nesse
contexto, encontram-se trabalhos na literatura que utilizam AuNPs na deteccao de

1.65

pesticidas por meio de colorimetria: Zhu et al.”, por exemplo, desenvolveram um sensor
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colorimétrico a base de AuNPs modificadas com DNA na detec¢ao visual de

1‘64

acetamiprida, carbendazim, pimetrozina e tiabendazol. Liu ef al.® propdem um sensor

baseado na agregacao das AuNPs pela presenga do pesticida clorpirifés imobilizado por

aptameros. Zhao et al.%®

, por sua vez, utilizam AuNPs modificadas com acido ascorbico
ou borohidreto de sodio na detecg¢ao de glifosato, imidacloprido e metil tribenuron com
auxilio de aplicativos de smartphones. Nesse sentido, as AuNPs se destacam para o uso
de sensores colorimétricos por possuirem bandas de extingdo bem definidas, que se
deslocam em func¢do da agregagdo das mesmas, juntamente com a mudanga da cor da

dispersdo. Além disso, esses trabalhos mostram a eficiéncia de tais sensores, bem como a

possibilidade de se utilizar diferentes estratégias de modificacao.

Nesse contexto, o uso da cisteina como agente agregador se mostra util no
mecanismo de deteccdo via colorimetria. Esse aminoacido, que desempenha papel
importante no organismo em sintese de proteinas, desintoxica¢io e metabolismo®’,
apresenta o grupo tiol (R-SH), que possui alta afinidade por superficies de ouro,
permitindo a sua ligagdo com as AuNPs®®. Além disso, a cisteina possui os grupos amonia
(NH3") e carboxila (COO") que ficam livres ap0s a ligagdo com o ouro, permitindo assim
a possibilidade de se ligarem com outras moléculas livres®®. Outra caracteristica da
cisteina ¢ a sua quiralidade. Moléculas quirais possuem assimetria inerente, nao
permitindo o alinhamento perfeito com sua imagem espelhada. Assim, tais moléculas se
apresentam em pares, chamados de enantidmeros, com iguais estruturas quimicas e niveis
de energia semelhantes, mas que possuem arranjos espaciais de atomos diferentes e
podem apresentar propriedades distintas’. Além disso, a natureza quiral das moléculas
possibilita interagdes seletivas, de modo que apenas uma determinada configuracao

enantiomérica ¢ capaz de interagir de forma favoravel com um ambiente ou com outra
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espécie molecular quiral”’. No caso da cisteina, seus enantiomeros sao a L-cisteina e a D-

cisteina, dispostas na Figura 5.

Figura 5 - estrutura molecular da L-cisteina e da D-cisteina.
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Portanto, o sistema aqui desenvolvido se baseia no estado de agregacdo das
AuNPs na presenga da L-cisteina e na interagdo entre o acefato e os grupos funcionais do
aminoacido ligado as nanoparticulas, resultando em mudancas na agregagao do sistema,
e, por consequéncia, na resposta de absorbancias associadas as bandas plasmonicas. Tal
abordagem permite a constru¢do de uma curva analitica e a determinagdo de parametros

importantes do sensor, como faixa linear e limite de detecgao.
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2.1 Monocamadas lipidicas
2.1.1 Filmes de Langmuir

As monocamadas de Langmuir (ou filmes de Langmuir), introduzidas por Agnes
Pockels’ e, posteriormente, publicadas por Irving Langmuir em 1916 e 19177374
consistem no espalhamento de um volume pré-definido de uma solugdao de solvente
volatil contendo moléculas anfifilicas e insoltiveis em agua em uma superficie aquosa
disposta em uma cuba de material inerte, como o teflon por exemplo. Apos a evaporagao
do solvente, as moléculas anfifilicas permanecem na interface ar/agua, uma vez que a
porg¢ao hidrofilica a permite flotar, enquanto a por¢ao hidrofobica a dispersa na interface.
As moléculas sao comprimidas de forma simétrica por duas barreiras, ou assimétrica por
uma barreira, enquanto um sensor, como por exemplo o sensor de Wilhelmy, acoplado a
uma balanga monitora a pressao de superficie (representada por “m”) durante a
compressdo. O sofiware do equipamento € responsavel por calcular © pela diferenga entre
a tensdo superficial da subfase (4gua ultrapura - yo ~ 72mN/m a 20 °C) e a tensdo
superficial da subfase na presenca das moléculas espalhadas (y) (Equagao 1). A Figura 6-
A mostra uma cuba de Langmuir e uma ilustracdo da interface com as moléculas
espalhadas sendo comprimidas pelas barreiras, enquanto o sensor acusa a mudanga de
tensdo superficial. A Figura 6-B mostra um exemplo simplificado de uma molécula
anfifilica, com a regido hidrofilica (“‘cabeca”) voltada para baixo e a regido hidrofobica

(“‘cauda”) voltada para cima.

T=Yo—Y Equacdo 1
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Figura 6 - (A) representacao de uma cuba de Langmuir com representagao da
compressao das barreiras; (B) representacdo de uma molécula anfifilica.
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Com o valor de calculado pelo software durante a compressao e sabendo da
area média ocupada por molécula (representada por “A”), € possivel construir um grafico
relacionando esses dois valores, chamado de isoterma m-A. Este grafico explicita trés
fases distintas da monocamada relacionadas a distancia entre as moléculas presentes na
interface ar/agua. Quando as moléculas estdo distantes umas das outras, nao alterando o
valor da pressao de superficie, temos a fase gasosa. Com a aproximag¢ao das moléculas e
o aumento da pressdo de superficie, ha a fase liquida, enquanto as moléculas totalmente
empacotadas e orientadas representam a fase condensada’ (Figura 7-A). Nesse contexto,
¢ possivel inferir mudangas na monocamada geradas pela adi¢cdo de um analito na subfase
pelo deslocamento da isoterma n-A (Figura 7-B), ou até mesmo a mudanca de seu perfil
(Figura 7-C). Em relacdo ao deslocamento das isotermas m-A para maiores areas (analito
A em 7-B), uma possivel causa pode ser a presen¢a do analito embebido em meio a
monocamada. J& no caso do deslocamento da isoterma m-A para menores areas (analito
B em 7-B), a diminui¢ao da repulsdo eletrostatica entre as cabegas polares das moléculas
que formam o filme de Langmuir, ou at¢ mesmo a saida de parte destas moléculas da

interface ar/agua para a subfase, podem estar na origem deste deslocamento. Em relagao

ao perfil das isotermas 7-A, um exemplo sdo as curvas de DPPC da Figura 7-C. Enquanto
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a curva preta representa uma monocamada do lipidio em agua ultrapura, com um plato
bem definido (referente a coexisténcia de fases da monocamada), a curva vermelha
representa o filme lipidico na presenca do analito, na qual o plato ja ndo ¢ mais visivel.
Além disso, tais perfis mudam de lipidio para lipidio, como se observa para os exemplos
da Figura 7-C (DPPC em agua ultrapura) e da Figura 7-D (POPC em agua ultrapura).
Enquanto o DPPC, que possui cadeias saturadas, (Figura 7-C) apresenta o plato, o POPC,
que possui uma insaturacdo em suas cadeias de hidrocarbonetos (Figura 7-D), exibe um

aumento suavizado de pressao em relagao a area molecular média

Figura 7 - (A) representagdo de uma isoterma m-A com suas respectivas fases (B)
representacao da diferenca em termos de deslocamento entre uma isoterma n-A na
auséncia (linha preta) e na presencga (linhas tracejadas vermelha e azul) de analitos de
interesse; (C) representacdo de uma isoterma n-A de DPPC; e (D) representagdo de uma
isoterma m-A de POPC.
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Com os valores obtidos na constru¢cdo do grafico de isotermas m-A € possivel
calcular o modulo de compressibilidade (Cs™), que indica a rigidez (ou empacotamento)
da monocamada formada’®”’. Para isso, deriva-se os valores de pressdo de superficie (1)
pelos valores de area molecular média (A), multiplicando este valor com os valores

negativos de area, a temperatura constante. O calculo ¢ representado na Equagao 2.

Cs71=-A (Z—DT Equagio 2

Conforme descrito por Davies e Rideal’® e Gew e Misran’’, diferentes faixas de
valores de Cs'!' correspondem a diferentes fases de monocamadas, indo da menos
empacotada a mais empacotada: liquido-expandido (LE), liquido (L), liquido-condensado
(LC), e solido (S). Segundo Davies e Rideal, a fase LE ocorre na faixa de 12,5 a 50 mN/m,
a fase LC entre 100 e 250 mN/m, e s6lida entre 1000 e 2000 mN/m. J4 para Gew e Misran,
a fase LE se encontra entre 10 € 50 mN/m, a fase L de 50 a 100 mN/m, a LC entre 100 e

250 mN/m, e a fase S acima de 250 mN/m.

2.1.2 Espectroscopia PM-IRRAS

A espectroscopia PM-IRRAS ¢ uma técnica adequada para o estudo de
monocamadas na interface ar/dgua, pois € sensivel a conformagdao e orientacdo das
cadeias hidrofobicas, enquanto ¢ insensivel ao vapor de agua, que poderia interferir
negativamente na aquisicio dos espectros’®, além de permitir inferir diferengas entre
modos vibracionais entre o filme na auséncia e presenga do analito alvo. Para isso, um
feixe de luz no intervalo de comprimento de onda do infravermelho ¢ incidido na interface

ar/agua (comumente formando 80° com a normal a subfase), sendo medida a sua diferenca
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em relagdo ao feixe refletido. Este feixe € polarizado nos planos “p” (paralelo ao plano

€C 9
S

de incidéncia) e (perpendicular ao plano de incidéncia), que sdo sobrepostos pela
modulacdo em alta frequéncia (Figura 8)”°. O equipamento ento calcula a divisdo da

diferenca entre a subtracdo da refletancia da polarizagao “p” (Rp) pela refletancia da

polarizacao “s” (Rs) pela soma dessas refletancias (Equagao 3).

_ Rp-Rs
Rp+Rs

Equagdo 3

Figura 8 - esquema da incidéncia do raio polarizado na subfase. Adaptado de®’.
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Para monocamadas lipidicas, o espectro ¢ comumente dividido em duas partes,
cada uma representando regides especificas das moléculas: de 900 a 1800 cm™!, referente
a cabega polar (por¢io hidrofilica); e de 2800 a 3000 cm™!, referente a cauda apolar
(porgdo hidrofobica) (Figura 9)8'%2. Esta ultima regido também permite analisar o
ordenamento das cadeias de hidrocarbonetos através da intensidade relativa (IR) entre as

bandas referentes aos estiramentos simétrico e antissimétrico da ligagdo CH». Assim, ¢



26

possivel determinar se ha o aumento ou diminui¢cdo do ordenamento dessas cadeias pela
variacao da IR entre o espectro referente ao filme na auséncia e na presenca do analito: o

aumento do valor de IR indica a diminui¢ao do ordenamento das cadeias, enquanto a

diminuicdo de IR se refere ao aumento desse ordenamento®>54.

Figura 9 - exemplo de espectros PM-IRRAS nas regides (A) da cabega; e (B) da cadeia
de hidrocarbonetos.
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2.1.3 Microscopia por dngulo de Brewster (BAM)

O BAM ¢ outra técnica acoplada a cuba de Langmuir que, diferentemente do PM-
IRRAS, nos permite estudar a morfologia da monocamada. Este experimento utiliza o
angulo de Brewster, que ocorre quando um raio de luz ndo polarizado incide na superficie
com angulo igual a 53,1°, e o raio refletido € polarizado e perpendicular ao raio refratado,
como mostra a Figura 10-A. Na técnica de microscopia, o raio de luz incidente ja ¢
polarizado, fazendo com que nao haja reflexdo quando incidido na subfase (Figura 10-
B). No entanto, quando o raio ¢ incidido sobre o dominio de moléculas espalhadas na

interface ar/agua, ha reflexdo, causando um contraste na imagem, na qual a subfase se
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torna escura e os dominios lipidicos se tornam claros®, como esquematizado na Figura

10-C.

Figura 10: representacdo do (A) angulo de Brewster; (B) da microscopia por angulo de
Brewster; e (C) exemplo de imagem gerada através da técnica.
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2.2 Bicamadas lipidicas

2.2.1 Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), grandes (LUVs) e pequenas

(SUVs)

Outra alternativa para se mimetizar a membrana celular ¢ o uso de bicamadas
lipidicas na forma de vesiculas unilamelares gigantes, ou GUVs®, vesiculas unilamelares
grandes, ou LUVs®’, e vesiculas unilamelares pequenas, ou SUVs®. Essas estruturas,
diferentemente das monocamadas, apresentam formato esférico e, no caso das GUVs,

didmetro mais aproximado com as células naturais®. Nesse sentido, quando um filme
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lipidico ¢ hidratado com uma solu¢ao aquosa, a por¢ao hidrofobica (cauda) da molécula
¢ repelida pelo solvente, enquanto a por¢ao hidrofilica (cabega) ¢ exposta ao meio aquoso.
Nessas circunstancias, as cabegas possuem interagdes eletrostaticas de repulsao entre si,
enquanto a cauda rege o tipo de estrutura formada na hidratagao dependendo de sua area
ocupada, podendo formar a bicamada lipidica®. O tipo de estrutura formada pelo lipidio
depende do valor de parametro critico de empacotamento (critical packing parameter —
CPP), o qual ¢ calculado pela Equagao 4, onde ap ¢ a area ocupada pela cauda, 1c € o
comprimento e V o volume ocupado por essa regido. A Figura 11 exemplifica os tipos de

estrutura dependendo do valor do CPP para o lipidio.

174
ao.lc

CPP =

Equagdo 4

Figura 11 - diferentes estruturas de bicamadas e seus respectivos CPPs. Adaptado de °'.
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Dos tipos de estruturas apresentados na Figura 11, a bicamada flexivel ¢
responsavel por estruturar as vesiculas que mimetizam a membrana celular. Essas
vesiculas sdo divididas segundo o numero de bicamadas e seu tamanho (valor do
diametro)®”®8. As vesiculas que possuem mais de uma bicamada (ou lamela) concéntricas
sao chamadas de multilamelares, ou MLV (multilamelar vesicles), enquanto as que
possuem mais de uma lamela nd3o concéntricas sao chamadas de multivesicular, ou MVV
(multivesicular vesicle). Esses tipos de bicamadas sao formados espontaneamente ao
hidratar um filme lipidico. J& as bicamadas formadas por uma unica lamela sao chamadas
de unilamelares e possuem subtipos dependendo de seu tamanho: as SUVs possuem
didmetros menores que 100 nm e sdo formadas ao reduzir as MLVs por sonica¢io®®; as
LUVs (vesiculas unilamelares grandes) possuem diametros que variam de 100 nm até 1
um e sdo formadas ao extrusar as MLVs’>?. Por fim, as GUVs possuem tamanhos
maiores que 1 pm e sdo formadas por métodos como eletroformacio® e formagio em

gel”.

Um aspecto importante das bicamadas lipidicas quando estudadas ¢ a fase das
mesmas, que depende da temperatura do ambiente e de sua composi¢ao, ou seja, dos
lipidios utilizados em sua formacao. As vesiculas formadas por apenas um tipo de lipidio
podem se encontrar em duas fases distintas: a fluida, chamada de liquido-desordenada
(Lo), que ocorre acima da temperatura de transicao de fase (Tm) da molécula, e a rigida,
chamada de fase-gel (ou sélido-ordenada; Lg)*®, que ocorre abaixo da Tm. A fase L possui
as cadeias de hidrocarbonetos na conformagdo trans e gauche, com maior grau de
liberdade entre si, tendo uma maior difusdo dos lipidios na bicamada. J4 a L possui um
menor grau de liberdade para difusdo, sendo mais empacotada que a fase Lq, €

apresentando as cadeias de hidrocarbonetos na conformagao all trans. Além disso, na

fase-gel, as cadeias podem estar inclinadas (Lg’) ou ndo inclinadas (Lg) em relacdo a
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normal da membrana dependendo do nivel de hidratacdo das mesmas. Nesse sentido, o

angulo da inclinaco se torna maior quanto maior o nivel de hidratagio®®.

Para alguns
lipidios, como as fosfatidilcolinas (PC), temperaturas ligeiramente inferiores a T
favorecem uma maior interagao dos grupos polares (“cabecgas”) com o solvente. Nessa
temperatura (pré-transicdo de fase), as cadeias de hidrocarboneto se encontram

parcialmente desordenadas e ondulagdes se formam na superficie da bicamada,

caracterizando assim a fase ripple (Pp)’.

Uma outra fase surge quando ha a adicdo de colesterol na composi¢do da
bicamada, que reduz o ordenamento das cadeias de hidrocarboneto dos lipidios que
apresentam a fase-gel e favorece a conformagao trans para lipidios que apresentem a fase
L. Esta fase, chamada de liquido-ordenada (L,), apresenta as duas caracteristicas vistas
nas fases encontradas para lipidios: possui capacidade de difusdo lateral das moléculas
lipidicas (Lq) a0 mesmo tempo que ¢é ordenada (Lg)’”?%. Além disso, algumas misturas
lipidicas contendo colesterol e lipidios de alta e baixa T, podem apresentar coexisténcia
de fases, isto ¢, L, € Lo na mesma estrutura, sendo um modelo mais préximo das células
naturais’’. Todas as fases, bem como as caracteristicas das cadeias, estdo ilustradas na

Figura 12.
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Figura 12: fases das bicamadas lipidicas e suas respectivas conformacdes de cadeias de
hidrocarbonetos (Lp — representacdo da conformacgado trans; L« — representagdo da
conformacdo gauche). Adaptada de’S.
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2.2.2 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC)

A Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (do inglés Isothermal Titration
Calorimetry — ITC) é uma técnica empregada para o estudo de interagdes moleculares em
solugdo, permitindo a determinacdo de parametros termodindmicos associados a esses
processos”’. A medida de ITC ¢ baseada na medicio direta do calor trocado durante uma
interagdo, sem depender do uso de sondas de marcacao ou métodos espectroscopicos para

tal. Para isso, o equipamento ¢ constituido de duas celas ligadas por um sensor de
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temperatura, como mostra a Figura 13: a cela de referéncia, preenchida com agua
ultrapura e mantida a temperatura constante desejada; e a cela da amostra, na qual é
colocada a solu¢ao do analito de interesse, € uma suspensao de vesiculas (nesse caso

LUVs) ¢ injetada pouco a pouco, com volumes pré-definidos.

Figura 13 - representacdo esquematica do interior (zoom) de um equipamento de ITC.

Seringa

Celada Cela de
amostra  referéncia

Ao injetar as vesiculas na cela da amostra, o analito se liga a essas estruturas,
fazendo com que haja liberag¢do de calor (processos exotérmicos), ou absor¢do de calor
(processos endotérmicos). Nesse sentido, ha variacdo na temperatura da cela de amostra,
e, para que a mesma permane¢a na mesma temperatura da cela de referéncia, ¢ fornecido
ou retirado calor do sistema de interesse. O fornecimento (ou retirada) de calor da cela da
amostra em fun¢@o do tempo origina entdo um termograma (Figura 14, grafico superior),

no qual os picos positivos se referem a processos endotérmicos € 0s picos negativos,
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exotérmicos. Os picos entdo sdo integrados e divididos pela quantidade de matéria
injetada em cada injecdo, e dispostas no grafico em funcdo da razao molar entre
injetante/analito (Figura 14 — gréfico inferior). Esse grafico entdo ¢ usado para determinar
parametros de interagdo, como a variac¢ao de entalpia (AH), importante para se calcular a

energia de ligacdo entre as moléculas.

Figura 14 - termograma da medida de ITC (grafico superior) e valores das integrais de
cada pico em relacdo a razdo molar entre o injetante (lipidio) e o analito (pesticida).
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A partir das medidas experimentais, ¢ possivel descrever quantitativamente a
constante de parti¢ao (K) e a variacgdo total de entalpia do processo de interagdao (AH) por
meio de um modelo termodindmico de particio descrito por Herklotz e Seelig®.

Inicialmente, temos que a extensdo de particao do pesticida na bicamada (Xyp), dada pela
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razdo entre a concentragdo de pesticida ligado (Cpest ) € @ concentragio de lipidio (C l(}p),
¢ diretamente proporcional a concentragdo de pesticida livre (Cpest, r), sendo definida pela

Equacdo 4, onde K ¢ a constante de parti¢do:

c
Xp = %t‘b = KCpestf Equacio 4
ip

Uma vez que a concentragdo total de pesticida (C;,’est) ¢ dada pela soma da
concentracdo de pesticida livre (Cpest, ) € ligado (Cpest,p ), podemos reescrever a Equagao

4 da seguinte forma:

Cpestiy = —clin_ o Equagdo 3
pest,b — (1+Kcloip) pest quagao

Durante os experimentos de ITC, a inje¢do sucessiva de pequenas aliquotas de
lipidio promove variagdes na concentragao total de lipidio na cela, e o calor medido em
cada injecdo estd associado a AH. Dessa forma, o calor associado a inje¢do de uma
aliquota de lipidio (dhi ) pode ser descrito pela equagdo final do modelo (Equagao 6), que

relaciona o sinal térmico experimental ao incremento de concentracgao de lipidio (6C 3p),

a concentracdo total de pesticida (Cgest), ao coeficiente de parti¢do (K), ao volume da

cela do ITC (Veela = 1,4576 mL) e a variagao total de entalpia do processo:
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KCOES
Shl = 6Cl(ip (1+ e

0
chest)

VeeraAH Equagdo 6

Dessa forma, € possivel estimar os valores de K e AH por meio do software Origin,
fazendo o fitting da curva até que sobreponha os valores das integrais calculados

anteriormente.

2.3 Modelos in vitro — ensaios de viabilidade celular

A avaliagdo da toxicidade de compostos quimicos € uma alternativa viavel para a
compreensdo de seus potenciais efeitos bioldgicos e toxicoldgicos em sistemas celulares.
Entre os métodos mais utilizados para esse tipo de estudo, destaca-se o ensaio de MTT,
uma técnica colorimétrica simples e amplamente utilizada para a determinagdo da
viabilidade celular in vitro'°1°!. O ensaio de MTT baseia-se na capacidade metabolica
de células em reduzir o sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio
(MTT), de cor amarela, em formazan, de coloracdo roxa (Figura 15). Essa reacdo ocorre
predominantemente no interior das mitocondrias, funcional apenas em células
metabolicamente ativas'®>!%. Assim, a quantidade de formazan formada ¢é diretamente

proporcional ao nimero de células vidveis.
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Figura 15 - estruturas moleculares do sal MTT e do produto de sua redugdo pelas
células, formazan.
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A técnica consiste em expor as células a solugdes com diferentes analitos, como
pesticidas, por exemplo, em diferentes concentragcdes por periodos de tempos
determinados. Apds esse periodo, o meio contendo o analito ¢ retirado dos pogos, e ¢
adicionada a solu¢do de MTT em seu lugar, retornando os pogos as incubadoras. O meio
de MTT ¢ entdo retirado e em seu lugar ¢ colocado um solvente apropriado para a
solubilizacao dos cristais de formazan, como DMSO. Por fim, a absorbancia da solucao
pode ser quantificada por espectrofotometria, em comprimentos de onda proximos a 560
nm. A redu¢ao na absorbancia em relagdo ao controle indica diminui¢ao da viabilidade
celular, refletindo efeitos citotoxicos do composto avaliado. A Figura 16 ilustra o processo

experimental dessa técnica.
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Figura 16 - esquema do processo experimental da citotoxicidade por meio de ensaio de
MTT.
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Uma das principais vantagens do ensaio de MTT ¢ sua sensibilidade para detectar
alteragdes precoces na viabilidade celular, antes mesmo do aparecimento de sinais
morfologicos evidentes de morte celular. Além disso, 0 método ¢ amplamente aplicavel a
diferentes tipos celulares, incluindo linhagens tumorais, sendo frequentemente

empregado em estudos de toxicidade, farmacologia e avaliagio de biomateriais'®1% .

2.4 Métodos computacionais

A fim de complementar e dar suporte para os resultados obtidos
experimentalmente, métodos computacionais se tornam atrativos e eficazes, uma vez que
permitem a diferenciagdo mais completa de dados e simulam com éxitos as propriedades
estruturais e eletronicas das moléculas. Dentre esses métodos encontram-se a projecao

IDMAP, responsavel por diferenciar dados; a modelagem molecular, que permite calcular
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a energia de um sistema com duas moléculas adsorvidas; e a dindmica molecular, que
permite o estudo da cinética de uma estrutura molecular quando na presenca de um analito
desejado. A combinacao de experimentos e simulagdes de dindmica molecular permite
elucidar o mecanismo de interagdo entre pesticidas e sistemas miméticos da membrana
celular. Por exemplo, Felsztyna et al.'%” observaram a interagio entre o inseticida fipronil
e monocamadas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), com resultados de simulagdo
indicando que as moléculas do pesticida estao localizadas entre o grupo de glicerol e as

cadeias de hidrocarbonetos do lipidio, corroborando os resultados experimentais.

2.4.1 Projecdo IDMAP

A projecdo IDMAP (do inglés Interactive Document Map) ¢ uma técnica que
complementa a interpretacdo de dados pela semelhanga entre os mesmos, reduzindo
gréaficos (ou um conjunto de dados de uma mesma natureza) em pontos dispostos em um
plano, como exemplificado na Figura 17. Dessa forma, a dificuldade em se analisar a
diferencga entre dados que, através da percep¢ao visual parecem semelhantes para quem
analisa, ¢ sanada uma vez que a projecdo leva em considerag@o apenas a distincia entre
os pontos, na qual quanto menor a semelhanga entre os dados, maior a distancia, e vice e

versa! 98109,

Nesse sentido, a técnica utiliza a fungdo injetora f:X->Y para minimizar [5(x;,X;)
—d(f(xi), f(xj))| = 0, Vx;, xj € X, onde X € o conjunto de dados dado por {x1, x2, ..., xn}
e d(xi,Xj) € a distincia entre os dados “1” e “j”. Ja os valores correspondentes dos dados
para a proje¢do sao dados por Y = {y1, y2, ..., yn}, onde d(yi, y;) € a distancia entre os

pontos para as medidas projetadas. Uma representacdo dos dados tratados ¢ dada na

Figura 17, na qual os pontos possuem cores correspondentes a isoterma de mesma cor, €
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cada aglomerado de pontos, chamados de clusters, correspondem a isotermas de mesma
natureza (ou seja, mesma composi¢ao € mesmo sistema sem ou com analito). No caso da
distancia entre os pontos, tanto alteragdes no perfil do dado original quanto

deslocamentos entre esses dados, como por exemplo nas isotermas, sao levados em conta.

Figura 17 - exemplo de projecao IDMAP mostrando clusters referentes as isotermas m-A
em diferentes subfases. Cada ponto em um cluster representa uma isoterma.
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Na literatura essa técnica ¢ comumente utilizada para diferenciar espectros
referentes a sensores, nos quais uma ampla gama de dados, inicialmente similares ao olhar
humano, ¢ analisada, e pequenas diferencas podem ser reveladas pela projecao,
reforgando a utilidade do IDMAP!'%!3, Porém a aplicacdo da proje¢do em isotermas 7-

A também se mostra efetiva, uma vez que mesmo ndao havendo deslocamentos
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expressivos nas curvas de determinado sistema, diferengas nao perceptiveis podem ser

apontadas pela distancia entre os pontos®!.

2.4.2 Modelagem molecular

A modelagem molecular ¢ uma técnica que consiste em um conjunto de
ferramentas utilizadas para construir e visualizar sistemas moleculares com o intuito de

114 Nesse sentido, a técnica

predizer a conformagao e possiveis interagdes entre moléculas
se baseia na mecanica classica, levando em conta a estrutura como um conjunto de esferas
ligadas por molas. O método da Teoria Funcional de Densidade (DFT — Density
Functional Teory) € atrativo nas modelagens moleculares por considerar a densidade
eletronica em seus célculos'!®, permitindo o estudo em transporte de carga, interfaces

entre moléculas e sistemas biologicos!'!6.

Além disso, o uso de DFT em conjunto com outras técnicas computacionais
permitem o estudo mais detalhado na interagcao entre moléculas. O CAFI (Condensed-to-
Atoms Fukui Index) permite inferir as interacdes moleculares envolvendo os orbitais
moleculares de fronteira dos compostos, indicando sitios reativos das moléculas em
relacdo a agentes externos nucleofilicos e eletrofilicos (f" e f, respectivamente)'!’. J4 o
mapeamento MEP (Molecular Electrostatic Potential)!'® permite inferir interagdes
eletrostaticas ao indicar regides ricas ou ndo em elétrons e energias de adsorgao,

respectivamente.
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2.4.3 Dinamica molecular

As simulagdes de dinamica molecular sdo utilizadas para prever como cada atomo
ou molécula se comporta ao longo de um tempo determinado, levando em conta
mudangas conformacionais, ligagdes e posi¢do de atomos em uma estrutura pré-
definida!’. Essas simulagdes sdo utilizadas para interpretar ou prever resultados
experimentais, sendo um 6timo suporte para definir a dindmica de uma interacdo entre
duas moléculas de interesse. Karplus e McCammon'?° apontam trés principais usos para
esse tipo de calculo computacional. O primeiro utiliza a técnica para calcular o espago
das configuragdes em um sistema, enquanto a segunda aplicacdo visa descrever um
sistema em equilibrio, que inclui parametros estruturais, de movimento e
termodindmicos. Ja a terceira aplicacdo tem como objetivo descrever a dindmica das
moléculas levando em conta o desenvolvimento da movimentagdo das mesmas ao longo
do tempo. Nesse contexto, o uso da dinamica molecular ¢ atrativo para definir a interagdo
entre moléculas de interesse com, por exemplo, estruturas bioldgicas como bicamadas

lipidicas.

Nesses calculos, as moléculas sao tratadas como particulas mantidas por forcas
harmonicas ou elasticas, e as interagcdes entre essas particulas sdo mantidas por uma
somatoria das energias potenciais totais do sistema (Vr), como descrito por Namba et
al.'?!. Essa somatoria leva em conta as energias para dtomos ligado, como comprimento
e angulos de ligagdo, e para atomos nao ligados, como interagdo de van der Waals e de
Coulomb. Para calcular a posicao da particula apds determinado tempo, a série de Taylor
(Equacao 7) ¢ utilizada como tratamento numérico, onde r(t) € a posicdo inicial da
particula, dr/dt é a velocidade da particula e d’r/dt é a aceleragdo da mesma (sendo esses

trés termos conhecidos), e At é o intervalo de tempo'?!.
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dr d?r At? o
r(t + At) _r(t)-l_EAt-l_FT-l_m Equagédo 7

A técnica de Dinamica Molecular utiliza diversos pacotes de programas, como

CHARMM e GROMOS'?, e 0 AMBER22'??, utilizado neste trabalho.
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3.1 Objetivos

Este trabalho teve como objetivos gerais:

* A determinacao dos efeitos do acefato, diuron e seu coquetel sobre monocamadas
(Filmes de Langmuir) e bicamadas (GUVs e LUVs) lipidicas compostas por sistemas

ternarios aplicadas como modelo da membrana celular de mamiferos.

* A deteccao do acefato, incialmente planejado via espectroscopia vibracional (SERS —
do inglés surface-enhaced Raman scattering), no que nao obtivemos €xito, mas que foi
possivel por meio de colorimetria utilizando nanoparticulas de ouro modificadas com L-

cisteina.

Tais objetivos foram atingidos por meio dos seguintes objetivos especificos:

1) Interagdes dos pesticidas com monocamadas lipidicas:

a) Estudo dos efeitos do acefato e diuron em monocamadas ternarias compostas
de POPC/Col/SM na proporgao 70/20/10 em mol%, bem como para monocamadas dos

lipidios isolados, por meio de isotermas m-A e modulo de compressibilidade;

b) Estudo das intera¢des dos pesticidas em nivel molecular com as monocamadas

ternarias ou dos lipidios isolados via PM-IRRAS.

c) Investigagdo de mudangas morfoldgicas das monocamadas terndrias na

presenca da mistura dos pesticidas acefato e diuron.

i1) Interagdes com bicamadas lipidicas:

a) Estudo de mudangas morfologicas através de microscopia por contraste de fase
promovidas pelos pesticidas acefato e diuron, isolados ou em mistura, em GUVs ternarias

de POPC/Col/SM.
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b) Estudo da formacdo das GUVs ternarias ja na presenga da mistura dos

pesticidas.

c¢) Estudo da interagdo entre acefato ou diuron com LUVs ternarias por meio de

Calorimetria por Titulagdo Térmica.

Além dos objetivos supracitados envolvendo sistemas miméticos da membrana
celular, os estudos das interagdes pesticida/lipidios foram realizados também por meio de
métodos computacionais, como DFT e Modelagem Molecular a fim de complementar os

resultados experimentais.

ii1) Detecgdo do acefato por meio de colorimetria:

a) Determinar a agregacao de nanoparticulas de ouro na preseng¢a de L-cisteina em
diferentes concentragdes nas temperaturas de 24, 37 e 50 °C por diferentes periodos de

exposicao;

b) Avaliar os efeitos do acefato sobre a agregacdo do sistema nanoparticulas+L-

cisteina;

c) Construir curvas analiticas e faixa linear para o sistema nanoparticulas+L-
cisteina com diferentes concentragoes de acefato e determinar o Limite de Deteccao

(LOD) e o Limite de Quantificacdo (LOQ) do sistema.

Além dos objetivos citados, também foi realizado o estudo de viabilidade celular
de células da linhagem Hep-2 na presenga de acefato, diuron e de seu coquetel por meio

de ensaio de MTT, avaliando a porcentagem de células afetadas pelos pesticidas.
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Capitulo 4 — Materiais e métodos
4.1 Materiais

O lipidio POPC foi adquirido da Avanti Polar Lipids, enquanto o Col e a SM foram
obtidos da Sigma-Aldrich. Os pesticidas acefato e diuron foram adquiridos da Sigma-
Aldrich, assim como a glicose € o alcool polivinilico (PVA — MM: 146.000—186.000),
utilizados na formagdo das GUVs. J& a sacarose foi comprada da Synth. Os materiais
utilizados no estudo da deteccdo do acefato via colorimetria (HAuCls, citrato de sodio e
L-cisteina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. As células Hep-2, disponibilizadas pelo
grupo de pesquisa do Prof. Dr. Pedro Henrique Benites Aoki, foram obtidas através do
banco de células do Rio de Janeiro (ref. 0101, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Tais células
foram cultivadas em meio de cultivo DMEM F12 (Sigma-Aldrich) suplementado com
soro fetal bovino, antimicdticos e antibidticos. As solucdes de acefato, glicose e sacarose
foram preparadas com agua ultrapura (sistema Milli-Q, resistividade de 18,2 MQ-cm),
enquanto as solugdes-estoque de diuron e dos lipidios foram preparadas com metanol e
mistura de cloroformio com metanol (7:3, v:v), respectivamente. Para o estudo de
detecgdo, todas as moléculas utilizadas foram solubilizadas em agua ultrapura. Ja para o
estudo in vitro, os pesticidas foram solubilizados na mesma solugdo de cultivo das células.

Todos os materiais eram de grau analitico (> 90%).

4.2 Monocamadas de Langmuir
4.2.1 Isotermas m-A

Os filmes de Langmuir foram formados em uma cuba de Langmuir da marca KSV
com capacidade para 30 mL de subfase aquosa. Aliquotas das solugdes estoque a 1 x 10"

3 mol/L de POPC, colesterol, esfingomielina ou da mistura ternaria POPC/Col/SM na
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proporcao 70/20/10 mol% diluidos em mistura de cloroférmio:metanol 3:2 (v:v) foram
espalhados sobre a subfase. Apds 15 minutos (tempo necessario para a evaporagao
completa do solvente), as barreiras foram comprimidas simetricamente a uma velocidade
de 10 mm/min, sendo obtida assim a isoterma de pressdo de superficie vs. area molecular
média (m-A). Os filmes ternarios foram obtidos em subfases de dgua ultrapura e dos
pesticidas diuron e acefato (ambos na concentracio de 0,25 x 10 mol/L), além do
coquetel acefato/diuron (0,125 x 10 mol/L de cada pesticida, totalizando 0,25 x 10
mol/L). J& as monocamadas dos lipidios POPC, colesterol, esfingomielina foram
formadas sobre subfase de agua ultrapura ou do coquetel dos pesticidas. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata a uma temperatura de ~23 = 1 °C.

4.2.2 Médulo de compressibilidade (Cs™)

O moddulo de compressibilidade foi calculado a partir dos dados obtidos referentes
as isotermas m-A para os seguintes sistemas: monocamadas ternarias em subfase de agua
ultrapura, acefato, diuron ou coquetel; e monocamadas dos lipidios isolados em subfase
de 4gua ultrapura ou coquetel. Para obter o valor de Cs™!, a seguinte equacio foi utilizada,

onde 7 ¢ a pressdo de superficie, A é a area molecular média e T ¢é a temperatura'?’:

Cs71= -4 (—)T Equacdo 8

Apos os calculos, os valores de Cs™! referente a pressdo de superficie de 30 mN/m

foram analisados, uma vez que esse valor remete a pressao lateral natural das membranas

presentes nas células dos mamiferos'**!%,
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4.2.3 Espectros PM-IRRAS

Os espectros PM-IRRAS foram obtidos com um espectrofotometro modelo PMI
550, da KSV Instruments, que estd sob supervisdo do Prof. Dr. Osvaldo Novais de
Oliveira Jr., no IFSC (USP — Sao Carlos). As solugoes dos lipidios POPC, colesterol ¢
esfingomielina, bem como a mistura ternaria, foram espalhadas na subfase em uma cuba
de Langmuir, obedecendo o mesmo procedimento realizado para o item 4.1.1. As
monocamadas foram comprimidas até atingir a pressao de 30 mN/m, e os espectros foram
coletados no intervalo de 800 a 4200 cm™!, com angulo rasante de 80°, a uma temperatura
de ~23 + 1 °C. Antes do registro de cada espectro das monocamadas, foram obtidos os
backgrounds das respectivas subfases (de agua ultrapura ou contendo os contaminantes).
Foram registrados os espectros da monocamada terndria em agua ultrapura, diuron,
acefato e coquetel, nas mesmas concentragdes utilizadas para as isotermas n-A, além dos
espectros de POPC, colesterol ou esfingomielina subfase de 4gua ultrapura ou coquetel.

Todas as medidas foram realizadas com 600 scans.

4.2.4 Calculos tedricos e modelagem molecular

Célculos de estrutura eletronica foram realizados para as moléculas de acefato,
diuron, POPC, SM e Col a fim de se avaliar reatividades locais, potenciais eletrostaticos
e energias de adsorc¢ao. Os calculos foram realizados por teoria do funcional de densidade
(DFT — Density Functional Theory) usando as fungdes de relagdo de troca B3LYP34!26-
129" ¢ CAM-B3LYP!* para sistemas isolados e adsorvidos, respectivamente. O conjunto
de bases a 6-31G(d,p) foi selecionado para todos os atomos e o solvente (agua) foi

simulado através do método do continuo polarizavel (PCM — Polarizable Continuum

Method)'3!. As otimizagdes de geometria foram realizadas utilizando o pacote
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6132

computacional Gaussian 16'*2, enquanto o Orca 4.0'** foi usado para determinar as

energias de adsorgao.

As reatividades locais dos compostos foram avaliadas utilizando-se indices de
Fukui condensados aos dtomos (CAFI)!3#!35 ¢ mapas de potencial eletrostatico molecular
(MEP — Molecular Electrostatic Potential). Os CAFIs, derivados da DFT, foram usados
para examinar interagcdes moleculares envolvendo os orbitais de fronteira das moléculas.
Eles permitem identificar os sitios mais reativos das moléculas em termos de agentes
eletrofilicos (f 7) e nucleofilicos (f *) externos!!’. Por outro lado, os mapas MEP foram
utilizados para identificar regides moleculares ricas ou deficientes em elétrons, a fim de
prever interagdes eletrostaticas. Os CAFIs foram obtidos através de diferengas finitas
considerando os atomos neutros, anidnicos e catidnicos, conforme descrito em outros
estudos!* 138 O método de particdo de Hirshfeld foi utilizado a fim de evitar indices

139,140

negativos e os mapeamentos MEP foram projetados a partir das cargas atomicas,

estimadas pelo esquema CHelp'*!.

Os sistemas adsorvidos (pesticida + lipidio) foram analisados por meio da
aproximacao DFT/CAM-B3LYP/6-31G(d,p)/PCM para determinar as energias de
adsorc¢ao e as mudangas em CAFI e MEPs. As estruturas dos sistemas foram inicialmente
construidas alinhando as regides carregadas negativamente e positivamente dos pesticidas
com os lipidios. Para estimar as energias de adsor¢do, a diferenca nas energias totais entre
os compostos adsorvidos e os compostos isolados foi considerada, tanto antes quanto apos
a adsorcao, eliminando o erro de superposi¢ao do conjunto de bases (BSSE — Basis Bet
Superposition Error) pelo método de contraposicdo'*?. Tais calculos foram realizados
pelo Dr. Orisson Ponce Gomes (UNESP — Bauru) e pelo Prof. Dr. Augusto Batagin-Neto

(UNESP — Itapeva).
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4.2.5 Microscopia por angulo de Brewster (BAM)

Os experimentos realizados para a captura das imagens de morfologia das
monocamadas foram obtidos utilizando um equipamento da marca Accurion Nanofilm
EP4 (Goettingen, Alemanha) acoplado & uma cuba de Langmuir (KSV, Helsinki,
Finlandia), ambos sob supervisdo do Prof. Dr. Osvaldo Novais de Oliveira Jr., no IFSC
(USP — S3o Carlos). A solu¢do da mistura ternaria foi espalhada em subfase de dgua
ultrapura ou do coquetel, seguindo o procedimento da secdo 4.1.1. Apds a evaporacio do
solvente, o laser do equipamento (658 nm) foi incidido na interface ar/agua com angulo
de incidéncia de 53.1° (angulo de Brewster), ¢ uma camera CCD (charged-coupled-

device) ¢ utilizada para capturar as imagens em diferentes pressoes de superficie.

4.3 Bicamadas lipidicas e sistema in vitro

4.3.1 Formagao e observacao de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)

As GUVs compostas pela mistura POPC/Col/SM (70/20/10 mol%) foram
formadas pelo método gel, descrito por Weinberg et al.?®. Primeiramente, 500 pL de uma
solucao de PVA (élcool polivinilico, Sigma-Aldrich, com MM: 146.000 - 186.000 g/mol)
de concentragdo 1 x 10 mol/L foram adicionados a um béquer de 5 mL com fundo plano.
Apos a formagdo do filme de PVA, realizada colocando o sistema em uma estufa a 50 -
70 °C, 10 pL da solugdo da mistura ternaria (1 x 10 mol/L) foram espalhados sobre o
filme e o sistema foi deixado por 1 hora em véacuo para a evaporacdo completa do
solvente. Por fim, o filme lipidico foi hidratado com uma solucdo de sacarose (0,2 mol/L)
pré-aquecida a 60 °C (temperatura acima da transi¢io de fase da SM>!14%) e o sistema foi
deixado em banho aquecido (aquecedor da marca Lauda) por 1,5 hora, até que se

formassem as GUVs. O esquema da formacao ¢ mostrado na Figura 18.
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Figura 18 - esquema da formagdo em gel das vesiculas unilamelares gigantes (GUVs).

Solugao de sacarose

Solugdo lipidica,, / /
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Para a visualizagao das vesiculas, 50 uL da solugdo contendo as GUVs foram
adicionados a 200 pL de solucdo de glicose (0,2 mol/L) ou solucdo de glicose na mesma
concentragdo contendo os pesticidas diuron, acefato ou sua mistura (todas a 4 x 10
mol/L). As osmolaridades de ambas foram medidas por meio de um osmdmetro
(Osmomat 3000, Gonotec, Alemanha) a fim de evitar diferengas de concentragdo entre o
meio interno e o meio externo das vesiculas. Assim, toda mudanca morfologica ndo ¢
atribuida a diferengas de osmolaridade. Para a anélise das GUVs ternarias formadas ja na
presenca dos pesticidas, as vesiculas foram hidratadas com solucio do coquetel (4 x 10
mol/L) diluida em solugdo de sacarose (0,2 M), e 50 puL da suspensao foram adicionados
a 200 uL de solucao de glicose para a visualizagdo. As imagens por contraste de fase
foram obtidas através de um microscopio Optico da marca NikonC2/C2si Eclipse Ti-E
(Kyoto, Japao), usando uma objetiva de 40x, NA 0,6. Videos de 30 minutos foram
gravados e, no fim de cada observacao, foram capturadas imagens das vesiculas em

diferentes regides para analise quantitativa (explicada detalhadamente nos resultados).
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4.3.2 Formagao de vesiculas unilamelares grandes (LUVs) e medidas de ITC

A fim de obter as LUVs para a analise em ITC, filmes de POPC, SM ou mistura
ternaria foram formados em um tubo de ensaio, secando-se as solucdes estoque com fluxo
continuo de N> enquanto o tubo era submetido a agitagdo vortex. Os filmes foram entdo
submetidos a vacuo por 1 hora a fim de evaporar qualquer residuo de solvente presente
no mesmo. Apos a secagem, os filmes lipidicos foram hidratados com 1 mL de agua
ultrapura, resultando na concentracdo final de lipidio igual a 20 mM, e o sistema foi
levado ao vortex por 2 minutos. As suspensoes lipidicas foram entdo extrusadas 21 vezes
em uma miniextrusor Avanti, equipado com membranas de policarbonato (Whatman,
Sigma Aldrich) com poros de 100 nm de diametro, formando, por fim, as LUVs. Para a
obtencdo das LUVs de SM pura ou a mistura ternaria, os procedimentos de hidratacio e
extrusdo foram realizados a temperaturas superiores a temperatura de transi¢ao de fase do
esfingolipidio (= 40 °C), a fim de garantir a fluidez adequada da bicamada durante a

formacao das vesiculas.

As medidas de ITC foram realizadas em um equipamento VP-ITC, da MicroCal,
sob supervisao da Profa. Dra. Karin do Amaral Riske (Unifesp - SP). Neste equipamento,
a cela de referéncia foi preenchida com agua ultrapura e a cela de medida, com solugdo
de acefato ou diuron, em concentracdes de 0,2 ou 0,4 mM. A seringa do equipamento foi
preenchida com as suspensdes de LUVs de POPC, SM ou mistura ternéria, e aliquotas de
10 uL da suspensdo foram injetadas a cada 10 minutos na cela da amostra. As medidas
foram realizadas a 25 °C para todas as composicoes lipidicas. Adicionalmente,
experimentos a 50 °C foram conduzidos para as LUVs de SM, de modo a investigar a

interacdo acima da temperatura de transicao de fase do esfingolipidio.
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4.3.3 Dinamica molecular

Simulagdes de dindmica molecular (DM) foram realizadas utilizando o programa
AMBER22!?2 em uma bicamada hidratada de POPC na presenca de diuron ou acefato em
diferentes concentragdes. As interacdes em nivel atomico foram descritas usando os
parAmetros LIPID21'** para as bicamadas, FF19SB'% para as moléculas de 4gua e
GAFF?2 para o diuron e acefato. A bicamada de POPC contendo 100 lipidios por camada
foi preparada usando o servidor web CHARMM-GUI'#, sendo equilibrada até alcancar
os valores experimentais relatados para a area por lipidio. Para preparar as moléculas de

6'4" no nivel de teoria HF/6-

diuron e acefato para as simulagdes foi utilizado o Gaussian 1
31G* para otimizar e calcular seus potenciais eletrostaticos (ESP). Posteriormente, as
cargas RESP (restrained electrostatic potential) foram determinadas usando o programa

antechamber, e os parametros ausentes do campo de forca GAFF2 foram obtidos com o

programa parmchk.

Duas propor¢des de pesticida-lipidio foram simuladas: 1:200 e 5:200. Para a
configuragdo inicial dos sistemas, todos os pesticidas (acefato ou diuron) foram colocados
no meio aquoso. As energias das estruturas iniciais foram minimizadas e aquecidas até
296 K, sendo seguido pelo equilibrio dos sistemas por 3ns. Por fim as dindmicas foram
simuladas por 200 ns para os sistemas do POPC na auséncia ou presenga de diuron ou
acefato nas duas proporcdes pesticida-lipidio, sendo os resultados analisados pelo
programa CPPTRAJ'* e as imagens preparadas por VMD 1.9.4a55'%. As interagdes
eletrostaticas de longo alcance foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh-
Ewald"°. A interagiio entre o diuron ou o acefato com o POPC foi quantificada por meio
de calculos da Fungdo de Distribuicao Radial (RDF), que fornecem informagdes sobre a
distribuicao espacial das moléculas de pesticida em relagdo a bicamada lipidica de POPC.

Esta etapa foi realizada pelo Prof. Dr. Danilo da Silva Olivier (Universidade Federal do
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Norte do Tocantins - UFNT) e pelo Prof. Dr. Marcos Serrou do Amaral (Universidade

Federal do Mato Grosso do Sul — UFMS).

4.3.4 Ensaios de MTT para avaliagao de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada no laboratdrio sob supervisao do Prof. Dr. Pedro
Henrique Benites Aoki (Unesp — Assis), por meio do ensaio colorimétrico de MTT
utilizando a linhagem celular HEp-2 (carcinoma epidermoide laringeo humano). Tal
linhagem ¢ utilizada em testes citotoxicos devido a sua disponibilidade, fenotipo estavel,

vida 1til ilimitada e facilidade de manipulagdo'>!

. As células foram semeadas em placas
de 96 pocos (4 x 10* células por pogo), em meio de cultura apropriado, e incubadas em
condi¢cdes padrao (37 °C, atmosfera umidificada com 5% de CO-) até a adesdo celular.
ApoOs a etapa de adesdo, o meio de cultura foi substituido por meio contendo acefato,
diuron ou a mistura acefato/diuron nas concentragdes de 0,25 x 107> mol/L (utilizado nas
monocamadas), 4,0 x 10* mol/L (utilizado nas bicamadas) e 3,86x10”7 mol/L (limite
maximo de residuo do diuron em 4gua). Uma vez que a solug¢do estoque do diuron foi
solubilizada em metanol, foi incluido um controle de solvente (metanol - Cmet), contendo
a mesma propor¢ao final de metanol presente nos pogos tratados com diuron a fim de
avaliar eventuais efeitos do solvente sobre a viabilidade celular. Foram empregados
também o controle de vida (CV), no qual foi adicionado o meio de cultura, e o controle
morte (CM), no qual foi adicionada dgua ultrapura. Apds os periodos de exposi¢do aos
tratamentos (1h, 24h, 48h e 96h), os meios de controle e os meios contendo os pesticidas
foram trocados por 100 pL de solugdo de MTT e a placa foi incubada por 2 horas para a
formagdo dos cristais de formazan. Em seguida, o MTT foi removido e os cristais

formados foram solubilizados em 50 pL de DMSO em cada pogo. A absorbancia foi

medida em um leitor de microplacas Multiskan FC, no comprimento de onda de 560 nm.
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A viabilidade celular foi expressa como porcentagem em relacdo ao controle de vida,

considerando 100% como as células ndo expostas aos pesticidas.

4.3.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos resultados obtidos na contagem das GUVs e na
viabilidade celular foram realizadas no software jamovi'*?, sendo os grupos comparados
pelo método ANOVA a um fator, usado para verificar se trés ou mais grupos
independentes (por exemplo, grupos controle e expostos aos pesticidas) apresentam
médias estatisticamente iguais para uma mesma variavel dependente (viabilidade celular,

mudangas morfologicas)!*?

. A homogeneidade de variancias foi verificada por meio do
teste de Levene, que testa a hipotese de igualdade das varidncias entre os grupos
experimentais. Neste caso, um p-valor inferior ao nivel de significancia (p < 0,05) sugere
heterogeneidade de variancias, enquanto um p-valor igual ou maior ( p > 0,05) sugere
homogeneidade!>*!>3. Nos casos em que se observou homogeneidade, foi aplicado o teste

post-hoc de Tukey (HSD), enquanto o teste de Games—Howell foi utilizado nos casos em

que se observou heterogeneidade de variancias'>®.

O p-valor apos o teste post-hoc representa a probabilidade de se observar um
resultado tao extremo quanto o obtido (ou mais extremo), assumindo que a hipdtese nula
(hipotese de que ndao ha diferenga estatistica entre os grupos comparados) seja

verdadeira'’

. Assim, valores de p < 0,05 indicam evidéncia estatistica suficiente para
rejeitar a hipotese nula, enquanto valores de p > 0,05 sugerem que ndo ha evidéncia
estatistica para afirmar a existéncia de diferenca entre os grupos'*®. E importante destacar
que o p-valor ndo mede a magnitude do efeito, devendo ser interpretado em conjunto com

a anélise experimental e o contexto do estudo'’.
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4.4 Detecc¢ao do acefato via colorimetria

As AuNPs foram sintetizadas baseadas pelo método descrito por Turkevich et
al.'®. Inicialmente, 20 mL de uma solugdo de HAuCls (1 mM) foram aquecidos sob
agitacdo constante. Apds atingir o ponto de ebuli¢do, 2 mL de uma solu¢ao de citrato (1%
em massa) foram adicionados a solucdo. A cor da solu¢do mudou de transparente para
preta e, por fim, vermelho-rubi, indicando a formagao das nanoparticulas. A mistura foi
entdo mantida sob agitacdo por 30 minutos e, em seguida, retirada do aquecimento até
atingir a temperatura ambiente. A sintese foi armazenada na geladeira, em temperatura ~

4°C, para usos posteriores. A Figura 19 esquematiza o processo da sintese.

Figura 19 - processo de sintese das nanoparticulas de ouro.

30 min sob agitagdo e

temperatura constante Resfriamento ?m
temperatura ambiente

' . Adigao de 2 mL da
Solugéo de HAuCl, solugdo de citrato

(1 x 10 mol/L — 20 mL) (1% m:m)

As AuNP sintetizadas foram inicialmente analisadas por espectroscopia de
extingao no UV-Vis a fim de verificar a banda plasmonica. Nessa etapa, 250 pL do coloide
foram diluidos em agua ultrapura. Em seguida, diferentes concentragcdes de L-cisteina
foram adicionadas as AuNP, totalizando 500 pL de solucdo, e as amostras foram

submetidas a agitacdo em vortex por 10 segundos. Posteriormente, as solu¢des foram
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novamente analisadas por UV-vis na faixa de 400 a 900 nm para investigar a agregacgao ¢
as alteracdes na banda plasmonica, nos tempos de 0 e 24 horas. As nanoparticulas puras
e modificadas com L-cisteina também foram caracterizadas por espectroscopia de
absor¢ao no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR — Perkin Elmer Spectrum
One equipado com acessorio de refletancia total atenuada — ATR), com o objetivo de

confirmar a ligagdo do aminoacido as nanoparticulas.

Para investigar os efeitos do acefato na agregacdo das AuNP, trés temperaturas
diferentes foram escolhidas: 24 °C, 37 °C e 50 °C. Inicialmente, solu¢des de AuNP, L-
cisteina e acefato foram aquecidas até atingirem as temperaturas desejadas. Em seguida,
quatro amostras foram preparadas: AuNP puras; AuNP + acefato (concentracdo final de
1 x 10 mol/L); AuNP + L-cisteina; e AuNP + L-cisteina + acefato. Para a amostra com
o pesticida, a solugdo de acefato foi adicionada as AuNPs+L-cisteina e o sistema foi
levado ao vortex por 10 segundos. Cada amostra apresentou um volume final de 500 uL.
As medidas de UV-Vis foram realizadas para cada amostra nos tempos de 10, 30, 60, 90,

120 e 240 minutos com as amostras sendo retornadas ao aquecimento entre as medigoes.

Para avaliar a capacidade do sistema em detectar acefato, seis amostras contendo
AuNP + L-cisteina + acefato, com diferentes concentragdes do pesticida (1 x 10 mol/L,
0,8 x 10° mol/L, 0,6 x 10° mol/L, 0,4 x 10° mol/L, 0,1 x 10°® mol/L e 0,01 x 10 mol/L),
foram incubadas a 50 °C e analisadas por UV-vis nos mesmos intervalos de tempo
descritos anteriormente. Os experimentos foram realizados no laboratorio do Prof. Dr.
Ludovico Valli, sob supervisao da Profa. Dra. Simona Bettini, na Universita del Salento,

Lecce, Italia.
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Capitulo 5 - Resultados e discussao: monocamadas de Langmuir
5.2 Resultados de isotermas 7-A e mddulo de compressibilidade

Inicialmente, foram formados filmes de Langmuir da mistura lipidica
POPC/Col/SM (70/20/10 em mol%) em subfase de é4gua ultrapura, solucdes dos
pesticidas acefato ou diuron (ambas a concentragiio de 0,25 x 10 mol/L) ou do coquetel
acefato+diuron (Ace/Diu - concentragio final da mistura: 0,25 x 10~ mol/L). A Figura
20-A mostra as isotermas 7m-A referentes a média das triplicatas da mistura ternaria na
auséncia e presenca dos pesticidas isolados ou em coquetel, bem como a curva obtida na
compressao das barreiras somente com as subfases dos analitos na auséncia das
monocamadas lipidicas. J& a Figura 20-B traz os mddulos de compressibilidade das

isotermas obtidas.

Figura 20 - A: isotermas n-A da mistura lipidica ternaria POPC/Col/SM (7/2/1 em mol
%) na auséncia (em preto) e presenca dos pesticidas acefato (tracejado — verde); diuron
(tracejado — magenta); e coquetel Ace/Diu (tracejado - vermelho). As linhas tracejadas
em cada curva representam a area extrapolada (Acx) referente a regido condensada da
1soterma (moléculas lipidicas mais empacotadas). Atividade superficial da subfase com
acefato ou diuron a 0,25 x 10~ mol/L (inset abaixo). B: Curvas do médulo de
compressibilidade (Cs™) das isotermas n-A, destacando o ponto referente a 30 mN/m.
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As isotermas n-A da monocamada ternaria POPC/Col/SM em subfase de agua
ultrapura (Figura 20-A, linha preta) possuem o perfil similar aqueles encontrados na
literatura 161162, A A referente a regidio condensada da isoterma é igual a 69 + 1 A%, com
o colapso da monocamada ocorrendo em 40 = 1 mN/m. Uma vez que ¢ apresentado
apenas um ponto de colapso na monocamada, pode-se assumir que as componentes da
monocamada sdo misciveis entre si, como descrito por Dynarowicz- Latka e Kita!®®. A
compressao das barreiras com subfase de acefato ou diuron sem a presenca de lipidios na
interface ar/agua (Figura 20-A, insef) indica que os pesticidas ndo possuem atividade
superficial. Na presenca de acefato (linha tracejada em verde), a isoterma m-A sofre um
deslocamento de 9 A2 para maiores areas moleculares, similar ao ocorrido com a curva
referente & monocamada na presenca de diuron (7 A? para maiores areas moleculares).
Tal deslocamento indica que as moléculas dos pesticidas se encontram proximas as
cabecas dos lipidios, na interface ar/agua, como descrito por Lemma et al®® para
monocamadas binarias de DOPC/SM na presenca do pesticida picloram. Na presenc¢a do
coquetel Ace/Diu, um deslocamento similar ao ocorrido para os sistemas com o0s
pesticidas isolados ¢ observado (7 A?). Para além do deslocamento, um aumento da
pressdo de colapso da monocamada em ~2 mN/m ¢é notado quando na presencga do

1.°8, em estudos de monocamadas compostas por POPE/POPG (3/1),

coquetel. Pote¢ ef a
POPE/POPG (1/3) e POPC/POPG/TOCL (72,6%/15,8%/11.6%) na presenga de tarpenos
na subfase, atribui o aumento da pressdo de colapso da monocamada a maior estabilidade
da mesma. A Figura A1, presente no Apéndice A, mostra o experimento de relaxacdo da
monocamada, mantendo a pressdo constante e analisando a mudang¢a de area molecular

média com o tempo. Essa técnica permite inferir a estabilidade dos filmes lipidicos, porém

os resultados ndo apresentaram reprodutibilidade entre si, dificultando a andlise.
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Em relacdo ao moddulo de compressibilidade (Figura 20-B), a monocamada
ternaria possui um valor de 144 £ 10 mN/m em relag¢do a pressao de superficie de 30

17 ¢ Gew e Misran’’, diferentes intervalos de

mN/m. Como descrito por Davies e Ridea
valores do Cs! indicam diferentes fases da monocamada, no qual de 10 & 50 mN/m
corresponde a fase liquido-expandida (LE); de 50 a 100 mN/m, fase liquida (L); de 100 a
250, liquido-condensada (LC); e, por fim, acima de 250 mN/m, se tem a fase solida (S).
Portanto, a monocamada composta por POPC/Col/SM se encontra na fase LC quando em
subfase de 4gua ultrapura. J4 em subfases de acefato ou diuron, os valores diminuem para
101 +£9 e 119 = 8 mN/m, respectivamente, e para a subfase do coquetel, diminui para 113
+ 13 mN/m. Essas diminui¢cdes dos valores de Cs' sugerem que, na presenga dos
pesticidas e de sua mistura, o0 empacotamento da monocamada diminui, aumentando sua
elasticidade, como descrito por Felsztyna et al.!” para monocamadas de DPPC na

presenca de fipronil. Apesar dessa mudanga, a monocamada ternaria se encontra na fase

LC para todos os casos.

A fim de averiguar a semelhanca entre as isotermas n-A da mistura terndria nas
quatro subfases, foi plotada a projecao IDMAP (Figura 21), na qual cada isoterma m-A ¢
transformada em um ponto em um plano 2D, sendo a proximidade desses pontos ligada
a semelhanca entre as curvas'6*1%, Cada cluster possui 3 pontos uma vez que para cada
experimento as isotermas m-A foram obtidas em triplicata. Foram utilizadas as areas
referentes as pressoes de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 mN/m de cada isoterma m-A para a

projecao.
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Figura 21 - projecao IDMAP referente as isotermas n-A da monocamada ternaria
composta por POPC/Col/SM (7/2/1) em subfase de agua ultrapura (cluster azul escuro);
acefato (cluster azul claro); diuron (cluster verde); e coquetel Ace/Diu (cluster
vermelho). As distancias sdo representadas pelas linhas pontilhadas com os valores em
pixel, calculados por meio do software Imagel. Inset: triplicatas das isotermas m-A
obtidas para a monocamada ternaria nas distintas subfases.
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A projecao IDMAP (Figura 21) confirma a diferenca entre as monocamadas
ternarias na auséncia € na presenca dos pesticidas, uma vez que o cluster referente a
subfase de agua ultrapura encontra-se distante daqueles referentes a presenga de acefato
(1257 px), diuron (1156 px) ou coquetel Ace/Diu (1117 px). Ja para as distancias entre os
centros dos clusters referentes as monocamadas na presenca dos analitos, tem-se que a
mistura se distancia do diuron em 126 px e do acefato em 220 px, enquanto o acefato se
distancia do diuron em 111 px. A dispersao dos pontos dentro de um mesmo cluster pode
ser atribuida a uma certa irreprodutibilidade das isotermas m-A na regido proxima do
colapso. Os dados de projecao e de isotermas n-A (Figura 20) ndo indicam sinergia na
interagdo com a monocamada em termos de deslocamento ou perfil, uma vez que a

distancia entre os clusters do sistema com coquetel ¢ similar aos valores das distancias
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dos pesticidas isolados. Rubira et al.'®” reportam resultado similar para isotermas de
POPC na auséncia e presenga dos pesticidas imazapic e metil paration. Em termos
farmacéuticos, quando uma mistura de moléculas gera um efeito equivalente a soma dos
mesmos observados separadamente, temos o chamado efeito aditivo, que contrasta com
o sinergético e com o antagonico®>*%1%8 Portanto, os dados de proje¢do e de isotermas -
A (Figura 20) indicam efeito aditivo entre o coquetel e a monocamada ternéria, uma vez
que seu deslocamento nas isotermas equivale aproximadamente a soma dos efeitos do
acefato e diuron separadamente, ¢ a distancia entre os clusters da monocamada na
presenca dos pesticidas isolados (onde ha sobreposi¢cdo) e seu coquetel sao minimas.
Outro método possivel para se constatar o tipo de efeito do coquetel na monocamada ¢
através do grafico de mudanga de area molecular média, reportado por Maximino et al.'®’.
Nesse caso os valores das areas moleculares para diferentes valores de pressao de
superficie para a monocamada terndria na presenca dos analitos individualmente e seu
coquetel sdo comparados a média calculada a partir dos valores de area para a

monocamada ternaria na presenga dos analitos individualmente (Figura 22).
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Figura 22 - mudancgas na area molecular média devido a presenca de acefato (curva
verde); diuron (curva magenta); coquetel (curva vermelha). Em azul: média calculada
para os valores de area obtidos para as monocamadas na presenca de acefato ou diuron

na subfase.
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E possivel notar, na Figura 22, que ambas as subfases com acefato ou diuron
possuem valores similares de drea ocupada por molécula entre as pressoes de 10 e 35
mN/m. A curva referente ao coquetel, em vermelho, ¢ similar a curva referente a média
para os sistemas com os pesticidas isolados, em azul. Essa semelhanga indica que o
coquetel possui efeito aditivo, sendo a soma dos efeitos dos dois pesticidas, reforcando o
resultado obtido pelo IDMAP. Para complementar esses resultados, foram realizados os
estudos de espectroscopia no infravermelho das monocamadas, descritos na se¢ao

seguinte.

A fim de comparar o papel de cada lipidio presente na monocamada ternéria na
interacdo com o coquetel Ace/Diu, isotermas n-A de POPC, Col ou SM foram analisadas

na auséncia e na presen¢a da mistura dos pesticidas, como mostra a Figura 23.
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Figura 23 - isotermas n-A de (A) POPC; (B) Col; (C) SM na auséncia (em preto) e
presenca do coquetel Ace/Diu (tracejado - vermelho). Os insets representam os méodulos

de compressibilidade (Cs™) das isotermas n-A, destacando o ponto referente a 30

mN/m.
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Todas as isotermas m-A na Figura 23 referentes as monocamadas em agua

ultrapura correspondem, em perfil, s encontradas na literatura'®%-170:171

. Na presenc¢a do
coquetel, a isoterma n-A de POPC (Figura 23-A) ¢é deslocada, considerando a Aexi, 7 A2
para maiores areas moleculares (de 76 + 2 A% em 4gua ultrapura para 83 + 2 A2 em subfase
da mistura dos pesticidas). Esse deslocamento ¢ mantido at¢ o fim da compressao,
indicando que os poluentes se encontram na interface ar/agua, proximos as cabegas dos

lipidios, como para a monocamada ternaria. Além disso, um aumento de ~2 mN/m ocorre

na pressao de colapso quando na presenca dos analitos, indicando um aumento na
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estabilidade do filme, como sugerem Rodriguez ef al.'’?> para monocamadas formadas de
um unico tipo de molécula. Em relagdo as monocamadas de Col e SM, nao houve
deslocamentos expressivos referentes a Acxt nas isotermas dos filmes na presenca do
coquetel, aumentando de 40,0 £ 0,2 para42 +2 A2 e de 58,0 + 0,4 para 60 + 1 A2 (aumento
de 2 A2 para ambas), respectivamente. A similaridade dos deslocamentos da isotermas
ternaria (Figura 20) e da isoterma de POPC (Figura 23-A) na presenca do coquetel ¢
esperada devido a maior proporcao do fosfolipidio na mistura lipidica ternaria (70 % em

mol).

Ja com relagdo ao modulo de compressibilidade dos lipidios (insets), nota-se que
o valor obtido para o POPC em 4gua ultrapura referente a pressdao de 30 mN/m (101 £ 7
mN/m) ¢é préximo aos valores reportados na literatura'”®, encontrando-se na fase LE.
Nota-se que monocamada ternaria (fase LC — Figura 20-B) possui menor elasticidade que
a monocamada de POPC, uma vez que a presenca de Col ¢ SM ha um maior
empacotamento do filme. Nao houve mudanca significativa do valor para o POPC
quando em subfase com coquetel (97 £ 6 mN/m), indicando que sua elasticidade nao ¢
afetada pela presenga dos pesticidas. Para a monocamada de Col e de SM, os valores de
Cs! referentes a 4gua ultrapura sdo de 664 + 24 e 136 £ 3 mN/m, respectivamente,

condizente com a literatura'”*

. Esses valores mudam quando analisados para os filmes em
subfase de coquetel, diminuindo para 616 + 47 mN/m no caso do Col, e aumentando para
151 £ 2 mN/m para a SM, indicando um aumento da elasticidade (diminui¢do do
empacotamento) para o esterol e diminui¢do da elasticidade (aumento do

175

empacotamento) para o esfingolipidio’ . Apesar disso, as variagdes nao foram suficientes

para mudar as fases de ambos os lipidios, permanecendo das fases S (Col) e LC (SM).
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5.2 PM-IRRAS das monocamadas de POPC/Col/SM e suas componentes

Os resultados de isotermas n-A discutidos na se¢do anterior indicam que, para a
monocamada de POPC/Col/SM (7/2/1), o coquetel interage de forma aditiva em relagdo
aos pesticidas acefato e diuron isolados. Além disso, foi constatado que a monocamada
de POPC ¢ afetada similarmente ao filme ternario, indicando que este lipidio governa os
efeitos vistos na mistura lipidica, apesar de se encontrarem em fases distintas (POPC —
fase LE; monocamada ternaria — fase LC). Portanto, a fim de investigar os efeitos em
nivel molecular dos pesticidas acefato, diuron e seu coquetel nas monocamadas ternarias
ou compostas pelos lipidios isolados, foram obtidos espectros PM-IRRAS de cada
sistema. A Figura 24 apresenta os espectros PM-IRRAS da monocamada composta por
POPC/Col/SM em subfase de agua ultrapura (linha preta), acefato (linha verde), diuron
(linha magenta) e coquetel Ace/Diu (linha vermelha). Cada valor destacado representa

uma vibracao de uma ligagdo especifica, também indicada na figura.
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Figura 24 - espectros PM-IRRAS da monocamada ternaria composta por POPC/Col/SM
(70/20/10 mol%) representando a regidio das cabecas polares (900-1800 cm™) e da
regido das cadeias de hidrocarboneto (2800-3000 cm™') em subfases de 4gua ultrapura
(linha preta), acefato (linha verde), diuron (linha magenta) e coquetel Ace/Diu (linha
vermelha).
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Inicialmente, observa-se que, na regido da cabega polar (900-1800 cm™) para a
monocamada em agua ultrapura (linha preta), as seguintes bandas podem ser
consideradas: estiramentos simétrico (vsCN'C) e assimétrico do grupo colina (vasCN*C),

em 924 e 965 cm’!, respectivamente; estiramentos simétrico (vsP0O;) e assimétrico do
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grupo fosfato (vasP0O5 ) em 1084 e 1226 cm’!, respectivamente; amida I em 1662 cm™'; e
estiramento do grupo carbonila (vC=0) em 1740 cm'. J4 com relagdo as cadeias de
hidrocarbonetos, nota-se as bandas referentes ao estiramento simétrico e assimétrico do
grupo CH, (vsCH, em 2851 cm e vasCHz em 2922 cm’!, respectivamente). A fim de
comparar os valores obtidos em agua ultrapura e os obtidos na presenca dos analitos, a

Tabela 1 contempla os valores de cada vibragdo para cada subfase.

Tabela 1: modos vibracionais observados nos espectros PM-IRRAS da monocamada
ternaria em subfases de dgua ultrapura, acefato, diuron e coquetel Ace/Diu

Modos Numeros de onda nas respectivas subfases
vibracionais Ague(lclrllllt_rle)lp ura l(%(grelfigo Diuron (cm™) ACS%?E??;J)
vsCN'C 924 930 928 910
vasCN'C 965 967 964 967
vsPO5 1084 1091 1084 1090
vasPO3 1226 1230 1221 1228
amide [ 1662 1669 1670 1656
vC=0 1740 1731 1736 1740
vsCH2 2851 2851 2852 2851
vasCH2 2922 2922 2921 2921

Inicialmente, observam-se deslocamentos referentes ao modulo de vibragao
vsCN'C (924 cm™! em 4gua ultrapura) na presenca de acefato e diuron (6 e 4 cm™! para
maiores valores, respectivamente). Zawisza et al.'’® sugerem que a posi¢do da banda do
grupo indica a conformagio da estrutura O-C-C-N: a banda centrada em ~930 cm! sugere
conformacio trans, enquanto quando centrada em ~910 cm™!, conformagio gauche. Ou
seja, na presenca de acefato ou diuron, o grupo permanece na conformacao trans, assim
como em subfase em agua ultrapura. Ja na presenca do coquetel, a posi¢ao da banda

relacionada ao viCN+C (910 cm™!, 14 cm™! para menores valores em relagio a subfase de
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agua ultrapura) sugere que a estrutura O-C-C-N, diferentemente do observado para as
outras subfases, possui conformacao gauche.

Uma mudanga expressiva ocorre nas intensidades relativas (IR) entre as bandas
de estiramento simétrico e antissimétrico do grupo colina (viCN+C e vasCN+C,
respectivamente). Para a monocamada em agua ultrapura, o valor da IR ¢ de 8,28,
enquanto para as monocamadas em subfase de acefato ou diuron, os valores sao de 1,76
e 1,17, respectivamente. Tal mudanga na intensidade da banda v.,CN+C estd associada a
orientacdo do grupo colina!”’, que em 4gua ultrapura é orientado menos perpendicular a

interface ar/agua'’®

. Além disso, nota-se, para a monocamada na presenca do coquetel,
uma inversdo das bandas referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo
colina, refletindo em uma diminuicao significativa da IR (de 8,28 em 4gua ultrapura para
0,22 na subfase de coquetel), indicando uma verticalizacdo do grupo em relagio ao plano
da interface ar/agua.

Essas mudancas indicam uma possivel interagdo eletrostatica via ion-dipolo entre
o grupo colina positivo da monocamada ternaria com os pesticidas, como visto em um
trabalho anterior entre cabecas catidnicas dos lipidios DPPC, DODAB e DPTAP ¢ o
acefato!’””. Como na presenca da mistura Ace/Diu ambas as mudangas ocorreram
(orientag@o e conformacdo), podemos assumir que, apesar dos resultados das isotermas
indicarem efeito aditivo, o coquetel tem um efeito sinérgico na monocamada quando
analisada em nivel molecular. Tais mudangas sdo representadas na Figura 28, ao final da
discussdo das interagdes lipidio/pesticidas realizadas por meio de modelagem molecular.

Em relagdo a banda referente ao estiramento simétrico do grupo fosfato (vsPO; ),
deslocamentos para maiores comprimentos de onda ocorrem somente para a monocamada

ternaria em subfase de acefato (1091 cm™, 7 cm™! maior que em 4gua ultrapura) e em

subfase de coquetel (1090 cm™!, 6 cm™ maior). J4 em relagio ao estiramento assimétrico
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deste grupo (vasP0O; ), observa-se um deslocamento de 4 cm™' para maiores niimeros de
onda na subfase de acefato (de 1226 para 1230 cm™'), enquanto um deslocamento de 5
cm’! para nimeros de onda menores é observado na presenca de diuron (de 1226 para
1221 cm™). Segundo Zaborowska et al.'®" e Ruiz et al.'®!, deslocamentos dessa banda
sugerem alteragdes da hidratacdo do grupo PO da cabeca dos lipidios: para maiores
valores ha a diminuicao da hidratagdo (menos exposi¢do do grupo a moléculas de agua),
enquanto deslocamentos para menores valores indicam o aumento da hidrata¢ao do grupo
(maior exposi¢do do grupo a moléculas de agua). Portanto, os resultados de PM-IRRAS
indicam a diminui¢do da hidratagdo do grupo PO: na presenca de acefato e um aumento
da hidratagdo desse grupo na subfase de diuron. No entanto, na subfase do coquetel, ndo
foi observada mudanga significativa na posi¢do dessa banda. Nesse contexto, uma vez
que a diminuicdo do empacotamento da monocamada na presenga dos analitos

conduziriam para uma maior hidratacdo do grupo fosfato!*°

, a desidratacdo observada na
presenca do acefato indica que as moléculas do pesticida estdo rodeando este grupo,
diminuindo seu contado com os 4tomos de H da subfase'®?. J4 com relagdo a IR entre as
bandas referentes ao estiramento simétrico do fosfato e o estiramento do grupo glicerol
(vC-0), tanto os pesticidas isolados quanto sua mistura afetam essa regido. Tal interagao
¢ justificada pelas mudancas dos valores, que variam de 0,32 em dgua ultrapura para 0,16
na presenc¢a de acefato, 0,41 na presenga de diuron e 0,23 na presenca do coquetel.

Ceridorio et al.'®?

atribuem a mudan¢a da intensidade da banda de fosfato (aqui
apresentada pelas diferenga de IR) a incorporagao do analito na regido da cabega polar, o
que esta de acordo com os espectros da Figura 24. Um efeito semelhante é observado para
a banda de amida-I (presente nas moléculas de SM), ja que a IR entre as bandas desse

grupo e do fosfato simétrico diminui de 0,67 em dgua ultrapura para 0,48 (acefato), 0,38

(diuron) e 0,29 (coquetel). Além disso, ha um deslocamento dessa banda para maiores
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niimeros de onda para as monocamadas na presenca de acefato e de diuron (7 ¢ 8 cm’!,
respectivamente) e para valores menores na presenga do coquetel (8 cm™). Assim como
visto para o grupo fosfato, o deslocamento dessa banda estd associado a formacao de
ligagdes de hidrogénio na regiao, em que o deslocamento para nimeros de onda maiores
ou menores indica um aumento ou diminui¢do da hidratacio da amida,
respectivamente®'®*. Portanto, na presenca de pesticidas isolados, pode-se observar
desidratacao, enquanto na subfase do coquetel, houve um aumento da hidratagdo do grupo
amida I dos lipidios, indicando que na presenca de acefato e diuron esse grupo fica menos
exposto a subfase, enquanto o contrario ocorre na presenca da mistura dos pesticidas.
Considerando os espectros da regido da cadeia de hidrocarbonetos (2800-3000
cm™'), é possivel notar mudancas na IR entra as bandas referentes as vibragdes simétricas
e assimétricas do CHz (vsCH2/ vasCH2) para a monocamada ternaria na presenga dos
pesticidas isolados e de seu coquetel. As IRs referentes aos espectros do filme em subfase
de acefato e diuron aumentam de 0,20 (4gua ultrapura) para 0,34 e 0,38, respectivamente,
enquanto na presenga do coquetel, o valor aumenta para 0,52. Snyder et al.%* e Geraldo

et al ¥

reporta que diminuigdes ou aumentos dos valores da IR indicam aumento ou
diminuicdo do ordenamento das cadeias de hidrocarbonetos dos lipidios,
respectivamente. Portanto, para todos os casos, hd uma diminui¢do na ordenacgdo das
cadeias, sendo esse efeito mais proeminente nas monocamadas na presenga da mistura
Ace/Diu, reforcando que o coquetel exibe um efeito sinergético no filme lipidico em
termos de interacdo em nivel molecular.

A fim de comparar os resultados de espectroscopia PM-IRRAS da monocamada

composta de POPC/Col/SM (7/2/1), espectros dos lipidios isolados foram obtidos na

auséncia (em preto) e presenca (curvas vermelhas) do coquetel Ace/Diu (Figura 25).
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Figura 25 - espectros PM-IRRAS de monocamadas de (A) POPC; (B) colesterol; e (C)
esfingomielina em subfase de 4gua ultrapura (curvas pretas) e em subfase do coquetel
Ace/Diu (curva vermelha), representando a regidio das cabecas polares (900-1800 cm™)
e da regido das cadeias de hidrocarboneto (2800-3000 cm™).
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Em relagdo aos espectros do lipidio POPC em &gua ultrapura (Figura 25-A), as
bandas de cada modo vibracional condizem com os encontrados na literatura, sendo eles:
vasCN'C em 965 cm™!; vsPO; e vasPO; em 1089 e 1237 cm™'; vC=0 em 1720 cm’; e

vsCHz € vasCHz em 2854 e 2919 cm™!, respectivamente'®

. No que se refere aos grupos
presentes na cabega polar do lipidio na presenca do coquetel (900-1800 cm™'), observa-se
um deslocamento da banda do grupo colina para maiores nimeros de onda (de 965 para
970 cm™ na presenga do coquetel), indicando uma interacao ion-dipolo entre o grupo
polar da cabega lipidica e as moléculas do pesticida. Além disso, a banda referente ao
vasP O, apresenta, na presenca dos pesticidas, um deslocamento de 14 cm™ para menores
valores (1223 cm™), indicando assim a hidratacdo deste grupo'®®, sugerindo que o grupo

esta mais exposto a subfase. J4 a banda referente a vC=0O nao apresentou mudancas

significativas, deslocando de 1720 cm™ em 4gua ultrapura para 1723 cm™! na presenca da
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mistura Ace/Diu. Ja com relacdo as bandas referentes as vibragdes das cadeias de
hidrocarbonetos, uma diminui¢ao de 0,15 da RI das bandas vsCH> e vasCH> (de 0,83 para
0,68 em subfases de agua ultrapura e coquetel Ace/Diu, respectivamente) ¢ observada,
revelando que a presencga dos pesticidas na subfase aumenta o ordenamento das cadeias
alquilicas. Esses resultados mostram que o coquetel interage eletrostaticamente via ion-
dipolo com os grupos colina e fosfato do POPC, afetando, assim, a ordem das cadeias
presentes na calda das moléculas, similarmente ao ocorrido com as monocamadas
ternarias.

Referente ao espectro do colesterol em dgua ultrapura (Figura 25-B), na regido
onde seria especifica da cabeca dos lipidios, ha apenas uma banda localizada em 1060
cm’!, referente ao estiramento vC-O'*", sendo deslocada para 1042 cm™ na presenca do
coquetel (18 cm™! para menores valores). Arima et al.'¥" atribui o deslocamento da banda
para menores numeros de onda ao maior distanciamento entre as moléculas de colesterol,
revelando também o aumento da hidratacdo do grupo, o que se ¢ esperado uma vez que
ha um menor empacotamento da monocamada na presenca do coquetel. J4 o espectro
referente 4 monocamada de esfingomielina (Figura 25-C) em 4gua ultrapura possui as
seguintes bandas, encontradas na literatura: vasCN'C em 974 cm’'; vsPO; € vasPO5 em
1076 € 1220 cm™'; amida I em 1663 cm™'; vC=0 em 1735 cm™'; e vsCHa e vasCH2 em 2851

e 2920 cm™!, respectivamente!'®8

. Na presenca do coquetel, as bandas referentes ao vsPO,
e ao vasPO, deslocam para maiores nimeros de onda (1081 e 1229 cm’,
respectivamente). Esse deslocamento revela uma desidratagdo do grupo fosfato na
presenca dos pesticidas. Além disso, a banda da amida I desloca de 1663 para 1651 cm™,
indicando uma diminui¢do na hidratacdo deste grupo, como o ocorrido com a

monocamada ternaria na presenga do coquetel. Tais resultados sugerem que os pesticidas

se encontram rodeando o grupo fosfato, enquanto deixam o grupo amida mais exposto a
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subfase. Quanto ao IR entre as bandas do estiramento simétrico ¢ assimétrico de CHo,
observa-se a diminui¢do do ordenamento da cadeia alquilica, uma vez que hd um aumento
no valor na presenca do coquetel (de 0,70 em agua ultrapura para 1,03 em subfase de
coquetel).

Em geral, os dados de PM-IRRAS dos lipidios isolados corroboram os espectros
da monocamada ternaria, ja que o coquetel afeta principalmente a regido polar da cabeca
do POPC e do SM, assim como o filme ternario. Além disso, para a monocamada ternaria,
apesar de as isotermas m-A nao mostrarem diferencas na interagdo entre os pesticidas
isolados ou em coquetel, os espectros de PM-IRRAS mostram uma maior interagdo
principalmente com o grupo colina presente na cabeca do lipidio, indicando que a mistura

dos pesticidas tem um efeito sinergético sobre a monocamada.

5.3 Calculos teodricos e modelagem molecular

A fim de confirmar os grupos das moléculas que atuam na interagdo
pesticida/lipidios e determinar a reatividade local dos sistemas isolados ou adsorvidos,
calculos de DFT foram realizados para os pesticidas acefato e diuron, e para os lipidios
POPC, esfingomielina e colesterol. Os calculos foram realizados pelo Prof. Augusto
Bagatin-Neto (Unesp — Itapeva) e pelo Dr. Orisson Ponce Gomes (Unesp — Bauru). Os
mapas coloridos que ilustram os descritores CAFI e MEP de POPC (maior componente
da monocamada ternaria), Col e SM, acefato, diuron, sdo mostrados na Figura 26. As
regides vermelhas indicam os sitios mais reativos e carregados negativamente para CAFI
e MEP, respectivamente, enquanto as regides azuis representam sitios menos reativos e

carregados positivamente.
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Figura 26 - mapas da reatividade local e MEP dos componentes acefato, diuron e POPC,
SM e Col. Os mapas evidenciam os sitios reativos em relacio a agentes externos
nucleofilos (f') e eletrofilos (7). Para auxiliar a visualizagdo, as estruturas exibindo
potenciais eletrostaticos moleculares (MEPs) foram rotacionadas (vista 1 e vista 2).
Abaixo encontram-se as estruturas de cada molécula com os respectivos atomos nas
cores correspondentes ao MEP: cinza: carbono; vermelho: oxigénio; amarelo:
enxofre; laranja: fosforo; azul: nitrogénio; e verde: cloro. O hidrogénio, representado
em preto nas estruturas moleculares, corresponde ao datomo branco nas imagens de
MEP.
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Apos a otimizagdo geométrica dos lipidios, as cadeias de hidrocarboneto presentes
no POPC e na SM apresentaram uma estruturagdo aberta, uma vez que nao foram
impostas restricdes de outras moléculas ao lado das mesmas nos célculos. Além disso, ha

uma curvatura em uma das caudas, evidenciando a dupla ligagcdo presente nas cadeias de
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hidrocarboneto do POPC. Os mapas de CAFI e MEP mostram que o acefato possui duas
regiodes ricas em elétrons: uma em torno do atomo de oxigénio (O) ligado ao fosforo (P)
e outra ao atomo de O ligado ao grupo carbonil. Ja o diuron apresenta apenas uma regiao
rica em elétrons (grupo carbonil). Para ambos os pesticidas, as cargas positivas estao
localizadas predominantemente nos atomos de hidrogénio (H) presentes nos grupos NH
e CHs. A presenca de potencial negativo concentrado nos atomos de oxigénio pode
facilitar interagdes com estruturas positivamente carregadas, como o grupo colina das
cabecas de POPC e SM. Esses resultados reforcam os observados nos espectros PM-
IRRAS (Figura 24), j4 que ambos os pesticidas e seu coquetel interagem com a colina
(cabeca positiva) da monocamada ternaria. Além disso, o coquetel também interage com
0 mesmo grupo na monocamada formada por moléculas individuais de POPC (Figura

25).

Com base nas estruturas de DFT, foram calculados o CAFI, MEP e as energias de
adsor¢do para os sistemas pesticida + POPC, pesticida + SM ou pesticida + Col, presentes
na Figura 27. As estruturas foram modeladas alinhando as regides negativas e positivas

dos pesticidas com os lipidios.
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Figura 27 - mapas da reatividade local e MEP dos sistemas alinhados acefato + diuron;

POPC + pesticidas, Col + pesticidas e SM + pesticidas. Os mapas evidenciam os sitios

reativos em relagdo a agentes externos nucledfilos (') e eletrofilos (f7). Para auxiliar a

visualizacdo, as estruturas exibindo potenciais eletrostaticos moleculares (MEPs) foram
rotacionadas (vista 1 e vista 2).
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Os resultados de CAFI e MEP, também apresentados na Figura 27, e os resultados

(mais positivo)
0,050

Baixa reatividade

»
>

CAF
Potencial

<

Alta reatividade
(mais negativo)
,050 <«

de adsor¢do, apresentados na Tabela 2, mostram que ambos os pesticidas alteram o
balango de cargas nas regides da cabega zwiterionicas do POPC e da SM, indicando assim
uma interagdo entre os pesticidas e essa regido. Ja em relacdo as caudas, os efeitos foram
minimos. A andlise de reatividade local refor¢a a predominancia das intera¢des do tipo
eletrostatica (ion-dipolo) entre as cabecas polares e os pesticidas, como sugerido nos

resultados de PM-IRRAS (Figuras 24 e 25). No sistema acefato + diuron, o acefato nao
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mostra reatividade em relagdo ao diuron, indicando que o sistema ¢ inerte. Ja nos sistemas
POPC + pesticida e SM + pesticida, a reatividade ¢ observada principalmente nos

pesticidas, enquanto as cabecas zwiterionicas permanecem inertes.

No geral, a reatividade nos sistemas de POPC e SM adsorvidos aos pesticidas esta
concentrada nos mesmos, exceto em f no sistema POPC + acefato e f* no sistema SM +
acefato (Figuras 27), onde as insaturagdes nas caudas mantém alguma reatividade. Porém,
uma interagdo nessa regido ¢ improvavel devido a forte interagdo eletrostatica entre os
lipidios e os pesticidas na regido das cabecas polares. Para os sistemas Col + pesticidas,
a reatividade esta localizada principalmente nos pesticidas, exceto em f" no sistema Col +
acefato. Diferente dos outros lipidios estudados, esse esterol ndo possui uma por¢ao
zwiteridnica, e a regido mais provavel para uma interagdo eletrostatica estd no grupo -
OH, mesmo grupo observado nas interagdes entre o Col e o coquetel nos espectros PM-

IRRAS (Figura 25-B).

A interagdo entre as cabecas lipidicas e os pesticidas ¢ refor¢cada pelos resultados
de energia de adsor¢do apresentados na Tabela 2. Os valores revelam que as energias de
adsorcdo dos sistemas POPC + pesticidas (-13,931 kcal/mol para o acefato e -13,675
kcal/mol para o diuron) ou SM + pesticidas (-18,043 kcal/mol para o acefato e -18,228
kcal/mol para o diuron) sdo, respectivamente, 15 e 50 % maiores que a energia de
adsor¢do entre os pesticidas (-11,886 kcal/mol). Entretanto, as energias de adsor¢ao dos
sistemas Col + acefato (-7,564 kcal/mol) e Col + diuron (-7,855 kcal/mol) sdo mais

baixas, uma vez que nao ha um grupo zwiteridonico na cabeca dessa molécula.



81

Tabela 2: energias de adsorc¢ao dos sistemas (considerando como meio a agua).

Sistema Energias de adsorc¢ao (kcal/mol)
Acefato + Diuron -11,886
POPC + Acefato -13,931
POPC + Diuron -13,675
Col + Acefato -7,564
Col + Diuron -7,855
SM + Acefato -18,043
SM + Diuron -18,228

Ao analisar as diferencas de interacdo entre os pesticidas e os lipidios, é provavel
que o acefato, embora tenha energias de adsor¢ao semelhantes ao diuron, possua maior
vantagem estrutural para interagir com as regides positivas do POPC e SM devido a duas
regiodes distintas ricas em elétrons, enquanto o diuron possui apenas uma. Por outro lado,
o diuron ¢ o mais reativo entre os lipidios e o acefato, com uma porcao de reatividade
significativa em seu anel, sugerindo que essa regido poderia ser alvo de agentes quimicos
externos. Por fim, € possivel observar que no sistema acefato+diuron, uma regido rica em
elétrons € mantida no oxigénio ligado ao fosforo no acefato, enquanto o diuron mantém
sua reatividade. Assim, na monocamada terndria, essa regido negativa do coquetel
(acefato+diuron) poderia ser atraida pela colina positiva das moléculas de POPC e/ou SM
por interagdes eletrostaticas, enquanto o anel do diuron poderia ser alvo de agentes
externos. Esses resultados reforgam os dados experimentais de PM-IRRAS, uma vez que
os pesticidas foram encontrados interagindo principalmente com a regiao da cabega polar

dos lipidios na monocamada.
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A Figura 28 mostra as estruturas dos lipidios e pesticidas (A) e o esquema da
monocamada ternaria na presenca dos pesticidas acefato (B), diuron (C) e do coquetel
Ace/Diu (D), levando em conta a discussdo dos resultados. Na ilustracao, os pesticidas
acefato e diuron estdo dispostos com as regides eletricamente negativas alinhadas ao
grupo colina dos lipidios POPC e SM. E importante notar que, nesses casos, o grupo O-
C-C-N possui conformagao trans, ¢ as cadeias de hidrocarboneto se encontram
desordenadas, como ja discutido anteriormente. J4 para coquetel acefato+diuron, a
mistura esta disposta com o oxigénio ligado ao fésforo do acefato mais proximo ao grupo
colina dos lipidios POPC e SM, como levantado anteriormente pelos célculos de DFT.
Além disso, as cadeias de hidrocarboneto dos dois lipidios se mostram menos ordenadas
(representadas pela abertura das cadeias), e o grupo O-C-C-N possui configuracao gauche
em suas ligagdes. Por fim, as moléculas de Col estao localizadas com o grupo OH na
interface ar/dgua, mais proximas as cadeias de hidrocarboneto dos outros lipidios da

mistura ternaria para todos os casos.



&3

Figura 28: (A) estruturas moleculares dos lipidios e dos pesticidas; representacao
esquematica da monocamada de POPC/Col/SM na presenga de (B) acefato; (C) diuron;
e (D) coquetel Ace/Diu. Nas imagens 3D dos dtomos de acefato e diuron, cada atomo ¢

representado de cor diferente: azul claro: carbono; vermelho: oxigénio; amarelo:
enxofre; roxo: fosforo; azul escuro: nitrogénio; e verde: cloro.
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5.4 Microscopia por angulo de Brewster (BAM)

A fim de estudar a morfologia do filme ternario na presenga da mistura dos

pesticidas, foram obtidas imagens de BAM da monocamada de POPC/Col/SM na
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auséncia e presenca da mistura Ace/Diu (Figura 29). As imagens estao divididas por
pressao de superficie em que a imagem foi gravada: aproximadamente 0, 5, 10, 15 ¢ 30

mN/m.

Figura 29 - imagens de BAM da monocamada de POPC/Col/SM em subfases de agua
ultrapura (linha superior) e subfase de coquetel Ace/Diu (linha inferior). Barra de
escala: 50 um.
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A morfologia da monocamada da mistura ternaria comprimida sobre agua

ACE/DIU
(0,25 x 10> mol/L)

ultrapura (Figura 29 - linha superior) estd de acordo com trabalhos encontrados na

literatura 61189190

, uma vez que os dominios lipidicos circulares aparecem em pressoes
iguais a 7 mN/m, tornando-se mais evidentes e numerosas em 30 mN/m. No entanto,
diferentemente das imagens encontras na literatura, a morfologia obtida mostra uma
monocamada com menos dominios lipidicos. Essa diferenga pode ser atribuida a maior

propor¢io de POPC (70%) em comparagdo com as reportadas!é118%190 (40, 35, 25 15 ¢

5%). Na presenga do coquetel de poluentes (linha inferior), os dominios lipidicos sdao
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Menos NUMeErosos € menos proximos na pressdo de 30 mN/m. Segundo Beata et al.'®,

esse efeito pode estar relacionado a dificuldade de interagdo entre as moléculas lipidicas,
levando a uma monocamada menos empacotada. Este resultado esta de acordo com os
resultados das isotermas m-A e do mdédulo de compressibilidade (Figura 20-B), uma vez

que os valores de Cs™! diminuem na presenca do coquetel.

Em resumo, os resultados das isotermas m-A indicam que o coquetel tem um
impacto semelhante na monocamada ternaria em comparagdo com os poluentes
individuais (Figuras 20 e 23, respectivamente). Dos lipidios que compdem a
monocamada, o POPC apresentou mudancas na isoterma quando na presenga do coquetel
semelhante ao observado para a mistura POPC/Col/SM, levando em conta o
deslocamento na area molecular média e o leve aumento na pressdo de superficie. Tal
semelhanca indica que este lipidio desempenha o papel principal na interagdo coquetel-
monocamada terndria, provavelmente devido a sua maior propor¢ao na mistura ternaria
(70%). Os valores de Cs™* do filme ternario também mostram um aumento na elasticidade
na presenga de ambos os pesticidas e de seu coquetel. No entanto, isso ndo foi suficiente
para alterar a fase da monocamada, que permanece na fase LC. Os resultados de
espectroscopia PM-IRRAS para o POPC e para a SM (Figuras 25 A e B) indicam que os
pesticidas interagem principalmente com os grupos colina e fosfato, presentes na cabega
polar das duas moléculas, o que € corroborado pelos calculos de DFT e energias de
adsor¢do. Entretanto, diferentemente do visto nas isotermas, nos espectros PM-IRRAS da
monocamada ternaria (Figura 24) o coquetel apresenta uma interacdo mais intensa na
regido das cabecas polares em comparagcdo com os pesticidas isolados, indicando, nesse

caso, um efeito sinergético do coquetel em niveis moleculares.
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Capitulo 6 - Resultados e discussao das bicamadas lipidicas
6.1 Microscopia por contraste de fase de GUVs ternarias (POPC/Col/SM)

A fim de estudar os efeitos dos pesticidas acefato e diuron e de sua mistura em
estruturas lipidicas 3D, foram adicionadas GUVs da mistura POPC/Col/SM em meio de
glicose, sendo observadas na auséncia e na presenca dos pesticidas isolados ou em

coquetel (Figura 30).

Figura 30 - imagens de microscopia por contraste de fase das GUVs formadas por
POPC/Col/SM nos sistemas sem pesticidas (controle, linha A); com acefato (linha B);
com diuron (linha C); e com a mistura ace/diu (linha D). Todos os pesticidas estdo a
concentracdo de 4 x 10 mol/L. Barras de escala: 10 um. Imagens gravadas em 0, 15 e
30 minutos.
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E possivel observar que as GUVs observada no sistema de controle tém a forma

esférica comum esperada’!-191:12

, que se mantém estavel até o final da visualiza¢ao, com
tamanho de 22 pm. E importante frisar que o didmetro da vesicula ndo é padronizado,
sendo variado a cada formacao. Na presenc¢a de acefato, diuron e da mistura dos pesticidas
¢ possivel notar mudangas morfologicas, tais como: perda de contrate de fase (para
acefato e coquetel) e formato prolato (diuron). E possivel notar que tanto para o sistema
na presenca do acefato quanto na presenca do coquetel, apos perder o contraste de fase,
as vesiculas observadas diminuem de tamanho (de 23 para 15 pm e de 25 para 10 um,
respectivamente). A perda do contraste de fase esta ligada a formacao de poros ou defeitos
na bicamada lipidica, como sugere Cabrera et al.'®® para vesiculas de POPC/POPG (1:1
em mol %) na presenca do peptideo MP-1. O mesmo grupo sugere que a diminui¢do do
tamanho da vesicula estd ligado a mudangas na razdo volume-area, fazendo com que
“dobras” entre as camadas interna e externa ocorram. Tais “dobras” promovem a
acumulacdo lipidica em algumas regides das vesiculas, demarcadas por pontos mais
escuros na estrutura. A diminui¢do do didmetro das vesiculas, no entanto, pode estar

ligada ao processo de invaginagdo (ou formacio de bud interna)'**!%

, uma vez que €
possivel visualizar, principalmente para o caso da GUV na presenca de acefato, o
aparecimento de 4reas mais escuras na regido interna da vesicula, que se tornam mais
numerosas com o tempo. Outra possibilidade para a diminui¢do do didmetro ¢ a formagao
de corddes lipidicos, ou protrusdes, na qual a vesicula perde parte das moléculas de sua
camada interna para a solu¢io aquosa, formando corddes!*°. Essa perda pode ter ocorrido
para a vesicula na presenca do coquetel ace/diu, ainda que ndo visivel nas imagens, uma
Vez que poucas areas escuras aparecem no interior da estrutura ao longo do tempo. A
presenca de vesiculas com o formato prolato (quando analisadas na presencga do diuron)

197

também pode estar ligada a alteracdo da relagdo area-volume da estrutura”'. Assim, a
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presenca de diuron na regido polar dos lipidios provoca uma alteragao na drea em excesso,

levando a deformacéo das vesiculas'®!'%°.

Apesar dos sistemas em exposicao ao acefato e a mistura apresentarem a perda do
contraste de fase, o tempo em que o mesmo foi observado difere para os dois. A Figura
31 apresenta imagens de microscopia por contraste de fase das vesiculas na presenca de
acefato (A) e na presenga da mistura (B) em fungdo do tempo, bem como o perfil do valor
de cinza correspondente para ambos, abaixo das imagens. E importante ressaltar que esse
estudo foi realizado apenas para a vesicula observada nas imagens, ¢ ndo para toda a

populacao de GUVs presente no pogo de observagao.
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Figura 31 - perda do contraste de fase em fungao do tempo das vesiculas ternarias na
presenga de (A) acefato e (B) mistura ace/diu. Barras de escala: 10 pm. Abaixo de cada
linha de imagens se encontra o respectivo perfil de valor de cinza. As bordas nas
imagens coincidem com as cores de cada curva nos graficos. (C) variagao do valor de
cinza em fung¢ao do tempo.
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Nota-se que na presenga do acefato (Figura 31-A), a vesicula acompanhada na
analise comeca a perder o contraste de fase em 13:41 minutos de observagdo. Podemos
visualizar esse efeito através do perfil do “Valor de cinza” no grafico abaixo das imagens
de microscopia. Esse perfil foi obtido através do programa Imagel, trancando-se uma reta
no ponto médio da vesicula, atravessando toda sua extensao horizontal. O grafico indica,
nesse caso, o quao claro ¢ aquele ponto da imagem: quanto mais préximo de 250, mais

intenso (claro) € o ponto na reta tracada, e quanto mais proximo de 0, menos intenso (mais
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escuro) ¢ aquele local?®. Assim, os pontos com altos valores de cinza se referenciam a
“borda” da vesicula, e a regido entre os pontos, com menor valor de cinza, corresponde
ao interior da bicamada. Quanto mais proximos os valores dos picos estiverem do valor
do centro, menor sera o contraste de fase. Para o sistema na presenga do acefato, foram
escolhidos os pontos da “borda” em 3 e 26 um, e para o centro, em 14,5 um. No tempo
de 13 minutos (borda preta), os picos possuem valores de 144 e 120, enquanto o centro
possui valor de 95. Ja em 13:41 (borda vermelha), esses valores sao de 120, 113 e 97,
respectivamente, indicando o escurecimento das regides da borda e, portanto, o inicio da
perda do contraste de fase. Em 15 minutos (borda verde), nota-se que o contraste de fase
¢ perdido, uma vez que os valores dos picos de valor de cinza sao de 113 e 119 para os

pontos de 3 e 26 um, respectivamente, e de 105 para a regido central.

Ja para a GUV observada na presenca do coquetel ace/diu (Figura 31-B), foram
escolhidos os pontos de borda em 6 ¢ 31 um e para o centro, em 18,5 um. No tempo de
1:52 minutos de observagao (borda preta), os picos dos pontos em 6 € 31 pm possuem
valores de cinza de 165 e 161, respectivamente, enquanto o centro possui valor de 111.
Em comparacgdo ao acefato, o contraste de fase comeca a ser perdido mais rapidamente
(2:05 minutos — borda vermelha) para a GUV na presenca da mistura do pesticida. Isso
pode ser notado uma vez que os valores de cinza para as bordas diminuem para 147 e
149, referente a 3 e 31 um, respectivamente, e para 113 para o centro. No entanto, a perda
total do contraste se da em 5:40 minutos (3:35 minutos totais em comparagdo aos 1:19
minutos na presenca do acefato), indicando que o coquetel afeta a bicamada mais
lentamente. Essa diferenca no tempo de perda de contraste de fase ¢ confirmada na Figura
31-C, na qual estao apresentados o valor de cinza em fun¢do do tempo para a GUV na
presenca de acefato (em preto) e para a GUV na presenga do coquetel ace/diu (em

vermelho). Os valores do tempo sdo referentes ao inicio da perda do contraste, enquanto
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a variagao do valor de cinza se deve a diferenca entre valor minimo (centro da GUV) e o
valor méximo (borda da GUV). Nota-se, portanto, que a vesicula na presenca de acefato
perde seu contraste de fase mais rapidamente (79 segundos) em comparacao com a GUV
na presenca do coquetel (215 segundos). E importante frisar que essa analise foi realizada
apenas para a vesicula acompanhada em cada sistema. Portanto, adiante serdo discutidas
as imagens da area total observada, bem como uma analise quantitativa incluindo a

contagem das vesiculas em diferentes regides do pogo de observagao.

A fim de obter uma visualizacdo geral da area observada em cada sistema, a Figura
32 mostra as imagens de microscopia por contraste de fase das vesiculas na auséncia dos
pesticidas (Figura 32 -A), na presenca de acefato (Figura 32-B), diuron (Figura 32-C) e
da mistura dos dois pesticidas (Figura 32-D), todos em concentragio igual a 4 x 10™

mol/L.
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Figura 32: imagens de microscopia por contraste de fase das GUVs formadas por
POPC/Col/SM nos sistemas sem pesticidas (A); com acefato (B); com diuron (C); e
com a mistura ace/diu (D). Todos os pesticidas estdo a concentracdo de 4 x 10 mol/L.
Barras de escala: 50 pm. Imagens gravadas ap6s 30 minutos de observacdo. As setas
azuis indicam vesiculas sem contraste de fase; as vermelhas indicam GUV's com
formato prolato; e as setas verdes indicam presenca de buds.

Nota-se que, na Figura 32-A, sdo observadas 36 GUVs com formato esférico
esperado (82 %), 4 ndo possuem contraste de fase (9,0 %), enquanto 2 (4,5 %) possuem
o formato prolato e 2 possuem a presenca de buds em sua estrutura (4,5 %). Para o acefato
(Figura 32-B), sdo observadas 30 vesiculas esféricas (83,5 %), 4 sem contraste de fase
(11,0 %) e 2 com formato prolato (5,5 %), ndo possuindo, nesta imagem, nenhuma com
presenga de buds. As vesiculas observadas na presenca do diuron (Figura 32-C) também
possuem sua totalidade com formato esférico, sendo observadas 35 GUVs nessa condi¢ao
(83,5 %), com adi¢do de 2 sem contraste de fase (4,5 %), 4 com formato prolato (9,5 %)

e 1 com presenca de bud em sua estrutura (2,5 %). Por fim, na presenca do coquetel
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ace/diu, esses numeros sao, respectivamente, de 26 (79,0 %), 3 (9,0 %), 2 (6,0 %) e 2 (6,0
%). Nota-se que para essa observacdo geral de uma regido, ndo hd, inicialmente,
mudangas significativas na porcentagem de vesiculas com mudangas de morfologia.
Portanto, uma analise quantitativa foi realizada a fim de obter um estudo mais detalhado
levando em contas as demais GUVs observadas nos pogos de observagao. Para isso, apos
a finalizacdo do experimento (30 min de observacao), 10 fotos de cada sistema em
diferentes regides do poco de observagao foram capturadas. As vesiculas de cada foto
foram contadas, levando em conta a auséncia ou a presenca de mudancas morfoldgicas,
para cada triplicata. Por fim, foi realizado o calculo da média aritmética e do desvio
padrio, sendo plotadas no grafico da Figura 33. E importante citar que o niimero total das
vesiculas acima de cada barra ¢ referente a soma total das vesiculas contadas de cada

formacgao independente.

Figura 33 - analise quantitativa da contagem das vesiculas na auséncia (barras pretas) e
presenca de acefato (barras verdes), diuron (barras magentas) e mistura (barras
vermelhas) com seus respectivos desvios padrao e nimero de GUVs contadas.

Contagem realizada apds 30 minutos de observagdo. * p < 0,05, ** p <0,01 (ANOVA a

um fator, seguida de testes post hoc de Tukey).
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Inicialmente, ¢ importante destacar que a analise quantitativa ¢ realizada
comparando os valores obtidos entre o sistema controle e os sistemas com cada pesticida
para cada mudanga morfolédgica. E possivel observar na Figura 33 que a mudanga para a
forma prolato apresentou a maior diferenca entre as vesiculas de controle (2,0 £ 0,6 %) e
as vesiculas na presenca de diuron (7,0 = 2,0 %) e coquetel (5,0 = 1,0 %), enquanto na
presenca de acefato este valor permaneceu similar (1,75 £+ 0,7%). Neste caso, a analise
estatistica indicou que, para o sistema contendo diuron, a diferenca observada foi
estatisticamente significativa (p < 0,01), isto ¢, ndo corresponde a aleatoriedade dos
dados?*!?%2, Esse valor evidencia que o niimero de vesiculas com formato prolato nio
pode ser atribuido a variagdes aleatorias dos dados, mas sim ao efeito da exposicao a esse
pesticida. As GUVs no formato péra'®® apresentaram valores similares, sendo eles: 1,0 +
0,3 % no controle; 1,0 £ 0,8 % na presenca de acefato; 2,2 £ 0,9 % na presenca de diuron;
e 1,37 £ 0,6 % no sistema com o coquetel. As vesiculas sem contraste de fase
apresentaram valores elevados, no entanto para todos os sistemas os valores foram
similares, sendo de 7,2 + 0,8 % no controle, 6,9 = 0,9 % e 6,8 + 1,2 % na presenga de
acefato ou diuron, respectivamente, ¢ 6,1 + 1,9 % em meio contendo a mistura dos
pesticidas. Por fim, a presenca de buds**** foi visualizada em 5,0 = 2,8 % das GUVs no
controle, enquanto na presenca de acefato este valor atingiu 6,5 + 2,0 %. 8,6 = 2,2 % das
bicamadas na presenc¢a de diuron apresentaram esta mudanga morfologica, valor proximo
ao visto para o coquetel (7,1 = 4,2 %). Portanto, nota-se que, apesar das vesiculas
apresentarem alteragdes morfologicas na presenga dos pesticidas e seu coquetel, ndo

houve diferencas significativas quando analisadas em comparacgdo ao controle.

Uma vez que os resultados de morfologia ndo foram suficientes para inferir os
efeitos dos pesticidas nas vesiculas, o numero total de GUVs também foi contado apos

30 minutos de observacao. A Figura 34-A mostra esses valores para as vesiculas no
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sistema controle e na presenca dos pesticidas, bem como seu coquetel. J& a Figura 34-B

mostra a média do valor para cada experimento realizado na triplicata.

Figura 34 - analise (A) da contagem total e (B) da média das vesiculas na auséncia

(barras pretas) e presenca de acefato (barras verdes), diuron (barras magentas) e mistura
(barras vermelhas) ap6s 30 minutos de visualizagdo. * p < 0,05 (ANOVA a um fator,

seguida de testes post hoc de Tukey).
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Observa-se, na Figura 34-A, que os valores totais de vesiculas ao fim de 30

minutos diminuem na presenga dos pesticidas: enquanto no sistema controle 1618 GUVs

foram contadas, na presenga de acefato o valor diminuiu para 1351 (17% a menos) e, na

presenga de diuron, 1329 GUVs foram contadas (18% a menos em relagdo ao controle),

similar ao valor encontrado para o acefato. Ja na presenga do coquetel Ace/Diu uma

diminui¢do mais expressiva do valor é observada, ja que 979 GUVs foram contadas, ou

seja, 40% a menos que o valor do sistema controle. O p-valor (< 0,05) reforca que o dado

nao ¢ proveniente de aleatoriedade dos valores, e possui significancia estatistica.

O ntimero de vesiculas contadas para cada experimento da triplicata ¢ apresentado

na Tabela 3. Nota-se, pela tabela, que para os trés experimentos realizados hé a tendéncia

na diminuicao das vesiculas contadas ao fim dos 30 min de observacao. Esses valores sdo
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refletidos quando analisados em suas médias, como visto na Figura 34-B: enquanto no
controle a média das vesiculas contadas foi de 539 & 101, na presenca de acefato e diuron
o valor diminui para 450 + 49 e 443 + 48, respectivamente. Ja na presenca do coquetel, o
valor médio contado foi de 326 £+ 75 vesiculas, refor¢ando o menor nimero visualizado
na presenca da mistura dos pesticidas. Essa diminui¢do sugere que, apesar de nao terem
sido observadas rupturas visiveis ao microscopio, os pesticidas podem estar causando
alteragdes nas GUVs que levam ao rompimento das estruturas, principalmente no sistema
com o coquetel, indicando a possivel sinergia do coquetel sobre as bicamadas lipidicas

apo6s 30 minutos de exposigao.

Tabela 3: contagem total de GUVs ap6s 30 minutos de exposi¢ao

GUVs GUVs GUVs GUVs
Medida
(controle) (Acefato) (Diuron) (Ace/Diu)
1 422 405 405 376
2 599 502 414 239
3 597 444 510 364

Além do estudo de bicamadas (GUVS) até entdo apresentado, também foi
realizada a andlise das GUVs formadas ja na presenca do coquetel Ace/Diu diluido na
sacarose, utilizada para hidratar os filmes lipidicos. Nesse sentido, as vesiculas formadas
j& expostas a mistura dos analitos tém maior proximidade com o experimento em
monocamadas de Langmuir, uma vez que as moléculas lipidicas na interface d4gua/ar sdo
comprimidas com os pesticidas j& presentes na subfase. A Figura 35 mostra as imagens
de microscopia por contraste de fase do poco de observagdo para as vesiculas controle,

ou seja, aquelas formadas na auséncia dos pesticidas e observadas em sacarose (Figura
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35-A) e para as vesiculas formadas na presenca do coquetel (Figura 35-B). As setas
indicam GUVs com alteracdes na morfologia: as azuis representam as vesiculas sem
contraste de fase; as setas vermelhas representam as vesiculas com formato prolato; e as

setas verdes representam as vesiculas com buds.

Figura 35: imagens de microscopia por contraste de fase das GUVs formadas
por POPC/Col/SM nos sistemas sem pesticidas (A); e formadas na presenga da mistura
ace/diu a concentragao de 4 x 10-4 mol/L (B). Barras de escala: 50 pm. Imagens
gravadas ap6s 30 minutos de observacdo. As setas azuis indicam vesiculas sem
contraste de fase; as vermelhas indicam GUVs com formato prolato; e as setas verdes
indicam presenga de buds.

Na auséncia do coquetel foram contados, na imagem da Figura 35-A, um total de
56 vesiculas, sendo a maioria delas esféricas, com o esperado (51), 2 delas no formato
prolato, 2 contendo buds e uma sem contraste de fase. Ja para as GUVs na presenca do
coquetel (Figura 35-B), foram contadas um total de 31 vesiculas, sendo que 14 delas
possuiam formato prolato e 2 ndo apresentaram contraste de fase. Essa observagao indica
que o coquetel pode impedir a formagao de vesiculas e, quando formadas, ha a tendéncia

de ndo apresentarem o formato esférico esperado.

Assim como foi realizado para as GUV's formadas na auséncia dos pesticidas, uma

analise quantitativa foi feita para as vesiculas formadas ja na presenca do coquetel a fim
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de se obter o estudo detalhado incluindo as outras vesiculas observadas. A Figura 36-A

mostra o grafico das mudangas morfoldgicas das vesiculas expostas durante a formagao,

enquanto a Figura 36-B mostra o numero total de vesiculas contadas apds 30 min de cada

triplicata, bem como da média dos valores.

Figura 36 - A — andlise quantitativa dos efeitos morfoldgicos das GUVs de
POPC/Col/SM 70/20/10 mol% na auséncia (controle) e expostas ao coquetel Ace/Diu
durante a formacdo; e B — numero total de vesiculas contadas ap6s 30 minutos. Os
valores acima das barras se referem aos numeros de vesiculas contadas para cada

mudanga morfologica ou nimero de experimento.
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A Figura 36-A mostra que 27 = 8% das GUVs formadas na presenca do coquetel

(barras em vermelho) exibiram formato prolato, valor superior ao observado no controle

(barras em preto - 9 + 2%) e nas GUVs expostas ao coquetel apds a formagdo (7 + 2%,

Figura 33-A). Além disso, 12 + 2% das GUVs expostas ao coquetel durante a formagao

apresentaram buds em suas estruturas. Por outro lado, as vesiculas com formato péra e

sem contraste de fase ndo apresentaram valores significativos, sendo observadas tais

mudangas em 2 + 1% e 3 £ 1% das bicamadas contadas, respectivamente. O numero total

de GUVs expostas ao coquetel durante a formacdo e contadas apdés 30 minutos de

visualizacdo (Figura 36-B) foi 24% menor do que o total de vesiculas formadas em
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sacarose pura (326 = 48 e 431 + 53, respectivamente). Esses resultados indicam que o
coquetel impacta negativamente a formac¢do das vesiculas, uma vez que menos GUVs
foram formadas e uma propor¢ao maior apresentou mudancas morfologicas. Esses efeitos
podem ser relacionados com os resultados obtidos para os filmes de Langmuir, onde
monocamadas foram formadas em subfase na presenca dos pesticidas. Como o acefato e
o diuron tém afinidade pelas cabegas polares dos lipidios, seu coquetel pode dificultar a

formacgdo espontanea de vesiculas esféricas ao interagir com essas regides.

6.2 Medidas de ITC das LUVs de POPC, SM e da mistura ternaria

Uma vez observado que os pesticidas ndo afetam significativamente as GUVs
ternarias, foram realizadas as medidas de ITC para LUVs compostas por POPC, SM ou
pela a mistura ternaria POPC/Col/SM (70/20/10 mol%), na presenca de diuron ou de
acefato, a fim de comparar o valor de energia de ligacdo entre o método experimental
com os célculos tedricos obtidos por DFT. Uma vez que os célculos de DFT foram
realizados para o lipidio POPC na presenca de acefato ou diuron, os experimentos foram
realizados somente para os pesticidas isoladamente. A Figura 37 mostra os termogramas
(graficos superiores) e integrais dos picos por mol de solucdo injetada (graficos inferiores)
obtidos para a titulacdo de POPC (A), SM (B) e mistura ternéria (C) em solugdo de diuron

a 0,2 ou 0,4 mM.
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Figura 37 - termogramas referentes a titulacdo de LUVs de (A) POPC, (B) SM ¢ (C)
mistura ternaria POPC/Col/SM (70/20/10 mol%) em solucdo de diuron em
concentracdes iguais a 0,2 e 0,4 mM. As concentracdes lipidicas para todas as
suspensodes sao iguais a 20 mM.
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Inicialmente, observa-se que, em todos os sistemas investigados, o processo de
interacao entre o pesticida e as vesiculas € exotérmico, uma vez que os picos observados
nos termogramas apresentam valores negativos de energia. Tal aspecto € observado em
resultados reportados na literatura para sistemas semelhantes, como para LUVs de POPC
tituladas no peptideo valorfina®®®, e para o surfactante TritonX titulado em LUVs de

esfingomielina na fase fluida (45 °C)>*.

Para as LUVs de POPC (Figura 37-A), € possivel notar que, para a concentragao
de diuron igual a 0,4 mM (quadrados pretos), a primeira injecao de lipidio resultou em
um valor de energia de —32 kcal/mol. A medida que novas injecdes foram realizadas, os
valores tornaram-se progressivamente menos negativos, atingindo —6,8 kcal/mol na
ultima injecao (28). Ja para a concentragdo de pesticida igual a 0,2 mM (circulos
vermelhos), os valores de energia observados foram de —17,7 kcal/mol na primeira

injecdo e —3,4 kcal/mol na ultima. Para as LUVs de esfingomielina investigadas a 50 °C
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injetadas em diuron na concentra¢ao de 0,4 mM (Figura 37-B, quadrados pretos), foram
observados valores de energia semelhante aos observados para o POPC na primeira e na
ultima injecdo: —30,8 e —8,7 kcal/mol, respectivamente. J4 para a concentracao de 0,2

mM esses valores foram de —9,7 e —3,9 kcal/mol.

Em contraste, para as vesiculas compostas pela mistura ternaria (Figura 37-C),
ndo foram detectadas variagdes significativas ao longo da titulagdo. Para a maior
concentragdo de diuron (0,4 mM, quadrados pretos), a energia associada a primeira
injecdo foi de —9,8 kcal/mol, diminuindo para —1,3 kcal/mol na ultima inje¢do. Para a
menor concentracao de pesticida (0,2 mM — circulos vermelhos), apenas oito injegdes
foram realizadas, uma vez que os sinais obtidos ndo indicaram interagdo relevante entre

o diuron e as vesiculas ja na primeira injegao.

Nota-se, entretanto, que para os sistemas compostos por POPC e SM os valores
de energia ndo convergem para 0 kcal/mol ao final da titulagdo, e ndo houve presenca de
um platd ao fim da curva. Esse comportamento pode estar relacionado a afinidade
limitada do pesticida por esses sistemas lipidicos € a ndo saturagdo total das vesiculas

pelo pesticida®®’.

Uma vez discutidos os resultados referentes a interacdo do diuron com os
diferentes sistemas lipidicos, os resultados a seguir abordam a interagdo do acefato com
os mesmos sistemas. A Figura 38 apresenta os termogramas obtidos para as LUVs de
POPC (em preto), SM (em verde) e da mistura terndria (em vermelho) na presencga desse

pesticida na concentracdo de 0,4 mM.
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Figura 38: termogramas referentes a titulagdo de LUVs de POPC (em preto), SM (em
verde) e mistura ternaria POPC/Col/SM (70/20/10 mol%) (em vermelho) em solugdo de
acefato em concentragdo igual a 0,4 mM. As concentragoes lipidicas para todas as
suspensodes sao iguais a 20 mM.
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Diferentemente do observado para o diuron, nao foram identificados indicios de
interacdo entre o acefato e os sistemas lipidicos investigados, uma vez que ndo se
observam variagdes significativas de energia ao longo das inje¢des, desde as primeiras
adicoes de lipidio, sendo todos os valores proximos a linha de base. De modo geral, os
resultados sugerem que o acefato apresenta uma afinidade ainda menor pelas bicamadas
do que aquelas observadas para o diuron. Apesar desses fatores, o inseticida pode estar
interagindo eletrostaticamente com os grupos polares das cabegas dos lipidios,

permanecendo na regido externa das vesiculas, uma vez que resultados de dinamica
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molecular mostraram que tanto o acefato quanto o diuron se encontram nessa regiao,

como discutido adiante.

A fim de se obter os valores de constante de afinidade e entalpia da ligacdo, foram
realizados os ajustes no modelo tedrico de calor associado a interacao (Equagdo 6). Uma
vez que os sinais dos termogramas foram significativos somente para o POPC ¢ SM na
presenca de diuron, tais calculos foram realizados para estes dois sistemas. A Figura 39
mostra a comparacao entre os valores experimentais (quadrados ou circulos) e os valores
teoricos ajustados (linhas pretas ou vermelhas) para o POPC (A) e SM (B) na presenga
de diuron a 0,4 mM (em preto) e 0,2 mM (em vermelho). A Tabela 4 mostra os valores de

K e AH encontrados nos ajustes tedricos associados a cada sistema.

Figura 39 - comparagao entre os valores experimentais (pontos) e ajustes teoricos (linha
continua) para as titulagdes dos lipidios (A) POPC e (B) SM, ambos a 20 mM, em
diuron a 0,4 (preto) e 0,2 mM (vermelho).
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Tabela 4: constante de afinidade (K) e entalpia da interagdo AH do diuron com LUVs de
POPC e SM.

Concentracio K M) AH (kcal/mol)
de diuron
(mM) POPC SM POPC SM
0,4 3,0 x 10? 1,8 x 10? -3,0 -4,3
0,2 3,0x 10° 1,2 x 10° -3,4 -4.3

Para as LUVs de POPC, os valores da constante de afinidade obtidos foram de
3,0 x 10> M para ambas as concentra¢des de diuron investigadas (0,4 e 0,2 mM). J4 os
valores de entalpia obtidos para o sistema POPC foram negativos, com —3,0 kcal/mol
para 0,4 mM e —3,4 kcal/mol para 0,2 mM, confirmando o carater exotérmico do processo
de interacdo. Ja para as LUVs de SM, os valores de constante de afinidade foram
inferiores aos observados para o POPC, com 1,8 x 10> M para a concentracdo de diuron
de 0,4 mM e 1,2 x 10> M para 0,2 mM, com valores de entalpia iguais a -4,3 kcal/mol
para ambas as concentracdes estudadas. Os valores de K obtidos para ambos os lipidios

208,209

sdo consistentes com uma interacao fraca ou moderada , possivelmente associada a

adsor¢ao superficial do diuron na interface lipidio/agua.

De forma geral, os valores relativamente baixos de constante de afinidade
indicam que a intera¢cdo do diuron com ambos os modelos miméticos de membrana €
fraca, enquanto os valores negativos de AH confirmam que o processo € exotérmico.
Esses resultados sdo compativeis com um mecanismo de interacdo predominantemente
superficial, sem evidéncias de inser¢cao do pesticida na bicamada lipidica, com os mesmos

permanecendo na regido dos grupos polares dos lipidios na camada exterior da LUV.

A comparagao entre os resultados de DFT e ITC indica que ambas as abordagens

apontam para interacdes energeticamente favoraveis entre o diuron e os sistemas
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lipidicos, embora em escalas distintas. E importante frisar que os calculos de DFT sdo
realizados para um par de moléculas lipidio/pesticida, sendo a energia de adsor¢do dada
em kcal/mol desse par. J4 para o ITC, os valores representam a interagdo entre as LUVs
dos lipidios, ja formadas e empacotadas, com o pesticida, sendo a entalpia de interagao
dada por kcal/mol de injetante. Nos célculos de DFT, a energia de adsor¢do (Tabela 2) foi
mais negativa para o par SM + diuron (-18,228 kcal/mol) do que para POPC + diuron (-
13,675 kcal/mol), sugerindo maior afinidade local do diuron pela SM. De modo
semelhante, os dados de ITC mostraram entalpias de interagdo mais exotérmicas
(negativas) para LUVs de SM (-4,3 kcal/mol, para ambas as concentracdes de pesticida)
em comparagdo com as LUVs de POPC (-3,0 e -3,4 kcal/mol para as concentragdes de
0,4 ¢ 0,2 mM de diuron, respectivamente), indicando que a interagao diuron/SM também
¢ entalpicamente mais favorecida no sistema experimental. Entretanto, as constantes de
afinidade obtidas por ITC foram maiores para POPC do que para SM, sugerindo que,
embora a interagdo local com SM seja energeticamente mais intensa, o processo de
particdo do diuron nas LUVs ocorre de forma mais favoravel para as bicamadas de POPC.
Portanto, os resultados de ITC e DFT indicam, juntos, que o diuron apresenta maior

interacdo entalpica com SM, mas maior afinidade pelo sistema de POPC.

6.3 Dinamica molecular de bicamadas de POPC

A fim de esclarecer as possiveis interagdes entre acefato ou diuron com bicamadas
lipidicas foram realizados estudos de dindmica molecular (DM), calculados pelo
professor Danilo S. Olivier (UFNT — Araguaina, TO). O lipidio escolhido para os calculos
foi 0 POPC, uma vez que ¢ a molécula com maior porcentagem na bicamada ternaria. As
proporcdes de pesticida para lipidio utilizadas foram de 1:200 e 5:200, durante um tempo

de simulacdo de 200 ns, com os seguintes pardmetros sendo analisados: area por lipidio,
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perfil de densidade eletronica e parametro de ordem da cadeia alquilica. Os resultados sao

apresentados nas Figuras 40 e 41 para o diuron e Figuras 42 e 43 para o acefato.

Figura 40 - simulagdes de dindmica molecular de bicamadas do lipidio POPC na
presenca de diuron. A — area ocupada pela cabega do lipidio durante 200 ns de
simulagdo; B — perfil de densidade eletronica representando a bicamada lipidica, agua e
moléculas de pesticidas nas concentragdes (nimero de moléculas) 1 e 5. C — parametro
de ordenamento das cadeias de hidrocarboneto dos lipidio sn-1 e sn-2.
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Na presenga de diuron (Figuras 40), nota-se que o pesticida ¢ inserido na bicamada
lipidica, sem afetar a area por lipidio da membrana de POPC. Foram observadas pequenas
flutuagdes em torno de 63,9 + 0,7 A2 na bicamada lipidica na presenca de uma molécula
do pesticida e em torno de 64,5 + 0,8 A2 para 5 moléculas do analito durante a simulagio

(Figura 40-A). O valor de area por lipidio esta de acordo com os resultados obtidos por

1210 1211

Shahane et a e Goodyear ef al.”"’, uma vez que para bicamadas de POPC este
parimetro atingiu ~63 A2 para ambos autores. O perfil de densidade eletronica mostrou
que o formato da membrana ndo mudou devido a interagdo com o diuron. Os valores
méximos encontrados para a cabega do lipidio estio em torno de = 18 A, conforme

esperado, devido a carga do fosfato. Também € possivel notar que a densidade eletronica

da 4gua no meio da bicamada ¢ zero, indicando que, devido ao empacotamento das
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moléculas de POPC, a entrada de moléculas de agua no meio das cadeias de
hidrocarboneto ¢ dificultada. Além disso, este resultado para o diuron (cerca de + 12 A -
Figura 40-B) indica a sua insercdo abaixo do grupo fosfato, em ambos os lados da
membrana. O pardmetro de ordem da cadeia alquilica pode indicar mudangas no
empacotamento dos lipidios, porém como a inser¢ao do pesticida nao foi profunda nessa
regido do POPC, este pardmetro nao foi alterado (Figura 40-C). Esses resultados indicam
que, apesar da inser¢do das moléculas de diuron na bicamada lipidica com seus anéis
inseridos proximos as cadeias de hidrocarbonetos, com pode ser visualizado nas imagens
da dinamica presentes Figura 41-A a D, a simulacdo ndo mostrou alteragdes nos

parametros estruturais da membrana.

Figura 41 - imagens da dindmica da inser¢ao do diuron nas bicamadas de POPC em (A)
0, (B) 100 e (C) 200 ns. D — imagem aumentada da simulagdo em 200 ns. As esferas
pretas representam o centro do grupo fosfato da cabeg¢a do POPC; as linhas cinzas
representam as cadeias alquilicas; a 4gua ¢ representada pelas linhas azuis, enquanto o
diuron esta representado em laranja.
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A mesma abordagem foi realizada para o acefato no sistema, nas quais a area
ocupada pela cabega do lipidio, o perfil de densidade eletronica e o parametro de
ordenamento das cadeias de hidrocarbonetos estao presentes na Figura 42 e as imagens

na dindmica no tempo de 200 ns se encontram na Figura 43.

Figura 42 - simulagdes de dindmica molecular de bicamadas do lipidio POPC na
presenga de acefato. A — area ocupada pela cabega do lipidio durante 200 ns de
simulacdo; B — perfil de densidade eletronica representando a bicamada lipidica, dgua e
moléculas de pesticidas nas concentragdes (nimero de moléculas) 1 e 5. C — parametro
de ordenamento das cadeias de hidrocarboneto dos lipidios sn-1 e sn-2.
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Durante a simulacdo, as moléculas do inseticida acefato entraram na bicamada,
sem alterar a area por cabeca lipidica (Figura 42-A), assim como ocorre para o diuron.
Para ambas as concentragdes de acefato, a drea média por lipidio foi de 64,1 £ 0,7 A2,
semelhante aos valores médios para POPC na presen¢a de moléculas de diuron. O perfil
de densidade eletronica para os sistemas mostrou que a presenca de acefato nao afetou a
estrutura das bicamadas de POPC, com o pesticida inserido na regido dos grupos de
cabega do lipidio (Figura 42-B). Devido ao tamanho da molécula e uma vez que o acefato
ndo afeta a area por lipidio ou o perfil de densidade eletronica, € possivel esperar que nao

afete o empacotamento da cadeia de hidrocarbonetos, como observado na Figura 40-C.
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As imagens das simulagdes (Figuras 43-A a D) mostram que, ao final dos 200 ns, as

moléculas foram inseridas na bicamada lipidica de POPC, proximas as cabecas polares

do lipidio.

Figura 43 - imagens da dindmica da inser¢do do acefato nas bicamadas de POPC em
(A) 0, (B) 100 e (C) 200 ns. D — imagem aumentada da simulacdo em 200 ns. As esferas
pretas representam o centro do grupo fosfato da cabeg¢a do POPC; as linhas cinzas
representam as cadeias alquilicas; a 4gua € representada pelas linhas azuis, enquanto o
acefato esta representado em roxo.
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Os resultados de DM para a bicamada de POPC na presenga dos pesticidas acefato

e diuron mostram que, apesar de interagirem com a membrana e se inserirem proximo ao
grupo fosfato da cabeca, eles ndo foram capazes de afetar a estrutura da bicamada lipidica.
A fim de averiguar a distribui¢do espacial das moléculas de acefato ou diuron em relacao

a cabega polar do POPC nas bicamadas, calculos de Fun¢ao de Distribui¢do Radial (RDF)
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foram obtidos durante a simulagdo de dinamica molecular. A Figura 44 mostra os graficos

de RDF de soluto-membrana para o diuron (Figura 44-A) e acefato (Figura 44-B), bem

como as representacdes estruturais (Figura 44-C para diuron; Figura 44-D para o acefato).

Figura 44 - graficos de RDF ilustrando as interacdes entre (A) moléculas de dgua e
diuron, bem como atomos especificos de POPC ao redor do herbicida; e (B) moléculas
de agua e acefato e atomos especificos de POPC ao redor do inseticida. (C)
Representacao esquematica do grupo de cabeca de POPC e moléculas de diuron e (D)
moléculas de POPC e acefato. As abreviagdes se referem a cada molécula estudada e
seus respectivos atomos: WAT — dgua; ACP — acefato; DRN — diuron; POPC — lipidio
POPC; H — hidrogénio; O — oxigénio; N — nitrogénio; P — fosforo.
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Observa-se, na Figura 44-A, que todas as moléculas de diuron foram posicionadas

na bicamada lipidica com o 4tomo de nitrogénio (N1) orientado em direcao a interface

POPC-agua (ou seja, proximo a cabega polar do lipidio), enquanto o anel aromatico
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apontava para o centro da membrana (ou seja, cadeias alquilas). Interagdes fortes entre o
atomo de oxigénio (O1) do diuron e os atomos de hidrogénio das moléculas de agua
proximas a superficie do POPC sdo indicadas por um pico acentuado em
aproximadamente 2-3 A. Da mesma forma, um pico significativo em torno de 4 A é
observado para as interagdes entre o atomo de nitrogénio (N1) do diuron e os atomos de
oxigénio das moléculas de agua proximas, sugerindo a presenca de uma camada de
solvatacdo. Os graficos de RDF para as interagdes entre os atomos da cabega do POPC
(P31, 032, N31) exibem um padrao mais difuso, com picos se estendendo de cerca de 3
A a10 A. Essa distribui¢io mais ampla sugere a presenca de moléculas do lipidio ao redor
do diuron, provavelmente devido as caracteristicas estruturais complexas tanto do
pesticida quanto do lipidio. Esses resultados indicam que a camada de solvatacao do
diuron e as interagdes da membrana com o pesticida dependem da orientagdo do soluto e
do ambiente lipidico, com a formag¢ao de camadas distintas de solvente ao redor de grupos

funcionais.

Com relacdo ao acefato (Figura 44-B), ao fim da simulac¢do, foi observado que as
moléculas do pesticida estavam orientadas com seu atomo de enxofre (S1) apontando
para as cadeias de hidrocarbonetos, enquanto o 4&tomo de nitrogénio (N1) apontava para
a cabeca polar do lipidio. O grafico de RDF para as moléculas de agua ao redor do acefato
possui um pico de interagdo entre os &tomos de O da agua e o &tomo N1 do pesticida em
aproximadamente 3 A, com um pico secundario menor perto de 4 A e, diferentemente do
visto para o diuron, nenhuma camada de solvatacdo foi observada. Em relagdo as
interacdes com o POPC, nota-se um pico intenso correspondente as interacdes entre o
dtomo de nitrogénio N31 do lipidio e o 4tomo O2 do acefato, em cerca de 4 A, e os
graficos para os pares P31 e 032 exibem distribui¢des mais amplas, variando de 4 A a 10

A. Esses resultados sugerem que o acefato adota uma orienta¢io preferencial, com N1
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voltado para a interface de agua e O2 interagindo com o atomo N31 do POPC, indicando

interacdes fortes entre o acefato e o grupo colina do lipidio em sua configuragao final.

De forma geral, os resultados das dindmicas moleculares e céalculos de RDF
mostram que os pesticidas acefato e diuron interagem com as cabegas polares do POPC,
presente na bicamada lipidica. Adotando o POPC como parte majoritaria da bicamada
ternaria, pode-se concluir que a auséncia de flutuagdes observadas na dindmica corrobora
os resultados experimentais, uma vez que nao houve mudangas significativas nas
vesiculas expostas ap6s a formacgao. Entretanto, a insercao de diuron e acefato nas cabecas
polares dos lipidios, indicada nos resultados de MD e dos célculos de RDF, esta de acordo
com mecanismos de interagdo entre os pesticidas e os lipidios, concordando também com
os resultados de PM-IRRAS (Figura 24), que sugerem que ambos os pesticidas (e seu

coquetel) estdo localizados na mesma regido dos lipidios na forma de monocamada.

6.4 Ensaios de MTT para avaliagdo da toxicidade dos pesticidas

Por fim, ensaios de viabilidade celular foram realizados com o objetivo de
investigar os efeitos dos pesticidas em sistemas biologicos mais complexos,
complementando os estudos realizados nos modelos miméticos apresentados. Para isso,
foram utilizadas células da linhagem HEp-2, permitindo avaliar a citotoxicidade do
acefato, do diuron e de sua mistura. A Figura 45 apresenta os resultados do ensaio de
MTT, expressos em porcentagem de viabilidade celular, obtidos apos a exposicao das
células as diferentes concentragdes dos pesticidas (0,25 x 10" mol/L; 4 x 10 mol/L; e

3,86 x 10”7 mol/L), nos tempos de 1, 24, 48 e 96 horas.
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Figura 45 - viabilidade celular das células Hep-2 expostas aos pesticidas acefato (Ace),
diuron (Diu) e a mistura acefato+diuron (Mix), nas concentracdes de 3,86 x 107 M, 4 x
104 M e 2,5 x 10° M, por 1 hora (barras pretas), 24 horas (barras vermelhas), 48 horas
(barras azuis) e 96 horas (barras magentas). As linhas horizontais no grafico
correspondem as porcentagens de 50 % e 100 %. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
(ANOVA a um fator, seguida de testes post hoc de Tukey -1, 24 € 48 h - ou Games—
Howell — 96 h).
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A Figura 45 apresenta os resultados do ensaio de viabilidade celular (MTT) para
células HEp-2 expostas ao acefato, ao diuron e a mistura acefato/diuron em diferentes
concentragdes, avaliados apds 1 (barras pretas), 24 (barras vermelhas), 48 (barras azuis)
e 96 h (barras magentas) de incubagdo. Os resultados sdo expressos como porcentagem

de viabilidade celular em relacao ao controle de vida (CV), considerado como 100%.

Inicialmente, observa-se que no tempo inicial de exposi¢ao (1 h — barras pretas),

ndo houve reducao significativa da viabilidade celular, sendo inclusive registrados valores
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iguais ou superiores a 100% para alguns sistemas. Tal aumento na viabilidade ¢
estatisticamente significante para os sistemas de controle com metanol (24 h e 48 h, p <
0,001), acefato e diuron na concentracio de 3,86 x 10”7 mol/L (24 e 48 h, p <0,05 —p <
0,001), mistura a 3,86 x 10”7 mol/L (48 h, p <0,01) e acefato na concentracdo de 2,5 x 10°
® mol/L (24 e 48 h, p <0,05 — p < 0,001). Esse comportamento sugere que, em curtos
periodos de incubagdo, os pesticidas avaliados nao induzem citotoxicidade pronunciada,
mas podem aumentar o metabolismo das células. Tal efeito ¢ observado por Colago et
al.*'? para células mononucleares do sangue periférico expostas a nanoparticulas de
glucano e curcumina, que atribuem esse aumento ao estimulo metabdlico e proliferacao
das células. Esse estimulo também descrito por Ghaemi et al.*'® para duas linhagens
celulares de cancer gastrico (AGS e MKN-45) expostas ao pesticida diazinon. Nesse
trabalho, os autores observaram o aumento da viabilidade celular na para valores
superiores a 100% faixa de concentragdo do analito de 0,01 x 10 a 0,1 x 10 mol/L,
seguido da diminuicdo de células vidveis em maiores tempos de exposi¢do. Uma possivel
explicagdo para esse aumento € a hormese: estresse intermitente, leve a moderado, que
estimula as fungdes bioldgicas dos organismos vivos?!®. Tal efeito é observado por

Taroncher et al "’

para células da linhagem Caco-2 expostas a proteinas hidrolisadas. No
entanto, apesar do aumento na viabilidade para as células aqui estudadas, nota-se também
a diminui¢do da viabilidade celular para maiores tempos de exposicao, principalmente

para o diuron e para a mistura de pesticidas. Portanto, a fim de avaliar os resultados de

forma direta, a Tabela 5 mostra os valores de porcentagem para cada sistema.
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Tabela 5: valores de viabilidade celular das células Hep-2 referentes ao ensaio de

MTT
Meio Viabilidade | Viabilidade | Viabilidade | Viabilidade
(%) -1 hora (%) - 24 (%) — 48 (%) - 96
horas horas horas
Controle Vida 100 £ 10 100+ 5 100+ 1 100+ 1
Controle Metanol 94 + 17 134 +£2 118+ 1 118+ 4
(4% v:iv)
Acefato (3,86)(10'7 M) 104 +£32 127+ 6 116 £ 3 102+ 4
Diuron (3,86)(10‘7 M) 95+ 34 119+ 6 110+ 3 111 +7
Mistura (3,86)(10‘7 M) 118+ 12 106 +4 111+ 6 124 + 10
Acefato (0,25 x 107 M) 108 +7 131+ 8 110+ 4 91 +£2
Diuron (0,25 x 10‘5M) 102 + 18 101 +4 97+3 70 £ 8
Mistura (0,25 x 107 M) 103 +£ 28 113+ 6 103+ 3 86+6
Acefato (4 x 10 M) 99+9 104 +3 96 + 1 89 £ 8
Diuron (4)(10'4 M) 105+9 T7+£2 13+£2 23+ 1
Mistura (4 x 10 M) 98 £ 16 77+ 1 36 +3 19+1

Inicialmente, observa-se que, para o acefato, as diminui¢cdes sdo notadas na

concentragdo intermediaria em 96 h (91« 2%) e na maior concentragdo investigada em

48 e 96 horas (96 £ 1 % e 89 + 8 %, respectivamente). Dessas, somente a diminui¢do na

viabilidade em 96 h na concentragdo de 2,5 x 10 mol/L possui relevancia estatistica (p

< 0,05). Apesar de os valores ndo indicarem alta toxicidade para essas condi¢des, a

diminui¢do gradativa sugere que o pesticida pode exercer citotoxicidade tardia®'®.

Jé& para o diuron, a diminuic¢do da viabilidade celular, j& observada em 96 horas de

exposi¢do ao pesticida na concentragdo de 2,5 x 10 mol/L (70 + 8 %), se acentua para a

maior concentragcdo estudada. Nesse sentido, € possivel observar que, nos tempos de 24,




117

48 e 96 horas e a concentragio de 4 x 10 mol/L, as porcentagens da viabilidade atingem
77+£2,13+2¢e23+ 1 %, respectivamente, com p valores que sugerem que esses dados
estdo estatisticamente significativos (p < 0,001). Essa diminui¢do indica que o efeito
citotoxico do diuron ¢ dependente do tempo de exposi¢ao, tornando-se mais pronunciado
em periodos prolongados. Além disso, tais valores indicam que este pesticida, em
comparagdo ao acefato, possui maior potencial téxico para as células estudadas.

Comportamento semelhante é descrito por Huovinen et al.?8

para o diuron exposto a
células de coriocarcinoma placentario humano (BeWo). Os autores observaram que, apds
48 horas de exposi¢do ao pesticida na concentragio de 2 x 10 mol/L, menos da metade
das células possuiam viabilidade. Kao et al?'” também mostram a diminui¢io da
viabilidade celular causada pelo diuron. Nesse caso, foi observada uma queda na

viabilidade celular da linhagem Hep-G2 de cerca de 50 % quando na presenca do

pesticida na concentracdo de 50 pg/mL (~2,15 x 10* mol/L).

\

Por fim, a exposi¢do a mistura dos dois pesticidas promove a diminui¢do de
células viadveis em 96 horas na concentragdo de 2,5 x 10 mol/L (86 + 6 %). Os valores
sdao ainda menores para a maior concentracao nos tempos de 24, 48 € 96 horas (77 £ 1,
36 3¢ 19 £ 1 %, respectivamente, com p < 0,001), indicando semelhang¢a ao diuron na

dependéncia do tempo de exposicao e concentracdo dos pesticidas.

Em trabalho reportado por Duarte e Vale?'®

, € discutido o tipo de efeito
(sinergético, antagdnico ou aditivo) para farmacos expostos a células. Nesse contexto os
autores explicam essas caracteristicas para o aumento da viabilidade celular, e ndo a
diminui¢do, como aqui descrito: caso o aumento da viabilidade em células tratadas com
mistura de dois fdrmacos seja igual ao da soma das viabilidades de cada farmaco

separado, ha o efeito aditivo. Caso haja valores menores na mistura, o efeito € antagonico,

€ caso seja maior, sinergético. Nesse contexto, aplicando o conceito de Duarte e Vale de
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forma analoga para a reducdo da viabilidade celular, a mistura acefato/diuron foi
preparada utilizando metade da concentracdo de cada pesticida, resultando em uma
concentracao final equivalente aquela empregada para os compostos isolados. Neste caso,
portanto, os valores de viabilidade para a mistura acefato/diuron sugerem que a exposi¢ao
simultanea aos dois pesticidas pode intensificar os efeitos citotoxicos ao longo do tempo,
uma vez que os valores encontrados para a mistura, principalmente na concentracao de 4
x 10 mol/L, sdo inferiores a média das viabilidades observadas para o acefato e o diuron

individualmente (91 % em 24h, 55 % em 48 h e 56 % para 96 h).

Em conjunto, os resultados do ensaio de MTT demonstram que tanto o acefato
quanto o diuron apresentam citotoxicidade dependente de concentragdo e tempo, sendo
que o diuron e a mistura dos pesticidas resultam em efeito mais pronunciado sobre a
viabilidade celular em exposi¢des prolongadas. Este resultado esta de acordo com o
observado para as GUVs ternarias, uma vez que, para o diuron e para a mistura, foi
observado um maior niimero de vesiculas com mudancas morfolégicas € um menor

numero de vesiculas ao fim da exposicao, respectivamente.

No geral, os resultados obtidos com monocamadas lipidicas indicam que os
pesticidas interagem principalmente com a regido polar (cabega) dos lipidios constituintes
da membrana celular. De forma complementar, os dados de ITC sugerem uma afinidade
baixa dos pesticidas com as LUVs, enquanto os dados de Dinamica Molecular sugerem
que os pesticidas se encontram entre as cabegas polares dos lipidios, sem insercao no
interior da bicamada. Assim, a reducao da viabilidade celular observada por ensaio de
MTT pode estar ligada com a interagdo entre os pesticidas com a regido externa da
membrana celular da linhagem investigada. A maior diminui¢ao observada para as células
na presenca do diuron esta de acordo com os dados obtidos de constante de ligagao

calculados com os resultados de ITC, que indicam que este pesticida possui um grau de
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interacdo maior com a bicamada do que o acefato. Além disso, para o caso do coquetel,
os resultados de PM-IRRAS mostram que a mistura dos pesticidas interage de forma mais
proeminente com a cabeca dos lipidios que o diuron e o acefato isolados, sugerindo uma
interacao mais forte com a membrana, o que pode contribuir para uma maior diminui¢ao

da viabilidade celular.
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Capitulo 7

Deteccao do pesticida acefato via efeito plasmonico
no UV-Vis
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7.1 Resultados e discussio — Deteccdo do pesticida acefato via efeito

plasmoénico no UV-Vis

Inicialmente foram realizadas medidas de extingdo no UV-Vis para as AuNPs na

presenca de L-cisteina em concentracdes distintas para avaliar a agregagdo do sistema. A

Figura 46-A mostra os espectros UV-vis das AuNP sintetizadas diluidas em 4gua ultrapura

na auséncia e presenca de L-cisteina em diversas concentragdes a 24° C, nos tempos de 0

horas (linhas continuas) e 24 horas (linhas tracejadas). A Figura 46-B mostra o valor das

intensidades das bandas em 520 ¢ 640 nm em 0 (linhas pretas) e 24 horas (linhas

vermelhas), a fim de verificar a concentragdo ideal de cisteina para a continuagdo dos

experimentos, juntamente com as imagens das cores das amostras.

Figura 46 - (A) espectros de extin¢gdo no UV-vis de AuNPs na presenga de L-cisteina
nos tempos de Oh (linhas continuas) e 24 h (linhas tracejadas). (B) Valores da
intensidade da banda em 640 nm nos tempos de 0 (linha preta) e 24 horas (linha
vermelha). Inset em B — coloracdo das amostras contendo L-cisteina em diversas
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Na Figura 46-A, a banda caracteristica bem distinguida em 520 nm ¢ visualizada

no espectro referente as AuNPs sem adicao da cisteina (curva preta), condizente com os

trabalhos encontrados na literatura

219-221

. Na presenca do aminoacido em diferentes
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concentragdes, uma tendéncia de a banda deslocar-se para maiores comprimentos de onda
é observada, indo de valores iguais a 622 nm (9 x 10 mol/L) até 685 nm (5 x 10 mol/L).
Tal mudanga esta associada a agregacao das nanoparticulas, o que reflete no deslocamento
da banda e na mudanca de cor da solucdo (de vermelho vinho para roxo e azul). Essa
mudanga ja é reportada na literatura, como no trabalho de Chen et al.?*?, Acres et al.%’ e
Gopale e Diggikar??®. Nota-se, no entanto, que para a maior concentragio do aminoacido
(5 x 10 mol/L), ha uma diminui¢o da intensidade das duas bandas. Essa caracteristica
foi observada junto a precipitacdo do coloide (inset em B), o que estd de acordo com a
menor intensidade verificada. Apds 24 horas (linhas tracejadas), nota-se a maior
agregacao das nanoparticulas, indicadas pelo aumento da banda plasmdnica na faixa de
622-685 nm e a diminuicdo da banda em 520 nm (nanoparticulas isoladas). As solugdes
contendo as AuNPs com cisteina nas concentracdes de 1,5x10”° mol/L até 5x10* mol/L
revelam um espectro pouco intenso, indicando a precipitagdo do coloide. Porém, na
concentracio de cisteina igual a 9 x 10°° mol/L, ap6s as 24 horas de exposicdo, ambas as
bandas em 520 e 665 nm sdo mantidas, revelando que este sistema ¢ estavel. Além disso,
a banda em maiores comprimentos de onda se mostra mais intensa do que vista no tempo
inicial (Figura 46-B, seta vermelha), sugerindo que o coloide possui maior agregacao em

maior tempo de exposicao.

A fim de se verificar a ligacdo da cisteina nas AuNPs, foram obtidos espectros FT-IR
(mddulo ATR) da amostra estavel (9 x10® mol/L), em adi¢do aos espectros da L-cisteina
pura, citrato e AuNP sem adi¢dao do aminodacido. Tais espectros estao dispostos na Figura

47.
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Figura 47: espectros de FT-IR, modulo ATR, de AuNP (em vermelho); AuNP + L-
cisteina (em roxo); citrato (em azul); e L-cisteina (em preto). Os destacados sdo
referentes as vibracdes de cada molécula ou sistema.
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Primeiramente, observa-se que os modos vibracionais das moléculas,
identificados por v — estiramento (acompanhado de s é simétrico, € de as € assimétrico),
0 — deformagdo angular no plano; e y — deformacao no plano), correspondem a literatura:
para a L-cisteina, pode-se observar os modos vibracionais referentes ao vCS (637 cm™),
48CO0" (838 cm™), a0 vCO (1219 cm™), v,COO™ (1398 cm™), yNH3* (1517 cm™"), SNH3*
(1570 cm™) e vSH (2558 cm™)?**22°_ J4 para o citrato, nota-se a presenca dos picos
referentes a deformagio C-H (1277 cm™), estiramento vs(COO") (1386 cm™) e v,(COO

) (1560 cm")*26-227,

Em relagdo ao perfil de cada curva, observa-se que aqueles referentes para as
AuNPs na auséncia e presenca de cisteina sao semelhantes, revelando que, mesmo com a
adi¢do do aminoacido no sistema, sua concentracao ndo foi suficiente para mudar o perfil
dos espectros. Além disso, tais curvas apresentam semelhanca também em relagdo a

medida realizada para o citrato, com exce¢io dos picos em 1386 e 1560 cm™', que, quando
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observados para as AuNPs, deslocam-se para 1396 e 1586 cm™!, indicando a formagdo de

AuNPs estaveis??’2%8,

No entanto, a mudanca mais importante observada foi o
desaparecimento do pico em 2558 cm™ no espectro referente a L-cisteina quando
comparado aquele referente as AuNPs + L-cisteina. Essa banda ¢ atribuida ao modo
vibracional vSH e sua auséncia na medida realizada para as nanoparticulas na presenga

do aminoécido indica interagdo entre o S (enxofre) da cisteina com o ouro?**?%°

, sugerindo
a ligacdo entre o aminoacido e a nanoparticula. Dessa forma, o resultado obtido indica

que o aminodcido se liga com as AuNPs em sua superficie.

Em relagdo ao mecanismo de agregacio, Cheng et al.*° propdem que, apds a
ligacdo da L-cisteina nas nanoparticulas por meio do grupo tiol (-SH), os grupos
remanescentes do aminoacido (NH3" e COO") permanecem livres para promover a ligagio
com as moléculas ligadas nas nanoparticulas adjacentes. Esses grupos conferem ao
aminoacido um cardter zwitterionico, que ¢ atingido na faixa de pH entre 1,91 e
8,16%31232 Considerando que o pH do sistema estudado (5,1-5,9) se encontra nesse
intervalo, a forma zwitterionica da L-cisteina ¢ predominante, indicando que o
mecanismo de agregacdo proposto satisfaz a agregacdo observada. Um mecanismo

semelhante é descrito por Rabbani et al.?*?

, que sugerem que a L-cisteina se liga a AuNP,
deslocando as moléculas de citrato originalmente adsorvidas, e favorece a agregacdo por

meio de interagdes eletrostaticas entre os grupos funcionais do aminoacido. A Figura 48

mostra o esquema da ligagdo entre as nanoparticulas propostas pelos trabalhos citados.
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Figura 48 - esquema da ligacdo entre os grupos funcionais COO™ e NH3™ livres dos
aminoacidos, responsaveis pela agregacdo das nanoparticulas. Adaptado de®*°.

_COO “HyN ~_
S — CH, - CH CH - CH, = 5+
NNHF o 0C0 7

/ COO N +H3N N~
S — CH, - CH CH-CH,—s”
NNHy o 0c0”

Uma vez observado que a L-cisteina se liga as nanoparticulas, realizou-se um
estudo de agregacdo em funcdo da temperatura e do tempo. Para isso, foram obtidos
espectros de extingdo no UV-Vis das AuNPs na auséncia e presenca L-cisteina nas
temperaturas de 24, 37 e 50 °C. Apesar de a concentragdo de 9 x 10" mol/L do aminoacido
ter se mostrado promissora nos testes iniciais, a complexidade do sistema e sua
sensibilidade a pequenas variagdes experimentais dificultaram a reproducdo exata dessa
condicao. Assim, antes da realizacdo dos ensaios sistematicos, foram conduzidas
varreduras de concentragdes de L-cisteina com o objetivo de definir a condigdo
experimental mais adequada para os estudos. Portanto, os estudos em diferentes
temperaturas foram conduzidos utilizando 1,7 x 10 mol/L do aminoécido, sendo essa
concentragdo que se mostrou mais favoravel na varredura. A Figura 49 mostra os
espectros de extingdo para as nanoparticulas na auséncia (linhas continuas) e presenca
(linhas tracejadas) de L-cisteinas nos tempos de 10, 30, 60, 90, 120 e 240 minutos nas

temperaturas de 24 (Figura 49-A), 37 (Figura 49-B) e 50 °C (Figura 49-C).
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Figura 49 - espectros de extingdao no UV-vis das AuNPs na auséncia (linhas continuas) e
presenca (linhas tracejadas) de L-cisteina (1,7 x 10~ mol/L) nas temperaturas de (A) 24,

(B)37e(C)50°C.
A B
— AuNP - 10 min 37°C — AuNP - 10 min
— AuNP - 30 min - 30 min
— AuNP - 60 min - 60 min
\\ — AuNP - 90 min - 90 min

N — AuNP - 120 min - 120 min
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A Figura 49 mostra o papel da temperatura na estabilidade e na agregacdo das
AuNPs na presenca de L-cisteina. Em baixas temperaturas (24 °C - Figura 49-A), o
sistema apresenta uma banda plasmoénica estreita e bem definida em ~520 nm,
caracteristica de AuNPs, que se mantém em todos os tempos da medida. Ja na presenca
de L-cisteina (linhas tracejadas), observa-se a tendéncia de aumento da absorbancia na
regido de ~614 nm, enquanto hd uma diminuigdo da intensidade das bandas na regido de
520 nm. Tal mudanca revela a possivel agrega¢do das nanoparticulas, ainda que menos

intensa que a observada no teste inicial (Figura 46).
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Em temperatura intermediaria (37 °C — Figura 49-B), observa-se o mesmo efeito
visto para os coloides em 24 °C, no entanto, com maior intensidade. Com exce¢do do
espectro referente as AuNPs + L-cysteina em 10 minutos (linha tracejada preta), todas
apresentam duas bandas bem definidas: a primeira em 520 nm ¢ a segunda em 620 nm
(30 minutos), 627 nm (60 minutos), 630 nm (90 minutos), ou 633 nm (para 120 e¢ 240
minutos). A variagdao da posicao da segunda banda observada reflete a maior agregagao

das nanoparticulas em fun¢ao do tempo para a temperatura estudada (37 °C).

Esse efeito se torna mais evidente para a maior temperatura (50°C — Figura 49-C),
na qual o aparecimento da banda em 630 nm bem definida e a diminui¢do da banda em
520 nm ja sdo observadas para o tempo de 10 minutos. Esses resultados sugerem que,
quanto maior a temperatura do sistema, mais rapido € o processo de agregacao induzido
pela L-cisteina e esta de acordo com o esperado: a influéncia da temperatura e do tempo
na agregacdo das AuNPs é discutida por Dutta et al.>** para AuNPs sem modificacdes em
sua superficie. Nesse estudo, os autores removeram o excesso de citrato das
nanoparticulas e as submeteram a temperaturas de 20, 30, 40, 50 e 60 °C por 35 minutos,
observando que hd maior grau de agregacdo em temperaturas mais elevadas. Nesse
sentido, o aumento da temperatura aumenta a frequéncia de colisdes entre as
nanoparticulas, fazendo com que as mesmas se agreguem mais rapidamente. Além disso,
Rabbani et al?*® também observaram, para AuNPs modificadas com L-cisteina, a

agregacao depende do tempo, se tornando mais intensa para maiores intervalos de tempo.

O mesmo estudo de agregagdo em funcao do tempo e da temperatura foi realizado
para os sistemas contendo AuNP na presenga de acefato e na presenga de L-cisteina e
acefato. A Figura 50 mostra os graficos de extingdo no UV-Vis para esses sistemas,
dispostos da seguinte forma: Figuras 50 A-C — espectros de extingdo das AuNPs na

auséncia e presenca de acefato (1 x 10 mol/L), nos tempos de 10, 30, 60, 90, 120 e 240
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minutos para as temperaturas de 24, 37 e 50 °C; Figuras 50 D-F - espectros de extin¢ao
AuNP + L-cisteina na auséncia e presenca de acefato (1 x 10° mol/L), nos tempos de 10,

30, 60, 90, 120 e 240 minutos para as temperaturas de 24, 37 e 50 °C.

Figura 50 - A-C: espectros de extingdo no UV-vis das AuNPs na auséncia (linhas
continuas) e presenca (linhas tracejadas) de acefato (1 x 10 mol/L) nas temperaturas de
(A) 24, (B) 37 e (C) 50 °C; D-F: espectros de extingdo no UV-vis das AuNPs + L-
cisteina (1,7 x 10” mol/L) na auséncia (linhas continuas) e presenca (linhas tracejadas)
de acefato (1 x 10 mol/L) nas temperaturas de (A) 24, (B) 37 ¢ (C) 50 °C.
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Ao analisar os espectros da Figura 50, observa-se inicialmente que, nas Figuras
50 A-B, o perfil da banda de extingao das AuNPs ndo apresentou mudancas significativas
quando na presenga de acefato, possuindo o mesmo pico em 520 nm, observado nos
espectros de AuNPs pura. Ja nos espectros da Figura 50-C, nota-se uma tendéncia de
deslocamento para maiores comprimentos de onda, sugerindo o comego do processo de
agregacao das nanoparticulas devido ao aumento de temperatura do sistema (50 °C).
Entretanto, como ndo se observou mudanga significativa na posi¢ao das bandas dos

espectros de extingdo das AuNPs na presenca de acefato (linhas tracejadas), os resultados
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sugerem que o pesticida ndo exerce influéncia significativa no processo de agregacao das

AuNPs.

Por outro lado, ao comparar os resultados das Figuras 50 D-F, nas quais as
nanoparticulas estavam na presenca de L-cisteina antes da adi¢do do pesticida, observa-
se que a presenga de acefato influencia na agregacdo das mesmas. Embora ainda se
observe mudancas na extingdo das AuNPs + L-cisteina, principalmente para o sistema em
maior temperatura (Figura 50-F), quando adicionado o pesticida (linhas tracejadas), ¢
notada a tendéncia de inibicdo da agregagdo, dada pela menor intensidade das bandas em
maiores comprimentos de onda. Esse efeito pode estar relacionado a interacdo entre o
acefato e os grupos NH3" e COO" da cisteina presente na superficie das nanoparticulas,
impedindo a agregacdo das AuNPs. Para analisar essa hipotese, espetros ATR - FT-IR
foram obtidos para a L-cisteina, acefato, e para a mistura das duas moléculas, dispostas

na Figura 51, com os devidos modos vibracionais explicitos na Tabela 6.

Figura 51 - espectros de FT-IR do acefato (preto), da L-cisteina (vermelho) e da mistura
acefato + L-cisteina (azul), registrados na faixa de 3800—650 cm™.
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Tabela 6: modos vibracionais dos espectros FT-IR referentes ao acefato, L-cisteina e

mistura Ace+Cis
Acefato L-cisteina Ace+Cis Modos vibracionais
- 637 629/647 vCS
695 - 695 C-S
792 - 792 C-H
- 838 836 3 COO
1002 - 1008 C=C
1037 - 1041 C-N
- 1219 1224 vCO,30H (COOH)
1221 - 1224 P=0
1370 - 1372 N-C
- 1398 1404 vsCOO
1430 - 1435 N-H
1456 - - BCH;
- 1517 1518 yNH3*
- 1570 1580 ONH;", vasCOO
1693 - 1694 C=0
- 2563 2558 vSH
- 2611 2604 vCH,
- 2648 2632 vCH,

Inicialmente, nota-se que os espectros para o acefato e para a L-cisteina possuem

bandas caracteristicas de ambos os componentes, consistente com os reportados na

literatura®?>23%235-23% No espectro referente a mistura Ace+Cis, quando comparado ao

espectro do aminoécido, sdo observados deslocamentos em bandas associadas a forma

zwitteridonica da L-cisteina. A banda do estiramento simétrico vs(COQO") desloca-se de

1398 para 1404 cm™, enquanto a banda associada a0 modo 6(NHs"),v.(COO™) desloca-

se de 1570 para 1580 cm™'. Além disso, a banda y(NHs") apresenta diminui¢do na

intensidade. Tais deslocamentos sdo reportados como consequéncia de mudangas no



131

ambiente ao redor dos grupos, bem como interagdes entre os mesmos. Min’kov et al.*,

em um estudo envolvendo a interagdo entre L e D-cisteina, sugere que o deslocamento
das bandas referentes ao NHs* para menores comprimentos de onda indicam interagdes
entre os grupos livres da molécula por meio ligacdes de hidrogénio mais fortes, i.e., menor
liberdade de vibragao desses grupos. Portanto, os deslocamentos aqui observados indicam

o enfraquecimento das interagdes envolvendo esse grupo.

Esse resultado € coerente com o mecanismo proposto para O Sensor
colorimétrico, no qual o acefato interage com os grupos NHs" e COO~ da cisteina,

inibindo o potencial de agregagdo das nanoparticulas.

A fim de averiguar o didmetro e a carga superficial da AuNPs, foram realizados
experimentos de DLS (espalhamento dindmico de luz) e potencial zeta para o sistema
puro, na presenca de L-cisteina e na presenca do aminoécido e de acefato (1 x 10 mol/L).
A Figura 52-A mostra os graficos de DLS e a Tabela 7 mostra os valores de DLS e
potencial zeta. Além disso, imagens de TEM (Microscopia Eletronica de Transmissao)

dos trés sistemas estdo dispostos na Figura 52-B.
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Figura 52 - (A) diametros e (B) imagens de TEM das nanoparticulas puras (em preto),
na presenga de L-cisteina (vermelho) e na presenga de L-cisteina e acefato (azul). Barras
de escala — 200 nm.
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Tabela 7: valores de diametro, Pdl e potencial zeta das AuNPs puras, na presenca de

cisteina e na presenca de cisteina+acefato

Sistema DLS (contribuicio em Pdl Potencial zeta (mV)
% da intensidade)
(nm)

AuNP pura 37,9 + 14,9 (85,3%) 0,677 16,4 +3,7

0,9+ 0,3 (14,7 %)

AuNP+L-cisteina 183,5 + 83 (94,1 %) 0,455 33,7+ 1,5
26,4 +9.4 (2,1%)

5095 + 588,1 (3,2 %)

AUNP+L-cistacefato | 185,3 95,1 (95,2 %) 0,390 349+ 1.4
293 +8,1 (4,1 %)

4799 + 725,0 (0,8 %)

Inicialmente, nota-se pela Figura 52 e pelos valores na Tabela 7 que as AuNPs
puras possuem o didmetro (37,9 £ 14,9 nm) e o valor de potencial zeta (-16,4 £ 3,7 mV)
condizentes com trabalhos na literatura®*'**>, Na presenca de L-cisteina, o valor do
diametro aumenta para 187,5 = 10 nm, com contribui¢do dominante desse pico (94,1%
da intensidade), enquanto o potencial zeta diminui para -33,7 £ 1,5 mV. O aumento do
diametro das nanoparticulas est4 condizente com o estado de agregacao das mesmas, uma
vez que clusters das nanoparticulas sdo observadas para esse sistema (Figura 52-B)***,
Além disso, ha contribuicdo de mais dois picos presentes na medida (26,4 + 9,4 nm -
2,1% - e 5095 + 588,Inm - 3,2 %). Ja para as AuNPs+L-cisteina na presenca de acefato,
o potencial zeta permanece semelhante (—34,9 + 1,4 mV), porém observa-se aumento da
contribuic¢do relativa ao pico correspondente aos menores diametros (29,3 + 8,1 nm - 4,1

%). Esses resultados indicam que o acefato atua inibindo parcialmente a agregacao
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induzida pela L-cisteina, reduzindo a formagdo de clusters de maior tamanho sem

promover alteragdes significativas na carga superficial das nanoparticulas.

De modo geral, os resultados sugerem que a L-cisteina, em conjunto com a
temperatura e o tempo, atua como fator que favorece a agregagdo das nanoparticulas,
enquanto a presenga de acefato inibe a agregagdo. Portanto, a fim de obter uma deteccao
rapida do pesticida, foi selecionada a temperatura de 50 °C, no tempo de 10 minutos para
a continuacdo dos experimentos, uma vez que esses parametros se mostram adequados

para o método colorimétrico.

A fim de averiguar a sensibilidade do sistema ao pesticida, foi realizada a obtengao
dos espectros UV-Vis das AuNPs ja na presenca de L-cisteina (adicdo do aminoacido
seguido por 10 segundos em agitacdo vortex), adicionando-se acefato logo em seguida
em concentragoes diferentes, uma para cada amostra distinta, levando o sistema mais uma
vez para a agitacdo por 10 segundos. Foram escolhidas as concentracdes de 1 x 10
mol/L, 0,8 x 10 mol/L, 0,6 x 10 mol/L, 0,4 x 10 mol/L, 0,1 x 10° mol/L e 0,01 x 10
® mol/L. A Figura 53 mostra tais espectros, em conjunto com os referentes ao coloide puro

e ao coloide na presenca de L-cisteina.
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Figura 53 - espectros de extingdio no UV-vis das AuNPs ligadas a cisteina (1,7 x 10
mol/L) na presenca de acefato em diferentes concentragdes. As setas indicam a
diminui¢do e o aumento das bandas plasmonicas.
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AuNP+Cys+Ace
(1,0x10°¢ mol/L)
AuNP+Cys+Ace
(0,8x10°¢ mol/L)
AuNP+Cys+Ace
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Os espectros UV-Vis presentes na Figura 53 exibem a banda plasmonica
caracteristica das AuNPs centrada em aproximadamente 520 nm, j& observada
anteriormente. Na presenga de L-cisteina (curva roxa), observa-se redugdo da intensidade
dessa banda acompanhada por aumento da absorbancia em 640 nm, condizente com a
agregacao coloidal. Em termos de sensor colorimétrico, essa agregacdo promove a
mudan¢a da coloragdo vermelho-rubi (particulas dispersas) para tons roxos/azuis
(agregados). Nesse sentido, qualquer mudanca na coloragdo e, por consequéncia, na
banda plasmonica, se deve a adicdo do analito alvo, nesse caso, o acefato. A mudanca de
extingdo em fun¢do de maior agregacdo em sensores colorimétricos ¢ comum na
literatura, como o visto por Unabia et al.** para AuNPs funcionalizadas com dopamina

na detecgdo de histamina, por Iglesias?** para AuNPs na detecgdo de nucleobases e por
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Thongkam et al.**® para um sistema hibrido de AuNP, AgNP (nanoparticulas de prata) e

timina na deteccao de ion de cobre.

Entretanto, ao avaliar o efeito do acefato, observa-se um comportamento inverso
aos observados em sensores colorimétricos tradicionais. Como verificado anteriormente,
a presenca do pesticida inibe a agregacdao das nanoparticulas, o que também ¢ notado na
Figura 53. Nesse sentido, a medida que a concentragdo de acefato aumenta, a intensidade
da banda acima de 600 nm diminui progressivamente, enquanto a contribui¢do da banda
em 520 nm ¢ aumentada. Esse resultado sugere que o sistema aqui proposto caracteriza
um mecanismo de sensor colorimétrico baseado na inibicdo de agregacdo. Tal sensor,
diferentemente dos colorimétricos tradicionais, avalia a diminuicdo da banda
correspondente a agregacdo das nanoparticulas em fun¢do da concentragdo do analito.
Mao et al **, por exemplo, utilizam AgNPs para a deteccio de cisteina, utilizando ion de
chumbo como agente anti-agregador. Trabalhos utilizando a cisteina como agente
agregador também s3o encontrados para sensores que se baseiam na inibigdo da
agregacdo. Ding et al.**’, por exemplo, utilizam o amino4cido como agente agregador de

1>% afim de

AuNPs na deteccdo de ions de merctrio, que inibem tal agregacdo. Liu ef a
detectar perdxido de hidrogénio, usam ions de ferro a fim de catalisar a oxidagdao da
cisteina, prevenindo assim, a agregacao das AuNPs. Portanto, nota-se que o mecanismo
¢ pertinente na detec¢do de contaminantes. Tal estudo ndo foi continuado para o diuron

uma vez que os resultados ndo mostraram a dependéncia da agregag¢do em funcao da

concentracao do pesticida.

A fim de obter os valores do Limite de Deteccio (LOD) e Limite de
Quantificacdo (LOQ), um grafico de A-s20/A-s40 vs concentracdo do analito foi analisado,
onde A-s20 € A-s40 30 0s valores de absorbancia obtido de cada comprimento de onda

proximos aos valores de 520 e 640 nm. Os valores variam devido a tendéncia do
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deslocamento das bandas de cada curva. A Figura 54 ¢ composta pelo grafico descrito

acima (A) e pelo regime linear utilizado para posteriores calculos (B).

Figura 54 - (A) valores da razao A-s20/A-s40 em fungao da concentragao de acefato e (B)
aproximacio dos valores obtidos no regime linear de 0,01 4 0,8 x10°® mol/L, juntamente
com a equagao da reta obtida apos o fitting dos pontos.
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Inicialmente, observa-se na Figura 54-A que o aumento da concentracdo de
acefato promove aumento do valor da razdo A-s»o/A-s40, indicando diminuicdo da
contribuicdo associada a agregacao (intensidades ~640 nm). Esse comportamento
confirma que a inibicao de agregagao das AuNPs com L-cisteina pelo acefato ¢ associada
a concentracdo do mesmo, isto €, quanto maior a concentragdo do pesticida, menos
agregado ¢ o coloide. Nota-se também nesta figura que a faixa de concentragdo do
pesticida entre 0,01 e 0,8 x 10 mol/L apresenta comportamento aproximadamente linear,
enquanto os pontos correspondentes a 0 e 1,0 x10° mol/L desviam da linearidade.
Portanto, essa faixa de concentracao foi utilizada como regime linear para se obter o LOD

e o LOQ do sistema (Figura 54-B).

Nesse sentido, o LOD ¢ o valor referente a menor concentragdo do analito que

pode ser detectada, mas ndo quantificada, i.e., a medida apresenta um resultado referente
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a presenga do pesticida, mas sem permitir inferir sua concentragao de forma precisa. Ja o
LOQ revela a minima concentracdo do analito que pode ser quantitativamente
determinada com precisdo no sistema?*’. Portanto, os limites podem ser obtidos utilizando
as seguintes equacdes: LOD =3,3.6/S e LOQ = 10.6/S, onde ¢ e S sdo parametros obtidos
na propria curva de calibracao. Esses valores sdo representados na equacao da reta obtida
na Figura 54-B: Y =(0,47+0,014) + (0,212 £ 0,028)X, onde ¢ (desvio padrao da resposta)
¢ obtido pelo desvio padrao do coeficiente linear (0,014, neste caso) e S (slope) € o
coeficiente angular da reta (0,212, neste caso). O valor obtido para o LOD e LOQ para
esses valores foram, respectivamente, 2,18 x 10”7 mol/L e 6,60 x 10”7 mol/L, revelando a

sensibilidade do sistema para o acefato na ordem de 107.

A fim de comparar o LOD aqui obtido, valores encontrados na literatura para

métodos de detecgdo por calorimetria estdo dispostos na Tabela 8.
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Tabela 8: valores de LOD para diferentes sensores colorimétricos na detec¢ao de acefato

Tipo de Substrato M¢étodo/Mecanismo LOD Ano Ref.
medida
Absorbéncia Nanoparticulas Inibigdo de 5 x 10 mol/L 2013 230
magnéticas de peroxidase
ferro (MNP) promovida pelas
MNP na presenga de
Acetilcolinesterase
Fluorescéncia Sonda de 1,8- Produgdo de H,O, 1,16 x 107 g/L 2016 21
naftalimida por meio de ag¢do (~6,3x 1012
enzimatica mol/L)
Extingdo AuNPs reduzida Vortex (5 minutos) 3,46 x 107 2018 232
com citrato mol/L
Fluorescéncia Compositos de Inibi¢do da 0,4x 10°g/L 2020 253
e extin¢do MnO,-AuNCs-SiO; | decomposicdo dos (2,2x10°
compdsitos mol/L-
fluorescéncia) e
0,09 x10° g/L
4,9 x 1010
mol/L -
absorbancia)
Fluorescéncia AuNCs@ZIF-8 Inibi¢do de 0,4x10°g/L 2021 234
e aplicativo Acetilcolinesterase (2,2x10°
Sensor Photo mol/L)
(fotos)
Imageamento | AuNP modificada Agregacdo com 6 x 10 mol/L 2021 255
com aptameros sulfato de magnésio
Extin¢do imidazolato Inibi¢do de 2,3 x 107" mol/L 2022 236
zeolitico em forma | Acetilcolinesterase
de flor com
enzimas
(AChE/CHO/HRP
@ZIF-8)
Fluorescéncia | Quantum dots de Inibigdo de 0,052 ppb (2,8 x 2022 257
carbono Acetilcolinesterase 10" mol/L)
Sinal triplo Solugdo-Sensor Modulagdo do sinal | 21 x 10 g/mL 2022 258
(extingdo, (AuNP+quantum | pela adi¢do de acido (1,14 x 107
espalhamento dots+nitrato de ascorbico mol/L —
e prata) extingdo); 16 x
fluorescéncia) 10 g/mL (8,7 x
10" mol/L —
fluorescencia); e
10 x 10 g/mL
(5,5 x 10 mol/L
— espalhamento)
Extingdo Compositos de Inibigéo da 2,3 x107 g/mL 2026 29
AuPtPd@COFs | degradagdo de acido (1,25x 108
ascorbico/ acdo mol/L)

antioxidante do
acido arcorbico
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Quando comparado aos valores reportados na literatura para sensores
colorimétricos de acefato (Tabela 8), observa-se que o valor obtido no sistema
desenvolvido para este trabalho se situa na mesma ordem de grandeza daqueles baseados
em espectroscopia de extingdo (~107 mol/L). Dentre os LODs disponiveis na literatura,
encontram-se valores que variam entre 3,46 x 107 mol/L, 1,25 x 10® mol/L e 1,14 x 10”7
mol/L para sistemas medidos por extingdo, semelhantes ao observado neste trabalho.
Embora haja limites da ordem de grandeza de 10 e 107! mol/L, esses valores geralmente
estdo associados a estratégias que envolvem etapas adicionais de amplificagdo de sinal,
como funcionalizagdes mais complexas do substrato ou técnicas instrumentais de maior
sensibilidade. Nesse contexto, embora o sensor aqui desenvolvido ndo atinja esses limites,
seu desempenho ¢ comparavel a abordagens colorimétricas convencionais, apresentando
simplicidade operacional e auséncia de etapas adicionais ou funcionaliza¢des complexas
para a aplicagdo. Assim, o sistema proposto demonstra sensibilidade adequada para

aplicagdes preliminares.
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Capitulo 8

Conclusao



142

Conclusao

Interacio entre pesticidas e sistemas miméticos da membrana celular: os
resultados indicam que os pesticidas acefato e diuron, assim como sua mistura,
apresentam uma interacdo preferencial com os grupos polares das cabecas da
monocamada lipidica ternaria. O POPC desempenha o papel principal nessa interagao,
uma vez que apresenta um efeito semelhante nas isotermas n-A em compara¢ao com o
sistema POPC/Col/SM e est4 presente em maior propor¢do na mistura lipidica (70% em
molar). A partir dos dados de PM-IRRAS, verificou-se que o acefato, o diuron e sua
mistura sdo atraidos pelo grupo colina no POPC e na esfingomielina na monocamada
ternaria, além de causar perturbacdes na cauda hidrofobica. Esses resultados sdo
consistentes com a modelagem molecular do POPC na presenca de acefato e diuron, que
indicou uma interagao ion-dipolo entre os grupos polares das cabecas do POPC ¢ da SM
com os pesticidas. No entanto, observou-se uma interagdo mais forte com os grupos
polares das cabecas na subfase contendo o coquetel, j4 que a mistura de pesticidas induz
mudangas na orientagdo e conformagdo da estrutura O-C-C-N presente no grupo colina
(de trans para gauche) e promove um maior desordenamento das cadeias de
hidrocarbonetos. Isso indica uma interacao sinergética do coquetel com as monocamadas
de POPC/Col/SM, que também sdo associadas as mudangas morfoldgicas observadas nas

imagens de BAM.

Com relagdo as bicamadas, nem a morfologia nem a permeabilidade das GUVs
foram afetadas pela adi¢ao de acefato, diuron ou sua combinagdo. No entanto, o nimero
total de vesiculas contadas apds 30 minutos de exposi¢dao a mistura de pesticidas foi
reduzido significativamente (40%). Para as vesiculas expostas durante a formagdo, o
numero total de vesiculas foi 24% menor do que no controle, indicando que a mistura de

pesticidas interfere negativamente na formacao das GUVs. Além disso, 27 % das



143

vesiculas formadas na presenca de coquetel apresentaram formato prolato. Os resultados
de ITC mostram baixos valores de constantes de particdo para o diuron em bicamadas de
POPC e SM, enquanto nao foi indicada interagdo significativa entre o acefato com as
LUVs. Resultados complementares de dindmica molecular indicaram que os pesticidas
interagem preferencialmente com a regido superficial da bicamada, permanecendo
proximos aos grupos polares lipidicos, corroborando os resultados de PM-IRRAS. Essa
localizagdo pode estar associada aos baixos valores de parti¢do entre os pesticidas e as
LUVs observados experimentalmente para o ITC e a falta de mudangas morfologicas
significativas para as GUVs no tempo de exposicdo de 30 minutos. J& para os
experimentos in vitro, uma menor viabilidade celular é observada nas células expostas ao
diuron e ao coquetel para tempos de exposicao maiores que 24h, sugerindo que o efeito
citotoxico requer tempo de exposi¢cdo superior aquele investigado para as GUVs (30
minutos). Tal resultado pode estar ligado ao fato do diuron possuir maior afinidade com
a bicamada/membrana celular, interagindo de forma mais significativa com a mesma e,
assim, possuindo maior toxicidade. J4 com relacdo ao coquetel, um efeito mais
pronunciado ¢ observado na exposi¢ao da mistura ao comparar com o valor da média dos

pesticidas isolados, indicando que a mistura ace/diu pode afetar sinergicamente as células.

Deteccio do pesticida acefato via sensor colorimétrico: com relagdo a detecgao
do pesticida acefato, ¢ importante frisar que estava previsto a deteccao dos pesticidas via
SERS utilizando AuNPs funcionalizadas com CTAB. No entanto, ndo foram obtidos
resultados satisfatorios para esse sistema. A tentativa de agregar as AuNPs na presenca
do pesticida com L-cisteina também foi realizada, e, novamente, nao foi obtido sucesso
na deteccao via SERS. Portanto, uma técnica colorimétrica utilizando AuNPs e L-cisteina
sugerida na realizacdo do estdgio no exterior foi empregada para este trabalho. Tais

resultados mostraram que o acefato atua no sistema AuNP-+L-cisteina inibindo a
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agregacao estimulada pelo aminodcido. Essa caracteristica aponta para um sensor
colorimétrico baseado na inibicao de agregacao, diferente de sistemas ja estabelecidos.
Nesse sentido, o sensor aqui proposto revela a dependéncia da inibicdo com a
concentracgao do pesticida, permitindo assim a constru¢ao de uma curva analitica. O LOD
e 0 LOQ calculados (2,18 x 10”7 mol/L e 6,60 x 10”7 mol/L, respectivamente) se encontram
na ordem de grandeza de outros sistemas ja reportados, demonstrando a sensibilidade

adequada do sensor para usos preliminares.

Em resumo, um efeito sinergético foi observado para a mistura de acefato e diuron
nos modelos de biomembranas compostos por POPC/Col/SM, conforme sugerem os
resultados de monocamadas e bicamadas lipidicas, bem como pelos estudos in vitro. Esses
resultados revelam que um impacto mais pronunciado pode ser esperado quando a
membrana celular é exposta ao coquetel, levando a consequéncias mais graves para a
saude humana. Além disso, o sistema de deteccdo proposto mostrou-se eficiente na
identificacao de acefato, com sensibilidade para concentracdes da ordem de 10~7 mol/L,
demonstrando que a inibicao da agregacdo de nanoparticulas de ouro pode ser explorada

no desenvolvimento de sensores colorimétricos.
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Figura Al: medida de estabilidade da monocamada ternéria na auséncia (linhas

continuas pretas) e presenga do coquetel (linhas tracejadas vermelhas).

As medidas de estabilidade foram realizadas mantendo a pressao das barreiras
constante em 30 mN/m e monitorando a drea molecular média em fung¢io do tempo?6%-26!,
Nesse sentido, caso haja diminui¢do da area molecular média, assume-se que os lipidios
presentes na monocamada podem estar formando agregados ou sendo diluidos na subfase,
diminuindo a estabilidade do filme. Porém, em se tratando de moléculas anfifilicas como
os lipidios, ambas as possibilidades sdo pouco provaveis. Outra possivel razdo da
diminui¢do da 4rea é a oxidacdo lipidica, causada pelo oxigénio presente no ambiente?s.
Como pode se observar na Figura Al, os graficos ndo possuem reprodutibilidade clara,

dificultando assim a andlise dos dados. Estamos em processo de entender esta

irreprodutibilidade.



