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2-anilinonaftaleno-6-sulfonico (2,6-ANS), (c¢) dehidroergosterol (DHE), (d) 1,2-
dioleoil- sn-glicero-3-fosfoetanolamina- N-(1-pirenosulfonil) (sal de amonio) (Pire-
no-PE) e (e) 1-12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]dodecanoil-2-hidroxi-
sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-NBD-PC). A sondas DNS-CI e 2,6-ANS se ligam
covalentemente e nao covalentemente as proteinas, respectivamente. As sondas
DHE, Pireno-PE e Liso-NBD-PC se estruturam nas bicamadas lipidicas através
das interacoes hidrofébicas. . . . . . . . . .. ..

2.14 Estrutura quimica das sondas lipofilicas usadas neste trabalho. (a) 1-palmitoil-
2-6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino|hexanoil- sn-glicero-3-fosfocolina (6-
NBD-PC), (b) 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) e (c) 2-amino-N-hexadecil ben-
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2.21 Micrografia confocal de uma vesicula unilamelar gigante composta de 1-palmitoil-
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2.23 Imagem topografica (altura) de bicamadas planas suportadas compostas de 1,2-

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina:N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina:coles-
terol (2:1:1). As estruturas identificadas com maior altura relativa a bicamada
(fase ly) sdo os dominios ricos em N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina:co-
lesterol (fase l,), regides claras na imagem, e as regides negras representam o

substrato de mica onde as bicamadas nao foram adsorvidas. . . . . . . . .. ..

Estrutura quimica do lipidio, dos marcadores de spin e dos terpenos utilizados
neste trabalho. . . . .. ..o L
Representacao esquemaética das configuragoes propostas para o marcador de spin
5-DMS em membranas de DPPC e suas respectivas linhas espectrais. Os mar-
cadores de spin da componente 1 (verde) estdo localizados principalmente na
regiao mais superficial da bicamada (onde se pode formar ligagoes de hidrogénio
com maior facilidade) enquanto os marcadores de spin da componente 2 (azul)
estao inseridos mais profundamente na membrana (realizando principalmente
interagoes hidrofébicas). Os marcadores de spin da componente 3 (cinza) estao
fora da bicamada (dissolvidos no solvente). . . . . . . .. .. ... L.
Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do
marcador 5-DMS incorporado nas bicamadas de DPPC nos intervalos de tempe-
ratura a=0-20 °C, f=20-45 °C e y=45-80 °C. As linhas verde e azul representam
as componentes espectrais 1 e 2 respectivamente. A escala de varredura do campo
magnético para todos os espectros foi de 100 G. . . . . . . ... ...
Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do
marcador 5-DMS incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpe-
nos na razao (0,8:1) terpeno:lipidio nos intervalos de temperatura a=0-20 °C,
£=20-45 °C e v=45-80 °C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2, respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcado-
res incorporados nas micelas dos terpenos (componente 3). A escala de varredura
do campo magnético para todos os espectros foi de 100 G. Painéis: A, 1,8-cineol;
B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . . ... ... ... ...
Espectros de RPE dos marcadores 5-DMS, 16-DMS, 5-DSA e 12-DSA incorpora-
dos em vesiculas de DPPC tratadas com (+4)-limoneno a 10 °C. As setas indicam
a posicao do campo magnético onde as linhas da componente 3 estao claramente

resolvidas. A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros

foi de 100 G. . . . . . .



4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

5.1
5.2

Melhor ajuste dos espectros de RPE do marcador 5-DMS dissolvido em micelas
de 1,8-cineol, (+)-limoneno, a-terpineol e nerolidol a 10 °C (Painel esquerdo) e
o comportamento dos respectivos tempos de correlagao rotacional como funcao
da temperatura (Painel direito). . . . . . . ... .
Tempo de correlacao rotacional, 7., para o marcador 5-DMS incorporado em
vesiculas de DPPC tratadas com os terpenos na razao (0,8:1) terpeno:lipidio nos
intervalos de temperatura a=0-20 °C, =20-45 °C e y=45-80 °C. Os simbolos
fechados referem-se a componente 1 e os simbolos abertos as componentes 2 ou
3. Os asteriscos representam os tempos de correlacao rotacional dos marcadores
dissolvidos nas micelas de terpeno. Os quadrados representam os tempos de
correlagao rotacional da amostra controle. As setas indicam a temperatura da
transigao de fase principal (7, = 41,4 °C) da amostra controle (sem terpeno).
Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (4)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . .
Espectros do marcador 5-DMS incorporado em membranas de DPPC tratadas
com os terpenos nas razoes (0,6:1) e (0,8:1) terpeno:lipidio. Os espectros apre-
sentados sdo aqueles que mais se assemelham ao espectro controle (DPPC sem
terpeno a 42 °C). A escala de varredura do campo magnético foi de 100 G.
Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . .
Logaritmo natural do coeficiente de partigdo no equilibrio, K, = (Ny/Ny), calcu-
lado com base nas populacoes N7 e Ny, do marcador de spin 5-DMS incorporado
em vesiculas de DPPC como funcao da temperatura absoluta. . . . . . . . . ..
Logaritmo natural do coeficiente de particao no equilibrio, K., calculado com
base nas populagoes Ny, No, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em
vesiculas de DPPC tratadas com terpenos na razao (0,8:1) terpeno:lipidio como
fungao da temperatura absoluta. Os simbolos abertos equivalem a K, = (N3/Ny)
e os simbolos fechados a K, = (Ny/N7). Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol;

C, (4)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . . ... ... oo

Estrutura quimica dos terpenos e do marcador de spin utilizados neste trabalho.
Teste citotéxico Balb/c 3T3-A31 NRU apds uma exposigao das células aos ter-
penos mais (nerolidol) e menos (1,8-cineol) citotéxicos durante 48 h. Os dados
representam a viabilidade celular média (%) £ desvio padrao (DP) para trés

experimentos independentes. . . . . . . .. ...
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Niveis hemoliticos induzidos apds incubar uma suspensao de eritrocitos con-
tendo um hematdcrito de 50% com diferentes concentracoes de etanol durante
1,5 h (Painel A). Niveis hemoliticos induzidos apds incubar uma suspensao de
eritrécitos contendo um hematécrito de 50% com diferentes concentragoes de
1,8-cineol e nerolidol durante 1,5 h (Painel B). . . . . . ... ... ... ... ..
Correlacao entre as concentragdes dos terpenos requeridas para provocar 50%
de hemolise e para obter o 1C5y de viabilidade celular. Cada ponto no grafico
corresponde a um terpeno (Tabelas 5.1 e 5.2). O valor obtido para o coeficiente
de correlagao (R) foide 0,61.. . . . . . . . . ..
Espectros do marcador de spin 5-DSA (linhas negras) e seus melhores ajus-
tes (linhas vermelhas) incorporado nas membranas de eritrécito para a amostra
controle e para amostras incubadas por 90 minutos com 1,8-cineol e nerolidol na
razao terpeno:célula de 12,7 x 10% : 1. O melhor ajuste para cada espectro foi ob-
tido usando o programa NLLS com um modelo de duas componentes espectrais.
Os valores do tempo de correlagao rotacional (7.) obtidos em cada ajuste estao
indicados. A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros
foide 100 G.. . . . . . . e
Tempo de correlacao rotacional 7, para o marcador 5-DSA incorporado nas mem-
branas de eritrécito em fungao do ntimero de terpenos/eritrécitos. . . . . . . . .
Espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA (linhas negras) e seus melhores
ajustes (linhas vermelhas) incorporado nas membranas de fibroblastos para uma
amostra nao tratada (controle) e para fibroblastos tratados com diversos terpenos
(incubados por 90 minutos) na razao terpeno:célula de 6,3 x 10° : 1. O melhor
ajuste para cada espectro foi obtido usando o programa NLLS com um modelo de
duas componentes espectrais. Os valores do tempo de correlagao rotacional (7.)
obtidos em cada ajuste estao indicados. O erro experimental em 7, é estimado
em 0,2 ns. A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros

foide 100 G. . . . . .
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6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

Arranjo molecular dos lipidios que formam as membranas intercelulares do es-
trato corneo, baseado no modelo proposto por Hill e Wertz [62]. As sondas fluo-
rescentes e o sesquiterpeno nerolidol estao mostrados na figura em suas provaveis
localizagoes. As caixas hachuradas representam as regioes eletricamente densas
onde os lipidios podem estar covalentemente ligados a superficie exterior dos en-
velopes proteicos dos cornedcitos (representados pelos grupos R). O, AHBA; @),
6-NBD-PC; @), DPH e @), nerolidol. Figura adaptada de Dynamics and partiti-
oning of spin-labeled stearates into the lipid domain of stratum corneum [172].

Arranjo utilizado para realizacao dos experimentos de espectroscopia de fluo-
rescéncia em membranas de estrato corneo. As membranas de estrato corneo
foram colocadas entre placas de quartzo e introduzidas em cubetas de quartzo

(com um angulo ligeiramente inferior a 45° com os lados da cubeta) contendo

solucao salina tamponada com acetatoe pH 5,1. . . . . . . ... ... ... ...

Espectros de emissao de fluorescéncia a 25 °C das sondas AHBA (Painel A),
6-NBD-PC (Painel B) e DPH (Painel C) incorporadas em vesiculas de DPPC
tratadas com mnerolidol na razao 0,8:1 (terpeno:lipidio). Os comprimentos de

onda de excitagao de cada sonda foram: AHBA, 330 nm; 6-NBD-PC, 460 nm e

DPH, 360 nm. . . . . . . . ..

Espectros de emissao de fluorescéncia a 25 °C das sondas AHBA (Painel A),
6-NBD-PC (Painel B) ¢ DPH (Painel C) incorporadas em membranas de EC
tratadas com nerolidol nas razoes 0,25; 0,5 e 1 % (v/v). Os comprimentos de

onda de excitacao de cada sonda foram: AHBA, 330 nm; 6-NBD-PC, 460 nm e

DPH, 360 nm. . . . . . . . ..

Dependéncia angular da anisotropia da fluorescéncia das sondas AHBA, 6-NBD-

PC e DPH incorporadas nas membranas de EC a 25 °C. As linhas representam

o valor médio de todas as medidas. . . . . . . . . ...

Anisotropia da fluorescéncia das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel
B) e DPH (Painel C) incorporadas nas membranas de DPPC como funcao da
temperatura para a razao 0,8:1 (nerolidol:lipidio). As linhas verticais pontilhadas

indicam a temperatura da transigao de fase principal (7, = 41,4 °C) da amostra

controle (sem terpeno). . . . . . . . ...
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6.7

6.8

6.9

7.1
7.2

7.3

7.4

Anisotropia da fluorescéncia das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Pai-
nel B) e DPH (Painel C) incorporadas nas membranas de EC como funcdo da
temperatura para diferentes concentragoes (v/v) do sesquiterpeno nerolidol. As

linhas verticais pontilhadas indicam a temperatura da primeira transicao de fase

(T, ~ 55 °C) da amostra controle (sem terpeno). . . . ... .. .. ... ....

Anisotropia da fluorescéncia da sonda DPH incorporadas em membranas de EC
como funcdo da temperatura. As amostras foram tratadas com com 1% (v/v) de
(4)-limoneno ou nerolidol durante 90 min a 25 °C. A linha vertical pontilhada

indica a temperatura da primeira transi¢ao de fase (7, ~ 55 °C) da amostra

controle (sem terpeno). . . . . . . . . .

Modelo para a agao dos terpenos em membranas de estrato cérneo. Figura

adaptada de Transdermal drug delivery of imipramine hydrochloride. 1. Effect

of terpenes. [80]. . . . . . .

Estrutura quimica dos lipidios e das sondas fluorescentes utilizados neste trabalho.125

Micrografias de fluorescéncia de vesiculas unilamelares gigantes marcadas com
a sonda Liss-Rho-PE e compostas de POPC, pSM, DPPC, pSM:col (0,6:0,4),
DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1). Os painéis esquerdos (imagem
3D e plano equatorial) mostram as imagens das amostras controle e os painéis
direitos (imagem 3D e plano equatorial) das amostras contendo 0,1 mol% de

AURORA-DSG. Todas as imagens foram adquiridas a temperatura ambiente. A

barra de escala equivale a 10 pM. . . . . . ..o oo oo

Imagens topograficas de microscopia de for¢ga atomica de SPB’s compostas de
pSM e psM:col (0,6:0,4). Os painéis esquerdos mostram as imagens das amostras
controle e os painéis direitos das amostras contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG.
As regioes negras representam o substrato de mica onde as bicamadas nao foram

adsorvidas. Todas as imagens foram adquiridas a temperatura ambiente. A

barra de escala equivale a 5 pM. . . . ..o L oo

Imagens topograficas de microscopia de for¢ga atomica de SPB’s compostas de
POPC, DPPC, DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1). Os painéis esquer-
dos mostram as imagens das amostras controle e os painéis direitos das amostras
contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG. Os dominios lipidicos sao identificados
por suas diferengas de altura (escala de cor). As regides negras representam o
substrato de mica onde as bicamadas nao foram adsorvidas. Todas as imagens

foram adquiridas a temperatura ambiente. A barra de escala equivale a 5 uM.
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7.5

7.6

7.7

7.8

B.1

B.2

C.1

Imagens topograficas de microscopia de forga atomica de SPB’s compostas de
POPC, DPPC, DOPC:DSPC e DOPC:pSM:col. Os painéis esquerdos mostram
as imagens das amostras controle, os painéis centrais das amostras contendo
0,1 mol% de AURORA-DSG e os painéis direitos uma representacao 3D dos
painéis centrais. As particulas, em sua maioria, permaneceram estaveis durante
o processo de aquisicao da imagem. Por motivos técnicos nao foi possivel adquirir
imagens da fase liquida-ordenada das amostras de DOPC:pSM:col. Todas as
imagens foram adquiridas a temperatura ambiente e possuem 0,5x0,5 M.

Distribuicao dos diametros como funcao das alturas medidas através das ima-
gens topograficas de AFM das nanoparticulas AURORA-DSG introduzidas nas
SPB’s. O parametro R determina a correlagao entre os valores encontrados
para os diametros e para as alturas. Painéis: A, POPC; B, DOPC:DSPC (fase
liquida-desordenada); C, DOPC:pSM:col (fase liquida-desordenada); D, DPPC;

E, DOPC:DSPC (fase gel). . . . . . . . . ...

Histogramas e seus ajustes das alturas medidas através das imagens topograficas
de AFM das nanoparticulas AURORA-DSG introduzidas nas SPB’s. Painéis:
A, POPC; B, DOPC:DSPC (fase liquida-desordenada); C, DOPC:pSM:col (fase

liquida-desordenada); D, DPPC; E, DOPC:DSPC (fase gel). . . ... ... ...

Anisotropia da fluorescéncia da sonda DPH incorporada em MLV’s de POPC,
pSM, DPPC e pSM:col. Foram adicionados as amostras 0,1 mol% de AURORA-

DSG. O asterisco indica estatisticamente diferente a P<0,05 (teste Tukey). . . .

Niveis de energia e as respectivas transigoes possiveis para uma molécula de
nitréxido submetida a altos valores do campo magnético aplicado, H. Na figura,
S =1 I =1 e anotagdo utilizada ¢ |mg, M). As linhas sélidas indicam as

transicoes permitidas e as linhas pontilhadas as transi¢oes proibidas. Figura

adaptada de Theory of Slow Tumbling ESR Spectra for Nitroxides [165]. . . . . .

Espectro de RPE (linha preta) e seu melhor ajuste (linha vermelha) do marcador
5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC a 34 °C. As linhas verde e azul

representam as compontentes espectrais que formam o espectro composto (linha

vermelha) separadas através do software NLLS. . . . . . .. .. ... ... ...

Cargas +q conectadas por um fio fino para formar um dipolo elétrico. . . . . . .
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D.1

D.2

D.3

D4

Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do
marcador 5-DMS incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpe-
nos na razao (0,6:1) terpeno:lipidio nos intervalos de temperatura a=0-20 °C,
B=20-45 °C e v=45-80 °C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2 respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores
incorporados nas micelas dos terpenos (componente 3). A escala de varredura

do campo magnético foi de 100 G. Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C,

(+)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . ..o Lo

Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do
marcador 5-DMS incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpe-
nos na razao (1,2:1) terpeno:lipidio nos intervalos de temperatura a=0-20 °C,
£=20-45 °C e v=45-80 °C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2 respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores
incorporados nas micelas dos terpenos (componente 3). A escala de varredura

do campo magnético foi de 100 G. Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C,

(4+)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . ...

Tempo de correlacao rotacional, 7., para o marcador 5-DMS incorporado em
vesiculas de DPPC tratadas com os terpenos na razao (0,6:1) terpeno:lipidio nos
intervalos de temperatura a=0-20 °C, =20-45 °C e y=45-80 °C. Os simbolos
fechados referem-se a componente 1 e os simbolos abertos a componentes 2 ou
3. Os asteriscos representam os tempos de correlacao rotacional dos marcadores
dissolvidos nas micelas de terpeno. Os quadrados representam os tempos de
correlagao rotacional da amostra controle. As setas indicam a temperatura da

transigao de fase principal (7, = 41,4 °C) da amostra controle (sem terpeno).

Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (4)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . .

Tempo de correlagao rotacional, 7., para o marcador 5-DMS incorporado em
vesiculas de DPPC tratadas com os terpenos na razao (1,2:1) terpeno:lipidio nos
intervalos de temperatura a=0-20 °C, =20-45 °C e y=45-80 °C. Os simbolos
fechados referem-se a componente 1 e os simbolos abertos a componentes 2 ou
3. Os asteriscos representam os tempos de correlacao rotacional dos marcadores
dissolvidos nas micelas de terpeno. Os quadrados representam os tempos de
correlagao rotacional da amostra controle. As setas indicam a temperatura da

transigao de fase principal (7, = 41,4 °C) da amostra controle (sem terpeno).

Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (4)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . .
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D.5

D.6

D.7

E.1

E.2

Populacoes relativas do marcador de spin 5-DMS incorporado em vesiculas de
DPPC tratadas com os terpenos. N3 e N; dizem respeito as fragoes de marca-
dores de spin nas componentes 3 e 1 respectivamente. Painéis: A, 1,8-cineol; B,
a-terpineol; C, (4)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . ... ... ... L.
Logaritmo natural do coeficiente de partigao no equilibrio, K., calculado com
base nas populacoes Ny, Ny, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em
vesiculas de DPPC tratadas com terpenos na razao (1,2:1) terpeno:lipidio como
fungao da temperatura absoluta. Os simbolos abertos equivalem a K, = (N3/Ny)
e os simbolos fechados a K, = (N2/Np). Painéis: A, 1,8-cineol; B, (+)-limoneno.
Logaritmo natural do coeficiente de particao no equilibrio, K., calculado com
base nas populagoes Ny, No, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em
vesiculas de DPPC tratadas com terpenos na razao (0,6:1) terpeno:lipidio como
fungao da temperatura absoluta. Os simbolos abertos equivalem a K, = (N3/Ny)
e os simbolos fechados a K, = (Ny/Ny). Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol;

C, (4)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . . . ... oo

Micrografias de fluorescéncia (imagem 3D e plano equatorial) de vesiculas uni-
lamelares gigantes marcadas com as sondas Liss-Rho-PE e NAP e compostas de
pSM:col, DOPC:pSM:col, POPC e DOPC:DSPC. As amostas foram preparadas
de acordo com a secao 7.2.3 com a adicao de 0,5 mol% da sonda fluorescente
NAP (comprimento de excitagdo de 457 nm). As imagens foram adquiridas a
temperatura ambiente através de dois canais de deteccao equipados com filtros

de 593420 nm (Liss-Rho-PE) e 485£20 nm (NAP). A barra de escala equivale
Esquema ilustrativo da determinagao do raio da imagem de um corpo menor do
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Prefacio

Nesta tese estao compilados parte dos resultados obtidos por mim, sob a orientacao dos
professores Dr. Antonio Alonso e Dr. Félix M. Goni, durante meu periodo de doutoramento
(margo de 2010 a abril de 2014). De maneira geral, este trabalho examina a interacdo de
algumas moléculas de interesse com uma série de biomembranas por meio de diferentes técnicas
experimentais. No primeiro capitulo dessa tese, o leitor ird encontrar uma introducao sobre
as caracteristicas gerais das membranas lipidicas e sobre as caracteristicas particulares das
biomembranas estudadas, além de uma descricao das moléculas escolhidas (terpenos e uma
nanoparticula conjugada) para serem estudadas nesse trabalho. No segundo capitulo, estao
descritos os aspectos tedricos das técnicas experimentais utilizadas em nossos estudos com
enfase em suas aplicagoes em sistemas biolégicos. O leitor moderadamente familiarizado com as
espectroscopias de ressonancia paramagnética eletronica (associada ao método dos marcadores
de spin) e de fluorescéncia, e também com as microscopias de fluorescéncia e de forga atomica
pode evitar este capitulo e dirigir sua leitura diretamente aos capitulos subsequentes sem perda
de linearidade do texto. No terceiro capitulo, o leitor ird encontrar os principais objetivos desse
trabalho.

Nos capitulos 4, 5 e 6 estao apresentadas as motivagoes, os métodos experimentais e
os resultados de nossos estudos sobre a interagao de terpenos com alguns tipos de biomem-
branas (estes estudos foram realizados sob a orientacao do professor Dr. Antonio Alonso, na
Universidade Federal de Goias). No final de cada um destes capitulos esta incluida também
a contextualizacao de nossos resultados com os resultados encontrados na literatura e nos-

sas respectivas conclusoes parciais. O estudo da interacao de terpenos com biomembranas é

xxii



particularmente interessante, uma vez que estas moléculas podem atuar como facilitadores da
penetracao de farmacos através da pele, além de apresentarem atividade antitumoral, antibac-
teriana e antiparasitaria entre outras.

O capitulo 7 segue a mesma estrutura dos capitulos 4, 5 e 6 para apresentar os resulta-
dos obtidos (sob a orienta¢ao do professor Dr. Félix M. Goni, na Universidade do Pais Basco)
sobre a intera¢ao da nanoparticula de ouro conjugada 1,2-distearoil-sn-glicero-3-(Nanoparticulas
Aurora) com modelos de membranas lipidicas. Essa particula foi desenvolvida para aumentar
a resolucao das bicamadas lipidicas em imagens de microscopia eletronica e os primeiros resul-
tados sobre os efeitos de sua incorporacao nessas bicamadas estao reportados nessa tese.

Finalmente, nos capitulos 8 e 9 o leitor ird encontrar as conclusoes gerais dos trabalhos
aqui apresentados, bem como nossas perspectivas sobre a continuagao desses estudos. O leitor
pode encontrar ainda, no final desta tese, 5 apéndices nos quais estao apresentados partes do
tratamento matematico das técnicas experimentais usadas e uma série de resultados obtidos,
os quais foram separados da sequéncia principal do texto para facilitar sua leitura. Um tltimo
apéndice foi incluido na forma de uma lista dos artigos publicados e manuscritos preparados
durante meu periodo de doutoramento. Espero que o texto a seguir corresponda as expectativas

do leitor.

Sebastiao Antonio Mendanha Neto
Goiania, abril de 2014.
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Resumo

As interacoes de terpenos com membranas de eritrécito, fibroblastos, estrato cérneo e
membrana modelo composta de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina foram investigadas por
meio das espectroscopias de ressonancia paramagnética eletronica e de fluorescéncia por meio
do uso de sondas lipofilicas. Foi possivel demonstrar que quando adicionados em altas concen-
tragoes a sistemas que possuem uma alta relagao lipidio/solvente, terpenos como o 1,8-cineol,
a-terpineol, (+)-limoneno e nerolidol sdo capazes de se estabilizar em agregados moleculares
capazes de extrair os lipidios das bicamadas. Estudos sobre o potencial hemolitico e citotdxico
de varios terpenos demostraram que os danos celulares causados por estas moléculas sao de-
pendentes da concentragao e que dentre os terpenos estudados, nerolidol e terpineol sao os mais
hemoliticos e citotoxicos enquanto limoneno e cineol sao os menos hemoliticos e citotoxicos. En-
tretanto, a baixa correlagao entre estes dois testes indica que os processos envolvidos em cada
caso nao sao totalmente dependentes. Ficou demonstrado ainda que uma vez incorporados nas
membranas, os terpenos aumentam a fluidez das bicamadas lipidicas e diminuem a tempera-
tura de sua transicao de fase principal. Diferencas entre o aumento de fluidez promovido pelo
sesquiterpeno nerolidol e por todos os monoterpenos estudados foram verificadas. Contudo,
uma comparacao entre o efeito dos monoterpenos estudados, nao aponta para diferencas sig-
nificativas entre suas capacidades de aumento de fluidez. Além disso, foi demostrado através
das microscopias confocal e de forca atomica e da espectroscopia de fluorescéncia que a 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-(Nanoparticulas Aurora) é melhor incorporada em membranas lipidicas
em fase fluida e que a adigao de 0,1% destas nanoparticulas conjugadas nao produz grandes

variacoes na fluidez e nao provoca mudancgas morfoldgicas substanciais das bicamadas lipidicas.
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Abstract

The interactions of terpenes with membranes of erythrocyte, fibroblasts, stratum cor-
neum and the model membranes of 1,2-dipalmitoylsn-glycero-3-phosphocholine were investiga-
ted by using the the electron paramagnetic resonance and fluorescence spectroscopic of lipophilic
probes. It has been shown that when added at high concentrations to systems having a high
lipid /solvent ratio, terpenes such as 1,8-cineol, a-terpineol, (+)-limonene and nerolidol are able
to self-stabilize in molecular aggregates which can extract the bilayers lipids. Studies on the
hemolytic and cytotoxic potential of various terpenes showed that cell damage caused by these
molecules are concentration dependent and that among the studied terpenes, nerolidol and
a-terpineol are the most hemolytic and cytotoxic, while (+)-limonene and 1,8-cineole are the
least hemolytic and cytotoxic. However, the low correlation between these two tests indicates
that the processes involved in each case are not completely dependent. It was also shown that
once embedded in the membrane, terpenes increase the fluidity of lipid bilayers and decrease
the temperature of the main phase transition. Differences between increased fluidity promoted
by sesquiterpene nerolidol and all monoterpenes studied were observed. Meanwhile, in a com-
parison of the effect of the monoterpenes studied, no significant differences in their ability to
increase membrane fluidity were detected. Furthermore, it was demonstrated by using confocal
and atomic force microscopy and fluorescence spectroscopy that the 1,2-distearoylsn-glycero-
3-(Aurora nanoparticles) is better incorporated in lipid membranes under fluid phase and that
the addition of 0.1% of these conjugated nanoparticles do not produces large variations in

membrane fluidity and no causes substantial morphological changes of lipid bilayers.
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1.1 Biofisica de Membranas Biolégicas

Existem varias dreas de interface cientifica onde os fisicos tém fornecido - e continuam
fornecendo - diversas contribuicoes valorosas. Um exemplo desse tipo de aplicacao é encontrado
no estudo da termodinamica, estrutura, dinamica e comportamento funcional das membranas
biolégicas. A fisica das membranas bioldgicas é excepcionalmente interessante uma vez que elas
se auto-organizam espontaneamente em solucao aquosa e sao quase bidimensionais, compos-
tas de moléculas relativamente grandes mas flexiveis e que possuem varios graus de liberdade
intramoleculares. Além disso, as membranas bioldgicas exibem um comportamento de fase
complexo e incorporam biomoléculas grandes, tais como proteinas, sem comprometer sua inte-
gridade estrutural béasica. Este nivel de diversidade estrutural apresenta muitos desafios para
aqueles que desejam investigar as propriedades fisicas e quimicas das biomembranas, além de
apresentar a possibilidade de que novos modelos possam surgir a partir desses estudos [1].

As membranas bioldgicas tém sido quantitativamente estudadas experimentalmente
por uma grande variedade de métodos [2-4]. Neste trabalho vamos utilizar as espectroscopias
de ressonancia de spin eletronico e de fluorescéncica, bem como as microscopias de fluorescéncia
confocal e de forca atomica para avaliar a interacao de terpenos e de uma nanoparticula de

ouro conjugada com uma série de biomembranas.
1.1.1 Composicao Lipidica das Membrana Biolégicas

Biomembranas tipicas sao altamente heterogéneas em sua composi¢ao, mas sua matriz
estrutural bésica!, a bicamada lipidica, ¢ a mesma em quase todas as células procariotas e
eucariotas [1]. Bicamadas lipidicas sdo estruturadas por duas monocamadas opostas compostas
por moléculas denominadas lipidios. Uma molécula de lipidio normal, geralmente tem peso
molecular de cerca de 750 g/mol e é constituida por duas partes distintas - uma hidrofilica

(solivel em dgua) e outra hidrofébica (insolivel em dgua). A parte hidrofébica é composta

LA visdo conceitual de biomembranas com base no conceito bicamada lipidica, chamado de modelo de mosaico
fluido, foi proposto pela primeira vez em 1972 por Singer e Nicholson [5].
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por uma cadeia de grupos CH, terminada por um grupo metila (CHs). Ja a parte hidrofilica
varia de lipidio para lipidio. Para o caso dos fosfolipidios, a parte hidrofilica pode conter entre
outros grupos, fosfato e colina. Em pH neutro o fosfato carrega uma carga negativa liquida que
é equilibrada por uma carga positiva liquida da colina. A natureza bipolar dos lipidios confere
a essas moléculas um carater anfifilico para se organizar em estruturas que protegem as regioes
hidrofébicas da agua e maximizam o contato das regides polares com a agua.

Todas as membranas celulares contém glicerofosfolipidios, formados a partir da com-
binagao de vérios grupos ligados através do glicerol a duas cadeias acila, uma das quais ¢é
geralmente insaturada. Embora os glicerofosfolipidios sejam suficientes para formar bicama-
das, a membrana plasméatica da maioria das células eucaridticas contem ainda outras duas

classes de lipidios - os esterdis e os esfingolipidios (Figura 1.1) [6].

fosfolipidio

H colesterol

esfingolipidio

Figura 1.1: Estruturas moleculares das principais classes de lipidios que compdem as membranas das células
eucaridticas. Esterdis sdo baseados em uma estrutura de quatro anéis, com o colesterol sendo a forma presente
em mamiferos. Glicerofosfolipidios sdo baseados no diacilglicerol e, tipicamente tem cadeias acila de 16-18
atomos de carbono, uma das quais contém uma ligagdo dupla cis. O grupo radical (R) pode ser neutro (serina
ou inositol) ou positivo (etanolamina ou colina). Esfingolipidios sdo baseados na ceramida e, em mamiferos, o
grupo (R) pode ser a colina (esfingomielina) ou no caso dos glicoesfingolipidios a glicose. A cadeia acila ligada a
base esfingdide é tipicamente saturada, variando entre 16-26 dtomos de carbonos. Nos esfingolipidios verifica-se
a presenca de doadores (grupos hidroxila) e aceptores (grupos carbonil) de ligagdes de hidrogénio enquanto nos
glicerofosfolipidios verifica-se a presenca apenas de aceptores (grupo carbonil). Figura adaptada de Lipid Rafts:
Elusive or lllusive? [6].

Esfingolipidios sao baseados na ceramida e tem tanto a fosfocolina (esfingomielina) ou
uma série de estruturas de carboidratos (glicoesfingolipidios) como grupo polar. Os esteréis

sao baseados em uma estrutura rigida de quatro anéis, com o colesterol sendo a principal
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forma encontrada nos vertebrados. Embora os niveis precisos desses lipidios variem de acordo
com o tipo de célula, o colesterol normalmente corresponde a 30-40 mol% dos lipidios da
membrana plasmatica [7,8]. A esfingomielina por sua vez, corresponde a 10-20 mol%, enquanto
os glicoesfingolipidios estao normalmente presentes apenas em baixos niveis [9]. Além disso,
as composicoes lipidicas das monocamadas que formam a membrana plasmatica também sao
muito diferentes. A maioria, senao todos os esfingolipidios, estao presentes na monocamada
externa, enquanto alguns dos glicerofosfolipidios estao restritos & monocamada interna [10]. Ao
contrario dos fosfolipidios, o colesterol apresenta uma alta taxa de inversao espontanea entre

as duas monocamadas [11].

1.1.2 Poliformismo e Movimentacao dos Lipidios

Devido a sua baixa solubilidade em dgua, quando dispersos em uma solucao aquosa os
lipidios se auto-agregam em diferentes estruturas, dependendo basicamente da forca ionica e
do pH da solucao aquosa, da temperatura, da pressao, do nivel de hidratagao e de sua propria
natureza geométrica. Dessa maneira, de acordo com as condigoes do sistema, os lipidos sao ditos
estar em uma fase particular. Essas fases sdo definidas por um arranjo espacial dos lipidios (sob
condigoes de equilibrio termodinamico) e caracterizadas por propriedades fisicas particulares.

As fases lipidicas podem ser classificadas de acordo com o tipo de rede, a ordem da
cadeia e a curvatura da estrutura geral em que os lipidios se estruturam. Os principais tipos
sao as fases micelar, lamelar e hexagonal (Figura 1.2). Os lipidios das membranas celulares sao
basicamente organizados na fase lamelar. No entanto, alguns processos biologicos fundamentais
tais como a fusdo e a fissio de membranas [12] sao caracterizados pela formacao de estruturas
nao lamelares mais complexas tais como a fase hexagonal. A fase hexagonal também ¢ verificada

no complexo arranjo lipidico das membranas da camada mais superficial da pele (ver Segao 1.5).

Permutacgoes entre as fases sao chamadas transicoes de fase e ocorrem quando os

parametros fisicos especificos que definem uma determinada fase (tais como os coeficientes
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Figura 1.2: Poliformismo lipidico de acordo com a estrutura geométrica de cada tipo de molécula.

de ordem translacional e configuracional) sao alteradas. Transi¢oes de fase podem ser indu-
zidas por meio da mudanga de temperatura (transi¢oes termotrdpicas) e pressao (transigoes
barotrépicas) do sistema ou ainda pela alteragdo na proporgao dos solventes (transi¢oes li-
otrépicas). As transi¢oes termotrépicas sdo fortemente dependentes do comprimento da cadeia
acila lipidica e de seu nivel de insaturacgao, e sua caracterizagao para membranas compostas de
um unico ou de varios tipos de lipidio sao importantes principalmente para situagoes onde os
lipidios exibem transi¢oes termotropicos na faixa de temperatura de relevancia fisioldgica (~
37 °C).

Membranas bioldgicas, sob condicoes de equilibrio, sao compostas de uma bicamada
lipidica numa configuracao lamelar. Elas, geralmente exibe duas fases: sdlida-ordenada (gel)

e liquida (1) (Figura 1.3). A fase gel é caracterizada por um alto grau de ordem translacional
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(coeficiente de difusao translacional da ordem de 10~ cm?/s ou menor) e configuracional
(alta razao trans/gauche nas cadeias acila), enquanto a fase [ é caracterizada por menor ordem
translacional (coeficiente de difusdo translacional da ordem de 107 cm?/s) e configuracional
(baixa razao trans/gauche nas cadeias acila) [13]. Tem sido demonstrado que a fase gel parece
nao ter relevancia fisiologica, e de fato, o empacotamento das cadeias acila dos lipidios reduz
a temperatura de transicao de fase principal T}, garantindo assim, a fase [ da membrana em

temperaturas fisiolégicas [6].

00000000 00000000
20000000 ] {

00000000 00000000 QQQQQQQQQ

sélida-ordenada (gel) liquida-desordenada (/) liquida-ordenada (/,)

Figura 1.3: Fases das bicamadas lipidicas. Bicamadas lipidicas que estdo abaixo da temperatura de transicdo
de fase (T},) formam uma fase sélido ordenada (gel) que acima da T,,, passa a ser fase liquida-desordenada (14)
(também conhecida como liquida-cristalina). A presenca de colesterol (estruturas ovais) ordena as cadeias acila
da fase l4, criando a fase liquida-ordenada (I,). Figura adaptada de Lipid Rafts: Elusive or lllusive? [6].

Membranas lipidicas que apresentam alta concentracao de colesterol apresentam ainda
uma terceira fase. O colesterol se relaciona de maneira distinta com os diferentes tipos de
lipidios da membrana?, interagindo preferencialmente com lipidios de cadeias alifdticas total-
mente saturadas, quando comparada com lipidios que tem uma ou mais cadeias insaturadas [14].
Além disso, a posicao de uma dupla ligacao em uma cadeia alifatica e sua configuracao sera de
suma importancia no que diz respeito a interacao dessa cadeia com o colesterol. Insaturacoes
além do décimo quarto ou décimo quinto atomo de carbono na cadeia tem pouco ou nenhum
efeito na interagdo com o colesterol [13].

Neste tipo de interacgao, a estrutura rigida do colesterol faz com que as cadeias acila dos

fosfolipidios assumam uma forma mais (menos) compacta, reduzindo (aumentando) a superficie

2 A interacao dos glicerofosfolipidios com o colesterol por exemplo, diminui na seguinte ordem: fosfatidilcolina
> fosfatidilserina > fosfatidiletanolamina [13].
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ocupada pelo lipidio e aumentando (reduzindo) a espessura da bicamada na fase [ (gel) [6,13].
O complexo condensado é estavel em temperaturas abaixo da temperatura de transicao de fase
T, dos lipidios e se dissocia endotermicamente acima dessa temperatura [13]. Além disso, a
adicao do colesterol reduz a entalpia da transicao entre as fases gel e [, com total eliminacao da
transigao de fase a partir da concentracao de 50 mol% de colesterol [15]. Como as moléculas de
colesterol ficam dispostas perpendicularmente a bicamada, o efeito de organizacao é direcional.
Isto significa que as cadeias lipidicas nao se deformam facilmente para permitir o movimento
de pequenas moléculas através da membrana, mas os lipidios ainda podem se mover livremente
uns sobre os outros. Portanto, o colesterol tem a propriedade marcante de ordenar a bicamada
em uma dimensao e, consequentemente, diminuir (aumentar) a permeabilidade, enquanto tem
um efeito minimo (méaximo) sobre a taxa de difusdo lateral de proteinas e lipidios no plano
da bicamada na fase | (gel) [15,16]. Esta nova fase, que surge da interagdo do colesterol
com os outros lipidios é denominada fase liquida-ordenada (l,). A fase [, possui propriedades
intermediarias entre as fases gel e fluida. Desta forma, uma membrana que contém baixa
concentragao molar de colesterol é dita estar em uma fase liquida-desordenada (l;) (Figura
1.3).

Uma quantidade consideravel de dados demonstram que o colesterol interage mais fa-
voravelmente com a esfingomielina do que com outros fosfolipidios, tanto em bicamadas como
em monocamadas [17-19]. O colesterol elimina a transi¢ao de fase da esfingomielina em mis-
turas binarias com outros fosfolipidios, indicando uma interacao preferencial. Além disso, a
permeabilidade a dgua é menor em bicamadas esfingomielina/colesterol do que em membranas
de fosfatidilcolina/colesterol, indicando um maior empacotamento lateral no primeiro sistema.

A razao para a preferéncia do colesterol pela esfingomielina perante a fosfatidilcolina
estd nas diferencas estruturais dessas moléculas lipidicas. A esfingomielina é um derivado da
esfingosina (D-eritro-2-amino-trans-4-octadeceno-1,3-diol) onde um écido graxo é ligado ao se-
gundo grupo amina da esfingosina formando uma amida. Em esfingolipidios de mamiferos, esse

acido graxo é variavel, mas geralmente é uma cadeia saturada com 16 a 24 carbonos com uma
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pequena fracdo de 24:141%¢¢  dependendo do tecido de origem. Assim, em termos da parte
apolar das moléculas, esses lipidios apresentam cadeias alifaticas bastante longas e totalmente
saturadas (com uma insaturacao trans na base de esfingosina). Quando uma insaturacdo cis
aparece, ela estd localizada, mais profundamente na bicamada. Ja as fosfatidilcolinas monoin-
saturadas, as quais sao as principais espécies lipidicas em membranas de células de mamiferos,
geralmente tém uma ligacao dupla cis na posicao A? de um dos 4cidos graxos e pode ter mais
ligagoes duplas em posicoes mais profundas da cadeia acila.

Se considerarmos a ligagao de hidrogénio como uma interacao estrutural estabilizadora,
a parte polar dos lipidios também tem importancia na formacao de estruturas ordenadas na
membrana. Os lipidios baseados na esfingosina por exemplo, os quais possuem um grupo
hidroxila e um grupo amida (ambos podendo atuar como doadores ou aceptores de ligacoes de
hidrogénio) apresentam a habilidade de se ligar diretamente aos lipidios vizinhos via interacao
de hidrogénio na interface aquosa da bicamada. Por outro lado, as fosfatidilcolinas possuem
apenas um grupo carbonila e dtomos de oxigénio (podendo atuar somente como aceptores
de ligacao de hidrogénio) e nao se ligam diretamente aos lipidios vizinhos [13]. Portanto, os
esfingolipidios se apresentam como parceiros ideais para a interagao com o colesterol.

Tem sido demonstrado que esta fase [, tem uma ordem translacional ligeiramente maior
quando comparada com a fase [ livre de colesterol (coeficiente de difusao translacional cerca de
duas vezes menor) e uma ordem configuracional comparédvel a de uma fase gel [13]. Nao h4,
no entanto, uma definicao exata em termos de frequéncias esperadas ou parametros de ordem
para se distinguir rigidamente bicamadas em fase [; de bicamadas em fase [,.

Além disso, a fluidez da membrana permite que os lipidios e as proteinas se movam ao
longo do plano da bicamada e entre as monocamadas (no caso de alguns lipidios especificos). O
movimento em uma bicamada lipidica pode ser classificado em difusao lateral, rotacao, flexao
e difusdo transversal (flip-flop) (Figura 1.4). A difusao lateral é um processo muito rapido e
permite que a heterogeneidade da membrana ocorra [3]. Esse tipo de movimento permite que

lipidos se movam no plano da monocamada na qual estao inseridos. O movimento de rotacao
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dos lipidos reflete o seu movimento ao longo do seu eixo perpendicular a bicamada e permite
que as interacoes lipidio-lipidio acontecam. Ja o movimento de flexao, reflete o movimento das
cadeias acila associadas aos glicerofosfolipidos, glicoglicerolipidios e esfingolipidios. Essa propri-
edade ¢é fortemente dependente do comprimento da cadeia acila, de seu grau de saturacao e da
temperatura. O movimento transversal, por sua vez, refere-se aos lipidos que se deslocam entre
as monocamadas da membrana. Esse tipo de movimento é energeticamente desfavoravel, uma
vez que o grupo polar do lipidio deve atravessar o nticleo hidrofébico da membrana, portanto,
¢ um processo muito lento, com um tempo médio de duragao de horas. O movimento transver-
sal dos lipidios é de grande importancia, por exemplo, na resposta apoptotica de uma célula,
em que a exteriorizacao de fosfatidilserina, um fosfolipidio presente apenas na monocamada
interna das membranas plasmaticas, é necessaria para potencializar o reconhecimento celular
dos macrofagos. Flippases, floppases e scramblases sao alguns tipos de proteinas que catalisam

o movimento transversal dos lipidios [20].

Q;:Q.. 000000 000000 000800

0000099 000009 000090 G009 9O
difusao lateral rotacao flexao difusdo transversal

Figura 1.4: Tipos de movimento realizados pelos lipidios nas bicamadas.

1.1.3 Dominios Lipidicos

As membranas celulares nao sao completamente homogéneas podendo apresentar entao
heterogeneidades laterais denominadas dominios de membrana [21]. Tais estruturas tem rece-
bido grande atencao da comunidade cientifica desde a proposta da hipdtese dos lipid RAFTS
- dominios lipidicos ricos em esfingomielina e colesterol [6]. A grande quantidade de trabalhos

dedicados ao estudo deste tipo de dominio lipidico acabou criando uma terminologia confusa
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para se referir aos dominios de membrana. Termos tais como dominios de membrana, platafor-
mas lipidicas, dominios lipidicos, dominios em fase liquida-ordenada e membranas resistentes
a detergentes sao frequentemente usadas indistintamente para referir-se a estruturas seme-
lhantes porém essencialmente distintas. Neste estudo, vamos utilizar a terminologia dominio
lipidico/fase lipidica para nos referir a heterogeneidades da membrana lateralmente segregadas
e que possuem concentragoes de lipidios especificos.

Uma vez que bicamadas multicomponentes sao sistemas mesoscopicos bidimensionais,
elas podem apresentar varias fases ou mesmo a coexisténcia de fases em estreita analogia com
sistemas macroscopicos tridimensionais®. Se a composicao da membrana permite a coexisténcia
de fases, pode-se encontrar diferentes tipos de dominios nas bicamadas, ou seja, regioes ou zonas
lateralmente estendidas dentro da membrana que diferem em composicao lipidica [22].

Dominios formados a partir da separacao lateral dos lipidios podem se formar em
membranas bioldgicas todo o tempo, mas tendo em conta os altos coeficientes de difusao dos
lipidios (cerca de 5x107® cm?/s), um dominio desse tipo, formado em uma pequena drea,
digamos 10000 A2, (o que corresponde a cerca de 150 lipidios) desapareceria em menos de
10 ps [23]. Esse pode ser um sinal transiente util para o citoplasma. No entanto, se estes
dominios contribuem para a organizacao estrutural da membrana, seu tempo de vida deve
ser significativamente mais longo. Isto é, eles podem comecar como dominios cinéticos, mas
interacoes de estabilizagao termodinamica devem estar presentes para assegurar um tempo
de vida suficientemente longo para o dominio. Num sistema em equilibrio termodinamico,
os dominios podem se formar simplesmente pela interacao diferencial entre os componentes

da membrana (como no caso da interagao preferencial entre o colesterol e a esfingomielina,

3No contexto da termodinidmica uma fase é sempre um sistema macroscépico que consiste em um grande
nimero de moléculas. No entanto, em bicamadas lipidicas, as fases muitas vezes tendem a ser fragmentadas em
pequenos dominios (algumas milhares de moléculas) onde cada qual, por si 6, ndo tem um nimero suficiente
de moléculas para satisfazer estritamente a definicao termodinamica de fase. Na auséncia de melhor descri¢cao
para este tipo de estado mesoscopico, e assumindo que ha um nimero grande de dominios em um determinado
sistema, os dominios podem ser tratados como se fizessem parte de uma fase macroscépica, de forma que as
mesmas propriedades atribuidas aos dominios possam descrever a fase. Esta definicao é provavelmente adequada,
desde que os dominios nao se tornem muito pequenos. Por exemplo, em uma bicamada onde coexistam as fases
la/lo, a fase liquido-ordenada compreende todos os dominios (pequenos ou grandes) da fase RAFT e o resto da
membrana que envolve estes dominios é dita estar na fase liquida, I [13].
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discutida anteriormente).

Considere por exemplo uma molécula de lipidio em uma das monocamadas da mem-
brana, cercada por seis lipidios vizinhos mais préximos?*. Se os lipidios forem de duas espécies
diferentes, por exemplo, A e B ambos em fase fluida, existem trés interacgoes lipidio-lipidio
envolvidas: AA, AB e BB. Contudo, apenas a diferenca entre a interacao AB e a média das
interagoes AA e BB sdo necessdrias para descrever o sistema (Figura 1.5). A variagdo da energia

livre de Gibbs padrao® por molécula para esta reacao é dada por

1

AG® = gap — i(gAA + 9BB), (1.1)

em que ga4 € ggp Sao as energias livres de Gibbs da interacao entre duas moléculas A ou duas

moléculas B e gap é a energia livre da interagao entre uma molécula A e uma molécula B.

Figura 1.5: (1) Representacdo da reac3o de troca entre dois pares de lipidos semelhantes que produz dois pares
de lipidos contrarios. Esta reacdo define a energia livre de Gibbs de interacdo, wap. (2) Reagdo de troca entre
dois lipidios. A diferenca de energia livre entre as configura¢Ges inicial e final é um mdltiplo de wap. Figura
adaptada de Thermodynamics of membrane domains [23)].

Podemos definir um parametro, wsp, para representar a variacao da energia livre de
Gibbs da interagao entre vizinhos mais proximos para lipidios de tipos diferentes. E este

parametro que determina se os lipidios A e B tendem a se misturar ou a se separar em dominios.

4Como discutido por Jerala e co-autores, apenas as cadeias acila dos lipidios estdo em uma rede triangular
regular na fase gel. Entretanto o erro introduzido por esta aproximacao é desprezivel [24].

5A energia livre de Gibbs padrdo, G°, é a energia livre de Gibbs de um componente i em um estado de
referéncia (por exemplo, [X;] =1 M).
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Se analisarmos a segunda situacao mostrada na Figura 1.5, verificamos que a varia¢ao na energia

livre de Gibbs para a troca de posicao entre dois lipidios vizinhos é

AGP = G- G
= 4gaa+ 495 + 1194 — (T9aa + 7955 + 59aB)

= 69ap — 3944 — 39pp = bwap (1.2)

O lado direito da Figura 1.5 é favorecido pelo aumento da entropia. Entretanto, se wap
for positivo, o lado esquerdo da Figura 1.5 é favorecido uma vez que a probabilidade de reacao

é proporcional & e~ AGY/RT (

R representa a constante dos gases e T' a temperatura). Ou seja,
a separacao lateral de fase entre A e B ird acontecer sempre que wxp for positivo. Note que
wap = 0 implica em uma mistura aleatoria e que wap < 0 induz a formacao de um padrao AB
na forma de um tabuleiro de xadrez [23]. Se a geometria do sistema for mais complicada, tal
como seria o resultado da introducao de uma proteina transmembranar na bicamada ou se mais
componentes lipidicos sao introduzidos, este formalismo deve ser ajustado e mais parametros
do tipo wyp devem ser incluidos. No entanto, o principio bésico continua o mesmo e é suficiente
para entender a termodinamica da formagao dos dominios lipidicos. Ja a origem fisica de wap
parece estar relacionada com o descompasso entre as espessuras hidrofébicas dos componentes
da membrana (lipidios e proteinas integrais) [25]. Este descompasso hidrofébico surge por
exemplo, quando dois lipidos com diferentes comprimentos de cadeia sao colocados lado-a-lado
(como no caso da interacdo esfingomielina-colesterol que leva a formacao da fase [, descrita
anteriormente). Além do descompasso hidrofébico, podem ser adicionados & wap os efeitos
relacionados a entropia da cadeia lipidica e ao empacotamento entre as cadeias de lipidicas
e as superficies hidrofobicas das proteinas. Entretanto, estes efeitos tem sido muito menos
investigados e mais pesquisa nesta drea é necessaria [23].

O ponto de partida na caracterizagao das fases/dominios lipidicos é a construgao do
diagrama de fases (Figura 1.6). Diagramas de fases podem ser construidos a partir do compor-

tamento termodinamico das membranas lipidicas obtidos por meio de técnicas como a calorime-
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tria diferencial, a ressonancia magnética nuclear, a ressonancia paramagnética eletronica ou a
fluorescéncia. As espectroscopias de fluorescéncia e de a ressonancia paramagnética eletronica
envolvem o uso de sondas, mas isso nao é um obstaculo para a obtencao de dados relevan-
tes, uma vez que a alta sensibilidade destas técnicas permite que o sistema seja minimamente

perturbado [26].
col
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Figura 1.6: Diagrama de fases construido por meio da técnica de espectroscopia de fluorescéncia para com-
posicdo lipidica esfingomielina:1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina:colesterol (POPC:pSM:col) a 23 °C.
O ponto purpura marca a composicdo 1:1:1 enquanto o ponto verde marca a composi¢do 2:1:1. A linha pon-
tilhada horizontal (z.,;=0,66) representa o limite da solubilidade do colesterol na bicamada lipidica. Figura
adaptada de Sphingomyelin/Phosphatidylcholine/ Cholesterol Phase Diagram: Boundaries and Composition of
Lipid Rafts [27].

A determinacao dos limites da fase é o primeiro passo para construcao de um diagrama
de fases. Para isto, pode-se utilizar a representacao grafica da dependéncia de um determinado
parametro da composicao lipidica, o qual pode mostrar uma mudanca abrupta sempre que
a fronteira da fase é cruzada. Um exemplo de um diagrama de fases construido através da
técnica de fluorescéncia para a mistura ternéria esfingomielina:1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfocolina:colesterol esta representado na Figura 1.6.
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1.2 Membranas Modelo

Desde que as membranas celulares sao um sistema complexo, grande parte dos estudos
acerca de sua estrutura e funcao sao realizados em sistemas simples denominados membranas
modelo. Os lipossomas sao uns dos tipos de membrana modelo mais simples e sao obtidos
espontaneamente quando lipidios com estrutura cilindrica sao expostos a um ambiente aquoso.
Eles foram primeiramente observados em 1964 por Bangham e colaboradores [28] em suspensoes
de lecitina e sua estrutura de bicamada esférica minimiza as interagoes desfavoraveis entre a
regiao hidrofébica dos lipidios e as moléculas de agua. As propriedades da bicamada tais como
a fluidez, a densidade de carga e a permeabilidade sao determinadas pelos grupos polares e
pelas cadeias hidrofébicas dos lipidios que formam o lipossoma. Dependendo do método de
preparacgao, os lipossomas podem assumir diferentes diametros e possuir uma unica ou varias
bicamadas ou lamelas. Lipossomas compostos por varias estruturas lamelares concéntricas sao
denominados vesiculas multilamelares (MLV’s)®. Apds a hidratacao dos lipidios, as MLV’s sao
formadas espontaneamente geralmente contendo entre 7 e 10 bicamadas concéntricas, cada uma
delas separadas por uma fina camada de dgua. As MLV’s possuem um diametro médio de cerca
de 700 nm, que pode variar entre 100-5000 nm.

As MLV’s sao bastante utilizadas pois sua preparacao é facil e rapida. Entretanto
este tipo de modelo apresenta uma desvantagem importante. Quando as MLV’s sao tratadas
com algum tipo de agente de solubilizacao, ou quando se esta interessado no efeito de proteinas
ligadas a estas vesiculas, apenas os efeitos de interagao com os lipidos da bicamada mais externa
estao sendo contabilizados. Para superar este problema, vesiculas unilamelares sao geralmente
utilizadas. As vesiculas unilamelares podem ser classificadas de acordo com o seu diametro em
pequenas (SUV’s)”, grandes (LUV’s)® e gigantes (GUV’s)? (Figura 1.7). As SUV’s possuem

diametros médios de 60 nm, as LUV’s diametros entre 60 e 500 nm e as GUV’s diametros

6Sigla para Multilamellar Vesicles.

"Sigla para Small Unilamellar Vesicles.
8Sigla para Large Unilamellar Vesicles.
9Sigla para Giant Unilamellar Vesicles.
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superiores a 1 um. Neste trabalho estamos utilizando MLV’s, SUV’s, LUV’s e GUV’S compostas

de diferentes tipos de lipidios (ver Capitulos 4, 5, 6 e 7 para métodos de preparagao).

‘ — grupo polar

cadeia
hidrofébica /4
40-50 A
O o
GUvV MLV LUV SuUvV
(>1 um) (~ 700 nm) (~250 nm)  (~60 nm)

Figura 1.7: Representacdo (em escala de compara¢go) dos tipos de vesiculas utilizadas neste trabalho.

Devido ao seu pequeno diametro as SUV’s apresentam uma tensao de curvatura ele-
vada, o que induz uma maior concentragao lipidica na monocamada externa [29]. SUV’s sdo um
bom modelo para o estudo de fusao/fissao de vesiculas. As SUV’s sao geralmente preparadas
através da sonicagao de suspensoes de MLV’s. Ao contrario das SUV’s as LUV’s apresentam
baixa tensao de curvatura e uma distribuicao homogénea dos lipidios em cada uma das mo-
nocamadas. Desta forma, as LUV’s representam um 6timo modelo para uma grande gama de
estudos. As LUV’s geralmente sao geradas através da extrusao de suspensoes de MLV’s através
de filtros de policarbonato com poros de tamanhos adequados.

As GUV’s tem sido exploradas como principal tipo de modelo para o estudo da he-

terogeneidade da membrana [30]. Uma vez que suas dimensoes sdo comparaveis as dimensoes
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celulares, este tipo de vesicula permite a realizacao de microscopia direta em vesiculas individu-
ais. A geracao de GUV’s foi primeiramente descrita por Reeves e Dowben [31] expondo filmes
lipidicos a solugoes aquosas em temperaturas superiores a temperatura de transicao de fase
principal dos lipidios durante um periodo de 24 horas. Entretanto, este método gera vesiculas
com baixa concentracao lipidica e distribuicao de tamanho muita heterogénea. Um método
de preparacao alternativo foi desenvolvido por Angelova e Dimitrov [32] no qual as vesiculas
sao formadas com base na exposicao dos filmes lipidicos a uma solugao aquosa na presenca de
campos elétricos. Esta metodologia é muito mais rapida do que a anterior e as vesiculas forma-
das possuem maior concentragao lipidica e uma distribuicao de tamanho mais homogeénea. A
geracao de vesiculas na presenca de campos elétricos é fortemente dependente da composicao
lipidica empregada, da forga idnica da solugao aquosa e também da tensao eléctrica [33].

Outro tipo de membrana modelo comumente usada nos estudos biofisicos sao as bi-
camadas lipidicas suportadas (SPB’s)!?. As SPB’s podem ser preparadas pelo método de
Langmuir-Blodgett [34] bem como pela adsor¢ao de lipossomas em superficies adequadas (método
utilizado neste trabalho) [35]. A adsorgao de lipossomas em superficies hidrofilicas (como é o
caso do substrato de mica) podem resultar em bicamadas que preservam ou nao a orientacao
prévia em que suas monocamadas se encontravam nos lipossomas (Figura 1.8A e C). J4 a ad-
sor¢ao de vesiculas em superficies hidrofébicas (Figura 1.8B) impde a fixacao e espalhamento
de cada monocamada durante a ruptura dos lipossomas. O mecanismo exato pelo qual esse
processo energeticamente desfavoravel ocorre ainda nao foi completamente elucidado. Uma
possivel explicacao esta associada a forte deformagao que as vesiculas sofrem durante o pro-
cesso de adsorcao. Em determinado momento do processo, ha uma sobreposicao das bicamadas
dos polos opostos da vesicula levando ao rompimento do lipossoma devido a elevada tensao de
curvatura [36].

A composicao lipidica dos lipossomas, as caracteristicas da superficie de adsorcao, o

tamanho das vesiculas, a temperatura, a pressao osmotica e a presenca de fons de calcio sao

10Gigla para Supported Planar Bilayers.
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Figura 1.8: Representacio esquemdtica dos possiveis mecanismos para a formag¢do SPB'’s através da adsorc3o
de lipossomas em superficies hidrofilicas e hidrofébicas. Os desenhos n3o estdo em escala. Os lipidios estdo
ampliados cerca de 50 vezes em rela¢do aos lipossomas. (A) adsorcio de vesiculas em uma superficie hidrofilica
na qual a orienta¢do das monocamadas ¢ invertida; (B) adsor¢c3o de vesiculas em uma superficie hidrofébica;
(C) adsorgdo de vesiculas em uma superficie hidrofilica na qual a orientacdo das monocamadas é preservada.
Figura retirada de Planar lipid bilayers on solid supports from liposomes - factors of importance for kinetics and
stability [37].

alguns dos fatores que influenciam a adsorc¢ao dos lipossomas [37,38]. Tipicamente, SPB’s
formadas a partir do método de adsorgdo mantém uma camada de dgua (~ 10 A) entre o
substrato e a superficie da membrana adjacente [39]. Este tipo de SPB é muito estavel (dias ou
meses), em meio aquoso mas instavel na presenca de detergentes ou ar. A mobilidade lateral
dos lipidos no interior da bicamada é mantida permitindo que as moléculas da membrana se

difundam normalmente [40].

1.3 Membranas de Eritrocito

Os eritrocitos (Figura 1.9) sdo as células mais abundantes e especializadas do corpo
humano. Sao compostos por dgua (721 mg/mL do eritrdcito), proteinas (321 mg/mL do

eritrécito), lipidios (5,1 mg/mL do eritrécito) e carboidratos (80 mg/mL do eritrécito) [41]. Sua
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principal func¢do é transportar oxigénio (Oz) e diéxido de carbono (CO). Por nao possuirem
ntcleo, ribossomos e mitocondrias os eritrocitos nao possuem capacidade de divisao celular,
sintese de proteinas e reacoes oxidativas mitocondriais necessitando assim, serem constante-

mente renovados pelo organismo [42].

Figura 1.9: Micrografia eletrénica de varredura de eritrécitos humanos normais mostrando sua forma de disco
biconcavo (Créditos da imagem: Annie Cavanagh, Wellcome Images [43]).

A organizacao estrutural da membrana celular dos eritrécitos permite que eles sofram
grandes deformagoes mantendo sua integridade estrutural durante sua permanéncia de quatro
meses no sistema circulatério. Essa membrana consiste em uma bicamada lipidica composta por
19.5% (peso/peso) de dgua, 39.6% de proteinas, 35.1% de lipidios e 5.8% de carboidratos [41].

As proteinas da membrana do eritrocito podem ser classificadas em trés categorias de
acordo com suas propriedades funcionais na ultra-estrutura da membrana. O primeiro grupo
¢é formado pelas proteinas que compoem o citoesqueleto, entre as quais estao as espectrinas
(cadeias a e ), as proteinas banda 4.1 e a actina. Essas proteinas se associam especificamente
entre si para formar um citoesqueleto localizado diretamente abaixo da bicamada lipidica. O
segundo grupo é composto por proteinas integrais inseridas na membrana lipidica através dos

dominios hidrofébicos de suas sequéncias de amino-acidos. Exemplos tipicos deste grupo sao
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a proteina banda 3 e as glicoforinas. O 1ultimo grupo, o das proteinas ancoradas, ¢ formado

I Proteinas Integrais |

Bicamada
Lipidica

Proteinas Ancoradas

\ Proteinas do Citoesqueleto /

Figura 1.10: Modelo esquemdtico da bicamada lipidica e das proteinas integrais, ancoradas e do citoesqueleto
que constituem a membrana do eritrécito. Proteinas integrais; B3: banda 3, Gf-A: glicoforina A e Gf-C:
glicoforina-C. Proteinas ancoradas; Ang: anquirina e P4.2: proteina 4.2. Proteinas do citoesqueleto; a-Spc:
a-espectrina, $-Spc: [-espectrina, Adc: aductina, Tms: tropomiosina e Tmd: tropomodulina (Figura adaptada
de Cell Membrane: The Red Blood Cell as a Model [41]).

por proteinas que se conectam com as proteinas integrais e com as proteinas do citoesqueleto.
Os exemplos mais representativos desse grupo sao a anquirina e a banda 4.2 (Figura 1.10).
Cada um desses trés conjuntos de proteina tem um importante papel no controle da forma da
célula, na ligagao com outras células e substratos e na organizagao de dominios especificos da
membrana [41,42].

No que diz respeito aos lipidios da membrana do eritrocito, é sabido que o total de
lipidios nos glébulos vermelhos é aproximadamente 5x1071% mg/célula. A bicamada lipidica
¢ composta por aproximadamente 60% de fosfolipidios, 30% de colesterol e o restante princi-
palmente por glicolipidios. Enquanto o colesterol é igualmente distribuido entre as duas cama-
das, os fosfolipidios sao dispostos assimetricamente. A fosfatidilcolina e a esfingomielina estao
predominantemente localizadas na monocamada exterior, enquanto a maioria da fosfatidileta-
nolamina e da fosfatidilserina se limita a monocamada interior. A maioria dos fosfolipidios da

membrana do eritrécito tem duas cadeias de acidos graxos, as quais sao ligadas a uma estrutura
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de glicerol. O estado de saturacao (saturado ou insaturado) desses dcidos graxos e o tamanho
de suas cadeias afetam significantemente o grau de fluidez da membrana. A medida que o grau
de insaturacao aumenta, o empacotamento das cadeias hidrofébicas da bicamada diminui cada
vez mais, aumentando assim a fluidez da membrana [41].

Os lipidios da membrana do eritrocito podem interagir com as proteinas integrais lo-
calizadas na bicamada (especialmente a banda 3) para formar canais de transporte através
da bicamada lipidica. Outras proteinas, particularmente a banda 4.1 e a espectrina, as quais
estao ligadas a superficie da bicamada, se ligam preferencialmente a fosfolipidios anionicos,
conferindo uma topografia extremamente especifica & monocamada interior da membrana das
células vermelhas [41]. Neste trabalho, estamos usando eritrécitos humanos obtidos através de

bancos de sangue (ver Capitulo 5 para protocolo de utilizagao).

1.4 Membranas de Fibroblastos

Algumas das células diferenciadas no organismo adulto podem ser agrupadas em familias
cujos membros estao intimamente relacionados por sua origem e carater. Um exemplo impor-
tante é a familia de células do tecido conjuntivo, cujos membros nao sao apenas relacionados,
mas também extraordinariamente interconversiveis [44]. Neste grupo estao incluidos os fibro-
blastos (Figura 1.11), células especializadas para a secrecao de matriz extracelular nao rigida
que ¢ rica em coldgeno tipo I e/ou III [45].

Os fibroblastos sao encontrados em todos os tecidos do corpo e, dependendo da sua
localizacao assume varias morfologias [47,48]. Quando um tecido é lesionado, os fibroblastos se
proliferam nas proximidades, migram para dentro da ferida e produzem grandes quantidades
de matriz de coldgeno, o que ajuda a isolar e reparar o tecido danificado. A sua capacidade
de prosperar em lesoes, juntamente com o estilo proliferativo, podem explicar por que os fi-
broblastos sao as células mais faceis para se cultivar em laboratério tornando-as ideais para
estudos bioldgicos celulares [44]. Neste trabalho estamos usando fibroblastos Balb/c 3T3-A31

cedidos pelo Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia Celular da Faculdade de Farmécia da
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Figura 1.11: Micrografia confocal de uma célula de fibroblastos 3T3 antes da divisdo em cultura. O niicleo foi
marcado de azul, enquanto os microfilamentos de actina que fazem parte do citoesqueleto foram marcados de
vermelho. O citoesqueleto forma a estrutura interna da célula, dando-lhe forma. (Créditos da imagem: David
Becker, Wellcome Images [46]).

Universidade Federal de Goids (ver Capitulo 5 para protocolo de cultivo), os quais fazem parte

de uma linhagem celular estabelecida por Todaro e Green [49].

1.5 Membranas de Estrato Corneo

Formada por camadas anatomicamente distintas, a pele humana é a barreira organica
que permite a regulacao da perda transpidermal de dgua e da temperatura do nosso corpo, além
de efetuar a protecao necessaria contra os efeitos nocivos da radiagao solar e de agentes quimicos
externos ou micro-organismos. A maior barreira para a penetracao de agentes quimicos através
da pele é fornecida por sua camada mais superficial (10-20 pm de espessura), o estrato cérneo
(EC) (Figura 1.12). Logo abaixo do EC estd a epiderme (50-100 mm de espessura) a qual é
responsavel pela geragao do EC. A derme (1-2 mm de espessura) é adjacente a epiderme e dd
o suporte mecanico para a pele.

A epiderme é um epitélio estratificado, formado pelos estratos basal (EB), espinhoso

(EE), granuloso (EG) e cérneo (EC). Cada camada é definida por sua posi¢ao, forma, morfologia
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Figura 1.12: Micrografia eletronica de varredura de uma se¢do transversal da pele humana que mostra o estrato
cérneo. (Créditos da imagem: Veronika Burmeister, Visuals Unlimited Inc. [50]).

e estado de diferenciagao dos queratinécitos (Figura 1.13). Por ser um tecido dindmico e em
constante processo de auto-regeneracao a epiderme garante que a perda das células da superficie
do EC seja compensada pelo crescimento de células em suas camadas mais internas [51].

Logo acima da camada basal os queratindcitos comecam a se diferenciar e durante a
migracao através do estrato espinhoso e granuloso passam por uma série de mudancgas em sua
estrutura e composicao. Durante este processo os queratindcitos sintetizam um grande ntimero
de proteinas e lipidios estruturais. Em resposta a certo sinal (possivelmente um aumento
na concentragao de cdlcio), os corpos lamelares (organelas ovoides enrijecidas principalmente
em lipidios polares e enzimas catabélicas) os quais tem um papel essencial na formacao do
EC se movem para a periferia apical das células granulares, se fundem com a membrana de
plasma e depositam seu contetido no espaco intercelular por exocitose. Os lipidios derivados
dos corpos lamelares sao subsequentemente modificados e rearranjados na lamela intercelular,
sendo orientados aproximadamente paralelos a superficie das células [52-55].

Os corpos lamelares servem como carreadores dos lipidios percursores do EC, os quais

consistem principalmente de glicoesfingolipidios, esterdis e fosfolipidios. Depois da extrusao
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Figura 1.13: Desenho esquematico de um corte transversal da pele. Na camada basal da epiderme as células
comecam a se diferenciar até alcangarem a superficie da pele. Na interface entre o EC e o EG ocorre a
diferenciacdo final onde os queratindcitos sdo transformados em cornedcitos. Substdncias permeiam a pele
principalmente pelo tortuoso caminho entre a regido lamelar. C = cornedcito, escala = 100 nm. Figura
adaptada de Structure of the skin barrier and its modulation by vesicular formulations [51].

dos corpos lamelares na interface EG/EC, os lipidios polares precursores sao enzimaticamente
convertidos em produtos nao polares e montados nas estruturas lamelares que circundam os
cornedcitos. A hidrolise de glicolipidios gera ceramidas enquanto que, fosfolipidios sao converti-
dos em acidos graxos livres. A mudanga na composicao lipidica e na estrutura celular resulta na
formacao de uma estrutura empacotada muito densa no EC. Por essa razao, os lipidios tém um
lugar insubstituivel na pele fazendo de seu mituo arranjo nos dominios lamelares um processo
chave na formacao da barreira da pele [55].

O EC também possui uma complexa mistura lipidica na regiao intercelular que se

interliga com o envelope lipidico celular formando uma estrutura conhecida como lamelas
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lipidicas [56,57]. Ao contrdrio de outras membranas bioldgicas, o EC tem uma composi¢ao
unica, sendo praticamente destituido de fosfolipidios. Seus principais constituintes sao: cera-
midas (oito subclasses com os comprimentos de cadeia mais abundantes sendo C24-C26) 41%),
o colesterol 27%, os ésteres de colesteril 10%, os acidos graxos livres (em sua maioria saturados
com os comprimentos de cadeia mais abundantes sendo C22-C24) 9%, e uma pequena fragao de
sulfato de colesterol 2% [55]. O EC humano possui dois tipos de ceramidas com uma estrutura
molecular bastante excepcional, na qual um &acido linoleico esta ligado a um &acido graxo de
w-hidroxi com uma cadeia de comprimento de cerca de 30-32 atomos de carbono.

Através de estudos de FTIRY informacoes sobre a mobilidade e a empacotamento
lateral dos lipidos no estrato cérneo levaram a determinacao de uma fase hexagonal (fase gel),
uma subrede ortorrémbica e uma pequena subpopulagao de lipidos em fase liquida [58,59].
Estudos de difracao de raios-x a baixos angulos demonstraram que existem no EC duas fases
lamelares caracterizadas por uma periodicidade de ~ 6 e 13 nm as quais desaparecem quando
a temperatura é elevada entre 60 e 75 °C [51,55]. Alguns modelos foram desenvolvidos para
representar esta periodicidade [60,61]. A Figura 1.14 mostra o modelo proposto por Hill e
Wertz [62] para representar o padrao largo-estreito-largo verificado nas membranas de EC.

A 1ultima sequéncia da diferenciacao para a formagao do EC estd associada a profundas
mudancas na estrutura dos queratindcitos, a qual resulta em sua transformacao em células fi-
sicamente e quimicamente resistentes, chamadas cornedcitos. Os cornedcitos sao células chatas
e anucleadas que contém em seu interior filamentos proteicos (queratinas), um envelope celular
insolivel de proteinas com ligacoes cruzadas além de, um envelope lipidico celular composto
principalmente de w-hidroxiceramidas covalentemente ligados a periferia do envelope celular.
Devido ao caracter impermeavel do envelope, a principal rota de penetragao de agentes exter-
nos reside no tortuoso caminho entre os corneécitos [55,63]. Neste trabalho estamos usando
EC obtido através de ratos recém nascidos da raca Wistar cedidos pelo biotério central da

Universidade Federal de Goids (ver Capitulo 6 para protocolo de extracao).

1 Gigla para Fourier Transformed Infrared Spectroscopy.
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Figura 1.14: Modelo molecular para o padrdo largo-estreito-largo visualizado entre as extremidades adjacentes
dos cornedcitos. As caixas hachuradas representam as regides eletricamente densas onde os lipidios podem estar
covalentemente ligados a superficie exterior dos envelopes proteicos dos cornedcitos (representados pelos grupos
R). Figura adaptada de Molecular models of the intercellular lipid lamellae from epidermal stratum corneum [62].

1.6 Facilitadores da Permeacao

A aplicacdo controlada de drogas (drug delivery) através da pele tem se mostrado
uma excelente alternativa quando o farmaco em questao necessita ser administrado em doses
extremamente elevadas. O Zidovudine (AZT), por exemplo, primeiro medicamento anti-HIV
aprovado para uso clinico deve ser aplicado em doses de 200 mg a cada 4 h para manter seus
niveis terapéuticos [64]. Contudo, apds a administracao oral, o AZT é rapidamente absorvido
levando a concentracgoes plasmaticas iniciais muito elevadas e, consequentemente, alta incidéncia
de toxicidade. Desta maneira, a aplicacao topica deste tipo de farmaco se torna cada vez
mais interessante. Entretanto, o sucesso deste tipo de tratamento estd associado a capacidade
de difusao dos farmacos através da pele, a qual em geral é muito baixa. A difusdao é um
processo cinético passivo que diminui o gradiente de concentracao de uma regiao com elevada

concentracao em favor de uma regiao de baixa concentragao. A difusao em estado estacionario
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pode ser descrita pela primeira lei de Fick [65]
J = —ADVC, (1.3)

em que J representa a taxa de transferéncia (ou fluxo) da substancia em difusao através de uma
area A da membrana, C' representa a concentragao da substancia e D o coeficiente de difusao.
O sinal negativo na Equacao (1.3) indica que o processo de difusdo ocorre na dire¢ao oposta
do aumento de concentragao. Podemos manipular a Equacao (1.3) para encontrar a segunda
lei de Fick para a difusao na forma

oC

_ = 2
o = DV’C. (1.4)

A Equacao (1.4) relaciona a variagdo da concentracao no tempo com a taxa de variacao do
gradiente de concentracao.
Se considerarmos que um determinado composto ¢ aplicado a membrana em uma con-

centragao fixa, no limite estacionario a Equagao (1.4) pode ser escrita como [66]

Cm

em que C), é a concentracao do composto associada a membrana e h é o caminho de difusao
efetivo. O coeficiente de particao P pode ser definido como a razao entre as concentracoes do

composto na membrana e no solvente na forma [66]
P=— (1.6)

Desta maneira, a Equagao (1.5) (lei de Fick modificada) pode ser escrita como

_ ADPC,

Je .

(1.7)

Portanto, fica claro que para o caso da permeacao passiva de drogas através da pele,
o aumento do fluxo de permeacao pode ser alcancado através da manipulacao de D, P e
C. Como discutido anteriormente, a principal barreira a permeacao de compostos através

da pele é conferida por sua camada mais superficial, o estrato cérneo. Assim, alternativas!'?

12Existe ainda a possibilidade de se manipular o fluxo de permeacao através da alteracdo da atividade termo-
dindmica do composto [66,67]. Entretanto esta alternativa ndo é o foco deste estudo e mais informagoes sobre
suas consequéncias e aplicabilidades podem ser encontradas no trabalho de Lane e co-autores [68].
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para aumentar a permeacao de compostos através da pele, devem se concentrar principalmente
em aumentar a solubilidade/parti¢cao ou as propriedades de difusdao dos farmacos através das
membranas do EC.

Desta forma, o uso de moléculas que aumentam a permeacgao das drogas através da
pele tem se mostrado uma excelente alternativa para solucionar os problemas da aplicacao
controlada de farmacos pela rota transpidermal. Contudo, para que determinada molécula
possa ser usada como um aumentador de permeacao em aplicacoes farmaceéuticas algumas
propriedades de interagao com a pele sao exigidas. Os candidatos a aumentadores nao devem
ser téxicos, irritantes ou alérgicos; sua atividade e efeito de duracao devem ser reprodutiveis e,
principalmente, o aumento da penetracao deve ser unidirecional, isto é, deve permitir a entrada
de agentes terapéuticos no corpo enquanto previne a perda de materiais internos [69].

Varias moléculas tém sido usadas para promover um aumento da permeacao de farmacos.
Entre elas destacam-se os pirrolidones [70], os surfactantes [71], os dcidos graxos [72], os
glicdis [73], os dlcoois [74], os ésteres [75], as amidas [76] e os terpenos [77-80]. Dentre estas,
uma classe de facilitadores de permeacao usada em grande escala pelas industrias sao os terpe-
nos. Estas moléculas caracterizam-se por serem substancias volateis, extraidas principalmente
de dleos vegetais, e que contém somente atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio em sua estru-
tura molecular. Os terpenos sao derivados de unidades de isopreno (férmula molecular C5Hg).
As unidades de isopreno podem se agrupar para formar terpenos com cadeias lineares ou formar
anéis. De acordo com a quantidade de unidades isopreno os terpenos podem ser classificados em
hemi—(C5H8), mono-(C10H16), sesqui—(C15H24), di—(Cgngg), S€S—(025H40), tI‘i—(CgoH48), sesquar-
(C35Hsg), tetra-(CyoHgy) e politerpenos (mais do que 8 unidades isopreno) [81].

Utilizando o modelo de EC de rato, Narishetty e Panchagnula demonstraram que alguns
monoterpenos sao capazes de facilitar a permeacao do AZT através do EC em concentragoes
suficientemente grandes para que o farmaco atingisse a corrente sanguinea em concentragoes
terapéuticas [77]. Em outro estudo, Jain e co-autores demonstraram que monoterpenos como o

mentol, terpineol, cineol e a mentona sao facilitadores da permeagao do cloridrato de imipramina
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[80]. Somado a esses estudos, uma série de trabalhos de nosso laboratério [78,82-84] utilizando a
técnica de ressonancia paramagnética eletronica associada ao método dos marcadores de spin,
demonstraram que os terpenos aumentam a dinamica dos lipidios e a particao de pequenas
moléculas nas membranas do EC. Além disso, estudos utilizando uma série de monoterpenos
dietéticos demonstraram que estas moléculas tém atividade antitumoral [85-87], antibacteriana
[88], antifingica [89], antiparasitaria [90,91], antiviral [92], e anti-inflamatéria [93].

Para um entendimento da relacao entre a taxa de aumento da permeabilidade do EC e
do potencial de irritagdo promovida pelos facilitadores de permeagao, Karande e co-autores [94]
exploraram as alteracoes morfoldgicas no micro-ambiente da pele na presenca dos facilitadores.
Seus resultados revelaram que dois mecanismos independentes sao os principais responsaveis
pela acao de um facilitador da permeacao - o aumento da fluidez e a extracao dos lipidios.
No caso das moléculas que alteram a fluidez, o particionamento no interior da membrana é de
suma importancia, enquanto que, para os extratores lipidicos as forgas intermoleculares (especi-
almente ligagoes de hidrogénio) s@o as mais importantes. Nos Capitulos 4, 5, 6 vamos apresentar
resultados para o efeito de terpenos em membranas modelo, de eritrécito, de fibroblastos e de

estrato cérneo e apresentar um modelo de atuacao para esses facilitadores de permeacao.

1.7 Nanoparticulas Aurora

A 1,2-distearoil-sn-glicero-3-(Nanoparticulas Aurora) (AURORA-DSG) é um novo con-
jugado produzido pela Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA) que consiste em um cluster
de ouro recoberto de trifenilfosfina ligado a um tnico diglicerideo (Figura 1.15). Nanoparticulas
de ouro tem sido utilizadas como agentes de contraste no imageamento através da microsco-
pia eletronica de transmissao [95,96], microscopia de fluorescéncia [97,98], foto-acustica [99],
espectroscopia Raman [100, 101] e tomografia computadorizada [102-104]. Além disso, na-
noparticulas de ouro ainda tem sido aplicadas como agentes terapéuticos para melhorar a
radioterapia [105], a entrega controlada de drogas [106] e a ablacao fototérmica [107].

As nanoparticulas AURORA-DSG sao compostas de uma estrutura de cinquenta e
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Figura 1.15: Estrutura molecular das nanoparticulas AURORA-DSG (Painel esquerdo). O conjugado possui
forma molecular AugsCos2Ho65P12NO7 e peso molecular 14745,27 g/mol. O painel da direita mostra uma
micrografia eletrdnica na qual as varias camadas de vesiculas multilamelares s3o identificadas gragas ao contraste
conferido pela incorporacdo de 0,1% de AURORA-DSG. Imagens retiradas de http://www.avantilipids.com/.

cinco dtomos de ouro primeiramente descrita por Schmid e Corain [108]. Este tipo de particula
¢ extremamente resistente a oxidagao [109] além de proporcionar facilidade e integridade nas
reagoes de troca dos ligantes [110,111] o que a torna uma excelente base genérica para a
sintese de novas nanoestruturas centradas no ouro. Idealmente a AURORA-DSG ao contrério
das particulas tipicas de suspensoes coloidais, é menos invasiva para as membranas lipidicas
comportando-se como uma molécula intrinseca em vez de uma simples sonda metalica extrinseca.
Entretanto, os reais efeitos da AURORA-DSG sobre a dinamica e morfologia das membranas
lipidicas ainda nao foram determinados. No Capitulo 7 vamos apresentar resultados sobre a

interacao da AURORA-DSG com membranas modelo compostas de diferentes tipos de lipidios.
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2.1 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Ele-
tronica Aplicada a Sistemas Bioldgicos

2.1.1 Teoria Geral

A Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) é uma técnica que permite ao in-
vestigador detectar e caracterizar sistemas que possuem elétrons desemparelhados e pode ser
considerada como uma extensao do famoso experimento de Stern-Gerlach [112]. A primeira ob-
servagao de um pico de RPE foi realizada em 1945, quando Zavoisky [113] detectou uma linha
de absorgao para uma amostra de CuCly-2H,0 (campo magnético = 47,6 G e frequéncia = 133
MHz). Experimentos posteriores com maiores frequéncias (micro-ondas) e campos magnéticos
de 1000-3000 G mostraram as vantagens do uso de altas frequéncias e campos. Nesse con-
texto, radicais livres, membranas lipidicas e proteinas se tornaram os tipos de sistemas mais
investigados por RPE em pesquisas biofisicas.

A espectroscopia de RPE monitora as transi¢oes induzidas entre os niveis de energia
Zeeman de um sistema paramagnético situado em um campo magnético estatico. Para que
ocorra transicao, a amostra deve ser irradiada com um campo eletromagnético de frequéncia
v definida que corresponda a separacao AFE dos niveis de energia entre os quais a transicao
acontece; ou seja,

hv = AFE. (2.1)

Essa relacao é conhecida como condi¢cao de ressonancia. Em experimentos comuns de RPE
o campo de radiagao eletromagnética é polarizado em um plano perpendicular a direcao do
campo magnético estatico.

A energia de interagao (energia Zeeman) do momento de dipolo magnético da amostra

irradiada com o campo externo estético H é descrita pelo Hamiltoniano®

H=—p- H, (2.2)

IEsta descricdo estd utilizando o sistema de medidas cgs no qual py = 1. Isto permite escrever B = H e
usar Gauss (G) como unidade de medida para o campo magnético auxiliar H.
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para o qual o momento de dipolo magnético eletronico, p, pode ser expresso em termos do

momento angular eletronico total, J, como

= —gBJ, (2.3)
em que
o1y J(J+1)+25*J(f]++13)— L(L+1) 2.4
o
o= oo 25

representam, respectivamente, o fator espectroscopico de desdobramento e o magneton de Bohr
respectivamente [114].
Considerando que a diregdo do campo aplicado seja a direcao z, a Equacdo (2.2) é

reescrita como

H=—p-H = —pn.H

= gPeJ.H, (2.6)

onde J, é o operador correspondente a projecao do momento angular total na direcao do campo
aplicado. Os valores esperados de J, sao denotados por m e variam entre —J e +.J por valores
inteiros. Assim, o efeito do campo magnético estatico é produzir (2. + 1) niveis, cada um com

energia E,,, = gB8.Hm e populacdo dada pela lei de distribui¢do de Boltzmann [115]

P, = exp (_f;”’> Z exp (_f;”’> : (2.7)
mJ

As transicoes sao induzidas somente entre os niveis de energia adjacentes caracterizados

pelos nimeros quanticos m; e m 41, com isso, a condigao de ressonancia (AE = gfS.H,) pode

ser reescrita como

hv = gB.H,; (2.8)

H, ¢é chamado campo de ressonancia [116].
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A Equagao (2.8) é satisfeita para uma grande faixa de frequéncias e campos magnéticos.
Por razoes técnicas, frequéncias na regiao das micro-ondas sao usadas. Tipicamente para
frequéncias de v = 9,5 GH, (Banda X), é necessario um campo aplicado de H, = 3400 G
e energias’ AE = 0,3 cm™!. A Equacao (2.8) nos diz ainda que existem dois possiveis meios
para a deteccao da absor¢ao ressonante de uma amostra paramagnética. Podemos fixar H e
entao variar v e vice versa. Por razoes experimentais o segundo método é o usado. Assim um
espectro de RPE é registrado como fun¢ao do campo magnético e nao da frequéncia.

1

Energias magnéticas da ordem de 0,3 - 1 cm™" sao algumas centenas de vezes menores

que a energia térmica kT para temperaturas ordinarias. Sendo assim, a diferenca de populacao

3. Contudo, ¢ esta

entre os niveis de energia, como dados na Equagao (2.7) é muito pequena
diferenca de populagao a responséavel pela deteccao do sinal de RPE. De fato, quando a amostra
¢ irradiada com um campo de micro-ondas, ela absorve energia desse campo e é excitada para
niveis energéticos superiores, ao mesmo tempo que a transicdo inversa ocorre por emissao

estimulada. Visto que as taxas de ambos processos sao proporcionais a populacao do nivel de

energia do qual a transi¢ao comega, uma absorc¢ao de energia resultante permanece [116].

2Em espectroscopia, é comum expressar energia e frequéncia em unidades de ntimero de onda (cm~1). Para
converter a energia real (em ergs) para nimero de onda (em cm™!) fazemos

E(ergs)
h(ergs - s) - c¢(cm/s)

= E(cm™),

de forma que 0,3 cm™! equivalem a 5,94x10717 ergs.

3A partir da Equacio (2.7) temos que
—F_ —FE_
) o p=en(Gr) /S (G )

) / S e <£f

—(E, - E_ —gB.H
roer [ e ()

-FE
P, =exp ( k:TJr

de forma que

Expandindo e™* =1 — 2z com « << 1 (em geral g8.H é trés ordens de grandeza menor do que kT") temos

ﬁ—lfgﬂeHilfﬂ
P KT kT

Considerando v =~ 10 GHz e T' = 300 K encontramos

Py
— =~ 0,9984.
P )
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Essas circunstancias entretanto, nao sao suficientes para permitir a deteccao continua
do sinal de RPE. Desde que o processo de absorcao prevaleca, as populagoes dos niveis de
energia irdo se igualar causando o desaparecimento do sinal (saturagao). Felizmente, existem
mecanismos de relaxagao, os quais levam o sistema de volta as populagoes determinadas pela
distribuicao de Boltzmann depois da perturbagao causada pelo campo de micro-ondas com a
situacao de equilibrio sendo restaurada por meio da dissipacao da energia magnética em forma
de energia térmica.

A taxa com a qual o equilibrio térmico é restaurado é definida por um tempo ca-
racteristico denominado tempo de relazacdo spin-rede ou longitudinal T;. Considerando que
o processo de relaxacao possa ser representado por um decaimento exponencial, T} pode ser

representado como [116]
dM,  —(M. - M.,)
dt Ty ’

(2.9)

em que M, é a magnetizagdo macroscopica da amostra e M., é dada pela lei de Curie [114]

J(J+1)Ng*BiH
M,y = T (2.10)

para qual A/ é o ntimero de spins e T' é a temperatura absoluta.

O processo de relaxacao spin-rede diminui o tempo de vida dos niveis de energia, e con-
sequentemente, um alargamento das linhas espectrais pode ocorrer. Contudo, sobre condigoes
de baixa poténcia do campo de micro-ondas, o que evita os efeitos de saturacao, o alarga-
mento de linha é causado por outro mecanismo de relaxacao. Esses mecanismos mantém a
energia Zeeman total constante em contraste com os mecanismos de relaxacao spin-rede e sao
caracterizados por um tempo de relaxacao Ty denominado tempo de relaxacao transversal.

Devido a esses processos, a componente perpendicular da magnetizacao, que na auséncia
de relaxacao iria seguir o campo de micro-ondas com mesma velocidade angular w = 27v, decai

para zero com o tempo caracteristico Ty de acordo com a Equacao [116]

dM, —M,
a T,

(2.11)
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As Equagoes (2.9) e (2.11) sao conhecidas como equagdes de Bloch para a magnetizacdo ma-
croscopica. Pode ser demonstrado [116], que o processo de relaxacao transversal produz uma
curva de absorcao que é descrita por uma funcao lorentziana. Na escala de frequéncia angular,

a forma normalizada da funcao para uma linha ressonante centrada em wy é escrita como

T, 1

f(w) = (2.12)

714 T2(w — wp)?’

Figura 2.1: Curva Lorentziana e sua primeira derivada.

Experimentalmente, 75 é obtido a partir da largura na meia altura, a qual é 2/T.
Geralmente, nos espectrometros de ressonancia eletronica um campo de modulagao (100 kHz)
¢é utilizado para amplificar o sinal. A utilizacdo de tal metodologia, faz com que a curva
adquirida em cada experimento seja a derivada de ordem 1 da curva de absorcao. Desta
maneira, a distancia pico-a-pico medida na curva derivada corresponde a largura do pico da

curva de absorgao. Denotando esta distancia pico-a-pico como ¢ encontramos (Figura 2.1)

1 V3

— = —. 2.13

2 (2.13)
Para uma molécula (por exemplo, um radical livre) na qual o spin eletronico inte-

rage um campo magnético estatico e via acoplamento hiperfino com N ntucleos de ntimeros

quanticos de spin individuais Iy, o hamiltoniano (2.2) pode ser escrita como (ver Apéndice A
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para derivacao formal desse hamiltoniano)
N
H=pH.g-S+» S-AM.L (2.14)
k=1

Por simplicidade, vamos considerar o caso onde a rapida reorientacao molecular de uma
espécie paramagnética em um solvente de baixa viscosidade, altera os termos anisotrépicos do
hamiltoniano de interacao hiperfina. Com isso, a posicao da linha central do espectro e a
magnitude do desdobramento hiperfino passam a ser determinadas pelos valores médios dos

elementos diagonais dos tensores g e A. Podemos entao, definir um hamiltoniano isotrépico do

tipo
N
Ho = g66H~S+ZakS~Ik
k=1
N
= gBHS.+ > ar (Selis + Sylny + S-Ii:) (2.15)
k=1
onde
1 1 (k)
9=3 Trg e a =3 TrA'Y™. (2.16)

Os niveis de energia do sistema podem ser determinados a partir do hamiltoniano
isotrépico, tratando o termo hiperfino como uma perturbacao no termo de energia Zeeman.
Assim, as autofuncoes do hamiltoniano isotrépico sao obtidas acrescentando-se um termo refe-
rente ao produto das autofungoes de spin eletronico e nuclear dos operadores de spin S, e I,
ao termo Zeeman. Essas fungoes, também sao autofuncoes do hamiltoniano simplificado

N
Mo = gBHS. + Y arS.Ip (2.17)

k=1

e as energias de primeira ordem sao os correspondentes autovalores

N
E = gB.Hm, + Z QM s, (218)
k=1
em que mszi% emp=—Ip, =T+ 1, I.

Devido ao efeito do campo estatico aplicado e do acoplamento hiperfino, os niveis de

energia originais sao desdobrados em uma série de subniveis com energias dadas pela Equacao
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(2.18). Alguns desses niveis terdo mesma energia, isto é, serao degenerados, se as interagoes
hiperfinas forem as mesmas para dois ou mais atomos. Nesse caso o ntcleo serda dito magneti-
camente equivalente, e essa propriedade é imediatamente reconhecida a partir da geometria da
molécula.

Como o operador S atua apenas sobre os estados de spin eletronico, a disposicao dos
spins nucleares de dois estados entre os quais a transicao acontece deve ser a mesma. Em
conclusao, as transigoes permitidas devem satisfazer as regras de selecao Amg = +1 e Amy =0

para todos os ntcleos (ver Apéndice A para mais informagoes).

A A B A

)
0
/7 -1
g <
o o
14 [ —
wl 1]
4 4
11} 11}
-
a=0
\\. -1
H 0
1
0 =. hv ) 0 >
9B
CAMPO MAGNETICO CAMPO MAGNETICO

Figura 2.2: Niveis de energia do elétron desemparelhado do grupo nitréxido (N-O) na presen¢a de um campo
magnético aplicado. O painel A mostra os niveis energéticos sem a interacdo com o spin nuclear do dtomo de
nitrogénio; o painel B mostra os niveis energéticos desdobrados pela interacdo nuclear hiperfina.

Supondo que todos os N nicleos sao equivalentes, temos niveis de energia dados por
E(mg, M) = gB8.Hmgs + amgM, (2.19)

em que M é a soma vetorial dos niimeros quanticos my. A diferenca de energia entre os niveis

envolvidos nas transicoes permitidas é escrita como
AE(M) = gB.H + all. (2.20)

Dessa forma, o espectro serd constituido de um ntimero de linhas igual a 2N + 1

possiveis valores de M, com intensidade proporcional a degenerescéncia de cada estado de spin
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nuclear M. Se I, = 1, entao M}, podera assumir os valores 0, =1 e as linhas espectrais adjacentes

serao igualmente espagadas pelo valor de a como mostrado na Figura 2.3.

- H

>

Figura 2.3: Espectro de RPE de uma espécie magnética com I = 1; g define a posicdo da linha central e a é
a constante de desdobramento hiperfino definida no Apéndice A.

2.1.2 O Método dos Marcadores de Spin

Muitos sistemas biologicos contém naturalmente centros paramagnéticos, entretanto,
tais sistemas sao uma fragdo minima dos quais a sensibilidade da espectroscopia de RPE pode
ser ttil. Desta forma, seria muito desejavel que qualquer sistema biolégico ou molécula pudesse
ser feita paramagnética de um modo especifico para que a espectroscopia de RPE pudesse ser
empregada em seu estudo. Para solucionar este problema, foram desenvolvidos os marcadores
de spin (spin labels) [117,118] - radicais livres estaveis que podem ser ligados a sitios especificos
de uma molécula em um sistema complexo e que a espectroscopia de RPE fornece informagcoes
sobre o ambiente onde o marcador estd inserido.

Uma propriedade essencial de um marcador de spin é a estabilidade sobre as condic¢oes
usadas no estudo de sistemas bioldgicos, tais como pH, concentracao salina e temperatura. O
marcador de spin deve ser sensivel a seu ambiente - preferencialmente a polaridade, as restrigoes
espaciais, a sua orientacao além de campos magnéticos e elétricos locais. Além disso, sua
presenca deve causar alteracoes despreziveis no sistema. E necessario também, que as moléculas

usadas para o desenvolvimento de marcadores de spin possuam um bom entendimento quimico,
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o qual permita a sintese de marcadores especificos para determinados fins. Sob esta perspectiva,

os marcadores de spin mais utilizados sdo os baseados na molécula de nitréxido (Figura 2.4).

T

Figura 2.4: Estrutura molecular geral do radical nitréxido. R; e Ry representam os grupos quimicos que variam
de acordo com o marcador de spin.

Devido ao efeito protetor dos quatro grupos metil ligados aos carbonos adjacentes
ao atomo de nitrogénio, o radical nitréxido se torna uma molécula notavelmente estavel e
inerte [119]. Os espectros de RPE do radical nitréxido sao caracterizados por trés linhas
hiperfinas bem resolvidas resultantes do acoplamento do spin eletronico (S = %) com o spin
nuclear do atomo de nitrogénio. Os valores tipicos dos parametros magnéticos (componentes
dos tensores A e g), obtidos a partir do estudo de cristais preparados com o radical nitréxido
incorporado em baixa concentracao em uma matriz diamagnética, sao apresentados na Tabela

2.1 [120]. O valor da constante de acoplamento isotrépico e a dependéncia angular dessa

Tabela 2.1: Pardmetros magnéticos para o radical nitréxido.

Gez  2,0089 Auu(AL) 5G
gy 2,0061 Ayy(AL) 5G
9. 2,0027 A.(4) 31G
g 2,0059 a 135G

interacao dipolar confirmam que o elétron desemparelhado do radical nitréxido esta amplamente
localizado no orbital 2pm do d4tomo associado ao dtomo de nitrogénio [116].
Uma série de marcadores de spin baseados no nitroxido foi desenvolvida como ferra-

menta para o estudo de sistemas biolégicos (Figura 2.5). Entre eles se destacam os marcadores
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de spin desenvolvidos para o estudo de membranas lipidicas e proteinas. Os marcadores de spin
projetados para o estudo de membranas, geralmente sao baseados nos diversos tipos de lipidios
que compoem as bicamadas celulares e possuem o radical nitréxido ligado nas cadeias acila [121]

ou nos grupos polares dos lipidios base [122]. Esses tipos de marcadores se organizam na mem-

O‘ —NH CO——
(a) \/\/\/\/\/\/\/\LOZ H HaC CHs (C)
o A o NI/ N
H P\O/\/N N*O |*
o o 0

0

(0] fo) CH3s N

H \\P/o\/\N*/ \\O

(b) R A 7& (d)
N

O H
Il )
\/\/\/\(\/\/\/\O/ it

) N=0

Figura 2.5: Estrutura quimica de alguns marcadores de spin frequentemente usados no estudo de membra-
nas lipidicas e proteinas. (a) 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo(tempo)colina (TEMPO-PC), (b) 1-palmitoil-2-
estearoil-(10-doxil)-sn-glicero-3-fosfocolina (10-PC), (c) 2,2,6,6-tetrametil-piperidina-1-oxil-4-amino-4-carboxil
(TOAC) e (d) 3-maleimida proxil (MAL-5). Os marcadores TEMPO-PC e 10-PC se estruturam nas bicamadas
lipidicas através das interagdes hidrofébicas. O marcador TOAC é diretamente incorporado nas cadeias laterais
das proteinas através das ligagcdes peptidicas e o marcador MAL-5 se liga covalentemente aos grupos sulfidrila
da cisteina.

brana pelas mesmas interacoes hidrofébicas que mantém os lipidios naturais estruturados na
membrana e sua transferéncia pode ser realizada biossinteticamente, cultivando-se um orga-
nismo que contenha componentes previamente marcados; ou fisicamente, fazendo uso da alta
solubilidade destes marcadores de spin em um ambiente similar a sua composi¢ao. Ja para as o
caso das proteinas, os marcadores podem ser acoplados aos grupos reativos das cadeias laterais
de seus aminodcidos (principalmente o grupo sulfidrila da cisteina) [123] ou serem diretamente
incorporados em suas cadeias através da ligagao peptidica® [125].

Neste trabalho, estaremos interessados apenas nos marcadores desenvolvidos para o

4Existe ainda a possibilidade de usar os marcadores de spin através da metodologia conhecida como Site-
directed Spin Labeling [124]. Nesta metodologia, os marcadores de spin séo introduzidos em sitios especificos de
proteinas recombinantes devidamente mutadas. Esta técnica é especialmente 1til no estudo do enovelamento e da
estrutura de proteinas. Entretanto, esta metodologia exige o uso da espectroscopia de ressonancia paramagnética
pulsada, a qual nao sera abordada neste texto.
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estudo de membranas lipidicas, em especial nos baseados no acido estedrico (Figura 2.6). Esses
marcadores, quando incorporados ao ambiente da membrana, possuem movimento restrito o
qual resulta no alargamento e na variacao de suas linhas espectrais. O grau de restricao do
movimento desses marcadores pode ser avaliado por meio de seu tempo de correlacao rotacional
7., 0 qual pode ser usado como uma medida da fluidez relativa da membrana (a derivacao de

uma expressao para 7. pode ser encontrada no Apéndice B).

(b) HO\ O'?L‘ HO O'?L‘ (d)
/C\/\Xo/\/\/\/\/\/\ \C/\/\/\/\/\XO/\/\/

(0]

Figura 2.6: Estrutura quimica dos marcadores lipidicos usados neste trabalho. (a) 5-metil estearato (5-DMS),
(b) 5-doxil estearato (5-DSA), (c) 16-doxil estearato (16-DSA) e (d) 12-doxil estearato (12-DSA).

Devido a anisotropia do fator g a linha central de cada espectro acontece para diferentes
valores de campo dependendo da orientacao molecular. Se a ressonancia ocorre para um campo
aplicado de H = 3400 G para marcadores orientados com o eixo z do nitroxido posicionado ao
longo do campo (Figura 2.7), as posigoes das linhas centrais dos espectros nas diregdes x e y

sao calculados a partir das relagoes [116]

9z(H +0H,) = g,y (H +0H,) = g..H. (2.21)

Além disso, o espectro de RPE de marcadores de spin é muito sensivel a taxa com
a qual o marcador consegue se reorientar. A Figura 2.8 mostra uma série de espectros de
nitréxidos com diferentes tempos de correlagao rotacional 7. entre os limites de movimento

lento e movimento répido®.

50s limites de movimento rapido e lento sdo geralmente definidos como 107! < 7, < 107%e 107 < 7. < 1076
respectivamente; 7, medido em s.
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N

H

Figura 2.7: Espectros de RPE obtidos com o campo magnético estatico aplicado paralelamente aos eixos
moleculares z, y e z do nitréxido.

Em principio, as linhas espectrais deveriam ter a mesma intensidade, uma vez que a
separacao entre os niveis de energia magnética é muito pequena em comparacao com a energia
térmica kT, e as populacoes dos niveis energéticos, como pode ser visto a partir da Equacao
(2.7) sdo praticamente iguais. Entretanto, os experimentos nos mostram que na maioria dos
casos, as alturas das linhas hiperfinas nao sao as mesmas. Uma analise da forma das linhas de
ressonancia revela que isto se deve ao fato de que as linhas espectrais na verdade nao possuem
a mesma largura.

As variagoes da largura de linha espectral podem ser atribuidas, na maioria dos casos,
as flutuacoes dos termos anisotrépicos do hamiltoniano magnético causadas pelos movimentos
moleculares [126,127]. Mesmo que os termos anisotrépicos nao contribuam para os parametros
magnéticos medidos em espectros de marcadores de spin em solugao, eles constituem uma
importante fonte de alargamento de linha [116]. O hamiltoniano (2.14) descrito na segao
anterior, pode de fato, ser considerado como a soma de duas contribuigoes: uma isotropica
(orientacionalmente invariante) que foi dada na Equacao (2.15), e uma puramente anisotrépica

(orientacionalmente dependente) que pode ser escrita como

N
Hi=BH g -S+Y S-A®.1 (2.22)
k=1

onde g’ e A’®) sio tensores com traco nulo.



2.1.2 O Método dos Marcadores de Spin 43

-
e
s
by

Limite de
movimento rapido

H
H
/

T, (ns)

0,01

)
o
)

0,3

.

100

R

200

+

Limite de
movimento lento
Figura 2.8: Espectros de RPE de nitréxidos com diferentes tempos de correlacio rotacional 7.. Os espectros

foram obtidos através de simulagdo utilizando o software easyspin com a opgao chili. Parametros da simulag3o:
g, (2,008 2,006 2,003); A, (20 20 85); alargamento lorentziano, 0,3; e frequéncia, 9,5 GHz.
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Para marcadores de spin dissolvidos em solucao aquosa, a agitacao molecular faz com
‘H, seja uma funcao aleatéria do tempo. Como consequéncia, hd uma modulagao aleatéria dos
niveis de energia e das frequéncias de transicao. Embora H; neste caso, seja computada apenas
como um valor médio que tende a zero, um alargamento das linhas de absorcao devera ocorrer.

As variacoes das frequéncias de transicao podem ser caracterizadas por meio de suas
amplitudes e coeréncia. A amplitude A é definida pelo valor quadratico médio das interacoes
anisotrépicas (em unidades de frequéncias angular) e a coeréncia é dada pelo tempo de cor-
relacao 7. do movimento aleatorio. Para o caso de interesse deste texto ou seja, interacoes
anisotrépicas moduladas por um movimento do tipo Browniano, o tempo de correlacao é uma
medida do periodo no qual as moléculas estao fixas em uma determinada orientacao.

Verifica-se entao, que a dependéncia da largura de linha 1/75 com o nimero quantico

M que especifica a transicao, pode ser ajustada pela equagao [116]
[To(M)]' = C + DM + EM?, (2.23)

onde C, D e E sao parametros que podem ser relacionados por exemplo com as anisotropias
magnéticas.

Pode ser demostrado também [116], que a componente hiperfina referente ao campo
alto é sempre mais larga do que as duas outras duas linhas, as quais tem aproximadamente a
mesma largura. Esse fato pode ser racionalizado, se usarmos a Equagao (2.23) para calcular as
expressoes explicitas dos parametros C', D, e E' em termos das anisotropias magnéticas.

O termo C' inclui contribuigbes para o alargamento das linhas que resultam de meca-
nismos diferentes dos da modulagao das interagoes anisotropicas considerados até agora. Esses
efeitos surgem, por exemplo, da presenca de oxigénio na solucao ou de fatores instrumentais
(todos eles sao independentes do indice de linha M) [116]. Por esta razao, e também porque
¢é mais facil de medir as alturas relativas das linhas, em vez da largura de uma tunica linha, é

conveniente reescrever a expressao (2.23) na forma

[T5(0)] " [T2(0)/T*(£1) — 1] =E+£ D (2.24)
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onde [T5(0)] " é a largura da linha central (M = 0). Os valores experimentais de T2(0)/T2(41)
sao obtidos a partir da raiz quadrada dos quocientes das alturas dos picos experimentais da
curva derivada da absorcao. Consideracoes tedricas conduzem a um valor positivo para a
constante de acoplamento isotrépico, e isto permite a identificacao do estado de spin M =1
como sendo a componente hiperfina de campo baixo.

Em termos dos componentes dos tensores de anisotropia, podemos obter os parametros

D e FE na forma [116]

4 1
D = —bA~vH E ==V 2.2
15 VLI Te, 3 Te ( 5)
onde
4
b=2mA =271(A,.—a) = g?T(A” —A)) (2.26)

com os valores de A expressos em unidades de MHz, e

_ 1
A’Y - 6eh ! 9zz — 5 (gazaz + gyy) . (227)

Ao introduzirmos os valores listados na Tabela 2.1, verificamos que F ~ —D para
valores de campo de cerca de 3400 G. Desta maneira, podemos verificar a partir da Equacao
(2.24) que, devido ao sinal negativo de D, somente a linha de campo alto (M = —1) parece ser
mais larga do que a linha central em espectros de nitréxidos dissolvidos em solugao aquosa (na
banda X).

Em experimentos de banda-X, nos quais a frequéncia de ressonancia é de aproxima-
damente 9,5 GH, (o que é equivalente a 6x10'° s7') e A ~ b calculado & partir da Equacio
(2.26) é de aproximadamente 3x10% s™!. Assim, o tratamento desenvolvido até aqui, se aplica
a espectros de marcadores de spin baseados no nitroxido para os quais os tempos de correlagao
rotacional estejam entre 5x 107!t — 1079 segundos.

Além disso, de acordo com o modelo de difusao de Debye [128], o tempo de correlagao
rotacional pode ser calculado em termos das dimensoes moleculares, temperatura e da viscosi-

dade do meio se as moléculas poderem ser aproximadas por esferas de raio a pela equacao

_ L _ 3
= n (R = kT /8mna®), (2.28)
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em que R representa a constante de difusao rotacional e 1 a viscosidade do meio.

Entretanto, os espectros de marcadores de spin incorporados em membranas lipidicas
tais como os mostrados nos Capitulos 4 e 5 possuem tempos de correlacao entre 1077 < 7, <
107® s (Slow Tumbling). O tratamento adequado para esta situacdo estd desenvolvido no
Apéndice B e seus resultados nos mostram que a forma da linha espectral depende da solucao
de um conjunto de equagoes algébricas acopladas que descrevem o perfil da curva de absorcao
obtida pela perturbacao do sistema através do campo de micro-ondas oscilante.

Por outro lado, os espectros de RPE de radicais livres nitréxido sao sensiveis nao
s6 aos movimentos moleculares, mas também dependem da natureza do meio em que estes
estao dissolvidos. Isto se dé pelo fato de que os parametros magnéticos de qualquer espécie
de radical livre sao funcoes muito sensiveis da distribuicao eletronica da molécula e, portanto,
sao influenciadas por pertubacoes devido ao ambiente. Dessa forma, o fator g e a constante
de desdobramento hiperfino a dos espectros de marcadores de spin se tornam uma ferramenta
eficiente de monitorar a natureza hidrofilica ou hidrofébica do ambiente no qual o marcador
estd inserido.

A Figura 2.9 mostra os principais componentes de um espectrometro de RPE. Em
espectrometros mais antigos, a fonte de radiacao electromagnética era uma vélvula klystron
que foi substituida por uma fonte de radiacao de estado sélido chamada diodo Gunn nos
espectrometros mais sofisticados. A maioria dos espectrometros sao de reflexao. Isto é, eles
medem as variagoes (devido a transigdes espectroscépicas) na quantidade de radiagao refletida
a partir da amostra inserida em uma cavidade ressonante. Cavidades ressonantes sao utilizadas
para amplificar os sinais de RPE provenientes da amostra uma vez que a cavidade armazena a
energia de micro-ondas e impede sua reflexao.

As cavidades sao caracterizadas por sua qualidade (), a qual indica o quao eficiente-

mente a cavidade armazena a energia de micro-ondas. A sensibilidade do espectrometro estéd
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Figura 2.9: Diagrama de blocos simplificado de um espectrémetro de RPE. Figura adaptada de Quantitative
EPR [129].

diretamente relacionada com () pela da relacao

Q= 27T(e.nerg'ia‘ armazenad.a) | (2.29)
energia dissipada por ciclo

onde a energia dissipada em cada ciclo representa a quantidade de energia perdida durante
um perfodo de oscilagao da radiagao de micro-ondas. A energia pode ser dissipada nas paredes
laterais da cavidade uma vez que as micro-ondas geram correntes elétricas internas que, por sua
vez geram calor. Como consequéncia da ressonancia, havera uma onda estacionaria no interior
da cavidade. Desde que ondas eletromagnéticas estacionarias tém suas componentes de campo
elétrico e magnético exatamente fora de fase, as cavidades ressonantes sao construidas de modo
a anular a componente do campo elétrico e maximizar a componente do campo magnético em
seu centro [129)].

Como mencionado anteriormente, os espectrometros de RPE utilizam uma técnica
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conhecida como deteccao sensivel a fase para melhorar sua sensibilidade. Neste tipo de de-
teccao, a magnitude do campo magnético a qual a amostra é submetida, varia senoidalmente
na frequéncia de modulac¢ao (normalmente 100 kHz). Se houver um sinal de RPE, a modulagao
do campo varre rapidamente parte do sinal e a amplitude da radiacao de micro-ondas refletida
da cavidade é modulada com a mesma frequéncia. Quaisquer sinais (como ruido e/ou inter-
feréncias elétricas) que nao estejam de acordo com a referéncia produzida pelo detector sensivel
a fase sdo suprimidos. Para melhorar ainda mais a sensibilidade, uma constante de tempo é
usada para filtrar o ruido. A deteccao sensivel a fase com modulacao do campo magnético pode
aumentar a sensibilidade de detec¢ao em varias ordens de magnitude. No entanto, o usuério
deve ter cuidado na escolha da amplitude e da frequéncia da modulacao, além da constante
de tempo. Uma ma escolha de qualquer um destes trés parametros pode causar distorgoes nos

sinais de RPE e criar artefatos experimentais®.

2.2 Espectroscopia e Microscopia de Fluorescéncia Apli-
cadas a Sistemas Bioldgicos

2.2.1 Teoria Geral

Luminescéncia é a emissao de fotons na regiao do ultravioleta, visivel ou infravermelho
a partir de estados eletronicos excitados. A luminescéncia pode ser dividida em duas categorias
- fluorescéncia e fosforescéncia - dependendo da natureza do estado excitado. A fluorescéncia
é caracterizada por transicoes eletronicas entre estados do tipo singleto, nos quais o elétron no
orbital excitado esta orientado na direcao oposta do elétron no orbital do estado fundamental.
Consequentemente, o retorno para o estado fundamental é permitido e ocorre rapidamente
acompanhado da emissao de um foton. As taxas de emissao de fluorescéncia sao tipicamente

de 10® s71, desta forma, o tempo de vida tipico da fluorescéncia é préximo de 1072 s [131].

6Neste trabalho, estamos utilizando pardmetros instrumentais adequados para a deteccio do sinal de mar-
cadores de spin baseados no nitréxido. Uma descrigao detalhada sobre os efeitos da variacao destes parametros
sobre a linha espectral pode ser encontrada em Instrumental Aspects of Spin Labeling [130].
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Por outro lado, a fosforescéncia é caracterizada por transicoes eletronicas entre estados do tipo
tripleto, nos quais o elétron no orbital excitado tem a mesma orientacao de spin do elétron do
estado fundamental. Este tipo de transicao é proibida e a taxas de emissao sao lentas (10° a
10° s71), desta forma, o tempo de vida da fosforescéncia é tipicamente de milesegundos ou até
segundos [131]. Neste trabalho, estamos interessados no fenémeno da fluorescéncia.

Os processos tipicos que ocorrem entre a absorcao e a emissao de luz podem ser ilus-
trados por um diagrama de Jablonski (Figura 2.10). Depois da absor¢ao de luz, o fluoréforo
geralmente ¢é excitado para algum nivel de energia vibracional mais elevado. Com algumas raras
excegoes, moléculas em fase condensada relaxam para um nivel vibracional menos elevado. Este
processo é chamado conversao interna e ocorre em 1072 s ou menos [131]. Desde que os tempos
de vida da fluorescéncia sao tipicamente préximos a 1078 s, a conversao interna acontece antes
da emissao. Desta forma, a emissao fluorescente resulta de um estado excitado termicamente
equilibrado, isto é, do nivel vibracional de menor energia do estado excitado. Para a maioria
das moléculas, a diferenca de energia entre o estado fundamental e os estados excitados é sufi-
cientemente grande para que os estados excitados possam ser termicamente populados. Esta é
a razao pela qual utilizamos luz e nao calor para induzir a fluorescéncia.

O fenomeno da fluorescéncia apresenta um numero de caracteristicas gerais. Uma
andlise do diagrama de Jablonski (Figura 2.10) revela que a energia da emissao é tipicamente
menor do que a da absor¢ao. Este fenomeno foi primeiramente observado por Sir. G. G. Stokes
[132] e por isso recebe o nome de deslocamento de Stokes. Uma causa comum do deslocamento
de Stokes é o decaimento para o nivel de menor energia vibracional de S;. Além disso, os
fluoréforos geralmente decaem para o nivel de maior energia vibracional de Sy (Figura 2.10),
resultando no favorecimento da perda de energia de excitacao pela termalizacao do excesso de
energia vibracional. Somado a estes efeitos, os fluoréforos podem apresentar ainda deslocamento
de Stokes devido a efeitos do solvente, reagoes dos estados excitados, formagao de complexos,
e/ou transferéncia de energia [131].

Outra caracteristica geral da fluorescéncia é que o mesmo espectro de emissao é obser-
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Figura 2.10: Diagrama de Jablonski ilustrando as transi¢Ges responsdveis pela fluorescéncia e fosforescéncia.
Figura adaptada de Principles of Fluorescence Spectroscopy [131].

vado para qualquer comprimento de onda usado na excitacao (Kasha’s rule) [133]. Isso pode ser
explicado pelo fato de que na excitacao para os niveis de energia eletronicos e vibracionais mais
altos, o excesso de energia é rapidamente dissipado, deixando o fluoréforo no nivel vibracional
mais baixo de S;. Essa relaxacao ocorre em cerca de 10712 s e é provavelmente o resultado
da superposicao dos estados de energia préoximos. Devido esta relaxacao rapida, o espectro de
emissao € usualmente independente do comprimento de onda da excitacao.

O tempo de vida da fluorescéncia 7, e o rendimento quantico () talvez sejam as carac-
teristicas mais importantes de um fluoréforo. O rendimento quantico é definido como sendo o
niumero de fétons emitidos, relativos ao nimero de fétons absorvidos. Substancias com maior
rendimento quantico (@ ~ 1) tais como as rodaminas, apresentam as emissoes mais brilhantes.
J& substancias com maior tempo de vida, possuem um maior intervalo de tempo disponivel

para o fluoréforo interagir ou se difundir em um meio”. O significado de rendimento quantico e

"Geralmente, um aumento na temperatura resulta em um decréscimo no rendimento quantico e no tempo de
vida de fluorescéncia. Isto se deve ao fato de que os processos nao radiativos relacionados com a agitagao térmica
tais como as colisdoes com as moléculas do solvente além das vibragoes e rotagbes intramoleculares tornam-se
mais efetivos em altas temperaturas. Entretanto, na maioria das vezes os experimentos estao em bom acordo
com a variagdo empirica linear In(1/Q — 1) versus 1/T [134].



2.2.1 Teoria Geral 51

tempo de vida podem ser melhor ilustrados por um diagrama de Jablonski simplificado (Figura

2.11).
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Figura 2.11: Diagrama de Jablonski simplificado ilustrando o significado de tempo de vida e de rendimento
quantico. Figura adaptada de Principles of Fluorescence Spectroscopy [131].

O diagrama mostra os processos responsaveis pelo retorno do sistema para o estado
fundamental (os processos de relaxagao individuais, os quais levam o sistema para o estado S}
nao foram explicitados). Em particular, estdo destacadas a taxa de emissdao do fluoréforo T’
e a taxa de decaimento nao radiativo para Sy k,, (por conveniéncia, todos os processos nao
radiativos foram agrupados na constante k,,.). Ambas as taxas I' e k,,., sdo responsaveis pela
diminuicao da populacao do estado excitado. Dessa forma, a fragao de fluoréforos que decaem

por meio da emissao de fétons é interpretada como o rendimento quantico dado por [131]

r

R

(2.30)

Se k. << I' o rendimento quantico se aproxima de 1. Note que o rendimento energético da
fluorescéncia é sempre menor do que 1 devido as perdas de Stokes.

O tempo de vida do estado excitado é definido pelo tempo médio que a molécula gasta
no estado excitado antes de retornar para o estado fundamental. Para o fluoréforo descrito pelo

diagrama ilustrado na Figura 2.11, o tempo de vida pode ser escrito como [131]

1

— 2.31
AT (2.31)

Ty =

O tempo de vida de um fluoréforo na auséncia de processos nao radiativos é chamado de tempo
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de vida intrinseco ou natural e é dado por [131]

(2.32)

Tp =

1
T
Usando as Equagoes (2.31) e (2.32) podemos escrever o tempo de vida natural como

el (2.33)

2.2.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia pode ser aplicada a uma vasta gama de problemas
em quimicas, fisica e biologia. Esse tipo de espectroscopia faz uso dos espectros de emissao
e absorcao dos fluoréforos, bem como a anisotropia de sua fluorescéncia para encontrar in-
formagoes sobre uma série de processos moleculares, incluindo interagoes molécula-solvente,
difusao rotacional de biomoléculas, distancias intermoleculares e mudancas conformacionais.
As medidas de fluorescéncia podem ser classificadas em quase estaticas e resolvidas no tempo.
Neste trabalho, vamos utilizar medidas do tipo quase estatica. Neste tipo de medida, durante
o processo de aquisicao de dados a amostra é excitada com um feixe continuo de luz. Devido
a escala de tempo da fluorescéncia, quando a amostra é exposta a luz o estado quase estatico
¢ atingido quase imediatamente [131].

A anisotropia da fluorescéncia usa o fato de que se excitadas com luz polarizada a
emissao de muitas moléculas também é polarizada, para obter informacoes sobre sistemas de
interesse. A origem da anisotropia esta relacionada com a orientacao preferencial dos momentos
de transigao de absorgao e de emissao ao longo da estrutura molecular dos fluoréforos (Figura
2.12). Contudo, a emissao fluorescente pode tornar-se despolarizada, por exemplo, pela difusao
rotacional do fluoréforo. Nesse tipo de movimento, a direcao dos momentos de transicao de
absorcao e de emissao sao alteradas e como consequéncia a radiagao emitida se torna despola-
rizada. As medidas da anisotropia da fluorescéncia revelam entdao o deslocamento angular do
fluoréforo que ocorre entre absorcao e a subsequente emissao de um féton. A taxa de difusao

rotacional depende da viscosidade do meio, do tamanho e da forma da molécula fluorescente.
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Figura 2.12: Movimento rotacional incluindo despolarizagdo da fluorescéncia. da e dg representam os momen-
tos de transicdo de absor¢ao e emissao respectivamente. Figura adaptada de Molecular Fluorescence: Principles
and Applications [134].

Pequenos fluoréforos em meios caracterizados por baixa viscosidade possuem alta difusao rota-
cional (mais rapida do que a taxa de emissao) e consequentemente sua emissao é despolarizada
0 que leva os valores da anisotropia para préximos de zero.

Assim como no caso dos marcadores de spin, foram desenvolvidas sondas fluorescentes
estaveis sobre as condigoes usadas no estudo de sistemas biol6gicos, tais como pH, concentracao
salina e temperatura. Essas sondas também sao sensiveis a seu ambiente (polaridade, restrigoes
espaciais e campos elétricos locais) e sua presenca causam alteragoes despreziveis no sistema.

Seguindo esta ideia, uma série de sondas fluorescentes foram desenvolvidas como fer-
ramenta para o estudo de sistemas biologicos (Figura 2.13). Entre elas se destacam as sondas
desenvolvidas para o estudo de membranas lipidicas, DNA® e protefnas. As sondas projeta-
das para o estudo de membranas, geralmente sao baseados nos diversos tipos de lipidios que
compdem as bicamadas celulares (através da insergao de fluoréforos covalentemente ligados as
cadeias acilas [135,136] ou aos grupos polares dos lipidios [136,137]) ou em moléculas que pos-

suem grande hidrofobicidade [138,139]. Esses tipos de sonda se organizam na membrana pelas

8Sigla para deozyribonucleic acid.
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mesmas interagoes hidrofébicas que mantém os lipidios naturais estruturados na membrana.
J& para as o caso das proteinas, uma variedade de sondas que possuem comprimentos de onda
de excitagao e emissao mais longos do que os aminodcidos arométicos (dessa forma, a proteina
marcada pode ser estudada na presenca de outras proteinas nao marcadas) foram projeta-
das para se ligar covalentemente aos grupos reativos das cadeias laterais de seus aminodcidos
(principalmente aminas e histidinas) [140] ou nao covalentemente [141] (sondas deste tipo pos-
suem baixa ou nenhuma fluorescéncia em dgua, mas fluorescem fortemente quando ligadas as

proteinas [142]).

H3C. _CH3
N (b) H

Figura 2.13: Estrutura quimica de algumas sondas fluorescentes frequentemente usadas no estudo de mem-
branas lipidicas e proteinas. (a) cloreto de dansilo (DNS-CI), (b) 2-anilinonaftaleno-6-sulfénico (2,6-ANS), (c)
dehidroergosterol (DHE), (d) 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina- N-(1-pirenosulfonil) (sal de aménio) (Pi-
reno-PE) e (e) 1-12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)Jamino]dodecanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-
NBD-PC). A sondas DNS-Cl e 2,6-ANS se ligam covalentemente e ndo covalentemente as proteinas, respectiva-
mente. As sondas DHE, Pireno-PE e Liso-NBD-PC se estruturam nas bicamadas lipidicas através das intera¢bes
hidrofdbicas.

Neste trabalho, estamos particularmente interessados no comportamento da anisotro-

pia? da fluorescéncia de sondas lipofilicas (Figura 2.14). Essas sondas, quando incorporadas ao

9A polarizacio e a anisotropia contém as mesmas informacdes. Entretanto, o uso da polarizacio deve ser
desencorajado jé que comparada a anisotropia (a qual é normalizada pela intensidade total I = ;421 ), o uso da
polarizagao traz uma complicacao nas equagoes. Por exemplo, suponha que uma determinada amostra contenha
véarias espécies emissoras cada uma com valores de polarizacao P; e intensidades fraciondrias f; distintas. A
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ambiente da membrana possuem movimento restrito, o qual resulta na variacao da anisotro-
pia de sua fluorescéncia e nos permite avaliar por exemplo a dinamica interna de membranas

lipidicas ou o efeito de pequenas moléculas sobre suas temperaturas de transicao de fase.
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Figura 2.14: Estrutura quimica das sondas lipofilicas usadas neste trabalho. (a) 1-palmitoil-2-6-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-il)amino]hexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (6-NBD-PC), (b) 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH)
e (c) 2-amino-N-hexadecil benzamida (AHBA).

A Figura 2.15 mostra um esquema para medi¢ao da anisotropia da fluorescéncia. Na
maioria dos experimentos a amostra é excitada com luz verticalmente polarizada, ou seja, o
vetor campo elétrico da luz de excitacao estd orientado paralelamente a dire¢ao vertical (definida
aqui como eixo z). A intensidade da emissao é entdo medida por meio do uso de polarizadores

e seus valores sao utilizados para calcular a anisotropia r dada por

L — I,
r=—-—-—". 2.36
I||+21L ( )

Definida desta forma, a anisotropia da fluorescéncia é uma grandeza adimensional e

polarizacao total P desta mistura é dada por [143]
1 1\ f;
- _Z — __ 2.34
(5-3) -X = (2.34)
enquanto a anisotropia média 7 é dada por [134]
=Y (2.35)

em que r; indica a anisotropia de cada espécie emissora. Além disso, o decaimento da polarizacao nao pode ser
ajustado por uma tunica exponencial (como é o caso do decaimento da anisotropia) mesmo para uma molécula
com simetria esférica [144].
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independente da intensidade total da emissao da amostra. Além disso, na auséncia de artefatos

experimentais, a anisotropia também é independente da concentragao do fluoréforo.
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Figura 2.15: Diagrama esquemadtico para a medida da anisotropia da fluorescéncia. Figura adaptada de
Principles of Fluorescence Spectroscopy [144].

Considerando que os momentos de transicao de absorcao e emissao sejam paralelos e
que o fluoréforo esta orientado com angulos € e ¢ em relagao ao sistema de coordenadas do
laboratério (Figura 2.16) existirao orientagoes preferenciais da populagao de estados excitados
na direcao da polarizacao da radiacao de excitacao. As intensidades da radiacao emitida sao
entao, proporcionais a projecao do momento de transi¢ao no sistema de coordenadas escolhido
(isto é verdade ja que projetar o momento de transi¢ao é o mesmo que projetar o campo elétrico
criado pelo fluoréforo). O campo elétrico criado por um fluoréforo pode ser escrito como (ver

Apéndice C para mais informagoes)

senf ~

0, (2.37)

E0,0) =k

em que k é uma constante, r é a distancia do fluoréforo até o ponto de observacao e 6 é um
vetor unitario na direcdo da coordenada . A intensidade da luz emitida é proporcional ao

quadrado do campo elétrico e é dada por

sen?f

T, (2.38)

1(0,0) = k*

r2
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Figura 2.16: Intensidades emitidas para um unico fluoréforo em um sistema de coordenadas. Figura adaptada
de Principles of Fluorescence Spectroscopy [144].

em que 7 é um vetor unitario da direcao da propagacao.

Desta maneira, podemos escrever as intensidades descritas na Figura 2.16 como

1() o< cos® 6 (2.39)

1,8, ¢) x sen’fsen’¢. (2.40)

Se considerarmos que os fluoréforos estao orientados aleatoriamente, a dependéncia em ¢ da
Equagao (2.40) pode ser eliminada para uma situacao onde a populagao de fluoréforos excitados

estd simetricamente distribuida em terno do eixo z, fazendo

2T 2
[ sen?pdp 1
<Sen2¢> = 01‘27‘—7@ = 5 (241)
0
Portanto, as Equagoes (2.39) e (2.40) passam a ser escritas como
1
I o cos® 0 e I, x 5881129. (2.42)

Fazendo a média com respeito ao eixo z obtemos

2m
I = / cos? OP(0)df = {(cos® 0) (2.43)
0
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— I 1
I, = / sen’0P(0)df = §<sen29) (2.44)
0

onde P(0) é a probabilidade do fluoréforo estar orientado entre 6 e 6 + df. Usando a Equacao

(2.36) podemos reescrever a anisotropia da fluorescéncia como!®
Iy — 1,
r — -
[” + 2[J_

(cos? ) — 1 (1 — (cos?0))
(cos?0) + (1 — (cos? 0))
3(cos? ) — 1

- e (2.45)

Quando uma amostra ¢é excitada com luz polarizada, as moléculas que possuem mo-
mento de transicao paralelo ao campo elétrico da radiacao de excitacao possuem maior pro-
babilidade de serem excitadas. Entretanto, em geral, os momentos de transicao de absorcao e

emissao nao sao paralelos (Figura 2.17). Para esta situagao temos que

cos g = cos 4 cos a + cos send 4sena (2.46)
e
cos? O = cos? 04 cos® a + cos? Q/JSGHZQAsenZoz + 2 cos 0 gsenf 4 cos asena cos . (2.47)
Assim, encontramos que
2 2 2 1 2 2
(cos®0p) = cos”afcos”O4) + §<sen 04)sen‘a
_ 3 cos” a(cos® ) — 1((3082 04) — = cos®a + L (2.48)
2 2 2 2’

ONote que uma medida quase estatica é simplesmente uma média dos fendomenos resolvidos no tempo. Se
um fluoréforo exibe um tnico tempo de decaimento (7,) e um tnico tempo de correlagdo rotacional (7.), o
decaimento da intensidade e da anisotropia da fluorescéncia sdo dados como [131]

I(t) = Le "™

r(t) = riet/Te,

onde I; e r; representam a intensidade e anisotropia da fluorescéncia respectivamente, em ¢t = 0 imediatamente
apds a excitagdo. Desta maneira, a anisotropia quase estética (r) é dada pela média de r(t) ponderada por I(t)
na forma

@ I(t)dt

[ Ibdt

onde denominador foi introduzido para normalizar a anisotropia de forma a torna-la independente da intensidade
total.
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Figura 2.17: Definicdo dos dngulos «, e ¢ para a situacdo onde os momentos de transicdo de absor¢do (d4)
e de emissdo (dg) ndo sdo paralelos.

onde usamos

1
(cost) =0 e (cos? ) = 3 (2.49)
Consequentemente, a Equagao (2.45) pode ser reescrita como

3(cos?Og) — 1

2
_ @ cos® a — 1) (3{cos?04) — 1). (2.50)
2 2
Podemos calcular (cos? 6,4) fazendo
2m ™
(cos?0,) = / dgb/ cos> OP(6)df
0 0
3
= = 2.51
57 ( )
onde usamos [134]
2
P(o) = - 08 Osend (2.52)
Jo " do [ cos? fsenfdf
Portanto,
9 (30052 o — 1)
_ 2 2.
r=z 5 (2.53)
onde para « =0 — r = ryg = 0,4 e para a = 90 — r = —0,2 (r9 é denominada anisotropia

fundamental).
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Entretanto, existe uma diferenca entre o valor tedrico da anisotropia de emissao na
auséncia de movimento (anisotropia fundamental) e o valor obtido experimentalmente (aniso-
tropia limitante). A anisotropia limite pode ser determinada tanto por medidas quase-estaticas
em um meio rigido (para evitar os efeitos do movimento browniano), quanto em medidas resol-
vidas no tempo através do valor da anisotropia de emissao no tempo zero [134].

Se nao houverem artefatos instrumentais, qualquer diferenca observada entre a aniso-
tropia fundamental e a anisotropia limitante deve estar relacionada com o préprio fluordforo.
Existem diversas explicacoes para esta diferenca, no entanto, considera-se geralmente que a di-
ferenca entre as anisotropias fundamentais e limitantes é principalmente devido a torcoes vibra-
cionais (mudanga da geometria molecular entre seu estado fundamental e seu estado excitado)
dos fluoréforos [134,145]. Dessa maneira, uma dependéncia com temperatura da anisotropia
limitante é esperada. Em baixas temperaturas ry pode ser considerada constante, enquanto
que para altas temperaturas seu valor diminui linearmente com a temperatura [134].

Na Figura 2.18 estao representados os principais componentes de um espectrofluorimetro
convencional. A luz de excitacao geralmente é gerada por um lampada de xenon de alta pressao
que oferece a vantagem de uma emissao continua a partir de ~ 250 nm até o infravermelho.
Monocromadores sao usados para selecionar o comprimento de onda de excitacao e a fluo-
rescéncia é detectada em angulo reto com relagao ao feixe incidente e amplificada por uma
fotomultiplicadora.

Em nossos experimentos, usamos um arranjo para medir a anisotropia da fluorescéncia
conhecido como arranjo tipo L (Figura 2.19). Esse arranjo, é usado para fluorimetros que
possuirem apenas um canal de emissao. Os fluorimetros sao geralmente equipados com um
conjunto de monocromadores que possuem eficiéncias distintas para transmissao de luz verti-
calmente ou horizontalmente polarizada. Portanto, se a amostra for excitada com luz vertical-
mente polarizada, a rotacao dos polarizadores da emissao ira alterar as intensidades medidas,
mesmo que a amostra emita luz ndo polarizada [144]. Dessa forma, as intensidades medidas

nao sao as verdadeiras intensidades paralela e perpendicular requeridas, mas sim, intensidades
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Figura 2.18: Diagrama de blocos de um espectrofluorimetro convencional. Figura adaptada de Molecular

Fluorescence: Principles and Applications [134].

proporcionais as eficiéncias de transmissao do monocromador para cada componente polari-

zada. Para solucionar este problema, medidas com um unico canal de emissao requerem a

aquisicao de quatro valores individuais das intensidades polarizadas; Ivv, Ivyg, Igyv € Igg.

Nessa notacao, os dois indices subscritos indicam a orientacao dos polarizadores de excitacao e

emissao, respectivamente. Por exemplo, Iy corresponde a uma excitagao por luz horizontal-

mente polarizada e uma emissao verticalmente polarizada. Esta notagao é boa ja que a ordem

dos indices subscritos representa a ordem na qual a luz passa através dos dois polarizadores.

Considerando que Sy e Sy sejam as sensibilidades do canal de emissao para os componentes

verticalmente e horizontalmente polarizadas, respectivamente, verificamos que para a excitacao



2.2.2 Espectroscopia de Fluorescéncia 62

excitagao excitacao
vertical A horizontal

¢ v ¥ v

1, l,
monocromador monocromador

v L

lvv IHV

Figura 2.19: Diagrama esquemdtico para a medida da anisotropia da fluorescéncia no arranjo tipo L. Figura
adaptada de Principles of Fluorescence Spectroscopy [144].

polarizada verticalmente as intensidades observadas sao (Figura 2.19)

Iyy = kSy 1, (2.54)

Ivy = kSylL, (2.55)

onde k£ é um fator de proporcionalidade para quantificar o rendimento quantico do fluoréforo e
outros fatores instrumentais dependentes da sensibilidade dos polarizadores [144]. Manipulando

(2.54) e (2.55) encontramos

IVV . Svl” —Gﬂ

IV—H Syl Iy (2:56)

Percebemos entao que a razao das intensidades medidas é diferente do valor real, por
um fator G. Para calcular a razao real entres as intensidades (/1) devemos determinar o fator
(G, o qual é a razao das sensibilidades do sistema de deteccao com respeito a luz verticalmente
e horizontalmente polarizada. Note que se as medidas das intensidades nao forem corrigidas
por (G, a anisotropia calculada estara incorreta. O fator G pode ser encontrado através de
uma excitacao horizontalmente polarizada. Usando a excitagao horizontalmente polarizada, a

distribuicao de estados excitados é deslocada na direcao do eixo de deteccao. Com isso, ambas

as componentes polarizadas (H e V') sdo iguais e proporcionais a I, (as componentes sao iguais
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porque o campo eléctrico é distribuido igualmente em torno do eixo de detecgao e ambas as

orientagoes do polarizador sd@o perpendiculares a polarizacao da excitagao). Assim, qualquer

diferenca medida em Iy e Igy estd associada ao sistema de deteccdao. Especificamente temos
v

que
Iny _ SvlL _ Sv

= = =G. 2.57
Igy  Swli Sk ( )

Note que mesmo que a intensidade de excitacao mude quando o polarizador do canal de ex-
citacao é girado, esta mudanca é um fator constante no numerador e no denominador da equagao
acima e, que sera portanto, cancelado.

Uma vez que o fator G seja determinado, a relacdo Ij/I, pode ser calculada usando

vy Iyvlun 1) (2.58)
LvyG  Iyplpy 1L .
e a anisotropia passa a ser dada por
LI -1 Iyy —Glyg (2.59)

/I +2 Iy +2Glvy’

2.2.3 Microscopia Confocal

O fenomeno da fluorescencia pode ser usado para construir imagens de amostras na-
turalmente fluorescentes e/ou feitas fluorescentes pela adi¢ao de moléculas extrinsecas através
da microscopia de fluorescéncia. Fazendo uso desta metodologia, a microscopia confocal, ao
contrario da microscopia convencional, nos permite ver imagens claras dentro de amostras es-
pessas. Considere por exemplo um microscopio de epifluorescéncia, mostrado na Figura 2.20.
Durante a iluminacao da amostra, embora a excitagao seja focada em um determinado plano,
varios outros planos acabam sendo excitados. Desta forma, a imagem formada no detector
é o resultado da superposicao da imagem proveniente do plano focal com um série de outras
imagens provenientes de planos fora de foco (ao longo da espessura da amostra) excitados du-
rante a iluminacao. J& um microscopio confocal usa uma fonte de luz pontual para excitar
uma regiao muito pequena da amostra. Esse tipo de iluminagao, excita fortemente um tnico

ponto ao longo da espessura da amostra fazendo com que a excitacao de zonas fora de foco



2.2.3 Microscopia Confocal 64

sejam minimizadas. Assim como no caso da epifluorescéncia, a imagem formada no detector
é o resultado da superposicao da imagem proveniente do plano focal com uma série de outras
imagens provenientes de planos fora de foco. Entretanto, a imagem proveniente do plano focal
possui melhor resolucao. Por outro lado, se incluirmos um pinhole no arranjo experimental de
tal forma que este possa eliminar toda a luz que nao é proveniente do plano focal a imagem

formada no detector, passa a ter somente a contribuicao da excitacao do plano focal. Portanto,

microscopio microscopio
epifluorescéncia fluorescéncia confocal
detector detector

filtro pinhole wmm

lampada

i espelho dicroico ioroi
de mercurio p espelho dicroico

filtro

b luz fora de foco

|amina lamina

plano focal

Figura 2.20: Principais componentes dos microscépios de epifluorescéncia e de fluorescéncia confocal. No
arranjo de epifluorescéncia, luz proveniente de vérios planos ao longo da espessura da amostra chega ao detector
enquanto no arranjo confocal apenas a luz proveniente do plano focal chega o detector.

um microscépio confocal (Figura 2.20), é a combinacao de uma fonte de luz pontual que excita
um ponto focal ao longo da espessura da amostra com um detector pinhole que seleciona a luz
emitida do plano focal

O microscépio confocal descrito acima, tem todas as caracteristicas que permitem a
obtencao de imagens referentes a um tunico ponto ao longo da espessura de uma amostra.

No entanto, nao é muito interessante olhar apenas para um unico ponto. Dessa maneira, o
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ideal é encontrar uma forma de mapear todo a amostra ponto-a-ponto. Para cumprir esta
tarefa a maioria dos microscopios confocais de varredura a laser usam métodos de digitalizacao
complexos para varrer os pontos do plano focal da amostra enquanto estd fica parada. Um
microscopio confocal discrimina pontos acima e abaixo do foco, uma caracteristica denominada
seccionamento Optico. Desta maneira, partes da amostra que estao acima ou abaixo do plano
focal sao fracamente iluminadas e a luz proveniente destas partes sera descartada pelo pinhole.
Os pinholes do microscopio confocal também eliminam a luz proveniente de pontos adjacentes
ao ponto focal. Isso aumenta o contraste, até mesmo para as amostras finas. Este tipo de
contraste é especialmente desejavel quando se necessita diferenciar zonas escuras de zonas
brilhantes como no caso dos dominios lipidicos mostrados no Capitulo 7.

Portanto, este microscopio pode determinar imagens em diferentes planos ao longo da
espessura da amostra sem que estas imagens interfiram umas nas outras. Com um controle ade-
quado, o microscopio confocal pode imagear uma série de secoes dpticas, que podem depois ser
superpostas para formar uma imagem tridimensional (Figura 2.21). Neste trabalho, a micros-
copia confocal de varredura a laser foi aplicada para a caracterizacao de dominios lipidicos em
vesiculas unilamelares gigantes através da utilizagao de sondas fluorescentes que particionam-se

nas diferentes fases das bicamadas.

2.3 Microscopia de Forca Atomica Aplicada a Sistemas
Biolégicos

Microscopios convencionais usam luz ou um feixe de elétrons para obter imagens de
objetos. Entretanto, a resolucao optica de microscépios que utilizam luz é limitada pelo compri-
mento de onda da radiagao utilizada. Embora uma alta resolu¢ao (em angstrons) de amostras
bioldgicas possa ser obtida utilizando um microscopio eletronico, a preparacao das amostras
surge como um fator limitante (via de regra as amostras devem ser congeladas, fixadas, secas
e/ou processadas para obter-se um contraste na imagem). Desta forma, as alteragdes mor-

fologicas, devido aos processos de preparacao de amostra associados a microscopia eletronica
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Figura 2.21: Micrografia confocal de uma vesicula unilamelar gigante composta de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina. A imagem 3-D é construida através da superposicdo de diversas imagens adquiridas entre
os planos polar e equatorial.

sempre foram uma grande preocupacao. Neste contexto, a microscopia de forca atomica
(AFM)!! a qual foi implementada por Bining e co-autores [146], tem se apresentado como uma
ferramenta poderosa para o estudo da estrutura e morfologia de membranas lipidicas [147,148].
A possibilidade de se obter imagens de alta resolucao de superficies em meio aquoso tem reve-
lado detalhes em escala nanométrica da morfologia de bicamadas lipidicas, os quais nao podem
ser observados por microscopios convencionais. Por exemplo, o estudo de eritrdcitos através
de AFM pode fornecer informacgoes topoldgicas sobe a superficie da célula e sobre as estru-
turas da membrana com uma resolucao significativamente mais elevada do que as fornecidas
por um microscépio éptico [149]. Hoje em dia, a microscopia de for¢a atémica aparece como
uma das mais poderosas técnicas para a andlise topografica de membranas bioldgicas a uma

resolucao lateral inferior a 1 nm e uma resolucao vertical entre 0,1 e 0,2 nm, permitindo que

1 Gigla para Atomic Force Microscopy.
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macromoléculas individuais sejam estudadas em condigoes fisiol6gicas [150].

A ideia basica da microscopia de forca atomica é utilizar uma ponta de prova montada
sobre um cantilever para varrer a superficie da amostra utilizando uma for¢a constante [148].
Tanto a ponta como a amostra, podem ser precisamente deslocadas num padrao reticulado
usando um piezo-tubo xyz para digitalizar a superficie da amostra e a deflexdo do cantile-
ver medida opticamente é usada para gerar uma forga resposta na amostra [147] permitindo
que imagens de células vivas e membranas bioldgicas submersas em solugoes aquosas sejam

construidas (Figura 2.22).

laser
fotodiodo

SINAL DA DEFLEXAO

(A+B)-(C+D)
(A+B)+(C+D)

{ deflexdo do cantilever

amostra

Figura 2.22: Principio bdsico de uma medida de microscopia de forca atdémica. Figura adaptada de
http://www.jpk.com/.

A microscopia de forga atomica em membranas biologicas, ou em um modelo de bica-
madas planas suportadas como no nosso caso, pode ser realizada normalmente através do modo
contato ou do modo contato intermitente. No modo contato, a sonda estd em contato direto
com a superficie da amostra, realizando uma varredura com forca vertical constante. Apesar
da alta resolucao das imagens de AFM obtidas através deste modo de operacao, a informacao

sobre a altura da amostra gerada pode nao ser precisa, uma vez que o um excesso de forca de
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varredura pode modificar a estrutura da bicamada. No entanto, mesmo que a for¢ca empregada
possa deformar a superficie da bicamada, informagcoes sobre suas propriedades visco-elasticas
das membranas e a determinacao da constante de mola efetiva do cantilever, permitem que a
medicao da altura da membrana seja feita com precisao. Por outro lado, no modo intermitente,
a ponta oscila a uma frequéncia alta, determinada pela constante de mola do cantilever, e inte-
rage com a superficie da amostra apenas no extremo inferior de cada ciclo para permitir que as
interacoes adesivas entre a ponta e a superficie da amostra atuem. No modo intermitente em
fluidos, as forcas laterais sao praticamente despreziveis. A velocidade de varredura da ponta em
relacao a amostra também desempenha um papel fundamental na qualidade da imagem. Como
as bicamadas lipidicas sao amostras moles, uma digitalizacao de alta velocidade ira influenciar
a sua forma. Portanto, um movimento lento da ponta de AFM na superficie da membrana seria
ideal e resultaria em minimas distorcoes e imagens melhor resolvidas.

Desde que forga é usada para o detalhamento da topologia do material sob investigacao,
as propriedades mecanicas da amostra podem influenciar criticamente a formacao da imagem.
Ao estudar bicamadas lipidicas, as propriedades elasticas da amostra contribuem significativa-
mente para a imagem formada. Para minimizar os efeitos elasticos, bicamadas lipidicas devem
ser estudadas com a menor forca de imagem possivel. As flutuacoes termais experimentadas por
um cantiléver livre podem ser usadas com indicacao sobre o limite inferior das forcas utilizadas
para obtencao da imagem. Se considerarmos o cantilever como uma mola descomprimida, as
flutuacoes térmicas resultam em movimentos espontaneos da ponta com amplitude A, e podem

ser estimados utilizando [151]

A=42 (2.60)

em que k é a constante de Boltzmann, T" a temperatura absoluta e k. a constante de mola do
cantilever. As amplitudes de flutuacao e os correspondentes ruidos de forca em temperatura
ambiente (20 °C) para cantilévers comumente usados para construir imagens em modo contato
em meio aquoso estao apresentados na Tabela 2.2.

Uma analise destes dados nos mostra que a utilizacao de cantilévers mais flexiveis reduz
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Tabela 2.2: Valores para flutuacdo térmica, incertezas e razdo sinal/ruido de cantilévers flexiveis. Tabela
retirada de Atomic Force Microscopy in Cell Biology [150].

Constante de mola  Flutuacdo térmica (A) Incerteza na forca* Sinal/ruido*

N/m (forga equivalente, pN) pN

0,01 6.4 0.4 126
(6.4

0,03 3,7 1,2 49
(11,1)

0,06 2.6 2.4 21
(15,6)

0,10 2,0 40 12,5
(20,0)

0,36 1,1 14,4 3.5
(39,6)

* Para uma forga de 50 pN.

acentuadamente o valor limite das forgas utilizadas na digitalizacao, as quais devem ser maiores
do que as flutuagoes térmicas. As flutuagoes sao reduzidas, como uma funcao da forca aplicada,

uma vez que a ponta estd em contato com a superficie, de acordo com a equagao [150]

kT

A= —
2F’

(2.61)

onde A, é a amplitude da flutuacao na posicao da ponta em contato e F' é a forca aplicada'?. Os
valores fornecidos pelos fabricantes para a constante de mola k. dos cantilévers sao, em geral,
uma estimativa razoavel do valor médio obtido para um nimero de cantilévers de comprimento
e espessura comparavel. Uma melhor avaliagao da constante de mola do cantilever pode ser
obtidas por meio da determinacao da sua frequéncia de ressonancia ou de seu ruido térmico
[150].

As pontas utilizadas em AFM para o estudo de membranas biolégicas geralmente sao
compostas de silicio ou nitreto de silicio e montadas sobre cantilévers que variam de 85 a 320
pm de comprimento e 0,3 a 2 pum de espessura. Para fazer o imageamento de membranas

biolégicas no modo de contato, cantilévers mais flexiveis sao ideais uma vez que eles podem

12Por exemplo, aplicar uma forga de 20 pN em uma cantilever com constante de mola igual a 0,01 N/m,
corresponde a uma deflexao da posicao da ponta de 2 nm e resulta em um decréscimo na flutuagao de 6,4 para
1 A. Ou seja, a flutuacio espontanea ¢ 1/20 do valor da deflexao imposta.
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defletir sem deformar a superficie da amostra'®. Além disso, a geometria e o tamanho da ponta
desempenham um papel critico na aquisi¢ao de imagens de AFM de membranas biolégicas [152].
Artefatos como a convolugao da ponta na imagem podem ocorrer se a ponta de varredura é
menos acentuada do que o perfil do objeto naquele ponto [153] (ver Apéndice E para mais
informagoes).

As forcas que dominam a interacao ponta-amostra sao fortemente dependentes de uma
distancia de 0,1-100 nm. Essas forcas sao frequentemente referidas como forcas de superficie
uma vez que controlam a interagao entre as superficies de materiais que estao muito proximos.
Qualquer classificacao das forgas de superficie é um tanto arbitraria, uma vez que todas possuem
origem eletromagnética. Entretanto, a base da discussao é geralmente a teoria DLVOY. Esta
teoria propoe que as interagoes entre pequenas particulas em solugao aquosa pode ser explicadas
pela interagao entre duas forcas: a van der Waals forca e a forca eletrostatica de camada dupla.
A forga de van der Waals surge da correlacao de dipolos dependentes do tempo em atomos
ou moléculas. A dependéncia com o tempo ocorre tanto porque dipolos permanentes mudam
sua orientagao espacial quanto porque o proprio dipolo estd mudando com o tempo. Uma vez
que todos os materiais sao polarizaveis, a forca de van der Waals ocorre entre todos os atomos
e todas as superficies. A forca entre dois atomos é relativamente fraca e de curta distancia
(D), diminuindo proporcionalmente a D" para pequenas separacoes e a D~° para separagoes
maiores, onde a forga é retardada devido as correlagoes mais fracas entre os atomos [156]. O
calculo das forcas de van der Waals para sistemas de muitos atomos é complexo, uma vez que
as forcas entre dtomos individuais nao sao aditivas. O tratamento moderno da forgas de van
der Waals, conhecido como teoria de Lifshitz [157,158], é uma combinagio de eletrodinamica
quantica e dados espectroscépicos!®.

A forga eletrostatica de camada dupla é a outra contribuicao para a forca DLVO e surge

130 outro problema importante no estudo de bicamadas lipidicas utilizando a AFM é a adesao de agregados
lipidicos na ponta de prova que resulta em perda de resolugao, geracao de artefatos na imagem, ou na total
incapacidade de gerar uma forga de resposta [150].

14Sigla em homenagem a Derjaguin e Landau [154], e Verwey e Overbeek [155].

15Um tratamento mais completo das forcas de van der Waals entre a ponta de prova e a amostra pode ser
encontrado no trabalho de Persson [159].
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das cargas de superficie nas interfaces. A dgua tem uma constante dielétrica elevada. Assim, a
dissociacao de superficie ou adsorgao de uma espécie carregada em dgua é muito comum [156].
A carga de superficie é balanceada por contra-ions dissolvidos que sao atraidos para a superficie
pelo campo eléctrico mas sao espalhados para aumentar a entropia. Juntos, os fons e superficie
carregada sdo conhecidos como a dupla camada elétrica [156,160]. Quando outra superficie se
aproxima, a dupla camada é perturbada e a forca resultante é conhecida como a forca de dupla
camadal®.

A teoria DLVO trata o meio intermedidrio como continuo, por isso o modelo nao
atinge bons resultados quando o meio liquido entre as duas superficies é de apenas poucos
diametros moleculares de largura. Neste regime, as forcas tendem a sofrer grandes oscilagoes
com aproximadamente a periodicidade da molécula de solvente. Estas forcas sao normalmente
descritas como forcas de oscilagao ou estruturais, e suas magnitudes aumentam com o grau de
ordenagao do solvente [156]. Em adicao as forcas estruturais, a interagao entre solvente e sélidos
pode também conduzir a forcas mais especificas para as quais nao existe um entendimento
completo. Estas forcas sao muitas vezes conhecidos como forcas de hidratacao!”. Devido sua
correlagdo com a baixa energia de interacao entre alguns solidos com agua, estas forgas tem
sido atribuidas a energia necessaria para remover a agua de hidratagao da superficie.

O uso de suportes sélidos adequados também é critico quando estamos medindo es-
truturas moles tais como as bicamadas lipidicas. Por esta razao, sao necessarios suportes
atomicamente planos. Suportes hidrofilicos negativamente carregados tais como a mica e hi-
drofébicos tais como o grafite sao comumente usados em experimentos de AFM de estruturas
de bicamada. Este tipo de suporte é facilmente preparado através da clivagem de suas folhas
superiores antes da aplicacao da amostra, apresentando uma superficie plana e limpa. Ou-
tra condicao fundamental necessaria para a realizacao de experimentos de AFM sob solucoes

aquosas € a selecao apropriada do tampao de ensaio. A solucao tamponante deve ter condicoes

6Para uma descrigao elaborada das forgas de camada dupla ver Foundations of Colloid Science [161].
1"Para uma descricdo elaborada das forcas estruturais e de hidratacio ver Intermolecular and Surface Forces
[162].
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ideais de pH e de forca ionica para permitir uma boa preparacao das amostras além de permitir
interacoes ponta-amostra adequadas durante o processo de imageamento.

Neste trabalho, estamos utilizando a microscopia de forca atomica em modo contato
para estudar dominios lipidicos formados em bicamadas lipidicas planas suportadas. Neste tipo
de experimento, a ponta de AFM reflete as diferencas topoldgicas geradas pela separacao lateral

de fase de misturas lipidicas (Figura 2.23).
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Figura 2.23: Imagem topografica (altura) de bicamadas planas suportadas compostas de 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfocolina:N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina:colesterol (2:1:1). As estruturas identificadas com maior
altura relativa a bicamada (fase [;) s3o os dominios ricos em N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina:coleste-
rol (fase l,,), regiGes claras na imagem, e as regides negras representam o substrato de mica onde as bicamadas
ndo foram adsorvidas.
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Este trabalho tem como principais objetivos:

e usar a técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) através do método dos
marcadores de spin para avaliar o efeito de terpenos sobre as componentes espectrais de

marcadores estruturados em membranas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC);

e estudar o efeito hemolitico de alguns terpenos e usar a técnica de RPE e o método dos
marcadores de spin para avaliar seus efeitos sobre a dinamica da membrana de eritrécitos
e de fibroblastos para verificar se a capacidade dos terpenos em alterar a dinamica das

membranas plasmaticas esta associada com seus efeitos de toxicidade;

e estabelecer uma metodologia para o estudo de membranas de estrato cérneo (EC) através
da anisotropia da fluorescéncia de sondas lipofilicas e avaliar o efeito de terpenos sobre a

dinamica de suas bicamadas;

e avaliar o efeito da incorporagao da nanoparticula de ouro conjugada 1,2-distearoil-sn-
glicero-3-(Nanoparticulas Aurora) sobre a morfologia e dinamica de membranas modelo
compostas por diferentes combinagoes lipidicas através das técnicas de microscopia con-

focal de fluorescéncia, microscopia de forca atomica e espectroscopia de fluorescéncia.
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4.1 Motivacao

O estudo das componentes espectrais provenientes de marcadores de spin estrutura-
dos em bicamadas lipidicas pode ser usado para se obter informacgoes sobre as propriedades
dinamicas (as quais estao relacionadas com a permeabilidade) das membranas lipidicas. Em
trabalhos anteriores de nosso laboratorio [78,82,83,163], os efeitos de terpenos sobre as compo-
nentes espectrais de marcadores de spin estruturados em membranas de estrato corneo foram
utilizados para avaliar as mudancgas provocadas por esses terpenos na dinamica dessas mem-
branas e explicar a habilidade dos terpenos em atuar com facilitadores da permeacao. Neste
contexto, nesta parte deste trabalho estamos interessados em estudar os efeitos de terpenos nas
componentes espectrais de marcadores de spin baseados no acido estearico e estruturados em
membranas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, para obter informacoes complementares

sobre a acao dos terpenos como facilitadores de permeacao.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Quimicos

Os terpenos 1,8-cineol, a-terpineol, (+)-limoneno e nerolidol foram adquiridos da Acros
Organics (Geel, Bélgica). Os marcadores de spin 5-metil estearato (5-DMS), 16-metil estearato
(16-DMS), 5-doxil estearato (5-DSA) e 12-doxil estearato (12-DSA) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA) e o fosfolipidio, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) foi
adquirido da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA) (Figura4.1). Os demais reagentes
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) ou Merck S.A. (Rio de Janeiro, Brasil)

com o maior grau de pureza disponivel.



4.2.2 Preparacao e Marcacao das Membranas de DPPC 77

CH,
H3C\ HC
>L‘ 5-DMS DPPC \ o /
\/\X/\/\/\/\/\/\ W \/\N
F /\(\
CH, \/\/\/\/\/\/\/Y

HaC
~ 16-DMS o;h?% CHj

o
‘/\/\/\/\/\/\/\XO/ HyC CHs
C
=
o~
CHj
HiC I OH

HO L% 5-DSA s
\ O—N S

/CV\X/\/\/\/\/\/\ 1,8-cineole )-limonene a-terpineol

nerolidol

Figura 4.1: Estrutura quimica do lipidio, dos marcadores de spin e dos terpenos utilizados neste trabalho.

4.2.2 Preparagao e Marcacao das Membranas de DPPC

Filmes lipidicos de DPPC (1 mg/mL) dissolvidos em cloroférmio contendo os marcado-
res de spin desejados obedecendo a proporcao de marcador:fosfolipidio (1:150) foram formados
em tubos de vidro por evaporacao do solvente usando um fluxo de nitrogénio gasoso. Os filmes
foram mantidos sob vacuo moderado durante 12 h e posteriormente hidratados com 200 ulL
de tampao fosfato salino (fosfato 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) para formar uma suspensao
multilamelar de DPPC. Vesiculas unilamelares foram preparadas utilizando um mini-extrusor
adquirido da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA) equipado com filtros de policarbonato
com poros de 0,1 ym de diametro. Em seguida, as suspensoes de vesiculas foram resfriadas e
concentradas por centrifugacao (diminuicdo do volume final para ~ 50 ul.). As aliquotas de
solucao estoque contendo cada terpeno diluido em etanol na proporgao terpeno:etanol 1:2 foram
adicionadas sobre as vesiculas unilamelares de DPPC e as membranas foram entao homogenei-
zadas e introduzidas em tubos capilares com diametro interno de 1 mm, os quais foram selados
por chama. Finalmente, as amostras foram pré-aquecidas a 45 °C durante 30 min antes da

realizacao dos experimentos de RPE.
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4.2.3 Espectroscopia de RPE

As medidas de RPE foram realizadas utilizando espectrometro Bruker ESP300 (Rheins-
tetten, Alemanha) equipado com uma cavidade ressonante ER4102 ST operando em banda-X
(aproximadamente 9,4 GHz) e um sistema de controle de temperatura Bruker. Para melhorar
a estabilidade térmica das amostras, os capilares contendo as vesiculas de DPPC foram mergu-
lhados em 6leo mineral no interior do tubo de quartzo utilizado para posicionar a amostra na
cavidade ressonante. Um termopar foi introduzido no tubo de quartzo e em contato com o 6leo
em uma posi¢ao um pouco acima do centro da cavidade para aumentar a precisao nas medidas
de temperatura da amostra. As medidas foram realizadas utilizando os seguintes parametros:
poténcia de micro-ondas, 2 mW; frequéncia de modulacao, 100 kHz; amplitude de modulacao,
1 G; varredura de campo magnético, 100 G; tempo de varredura, 168 s e constante de tempo

de deteccao, 41 ms.

4.2.4 Simulagao Espectral

A simulagao dos espectros de RPE foi realizada utilizando o software NLLS desenvol-
vido por Freed e co-autores [164] (para mais informagoes consultar apéndice B). Neste trabalho,
estamos considerando que o tensor de difusao rotacional R é axialmente simétrico em torno do
eixo molecular z e que a anisotropia rotacional axial é descrita por N = logio(R|/R1) = 1.
A taxa de difusao rotacional, R, obtida a partir do NLLS foi convertida para tempo de

correlagao rotacional, 7., através da relacao (difusao rotacional browniana) [165]

B 1
B 6Rbar .

Te

(4.1)

Os espectros experimentais foram ajustados utilizando modelos de 1 ou 2 componentes espec-
trais. Similarmente a outros estudos [166-168], os parametros magnéticos foram determinados
com base em uma analise global do conjunto de espectros obtidos neste trabalho e todos os es-

pectros foram simulados usando os mesmos parametros de entrada para os tensores magnéticos

g e A g,.(1) = 2,0080; gy,(1) = 2,0060; g.,(1) = 2,0017; A,,(1) = 6,9; A, (1) = 6,0;
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A,.(1) = 32,0; g22(2) = 2,0082; g,,(2) = 2,0062; g,.(2) = 2,0027; A,,(2) =5,7; Ay, (2) =5, 6;
e A,.(2) = 31,2. No Apéndice D estao incluidos os arquivos de entrada utilizadas para si-

mulacao de espectros com 1 e 2 componentes espectrais.

4.3 Resultados

4.3.1 Analise das Componentes Espectrais

Como demonstrado por Camargos e Alonso [169], os espectros de marcadores de spin
tais como o 5-DMS estruturado em membranas de DPPC podem ser ajustados como a su-
perposicao de duas componentes espectrais, as quais possuem forma de linha, parametros
de movimento e de polaridade caracteristicos. Neste trabalho, estamos utilizando o mesma
ideia de Camargos e Alonso na qual o marcador de spin pode se encontrar em dois estados
energéticos distintos quando incorporado em bicamadas lipidicas e adicionando um terceiro
estado energético associado ao marcador de spin fora da membrana (Figura 4.2). Estamos de-
notando como componente espectral 1 (C1) a componente que diz respeito aos marcadores de
spin que estao estruturados nas membranas de DPPC e interagindo fortemente com os grupos
polares da bicamada, e como componente espectral 2 (C2) a componente espectral que diz
respeito aos marcadores de spin que estao inseridos mais profundamente na membrana e, por
isso, interagindo fracamente com a interface polar. Por fim, denotamos como componente 3
(C3) a componente relacionada aos marcadores de spin que estao dissolvidos nas micelas dos
terpenos que se encontram fora das bicamadas de DPPC. Seguindo esta composigao espectral,
para todos os espectros experimentais onde a presenca de duas componentes espectrais era evi-
dente, foi realizada uma simulagao usando uma combinagao das componentes C1/C3 ou C1/C2.
Desde que a forma de linha espectral estd diretamente relacionada com o microambiente no
qual o marcador de spin se encontra inserido, marcadores ditos na condi¢ao da componente C1
apresentam linhas mais anisotrépicas devido seu menor grau de movimento. J& os marcadores

ditos na condigao da componente C2 apresentam linhas mais estreitas e menos anisotrépicas
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Figura 4.2: Representacdo esquemadtica das configura¢les propostas para o marcador de spin 5-DMS em
membranas de DPPC e suas respectivas linhas espectrais. Os marcadores de spin da componente 1 (verde)
estdo localizados principalmente na regido mais superficial da bicamada (onde se pode formar ligacdes de
hidrogénio com maior facilidade) enquanto os marcadores de spin da componente 2 (azul) estdo inseridos
mais profundamente na membrana (realizando principalmente interacdes hidrofébicas). Os marcadores de spin
da componente 3 (cinza) estdo fora da bicamada (dissolvidos no solvente).
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resultantes de seu maior grau de movimento. E finalmente, marcadores ditos na condigao da
componente C3, onde o movimento molecular é superior ao das bicamadas, apresentam linhas
ainda mais estreitas e isotrépicas do que as das componentes C2 (Figura 4.2).

As Figuras 4.3 e 4.4 (e também as Figuras D.1 e D.2 do Apéndice D) mostram o espectro
experimental mais representativo, seu melhor ajuste e as respectivas componentes espectrais
do marcador 5-DMS introduzido em membranas de DPPC puras e tratadas com os diferentes
terpenos na razoes 0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 (terpeno:lipidio) nos intervalos de temperatura a, 3 e

(=0-20 °C, =20-45 °C e y=45-80 °C) respectivamente. De maneira geral, a presenga dos

Qo B Y

T T T " 1 "1
3320 3340 3360 3380 3400
Campo Magnético (G)

Figura 4.3: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC nos intervalos de temperatura a=0-20 °C, 5=20-45 °C e y=45-80 °C.
As linhas verde e azul representam as componentes espectrais 1 e 2 respectivamente. A escala de varredura do
campo magnético para todos os espectros foi de 100 G.

terpenos facilita a transferéncia do marcador de spin de C1 para C3 no intervalo a (o que nao é
verificado para a amostra controle) e de C1 para C2 no intervalo $-v. Como exemplo, na razao
0,8:1 os espectros das membranas tratadas com 1,8-cineol, (4)-limoneno e nerolidol na regiao
a podem ser descritos como uma superposicao das componentes C1/C3 enquanto os espectros
das membranas tratadas com a-terpineol sao ajustados somente por C1 assim como na amostra
controle. Para as regioes 5 e v os espectros das membranas de DPPC pura e tratadas com

todos os terpenos podem ser ajustados por uma combinagao das componentes C1/C2 (Figura
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Figura 4.4: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpenos na razdo (0,8:1) terpeno:lipidio nos intervalos
de temperatura a=0-20 °C, 8=20-45 °C e y=45-80 °C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2, respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores incorporados nas micelas dos
terpenos (componente 3). A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros foi de 100 G.
Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Todavia, a capacidade dos terpenos de facilitar a transferéencia dos marcadores de spin
de C1 para C3 também estd relacionada com a estrutura molecular de cada sonda. Na Figura
4.5 estao representados os espectros de RPE de quatro marcadores de spin incorporados em
membranas de DPPC tratadas com o terpeno (+)-limoneno a 10 °C (regido «). Veja que
para os marcadores que possuem o grupo carbonila (5- e 16-DMS), os quais podem formar
apenas uma ligacao de hidrogénio com os grupos polares das bicamadas, o espectro composto

apresenta a componente C3 bem resolvida para uma razao terpeno:lipidio de 0,8:1. Entretanto,
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para os marcadores que possuem o grupo carboxila (5- e 12-DSA), os quais podem realizar
até duas ligacoes de hidrogénio a componente C3 nao estd presente no espectro experimental.
E importante notar que o aumento da razao terpeno:lipidio (0,8:1 para 1,2:1) nao modifica o
espectro do marcador 5-DSA, sugerindo que o (+)-limoneno nao consegue extrair os marcadores
do tipo n-DSA das bicamadas de DPPC mesmo para a concentragao de terpeno mais alta
analisada nesse trabalho. Desta maneira, todas as analises a seguir sobre a interagao dos

terpenos com membranas de DPPC dizem respeito ao marcador de spin 5-DMS.
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Figura 4.5: Espectros de RPE dos marcadores 5-DMS, 16-DMS, 5-DSA e 12-DSA incorporados em vesiculas de
DPPC tratadas com (+)-limoneno a 10 °C. As setas indicam a posi¢cdo do campo magnético onde as linhas da

componente 3 estdo claramente resolvidas. A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros
foi de 100 G.
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4.3.2 Dinamica e Perfil Termodinamico das Componentes Espec-
trais

Na Figura 4.6 estao indicados os valores do tempo de correlagao rotacional 7, para
o marcador de spin 5-DMS estruturado em micelas dos terpenos 1,8-cineol, (+)-limoneno, a-
terpineol e nerolidol como funcao da temperatura. Esse parametro é obtido através da simulacao
dos espectros experimentais e reflete o grau de liberdade de movimento dos marcadores de
spin [82, 165, 169]. As diferentes caracteristicas moleculares dos terpenos fazem com que a
dinamica do marcador incorporado em suas micelas seja diferente em cada caso. Como pode
ser visto, o marcador 5-DMS atinge maiores e menores graus de mobilidades quando inserido

nas micelas de (+)-limoneno e a-terpineol, respectivamente.
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\‘ \‘ ‘m‘ 1 \ —*— o-terpineol
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Figura 4.6: Melhor ajuste dos espectros de RPE do marcador 5-DMS dissolvido em micelas de 1,8-cineol,
(4)-limoneno, a-terpineol e nerolidol a 10 °C (Painel esquerdo) e o comportamento dos respectivos tempos de
correlagdo rotacional como fungdo da temperatura (Painel direito).

A Figura 4.7 (e também as Figuras D.3 e D.4 do apéndice D) mostra o comportamento
do tempo de correlacao rotacional como funcao da temperatura para as vesiculas de DPPC
tratadas com os terpenos na razao 0,8:1. Como pode ser observado, a adi¢ao dos terpenos
causa uma diminuicao dos valores de 7.; e 7. em comparacao com a amostra controle para
todas as concentragoes estudadas, principalmente para temperaturas inferiores a temperatura

da transigao de fase principal, T,,, = 41,4 °C [170], das membranas de DPPC.
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Figura 4.7: Tempo de correlagdo rotacional, 7., para o marcador 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC
tratadas com os terpenos na razdo (0,8:1) terpeno:lipidio nos intervalos de temperatura «=0-20 °C, 5=20-45
°C e v=45-80 °C. Os simbolos fechados referem-se a componente 1 e os simbolos abertos as componentes 2
ou 3. Os asteriscos representam os tempos de correlacdo rotacional dos marcadores dissolvidos nas micelas de
terpeno. Os quadrados representam os tempos de correlagdo rotacional da amostra controle. As setas indicam
a temperatura da transicdo de fase principal (7, = 41,4 °C) da amostra controle (sem terpeno). Painéis: A,
1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Na Tabela 4.1 estao indicados os tempos de correlagao rotacional para as componentes
1, 2 e 3 do marcador de spin 5-DMS para temperaturas selecionadas dentro dos intervalos de
temperatura «, 5 e 7. Note que para a razao 0,6:1 apenas os terpenos 1,8-cineol e (+)-limoneno
sdo capazes de extrair o marcador de spin das membranas de DPPC (presenga de uma fragao
de marcadores de spin na componente 3) e que para a razao 1,2:1 todos os terpenos sao capazes
de extrair os marcadores de spin das bicamadas lipidicas.

Perceba ainda, que para a razao 1,2:1 os terpenos a-terpineol e nerolidol demonstram
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Tabela 4.1: Valores para os tempos de correlacdo rotacional 7. associados as componentes 1, 2 e 3 do marcador
de spin 5-DMS incorporado em membranas de DPPC tratadas com os terpenos 1,8-cineol, (+)-limoneno, a-
terpineol e nerolidol nas razdes 0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 (terpeno:lipidio). O erro experimental do pardmetro 7. é de
0,2 ns.

Regiao « Regiao Regiao
10 (°C) 38 (°C) 50 (°C)
Amost
Hostras C; Cy C3 C C C3 C Cyp Cy
06:1 [175* — 1,1]13 05 — |10 03 —
1,8-cineol 081] 116 — 06|10 04 — |07 03 —
1,221 120 — 0407 05 — |04 03 —
061 70 — 04]1,1 07 —]10 04 —
(+)-limoneno | 0,8:1 | 55 — 06|14 05 — [12 03 —
1,21 43 — 0414 04 — |13 03 —
06:1[ 150 — —]14 05 —]12 03 —
a-terpineol 081160 — —|1,3 05 — |11 03 —
1,21 50 — — |07 — 04|04 — 04
061 77 — —[12 06 — |10 04 —
nerolidol 081] 180 — 10|13 05 — |1,1 04 —
1,21 — — 10— — 02— — 02
controle 80 — — |27 15 — |12 04 —

* Valores de 7. medidos em ns.

uma capacidade de extragao em todo o intervalo de temperatura analisado. Além disso, pode ser
verificado que um aumento na concentragao dos terpenos causa reducoes no tempo de correlacao
rotacional associado as componentes 1 e 2. Isto sugere que uma vez inseridos na membrana,
os terpenos tem a capacidade de criar desordem na bicamada e aumentar o movimento dos
marcadores de spin.

Somado a isto, como pode ser visto através dos espectros mostrados na Figura 4.8, a
adicao dos terpenos faz com que a temperatura da transicao de fase principal das membranas
de DPPC que ocorre em ~ 41 °C para a amostra controle passe a ocorrer entre 26-34 °C
(diminuigao entre 8-16 °C).

Supondo que as componentes espectrais estejam em equilibrio termodinamico, a partir

das populagoes relativas dos marcadores de spin em cada componente espectral (N7, Ny e N3)
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controle 42 °C
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Figura 4.8: Espectros do marcador 5-DMS incorporado em membranas de DPPC tratadas com os terpenos
nas razdes (0,6:1) e (0,8:1) terpeno:lipidio. Os espectros apresentados sio aqueles que mais se assemelham
ao espectro controle (DPPC sem terpeno a 42 °C). A escala de varredura do campo magnético foi de 100 G.
Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

obtidas por meio da simulacao, a constante de particao no equilibrio, K., pode ser determinada
para diversas temperaturas. Isto nos permite calcular os parametros termodinamicos associados
com a transferéncia do marcador de spin de C1 para C2 ou de C1 para C3. Sabendo que a

variagao da energia livre de Gibbs do sistema AG pode ser escrita como [115,171]
AG = AG° + RTInK., (4.2)

em que AG° é a variacao da energia livre de Gibbs padrao, R é a constante universal dos gases

e T é a temperatura absoluta. Como no equilibrio termodinamico AG = 0, podemos escrever

AG® = —RTInK.,. (4.3)
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Usando a definigao da energia livre de Gibbs [115]
G=H-TS, (4.4)

onde H ¢ a entalpia e S é a entropia do sistema, podemos reescrever (4.3) na forma

AH° AS°

Ink, — =
Mhe =T T TR

(4.5)

com AH° e AS° representando as variagoes na entalpia e entropia padrao necessdrias para
transferir o marcador de spin da componente 1 para a componente 2 ou da componente 1 para
a componente 3 respectivamente. A Equagao (4.5) conhecida como equagao de van’t Hoff [171],
fornece uma maneira pratica de encontrar os parametros termodinamicos do sistema pela andlise
de gréficos em que InK, é uma funcao linear de 1/7T (Figuras 4.9, 4.10, D.7 e D.6). Neste tipo

de grafico, os coeficientes angular e linear sdo equivalentes a AH®/R e AS° /R, respectivamente.
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Figura 4.9: Logaritmo natural do coeficiente de partigdo no equilibrio, K, = (N3/N7), calculado com base
nas populacées N1 e Na, do marcador de spin 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC como fun¢do da
temperatura absoluta.

Na Tabela 4.2 estao apontados os valores para os parametros termodinamicos associa-

dos a transferéncia do marcador de spin 5-DMS da componente 1 para a componente 2 ou da
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Figura 4.10: Logaritmo natural do coeficiente de parti¢cdo no equilibrio, K., calculado com base nas popula¢des
Ny, N3, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC tratadas com terpenos na razio
(0,8:1) terpeno:lipidio como fungdo da temperatura absoluta. Os simbolos abertos equivalem a K. = (N3/N7)
e os simbolos fechados a K. = (N3/N7). Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (4)-limoneno; D, nerolidol.

componente 1 para a componente 3 em vesiculas de DPPC tratadas com os terpenos nas razoes
0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 para as temperaturas onde a combinacao dessas componentes estavam clara-
mente resolvidas no espectro experimental. A partir dos valores encontrados para os potenciais
termodinamicos pode-se notar que a adicao dos terpenos facilita a transferéncia do marcador
de spin de C1 para C2 para temperaturas abaixo de 7T;,, em todas as concentracoes estudadas.
Além disso, um aumento na razao terpeno:lipidio aumenta a transferéncia do marcador de spin
de C1 para C3 (visto também na Figura D.5 do Apéndice D). Assim, podemos associar os
valores encontrados para AH° na regiao a com a energia necessaria para se extrair o marcador

lipidico da bicamada na presenca dos terpenos.
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Tabela 4.2: Variagdes* da energia livre de Gibbs padrio AG® a 10 °C e 38 °Ce da entalpia AH®° e entropia
AS° padrdo associadas a transferéncia do marcador de spin 5-DMS de C1 para C3 (regido a = 0-20 °C) e de C1
para C2 (regido -y = 20-80 °C) em membranas de DPPC tratadas com os terpenos 1,8-cineol, (4)-limoneno,
a-terpineol e nerolidol nas razdes 0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 (terpeno:lipidio).

AG° AH° AS°

(kcal/mol) (kcal/mol) (cal/mol-K)
10 °C 34 °C e} B-v Q@ B~

Amostras Cl—)Cg Cl—>CQ Cl—)Cg Cl—>CQ Cl—)Cg Cl—>CQ
1,8-cineol 0,59 0,34 8,3 3,4 27,6 10,0
0.6:1 (4)-limoneno 0,90 0,50 6,2 2,0 18,7 5,7
"7 | a-terpineol — 0,41 — 2,2 — 6,0
nerolidol — 0,19 — 3,2 — 99
1,8-cineol 0,45 0,08 9,2 2.1 30,9 6,0
0.8:1 (4)-limoneno 0,66 0,43 5,1 3,9 15,9 11,3
"7 | a-terpineol — 0,43 — 2,4 — 6,6
nerolidol 0,08 0,10 7,1 2,6 24.8 8,1
1,8-cineol 0,29 0,12 13,0 1,6 44,7 5,2
19:1 (4)-limoneno 0,48 0,23 2,7 3,2 7.7 9,9
| a-terpineol™* — — — — — —
nerolidol — — — — — —
| controle = 060 | — 166 | — 51,9

* Os valores foram calculados com base nas Equagdes 4.3 e 4.5, usando os dados das Figuras 4.9, 4.10, D.7 e D.6.
** Nao havia pontos suficientes para calcular os pardmetros termodinadmicos na regido a com seguranga.

4.4 Discussao

A presenca de duas componentes espectrais relacionadas as configuracoes energéticas
do marcador de spin 5-DMS inserido em bicamadas lipidicas foi demonstrada por Camargos
e Alonso [169] para uma série de lipidios com diferentes cadeias carbonicas, por Queiroz e co-
autores [172] para membranas de estrato cérneo e também por Anjos e co-autores [82] para
membranas de DPPC na presenca do terpeno 1,8-cineol. Neste trabalho, foi introduzida uma
terceira configuracao energética para realizar o melhor ajuste dos espectros experimentais, a
qual esta relacionada com o marcador de spin 5-DMS incorporado nas micelas dos terpenos
estudados. O aparecimento dessa nova componente espectral (componente 3) estd diretamente

associado a relacao lipidio/solvente de nossas amostras. Desde que as amostras aqui estuda-
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das possuem uma alta relagao lipidio/solvente, a adicao de moléculas hidrofébicas no solvente
cria uma situacao onde o exterior das bicamadas passam a ser um ambiente energeticamente
favoravel aos marcadores de spin. O estudo deste tipo de situacao se torna relevante ja que
a situacao fisioldgica é caracterizada por uma alta concentracao molecular no plasma a qual
depende muitas vezes da interacao de agregados moleculares com seus alvos.

Como demonstrado por Karande e co-autores [94] para uma série de moléculas, entre
elas os terpenos cineol, terpineol e limoneno, as forcas responsdveis pela extracao lipidica e
pelo potencial de irritacao na pele sao ambas proporcionais a capacidade que as moléculas tem
de realizar ligacoes de hidrogéenio. Além disso, ja foi demonstrado que terpenos que possuem
grupos -OH ou -C=0 alteram a rede de ligacoes de hidrogénio das ceramidas das membranas
intercelulares do estrato cérneo, aumentando o potencial de permeacao do hidrocloreto de
imipramina através da pele [80]. Entretanto, o potencial de extracao lipidica verificado neste
trabalho esta relacionado também com a capacidade que os terpenos possuem para alterar a
polaridade do solvente, ou a atividade da dgua. A atividade de dgua é uma medida de quao
eficientemente a dgua pode participar de uma reagao quimica (fisica). Por exemplo, se parte da
agua esta ligada as micelas dos terpenos a atividade global da dgua é reduzida, o que modula
a preferéncia de ambiente dos marcadores de spin e consequentemente a formacao de C3.

Desta maneira, as caracteristicas moleculares de cada terpeno influenciam em seu po-
tencial de extracao. Uma comparacao entre os terpenos mostra que para a razao 0,6:1 apenas
limoneno e cineol sao capazes de extrair os marcadores das membranas na faixa de temperatura
a. Isto pode ser explicado pelo fato de que em baixas temperaturas as membranas estao forte-
mente compactadas o que diminui a particao dos terpenos nas bicamadas e favorece a formacao
de estruturas micelares no solvente. Consequentemente, esses dois terpenos por serem os menos

polares (PSA': limoneno=0 A?; cineol=9,23 A?; terpineol=20,23 A?; nerolidol=20,23 A2 [174]),

1Sigla para Molecular Polar Surface Area. A érea de superficie polar é definida como a soma das superficies
dos dtomos polares (geralmente oxigénios, nitrogénios e hidrogénios ligados) da molécula. Este pardmetro é um
indicador que correlaciona-se bem com o transporte molecular passivo através de membranas e, consequente-
mente permite uma avaliagao prévia das propriedades de transporte dos farmacos [173].
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sao aqueles que provocam maior alteragao na hidrofobicidade do solvente. O aumento da tem-
peratura faz com que os terpenos penetrem melhor na bicamada distribuindo-se igualmente
nas membranas e passando a atuar principalmente como espagadores (aumentando a dindmica
dos lipidios, a populagao relativa e a mobilidade dos marcadores na componente 2) como pode
ser visto nas Figuras D.3, D.4, 4.7, D.5 e na Tabela 4.1 (diminui¢do dos valores de AH7 ,,).
Esse comportamento estd de acordo como os resultados obtidos por Anjos e co-autores [78,82]
e Camargos e co-autores [83] para os marcadores de spin 5-DMS, 5-DSA, TEMPO? e DTBN?
em membranas de DPPC, DMPC? e estrato cérneo tratadas com terpenos.

Por outro lado, o aumento na razao terpeno:lipidio para 0,8:1 e 1,2:1 parece favorecer
a formacao de micelas dos terpenos fora das membranas de DPPC. A diminui¢ao dos valores
de AH7 5 com o aumento da razdo terpeno:lipidio para as membranas tratadas com (+)-
limoneno e o aumento dos valores para as membranas tratadas com 1,8-cineol indicam que a
ligagao dos marcadores de spin com as micelas de cineol é mais estavel. Isto pode ser explicado
pelo carater anfifilico da molécula de cineol que leva vantagem na ligacao com os marcado-
res de spin quando comparado com a molécula apolar de limoneno. Além disso, o limoneno
possui o maior coeficiente de partigao dentre os terpenos estudados (logP%: limoneno=3,22;
cineol=2,35; terpineol=2,17 e nerolidol=4,31 [174]) o que facilita sua permeagao nas bicamadas
de DPPC. Curiosamente, para a razao 1,2:1, a-terpineol e nerolidol tem a capacidade de extrair
os marcadores de spin durante todo o intervalo de temperatura estudado provavelmente, pelo
fato de apresentarem as maiores dreas polares [174]. Por ter o ponto de ebuligao de 214 °C, o

mais elevado dentre os quatro terpenos utilizados [174], o a-terpineol tem maior forga de auto

2Sigla para 2,2,6,6-Tetrametilpiperidina 1-oxil.

3Sigla para Di-terc-butil nitréxido.

4Sigla para 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina

50 coeficiente de particdo, P, é a razdo entre as concentracdes de um composto nio ionizado nas duas fases
de solventes imisciveis (dgua e n-octanol) em equilibrio (isto é, o seu balanco hidrofilico/lipofilico). logP é a
medida logaritmica em base 10 deste coeficiente e é expressa como [175]

logP _ 10910 < [SOZUtO]n—octanol )

[soluto] Zggaionizado
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agregacao [80,176] o que pode tornar suas micelas mais coesas e explicar o fato dos marcadores
de spin dissolvidos nestas micelas possuirem tempos de correlagao rotacional mais altos. Além
disso, o a-terpineol possui o menor coeficiente de particao dentre os quatro terpenos estudados
o que poderia justificar a permanéncia das estruturas micelares perante o aumento de tempe-
ratura. J& para o nerolidol, o baixo ponto de fusdo (145 °C) e o alto coeficiente de particao
parecem nao justificar o comportamento do terpeno. Entretanto, por ser um sesquiterpeno,
apesar do numero de moléculas no solvente ser o mesmo que no caso dos monoterpenos, o peso
molecular é 1,5 vezes maior. Assim, para a razao 1,2:1 esse terpeno parece se encontrar em uma
concentracao suficientemente alta para se estabilizar na forma micelar durante todo o intervalo
de temperatura o que indica uma aparente desestruturacao das bicamas de DPPC.

Tudo isto, somado ao fato de que o (+)-limoneno tem maior capacidade de extrair os
marcadores de spin que realizam menos interagoes de hidrogénio com os grupos polares (Figura
4.5) nos leva a entender que para nossas amostras, o potencial extrator dos terpenos polares
parece ser uma combinacao entre os “efeitos de micela” e os efeitos de ruptura da rede de

ligacoes de hidrogénio dos grupos polares das membranas de DPPC.

4.5 Conclusoes

Os resultados deste trabalho indicam que os terpenos podem atuar como espacadores
ou extratores lipidicos. Ficou demonstrado que a capacidade dos terpenos de atuar como ex-
tratores lipidicos nao esta relacionada somente com sua capacidade de afetar a rede de ligagoes
de hidrogénio dos grupos polares das bicamadas, mas também com sua habilidade de formar
estruturas micelares com uma hidrofobicidade suficiente para competir pelos lipidios das mem-
branas. Além disso, quando inseridos na bicamada os terpenos aumentam a fluidez e reduzem
a temperatura de transicao de fase das membranas de DPPC. Em particular, nossos resultam
mostram que (+)-limoneno e 1,8-cineol s@o os terpenos que apresentam maior facilidade para
extrair os marcadores e alterar a temperatura de transicao de fase das bicamadas de DPPC

enquanto a-terpineol e nerolidol em concentragdes acima de 0,8:1 (terpeno:lipidio) mantem o
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efeito extrator para um maior intervalo de temperatura.
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5.1 Motivacao

Os terpenos sao frequentemente usados como facilitadores da permeacao transpidermal
de farmacos. As membranas intercelulares do estrato cérneo, camada mais externa da pele e
barreira priméria para a permeacao através da pele, se torna fluida na presenca de terpenos
como DL-mentol [163] e 1,8-cineol [82]. Entretanto, eventualmente surgem efeitos colaterais
deste tipo de tratamento, os quais podem estar associados a interacao dos terpenos com as
células sanguineas (hemdlise) e da pele (irritacao). Nesta parte deste trabalho estamos inte-
ressados em investigar se a habilidade dos terpenos para facilitar a permeacao de pequenas
moléculas através da pele, se correlaciona com o aumento do potencial de irritacao e com seu
efeito hemolitico.
Nota: Por terem grande correlagao com os resultados apresentados nesta tese, os dados sobre
o potencial de toxicidade em fibroblastos obtidos através de experimentos realizados pela Prof.?

Dr.* Marize C. Valadares e pela M.* Soraia S. Moura, também foram incluidos neste texto.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Quimicos

O marcador de spin 5-doxil estearato (5-DSA) e o material para o cultivo celular foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os terpenos (Figura 5.1) foram adquiridos da
Acros Organics (Geel, Bélgica). Os demais reagentes utilizados possuiam a mais alta qualidade

disponivel e os todas as solu¢oes foram preparadas com dgua Milli-Q.
5.2.2 Cultura Celular

Os fibroblastos Balb/c 3T3-A31 foram cultivados em meio de cultura DMEM!-D5648,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS—GibCO®) a 3741 °C, 90£10% de umidade,

5£1% COy/ar. As células foram removidas dos frascos de cultura usando uma solugao con-

1Sigla para Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium.
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tendo tripsina:EDTA? na razao 0,25%:0,02% quando sua confluéncia estava entre 50 e 80%.

A viabilidade celular foi avaliada usando o método do azul de Tripano com o auxilio de uma

a-terpineol DL-mentol 1,8-cineol pulegona o\\ /OH
CH3 CH3 CH3 c
H,C_ CH,
S
OH (+)-limoneno N
H3C——OH CH3z
CH3 H3C CH3 0
L-mentona ) carvona
nerolidol HaC §0H2 5-DSA
H3C H3C
CH
772 HaC CH3
doadores de . -
L . . . gceptorels de . hidrofébico
ligagbes de hidrogénio ligacbes de hidrogénio

Figura 5.1: Estrutura quimica dos terpenos e do marcador de spin utilizados neste trabalho.

camara de Neubauer.

5.2.3 Processamento do Sangue

As amostras de sangue obtidas de trés doadores de dois bancos de sangue distintos
foram diluidas em tampao fosfato salino (PBS 5 mM de fosfato, 150 mM NaCl, pH 7,4) e cen-
trifugados a 150 xg durante 10 min a 4 °C. O plasma e as células brancas foram cuidadosamente

removidas em cada lavagem (3 vezes).
5.2.4 Inducao da Hemdlise

Para induzir a hemolise, aliquotas dos terpenos diluidos em etanol (300 mM) foram
adicionadas a tubos contendo uma suspensao de eritrécitos diluidos em PBS contendo um
hematécrito 50% (volume final de 100 pL). Apds serem cuidadosamente agitados os tubos
foram incubados a 37 °C por 1,5 h. Subsequentemente, os eritrécitos foram precipitados por

centrifugagao a 300xg a 25 °C durante 10 min. A magnitude da hemdlise foi determinada

2Sigla para Ethylenediamine tetraacetic acid.
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espectrofotometricamente a 540 nm de acordo com a equagao

Aa - Acl
Y (100) (5.1)

Y%hemolise =

onde A, é a absorcao da amostra controle (0% de terpeno), A., é a absor¢ao da amostra com-
pletamente hemolisada com dgua Milli-Q e A, é a absorcao da amostra contendo a concentracao
desejada de terpeno. A concentracao de terpeno que provoca 50% de hemdlise foi determinada
em unidades de mM. Como estéa bem aceito que o volume médio do eritrécito humano é de 90
fL, o ntiimero de células em cada amostra e a razao terpeno/célula que provoca 50% de hemélise
foram calculados com base neste volume.
5.2.5 Marcacao das Membranas de Eritrécito e de Fibroblastos e
Tratamento com Terpenos

Os terpenos foram dissolvidos em etanol na concentracao desejada e 4 pLi desta solucao
foram aplicados diretamente a suspensao de células (45 uL.). As suspensoes terpeno-eritrécito ou
terpeno-fibroblasto foram incubadas a 37 °C durante 1,5 h. Subsequentemente, uma pequena
aliquota (~ 1 pL) do marcador de spin 5-DSA dissolvido em etanol (5 mg/mL) foi adicionado
as células. Cada amostra contendo 5x 108 eritrdcitos ou 1,3x107 fibroblastos diluidos em PBS
contendo 10% de etanol e a concentracao desejada de terpeno foram introduzidos em tubos
capilares e selados por fogo para os experimentos de RPE. As amostras controle, com e sem
etanol, foram medidas e foi determinado que a concentracao de etanol utilizada nao altera
significantemente a fluidez das membranas de eritrécito e de fibroblastos. Para calcular a razao
terpeno/células para cada amostra, o volume dos eritrécitos foi adotado como 90 fLL e o niimero

de fibroblastos foi adotado como o niimero de células presentes na suspensao estoque de células.

5.2.6 Espectroscopia de RPE

As medidas de RPE foram realizadas utilizando espectrometro Bruker ESP300 (Rheins-
tetten, Alemanha) equipado com uma cavidade ressonante ER4102 ST operando em banda-X

(aproximadamente 9,4 GHz) e um sistema de controle de temperatura Bruker. As medidas fo-
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ram realizadas utilizando os seguintes parametros: poténcia de micro-ondas, 2 mW; frequéncia
de modulacao, 100 kHz; amplitude de modulacao, 1 G; varredura de campo magnético, 100 G;

tempo de varredura, 168 s e constante de tempo de deteccao, 41 ms.
5.2.7 Simulacao Espectral

A simulagao dos espectros de RPE foi realizada utilizando o software NLLS desenvol-
vido por Freed e co-autores [164] (para mais informagoes consultar apéndice B). Neste trabalho,
estamos considerando que o tensor de difusao rotacional R é axialmente simétrico em torno do
eixo molecular z e que a anisotropia rotacional axial é descrita por N = logio(R/R1) = 1.
A taxa de difusao rotacional, Ry, obtida a partir do NLLS foi convertida para tempo de

correlagao rotacional, 7., através da relacao (difusao rotacional browniana) [165]

B 1
B 6Rbar .

(5.2)

Te

Os espectros experimentais foram ajustados utilizando modelos de 1 ou 2 componentes espec-
trais. Similarmente a outros estudos [166—-168], os parametros magnéticos foram determinados
com base em uma analise global do conjunto de espectros obtidos neste trabalho e todos os es-
pectros foram simulados usando os mesmos parametros de entrada para os tensores magnéticos
ge A: g..(1) = 2,0088; g,(1) = 2,0060; g..(1) = 2,0026; A,.(1) = 6,1; A,,(1) = 6,3;
A,.(1) = 36,5; g.,(2) = 2,0082; g,,(2) = 2,0062; g,.(2) = 2,0027; A,,(2) =5,7; Ay, (2) = 5,6;
e A,.(2) = 31,2. No apéndice D estao incluidos os arquivos de entrada utilizadas para simulacao

de espectros com 1 e 2 componentes espectrais.

5.3 Resultados

5.3.1 Citotoxicidade dos Terpenos

O teste Balb/c 3T3-A31 NRU foi utilizado para avaliar a citotoxicidade em fibroblastos
de diferentes concentragoes de oito terpenos apds uma incubacao de 48 h. A Figura 5.2 mostra

a dependencia da viabilidade celular com a concentragao para os terpenos com maior e menor
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Figura 5.2: Teste citot6xico Balb/c 3T3-A31 NRU apds uma exposigdo das células aos terpenos mais (nerolidol)
e menos (1,8-cineol) citotdxicos durante 48 h. Os dados representam a viabilidade celular média (%) + desvio
padrdo (DP) para trés experimentos independentes.

Tabela 5.1: Valores de 1C5( obtidos do teste citotéxico Balb/c 3T3-A31 NRU para os terpenos testados apds

uma incubacdo de 48 h.

Terpeno ICs5p (mM)*
nerolidol 0,06 4+ 0,01%**
a-terpineol 0,13 4+ 0,01¢
L(-)-carvona 0,93 + 0,18°
pulegona 1,01 £+ 0,21°
DL-mentol 1,68 + 0,26¢
(4)-limoneno 1,58 £ 0,05¢
L-mentona 1,74 + 0,13¢
1,8-cineol 4,02 £+ 0,154

As médias e DP foram calculadas a partir de trés experimentos independentes.

* Neste experimento, 1 mM corresponde a 10
** Significancia estatistica: se ndo estd marcado com a mesma letra é estatisticamente diferente a P<0,05 (teste Tukey).

terpenos/célula.

5.3.2 Efeito Hemolitico dos Terpenos

O efeito hemolitico dos terpenos em eritrécitos humanos foi avaliado apés 1,5 h de

incubagao e esta apresentado na Figura 5.3B. O etanol foi usado como veiculo para otimizar a

incorporacao dos terpenos nas membranas e seu efeito hemolitico foi previamente caracterizado.
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Os niveis de hemdlise induzidos pelo etanol para hematocrito 50% (Figura 5.3A) indicam que

danos significativos a membrana ocorrem para concentracoes de etanol acima de 10% (v/v).

60 A A 1,.8-cineol
¢ nerolidol l
100+ 2 li
50 ) J
40 75- / i J
=
3 30 5.
T 25 l
10+ 4/ \
0- 01 Addss A
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
[etanal] (%) [Terpeno] (mM)

Figura 5.3: Niveis hemoliticos induzidos apés incubar uma suspens3o de eritrécitos contendo um hematdcrito de
50% com diferentes concentragdes de etanol durante 1,5 h (Painel A). Niveis hemoliticos induzidos apés incubar
uma suspens3do de eritrécitos contendo um hematécrito de 50% com diferentes concentracdes de 1,8-cineol e
nerolidol durante 1,5 h (Painel B).

O potencial hemolitico pode ser usado como um indicativo da toxicidade das moléculas
em eritrécitos humanos [177]. Na Figura 5.3B pode-se observar a dependéncia da hemdlise com
a concentracgao adicionada dos terpenos mais (nerolidol) e menos (1,8-cineol) hemoliticos. Note
que o nerolidol é hemolitico a baixas concentragoes enquanto o 1,8-cineol mostra mudancas
significativas nos niveis de hemolise apenas para concentracoes superiores a 10 mM. Para os
outros terpenos usados neste trabalho, a hemolise ocorre em concentracoes entre 1 e 6 mM.
A concentragao de terpeno que causa 50% de hemodlise foi determinada com base no ajuste
sigmoidal das curvas obtidas para cada molécula e estao apresentadas na Tabela 5.2.

Para avaliar a possivel correlagao entre o efeito hemolitico e a viabilidade celular dos
fibroblastos tratados com os terpenos, a concentracao que causa 50% de hemolise foi relacio-
nada com a respectiva [C5y para cada molécula (Figura 5.4); entretanto, apenas uma pequena

correlagao (R=0,61) foi observada.
5.3.3 Alteracao na Fluidez da Membrana

Os espectros do marcador 5-DSA incorporados nas membranas de eritrécito tratadas
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Tabela 5.2: Concentracdo de terpeno necesséria para 50% de hemdlise apés 90 min de incubac3o da suspens3o

de eritrocitos.

(10® terpenos/célula)

Terpeno Concentrac¢ao (mM)
(4)-limoneno 23,8 £ 0,5%*
1,8-cineol 18,4 + 0,6°
L(-)-carvona 10,5 £+ 1,4¢
pulegona 9,6 + 0,5°¢
L-mentona 8,3 £ 0,9%
a-terpineol 6,1 + 0,6%¢
DL-mentol 49 + 1,1°
nerolidol 2,3+ 0,8/

26,0 + 0,6
20,1 & 0,7
114+ 16
10,5 & 0,6
9,0+ 1,0
6,6 & 0,7
53412
2,5+ 0,9

As médias e DP foram calculadas a partir de trés experimentos independentes.
* Significancia estatistica: se ndo estd marcado com a mesma letra é estatisticamente diferente a P<0,05 (teste Tukey).
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Figura 5.4: Correlac3o entre as concentracdes dos terpenos requeridas para provocar 50% de hemdlise e para
obter o 1C5¢ de viabilidade celular. Cada ponto no gréfico corresponde a um terpeno (Tabelas 5.1 e 5.2). O

valor obtido para o coeficiente de correlagdo (R) foi de 0,61.

com os terpenos 1,8-cineol e nerolidol estao apresentados na Figura 5.5. A simulacao espec-

tral permite avaliar a mobilidade do marcador de spin na membrana. A grande maioria dos

espectros experimentais foram ajustadas utilizando um modelo de uma componente espectral.

A presenca de duas componentes espectrais foi observada apenas para amostras tratadas com

altas concentracoes de alguns terpenos. Para estas amostras o tempo de correlacao rotacional
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7. foi substituido por uma média calculada de acordo com a equacao
Te = N1Te1 + NoTeo (5.3)

onde Ny e N, sao as populagoes relativas das componentes espectrais 1 e 2, respectivamente, e

Tel € Teg SA0 0s respectivos tempos de correlagao rotacional.

T, (ns)
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T T T T T T 1
3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420
Campo Magnético (G)

Figura 5.5: Espectros do marcador de spin 5-DSA (linhas negras) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas)
incorporado nas membranas de eritrécito para a amostra controle e para amostras incubadas por 90 minutos
com 1,8-cineol e nerolidol na razio terpeno:célula de 12,7 x 10° : 1. O melhor ajuste para cada espectro foi
obtido usando o programa NLLS com um modelo de duas componentes espectrais. Os valores do tempo de
correlagdo rotacional (7.) obtidos em cada ajuste estdo indicados. A escala de varredura do campo magnético
para todos os espectros foi de 100 G.

O comportamento do parametro 7, com a concentragao de terpeno adicionado as mem-
branas de eritrécito estd apresentado na Figura 5.6. Note que enquanto os monoterpenos tem
um efeito similar para todo o intervalo de concentracao analisado, o sesquiterpeno (nerolidol)
apresentou grandes mudancas para o parametro 7. confirmando o comportamento verificado
nos testes hemolitico e de viabilidade celular.

A Figura 5.7 mostra os espectros de RPE, seus melhores ajustes e os valores corres-
pondentes do tempo de correlacao rotacional do marcador de spin 5-DSA incorporado nas
membranas de fibroblastos para os oito terpenos estudados. Para uma raziao de 6,3 x 10°
moléculas/célula, todos os terpenos causam aumento na fluidez das membranas de fibroblastos

enquanto o nerolidol apresenta maior efeito. E importante notar que uma comparacao entre
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Figura 5.6: Tempo de correlag3o rotacional 7, para o marcador 5-DSA incorporado nas membranas de eritrécito
em func¢do do niimero de terpenos/eritrécitos.

os valores de 7. para as amostras controles das Figuras 5.5 e 5.7 revela que as membranas dos

fibroblastos sao naturalmente mais fluidas do que as membranas de eritrécito.

5.4 Discussao

Os facilitadores de permeacao sao moléculas importantes no uso de sistema de en-
trega controlada de drogas e na formulacao de compostos que aumentam a absorcao topica de
farmacos para o tratamento de diversas doencas da pele. Entretanto, a dificuldade de restringir
seus efeitos a camada mais superficial da pele (o estrato corneo) e evitar irritacdo ou toxici-
dade nas camadas mais profundas tem limitado severamente sua aplicagao [178]. E comumente
aceito que os facilitadores quimicos podem aumentar a permeagao de drogas através da pele
afetando os lipidios intercelulares do estrato corneo através da extracao ou do aumento da
fluidez? lipidica [179-181]. Em um estudo para projetar facilitadores da permeagiao de maneira

a balancear o aumento final na permeacao e o potencial de irritacao, foi observado que o uso

3Note que neste trabalho, os terpenos atuam como facilitadores da permeacdo principalmente através do
aumento da fluidez das membranas, uma vez que a linha espectral caracteristica do processo de extragao
lipidica (componente 3) nao é verificada nos espectros dos marcadores incorporados nas membranas de eritrécito
e fibroblastos. A auséncia da componente 3 estd relacionada com a razao lipidio/solvente das amostras deste
estudo (ver capitulo 4 para mais informagoes).
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Figura 5.7: Espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA (linhas negras) e seus melhores ajustes (linhas ver-
melhas) incorporado nas membranas de fibroblastos para uma amostra n3o tratada (controle) e para fibroblastos
tratados com diversos terpenos (incubados por 90 minutos) na razio terpeno:célula de 6,3 x 10° : 1. O melhor
ajuste para cada espectro foi obtido usando o programa NLLS com um modelo de duas componentes espectrais.
Os valores do tempo de correlagdo rotacional (7.) obtidos em cada ajuste estdo indicados. O erro experimental
em 7, é estimado em 0,2 ns. A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros foi de 100 G.

de facilitadores quimicos como extratores lipidicos demonstraram uma correlacao direta entre
permeabilidade e irritacao na pele, a qual nao foi previamente observada para as moléculas que
tipicamente atuam como espacadores [94].

Neste estudo, foi demonstrado que os monoterpenos aumentam a dinamica lipidica
das membranas de eritrocito humano, mas que seus efeitos individuais nao sao significativa-
mente distintos. Este resultado esta de acordo com dados anteriormente reportados por nosso
laboratério [78,82,83,163], os quais demonstram um aumento na fluidez das membranas inter-

celulares do estrato cérneo e de vesiculas de DPPC causadas por quatro monoterpenos, mas
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nenhuma diferenca significativa entre eles. Desta forma, combinagoes de monoterpenos que faci-
litam a parti¢do de pequenas drogas com baixo potencial de irritagao, tais como o (+)-limoneno
e o 1,8-cineol, com o sesquiterpeno nerolidol, o qual ¢ citotéxico mas tem maior habilidade de
desestabilizar a membrana, pode ser usada para alcancar uma permeacao efetiva de farmacos
polares e nao polares através da pele.

Como proposto por Jain e co-autores [80], os terpenos tais como o a-terpineol e o DL-
mentol, os quais tem grupos -OH que atuam como doadores de ligacoes de hidrogénio podem
desfazer a rede de ligagoes de hidrogénio das membranas de estrato cérneo para facilitar a
permeacao de farmacos através da pele. Por outro lado, terpenos como 1,8-cineol, L-mentona,
pulegona e L(-)-carvona, os quais possuem apenas aceptores de ligacao de hidrogénio (grupos
carbonila ou éter) apresentam menor capacidade para romper a rede de ligagoes de hidrogénio
e, desta forma, demonstram uma capacidade reduzida de aumentar a permeacao de drogas.
De maneira similar, nossos dados mostram que os monoterpenos a-terpineol e DL-mentol (do-
adores de ligacdo de hidrogénio) sdo altamente hemoliticos; enquanto L-mentona, pulegona,
L(-)-carvona e 1,8-cineol (aceptores de ligacdo de hidrogénio) tem potencial hemolitico mo-
derado e finalmente que o (+)-limoneno o qual ndao forma ligacdo de hidrogénio, apresenta
menor potencial hemolitico. Por outro lado, o sesquiterpeno nerolidol o qual possui um grupo
-OH, apresentou os maiores efeitos hemoliticos e citotéxicos. Geralmente, os terpenos podem
competir com as ligacoes de hidrogénio intermoleculares mediadas por moléculas de agua en-
tre os lipidios, rompendo a rede de ligacoes de hidrogénio da bicamada e desestabilizando a
membrana. Um importante resultado deste trabalho, é que os monoterpenos nao apresentam
diferencas significativas em seu potencial para aumentar a fluidez da membrana, ao passo que
diferem em seu potencial hemolitico (5.2) e citotéxico (5.1). Uma comparacao entre os terpe-
nos estudados mostra que os monoterpenos menos polares, (+)-limoneno e 1,8-cineol, foram os
que causaram menor dano as membranas de eritrocito e aos fibroblastos enquanto o nerolidol
apesar de apresentar o maior potencial para aumentar a fluidez das membranas possui também

a maior capacidade hemolitica e citotéxica.
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A concentracao de nerolidol que causa 50% de hemdlise foi de aproximadamente 2,5 x
10® moléculas/célula (5.2), enquanto a concentragao que produz um aumento significativo na
fluidez das membranas de eritrécito foi de 2,5 x 10? moléculas/célula. Desta forma, verificamos
que a mudanca na fluidez da membrana é observada para uma concentragao 10 vezes superior
a observada na hemdlise. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a razao molar
entre os marcadores de spin e os lipidios naturais das membranas usada nos experimentos de
RPE foi de 1:200. Desta forma, para detectar mudancas na fluidez, o micro-ambiente no qual
a maioria dos marcadores de spin estd inserido deve mudar (mudanga geral das bicamadas)
enquanto uma mudanca altamente localizada é suficiente para provocar hemolise.

Os efeitos anti-proliferativos dos monoterpenos foram previamente demonstrados através
da modulacao da expressao génica associada a apoptose [182-184]. Mesmo que os mecanismos
responsaveis pela citotoxicidade dos terpenos nao tenham sido investigados neste trabalho, su-
gerimos que os terpenos podem desencadear mecanismos de morte celular relacionados com a
alteracao da membrana celular, o que provavelmente ocorre durante a hemolise induzida pelos
terpenos. Visto que alguns monoterpenos apresentam atividade contra Leishmania infantum
promastigota [185] e que o sesquiterpeno nerolidol inibe o crescimento de diversas espécies de
Leishméania promastigota e amastigota [91], estes terpenos podem ser interessantes candida-
tos a componentes de formulacoes para o tratamento topico de leishmaniose cutanea. Neste
caso, 0s terpenos ou suas combinagoes atuariam nao somente como facilitadores da permeacao
de farmacos com atividade leishmanicida mas também contribuiriam para o tratamento anti-

parasitario.

5.5 Conclusoes

O potencial hemolitico e citotéxico em fibroblastos de varios terpenos foi examinado e
demonstramos que os danos celulares causados por estas moléculas sao dependentes da concen-
tragao. Nerolidol, a-terpineol e DL-mentol foram os terpenos mais hemoliticos enquanto que

(4)-limoneno e 1,8-cineol foram os menos hemoliticos. Com relagao a citotoxicidade, nerolidol
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e a-terpineol apresentaram maior efeito e o 1,8-cineol o menor efeito. Entretanto, a baixa cor-
relacdo entre os dois testes (R=0,61) indica que os processos envolvidos em cada caso sdo pouco
dependentes. Este estudo demonstrou ainda que os monoterpenos tem grande capacidade para
aumentar a fluidez das membranas de eritrécito e de fibroblastos e foi observado que os efeitos
nao diferem significativamente entre eles, sugerindo que todos os monoterpenos estudados tem

0 mesmo potencial para aumentar a permeacao transpidermal.
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6.1 Motivacao

O nerolidol é um sesquiterpeno presente em Oleos essenciais de diversas plantas e um
agente promissor para aumentar a penetracao de farmacos usados em sistemas transpidermais
de entrega controlada de droga [180] além de ter sido apontado como um composto leishma-
nicida [91]. Em nosso laboratdrio, a espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica
(RPE) associada ao método dos marcadores de spin tem sido empregada para estudar os efei-
tos de terpenos sobre as membranas de estrato cérneo (EC). Mesmo fornecendo informagoes
importantes, o uso da técnica de RPE ¢ limitado pelo alto custo dos espectrometros. Desta
forma, nesta parte deste trabalho estamos interessados em estabelecer uma metodologia al-
ternativa para o estudo de membranas de EC através da espectroscopia de fluorescéncia de
sondas lipofilicas e avaliar os efeitos do nerolidol sobre as bicamadas lipidicas do EC para obter

informagoes complementares sobre a acao dos terpenos como facilitadores de permeacao.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Quimicos

O fosfolipidio 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) assim como a sonda fluo-
rescente 1-palmitoil-2-6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino|hexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(6-NBD-PC) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA). A sonda fluores-
cente 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) foi adquirida junto a Life Technologies do Brasil Ltda
(Sao Paulo, Brasil) enquanto a sonda fluorescente 2-amino-N-hexadecil benzamida (AHBA)
foi preparada como descrito anteriormente por Marquezin e colaboradores [186]. Os terpenos
nerolidol e (4)-limoneno foram adquiridos da Organics (Geel, Bélgica) (Figura 6.1). Todos os
outros reagentes com mais alto grau de pureza disponivel, foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA) ou da Merck SA (Rio de Janeiro, Brasil). Todas as solugdes foram preparadas

com agua Milli-Q.
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Figura 6.1: Arranjo molecular dos lipidios que formam as membranas intercelulares do estrato cérneo, baseado
no modelo proposto por Hill e Wertz [62]. As sondas fluorescentes e o sesquiterpeno nerolidol estdo mostrados
na figura em suas provaveis localizacdes. As caixas hachuradas representam as regibes eletricamente densas
onde os lipidios podem estar covalentemente ligados a superficie exterior dos envelopes proteicos dos cornedcitos
(representados pelos grupos R). @D, AHBA; @, 6-NBD-PC; 3, DPH e @, nerolidol. Figura adaptada de
Dynamics and partitioning of spin-labeled stearates into the lipid domain of stratum corneum [172].




6.2.2 Preparagao das Membranas de EC 112

6.2.2 Preparacao das Membranas de EC

As membranas de EC foram obtidas a partir de ratos da raca Wistar com idade inferior
a 24 h e preparadas de acordo com o protocolo descrito por Alonso e colaboradores [187]. Um
breve sumario do protocolo segue: apds serem sacrificados, os animais tem suas peles removidas
e separadas da gordura residual. Para separar o EC da epiderme, as peles foram colocadas em
contato com vapor de hidroxido de amonio durante 5 min e em seguida com agua destilada
durante 2 h. Apods este procedimento, as peles foram colocadas em papel filtro e as membranas
de EC foram cuidadosamente separadas da epiderme. Em seguida, as membranas de EC foram
lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente. Finalmente, as membranas foram
armazenadas em um dessecador sob vacuo moderado contendo silica gel até ao momento da

utilizacao.
6.2.3 Marcacao e Tratamento das Membranas de EC

As amostras de EC intacto (~2 mg) foram incubadas durante 30 min a temperatura
ambiente em solugao salina tamponada com acetato (acetato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 5,1).
Em seguida, foram realizadas repetidas passagens das membranas de EC ja hidratadas em pla-
cas de vidro onde as sondas fluorescentes desejadas (dissolvidas em etanol) foram previamente
depositadas. Apds este procedimento, as membranas de EC foram incubadas durante 90 min
a temperatura ambiente em solugoes contendo terpeno-etanol/tampao (0,25-1% v/v). Final-
mente, as amostras de EC foram colocadas entre placas de quartzo e introduzidas em cubetas
de quartzo contendo tampao. Sob estas condigoes, o EC pode ser considerado, no seu estado
completamente hidratado durante todas as medi¢oes. Um esquema do arranjo utilizado esta

apresentado na Figura 6.2.

6.2.4 Preparacao e Tratamento das vesiculas de DPPC

Filmes lipidicos de DPPC (dissolvidos em cloroférmio) contendo a sonda fluorescente

desejada (inicialmente dissolvida em etanol) a uma proporc¢ao de sonda/lipido (1:100) foram
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Figura 6.2: Arranjo utilizado para realizagdo dos experimentos de espectroscopia de fluorescéncia em membranas
de estrato cérneo. As membranas de estrato cérneo foram colocadas entre placas de quartzo e introduzidas em
cubetas de quartzo (com um angulo ligeiramente inferior a 45° com os lados da cubeta) contendo solu¢&o salina
tamponada com acetato e pH 5,1.

formados em tubos de vidro por evaporacao do solvente usando um fluxo de nitrogénio gasoso.
A fim de remover o solvente organico residual os filmes foram mantidos sob vacuo durante 12
h. Em seguida, os filmes de lipidios foram hidratados com um volume adequado de tampao
fosfato salino (fosfato 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), para formar uma suspensao de vesiculas
multilamelares de DPPC. Vesiculas unilamelares foram preparadas com um mini-extrusor ad-
quirido da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA), equipado com filtros de policarbonato
com poros de 0,1 um de didmetro. Subsequentemente, as vesiculas de DPPC foram resfriadas
e concentrada por centrifugacdo. A esta suspensao foram adicionadas as aliquotas desejadas de
uma solucao contendo terpeno:etanol na proporcgao 1:2. Para evitar os efeitos de espalhamento

de luz, a concentracao final de DPPC foi fixada em 0,2 mM.

6.2.5 Medidas da Anisotropia da Fluorescéncia

As medidas da anisotropia da fluorescéncia foram realizadas usando um espectro-
fluorimetro Horiba F1u0r010g® FL-3221 (Kyoto, Japao) com polarizadores nos canais de emissao

e excitagao e equipado com um sistema de medida tipo L. A temperatura das amostras foi con-
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trolada usando um circulador térmico Cientec (Charqueada, Brasil). Os comprimentos de onda
de excitacao de cada sonda foram de 330 nm para o AHBA, 460 nm para o 6-NBD-PC e 360

nm para o DPH. A anisotropia da fluorescéncia foi calculada de acordo com a equagao [188]

Iy =1,
r =

=1 - 6.1
I||+21L ( )

na qual r é a anisotropia da fluorescéncia quase estdtica e I e I, sao as intensidades da fluo-
rescéncia paralela e perpendicular, respectivamente, ao plano de polarizacao da luz de excitacao

para cada comprimento de onda de excitacao das sondas utilizadas.

6.3 Resultados

6.3.1 Validacao do Arranjo Experimental

Para validar o arranjo experimental estabelecido para as medidas da anisotropia da
fluorescéncia de sondas lipofilicas incorporadas nas membranas intercelulares do EC, foram
realizados experimentos controle para otimizacao dos parametros experimentais necessarios.
Experimentos paralelos com vesiculas de DPPC também foram realizados para determinar
possiveis alteragoes no comportamento padrao das sondas (AHBA, 6-NBD-PC e DPH) provo-
cadas pelo nerolidol.

As Figuras 6.3 e 6.4 mostram o comportamento dos espectros de emissao de fluo-
rescéncia a 25 °C das sondas AHBA, 6-NBD-PC e DPH incorporadas em vesiculas de DPPC e
em membranas de EC respectivamente, tratadas com nerolidol. Uma vez que a adicao de nero-
lidol nao alterou significativamente a estrutura de bandas ou a posicao dos picos dos espectros
de emissao, os comprimentos de onda de emissao utilizados nos experimentos de anisotropia
da fluorescéncia foram fixados em 400 nm para o AHBA, 527 nm para o 6-NBD-PC e 427 nm
para o DPH.

A Figura 6.5 mostra os valores da anisotropia da fluorescéncia das sondas AHBA,

6-NBD-PC e DPH como funcao do angulo 6 entre o feixe de excitagao e o vetor normal ao
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Figura 6.3: Espectros de emiss3o de fluorescéncia a 25 °C das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B)
e DPH (Painel C) incorporadas em vesiculas de DPPC tratadas com nerolidol na raz&o 0,8:1 (terpeno:lipidio).
Os comprimentos de onda de excitacdo de cada sonda foram: AHBA, 330 nm; 6-NBD-PC, 460 nm e DPH, 360
nm.

—— controle

Fluorescéncia normalizada (u. a.)

1 1 —0.25%
——————— 0.5%
1%
I ' I ' I ' I | ' I ' I ' I ' I | ! I ' I ' I
350 400 450 500 500 550 600 650 400 450 500
comprimento comprimento comprimento
de onda (nm) de onda (nm) de onda (nm)

Figura 6.4: Espectros de emiss3o de fluorescéncia a 25 °C das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B)
e DPH (Painel C) incorporadas em membranas de EC tratadas com nerolidol nas razdes 0,25; 0,5 e 1 % (v/v).
Os comprimentos de onda de excitacdo de cada sonda foram: AHBA, 330 nm; 6-NBD-PC, 460 nm e DPH, 360
nm.
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plano da amostra de EC. Note que variacoes de € nao alteram significantemente os valores
encontrados para a anisotropia da fluorescéncia das trés sondas utilizadas. Desta forma, para
os experimentos de anisotropia da fluorescéncia como funcao da temperatura, as amostas de
EC foram introduzidas nas cubetas de quartzo em um angulo ligeiramente inferior 45° com
os lados da cubeta. Esta posicao facilita a padronizacao dos experimentos e evita efeitos de

espalhamento de luz (6 exatamente igual a 45° maximiza os efeitos de espalhamento de luz).
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Figura 6.5: Dependéncia angular da anisotropia da fluorescéncia das sondas AHBA, 6-NBD-PC e DPH incor-
poradas nas membranas de EC a 25 °C. As linhas representam o valor médio de todas as medidas.

6.3.2 Anisotropia da Fluorescéncia

Uma vez que os parametros experimentais foram estabelecidos, foram realizados expe-
rimentos de anisotropia da fluorescéncia como funcao da temperatura para as membranas de
EC marcadas com as sondas AHBA, 6-NBD-PC e DPH. Nas Figuras 6.6 e 6.7 esta represen-
tada a diminuicao da anisotropia da fluorescéncia destas sondas incorporadas nas membranas

de DPPC (experimento controle) e EC indicando um aumento da fluidez das bicamadas para
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a concentragoes a partir de 0,8:1 (DPPC) e 0,25% (v/v) (EC).
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Figura 6.6: Anisotropia da fluorescéncia das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B) e DPH (Painel
C) incorporadas nas membranas de DPPC como fun¢do da temperatura para a razdo 0,8:1 (nerolidol:lipidio).
As linhas verticais pontilhadas indicam a temperatura da transico de fase principal (7}, = 41,4 °C) da amostra
controle (sem terpeno).
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Figura 6.7: Anisotropia da fluorescéncia das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B) e DPH (Painel
C) incorporadas nas membranas de EC como fun¢do da temperatura para diferentes concentra¢des (v/v) do
sesquiterpeno nerolidol. As linhas verticais pontilhadas indicam a temperatura da primeira transicio de fase
(T, ~ 55 °C) da amostra controle (sem terpeno).
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A Figura 6.7 sugere ainda que a adigao de 0,25 e 0,5% (v/v) de nerolidol é suficiente
para suprimir a transigao de fase retratada pelas sondas AHBA e DPH. Ja para o 6-NBD-
PC, o aumento gradual da concentragao de nerolidol faz com que a transicao de fase que nao
estava bem resolvida na amostra sem tratamento com nerolidol possa ser melhor visualizada.
Pode-se observar também, para as trés sondas utilizadas, que a adi¢ao do nerolidol reduz em
aproximadamente 6 °C a temperatura de transi¢ao de fase das bicamadas de DPPC (Figura
6.6).

A Figura 6.8 apresenta uma comparacao entre o efeito sobre a anisotropia da fluo-

rescéncia da sonda DPH incorporada em membranas de EC tratadas com 1% (v) de (+4)-

limoneno (monoterpeno) ou nerolidol (sesquiterpeno). Pode-se observar que o tratamento com o
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Figura 6.8: Anisotropia da fluorescéncia da sonda DPH incorporadas em membranas de EC como funcdo da
temperatura. As amostras foram tratadas com com 1% (v/v) de (+)-limoneno ou nerolidol durante 90 min a

25 °C. A linha vertical pontilhada indica a temperatura da primeira transic3o de fase (7}, ~ 55 °C) da amostra
controle (sem terpeno).
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monoterpeno causa uma diminui¢ao nos valores encontrados para a anisotropia da fluorescéncia
do DPH mas uma leve transicao de fase com inicio entre 45-50 °Ccontinua sendo visualizada.
Ja no tratamento com nerolidol, a diminuicao da anisotropia é maior e a transicao de fase
é completamente suprimida indicando que o nerolidol tem maior capacidade de aumentar a

dinamica das bicamadas intercelulares do EC quando comparado ao (+)-limoneno.

6.4 Discussao

O EC é um tecido composto de células achatadas (cheias de queratina) incorporadas
em uma matriz lipidica [189] que pode ser separado do restante da pele na forma de uma
membrana de pequena espessura. Quando hidratada, a membrana de EC atinge um estado
flexivel e quase translicido, adequado para ser estudado através da espectroscopia de fluo-
rescéncia. Neste trabalho, a espectroscopia de fluorescéncia de sondas lipofilicas foi usada para
estudar as alteracoes provocadas pelo tratamento de membranas de EC com o terpeno nero-
lidol. Para isso, foi desenvolvido um arranjo experimental, no qual as membranas hidratadas
de EC foram colocadas entre placas de quartzo submersas em solucao tamponante durante a
realizacao dos experimentos. Possiveis artefatos experimentais provocados pelo arranjo experi-
mental escolhido foram descartados uma vez que quando incorporadas no EC, as sondas AHBA,
6-NBD-PC e DPH reproduziram seus respectivos espectros de emissao tais quais reportados
na literatura [186,190,191], demonstrando que as sondas estdo devidamente incorporadas nas
lamelas lipidicas do EC e que o tratamento com nerolidol nao da origem a comportamentos
singulares.

O EC é caracterizado por possuir uma composicao lipidica distinta das demais mem-
branas celulares e uma organizacao bastante complexa com trés transicoes de fase descritas. A
primeira transigao de fase acontece para uma temperatura entre 55-65 °C [59] e estd relacio-
nada com a perda da estrutura cristalina ortorrombica dos lipidios covalentemente ligados ao
exterior do envelope do cornedcito. As outras duas acontecem a 72 °C e 83 °C [192-194] e estao

associadas com o desordenamento da fase lamelar (transi¢do da fase gel para a fase liquida
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cristalina). Estas duas tltimas transigoes desaparecem com a deslipidiza¢ao do EC [194], o que
sugere que estao relacionadas com lipidios livres (nao ligados covalentemente aos cornedcitos,
ver modelo apresentado no capitulo 1) das membranas intercelulares do EC. O comportamento
da anisotropia da fluorescéncia como funcao da temperatura das sondas AHBA, 6-NBD-PC
e DPH inseridas nas membranas de EC, reflete a transicao de fase localizada entre 55-65 °C.
Curiosamente, esta transicao de fase esta bem resolvida para as sondas AHBA e DPH mas apa-
rece como apenas uma leve mudanca de inclinagao no comportamento da anisotropia da sonda
6-NBD-PC. Além disso, a adigao do terpeno nerolidol, suprime a transi¢cao observada com as
sondas AHBA e DPH enquanto aumenta a resolucao da transicao visualizada com 6-NBD-PC.

Uma analise da sonda 6-NBD-PC mostra que o grupo fluorescente estd introduzido
em uma posicao intermediaria de sua cadeia acila. E esperado entao que esta sonda monitore
as mudancas da regiao hidrofébica das bicamadas. Entretanto, uma tendéncia do grupo polar
NBD a se deslocar em diregao a interface agua-lipidio esta demonstrada através de estudos
de dinamica molecular e anisotropia da fluorescéncia quase estatica e com resolucao temporal
[195,196] e de supressao da fluorescéncia [197,198] de sondas lipofilicas com o grupo NBD
ligado as cadeias acilas. Este comportamento parece ser o responsavel por esta sonda refletir
fracamente a primeira transicao de fase do EC. Por outro lado, a presenca do nerolidol, parece
facilitar a entrada do grupo NBD na regiao hidrofébica das membranas, aumento assim sua
sensibilidade a transicao de fase. Esta habilidade dos terpenos em suprimir a primeira transicao
de fase e alterar a posicao relativa de sondas extrinsecas inseridas nas membranas do EC esta
demonstrada no trabalho de Anjos e Alonso [82], onde a adigdo do monoterpeno 1,8-cineol
facilita a transferéncia de marcadores de spin baseados no acido estedrico de uma posicao
menos inserida (em contato com os grupos polares das bicamadas) para uma posi¢cdo mais
profundamente inserida nas membranas (em contato com o nicleo hidrofébico das bicamadas)
de EC.

Por outro lado, a adigao de 0,25 e 0,5% (v/v) de nerolidol, faz com que a transigao

de fase reportada pelas sonda AHBA (que possui seu grupo fluorescente posicionado préximo
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dos grupos polares das bicamadas) e DPH (que possui carater nao polar), respectivamente,
nao possam mais ser observadas. Curiosamente, quando incorporada nas membranas de EC
a sonda AHBA apresenta uma anisotropia cerca de 3 vezes menor em relacao aos valores
encontrados para as vesiculas de DPPC. Como discutido por Marquezin e co-autores [186] dois
tempos de correlagao rotacional foram identificados para esta sonda incorporada em membranas
de DMPC!. O maior destes tempos foi relacionado com a rotacao da sonda como um todo,
enquanto o menor foi relacionado com o movimento do anel aromatico fluorescente. Os baixos
valores encontrados para a anisotropia da fluorescéncia desta sonda incorporada nas membranas
de EC podem estar relacionados com uma possivel interagao de hidrogénio entre o grupo amida
da sonda e os grupos polares dos lipidios das bicamas a qual resultaria em uma imobilizacao
temporaria da cadeia acila do marcador. Desta forma, a maior contribuicao para a anistropia
quase estatica viria da rotacao do anel aromatico.

Como discutido por Jain e colaboradores [80] um tratamento com os terpenos que
possuem grupos -OH ou -C=0 altera a rede de ligacoes de hidrogénio entre os grupos polares
das ceramidas das membranas intercelulares do EC levando a um menor empacotamento das
bicamadas e um aumento na fluidez das membranas. Além disso, dados de PRE reportados
por nosso grupo [78,82,83] indicam que uma vez incorporados no EC, os terpenos (polares e
nao polares) se distribuem pelas membranas, atuam como espagadores lipidicos e aumentam a
fluidez do EC e o particionamento de pequenas moléculas. Neste trabalho, através da anisotro-
pia da fluorescéncia das sondas lipofilicas também foi possivel verificar um aumento na fluidez
das membranas de EC tratadas com nerolidol e (+)-limoneno. Entretanto, uma comparacao
entre nerolidol (sesquiterpeno que possui um grupo polar) e o (4)-limoneno (monoterpeno que
nao possui grupo polar) mostra que o sesquiterpeno apresenta maior capacidade em aumentar
a fluidez das membranas de EC. Este resultado esta de acordo com os dados apresentados no
capitulo 5 onde o nerolidol mostra maior capacidade em aumentar da dinamica das membranas

de eritrécito e de fibroblastos. Desta forma, sugerimos que quando incorporados no EC os

1Sigla para 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina.
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terpenos apresentam um efeito combinado entre desestabilizar a rede de ligacoes de hidrogénio

e provocar desordem nas cadeias acilas dos lipidios do EC (Figura 6.9)

Monocamada desordenada

monocamada ordenada (quebra da rede de ligagbes de hidrogénio
(rede de ligagdes de hidrogénio) e aumento da dinamica dos lipidios)
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Figura 6.9: Modelo para a ac3o dos terpenos em membranas de estrato cérneo. Figura adaptada de Transdermal
drug delivery of imipramine hydrochloride. I. Effect of terpenes. [80].

6.5 Conclusoes

Nossos resultados demonstram que a metodologia empregada para estudar a interagao
dos terpenos com as membranas intercelulares do EC através da anisotropia da fluorescéncia de
sondas lipofilicas foi satisfatoria e pode ser empregada no estudo de outras moléculas. Utilizando
esta metodologia observamos que em concentragoes de 1% (v/v para o EC) e na proporgao 0,8:1
(terpeno:lipido para DPPC) o sesquiterpeno nerolidol provoca alteragoes drésticas na dinamica
molecular das bicamadas lipidicas, aumentando sua fluidez e modificando sua transicao de fase.
Isto sugere que o efeito leishmanicida do nerolidol pode estar diretamente relacionado com sua
capacidade de alterar a dindmica das membranas?. Desta forma, este sesquiterpeno além de ser
usado diretamente no tratamento da leishmaniose, pode ser usado para aumentar a permeacao

através da pele de farmacos especificos de maneira eficaz para se obter um efeito combinado.

2De fato esta correlacio foi demonstrada por nosso grupo em um trabalho submetido para publicacio:
Camargos, HS; Moreira, RA; Mendanha, SA; Fernandes, KS; Dorta, ML e Alonso, A. Terpenes increase the lipid
dynamics in plasma Leishmania membrane at concentrations similar to their 1Csg.
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7.1 Motivacao

O estudo de membranas lipidicas através da microscopia eletronica depende do uso de
contrastes baseados em metais pesados tais como o 6smio, chumbo e o uranio. Entretanto,
o uso destes agentes de contraste nao conferem as imagens resolucao suficiente para o estudo
detalhado das bicamadas lipidicas. Para resolver este problema, a Avanti Polar Lipids Inc.
criou nanoparticulas de ouro conjugadas com duas cadeias acila, que quando incorporadas
nas bicamadas lipidicas sao capazes de conferir uma resolucao suficientemente grande para se
distinguir individualmente cada lamela de vesiculas multilamelares. Desta forma, nesta parte
deste trabalho estamos interessados em avaliar os efeitos da incorporacao destas nanoparticulas
de ouro sobre a morfologia e dinamica de diferentes tipos de membrana modelo para determinar

o possivel surgimento de artefatos experimentais.

7.2 Materiais e Métodos

7.2.1 Quimicos

Os lipidios 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfocolina (DOPC), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), N-palmitoil-D-eritro-es-
fingosilfosforilcolina (pSM), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), a sonda fluores-
cente 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lissamina rodamina B sulfonil) (Liss-Rho-
PE), o colesterol (col) e a 1,2-distearoil-sn-glicero-3-(Nanoparticulas Aurora) (AURORA-DSG)
foram adquiridos da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA). A sonda fluorescente Nafto[2,3-
a]pireno (NAP) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e a sonda fluorescente 1,6-
difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) foi adquirida da Molecular Probes® (Eugene, EUA) (Figura
7.1). Os demais reagentes utilizados possuiam a mais alta qualidade disponivel e todas as

solugoes foram preparados com agua Milli-Q.
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7.2.2 Manipulacao da AURORA-DSG

Filmes de AURORA-DSG dissolvida em cloroférmio (0,5 mg/mL) foram formados em
tubos de PFA! (Savillex, Eden Prairie, EUA) por evaporacao do solvente usando um fluxo de
nitrogénio gasoso. Os tubos contendo os filmes de AURORA-DSG foram armazenados a 4 °C

até o momento de sua utilizagao.

POPC /
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/

Figura 7.1: Estrutura quimica dos lipidios e das sondas fluorescentes utilizados neste trabalho.

7.2.3 Preparacao das Vesiculas Unilamelares Gigantes

As vesiculas unilamelares gigantes (GUV’s) foram preparadas através do método de ele-
troformacao de acordo com o protocolo descrito por Montes e co-autores [199] usando camaras
de formacao especiais baseadas nas descritas por Fidorra e co-autores [200], as quais permitem
a observacao direta das GUV’s sob o microscépio. Um breve sumério do protocolo segue: 5

uL das solugoes estoque dos lipidios (0,2 mM) dissolvidos em cloroférmio:metanol (2:1 v/v)

1Sigla para PerFluoroAlkoxy.
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contendo 0,3 mol% da sonda fluorescente Liss-Rho-PE foram adicionados sobre a superficie dos
eletrodos de platina das camaras de formacao. As camaras foram mantidas sob vacuo moderado
durante 90 min para eliminar o solvente organico residual. Em seguida, foram adicionados 400
pL de solucdo tampao (HEPES? 25 mM, NaCl 15 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) a cada camara
e estas foram conectadas a um gerador elétrico de corrente alternada TG330 (Thurlby Than-
dar Instruments, Huntington, Reino Unido). Os parametros do processo de eletroformagao
foram: frequéncia da corrente alternada, 500 Hz; tensao da corrente alternada, 0,03 V durante
6 min, 0,33 V durante 20 min e 0,8 V durante 90 min. As camaras foram mantidas a 60 °C
durante todo o processo de eletroformacao. A incorporacao da AURORA-DSG nas amostras
foi realizada através da adicao das solugoes estoque sobre os filmes de AURORA previamente
preparados. As solugoes resultantes foram cuidadosamente agitadas durante 2 min antes de
serem adicionadas sobre os eletrodos de platina. A concentragao final de AURORA-DSG em

cada amostra foi de 0,1 mol%.

7.2.4 Microscopia Confocal

Apés o periodo de formacao, as camaras foram introduzidas em um microscépio inver-
tido confocal Nikon D-ECLIPSE C1 (Nikon Inc., Melville, EUA) para aquisi¢ao das imagens de
fluorescéncia das GUV’s. O comprimento de onda de excitacao para a Liss-Rho-PE foi de 561
nm. As imagens foram adquiridas através de um canal de deteccao equipado com um filtro de
593+20 nm e tratadas com o software EZ-C1 3.20 (Nikon Inc.). Todas as imagens foram adqui-
ridas em temperatura ambiente e nenhuma diferenca no tamanho, formacao ou distribuicao dos

dominios lipidicos foi verificada durante ou apds o periodo de exposicao ao laser de excitacao.
7.2.5 Preparacao das Vesiculas Multilamelares

Filmes dos lipidios dissolvidos em cloroférmio:metanol (2:1) contendo 0,2 mol% da
sonda fluorescente DPH foram formados em tubos de PFA (Savillex, Eden Prairie, EUA) por

evaporac¢ao do solvente usando um fluxo de nitrogénio gasoso. Os tubos foram mantidos sob

2Sigla para 4-(2-hydrozyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid.
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vacuo moderado durante 90 min para eliminar o solvente organico residual e posteriormente
hidratados com 1000 pL de solugao tampao (HEPES 25 mM, NaCl 15 mM, EDTA 1 mM, pH
7,4) a 45 °C para formar uma suspensao de vesiculas multilamelares (MLV’s). As amostras
foram homogeneizadas através de sonicacao a 50 °C durante 6 min em um sonicador FB-
15049 (Fisher Scientific, Waltham, EUA). A incorporagdo da AURORA-DSG nas amostras foi
realizada através da adicao das solugoes de lipidios sobre os filmes de AURORA previamente
preparados. As solugoes resultantes foram cuidadosamente agitadas durante 2 min antes de
serem evaporadas pelo fluxo de nitrogénio gasoso. A concentragao final de AURORA-DSG em
cada amostra foi de 0,1 mol%. Para evitar os efeitos de espalhamento de luz, a concentracao

final das MLV’s foi fixada em 0,025 mM.

7.2.6 Medidas da Anisotropia da Fluorescéncia

As medidas da anisotropia da fluorescéncia foram realizadas usando um espectro-
fluorimetro QuantaMaster 40 (Photon Technology International, Lawrenceville, EUA) com
polarizadores nos canais de emissao e excitacao e equipado com um sistema de medida tipo L.
Um controlador térmico TC125 (Quantum Northwest, Liberty Lake, EUA) foi utilizado para
estabilizar a temperatura das amostras. Os comprimentos de onda de excitacao e de emissao
para o DPH foram 360 e 427 nm respectivamente. A anisotropia da fluorescéncia foi calculada
de acordo com a equagao [188]

Iy -1,

_ g 7.1
ST (7-1)

na qual 7 é a anisotropia da fluorescéncia quase estatica e I) e I, sao as intensidades da fluo-
rescéncia paralela e perpendicular, respectivamente, ao plano de polarizacao da luz de excitacao

para o comprimento de onda de excitacao do DPH.
7.2.7 Preparacao das Bicamadas Planas Suportadas

As bicamadas planas suportadas (SPB’s) foram preparadas através do método de ad-

sor¢ao de vesiculas unilamelares pequenas (SUV’s) [35]. Filmes dos lipidios dissolvidos em
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cloroférmio:metanol (2:1) foram formados em tubos de PFA (Savillex, Eden Prairie, EUA) por
evaporacao do solvente usando um fluxo de nitrogénio gasoso. Os tubos foram mantidos sob
vacuo moderado durante 90 min para eliminar o solvente organico residual e posteriormente
hidratados com 100 uL de solucio tampao (PIPES? 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
pH 7,4) a 45 °C. Os SUV’s foram formados através da sonicagdo da suspensao de MLV’s du-
rante 60 min a 45 °C. Logo apos, 60 uL. da solucao de SUV’s foi adicionada a um substrato
de mica (Asheville-Schoonmaker Mica Co., Newport News, EUA) previamente introduzido em
uma célula especial (BioCell) para microscopia de forga atomica de amostras liquidas (JPK
Instruments, Berlim, Alemanha). Em seguida, foram adicionados a BioCell 60 uL de solucao
tampao contendo CaCly e 60 pL de solugao tampao sem CaCls e a solucao final foi lentamente
aquecida até 45 °C (1 °C/min). A concentracao final de lipidio foi de 0,17 mM. Apéds 30 min
a 45 °C a temperatura da BioCell foi ajustada para a temperatura ambiente (22-24 °C) e as
SPB’s foram equilibradas a esta temperatura durante 30 min. Os SUV’s nao adsorvidos foram
eliminados através de repetidas trocas de solugao tampao (sem CaCly). A incorporacao da
AURORA-DSG nas amostras foi realizada através da adigao das solugoes de lipidios sobre os
filmes de AURORA previamente preparados. As solugoes resultantes foram cuidadosamente
agitadas durante 2 min antes de serem evaporadas pelo fluxo de nitrogénio gasoso. A concen-

tracao final de AURORA-DSG em cada amostra foi de 0,1 mol%.

7.2.8 Microscopia de Forca Atomica

Os experimentos de microscopia de forga atomica (AFM) foram realizados em um
microscopio NanoWizard II (JPK Instruments, Berlim, Alemanha) equipado com cantiléveres
e pontas de nitreto de silicio (raio nominal ~ 20 nm) modelo MLCT (Bruker AFM Probes,
Camarillo, EUA). O valor para a constante de mola usado nas medidas em modo contato
(deflexao vertical do cantiléver constante) foi de 0,1-0,5 N/m. As imagens medindo 512x512

pixels foram adquiridas a uma taxa de varredura de 1 Hz (30x30-10x 10 pm) ou 10 Hz (0,5x0,5

3Sigla para Piperazine-N,N-bis(2-ethanesulfonic acid).
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pum) e tratadas com o software JPK Data Processing (JPK Instruments).

7.3 Resultados

7.3.1 Efeito da AURORA-DSG sobre a Morfologia dos Dominos
Lipidicos

As amostras estudas neste trabalho podem ser divididas em duas classes: a) ho-
mogéneas: POPC, pSM, DPPC e pSM:col (0,6:0,4); b) com dominios: DOPC:DSPC (1:1)
e DOPC:pSM:col (2:1:1). Em temperatura ambiente, as amostras compostas de POPC se en-
contram na fase liquida-desordenada, as amostras compostas de pSM e DPPC se encontram na
fase gel e as amostras compostas de pSM:col (0,6:0,4) se encontram na fase liquida-ordenada.
J4 as amostras compostas de DOPC:DSPC (1:1) se encontram nas fases liquida-desordenada
(rica em DOPC)/gel (rica em DSPC) enquanto as amostras compostas por DOPC:pSM:col
(2:1:1) se encontram nas fases liquida-desordenada (rica em DOPC) /liquida-ordenada (rica em
pSM:col).

A Figura 7.2 mostra as imagens de microscopia confocal de GUV’s compostas de POPC,
pSM, DPPC, pSM:col (0,6:0,4), DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1) e marcadas com
a sonda Liss-Rho-PE, a qual se particiona preferencialmente na mais fase fluida (ver apéndice
E para mais informagoes) das vesiculas. Desta maneira, as zonas negras de cada imagem
representam os dominios lipidicos que se encontram nas fases gel ou liquida-ordenada. Note
que a adicao de 0,1% de AURORA-DSG nao altera a morfologia das vesiculas, ou em outras
palavras, nao induz a formacao de dominios nas amostras homogéneas bem como nao modifica
a estrutura dos dominios pré-existentes.

Nas Figuras 7.3 e 7.4 estao apresentadas as imagens de microscopia de forca atomica
de SPB’s compostas de POPC, DPPC, DOPC:DSPC (1:1), DOPC:pSM:col (2:1:1), pSM e
pSM:col. Assim como no caso das GUV’s a adi¢ao de 0,1% de AURORA-DSG parece nao

alterar de maneira significativa a morfologia das SPB’s com exce¢ao da amostra DOPC:pSM:col
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Figura 7.2: Micrografias de fluorescéncia de vesiculas unilamelares gigantes marcadas com a sonda Liss-Rho-
PE e compostas de POPC, pSM, DPPC, pSM:col (0,6:0,4), DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1). Os
painéis esquerdos (imagem 3D e plano equatorial) mostram as imagens das amostras controle e os painéis direitos
(imagem 3D e plano equatorial) das amostras contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG. Todas as imagens foram
adquiridas a temperatura ambiente. A barra de escala equivale a 10 uM.
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onde a presenga da AURORA-DSG faz com que os dominios de fase liquida-ordenada passem

a ter formas mais irregulares.

Controle
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Figura 7.3: Imagens topogréficas de microscopia de forca atdmica de SPB’s compostas de pSM e psM:col
(0,6:0,4). Os painéis esquerdos mostram as imagens das amostras controle e os painéis direitos das amostras
contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG. As regibes negras representam o substrato de mica onde as bicamadas
ndo foram adsorvidas. Todas as imagens foram adquiridas a temperatura ambiente. A barra de escala equivale
abuM.

Entretanto, para todas as amostras, a incorporacao de AURORA-DSG nas SUV’s leva
a uma diminuicao da extensao das bicamadas e a um acimulo de agregados lipidicos. Para
as SPB’s compostas de pSM e pSM:col nao foi possivel preparar extensoes de membranas
suficientemente grandes e homogéneas para que se adquirir imagens confidveis indicando que a

incorporacao da AURORA-DSG estd interferindo na extensao destas amostras (Figura 7.3).
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Figura 7.4: Imagens topograficas de microscopia de for¢a atdémica de SPB’s compostas de POPC, DPPC,
DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1). Os painéis esquerdos mostram as imagens das amostras controle
e os painéis direitos das amostras contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG. Os dominios lipidicos s3o identificados
por suas diferencas de altura (escala de cor). As regiGes negras representam o substrato de mica onde as
bicamadas n3o foram adsorvidas. Todas as imagens foram adquiridas a temperatura ambiente. A barra de
escala equivale a 5 M.
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7.3.2 Visualizacao das Nanoparticulas AURORA-DSG

Afim de visualizar as nanoparticulas AURORA-DSG inseridas nas SPB’s e estudar seu
comportamento, para todas as amostras onde a extensao das bicamadas foi satisfatoria, foram
adquiridas imagens com 0,5x0,5 pym. Nestas imagens foi possivel identificar pequenas regioes
reprodutiveis as quais possuiam maior altura quando comparadas com o restante das bicamadas
(Figura 7.5). Como pode ser visto, hd um maior nimero de eventos (presenga de AURORA-
DSG) nas SPB’s que estao em fase liquida o que indica que as nanoparticulas sao incorporadas
com maior facilidade na fase fluida. Devido a forma semi-esférica/conica encontrada para as
nanoparticulas, estimar seu real diametro se torna uma tarefa dificil. Para tentar minimizar
erros de medida, o diametro médio de cada nanoparticula foi adotado como sendo o diametro
a meia altura visualizada na secao transversal das imagens. Na Figura 7.6 estao apresentadas
as distribuicoes de alturas das nanoparticulas AURORA-DSG como funcao de seus diametros
médios (obtidos através do software JPK Data Processing).

4 construidos & partir dos valores obtidos para a

A Figura 7.7 mostra os histogramas
altura das particulas AURORA-DSG em relagao as SPB’s. Os valores médios para a altura das
AURORA-DSG incorporadas nas amostras de POPC, DPPC, DOPC:DSPC e DOPC:pSM:col
calculados a partir do ajuste dos histogramas estao apresentados na Tabela 7.1. Como pode
ser observado, a altura média das nanoparticulas é menor para a fase liquida-desordenada.

Finalmente, na Figura 7.8 estao apresentados os valores da anisotropia da fluorescéncia

da sonda DPH incorporada em MLV’s compostas de POPC, pSM, DPPC e pSM:col. A adicao

de 0,1% de AURORA-DSG nao provoca alteragoes significativas na fluidez das bicamadas que

40s histogramas foram construidos obedecendo o critério de Sturges [201], segundo o qual o conjunto n de
medidas deve ser distribuido em & grupos representados no histograma como colunas, onde

k =1+ 3,222log19(n). (7.2)

A largura de cada coluna é definida como a diferenca entre os valores do maior e do menor elemento da contagem,
dividido pelo inteiro superior mais préximo de k. Cada histograma foi ajustado pela distribui¢ao lognormal [202]

1 _ Unz—p)?

e 22 | (7.3)

fsp,0) =
ToV 2T

onde 0 < x < 00,0 < 0 e u éreal
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Figura 7.5: Imagens topograficas de microscopia de for¢a atdémica de SPB’s compostas de POPC, DPPC,
DOPC:DSPC e DOPC:pSM:col. Os painéis esquerdos mostram as imagens das amostras controle, os painéis
centrais das amostras contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG e os painéis direitos uma representacdo 3D dos
painéis centrais. As particulas, em sua maioria, permaneceram estadveis durante o processo de aquisicdo da
imagem. Por motivos técnicos ndo foi possivel adquirir imagens da fase liquida-ordenada das amostras de
DOPC:pSM:col. Todas as imagens foram adquiridas a temperatura ambiente e possuem 0,5x0,5 uM.
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se encontram nas fases [, e ,. Por outro lado, paras as membranas de DPPC e pSM (fase gel) a

presenca de AURORA-DSG provoca um ligeiro aumento e diminui¢ao da fluidez das bicamadas

respectivamente.
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Figura 7.6: Distribuicdo dos didmetros como fun¢do das alturas medidas através das imagens topograficas
de AFM das nanoparticulas AURORA-DSG introduzidas nas SPB’s. O pardmetro R determina a correlacdo
entre os valores encontrados para os didmetros e para as alturas. Painéis: A, POPC; B, DOPC:DSPC (fase
liquida-desordenada); C, DOPC:pSM:col (fase liquida-desordenada); D, DPPC; E, DOPC:DSPC (fase gel).

Tabela 7.1: Valores para a altura média das nanoparticulas AURORA-DSG incorporadas nas SPB’s encontrados
a partir das distribuicdes mostradas nas Figura 7.7.

Altura (nm)
fase l4 fase gel
POPC 2 87+1.25 -
DPPC - 7554111
DOPC:DSPC 1,20+£1,18 1,75+1,20
DOPC:pSM:col 1,55+1,17 —
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Figura 7.7: Histogramas e seus ajustes das alturas medidas através das imagens topograficas de AFM das
nanoparticulas AURORA-DSG introduzidas nas SPB’'s. Painéis: A, POPC; B, DOPC:DSPC (fase liquida-
desordenada); C, DOPC:pSM:col (fase liquida-desordenada); D, DPPC; E, DOPC:DSPC (fase gel).
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Figura 7.8: Anisotropia da fluorescéncia da sonda DPH incorporada em MLV's de POPC, pSM, DPPC e
pSM:col. Foram adicionados as amostras 0,1 mol% de AURORA-DSG. O asterisco indica estatisticamente
diferente a P<0,05 (teste Tukey).
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7.4 Discussao

A separagoes laterais de fase [,/ly e lg/gel estdo bem caracterizadas em GUV’s [33,
200,203-206] e SPB’s [207-211] para uma diversidade de composi¢oes lipidicas. Nossos resulta-
dos de microscopia confocal indicam que a incorporagao de 0,1% de AURORA-DSG nao afeta
a estrutura morfoldgica das bicamadas, uma vez que as vesiculas gigantes conservaram seus
dominios pré-existentes e o surgimento de novos tipos de dominios também nao foi verificado.
No caso das SPB’s a incorporacao das nanoparticulas parece nao alterar de maneira substancial
a topografia das bicamadas compostas por POPC, DPPC, DOPC:DSPC e DOPC:pSM:col. Cu-
riosamente, as SPB’s compostas de pSM e pSM:col nao apresentaram o mesmo comportamento.
Como discutido por Lawrence e co-autores [212], a alta concentragao de colesterol (préximas de
50 %) impedem a formagao de SPB’s com uma reprodutibilidade adequada (apesar disto nao
ser verificado para o caso de monocamadas) para o estudo de AFM. Este fato pode explicar
a baixa adsor¢ao de nossas amostras de pSM:col, sobretudo da amostra controle. Entretanto,
no caso da amostras de pSM e pSM:chol onde a AURORA-DSG foi incorporada, parece haver
uma interacao preferencial entre as particulas de AURORA-DSG e as moléculas de pSM, a
qual nao pode ser completamente explicada neste momento, que impossibilita a adsorcao dos
SUV’s e impede seu estudo por AFM. Além disso, aparentemente esta interacao nao esté as-
sociada a rigidez das bicamadas de pSM, uma vez que para SPB’s compostas de DPPC, as
quais apresentam uma rigidez similar as das SPB’s de pSM, foi possivel realizar uma extensao
satisfatéria.

De acordo com os resultados para a anisotropia da fluorescéncia da sonda DPH, a
presenca das nanoparticulas AURORA-DSG nao provocam alteragoes significativas na fluidez
das amostras em fase fluida. Por outro lado, alteragoes na dinamica das membranas em fase
gel (DPPC e pSM) sao verificadas e mais uma vez uma interacdo entre a AURORA-DSG
e as moléculas de pSM pode ser observada. Recentemente, tem sido reportado interacoes

preferenciais entre a pSM e ceramidas de diferentes tamanhos de cadeia. Neste tipo de interacao,
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a afinidade da hidroxila da parte polar da ceramida pelo grupo amida das moléculas de pSM ¢é
tao alta que exclui as moléculas de colesterol que interagem com a pSM para formar dominios
de fase liquida-ordenada dando origem a um novo tipo de dominio com maior rigidez [30,
213-215]. Uma interacao similar pode ser a origem das alteragoes provocadas pela inser¢ao das
nanoparticulas nas membranas compostas de pSM, uma vez que a parte lipidica das AURORA-
DSG possue um possivel grupo amida (ndo detalhado pelo fabricante) o qual poderia estar
interagindo fortemente com o grupo amida da pSM. Contudo, ao que tudo indica, a baixa
concentracao de AURORA-DSG nao é suficiente para promover um efeito macroscépico sobre
os dominios das amostras estudadas neste trabalho. Mesmo que a forma dos dominios [, das
SPB’s compostas de DOPC:pSM:col-AURORA tenham formas distintas da amostra controle,
nossos dados nao sao conclusivos e mais experimentos devem ser realizados afim de esclarecer
a interacaio AURORA-pSM.

Entretanto, ficou demonstrado que as nanoparticulas AURORA-DSG se inserem nas
SPB’s compostas pelas diferentes composicoes lipidicas. Devido a dimensao das nanoparticulas
AURORA, os dados relacionados com o diametro médio das particulas obtidos através das
imagens de AFM poderiam estar afetados pelo efeito da convolugao da ponta. No entanto, em
nossos experimentos, os valores encontrados para a altura das particulas foi sempre inferior a 15
nm, enquanto a sobrevaloracao introduzida pela convolucao da ponta na imagem gera medidas
entre 15 e 22 nm (considerando um diametro médio para a parte metalica da nanoparticula entre
1,4 e 3 nm e assumindo o raio nominal da ponta igual a 20 nm, como indicado pelo fabricante, ver
apéndice E para maiores informagoes). Note que o diametro (Figura 7.6A) associado ao valor de
altura média (2,87 nm) encontrada para as amostras de POPC é ~ 30 nm, o que ajuda a validar
nossos dados. Mesmo que diametros maiores do que 20 nm tenham sido encontrados e que as
dimensoes reais das nanoparticulas quando inseridas nas SPB’s nao possam ser determinadas
de maneira precisa, a diferenca de insercao das nanoparticulas entre as fases [; e gel é evidente.
A dependéncia linear encontrada entre as alturas e os diametros médios obtidos através das

imagens de AFM, indica que as nanoparticulas estao inseridas nas SPB’s sempre com a mesma
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orientagao/perfil e diferem apenas em seu grau de inser¢do nas bicamadas. Este resultado
¢é importante pois exclui a possibilidade das regioes observadas serem artefatos experimentais,
uma vez que possiveis agregados lipidicos responsaveis pelas diferencas topograficas encontradas

nas imagens de AFM teriam formas irregulares e orientagoes aleatérias.

7.5 Conclusoes

Os resultados deste trabalho mostram que a adigao de 0,1% de AURORA-DSG néo pro-
voca mudancas morfoldgicas substanciais em bicamadas lipidicas homogéneas ou com dominios
lipidicos, bem como nao produz grandes variagoes em sua fluidez. Além disso, ficou demons-
trado que a AURORA-DSG se incorpora melhor em membranas que estao em fase fluida.
Desta maneira, nossos resultados sugerem que a AURORA-DSG pode ser usada como agente
de contraste em imagens de microscopia eletronica de membranas lipidicas sem provocar efeitos

colaterais associados.
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Este trabalho descreveu possiveis mecanismos da interacao de diferentes tipos de ter-
penos com as membranas lipidicas, os quais sao responsaveis por seu papel como facilitadores
da permeacao. Através das espectroscopias de ressonancia paramagnética eletronica e de fluo-

rescéncia fomos capazes de demonstrar que

e 0s terpenos podem atuar como espacadores ou extratores lipidicos e que sua capacidade
de atuar como extratores lipidicos nao estd relacionada somente com sua capacidade de
afetar a rede de ligagoes de hidrogénio dos grupos polares das bicamadas mas também
com sua habilidade de formar estruturas micelares com uma hidrofobicidade suficiente

para competir pelos lipidios das membranas;

e quando inseridos nas membranas lipidicas, os terpenos aumentam sua fluidez e reduzem

a temperatura da transicao de fase das bicamadas;

e 0s monoterpenos estudados nao apresentam diferencas entre si em sua capacidade de
aumentar a dinamica de membranas lipidicas, mas que mudancas signficativas sao vistas

quando eles sao comparados com o sesquiterpeno nerolidol;

e 0s processos envolvidos no ataque dos terpenos as membranas de eritrocito e de fibroblas-

tos nao sao completamente independentes.

Além disso, este trabalho apresentou os primeiros resultados sobre a interacao da na-
noparticula de ouro conjugada AURORA-DSG desenvolvida pela Avanti Polar Lipids Inc. para
aumentar o contraste das bicamadas lipidicas em imagens de microscopia eletronica. Através
das microscopias confocal e de forca atomica e da espectroscopia de fluorescéncia fomos capazes

de demonstrar que a adi¢ao de 0,1% de AURORA-DSG

e nao provoca mudangas morfolégicas substanciais em bicamadas lipidicas homogéneas ou

com dominios lipidicos;

e nao provoca grandes variagoes na dinamica das bicamadas lipidicas;
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sugerindo entao que essas nanoparticulas podem ser usadas como agente de contraste em ima-
gens de microscopia eletronica de membranas lipidicas sem provocar efeitos colaterais associa-

dos.
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Com base nos resultados obtidos sobre a interagao de terpenos com as diversas mem-

branas lipidicas estudadas nesta tese, nossas principais perspectivas a cerca deste tema sao

e estudar a interacao de terpenos com as membranas de parasitos tais como o Trypano-
soma cruzi (agente etiolégico da tripanossomiase) para determinar seus possiveis efeitos

antiparasitarios e os respectivos mecanismos de acao;

e estudar a interagao de terpenos com as membranas de linhagens de células cancerigenas

para determinar seus possiveis efeitos antitumorais e os respectivos mecanismos de agao;

e usar a metodologia desenvolvida nesta tese para o estudo do estrato cérneo (EC) por meio
da espectroscopia de fluorescéncia para estudar os efeitos de terpenos sobre a particao de

porfirinas utilizadas na terapia fotodinamica nas membranas do EC.

No que diz respeito aos resultados obtidos sobre a interacao das nanoparticulas 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-(Nanoparticulas Aurora) (AURORA-DSG) com bicamadas lipidicas, nos-

sas principais perspectivas sao

e elucidar a possivel interagao da AURORA-DSG com a N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfos-

forilcolina (pSM) e com outros lipidios de mesma estrutura;

e avaliar os efeitos da insercao da AURORA-DSG em membranas celulares tais como a

membrana de eritrdcito.
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Para construir um hamiltoniano que represente melhor os sistemas estudados neste
trabalho por meio da ressonancia de spin eletronico, devemos levar em conta uma série de
interacoes magnéticas que ocorrem em nossas amostras. Elas podem ser intra- ou intermole-
culares e se manifestar dependendo da natureza do sistema ou do meio no qual as moléculas
paramagnéticas estao inseridas. As interacOes intermoleculares nao sao desejadas e podem ser
evitadas pelo uso de amostras nas quais as moléculas paramagnéticas estejam suficientemente
diluidas na matriz diamagnética. Contudo, a alta sensibilidade dos espectrometros e a possi-
bilidade de se trabalhar com amostras concentradas garantem uma boa deteccao do sinal de
RPE.

J& as interacoes magnéticas inerentes a espécies paramagnéticas, sao as responsaveis
pela estrutura complexa de seu espectro. A seguir, vamos discutir em detalhes as principais
interagoes observadas nos espectros obtidos através do método dos marcadores de spin (Zeeman,
com o campo de micro-ondas e hiperfina) e construir um hamiltoniano adequado para nossas

finalidades.

A.1 Interacao Zeeman

A interacao Zeeman surge da interacao entre o spin eletronico e o campo magnético
estatico aplicado. O hamiltoniano de um elétron de carga e (e negativa) sob agao de uma

campo externo H pode ser escrita como [216]

1 e 2
H=:(p—“A) +V+AL-S+24H-S, (A1)
2m c

onde A ¢é o potencial vetor associado com o campo magnético estatico aplicado H, V; é o
potencial do “dtomo livre”, AL - S é o termo de acoplamento spin-6rbita e 25.H - S representa
o acoplamento do momento de spin eletronico e o campo externo aplicado. Estamos usando
A para representar a constante de acoplamento spin-Orbita e (3, para expressar o momento

magnético eletronico. O magneton de Bohr esta relacionado com 7., a razao giromagnética do
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elétron e com p, o momento de dipolo magnético de spin, através da equacao
n=—.hS =-243.S5 ou Yeh = 20.. (A.2)

O sinal negativo representa o fato de que o spin e o momento sao diretamente opostos.
Expandindo o primeiro termo do lado direito da Equagao (A.1) temos
2 2

1 e . \2 p e e
——A) _r 5 ALA. A2 A.
2m (p c 2m  2mc (p + p)+ 2mc? (A-3)

E conveniente explicitar que na notacao aqui apresentada o potencial vetor é definido como

1
A= éH Xr, <A4>
que nos leva a
1 e \2 p? eh e? 2 >
—(p-cA) =2 - CLH.L H2 (2" +") A5
2m (p c 2m  2mc + 8mc? Tty (A.5)
onde, como é usual, L = —ihr x V, e onde os eixos 2’ e y’ sdo perpendiculares a dire¢ao do campo

2" (estamos distinguindo a dire¢ao do campo 2’ e o eixo cristalino z). O termo proporcional
a H? nos d4 o diamagnetismo usual. Ele acaba por ser irrelevante, quando comparado com
o termo H - L, na influéncia sobre a ressonancia de spin eletronico. Utilizando o fato de que
Be = eh/2mc, temos o hamiltoniano

2

Hzé’—m+ﬁeH-L+%+AL-s+2ﬁeH.s. (A.6)

Vamos considerar que o principais termos de energia sao os termos cinético e o potencial
do “atomo livre” V. Sendo assim, vamos tratar os termos S.H - L e AL - S usando o método
de teoria de perturbacao. Para isso, iremos usar os trés estados degenerados do orbital tipo p
xf(r), yf(r) e zf(r), os quais sdo solugdo do potencial do dtomo livre, para denotar fungoes
de onda do tipo xf(r)um, yf(r)um, e zf(r)u,, onde as fungoes u,, sdo fungoes de spin. Se

nao existir acoplamento spin-6rbita!, o spin serd quantizado independentemente do orbital,

1 Ao examinar o tipo de elementos de matriz que os termos 8.H -L e AL-S possuem, encontramos dois tipos:
aqueles que conectam o mesmo orbital, e aqueles que conectam orbitais diferentes. Temos entao, elementos de
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de forma que as fungoes u,, serao autofuncoes do operador S., onde 2’ é a diregao do campo
magnético aplicado.

Temos entdo, uma fungao de onda modificada? ., [217]

Yom = f (1)U, + Z Z {wm |EBGP_I EL|xm>wf(r)um/. (A.7)

m w=y,z
Como S$.H - L nao depende do spin, m’ = m. Escrevendo .H - L na forma de componentes,

encontramos

wxm = Z Z w‘L |'T ﬁeH f( ) <A8>

W= y7zq x?y7

Agora usamos esta fungao de onda corrigida para calcular os elementos da matriz de AL - S,
que envolvem o estado fundamental do orbital. Na verdade, existem elementos de matriz para
o estado excitado, que em segunda ordem podem retornar para o estado fundamental. No
entanto, esses estados nao envolvem o campo aplicado H [216]. Ao negligencia-los, estamos

encontrando a energia de acoplamento dependente do campo

[ Vi Sttt =3 Y Y Sl L) L) (o) el Hy

W=,z ¢,q4'=x,y,2

(A.9)

Para computar os elementos de matriz internos do estado fundamental orbital, basta

matriz tais como [216]

/xf(r)ufnﬁeHZszf(r)um/deTs ou

/ xf(r)yur, AL, S x f (r)um drdrs

onde dT representa uma integral sobre as coordenadas espaciais e dTg sobre as varidveis de spin. Podemos notar
que as integrais acima envolvem

/ £ f(r) Lz f (r)dr

Usando a expressao L, = —h ( —y 61) [217] e o fato de que as fungdes  f (1) sao fungodes reais, percebemos

que a integral acima deve ser nula, 0 que leva a supressao do momento angular orbital. Portanto, os tnicos
elementos de matriz que nao desaparecem dos termos 8. H-L e AL - S conectam estados que diferem em energia
orbital.

20s termos B.H - L e AL - S nio apresentam contribuicao de primeira ordem [216]. Em segunda, e ordens
mais elevadas, ambos os termos perturbam a fungao de onda. Vamos tratar primeiramente do efeito de S H - L
sobre a funcao de onda. Pode parecer mais sensato tomar o termo AL - S em primeiro lugar. Entretanto, como
veremos a seguir, a expressao final envolve uma aproximagcao que é proporcional ao produto S.H-L e AL-S (que
é a interacdo entre as duas energias que causam o efeito). Sendo assim, é irrelevante qual a interagdo usamos
para perturbar a funcao de onda.
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substituir os termos S.H - L e AL - S por um termo efetivo no hamiltoniano (H.r)

ey = Y quq,wez[<‘U'Lq'“><w'Lq§>j oLl el

a,9' w

= /Be Z Sq(qu/Hq/. (AlO)

4,9

Uma vez que os elementos de matriz que compoem a,, sao transformados sobre rotacoes coor-
denadas como L, e Ly, 0s a4y sao identificados como componentes de um tensor de segunda
ordem. Uma andlise da Equagao (A.10) mostra que se trata de um tensor simétrico (aq,y = aqq)-

Para nosso caso particular podemos computar os elementos de matriz dos operadores

0 0 0 0 0 0
L, = —h (ya - Za_y) , L,=—h (z% - x&) e L,=—ih (:pa—y - y%) . (A11)
Usando as trés expressoes acima, encontramos
Lyxf(r) =0, Lyxf(r)=—hzf(r) e L,xf(r)=1hyf(r). (A.12)

Desta forma, os elementos de matriz de L, desaparecem, os de L, conectam-se apenas com o
estado zf(r), e os de L, conectam-se apenas com y f(r). Isto nos da contribui¢bes apenas para

os termos onde ¢ = ¢'. Isto ¢, os eixos z,y, z s@0 os eixos principais do tensor a,,. Usando

(A.11) e (A.12) temos,

A A
Hef — 26@ <mSyHy + mSsz) . (A13)
T z T Y

Combinando este resultado com o termo Zeeman 25.H - S, obtemos um hamiltoniano de spin

para o estado fundamental orbital na forma
HZ = ﬁe (gmmHmSm + gyyHySy + gzszSz) ) (A14)
onde
A A
I I < E. - E:v) / < Ey B E:v) ( )
Podemos empregar a notacao diadica g, definida por

g = ig:m:i +jgyyj + kgzzk7 (A16)
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para escrever a interacao como

Hy,=p5H-g-S (A.17)

no lugar de

H,=28H-S. (A.18)

Comparando as Equagdes (A.17) e (A.18) percebemos que o efeito combinado do acoplamento

spin-érbita e da energia Zeeman é substituir o campo real H por um campo efetivo Hee dado

por
Ho = S8 gy Jaeg gy Gy g gy oo (A.19)
2 2 Y2 2
e com ressonancia dada por
Hz =20.Her - S. (A.20)

Como gz, gyy € g.. sa0 em geral diferentes, o campo efetivo difere do campo real aplicado tanto
em magnitude quanto em direcdo. Se denotarmos z” como sendo a direcao do campo efetivo,

fica evidente que a transformagao de coordenadas ird colocar (A.20) na forma
Hyz = 2B.H.pS.n, (A.21)

onde H,.; é a magnitude do campo Her. A frequéncia de ressonancia v portanto, satisfaz a

condicao

hVO = 2Bejv{ef

= B\[H2g% + H63, + H2g2,

= BeH \/ atg3, + asgy, + aigl,, (A.22)

onde aq, as e ag sao os cossenos dos angulos entre H e os eixos x,y, z. Geralmente podemos

escrever (A.22) como

hvo = gB.H, (A.23)

onde o fator g é definido pela equagao

9= \/ atg3, + asgy, + azgl.. (A.24)
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As Equagoes (A.23) e (A.24) enfatizam o fato de que para uma dada orientagdo de H, o
desdobramento dos estados de spin é diretamente proporcional a magnitude de H. A partir de
(A.15) e (A.24) e reconhecendo que ambas E, — E, e E, — E, sdo positivas, vemos que valores
positivos de A\ fazem g menor ou igual a 2, enquanto valores negativos de A fazem ¢ maior ou

igual a 2 (g = 2 para o elétron livre).

A.2 Interacao com o Campo de Micro-ondas

Em adicao ao efeito do campo magnético estatico, o qual determina a separacao dos
niveis Zeeman, devemos considerar a presenca do campo de micro-ondas, o qual é responsavel
pelas transi¢oes de RPE. O campo magnético associado com a radiacao oscilante ao longo do

eixo x perpendicular a direcao do campo principal aplicado, tem componentes
H,, = Hy coswt, Hy, = H,, =0. (A.25)

O hamiltoniano correspondente a interacao com o momento magnético de spin, negligenciando

por simplicidade a anisotropia do fator g é
H' = gB.H,S, coswt. (A.26)

Como H; é muito menor do que o campo principal H (é normalmente da ordem de alguns
miligauss para evitar o fenémeno de saturacao), H' pode ser tratada com uma perturbagao de-
pendente do tempo nos autoestados de ‘Hz. Para isto, escrevemos a funcao de onda dependente

do tempo como

(1)) =Y ealt)], (A.27)

n

com

Cn(t) = by (t)eEnt/h, (A.28)

Usando a teoria de perturbacao dependente do tempo, encontramos a aproximacao de primeira

ordem de b,(t) através de [218]

1 [ ,
) = / et A, (H)dE, (A.29)
0
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COM Weao = % e Auo = (a|H|a'). Substituindo (A.26) em (A.29) encontramos

n

1 [t /
(1) = 71/<a\geﬁeHlecoswt'|a'>e’ww’tdt'
th Jo

geBeHl / ! ' t/ t! /
- (@] S,]a’) / (ot [ew +e } dt
2h 0
geBeHl . ez(waa/—i—w)t -1 ez(waa/—w)t —1
= S, A.30
2uh (a]Sele’) { (Waar +w) * (Waar — w) ( )
Fazendo a aproximacao®
1 1
2|Waa | > Aw ou t> ~ — (A.31)
|Waar| W
temos que
H ez(waalfw)t/2
() = P oy T 2 it f2
D) = 25 alSe) T e ‘ ]
. eH YWy o —w)t/2
_ 9 6}1 1<a|5$|a’>msen [(Waar — w)t/2]. (A.32)
A probabilidade de transicao o — o’ é dada entao por
Paor = |0 (#)]?
_ (92B2HT o] Sala/)* sen® [(waar — w)t/2]
h? (Waar — w)?
272 172 INE
9e P Hil[{a|Sa| o)
_ < e F (t, wour — ). (A.33)
Utilizando a Regra de ouro de Fermi [218] temos que
tliglo F(t,waer —w) = 7l (Waer — w)
= 2mht§(Ey — By — hw), (A.34)
que nos leva a
9:B2HY|(ar] S0} |?
Py = ( el’e e ) 21ht§(Ey — By — hw). (A.35)

3Esta aproximacdo é valida apenas se a perturbacio atua durante um tempo ¢ o qual é suficientemente grande
quando comparado a 1/w. O significado fisico desta aproximagcao é claro: durante o intervalo de tempo [0, ¢],
a perturbacao deve executar numerosas oscilagoes para aparecer no sistema como uma oscilagao senoidal. Se,
por outro lado, ¢ for pequeno comparado com 1/w a perturbagdo nio terd tempo para oscilar e serd equivalente
a uma perturbagao variando linearmente no tempo, ou constante. Para uma perturbagao constante a condigao
A.31 nunca ser satisfeita, j4 que w = 0 [218].
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Assim, a taxa de transicdo por unidade de tempo pao é

2 ,
oo = (57 ) BRI PO(Ew — i — ) (4.36)

em que 0 é a funcao delta de Dirac, a qual impoe a condicao E, — E, = hw. A condicao para
valores diferentes de zero de («|S;|a’) é encontrada reescrevendo o operador de spin S, em

termos dos operadores de abaixamento e levantamento S, e S_ [217]
Sy =S, £15,, Sy = % (Sy+5-). (A.37)
O efeito destes operadores nas fungoes de onda de spin é
S| S, my) = [S(S + 1) — my(my £ 1)]7 | S, my £ 1). (A.38)

Portanto, as transigoes irao acontecer apenas entre niveis de energia com separagao igual a

AFE = hw, satisfazendo a regra de selecao Amg = +1.

A.3 Interacao Hiperfina

Devemos considerar também a interagao hiperfina, a qual surge do acoplamento do
spin eletronico com o spin nuclear de um ntcleo préximo. A forma basica da interagao pode
ser diferenciada entre os estados tipo s e nao s [216].

estados s

Hr = 8%76%7121 -Sd(r). (A.39)

estados nao s

_ Yevnh? [3(I-1)(S - 1)
- 73 72

Hp

I-S|. (A.40)

e

ImcdIn = % onde v, 8, e g, representam o fator giromagnético nuclear, o magneton

com 7y, =
nuclear e o fator de desdobramento espectroscépico nuclear respectivamente.
Considerando que o momento angular orbital é suprimido, notamos que na matriz

hamiltoniana existirao elementos referentes ao acoplamento hiperfino semelhantes aos que co-

nectavam estados de diferentes energias cristalinas descritos na Secao A.1. Negligenciando os
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elementos que estao fora da diagonal, temos elementos tais como [216]
(xmgmr|H|lzmgm]) = /Qﬁfmu,’iﬂsxf(r)?—[lqumu’msxf(r)derng[, (A.41)

em que mg e my sao os autovalores de S, e I.; ¢, € uyg sao fungoes nucleares e eletronicas
respectivamente, e d7 e drs representam integragoes sobre coordenadas especiais e de spin
eletronico respectivamente; e finalmente d7; representa uma integracao sobre as coordenadas
do spin nuclear. E conveniente deixar a especificacao da quantizacao do spin eletronico e do
spin nuclear para depois, uma vez que os estados quanticos adequados dependerao de outras
partes do hamiltoniano. Vamos entao omitir as fungoes eletronicas e nucleares de spin e suas

integragoes e computar apenas [ xf(r)Hzf(r)dr, denotada como

His = /xf(r)?—[;xf(r)dr (A.42)
Substituindo (A.40), obtemos
His = Yeynh® /% [3 (Ir—;) (S-r)—1I- S} 22 f2(r)dr. (A.43)

Os termos tais como I, xS,y nao irao contribuir, ja que para eles, o integrando ¢ uma funcao
impar de x e y. Os outros termos podem ser expressos como o produto de integrais angulares

e radiais, que levam a [216]

1\2
HIS = ’7@’7nh2 (ﬁ) g (BIGUSJ»‘ -I. S) ) (A44)

onde (1/r3) representa o valor médio de 1/r® sobre o estado xf(r).
Se ao invés de um estado p tivermos um estado s, ou uma funcao de onda ¥ que contem
algum estado tipo s, podemos computar o termo H s decorrente do acoplamento hiperfino como

8T

Has = [ 0 () = T R O)FLS (A.45)

A interacdo mais geral, é claro, a soma dos acoplamentos das interagdes de (A.39) e

(A.40):

His = / 2 {8—”%%#1 85(r) 4 2l [BL0)S 1)y s} } dr. (A.46)

3 r3 r2
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Examinando separadamente os termos do hamiltoniano acima, percebemos que o segundo termo

da integral (termo dipolar) pode ser escrito na notagao notagao diddica como
Hppp=1-A"-S, (A.47)
onde A’ é um tensor de segunda ordem com elementos dados pela relagao
Ay = —GeBegnBal(r*6ij — 3xiz;)r°) (A.48)

e os brackets denotam a integragao sobre a distribuicao eletronica. O termo dipolar é simétrico,
e seu trago tende a zero uma vez que »_ x? = r?. Além disso, assim como para o tensor g, a
magnitude da interagao dipolar depende da orientacao da molécula com respeito a diregao do
campo aplicado.

Ja o primeiro termo da integral (A.46) (termo de contato de Fermi) pode ser escrito
como

Hppo = al- S, (A.49)
onde a constante de acoplamento isotrépico, a, é definida por
a = (87/3) geBegnBnlt*(0)]. (A.50)
Dessa maneira, o hamiltoniano hiperfino completo assume a forma®
Hpyy=1-A-8S, (A.51)
onde o tensor A tem componentes
Aij = Al + da. (A.52)

Podemos combinar as Equagoes (A.51) com (A.17) para obter o hamiltoniano de spin

que melhor representa os sistemas estudados neste trabalho na forma

H=BH-g-S+S A1 (A.53)

4Se nao estivéssemos considerando a supressao do momento angular orbital, seria necessério incluir o aco-
plamento do momento de spin nuclear com o campo magnético originado do movimento orbital do elétron e
escolher um novo conjunto de estados eletronicos para obter o hamiltoniano de spin, como por exemplo, estados
que fossem autofuncdes de J2.
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Ao examinar os tipos de efeito que o acoplamento de (A.53) produz, notamos que nao
ha razao para que os eixos principais de g e A coincidam. Assumindo que de fato os eixos
principais nao coincidem e que o H é paralelo a um dos eixos principais, o eixo z por exemplo,

temos entao

H=pBHg..S, —whHI, + A, 1,S, + A,1,S, + A.LS.. (A.54)

Infelizmente, nao podemos resolver o hamiltoniano acima em sua forma fechada sem assumir
que a energia Zeeman eletronica S, H g.., é¢ muito maior que as energias de acoplamento hiperfino
A, Ay e A,. Esta aproximagao ¢ frequentemente boa quando temos campos magnéticos fortes
(268.H = 10" Hz para H = 3300 G, enquanto A é geralmente 10° Hz ou menos). Se tomarmos
o termo Zeeman eletronico como sendo suficientemente grande, percebemos que H comuta
com S, com boa aproximacgao e vamos tomar as autofuncoes de S,, com autovalores mg como
sendo as autofuncoes do Hamiltoniano. Os termos A1, S, e A,I,S, nao possuem elementos de
matriz que sao diagonais em mg e serao excluidos do hamiltoniano em aproximagao de primeira
ordem. Por outro lado, A,I,S, é diagonal em mg e sera mantido. Isto nos dd um hamiltoniano

aproximado do tipo

H = Beg:-HS, —yhHI, + A,S.1I.. (A.55)

Notamos ainda, que I, comuta com (A.55) e como anteriormente, usaremos suas autofungoes
de I, com autovalores m; como sendo as autofuncoes do Hamiltoniano. A energia de primeira

ordem ¢é dada entao por
E = BegzszS - ’VnhHmI + Azmsm[. (A56)

Desde que 1%, S% I, e S, todos comutam com o hamiltoniano (A.55) podemos definir as
autofuncoes do sistema como sendo um produto das fungoes de spin nuclear pelas funcoes de

spin eletronico do tipo

wmjms = (blm]uSmS- (A57)

As possiveis transi¢coes produzidas por um campo alternado sao encontradas considerando os
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elementos de matriz do operador H'(¢) (usando a mesma metodologia da Sec¢ao A.2)

H'(t) = (vehS, — Yuhi,) H, coswt (A.58)

entre estados como os de (A.57). Encontramos entdo que a parte S, de H'(t) conecta estados
com Amg = £1 e Am; = 0, enquanto I, conecta Amg =0 e Am; = £1. Como ja haviamos
encontrado que umas das regras de selegao deveria ser Amg = £1, percebemos que a regras de
selec@o completas para nosso caso devem ser Amg = £1 e Amy = 0.

Notamos portanto, que o efeito do acoplamento hiperfino na ressonancia eletronica
¢é equivalente a adicionarmos um campo magnético extra proporcional a componente z do
spin nuclear. Desde que o niicleo pode assumir apenas orientagoes quantizadas, a ressonancia

eletronica é desdobrada em 27 + 1.
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Espectros de RPE na regiao de movimento lento (107 < 7. < 107%) sao observados
no movimento de marcadores de spin baseados no nitroxido incorporados em membranas ou
proteinas [167,219-221]. Usando os métodos desenvolvidos por Freed e co-autores [126, 222]
é possivel interpretar as formas de linhas espectrais em termos de parametros obtidos através
de algoritmos computacionais, tais como as componentes dos tensores A e g e o tempo de
correlacao rotacional 7, para avaliar a dinamica dos processos de reorientacao molecular. A
seguir, vamos apresentar a teoria para o célculo da forma de linha de espectros de RPE de
marcadores de spin em regime de movimento lento, bem como as principais caracteristicas do

software utilizado para a realizacao das simulacoes espectrais contidas nesse trabalho.

B.1 Teoria Geral

Em um experimento de RPE a forma da curva de absorcao é determinada pelo perfil da
intensidade de energia absorvida em fung¢ao da frequéncia do campo de micro-ondas oscilante
H,(t). Pode ser demonstrado que a poténcia absorvida do campo oscilante pela amostra pode

ser escrita como [116]

P x M,, (B.1)

em que

Mx - _Ngﬁe<sx> = _NgBeTTp(t)SJH (BQ)

representa a magnetizacao macroscépica da amostra, N é a concentracao de spins eletronicos, g
é o fator espectroscépico de desdobramento, 3. é o magneton de Bohr e p é a matriz densidade
do sistema. Assim, para determinar a forma de linha espectral, basta encontrarmos uma
expressao adequada para o comportamento temporal de M, (que nesse caso significa encontrar
o comportamento temporal de p). A equagdo de movimento da matriz densidade, considerando
o mesmo hamiltoniano H(¢) para todos os membros do sistema, é dada pela equagao quantica

de Liouville [217]
o _

5 = M), ol (B.3)
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Nessa descrigao, estamos assumindo que a dependéncia do hamiltoniano H(¢) do mar-
cador de spin vem de suas interagbes com o ambiente de tal forma que H(t) é totalmente
determinado por um conjunto completo de varidveis §2. Estamos assumindo ainda, que a de-
pendéncia temporal de 2 é descrita por um processo de Markov estacionario de tal forma que
a probabilidade de se estar em um estado {2; no tempo ¢,partindo de um estado €2, no tempo
t — At, é independente do valor de €2 em qualquer tempo anterior a t — At e depende ape-
nas de At e nao de t. Um processo de Markov estacionario pode ser descrito pela equacao
diferencial [165,223]

0

S P(Qt) = —TaP(2,1), (B.4)

em que P(€,t) é a probabilidade de se encontrar o radical livre no estado €2 em um determinado
tempo t. Como o processo é assumido estacionario, I' é independente do tempo. O operador
de evolucao I'g é dependente apenas das variaveis aleatorias €2 e independente do espaco de
spin. Além disso, estamos assumindo que o processo tem uma unica distribuicao de equilibrio
Py(Q2), caracterizada por

ToPy(Q) = 0. (B.5)

Pode ser demonstrado [222,224] que as Equagoes (B.3)-(B.5) levam a equagao de mo-

vimento estocastica de Liouville

9 p(2,1) = (1), (1) ~ Tap(@ 1) (B.6)

em que agora, p(£2,t) é entendido como sendo um valor de p associado com um valor particular
de 2. Dessa maneira, ao invés de nos preocuparmos com a dependéncia temporal explicita do
hamiltoniano de spin H, a qual envolve a interacao com o ambiente, vamos expressar H em ter-
mos das variaveis angulares aleatorias () de forma que suas modulagoes devido aos movimentos
rotacionais passam a ser expressas pela dependéncia temporal de €.

Dessa forma, encontramos entao para a A-ésima linha hiperfina especificada por € do

espectro de estado estacionario de um marcador de spin na presenca de um campo oscilante de
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micro-ondas [222]

Pr() = 2N hwd, ZV" (), (B.7)

em que Py é a poténcia absorvida, d) é o momento de transi¢ao dado por dy = 7. Hi (A7 |S_|AT)
(em que St = S, %15, e AT sdo os estados de spin eletronico mg = i% para a A-ésima transigao)

e Z ;1)” é definido pela série de equagoes [222]

(P = po)r = X, (B.8)
w= o ezl (B.9)

€
AR AL (B.10)

Na Equagao (B.8), po(€2) é a matriz densidade de spin na qual a dependéncia com €) é tal
que T'app = 0 e x, representa a susceptibilidade magnética da amostra. Na Equacao (B.9),
a solucao do estado estacionario y, foi expandida em uma série de Fourier com coeficientes
independentes do tempo Z i") de forma que po(Q2) = ,080). Note que a Equagao (B.7) mostra o

fato de que é o harmonico n = 1 o diretamente observado. Na notacao acima, p, representa o

elemento de matriz de tal forma que
or = (A IpA%), (B.11)

em que A\~ e A1 sdo os dois niveis de energia entre os quais a A-ésima transi¢ao acontece (para
o nitréxido existem trés transigoes permitidas).
A absorgao total é obtida como uma média do equilibrio da Equagao (B.7) sobre todos

os . Assim, introduzimos médias tais como [222]
7\ = / AP, () ZM (%), (B.12)
de forma que a absorcao total pode ser escrita como

Py = 2NTwdy 2\ (B.13)
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em que estamos considerando d) essencialmente independente da orientacao. O hamiltoniano
de spin total H(t), expressa em unidades de frequéncia angular pode ser separada em trés
componentes

H = Ho + Hi(Q) + H'(t). (B.14)

Para o termo independente do tempo Hy podemos usar o procedimento descrito na
Secao A.3 do Apeéndice A para encontrar os niveis de energia de ordem zero e as frequéncias de

transicao na forma

WMo = geBHS. = hY il H — hye Y @S. 1., (B.15)

O termo H; diz respeito a perturbacao dependente da orientagao dos angulos §2 e sendo um
escalar, pode ser expresso como o produto escalar de dois tensores. Dessa forma, na notacao

de Freed e Fraenkel [126]

@)= Y 2%, F, AL (B.16)

1y
" y
Lmm'"

L Lm'") ~ . , .
em que J, i( ™ ¢ Af”- ) sdo componentes irredutiveis de um tensor de ordem L e componente
m, p distingue os diferentes tipos de interacao presentes em Hi, ¢ se refere aos diferentes
nucleos do radical e os apostrofos indicam que as interagoes estao escritas nos eixos moleculares

e os elementos da matriz de rotagao de Wigner 7 (Q) incluem a transformagcao do eixo

—m,m/’
molecular fixo (2/,y’, 2') para o eixo do laboratério (x,y, z). Estaremos preocupados com os
tensores A e g, para os quais L = 2. Finalmente, para o termo H'(t), o qual diz respeito a

interacao do spin eletronico com o campo magnético da radiagao oscilante, podemos escrever

(assim como descrito na Se¢ao A.2 do Apéndice A)
H'(t) = gBeHySycoswt. (B.17)

com S, = 3 (S_ + 54).
Quando tomamos os elementos de matriz (\;_| |\;4) da Equacdo (B.6) e utilizamos

as Equagoes (B.8)-(B.10), a equacao do estado estacionério para Z /(\n) é escrita como [222]

(meo — ) Z" Q)+ [H(2), Z0(Q)] = [FaZ @ Q)]+ (77 = 2{7] = qund. (B18)
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Os indices sobrescritos nos x,+ se referem aos harmonicos no sentido da Equacao (B.9). Para
temperaturas moderadas e valores de intensidade de campo comumente encontrados nos expe-
rimentos de ressonancia eletronica, podemos escrever [222] pg = N'7! — qHy, em que N’ é o
nimero de autoestados de spin de Hg e ¢ = h/N'KT. Além disso, temos que huwy = Ex+ — E\-
e os Z/(\n)(Q) sdo matrizes de spin definidas pelas Equagoes (B.8)-(B.10) e as Fy\+ sao as autoe-
nergias de Hy para os estados A\*.

Para obter a linha espectral devemos resolver a Equacao da difusao (B.4) e em seguida

a Equagao (B.12). A solucdo de tais equagoes diferenciais podem ser expressas em termos de

um conjunto completo de autofungoes ortonormais denotadas G,,(Q2) [222] tais que

TaGom(Q) = 721G m(9), (B.19)

& 0 m-ésimo autovalor.

em que 7,
Expandindo os elementos de matriz de Z)(\")(Q) em um conjunto completo de fungoes

ortonormais G,,(§2) temos

Z{" =37 [C0(w)], G(9), (B.20)

m

em que os coeficientes CT(,? ) (w) sdo operadores no espaco de spin e fungoes de w, entretanto sao
independentes de €.

Substituindo as Equagao (B.20) na Equagao (B.18), multiplicando a equagao resultante
por Gf (), integrando sobre ) e usando as propriedades de ortonormalidade das G,,(2),

obtemos [222]

[ — wy) — 7] [C0), + 3 / 106, (9) [H1(2), 0] Co +

dy ([Co V] = [CUY], 1) = quadad(m,0)8(n, 1). (B.21)

Como a absorcao descrita pela Equacao (B.13), depende apenas de Z/(\l), ao resolvermos a

Equagao (B.21) para [C’él)} e para todas as transicoes permitidas, encontraremos a forma da
A
linha espectral. Na auséncia de saturacao podemos assumir dy = 0 [165] no lado esquerdo da

Equacao (B.21) e fazer n = 1, para obter as expressoes necessarias.
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Uma largura de linha Lorentziana rotacionalmente invariante 7, ' pode ser incluida

nas Equagoes (B.18) ou (B.21) fazendo
wy — wy + Tyt (B.22)

No limite quase rigido, essa largura de linha corresponde a largura de linha de um monocristal,
ou mais precisamente a largura de linha residual do espectro de p6 [126]. De maneira mais

geral, uma variacao angular da largura de linha pode ser introduzida na forma [165]
Ty 1) = a + Bcos? 0, (B.23)

em que 6 é o angulo entre o eixo do campo magnético e o eixo molecular z.

As expressoes acima nos fornecem equagoes algébricas acopladas para os coeficientes
[C’,gff )} R as quais devemos resolver utilizando um ntmero finito de coeficientes (ja que a base
completa escolhida anteriormente, inclui um nimero infinito de autofungdes). A convergéncia
depende essencialmente da razao |Hi(2)|/7,,'. Quanto maior o valor dessa razao, mais termos

n ~ /o N
de |:C1(n)} S€rao 1necessarios para alcangar a convergencia.
A

B.2 Difusao Rotacional Browniana

Quando o método da se¢ao anterior é aplicado para a modulacao rotacional, € passa
a se referir aos angulos de Euler I' = (a, f,7) entre os eixos moleculares girantes e os eixos
fixos do laboratério. Para uma molécula sobre o efeito de intimeras colisoes, as quais causam
pequenas reorientacgoes angulares aleatérias, o movimento browniano isotrépico resultante é um

processo markoviano que pode ser descrito pela equagao de difusdo rotacional [222]

%P(Q, t) = RV4P(Q,1), (B.24)

em que V3 é o operador laplaciano na superficie de uma esfera unitaria e R é o coeficiente de
difusao rotacional. Se a molécula puder ser aproximada por uma esfera rigida de raio a girando

em um meio de viscosidade 7, a relagao de Stokes-Einstein fornece [225]

kT

= —F B.25
8mwan ( )
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Em um liquido isotrépico, a distribui¢ao de equilibrio Py(£2) é igual para todas as orientagoes,
o que nos leva & Py(Q2) = 1/8x% Além disso, o operador markoviano I'g ¢ identificado como
sendo —RV3%, que é formalmente o hamiltoniano cujo as autofungoes sao as matrizes de rotacao

normalizadas de Wigner ou os harménicos esféricos generalizados [226]

(2L +1)
82

G — d% () = [ ]%.@IL(M(Q), (B.26)

com autovalores RL(L 4 1). Note que para K = 0, 9§ (o, 8,7) = [47/(2L + D]2Ya(8,7),
em que Yrp sdo os harmonicos esféricos [217]. De maneira similar, o hamiltoniano para o
movimento browniano axialmente simétrico em torno de um eixo molecular z fixo também

possui as matrizes de rotacao de Wigner como autofungoes de autovalores
Pagin = [RLL(L+1) + (R = RL) K?] ¢, (B.27)

em que R, e R sao as constantes de difusdao rotacional sobre os eixos x,y e z respectivamente
[165,226,227]. Os indices K e M das matrizes de rotacao de Wigner se referem a projegoes ao
longo do eixos de simetria molecular e ao longo do eixos fixos do laboratério, respectivamente.
Com isso, basta executarmos todos os passos entre (B.6) e (B.20) para obter uma expressao
andloga a (B.21) que diga respeito a difusao rotacional browniana.

Para os nitroxidos, existem trés transicoes de EPR permitidas e outras seis proibidas
(Figura B.1), as quais devem ser consideradas em uma solugao rigorosa da Equacao (B.21).
Portanto, para conseguir resolver a Equagao (B.21) devemos incluir expressoes para os tensores

g e A (na notagao de Freed e Fraenkel) no hamiltoniano de spin H;(2), que fica na forma [165]
M) = Do) [Fo+ D'LIS. + [22,4(0) + Z()] (Fa+ DP'L)S.
+[ZRAL, — T2 (L] DS. + [72,,(Q) + 72,(2)] DO,

— 2%, () + 25 _,(Q)] DPI_5., (B.28)

em que

2 .
N (5.29)
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--------
__________

Stenc

Figura B.1: Niveis de energia e as respectivas transicdes possiveis para uma molécula de nitréxido submetida a
altos valores do campo magnético aplicado, H. Na figura, S = % I =1 e a notagdo utilizada é |mg, Mr). As
linhas sélidas indicam as transicoes permitidas e as linhas pontilhadas as transi¢oes proibidas. Figura adaptada
de Theory of Slow Tumbling ESR Spectra for Nitroxides [165].

1

O = — 129, — (g + g,)], B.30
97 = 75 292 = (g0 + 9y (B30)
1

g(2) =3 (92 — 9y] (B.31)
D= < el ) (A + Ay — 24.) (B.32)

2v6

1

DO = el (Ay — A) (B.33)
com D' = —(8/3)2D e D@ = —(8/3)2D®. Dessa maneira, verificamos que as transicoes

proibidas da Figura B.1 estao acopladas nas expressoes das transi¢oes permitidas através dos
termos que envolvem /.S, na Equagao (B.28) (/1 sdo os operadores de spin nuclear de levan-
tamento e abaixamento) e que os angulos de Euler «, 8,7 definem as rotagoes entre o sistema
de coordenadas do laboratorio e o sistema de coordenadas principal das moléculas nos quais os
tensores g e A sdo diagonais. A Equacao (B.21) pode ser avaliada para (n = 1) e dy =0 e as
expressoes resultantes estao extensamente discutidas no trabalho de Freed [165]. As expressoes
obtidas por Freed, definem um conjunto de equacoes algébricas acopladas que conectam as
transicoes proibidas com as transicoes permitidas e aproximagoes para a solugao completa po-
dem ser obtidas restringindo as equacgoes acopladas a um limite finito ao fixar C%,,(i) = 0 para

todo L > ny.
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B.3 Software NLLS

O software NLLS! utiliza um algoritmo modificado & partir do método de Levenberg-
Marquardt (um dos métodos quasi-Newton) conhecido como modelo de regiago de confianga
[228,229] e as equagoes obtidas na se¢ao anterior para determinar a forma de linha de espectros
de RPE. Dessa forma, este software nos permite ajustar um tinico espectro experimental através
da superposicao de componentes espectrais distintas, cada uma delas possuindo parametros
magnéticos (componentes dos tensores g e A), populacoes relativas (V) e taxas de difusdo
rotacional (Ry,,) caracteristicas que fornecem informagoes da natureza local do ambiente onde

os marcadores de spin estao inseridos (Figura B.2 e Tabela B.1).

—— componente 1

——experimental
——simulado

N N Tabela B.1: Pardmetros magnéticos (G), po-
|/ pulagBes relativas (%) e taxas de difusdo rotacional
(s71) utilizados pelo software NLLS para ajustar o
espectro experimental ao lado.

—_— te 2
I eomponente componente 1  componente 2

A //’H\‘ P A g A g
\ [ xx 6,9 2,008000 5,7 2,008200
yy 6,0 2,006000 5,6 2,006200

|/
\/
\

Figura B.2: Espectro de RPE (linha preta) e seu zz. 30,0 2,002260 28,0 2,004633
melhor ajuste (linha vermelha) do marcador 5-DMS N Ry, N Ryar
incorporado em vesiculas de DPPC a 34 °C. As linhas 72,9 7,704327 27,1 8,050981

verde e azul representam as compontentes espectrais
que formam o espectro composto (linha vermelha)
separadas através do software NLLS.

Para realizar a simulacao espectral o software NLLS expressa os tensores magnéticos
A e g e o tensor de difusao rotacional R em um conjunto de eixos fixos no marcador de spin.
Além disso, para explicitar as interacoes magnéticas dos spins eletronico e nuclear, é possivel
especificar o tensor W, o qual esta associado com o sistema de coordenadas magnético e que
especifica um alargamento nao homogéneo adicional do tipo Lorentziano e os parametros A, os
quais adicionam uma largura de linha nao homogénea do tipo Gaussiana. O célculo da forma

de linha ainda incorpora diferentes tipos de modelo para a difusdo rotacional (browniana, nao

1Sigla para Nonlinear Least-Square.
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browniana, viscosidade anisotrépica e saltos discretos). Todas as simulagoes desse trabalho
foram realizadas utilizando o modelo de difusao browniana. Esse modelo trata a difusao como
uma série de reorientacoes infinitesimais e é o mais adequado para marcadores de spin de
tamanho intermedidrio e macromoléculas marcadas [228]. O software permite ainda, que um
tensor de difusao rotacional completamente anisotréopico seja especificado para esse modelo. Ja
os parametros dinamicos sao especificados como logyy do valor real dos parametros, divididos

por unidades de s ou s7*.

A escala logaritmica é adotada porque ela ajusta os parametros
dinamicos a mesma escala de magnitude dos outros parametros necessarios para a simulagao,
o que melhora substancialmente a convergéncia do algoritmo [228]. Somado a isto, o software
inclui também um potencial de orientagao dado por [228]

U(Q) = —kT > CEDE(9), (B.34)

L,M

que modela a tendéncia do marcador de spin a se reorientar quando esse esta inserido em uma
membrana. Na notacao acima, {2 = («a, 3, 7) representam os angulos que relacionam os eixos de
difusdo com o eixo diretor e os coeficientes C% tem a propriedade Ck = C*,; = CE" e DL (Q)
sao os elementos da matriz de rotacao de Wigner [165].

Na Tabela B.2 estao apresentados os principais parametros que devem ser considera-
dos para o ajuste de espectros que se encontram no intervalo de movimento lento, divididos
em quatro categorias: (i) pardmetros magnéticos e estruturais, os quais descrevem os tenso-
res magnéticos g e A e um tensor nao homogéneo para a largura de linha; (ii) pardmetros
dinamicos, que incluem as taxas de difusao rotacional para os tipos de modelos implementados
no software; (iii) parametros de ordem, os quais descrevem a influéncia da orientagao em fluidos
anisotrépicos, tais como cristais liquidos e membranas; e (iv) parametros inteiros, que definem
o tipo de modelo ou de célculo utilizado.

A seguir, estao representadas os arquivos de entrada utilizados para a simulagao dos es-

pectros de RPE dos marcadores de spin utilizados nesse trabalho. Em cada arquivo, o parametro

par_rbar foi substituido por um valor inicial para a taxa de difusao rotacional.
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Tabela B.2: Lista de pardmetros usados pelo software NLLS para a simula¢do de espectros de RPE no regime
de movimento lento. Tabela adaptada de Nonlinear-Least-Squares Analysis of Slow-Motion EPR Spectra in One
and Two Dimensions Using a Modified Levenberg-Marquardt Algorithm [228].

Parametro Descrigao
Magnéticos, Estruturais e de Ordem
gXX, gVY, 877 tensor g
axx, ayy, azz tensor hiperfino A (G)

tensor (definido no sistema de coordenadas molecular)

para a largura de linha Lorentziana (G)

alphad, betad, gammad angulos de inclinagao de difusao (°)

alpham, betam, gammam angulos de inclinacdo magnéticos (°)

psi angulo de inclinagao diretor (°)

alargamento (dependente do sistema de coordenadas diretor)

WXX, WYY, WZZ

gib0, gib2 inomogéneo Gaussiano (G)
c20, c22, c40, c42, c44 coeficientes para o potencial de orientagao
phase fase do espectro (°)
BO campo magnético estatico
Dinamicos

pl, pkxy, pkzz logyy dos parametros para o modelo de difusao nao browniana
IXX, Ty, I'Z2%Z log1 do tensor de difusao rotacional (s!)
dit. djfprp loglo d? tfensorlde difusao efetivo para o modelo de viscosidade

anisotrépica (s')
0SS logyp da taxa de interagdo de troca de Heisenberg (s')

Inteiros

in2 duas vezes o valor do spin nuclear
ipdf parametro de escolha do modelo (difusdo browniana,

nao browniana, viscosidade anisotrépica)
ist nimero de sitios simetricamente relacionados (saltos discretos)
ml, mxy, mzz sinalizadores para o modelo de difusao nao browniana

lemx, lomx, kmn, kmx,
mmn, mmx, ipnmx
nort niumero de orientacoes no modelo MOMD

indices de truncamento dos calculos
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Arquivo de entrada para simular espectros com uma componente

echo off

echo — Open file 'nome.log’ to save a record of this session
echo

log nome

echo

echo — Set magnetic parameters for a generic nitroxide
echo

let gxx(1),gyy(1).gzz(1) = 2.0080,2.0060,2.0017

let in2=2

let axx(1),ayy(1),azz(1) = 6.9,6.0,32.0

let wxx(1),wyy(1),wzz(1) = 1.1,1.0,1.1

let BO(1) = 3354.0

echo

echo — Specify that two components are to be calculated
echo

sites 1

echo

echo — Specify basis set truncation parameters

echo

let lemx,lomx,kmx,mmx=6,5,4,4,2

echo

echo — Read in the datafile

echo

data nome ascii nspline 200 bc 20 shift

echo

echo — Provide initial estimates for rotation rates for each component
echo — Parameters for a given component are specified by an index
echo — in parentheses following the parameter name
echo

let rbar(1),N(1) = par_rbar1,1.0

let c20(1),c22(1)= 0.0,0.0

vary ¢20(1),c22(1),rbar(1),wyy(1),9zz(1),azz(1)

echo

echo — Carry out nonlinear least-squares procedure:
echo — (1) Stop after a maximum of 80 iterations
echo — (2) Stop after a maximum of 2000 spectral calculations
echo — (3) Chi-squared convergence tolerance is 1%
echo

fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001

echo

echo — fit again for full convergence

echo

fit

fix all

vary c20(1),c22(1),wxx(1),wyy(1),wzz(1)

fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001

fit

fix all

vary c20(1),c22(1),rbar(1),wyy(1),gzz(1)

fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001

fit

echo

exit
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Arquivo de entrada para simular espectros com duas componentes

echo off

echo — Open file 'nome.log’ to save a record of this session
echo

log nome

echo

echo — Set magnetic parameters for a generic nitroxide
echo

let gxx(1),gyy(1).gzz(1) = 2.0080,2.0060,2.0017

let gxx(2),g9yy(2),g9zz(2) = 2.0082,2.0062,2.0027

let in2=2

let axx(1),ayy(1),azz(1) = 6.9,6.0,32.0

let axx(2),ayy(2),azz(2) = 5.7,5.6,31.2

let wxx(1),wyy(1).wzz(1) = 0.8,0.4,0.8

let wxx(2),wyy(2),wzz(2) = 0.5,0.5,0.5

let BO(1) = 3270.0

let BO(2) = 3270.0

echo

echo — Specify that two components are to be calculated
echo

sites 2

echo

echo — Specify basis set truncation parameters

echo

let lemx,lomx,kmx,mmx=6,5,4,4,2

echo

echo — Read in the datafile

echo

data nome ascii nspline 200 bc 20 shift

echo

echo — Provide initial estimates for rotation rates for each component
echo — Parameters for a given component are specified by an index
echo — in parentheses following the parameter name
echo

let rbar(1),N(1) = par_rbar1,1.0

let rbar(2),N(2) = par-rbar2,1.0

let c20(1),c22(1) = 0.0,0.0

let c20(2),c22(2) = 0.0,0.0

vary c20(*),c22(*),wyy(*).rbar(*),gzz(1),azz(1)

echo

echo — Carry out nonlinear least-squares procedure:
echo — (1) Stop after a maximum of 80 iterations
echo — (2) Stop after a maximum of 2000 spectral calculations
echo — (3) Chi-squared convergence tolerance is 1%
echo

fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001

echo

echo — fit again for full convergence

echo

fit

fix all

vary c20(%),c22(*),.wyy(*).rbar(*),gzz(2),azz(2)

fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001

fit

fix all

vary c20(*),c22(*),wxx(*),wyy(*).wzz(*)

fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001

fit

fix all

vary c20(*),c22(*),rbar(*),wyy(*),gzz(*)

fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001

fit

echo

exit
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Para calcular as intensidade da radiacao emitida por um fluoréforo devemos ser capazes
de calcular o respectivo campo elétrico associado a essa radiacao. E sabido que um fluordforo
pode ser tratado como um dipolo elétrico que emite radiacao [230]. Dessa forma, vamos modelar
nosso fluoréforo como sendo duas pequenas esferas metalicas separadas por uma distancia a e
conectadas por um fio fino (Figura C.1).

V4

<y

Figura C.1: Cargas +q conectadas por um fio fino para formar um dipolo elétrico.

Para um tempo t, vamos considerar que a carga na esfera de cima é ¢(t), e a carga na
esfera de baixo é —¢(t). Suponha também que a carga ¢ oscile entre as extremidades do fio a

uma frequéncia angular w. Dessa forma, podemos escrever que

q(t) = qo cos(wt) (C.1)

d(t) = dy cos(wt)z, (C.2)

onde d representa o momento de dipolo e

do = (o (C?))

é seu valor maximo.
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O potencial elétrico retardado para esta situacao pode ser escrito como [231]

1 fqueos|w(t—Ry/c)] qocos|w(t—R_/c)]
Vi(r,t) = e { N = : (C.4)
onde pela lei dos cossenos
Ry = \/r2 T racos® + (a/2)>. (C.5)

Dessa forma, para transformar esse dipolo fisico em um dipolo perfeito, devemos fazer a se-

paracao entre as cargas muito pequena, ou seja
a << . (C.6)

Logicamente, se a for zero nao teremos potencial de dipolo; dessa forma, desejamos

uma expressao expandida até primeira ordem em a. Assim,

Ry (1 ¥ % cos 9’) : (C.7)
Segue entao que
1 1 a ,
R—iz;(liQ—TCOSQ>, (08)

cos [w (t — Ry /c)] = cos{w [t— g (1 ¥ %cose’ﬂ}

wa ,
> cos [w(t—T’/C):EQ—CCOSG} ) (C.9)
que pode ser reescrito na forma
cos [w (t — Ry /c)] = cos|w (t —r/c)| cos [% cos 9’} Fsen|w (t —r/c)]sen [? cos 9’} . (C.10)
c c

Na aproximacao do dipolo perfeito temos entao! que
a < clw. (C.11)
Sobre estas condicoes

cosw (t —Ry/c)] = cos|w(t—r/c) F (;J—Z cos 9') sen|w (t —r/c)]. (C.12)

Desde que ondas de frequéncia w tem comprimentos de onda A\ = 27 /w, isto equivale ao requerimento a < r.
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Substituindo (C.8) e (C.12) em (C.4), obtemos o potencial de um dipolo oscilante

perfeito

__ pocost (1

Vi(r, 0, t)= (— cosw(t—r/c)] — %sen [w(t — r/c)]) : (C.13)

dmeqr \r

No limite estético (w — 0) o primeiro termo reproduz o resultado encontrado para o

potencial de um dipolo estaciondrio [231]

Vi o) = Pt (C.14)

4drregr?

Entretanto, esse nao é o termo de interesse. De fato, estamos interessados nos campos que

sobrevivem a distancias longas & partir da fonte, na chamada zona de radiacdo® caracterizada

por
r>>c/w. (C.15)
Nessa regiao o potencial se reduz a
Vi@ t) = -2 (SO o (= /o) (C.16)
O Agege r ' '

Sabemos que o potencial vetor é determinado por [232]

A(r) = Z—i/%dR?’ (C.17)

onde a densidade de corrente J é dada por

J = Idl

dq
) |
dt

= % [qo cos(wt)] dl. (C.18)

De acordo com a Figura C.1 o potencial vetor A(r,t) pode ser escrito como

/2 p_
A(r,t) = Z_; / d/Q_qowsen [“’7(3 RIN g2z, (C.19)

ZNote que as aproximacdes (C.11) e (C.15) agrupam a aproximagao (C.6) e que uma combinacio dessas
equagoes nos leva a a < A < r.
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com

R =Vr2—2rzcos @ + 22 (C.20)

Usando a Equagao (C.6) encontramos

R=r (1 — gcos 9’) , (C.21)

que nos leva a

o)

1 1 z
— — (14— ! 22
R ( + rCOSG) (C.22)

e consequentemente
sen [w (t — R/c)] = sen[w (t — r/c)] cos [% cos 0’} + cos w (t — r/c)] sen [% cos 0’] . (C.23)
c c

Usando novamente a Equagao (C.11) temos

wz

sen [w(t —Ry/c)] Esenw (t —r/c)| + (% cos 9’) cos[w (t —r/c)]. (C.24)

Substituindo (C.24) e (C.22) em (C.19) encontramos uma expressao para o potencial vetor na

forma

A(r,0,1) = —“Zpi“sen w(t —r/c)] 2. (C.25)
T

Note que apesar de usar as Equacoes (C.6) e (C.11) mantendo somente os termos de primeira
ordem em a, a Equagao (C.25) nao estd sujeita a Equacao (C.15).

A partir das Equacoes (C.16) e (C.25) podemos calcular o campo elétrico E usando a
relagao [232]

E=-VV-—0 = ([ f4 -0 )= (C.26)

0A ov . 10V . 0A
ot or r 00

Calculando os termos encontramos

oy _ o {9 kil (sen[w(t—r/c>1)+(sen[w(t—r/c)]) 9 (COSQ,)}

drege or r r2 oo’

N {cos o (—712 sin o (¢ — /)] — < cos o (1 - r/c)]) 7

4mege

sin 6’

- sin[w(t—r/c)]é’}

12

pos” (COS 9') cos [w (t — 1/0)] 7 (C.27)

4drenc? r
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onde usamos (C.15), e

0A Lopow O .
5 = ZW(; a(sen w(t—r/c)]) 2
2
- —”Zpow cos [w (t —1/c)] (cos 0'r — sen0'9’> : (C.28)
r

Portanto, o campo elétrico E pode ser escrito como

2 /
E(r,0' t) = _Moiow <sen9 ) cos [w (t —1/c)] 0. (C.29)
7r r

Usando a relagao [232]

B=VxA-= % {% (rAy) — %} b, (C.30)
podemos calcular os termos para o campo magnético B na forma
% (rdg) = _Moélp;w sen@’% (sen [w (t —r/c)])
= —MOZ:SZQ senf’ cos [w (t — r/c)] (C.31)
e
O B oo (1 = 1)) o (cos)
= —MZiiw sin @' sin [w (t — r/c)] (C.32)
para reescrever o campo magnético (C.30) como (novamente estamos usando (C.15))
B(r,0' t) = —”OPOWQ <sen0’) cos [w (t —1/c)] §. (C.33)
4dre r

As Equagoes (C.29) e (C.33) representam ondas monocromadticas de frequéncia w viajando
na direcao radial a velocidade da luz. E e B estao em fase, mutuamente perpendiculares,
transversos e a razao entre suas amplitudes é dada por Ey/By = ¢. Tudo isto é precisamente
0 que esperamos para ondas eletromagnéticas no espago livre. Entretanto, estas sao ondas
esféricas e sua amplitude decresce com 1/r. Assim, para r — oo elas se tornam em boa

aproximacao ondas planas para pequenas regioes.
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A energia irradiada por um dipolo elétrico oscilante é determinada pelo vetor de Poyn-

ting [232]
1
5= (E x B) = Ey By (C.34)
0

Dessa maneira, a energia irradiada toma a forma

{pif (2% ) costo e = /) } (©35)

S:Mo

C r

e a intensidade da radiacao é obtida através da média temporal sobre um ciclo completo

[= M [1’0—“2 (Sen@')r/oTCOSQ W (t — /o) dti

c 47 T
2, 4 2
popgw™ [sen<d"\ .
39me < > )T. (C.36)

Dessa forma, encontramos que a intensidade da radiagao emitida pelo fluoréforo é proporcional
ao seno ao quadrado do angulo € entre o fluoréforo e o eixo z do sistema de coordenadas do

laboratdrio.
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As Figuras D.1 e D.2 mostram o espectro experimental mais representativo, seu melhor
ajuste e as respectivas componentes espectrais do marcador 5-DMS introduzido em membranas
de DPPC tratadas com os diferentes terpenos na razao terpeno:lipidio 0,6:1 e 1,2:1 nos intervalos

de temperatura «, [ e y. Para a regiao o os espectros das membranas tratadas com 1,8-cineol,

Q B Y o B Y

AT Jv\mﬁ,_ J\ %

W

Figura D.1: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpenos na razdo (0,6:1) terpeno:lipidio nos intervalos
de temperatura a«=0-20 °C, 8=20-45 °C e y=45-80 °C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2 respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores incorporados nas micelas dos
terpenos (componente 3). A escala de varredura do campo magnético foi de 100 G. Painéis: A, 1,8-cineol; B,
a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

(4)-limoneno e nerolidol podem ser descritos como uma superposi¢ao das componentes C1/C3
ou C1/C2 para a razao 0,6:1. Para uma razao 1,2:1 os espectros da regido a das membranas
tratadas com 1,8-cineol e (+)-limoneno podem ser ajustados pela combinagao C1/C3 ao passo
que as membranas tratadas com nerolidol passam a ser ajustados somente por C3. Ja os es-

pectros das amostras tratadas com a-terpineol podem ser ajustados pela componente espectral
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C1 para a razao 0,6:1 e C1/C3 para a razao 1,2:1.
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Figura D.2: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpenos na razdo (1,2:1) terpeno:lipidio nos intervalos
de temperatura «=0-20 °C, 8=20-45 °C e y=45-80 °C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2 respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores incorporados nas micelas dos
terpenos (componente 3). A escala de varredura do campo magnético foi de 100 G. Painéis: A, 1,8-cineol; B,
a-terpineol; C, (4)-limoneno; D, nerolidol.

Para a regiao (3, os espectros das membranas de DPPC podem ser sempre ajustados

por uma combinagao de C1/C2 para os terpenos 1,8-cineol e (+)-limoneno para as razoes 0,6:1

e 1,2:1. Ja os espectros das vesiculas tratadas com a-terpineol e nerolidol podem ser ajustados

pela combinacao de C1/C2 apenas para a razao (0,6:1) uma vez que para a razao (1,2:1) os

espectros das membranas tratadas com a-terpineol passam a ser ajustados pela combinacao

de C1/C3 enquanto os espectros das membranas tratadas com nerolidol sdo ajustados somente

por C3. Para a regiao v, na razao 0,6:1 os espectros das membranas de DPPC tratadas com

todos os terpenos podem ser ajustadas por uma combinagao de C1/C2. Para a razao 1,2:1,
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os espectros das vesiculas tratadas com 1,8-cineol e (+)-limoneno continuam sendo ajustados

pela combinacao C1/C2. Ja os espectros das membranas tratadas com a-terpineol passam

a ser ajustados pela combinagdo C1/C3 e os espectros das bicamadas tratadas com nerolidol

continuam a ser ajustados somente por C3.

As Figuras D.3 e D.4 mostram o comportamento do tempo de correlagao rotacional,

T., como funcao da temperatura para as vesiculas de DPPC tratadas com os terpenos na razao

0,6:1 e 1,2:1.
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Figura D.3: Tempo de correlacdo rotacional, 7., para o marcador 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC
tratadas com os terpenos na razdo (0,6:1) terpeno:lipidio nos intervalos de temperatura «=0-20 °C, 5=20-45
°C e v=45-80 °C. Os simbolos fechados referem-se a componente 1 e os simbolos abertos a componentes 2
ou 3. Os asteriscos representam os tempos de correlacdo rotacional dos marcadores dissolvidos nas micelas de
terpeno. Os quadrados representam os tempos de correlacdo rotacional da amostra controle. As setas indicam
a temperatura da transi¢do de fase principal (7,,, = 41,4 °C) da amostra controle (sem terpeno). Painéis: A,
1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.
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Figura D.4: Tempo de correlagdo rotacional, 7., para o marcador 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC
tratadas com os terpenos na razdo (1,2:1) terpeno:lipidio nos intervalos de temperatura «=0-20 °C, 5=20-45
°C e y=45-80 °C. Os simbolos fechados referem-se a componente 1 e os simbolos abertos a componentes 2
ou 3. Os asteriscos representam os tempos de correlacdo rotacional dos marcadores dissolvidos nas micelas de
terpeno. Os quadrados representam os tempos de correlagdo rotacional da amostra controle. As setas indicam
a temperatura da transicdo de fase principal (7, = 41,4 °C) da amostra controle (sem terpeno). Painéis: A,
1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Na Figura D.5 esta representado o comportamento das populagoes relativas do marca-

dor de spin 5-DMS incorporado em membranas de DPPC tratadas com os terpenos 1,8-cineol,

a-terpineol, (+)-limoneno e nerolidol.

O aumento gradual da razao terpeno:lipidio facilita a

transferéncia dos marcadores de spin de C1 para C3 ou de C1 para C2 (dependendo da faixa

de temperatura e do terpeno analisado).

Nas Figuras D.6 e D.7 estao representados o comportamento do logaritmico natural do

coeficiente de particao no equilibrio, K, como funcao da temperatura absoluta para as amostras

tratadas com os terpenos na razao 1,2:1 e 0,6:1, respectivamente.
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Figura D.5: Populagdes relativas do marcador de spin 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC tratadas com
os terpenos. N3 e N7 dizem respeito as fracoes de marcadores de spin nas componentes 3 e 1 respectivamente.
Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (4)-limoneno; D, nerolidol.
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Figura D.6: Logaritmo natural do coeficiente de particdo no equilibrio, K., calculado com base nas popula¢bes
Ny, Ns, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC tratadas com terpenos na razio
(1,2:1) terpeno:lipidio como fungdo da temperatura absoluta. Os simbolos abertos equivalem a K. = (N3/N7)
e os simbolos fechados a K, = (Ny/Ny). Painéis: A, 1,8-cineol; B, (+)-limoneno.
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Figura D.7: Logaritmo natural do coeficiente de particdo no equilibrio, K., calculado com base nas popula¢bes
Ny, Ns, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em vesiculas de DPPC tratadas com terpenos na razio
(0,6:1) terpeno:lipidio como fungdo da temperatura absoluta. Os simbolos abertos equivalem a K. = (N3/N7)
e os simbolos fechados a K, = (N2/N;). Painéis: A, 1,8-cineol; B, a-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.
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Como demonstrado por Baumgart e co-autores [233], sondas aromaéticas policiclicas
tais como o NAP particionam-se preferencialmente na fase liquida-ordenada pois sao capazes
de se incorporar nas bicamadas sem alterar o empacotamento lipidico. Por outro lado, sondas
fluorescentes ligadas a fosfolipidios de cadeia saturada, tais como a Liss-Rho-PE particionam-
se preferencialmente na fase liquida-desordenada. Na Figura E.1 estao apresentadas imagens
de microscopia confocal de GUV’s compostas de DOPC:pSM:col (2:1:1) e DOPC:DSPC (1:1)
marcadas com as sondas Liss-Rho-PE e NAP. Como pode ser observado, na presenca das fases 4

Liss-Rho-PE Liss-Rho-PE NAP+Liss-Rho-PE

Figura E.1: Micrografias de fluorescéncia (imagem 3D e plano equatorial) de vesiculas unilamelares gigantes
marcadas com as sondas Liss-Rho-PE e NAP e compostas de pSM:col, DOPC:pSM:col, POPC e DOPC:DSPC.
As amostas foram preparadas de acordo com a secdo 7.2.3 com a adicio de 0,5 mol% da sonda fluorescente
NAP (comprimento de excitagdo de 457 nm). As imagens foram adquiridas a temperatura ambiente através de

dois canais de detec¢do equipados com filtros de 593+20 nm (Liss-Rho-PE) e 485+20 nm (NAP). A barra de
escala equivale a 10 M.

DOPC:DSPC DOPC:pSM:col

e l, a sonda Liss-Rho-PE particiona-se preferencialmente na fase [; enquanto a NAP particiona-
se preferencialmente na fase [,. Por outro lado, na presenca das fases gel e [; ambas as sondas
encontram-se particionadas na fase l;. Desta maneira, em amostras marcadas somente com
Liss-Rho-PE onde existe a co-existéncia de fases /[, ou l4/gel, os dominios ordenados excluem
a sonda e sao representados nas imagens de microscopia confocal por zonas negras.

Em experimentos de AFM nos quais a dimensao do objeto de estudo é muito menor
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do que a dimensao da ponta utilizada, a imagem adquirida é na verdade uma convolugao
da geometria da ponta com a topografia do objeto de estudo. Uma série de métodos foram
desenvolvidos para a recuperagao da real topografia das amostras (deconvolugao da ponta) [234].
Neste trabalho porém, estamos interessados somente em uma valor aproximado para o diametro
das nanoparticulas AURORA-DSG inseridas em diferentes composigoes lipidicas. Desta forma,
podemos estimar o efeito da convolugao da ponta sobre as imagens de AFM utilizando o esquema

descrito na Figura E.2. Portanto, o raio da imagem de AFM pode ser descrito como (assumindo

Figura E.2: Esquema ilustrativo da determinac3do do raio da imagem de um corpo menor do que a ponta de
AFM. Por simplicidade, a ponta de AFM foi aproximada para uma esfera.

que a ponta tenha uma forma esférica)

(Rp + T)Q = R? + (Rp - T>2

Ry = 2/R,r. (E.1)

Uma vez que as pontas utilizadas neste trabalho possuiam um raio nominal de 20 nm
e a parte metalica das nanoparticulas AURORA-DSG um raio de 1,39 nm (ambos os raios

especificados pelos respectivos fabricantes) a Equacao (E.1) nos fornece um raio para a imagem

de AFM de 15 nm.
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Incorporated into Model Membranes.

2. Mendanha, SA; Marquezin, CA e Alonso, A. Effects of Nerolidol in Model and Stratum

Corneum Membranes Studied by the Fluorescence Anisotropy of Lipophilic Probes.
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2. Mendanha da Cunha, CR; Mendanha, SA; Carlos da Silva, C; Cortez, AP; Gomes, MN;
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MC. 4-Nerolidylcatechol and its synthetic analogues: Antioxidant activity and toxicity evalu-

ation. Eur J Med Chem, 62, 371-378, 2012, doi:10.1016/j.ejmech.2012.12.028.

3. Fernandes, KS; Silva, AHM; Mendanha, SA; Rezende, KR e Alonso, A. Antioxidant effect
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