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RESUMO

Neste trabalho, estudamos propriedades de absor¢ao Optica e emissdo fluorescente da 5-
hidroxi-N,N  dimetiltriptamina  (Bufotenina) e do  N-6xido-5-hidroxi-N-N-
dimetiltriptamina (Oxido de bufotenina). Na presenca de solventes organicos as
moléculas apresentaram duas bandas de absor¢cdo Optica; os espectros indicam
deslocamento espectral para o vermelho em solvente de cardter aprdtico. Foram
calculados os coeficientes de absorcdo de ambas as moléculas em diversos solventes.
Ainda na presenga de solventes organicos foram obtidos espectros de emissao
fluorescente, observando que a intensidade diminui com o aumento da polaridade do
meio. Medidas de anisotropia de fluorescéncia nos diversos solventes sugerem que nao
ha formacdo de agregados na faixa de concentragdo estudada. Em solugdo aquosa as
moléculas apresentaram fluorescéncia em uma ampla faixa de pH. Foram observadas
alteragdes nos espectros de absor¢do e emissdo para diferentes valores de pH, o que
sugere a  existéncia de  estruturas  absorvedoras  diferentes  (espécies
protonadas/desprotonadas). Os resultados dos experimentos das moléculas na presenga
de surfactantes sugerem que as moléculas se encontram na superficie externa da micela,
a partir de determinada concentragdo do surfactante. Na presenca de membranas
modelos de células, os resultados mostram que as moléculas se localizam na interface

entre os grupos polares dos fosfolipidios e a agua.

Palavras-chave:  Bufotenina, absor¢cdo Optica, fluorescéncia, micelas, vesiculas

fosfolipidicas.



ABSTRACT

In this work, optical absorption and fluorescence emission properties of 5-hydroxy-
N,N-dimethyltryptamine (Bufotenine) and N-oxi-5-hydroxy-N-N-dimethyltryptamine
(Bufotenine oxide) were studied. In the presence of organic solvents the molecules
presented two optical absorption bands; the spectra indicate a red shift in an aprotic
solvent. The absorption coefficients of both molecules in several solvents were
calculated. Also in the presence of organic solvents, fluorescent emission spectra were
obtained, and it was observed that the intensity decreases with increasing the polarity of
the medium. Fluorescence anisotropy measurements in the several solvents suggest that
no aggregates are present in the concentration range studied. In aqueous solution the
molecules showed fluorescence over a wide pH range. Changes in the absorption and
emission spectra were observed for different pH values, suggesting the existence of
different absorber structures (protonated/deprotonated species). The results for the
molecules in the presence of surfactants suggest that molecules are located on the outer
surface of the micelle, above a specific concentration of the surfactant. In the presence
of model cell membranes, the results show that the molecules are located at the interface

between the polar groups of the phospholipids and the water.

Key-words: Bufotenine, optical absorption, fluorescence, micelles, phospholipid

vesicles.
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1. INTRODUCAO

Este capitulo descreve brevemente a base cientifica para compreensao dos
resultados obtidos. Nao ¢ a intencdo exaurir o tema uma vez que existem diversas
referéncias, dentre as quais utilizamos algumas (ALBERTS et al., 2017; ITO;
BERARDI; PAZIN, 2016; LAKOWICZ, 2006; MARQUEZIN, 2004; PAZIN, 2012;
TAKARA, 2006; VALEUR, 2001) para construir o texto.

1.1 5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina (Bufotenina) e N-0xido-5-hidroxi-N-N-

dimetiltriptamina (Oxido de bufotenina)

O composto 5-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina (SOH-DMT), também conhecido
como bufotenina, ¢ um alcaldide indodlico; os alcaldides compdem um grupo de
substancias que contém pelo menos um nitrogénio bédsico em sua estrutura e que de
maneira frequente apresentam atividade farmacologica, justificando o grande interesse
no estudo dessas moléculas. Os alcaldides indolicos fazem parte de um grupo que
possui um anel indol em sua estrutura basica; ¢ um sistema heteroaromatico planar,
formado por cinco pares de elétrons m conjugados provenientes das ligagdes duplas
carbono-carbono e dos elétrons ndo ligantes do atomo de nitrogénio (RAMOS, 2008).

A bufotenina ¢ um metabolito encontrado em diferentes organismos vivos, por
exemplo, na secregdo de pele de diversos sapos do género Rhinella que sido anfibios da
familia Bufonidae bem como em plantas da familia Fabaceae ou leguminosas
(VIGERELLI et al., 2018) ¢ em folhas de Piptadenia peregrina (REYNOLDS, 1989) e
Psychotria capitata (WAKUI, 2015). A toxicidade varia com o nivel de exposi¢ao e
alucinagdes ativas foram relatadas ap6s a ingestdo (HITT and ETTINGER, 1986).

Devido a sua agao psicotropica em humanos, a bufotenina tem sido amplamente
estudada (BARKER et al., 2012; DEZAN et al., 1971; EMANUELE et al., 2010;
FISCHER, 1961; FISH et al., 1955; GESSNER and PAGE, 1962; LENZ et al., 2022;
VIGERELLI et al., 2020, 2018; WEIL; DAVIS, 1994). Em 1961, o periodico The
Lancet publicou um protocolo sobre como detectar a presencga de bufotenina na urina de
pacientes com esquizofrenia (FISCHER, 1961). Estudos recentes aprofundam os
mecanismos neurobiologicos e neuropsiquiatricos da modelagem de psicodélicos como

a bufotenina (BARKER, 2022), considerando seu papel no desenvolvimento de drogas
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que atenuem distarbios neuropsiquidtricos, como a esquizofrenia, por exemplo
(MAHMOQOD et al., 2022). Os efeitos alucinégenos da bufotenina provavelmente
ocorrem devido as suas caracteristicas fisiologicas e estruturais serem semelhantes ao
LSD (Dietilamida do Acido Lisérgico), a Psilocina (EMANUELE et al., 2010;
VIGERELLI et al., 2018) e a Psilocibina, que vem sendo estudada por apresentar
potencial para atender a diversas indica¢des terapéuticas, sem causar dependéncia
(KARGBO, 2020; TYLS et al 2014; FRICKE et al 2018)

Apesar de bastante estudada, os mecanismos de acdo da bufotenina sobre o
sistema nervoso central ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Estudos mostram que
a molécula pode ter atividade sobre varios receptores de serotonina, bem como em
transportadores da mesma; estes tltimos, estdo envolvidos no processo de receptacao da
serotonina na fenda sindptica (MOREIRA, 2011). A bufotenina derivada de sapo nao
apresenta efeitos psicotropicos quando administrada por via oral e em doses nas quais a
psilocina ¢ claramente psicoativa (LENZ et al, 2022). Enquanto cerca de 4 mg de
psilocina administrada por via oral pode induzir efeito psicodélico mensuravel em
humanos, 100 mg de bufotenina ndo apresentou efeito psicoativo significativo
(TURNER, 1959; OTT, 2001. Ainda assim, a bufotenina testada in vitro demonstrou
atividade agonista potente no receptor de serotonina 5-HT>a (ROTH et al, 1997). Ha
evidéncias de que a bufotenina, tal como a serotonina, tenha capacidade limitada de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) passivamente (MCBRIDE, 2000).

A figura 1.1 a seguir mostra a estrutura molecular da bufotenina:

Figura 1.1 - Estrutura molecular da bufotenina.

e
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Fonte: Adaptado de (VIGERELLI et al., 2018), p. 2.

O composto N-0xido-5-hidroxi-N-N-dimetiltriptamina, conhecido como Oxido

de bufotenina, pode ser obtido pela N-oxidagdo da bufotenina; assim como a
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bufotenina, o 6xido de bufotenina também pode ser extraido de diversas plantas (QU et

al., 2006). A figura 1.2 a seguir mostra a estrutura molecular do 6xido de bufotenina:

Figura 1.2 - Estrutura molecular do 6xido de bufotenina obtido a partir da N-oxidacao da bufotenina.

CH, .
+hl||llr__,,..--=“'D
h"CHa
HO
| A\
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Fonte: (RAMOS, 2008), p. 11.

Por apresentar um anel indol em suas estruturas, tanto a bufotenina quanto o
oxido de bufotenina sdo fluorescentes, tornando-as moléculas atrativas para o estudo
com espectroscopia de fluorescéncia, que ¢ uma das técnicas utilizadas neste trabalho.
Apesar dessa caracteristica, hd consideravel escassez de trabalhos na literatura
explorando essas moléculas do ponto de vista espectroscopico.

Diante do exposto, neste trabalho ¢ realizada uma caracterizagao espectroscopica
das moléculas de bufotenina e 6xido de bufotenina, apresentando a faixa espectral onde
absorvem e emitem radiacdo eletromagnética e seu comportamento em solventes de
diferentes polaridades e em meios com diferentes valores de pH. Ainda como parte do
processo de caracterizagdao, buscamos compreender os mecanismos de interagdao entre
bufotenina e 6xido de bufotenina com modelos de membrana celular, uma vez que os
estudos evidenciam dificuldade de moléculas como a bufotenina atravessarem a barreira
hematoencefalica. A secdo 1.8 adiante apresentard em detalhes os modelos de
membranas utilizados neste trabalho.

As moléculas de bufotenina e 6xido de bufotenina aqui investigadas foram
gentilmente cedidas pela profa. Dra. Lucilia Kato, do Instituto de Quimica da UFG.
Ambas as moléculas foram obtidas através de estudos fitoquimicos, tendo sido isoladas
a partir de extratos das folhas de Psychotria capitata, espécie abundante no Cerrado
Brasileiro (WAKUI, 2015).
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1.2. Espectroscopia de absorc¢ao optica

Do ponto de vista da mecanica quantica no processo de absor¢ao por uma
molécula a energia absorvida deve se relacionar com a frequéncia da radiagdo

eletromagnética incidente por meio da equagdo:
(1.1)
E=hv

Onde v ¢ a frequéncia da radiac¢do incidente e h a constante de Planck (6,62x10"
3% J.s). Dessa forma a radiagio assume um aspecto corpuscular, sem qualquer
equivalente classico. Outro ponto da teoria é que atomos e moléculas s6 podem existir
em determinados niveis de energia, ndo sendo uma distribui¢do continua, o que explica
a existéncia da emissao de linhas espectrais agudas apds serem excitados.

Ao absorver radiagdo eletromagnética uma molécula pode sofrer transi¢cdes para
estados excitados de maior energia. Os estados excitados podem ser niveis eletronicos,
vibracionais (subdivisdes dos niveis eletronicos) e rotacionais (subdivisdes dos niveis
vibracionais). Para que a transi¢do ocorra entre os niveis eletronicos ¢ necessario que
ocorra absor¢ao na faixa do espectro chamada UV-visivel. Transi¢des entre os niveis
vibracionais ocorrem na faixa do infravermelho, e as transi¢cOes entre niveis rotacionais
acontecem na faixa das microondas.

Podemos recorrer a modelos simplificados para uma compreensdo qualitativa
dos niveis de energia permitidos em uma molécula. A figura 1.3 ¢ um diagrama de
energia mostrando os niveis rotacionais associados a cada nivel vibracional para uma
molécula diatomica simples em um determinado estado eletronico. Observa-se que a

energia depende da distincia entre os niicleos dos 4&tomos que constituem a molécula.
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Figura 1.3 - Diagrama esquematico de energia de uma molécula diatomica simples. I — Representa o
estado fundamental de energia. IT — Representa o estado excitado de energia.
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Fonte: (TAKARA, 2006), p. 10.

Existem varios tipos de orbitais moleculares nos quais o elétron pode transitar.
Um orbital ¢ pode ser formado por dois orbitais atomicos S, ou dois orbitais p, ou por
um orbital S e um p, possuindo um eixo de simetria paralelo a dire¢do da ligacdo. Um
orbital © ¢ formado a partir de dois orbitais atobmicos p sobrepondo-se lateralmente,
possuindo um eixo de simetria perpendicular a dire¢do da ligacdo. Ao absorver um
foton, de energia apropriada, pode haver a promogao de um elétron que se encontra, por
exemplo, no orbital m para um orbital ndo ocupado n*. A transi¢dao ¢ denotada por 1 —
m*. Um outro orbital n se refere a elétrons ndo ligados a carbono e hidrogénio, mas a
outros atomos que integram a cadeia carbdnica, a exemplo do nitrogénio e oxigénio,
denominados heteroatomos. A excitagdo de um elétron nao ligado para um orbital nao
ocupado ¢ denotada por n — ©* ou por n — c*.

Podemos colocar as transi¢gdes em ordem de energia:

N—on* < tH-n* < N—>o* < c—-n* < oc—>oc*

Para ilustrar os niveis de energia a figura 1.4 mostra a estrutura molecular do

formaldeido com seus respectivos orbitais e todas as transi¢oes eletronicas possiveis.



Figura 1.4 - Estrutura molecular com seus respectivos orbitais e niveis de energia do formaldeido.

H T
~. 4 .
-'.-‘,J'C:G..
H T=
o n
F'y
E G* T .T
n ! !
a(p) 1 : : \
TE _‘ Tl 1‘" L T‘
o — H ot
Estado o*»ac"* n—*c" an—*a* n—+n"
Fundamental

Fonte: Adaptado de (VALEUR, 2001), p. 21.
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Quando um de dois elétrons, com spins opostos, pertencentes ao orbital no

estado tripleto. A figura 1.5 representa cada um desses estados:

Figura 1.5 - Representagao dos estados singletos e tripletos para uma determinada molécula.

E A
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ol | s
Iy v |
estado estado estado

fundamental excitado excitado
singleto tripleto

Fonte: Adaptado de (VALEUR, 2001), p. 22.

estado fundamental ¢ transferido para um orbital molecular de maior energia sem
alteracdo do seu spin, temos estados singletos de energia; denotamos So para o estado
fundamental e S, para os demais estados excitados (com n = 1, 2, 3...). Uma molécula
no estado excitado singleto pode sofrer uma conversdo para um estado que modifique

seu spin, devido a existir dois elétrons de spins paralelos; tal estado ¢ chamado de
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O estado tripleto tem energia menor que o estado singleto de mesma

configuragdo, devido a regra de Hund, ou regra da multiplicidade maxima

(SUBRAMANIAN; DE OLIVEIRA, 1997).

1.3. Lei de Lambert-Beer

A intensidade de luz que atravessa uma amostra ¢ reduzida devido a sucessivos
processos de absorc¢do, reflexdes nas paredes da cubeta que comporta a amostra e
fendmenos de dispersdo. Considerando apenas os processos de absor¢ao podemos medir
a atenuagdo da intensidade do feixe de radiacdo eletromagnética através da lei de
Lambert-Beer.

Consideremos uma placa fina de solugdo com espessura dX que contém n
moléculas/cm?® que absorvem luz. Seja ¢ a seccdo transversal efetiva que absorve luz em
cm?, a intensidade de luz absorvida dl por espessura dx é proporcional a n, ¢ ¢ I, onde I

representa a intensidade do feixe de luz incidente.

dl (1.2)
— =
dx oon

Integrando e fazendo I = Ip em x = 0, obtemos

(1.3)

lnE = onl

Sendo | o caminho Optico percorrido pela luz. De forma alternativa a equagao

1.3 ¢ geralmente escrita como:

1
A= logT0 = é&cl (1-4)

Onde A é a absorbancia, € o coeficiente de absortividade molar (L mol! cm™) e
€ a concentracdo (mol/L). O valor de ¢ de uma determinada substancia depende do
comprimento de onda da radiagdo incidente, sendo normalmente utilizado o

comprimento de onda que fornece o maximo valor de absorbancia. Pela equacdo 1.4
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observa-se que a absorbancia ¢ proporcional a concentragdo da substancia; dessa forma,
a curva A versus ¢ deve ser uma reta.

Em determinadas condi¢des ocorrem desvios da lei de Lambert-Beer. Uma delas
¢ no regime de altas concentragdes, que devido a formacao de agregados moleculares,
ocorrem mudangas na posi¢do ou intensidade do maximo de absor¢do. De maneira geral

a interagdo entre as moléculas e o solvente pode gerar desvios da lei.

1.4. Espectroscopia de Fluorescéncia

Uma molécula no estado fundamental possui a menor configuragdo energética
possivel. Apds absorver radiagdo a molécula pode assumir uma configuragdo de maior
energia, denominada estado excitado (ja foi mencionado no item Absorcio Optica).
Uma vez no estado excitado a molécula pode retornar ao estado inicial por diferentes
“caminhos”, emitindo ou ndo radiagdo. A fluorescéncia é o processo de desexcitacio
que ocorre com a emissdo de fotons e entre estados singletos. O diagrama de Jablonski
(figura 1.6) ¢ conveniente para melhor visualizagdo dos possiveis processos de

transicao:

Figura 1.6 - Diagrama de Jablonski.
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Fonte: Adaptado de (LAKOWICZ, 2006), p. 5.

A absor¢do ocorre em um tempo da ordem de 10715 s, levando a molécula de So
para niveis eletronicos singletos de maior energia (Si, Sz, ...). O tempo de vida de um
estado excitado é da ordem de 10® s. A conversdo interna ¢ um processo entre dois
estados eletronicos excitados que ocorre antes da emissdo fluorescente. Apds um tempo

da ordem de 10'?> s a molécula assume um nivel vibracional de menor energia, no
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mesmo estado eletronico; esse processo ¢ a relaxagdo vibracional. A molécula pode
ainda sofrer transi¢des por processos nao radiativos, de um nivel eletronico para outro
de menor energia, através da colisdo com as moléculas do solvente, por exemplo. A
fluorescéncia ocorre em um tempo da ordem de 10 s na emissdo de fotons para a
transicdo S1 — So. Transi¢des envolvendo estados singletos e tripletos sdo chamadas de
cruzamento intersistema. A emissdo de radiagdo a partir de um estado tripleto para o
estado fundamental singleto denomina-se fosforescéncia, envolvendo tempos da ordem
de 107 s.

A partir do diagrama de Jablonski observa-se que a energia da radiagdo emitida ¢
menor que a energia da radiagdo absorvida pela molécula, ou seja, o comprimento de
onda da emissdo ¢ maior que para absorcdo. Esse efeito ¢ conhecido como

deslocamento de Stokes, ilustrado como exemplo, na figura 1.7 para duas moléculas

fluorescentes: benzoxazolina e rodamina.

Figura 1.7 - Deslocamento de Stokes: benzoxazolina e rodamina.
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Fonte: Adaptado de (VALEUR, 2001), p. 55.



19
1.5. Rendimento quantico

A despopulacao do estado excitado de uma molécula ¢ descrita pelos processos
moleculares de decaimento radiativo e ndo radiativo. Nos processos ndo radiativos a
energia de excitacdo ndo ¢ convertida em fotons, mas ¢ dissipada por outros processos
como, por exemplo, térmicos. Seja k, ¢ k,, as taxas de decaimento radiativo e ndo
radiativo, respectivamente ¢ N(t) a fracdo de fluoroforos (molécula fluorescente) no
estado excitado no instante t apds a excita¢do. A evolucdo temporal do estado excitado

pode ser descrita por:

O = —(ky + k)N (2) (15)

Cuja solugdo resulta no decaimento exponencial da populacdo do estado excitado:

N = N(0)er (1.6)

em que T ¢ o tempo de vida de fluorescéncia do fluoréforo que corresponde a taxa

combinada de decaimento radiativo e nao radiativo:

1
T =
kr+knr

(1.7)

Na auséncia de processos de decaimento ndo radiativos, temos que k,, = 0; dessa

forma pode-se definir o tempo de vida intrinseco do fluoréforo:

Top = — (1.8)

A intensidade da fluorescéncia pode ser quantificada pelo seu rendimento quantico de

fluorescéncia, ¢:

¢ = == (1.9)
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A despopulagdo nao radiativa reduz a intensidade de fluorescéncia da amostra. A
maioria dos processos nao-radiativos podem ser classificados como: (1) conversao
interna (k;.), onde ha transicao eletronica entre dois estados singletos (S2 — Si, por
exemplo); (2) conversao externa (k,.) onde o fluor6éforo perde energia eletronica para o
ambiente através de colisdo com outros solutos; (3) cruzamento intersistema (k;s) €
outro processo em que o sinal de fluorescéncia ¢ reduzido e ocorre a geragdao de outro

fendmeno luminescente: a fosforescéncia. De maneira geral:

knr = kiC + kec + kiS (110)

Sob determinadas circunstancias, o rendimento quantico pode ser obtido
utilizando-se um composto de referéncia, cujo rendimento quantico ¢, seja
conhecido. Neste caso o composto de referéncia deve apresentar estrutura molecular
semelhante a do fluor6foro de interesse, bem como absorver e emitir na mesma faixa
espectral; além disso € necessario que os parametros dos equipamentos sejam mantidos
inalterados nas medidas realizadas para ambas as moléculas fluorescentes. Desta forma

pode-se obter o rendimento quantico experimentalmente por meio da seguinte equagao:

F, A
d) — lamostra ref . (pref (111)

Aamostra Fref

Onde Fypostrq € @ area sob o espectro de emissao fluorescente da amostra e
Agmostra € 0 valor da absor¢cdo no comprimento de onda utilizado na excitagdo. O

indice ref diz respeito aos dados do composto de referéncia utilizado.

1.6. Anisotropia de fluorescéncia

Algumas amostras, ao serem excitadas por luz polarizada, emitem luz também
polarizada. O grau de polarizagdo desta emissao € descrito em termos da anisotropia (r).
Cada fluoroforo possui seus momentos de absor¢do e emissao posicionados em dire¢des
especificas; aqueles que apresentam seus momentos orientados na mesma dire¢ao do
vetor campo elétrico da luz incidente sdo preferencialmente excitados (Excitagdo
fotoseletiva). Dessa forma ha, no estado excitado, um niimero maior de moléculas com

seus momentos orientados na dire¢do do vetor campo elétrico da luz polarizada.
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A despolarizagdo da emissdo pode ser causada pela difusdo rotacional, e
medidas de anisotropia mostram o deslocamento angular médio que ocorre entre a
absor¢ao e a emissao. A difusao rotacional (movimentos de rota¢dao) depende de alguns
parametros como: viscosidade do solvente e dimensdo da molécula.

Para o caso onde o fluor6foro tenha seu momento de dipolo de absor¢ao paralelo
ao seu momento de dipolo de emissdo e considerando que nao ocorra difusao rotacional

ou algum outro processo de despolarizagdo da luz emitida, a anisotropia ¢ dada por:

3<cos’> —1 (1.12)
r =
2

onde 0 ¢ o angulo entre 0 momento de dipolo de emissdo e o eixo z.

Normalmente os momentos de absor¢ao € emissao ndo sao paralelos. Deve-se
entdo considerar um deslocamento £ entre o dipolo de absor¢do e dipolo de emissdo,
assim como a excitagdo fotoseletiva dos fluordforos. A existéncia do angulo £ implica
em uma perda de anisotropia. Para algumas moléculas f ¢ proximo de zero. A
anisotropia fundamental ro (anisotropia na auséncia de quaisquer movimentos

rotacionais da molécula) ¢ dada por:

o == 2

2 <3coszﬁ — 1) (1.13)
5

Figura 1.8 - Diagrama esquematico para medida de anisotropia.
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Fonte: Adaptado de (VALEUR, 2001), p. 129.
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Na figura 1.8 temos a representacdo de uma amostra que estd sendo excitada
com luz verticalmente polarizada, com o vetor campo elétrico paralelo a dire¢ao do eixo
Z. Mede-se a intensidade de emissdo apOs sua passagem por um polarizador.
Representamos por I,, a intensidade da fluorescéncia polarizada verticalmente ¢ I, a
intensidade da luz polarizada horizontalmente. Dessa forma a anisotropia de

fluorescéncia pode ser definida como:

. L, -1, (1.14)
I, +2I,

A anisotropia ¢ uma quantidade adimensional que ndo depende da intensidade

total da amostra, uma vez que a diferenca /,, — I, € normalizada pela intensidade total
dada por I,, + 21,. Assumindo que os dipolos de absor¢do ¢ de emissdo sejam paralelos,

conclui-se que para r = 0 temos uma emissao totalmente despolarizada, representando
uma alta mobilidade da molécula. O valor teérico maximo de anisotropia (r = 0,4)

representa uma molécula totalmente imével.

Figura 1.9 - Esquema de medida de anisotropia pelo formato L
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Fonte: (MARQUEZIN, 2004), p. 18.

A figura 1.9 representa de maneira esquematica medidas de anisotropia pelo
formato L. V corresponde aos polarizadores na vertical e H na horizontal. VV e HH
correspondem a excitacdo e emissdo polarizadas paralelamente uma em relagdo a outra,
enquanto VH e HV correspondem a excitagdo e emissdo polarizadas

perpendicularmente uma em relagdo a outra.
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No formato L, ou canal tinico, o fluorimetro usa um tnico canal de emissao e 0s
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo sdo geralmente selecionados por
monocromadores. O feixe de excitacao faz um angulo de 90° com o feixe de emissao. O
monocromador de excitagdo polariza parcialmente a luz incidente. Como resultado, a
rotacdo do polarizador para as posi¢oes H e V da origem a diferentes intensidades da luz
incidente. De maneira similar, o monocromador de emissdo tem eficiéncia diferente
para transmissao da luz polarizada nas posi¢des H e V. Consequentemente a rotacao do
polarizador de emissdo muda a sensibilidade efetiva do canal de emissdo. A
sensibilidade pode ser corrigida pela razdo das intensidades da luz de excitacdo

polarizada verticalmente e horizontalmente. O fator G de corre¢do ¢ dado por:

I
G = (1.15)

"~ Iyy

onde Iy representa a intensidade para o polarizador de emissdo orientado na vertical
quando a excitacdo foi horizontalmente polarizada e Iyy ¢ a intensidade para o
polarizador de emissdo orientado na horizontal também para uma excitagdo

horizontalmente polarizada. Dessa forma podemos escrever a equacao 1.14 como:

R= Iyy — Glyy (1.16)
Iy + 2Glyy

Os valores teoricos de anisotropia calculados a partir do angulo £ (equagdo 1.14)
podem diferir dos valores obtidos experimentalmente. Diversos fatores podem provocar
essa alteracdo, o mais comum ¢ a difusdo rotacional que desloca o dipolo de emissao do
fluoroforo durante o tempo de vida do estado excitado. Podemos obter informacdes
sobre a mudanga angular relativa dos momentos do fluor6foro entre os tempos de

absor¢ao e emissao.

1.7. Efeitos de solvente

Os solventes utilizados na preparacdo da amostra a ser estudada podem
modificar as propriedades espectrais dos fluoroforos, tanto na absor¢ao Optica quanto na

emissao fluorescente. Os efeitos de solvente podem ser classificados em efeitos gerais e
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efeitos especificos. Os efeitos gerais se referem a polaridade do solvente. Ja os efeitos
especificos estao relacionados a interagcdes quimicas.

Quando o fluoréforo ¢ excitado para o estado Si, geralmente para um nivel
vibracional dentro de Si, parte da energia vibracional ¢ rapidamente perdida para o
proprio solvente. Se o fluoréforo é ainda excitado para o estado Sz ele rapidamente
decai para o estado S; por conversao interna. Os efeitos do solvente mudam a emissao

para um nivel ainda mais baixo, conforme ilustrado na figura 1.10:

Figura 1.10 - Diagrama de Jablonski para fluorescéncia com efeitos de solvente.
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Fonte: Adaptado de (LAKOWICZ, 2006), p. 206.

Do diagrama da figura 1.10 nota-se que quanto maior a polaridade do solvente
menor a energia de emissdo. Normalmente um fluoréforo tem um momento de dipolo
maior no estado excitado py do que no estado fundamental ug;; apds a excitacdo os
dipolos do solvente podem se reorientar em torno de ug, diminuindo a energia do estado
excitado, deslocando a emissdo para o vermelho, ou seja, para comprimentos de onda
maiores. A polarizabilidade do fluoroforo, a qual resulta dessa reorientagdo dos dipolos
do solvente, ¢ funcdo da constante dielétrica (¢) do solvente. A polarizabilidade do
solvente pode ser descrita em funcao do indice de refracao n.

Fluordforos polares possuem maior sensibilidade a polaridade do solvente, ao
contrario dos fluor6foros apolares, como anéis aromaticos sem substituicdes. Os
espectros de absor¢do sdo menos sensiveis a polaridade do solvente, uma vez que a

absor¢do é muito rdpida (da ordem de 107" s) para que haja movimento do fluoréforo.
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Os efeitos especificos dos solventes sdo produzidos por moléculas na vizinhanca
do fluoroforo e dependem das propriedades quimicas especificas de ambos, fluoréforo e
solvente. Esse efeito pode ser, por exemplo, devido a formacdo de ligacdes de
hidrogénio, transferéncia de cargas, solvatacdo, entre outros. Solventes proticos, como
exemplo da 4gua, etanol e metanol, possuem facilidade para formar ligacdes de
hidrogénio com o fluor6éforo e promovem maior deslocamento de Stokes.

Uma indica¢do de efeito especifico de solvente ¢ quando se observa que a
maxima emissdo se desloca para o vermelho rapidamente com baixa porcentagem de
adicdo do solvente polar, podendo surgir at¢é mesmo uma segunda componente
espectral. Diferente do efeito geral onde o deslocamento para o vermelho ocorre de
maneira gradativa com o aumento da polaridade do solvente.

As interagdes especificas (por exemplo a ligagdo de hidrogénio) podem ocorrer
tanto no estado fundamental quanto no estado excitado. Se a interacdo ocorre somente
no estado excitado ndo haverd alteracdo nos espectros de absor¢do. Mas se a interacao

ocorre no estado fundamental, ¢ esperada alguma mudancga no espectro de absor¢ao.

1.8. Sistemas miméticos para membrana celular: micelas e vesiculas fosfolipidicas

Membranas modelo sdo amplamente estudadas com o intuito de entender a
estrutura e aspectos dinamicos das membranas biologicas (BAGATOLLI et al., 2010).
A membrana biologica ¢ fundamental para a manutencao da vida de uma célula, pois
atua regulando a entrada de nutrientes, protegendo as organelas citoplasmaticas e
excretando o que ja ndo tem utilidade para a célula, ou mesmo secrecdes com fungdes
no meio extracelular. Uma membrana natural ¢ bastante complexa, contendo proteinas,
oligossacarideos, glicosideos e lipidios. A maior fracdo dentre estes componentes ¢ de
lipidio; uma bicamada lipidica estd presente em todas as membranas biologicas e,
distribuidos na bicamada estdo os demais componentes. Desta forma, substancias
lipossoluveis poderiam atravessar passivamente a membrana, enquanto ions e demais
moléculas hidrossoluveis necessitam de transporte ativo para entrar/sair.

Dada essa complexidade natural das membranas biologicas, utiliza-se em
Biofisica os modelos de membrana; tais modelos sao formados por compostos
anfifilicos, que se agregam em estruturas supramoleculares, constituindo regides

apolares e regides polares. Propriedades dindmicas da membrana podem ser melhor
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compreendidas no nivel molecular, sem a presenga de proteinas ou outras
macromoléculas.

Considerando que a bufotenina, bem como outras triptaminas, ndo transpoe a
barreira hematoencefalica passivamente (MCBRIDE, 2000), o estudo destas moléculas
em presenca de modelos de membranas de célula auxilia na compreensdo do tipo de
interacdo que pode ocorrer entre bufotenina (6xido de bufotenina) e as regides
hidrofilicas e hidrofobicas das membranas. E fato que a seletividade natural da barreira
hematoencefalica ¢ o maior desafio na entrega de farmacos que devem agir no sistema
nervoso central e tal desafio vem promovendo muitos estudos no sentido de encontrar
meios de se entregar tais farmacos. Neste ambito, o uso de nanoparticulas a base de
lipidios como nanocarreadores de drogas através da barreira tem se mostrado bastante
eficiente (KHALEDIAN et al, 2022; ORTEGA, 2021; SHRESTHA et al, 2014;
DUTTA et al, 2018)

Desta forma, buscamos ampliar a compreensao das interagdes entre bufotenina e
oxido de bufotenina com modelos de membrana bioldgica, mesmo porque hé escassez
de estudos desta natureza na literatura. Neste trabalho, sdo usadas micelas de
surfactantes (detergentes, tensoativos) e vesiculas fosfolipidicas como modelos para a
membrana celular.

Micelas de surfactantes: surfactantes sdo moléculas que possuem um grupo
polar ligado a uma cadeia hidrocarbonica apolar, ou seja, sdo anfifilicas pois possuem
uma parte hidrofilica (solivel em 4gua) e outra hidrofébica (ndo solivel em agua).
Quando inseridas em ambiente polar se agregam, formando as micelas, de maneira que
suas cadeias apolares ndo entrem em contato com o solvente; chamamos isso de efeito
hidrofobico. Para que os surfactantes formem as micelas (saindo da condi¢do de
dispersdo no meio aquoso) ¢ necessaria uma concentragdo minima, chamada de
concentra¢do micelar critica (CMC), que ¢ uma caracteristica do proprio surfactante.
Dessa forma a CMC ¢ a menor concentragdo de surfactantes na qual as micelas se
formam. Os valores da CMC dependem da: (1) hidrofobicidade e do tamanho da cadeia
hidrocarbdnica; no caso de cadeias curtas e pouco hidrofébicas a forca dirigida para a
solvatagdo da cabeca polar ¢ forte o bastante para dissolver todo o sal (surfactante +
contra-ion) que se dissociou em meio aquoso; (2) da carga do surfactante; (3) do contra-
ion, que blinda a carga do agregado, diminuindo a repulsdo entre as cabecas dos

mondmeros; (4) das condi¢cdes do meio como temperatura, pressdo de vapor da dgua e
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da concentracdo idnica. (MANIASSO, 2001; RIZZATTI, ZANETTE; MELLO, 2009;
VAN STAM; DEPAEMELAERE; DE SCHRYVER, 1998).

O nuimero de surfactantes que se agregam para formar as micelas ¢ chamado de
nimero de agregagdo. A estrutura formada ¢ aproximadamente no formato esférico,

exemplificado na figura 1.11, e ndo encerra d4gua no seu interior.

Figura 1.11 - Arranjo do agrupamento dos surfactantes em um ambiente aquoso.
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Fonte: Adaptado de (ALBERTS et al., 2017), p. 569.

Micela

Os surfactantes podem ser classificados de acordo com a natureza do grupo
hidrofilico: (1) Catidnicos, que possuem a parte hidrofilica composta por um atomo ou
grupo carregado positivamente; (2) Anidnicos, que possuem a parte hidrofilica
composta por um atomo ou grupo carregado negativamente; (3) Zwitteridnicos, que
possuem um balanco total de cargas nulo; (4) Nao-i0nicos, que se caracterizam por ter
uma estrutura polar que interage com a agua principalmente por pontes de hidrogénio.
Utilizamos nesse trabalho surfactantes cationicos e anionicos. A figura 1.12 mostra a

estrutura molecular desses surfactantes:

Figura 1.12 - Estrutura molecular dos surfactantes CTAB e SDS.
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Fonte: Adaptado de (MARQUEZIN, 2004), p. 24.
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A tabela 1.1 mostra alguns parametros dos surfactantes utilizados:

Tabela 1.1 - Informagdes dos surfactantes utilizados.

Surfactante Formula Numero de agregacao CMC (mM)
CTAB CH3(CH2)1sN"(CH3)3Br 170 1,0
SDS CH3(CH2)11SO*Na* 62 7,0-10,0

Fonte: (BHAIRI; MOHAN, 2001).

Como um parametro a mais no estudo das interacdes entre micelas de
surfactantes e bufotenina e 6xido de bufotenina, a carga elétrica liquida das micelas
pode afetar a interagdo com ambas as moléculas. O 6xido de bufotenina possui um
momento de dipolo (devido a presenca de um atomo de oxigénio a mais) que nao ¢
encontrado na estrutura da bufotenina e tal momento de dipolo poderia direcionar de
modo diverso o posicionamento da molécula quando proxima da superficie carregada de
uma micela, a depender da carga desta ultima. Além disso, um fator importante no
estudo de micelas eletricamente carregadas ¢ o valor do pH local. Na superficie da
micela o valor do pH (pH local) pode ser até¢ duas unidades menor (maior) do que o pH
do meio (FORNES et al, 1999), devido a4 maior (menor) concentracio de ions H,
atraidos (repelidos) pela superficie negativa (positiva) da micela. Este ¢ um método
eficiente para submeter a molécula de interesse a valores de pH abaixo (acima) dos
valores comumente obtidos experimentalmente.

Vesiculas fosfolipidicas: utilizados na produ¢do das vesiculas fosfolipidicas, os
fosfolipidios sao moléculas que possuem duas cadeias de acidos graxos apolares ligadas
a grupos polares, sendo também anfifilicas. Quando inseridas em ambientes polares
(meio aquoso, por exemplo) agregam-se formando a bicamada lipidica, exemplificada

na figura 1.13.

Figura 1.13 - Arranjo do agrupamento dos fosfolipidios em um ambiente aquoso.
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Fonte: Adaptado de (ALBERTS et al., 2017), p. 569.
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A bicamada lipidica por sua vez se curva para formar a vesicula, que encerra
uma pequena quantidade de adgua em seu interior (figura 1.14). A vesicula ¢ uma

estrutura estdvel formada espontaneamente para evitar a exposicdo das caudas

hidrofobicas a agua.

Figura 1.14 - Vesicula formada por fosfolipidios.
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Fonte: Adaptado de (ALBERTS et al., 2017), p. 570.

Os surfactantes tendem a formar micelas pois suas cabecas polares ocupam areas
suficientemente grandes e suas cadeias graxas ocupam areas menores, de modo que o
formato geométrico de suas estruturas ¢ representado por um cone. Ja os fosfolipidios se
associam formando vesiculas pois a relacdo entre a area de ocupacdo das cabegas
polares e das cadeias hidrofobicas ¢ praticamente a mesma, de forma que o resultado
geométrico que representa a estrutura da molécula ¢ uma forma cilindrica. Essas

representacdes geométricas e seus respectivos agrupamentos sdo ilustradas na figura
1.15:
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Figura 1.15 - Representacdo geométrica para os surfactantes e fosfolipidios com seus
respectivos agrupamentos.

Forma da Agrupamento das
molécula moléculas na agua

Fonte: Adaptado de (ALBERTS et al., 2017), p. 569.

Uma importante caracteristica da bicamada lipidica ¢ a sua fluidez,
proporcionando processos de transporte através da membrana e atividades enzimaticas.
Tal fluidez depende da composi¢do da bicamada e de sua temperatura. Uma bicamada
lipidica pode se apresentar em duas fases termodinamicas distintas, o estado gel (rigido
ordenado) e o estado liquido-cristalino (fluido). Denomina-se temperatura de transi¢ao
de fase a temperatura na qual ocorre a mudanga entre as fases. Na fase gel, onde a
temperatura ¢ inferior a temperatura de transi¢do, as cadeias laterais dos lipidios
assumem conformagdes estendidas e ordenadas, sendo a espessura da bicamada
maxima. Para temperatura acima da temperatura de transicao, fase liquido-cristalina, as
cadeias carbonicas ndo apresentam ordenacao lateral, pela sua grande mobilidade, e a
area ocupada pelas cabegas polares na bicamada torna-se maior (HEIMBURG, 2007). A

figura 1.16 representa essas duas fases distintas:



31

Figura 1.16 - Representacao esquematica das fases termodinamicas das bicamadas lipidicas.
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Fonte: Adaptado de (HEIMBURG, 2007), p. 78.

A temperatura de transi¢do de fase, em geral, aumenta com o comprimento e
diminui com o grau de insaturagdo da cadeia carbonica (BEGLEY; VAZ, 2008).

Existe ainda uma outra fase, denominada fase ripple, que ocorre entre a fase gel
e a fase fluida, especialmente em fosfocolinas; nesta fase a superficie da bicamada
lipidica deixa de ser plana e apresenta ondulacdes com periodicidade bem definida

(AKABORI; NAGLE, 2015).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho ¢ o estudo das propriedades de absor¢ao Optica e
emissao fluorescente dos compostos 5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina (Bufotenina) e N-
6xido-5-hidroxi-N-N-dimetiltriptamina (Oxido de bufotenina), assim como suas
interagdes com modelos de biomembrana.

Como objetivos especificos temos:

e Obter espectros de absor¢do oOptica da bufotenina e do 6xido de bufotenina em
diversos solventes e diversos valores de pH do meio;

e Obter espectros de emissao fluorescente da bufotenina e do 6xido de bufotenina
em diversos solventes, diversos valores de pH do meio, na presenca de micelas de
surfactantes e vesiculas fosfolipidicas;

e Obter coeficientes de absor¢do molar e rendimento quantico de fluorescéncia da
bufotenina e do 6xido de bufotenina em diversos solventes;

e Obter valores de anisotropia de fluorescéncia da bufotenina ¢ do 6xido em
diversos solventes, na presenca de micelas de surfactantes e vesiculas

fosfolipidicas;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos

As medidas de absor¢ao Optica foram realizadas no espectrofotometro UV-Vis-
NIR Lambda 1050 WB, fabricado pela PerkinElmer, disponivel no laboratério do
Grupo de Fisica de Materiais do IF/UFG. O intervalo de comprimento de onda de
operacdo do equipamento ¢ de 175 — 860 nm. A fonte de luz consiste em uma lampada
de Tungsténio que opera acima de 320 nm e uma lampada de Deutério que opera abaixo
de 320 nm. O espectrofotdmetro foi utilizado no modo de feixe simples, que funciona

de acordo com a figura 3.1 a seguir:

Figura 3.1 — Diagrama para o espectrofotometro de feixe simples.
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Fonte: Proprio autor.

O espectro do solvente, previamente medido, ¢ subtraido dos espectros de
absorgdo obtidos; o software PERKIN ELMER ¢ responsavel pela aquisi¢ao do espectro
com a subtracdo do espectro do solvente.

Medidas de intensidade de fluorescéncia e anisotropia estatica foram realizadas
nos espectrofluorimetros: Fluorolog FL3-221, fabricado pela HORIBA — Jobin Yvon,
disponivel no Laboratério do Grupo de Fisica de Materiais do IF/UFG e F-7000, da
Hitachi High-Tech, disponivel no Laboratorio de Biofisica do IF-UFG. O intervalo de
comprimento de onda utilizado foi de 288 — 550 nm, onde a fonte de luz ¢ uma lampada
de xenonio.

A figura 3.2 representa de maneira esquemdtica o funcionamento do

espectrofluorimetro:
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Figura 3.2 — Diagrama para o espectrofluorimetro.
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Fonte: Adaptado de (SKOOG; WEST; HOLLER, 2014), p. 787.

O feixe de luz de excitagdo, assim como o feixe de emissdo, ¢ controlado por um
conjunto de fendas e um obturador. Monocromadores permitem a selecdo do
comprimento de onda desejado. A fotomultiplicadora (presente no dispositivo de
leitura) pode ser ajustada na tensdo, em Volts, desejada. Para medidas de anisotropia

estatica utilizam-se polarizadores nos feixes de excitagdo e emissao.

3.2. Preparacio de amostra

As moléculas de 5-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina (bufotenina) e N-6xido-5-
hidroxi-N, N-dimetiltriptamina (Oxido de bufotenina) foram obtidas através de métodos
fitoquimicos pelo Instituto de Quimica — UFG, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Lucilia Kato. Ambas as moléculas foram isoladas a partir do extrato etandlico bruto das
folhas de Psychotria capitata Ruiz & Pav. (Rubiaceae), espécie abundante no Cerrado
Brasileiro (WAKUI, 2015). A estrutura dessas moléculas foi determinada através das
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (uni- e bidimensionais), Espectroscopia de

Infravermelho e Espectrometria de Massas, conforme descrito por WAKUI, 2015.
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Os estoques foram preparados solubilizando o p6 (tanto de bufotenina quanto de
oxido de bufotenina) em etanol, a uma concentracao de 3,6 mM para a bufotenina e 3
mM para o 6xido de bufotenina. Ambos os estoques sao mantidos sob refrigeracao, a -
18 °C.

Os solventes utilizados para realizacdo das medidas de absorcdo Optica e
emissdo fluorescente foram cloroférmio, etanol e metanol em grau espectroscopico,
adquiridos da Merck. O dimetilsulféxido (DMSO) foi gentilmente cedido pelo prof.
Anténio Alonso. O tampao Hepes, adquirido da Sigma-Aldrich, foi utilizado para
medidas em solucdo aquosa, com pH 7,47 e concentragdo 10 mM. As constantes
dielétricas para cada solvente se encontram na tabela 3.1 de acordo com a literatura

(LAKOWICZ, 2006; VALEUR, 2001).

Tabela 3.1 — Valores de constante dielétrica para os solventes utilizados.

Solvente Constante dielétrica (g)
Cloroférmio 4,80
Etanol 25,10
Metanol 33,60
DMSO 46,70
Agua 78,30

Fonte: (LAKOWICZ, 2006).

Em todos os experimentos envolvendo os solventes acima citados, a cubeta
utilizada possui caminho optico de 0,2 cm.

Nos experimentos com variagdo do pH do meio, a titulacao foi realizada com
acido cloridrico (HCl) 6 M e hidroxido de sédio (NaOH), pela adicao de pequenas
aliquotas na solucdo com a amostra. Em um volume de 10 ml de bufotenina (6xido) a
10 uM (40 uM), em tampao Hepes 10 mM (5 mM) e pH 7,4 foram adicionados 50 pl de
HCI 6M, resultando em solu¢do com pH ~ 2,0. A partir deste valor de pH foram
adicionadas aliquotas de 5 pl de NaOH; a cada adicdo era medido o pH do meio.
Quando atingido o valor desejado de pH, um volume de 500 ul de amostra era subtraido
e transferido para uma cubeta de caminho Optico 0,2 cm para obtengao dos espectros de
absor¢ao e emissao. Este procedimento foi feito até valores de pH proximos de 12,00. O

medidor de pH utilizado nesses experimentos ¢ da marca Quimis.
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Para preparagdo de micelas foram utilizados o brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) de carga positiva e o Dodecilsulfato de sodio (SDS) de carga negativa, ambos
adquiridos da Sigma-Aldrich. O preparo das solugdes estoque ¢ feito dissolvendo o
surfactante (em pd) em agua Milli-Q; a massa de surfactante foi aferida na balanga
analitica SHIMADZU - AUW220D disponivel no Laboratério de Biofisica do IF/UFG.
A concentracao dos estoques foi de 0,5 M; para a dissolucao completa dos surfactantes
nas solugdes estoque, o frasco contendo a amostra foi deixado em um banho de
ultrassom durante aproximadamente 2 horas. Apds este periodo, as solugdes a 0,5 M
apresentavam-se completamente homogéneas, sem espuma na interface ar/dgua e sem
precipitagdes no fundo do frasco. O banho de ultrassom utilizado ¢ da marca Eco-
Sonics. Em um volume inicial de 3 ml de bufotenina (6xido) a 10 uM (20 uM), em uma
cubeta de caminho Optico 1 cm, foram adicionadas pequenas aliquotas de SDS ou
CTAB a 0,5 M com o objetivo de aumentar gradativamente a concentracdo de
surfactante no sistema. As concentragdoes desejadas de surfactantes foram calculadas
utilizando-se a equagdo de diluigdo civi = cav2, onde c; € a concentragdo molar do
estoque, c2 € a concentracdo molar desejada de surfactante na cubeta, v> ¢ o volume
final na cubeta e vi ¢ o volume de surfactante a ser adicionado. A cada adicao de
surfactante na cubeta, esta era agitada delicadamente para que ndo houvesse a formagao
de espuma. A cubeta utilizada nestes experimentos apresenta caminho optico de 1 cm.

O preparo das membranas fosfolipidicas, utilizando o fosfolipidio 1,2-
dimiristoil-fosfatidil colina (DMPC), foi feito através do método de extrusao (HOPE et
al., 1985). Calcula-se a massa de DMPC que deve ser utilizada para a concentragdo
desejada, para determinado volume da solu¢dao tampao Hepes. Apds a massa calculada
ser aferida na balanca analitica, adiciona-se cloroférmio sobre o lipidio (em p9d), em um
tubo de ensaio. O passo seguinte ¢ adicionar um volume, ja calculado, do estoque da
molécula fluorescente (Bufotenina ou Oxido de bufotenina) que corresponda a uma
concentracao de 0,5% ou 1% em relagdo a concentracao molar do lipidio. Na sequéncia,
a amostra, dissolvida em cloroférmio ¢ levada ao agitador (vortex); com o auxilio de um
fluxo de nitrogénio ultrapuro para evaporar o cloroférmio, ocorre a formacdo de um
pequeno filme lipidico no fundo do tubo de ensaio. O filme lipidico ¢ entdo deixado em
um ambiente de baixa pressdo (camara de vacuo) por algumas horas; retira-se o filme
lipidico do vacuo para ser suspenso em solucdo aquosa e levado ao agitador de tubos,
para ser feito vortex, numa temperatura acima da temperatura de transicdo de fase do

lipidio. O resultado até entdo sdo vesiculas multilamelares. Para formagao de vesiculas
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unilamelares ¢ realizado o processo de extrusdo através de membranas de policarbonato
de 0,1 um de diametro, do kit mini-extruder da Avanti Polar Lipids. O processo de
extrusao € repetido por 21 vezes, e € realizado apenas com a parcela da amostra que sera
utilizada em um prazo de até 48 horas para realizagdo dos experimentos. Nestes
experimentos, a cubeta utilizada possui caminho 6ptico de 0,2 cm.

Como protocolo alternativo, também foram feitos experimentos com adi¢ao da
bufotenina ou do 6xido nas vesiculas fosfolipidicas ja extrusadas, na forma unilamelar.
Os resultados obtidos mostram que ndo houve diferenga entre os dois protocolos de
adicao dos fluor6foros nas vesiculas.

Nos experimentos envolvendo a transi¢do de fase das vesiculas fosfolipidicas,
foi utilizado o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) como sonda fluorescente, gentilmente
cedido pela profa. Maria Teresa Moura Lamy, do Instituto de Fisica da Universidade de
Sao Paulo, com quem mantemos colaboragdo. O DPH, quando utilizado, foi adicionado
ao cloroféormio, no momento do preparo dos filmes lipidicos. O estoque de DPH ¢ de 1

mM em cloroférmio, mantido sob refrigeracao a -18°C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Apresentaremos, primeiramente, os resultados obtidos para a bufotenina em
diversos solventes, em presenca de micelas e em presenca de vesiculas fosfolipidicas.
Em seguida, serdo apresentados os resultados obtidos para o 6xido de bufotenina nos

mesmos sistemas.

4.1. Bufotenina em solventes

4.1.1. Espectros de absor¢ao

Através dos experimentos de absorcdo Optica foram obtidos os espectros de
absorc¢do para a bufotenina em cloroférmio, etanol, metanol, DMSO e solugdo aquosa
(Hepes) pH 7.47, 10 mM. As medidas foram realizadas nas concentragdes 10 uM, 20
uM, 40 uM, 80 uM de bufotenina para todos os solventes; para o cloroférmio, etanol,
metanol ¢ DMSO foram realizadas também medidas na concentragdo de 5 uM; para o
Hepes uma medida em 160 uM foi realizada. A figura 4.1 mostra os espectros obtidos

para a concentracao de 80 pM.

Figura 4.1 — Espectros de absor¢do da bufotenina (80 uM) em diversos solventes; cubeta de caminho
optico 1 =0,2 cm.
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Para a bufotenina em Hepes os valores de absor¢do Optica se tornam menores
quando comparados com os espectros nos demais solventes. A figura 4.2 a seguir

mostra todos os espectros de absor¢ao normalizados da bufotenina a 80 uM.

Figura 4.2 — Espectros de absor¢ao normalizados da bufotenina (80 uM) em diversos solventes.
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Fonte: Proprio autor.

Para todas as solugdes a molécula apresenta duas bandas de absor¢do: a primeira
centrada em 278 nm para o cloroférmio, etanol, metanol e Hepes ¢ 280 nm para o
DMSO; a segunda centrada em 305 nm para o cloroférmio, etanol e metanol, 309 nm
para o DMSO e 300 nm para o Hepes. A absor¢ao ¢ méxima, para todas as solucdes, na
primeira banda. A tabela 4.1 contém os valores para os comprimentos de onda do

maximo de absor¢do da bufotenina nos diversos solventes.

Tabela 4.1 — Posi¢des do maximo comprimento de onda de absorc¢ao para a bufotenina em diversos

solventes.
Solvente Constante Apar(nm) 17 Amar(nm) 2°
dielétrica (g) banda banda

Cloroférmio 4,80 278 305
Etanol 25,10 278 305
Metanol 33,60 278 305
DMSO 46,70 280 309
Hepes 78,30 278 300

Fonte: Proprio autor.
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A mudanga na posicdo do comprimento de onda do maximo de absor¢do devido
a polaridade do meio ¢ denominada solvatocromismo. No caso de um deslocamento
espectral para o vermelho chamamos de solvatocromismo positivo. Esse
comportamento ¢ consequéncia da maior estabilizagdo do estado excitado do que o
estado fundamental do fluor6foro. Em geral compostos aromaticos (como ¢ o caso da
bufotenina) tendem a apresentar baixo solvatocromismo (REICHARDT; WELTON,
2010).

Em relacdo a primeira banda de absorc¢do, ndo foi observado solvatocromismo
entre cloroférmio, etanol, metanol e Hepes, solu¢cdes que apresentam diferentes
polaridades. Observa-se que apenas em DMSO, a bufotenina apresenta um pequeno
deslocamento para o vermelho (deslocamento batocromico); isso pode estar relacionado
com o carater aprotico (MARIANA, 2011) desse solvente.

Considerando a segunda banda de absor¢do, o deslocamento para o azul
observado em Hepes (em relacdo ao cloroféormio, etanol e metanol) pode estar
relacionado com as ligagdes de hidrogénio formadas entre o solvente e a bufotenina
(SKOOG; DONALD, 1980); a ligagao de hidrogénio entre as moléculas de agua e a
bufotenina confere maior estabilidade ao nivel fundamental de energia, proporcionando
rigidez estrutural & molécula e exigindo maior quantidade de energia para realizar a
transi¢do do estado fundamental para o estado excitado. Dessa forma ¢ possivel
entender também o deslocamento para o vermelho do méximo de absor¢ao da
bufotenina em DMSO, uma vez que este solvente tem carater aprotico.

Foram medidos os espectros de absor¢do da bufotenina em cloroférmio, etanol,

metanol, DMSO e Hepes (figura 4.3), para diferentes concentragdes:
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Figura 4.3 — Espectros de absor¢ao da bufotenina em diversos solventes, em fun¢do da concentragao;
cubeta de caminho optico | = 0,2 cm.
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Fonte: Proprio autor.
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E possivel notar a diminui¢io da absorbancia com a diminui¢io da
concentragdo, resultado previsto pela lei de Lambert-Beer. A figura 4.4 mostra a

dependéncia dos valores de absor¢ao obtidos em 278 nm, com a concentragao.

Figura 4.4 — Valores de absorbancia da bufotenina em fungao da concentracao e ajustes lineares para
diversos solventes.
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Fonte: Proprio autor.

Na faixa de concentracao estudada, ndo foram observados desvios da Lei de
Lambert-Beer. Obtivemos o coeficiente angular de cada curva através do ajuste linear.
De posse dessa informagdo e do caminho optico da luz, que foi de 0,2 cm de acordo
com a dimensao da cubeta, utilizamos a equacao 4.1 para calcular os coeficientes de

absorcao (&) da bufotenina em cada solvente.

(4.1)

el = A/C = coeficiente angular

onde | é o caminho 6ptico (em cm), A a absorbancia e C a concentracao da amostra (em

M). Obtivemos os valores de € descritos na tabela 4.2 a seguir:
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Tabela 4.2 — Coeficiente de absor¢ao da bufotenina em diversos solventes, para A = 278 nm.

Solvente e (em™ 1M1
Cloroférmio 4326 + 36
Etanol 4935+ 26
Metanol 4628 + 35
DMSO 4073 + 125
Hepes 2955+ 75

Fonte: Proprio autor.

O coeficiente de absor¢ao molar esta relacionado com a probabilidade de
determinada transi¢do eletronica ocorrer; da tabela 4.2 acima, pode-se notar que o
menor coeficiente de absor¢do molar para a bufotenina ¢ observado em Hepes, enquanto
para os demais solventes os valores de € sdo maiores e semelhantes entre si. Esses
resultados sugerem que a probabilidade de transicdo (em A = 278 nm) ¢ menor em

solventes mais polares, como o0 DMSO e, sobretudo, solugdo aquosa.

4.1.2. Espectros de emissdo fluorescente

Para obter o espectro de emissao a molécula foi excitada com um comprimento
de onda de 278 nm em todos os solventes. A figura 4.5 mostra os espectros de emissao
para a bufotenina em etanol, metanol, DMSO e Hepes em uma concentracao de 40 pM.

Em presenca de cloroférmio nao foi detectada emissdo fluorescente para a bufotenina.
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Figura 4.5 — Espectros de emissao fluorescente da bufotenina 40 uM em diversos solventes; excitacdo

em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se que a intensidade de emissao fluorescente da molécula diminui com
o aumento da polaridade do meio. A figura 4.6 contém os espectros de emissdo

normalizados para uma concentragdao de 40 uM para cada solvente:

Figura 4.6 — Espectros de emissao fluorescente normalizados da bufotenina 40 pM em diversos

solventes.
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Fonte: Proprio autor.
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E possivel notar um deslocamento do maximo de emissdo entre os solventes; a
tabela 4.3 a seguir mostra os valores referentes a posi¢ado do maximo comprimento de

onda de emissdo da bufotenina em cada solvente.

Tabela 4.3 — Posicdo do maximo comprimento de onda de emissdo fluorescente para a bufotenina em
diversos solventes.

Solvente Ansyx (NM)
Etanol 341

Metanol 340
DMSO 345
Hepes 345

Fonte: Proprio autor.

O deslocamento espectral ¢ resultado de efeitos especificos do solvente, pela
formacdo de ligacdes de hidrogénio e de complexos de transferéncia de cargas.
Observa-se um deslocamento para o vermelho (deslocamento batocromico) com o
aumento da polaridade do solvente; no processo de relaxacdo do primeiro estado
excitado, as ligagdes de hidrogénio estabelecidas entre solvente e a amostra provocam
uma diminui¢do da energia do estado excitado (TAKARA, 2006).

Foram obtidos os espectros de emissdo da bufotenina em etanol, metanol,

DMSO e Hepes (figura 4.7), para diferentes concentragdes:
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Figura 4.7 — Espectros de emissao da bufotenina em diversos solventes para diferentes concentragdes;
excitagdo em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Importante ressaltar que as diferengas entre os espectros de fluorescéncia da
bufotenina em diferentes solventes sdao governadas pela polaridade dos solventes e nao
pelo carater prético ou aprotico destes.

Alteragdes na forma do espectro e/ou deslocamento espectral em concentragdes
elevadas podem indicar a ocorréncia da formacdo de dimeros ou polimeros; alguns
hidrocarbonetos aromaticos podem ainda formar excimeros, que sdo dimeros no estado

excitado, obtidos pela colisdo entre uma molécula excitada e uma ndo excitada,
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detectados em concentragdes relativamente altas de fluor6foro (VALEUR, 2001). A

figura 4.8 mostra os espectros de emissao normalizados da bufotenina em diversos

solventes:

Figura 4.8 — Espectros de emissdao normalizados da bufotenina em diversos solventes para diferentes
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Fonte: Proprio autor.

Nao foram observadas alteragdes na forma do espectro ou deslocamento

espectral nas diversas concentragdes da molécula de bufotenina em cada um dos
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solventes, o que indica que a molécula permaneceu na forma monomérica; ou seja, para
a faixa de concentracdo estudada nao ha sinal de agregacdo ou interacao entre as
moléculas de bufotenina.

Como parte do processo de caracterizagdo espectroscopica, com dados de
absor¢do Optica e emissdo fluorescente calculamos o rendimento quantico da bufotenina

nos diversos solventes através da equacao 1.11 (tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Rendimento quantico da bufotenina calculado em diversos solventes.

Solvente Rendimento quintico
Etanol 0,11939
Metanol 0,12208
DMSO 0,11698
Hepes 0,11766

Fonte: Proprio autor.

Os valores de rendimento quantico foram obtidos utilizando-se como referéncia
a molécula de triptofano em solucao tampao Hepes 5 mM, pH = 7,4. O valor encontrado
na literatura para o rendimento quantico de fluorescéncia do triptofano ¢ de 0,11 em
solugdo tampao com pH ~ 7,4 (MARQUEZIN et al., 2003). Podemos observar que a
molécula de bufotenina possui rendimento quantico muito semelhante ao do triptofano;

os mesmos valores de rendimento quantico sao observados em solventes menos polares.

4.1.3. Anisotropia de fluorescéncia

A anisotropia de fluorescéncia revela o deslocamento angular médio da
molécula fluorescente que ocorre entre a absorcdo e a emissdo de um foton; esse
deslocamento depende da taxa de difusdo rotacional no estado excitado. A taxa de
difusdo rotacional depende das caracteristicas do solvente e da molécula. Dessa
maneira, medidas de anisotropia de fluorescéncia possibilitam investigar tamanho,
forma e movimento rotacional da molécula, assim como possiveis restricdes do
movimento que podem ser impostas pelo solvente (fluidez do meio).

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica em fun¢do da concentragao da
bufotenina em etanol, metanol, DMSO e Hepes. A figura 4.9 mostra os resultados

obtidos:
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Figura 4.9 — Anisotropia em fun¢@o da concentragdo de bufotenina em diversos solventes.
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Os valores de anisotropia obtidos para diferentes concentragdes podem ser
interpretados como flutuagdes em torno do zero, o que sugere uma livre movimentacao
da molécula em cada solvente. Estes resultados estdo em bom acordo com os resultados
obtidos da normalizagdo dos espectros de emissao (figura 4.8), pois sugerem que nao ha
formacdo de agregados de bufotenina na faixa de concentragdo estudada; agregados
contribuiriam com um aumento nos valores de anisotropia, devido a sua menor
movimentagdo no solvente, pois um agregado ¢ maior, em volume, do que uma unica

molécula de bufotenina.

4.2. Bufotenina em solucio aquosa com varia¢ao do pH

Medidas espectroscopicas de moléculas fluorescentes em funcao do pH do meio
podem nos dar informacdes estruturais sobre o fluor6foro e a interagdo deste com o
solvente. Os espectros de absor¢do de compostos que contém hidroxila e amino sdo
dependentes de pH, devido as propriedades acidas do grupo OH e ao carater basico do
grupo NHbz. Os espectros de fluorescéncia dos compostos aromaticos que contém esses
grupos também dependem do pH, mas a natureza dessa dependéncia normalmente ¢
diferente da dependéncia do pH dos espectros de absor¢cao (GUILBAULT, 1990).
Estudos de alteragdes da fluorescéncia em funcdo do pH sdo utilizados (1) para

distinguir compostos de estrutura semelhante; (2) como indicadores fluorescentes, onde
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indicadores de pH por alteracdo na cor sdo de pouca utilidade em solucdes turvas ou
coloridas; (3) para determinagao do pK. aproximado de acidos e bases em quantidades
minimas (WILLIAMS; BRIDGES, 1964).

A figura 4.10 a seguir mostra a estrutura molecular da bufotenina em suas

formas neutra, protonada e desprotonada:

Figura 4.10 - Estrutura molecular da bufotenina em sua forma: (a) neutra, (b) protonada, (c) zwitterionica

e (d) desprotonada.
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Fonte: Proprio autor.

A forma protonada (b), com carga liquida positiva, predomina em valores de pH
bastante acidos, onde a concentragdo de H' ¢ alta. Da mesma forma, para valores de pH
basicos, havera a predominancia da forma desprotonada (d), com carga liquida negativa.
A forma (a) ocorre com maior probabilidade que a forma (c), pois ¢ mais facil
desprotonar o nitrogénio do que o oxigé€nio; no entanto, ha também a ocorréncia da
forma zwitterionica (c) durante o processo de variagao do pH do meio.

Para compreender os diferentes sinais obtidos com a bufotenina em diferentes
estados de protonagdo, realizamos experimentos de absor¢do Optica e emissdao de
fluorescéncia em fun¢do do pH do meio, a uma concentragdo de 10 uM de bufotenina,

em meio aquoso (Hepes).
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4.2.1. Espectros de absorcao

A molécula de bufotenina, por ser um alcaloide indodlico, possui um grupo amina
que pode protonar em valores baixos de pH e um grupo hidroxila que pode desprotonar
em valores altos de pH, o que pode proporcionar alteragdes nos espectros de absorcao e
fluorescéncia com a variacdo do pH do meio. A figura 4.11 mostra os espectros de

absor¢ao da bufotenina em Hepes para diversos valores de pH:

Figura 4.11 — Espectros de absor¢ao da bufotenina (10 uM) em Hepes 10 mM para diversos valores de
pH; caminho optico | = 0,2 cm.
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se diferentes espectros de absor¢do para cada valor de pH do meio o
que sugere a existéncia de espécies protonadas e desprotonadas da molécula de
bufotenina.

A figura 4.12 mostra a absorbancia da molécula de bufotenina na banda centrada

em 278 nm em funcdo do pH do meio.
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Figura 4.12 — Absorbancia maxima em func¢do do pH do meio para a bufotenina (10 pM) em Hepes 10

mM
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Fonte: Proprio autor.

Iniciamos as medidas de absorbancia com o pH fisiolégico da solu¢do (7,4), para
entdo adicionar o HCI diminuindo o pH para o valor de 2,16; a partir dai as medidas
foram realizadas com o aumento gradativo do pH da solugdo com a adi¢ao de NaOH.

A medida que os valores de pH aumentam, de 2,16 para 4,37, a absorbancia
diminui, possivelmente pelo fato de as moléculas estarem protonadas em pH = 2,16 ¢ a
adicao de NaOH iniciar um processo de desprotonacao. Para valores de pH proximos ao
fisiologico ocorre uma estabilizacdo dos valores de absorbancia (exceto pelo valor de
pH 6,02) provavelmente pelo fato de que majoritariamente as moléculas se encontram
na forma neutra e com auséncia de processos de protonacao/desprotonagdo. Para valores
de pH acima de 10,00 observa-se um aumento dos valores de absorbancia, pois a partir
desse valor de pH, a molécula se encontra na forma desprotonada. O valor de
absorbancia para o pH = 6,02 gerou um ponto na curva fora do padrao discutido;
possivelmente a molécula de bufotenina, na forma protonada, ¢ mais sensivel a
polaridade do solvente. A titulacdo entre 4,37 e 6,02 para os valores de pH pode ser
realizada com algum(ns) valor(es) intermediario(s), com a adi¢do de aliquotas menores
de NaOH. De uma forma geral conclui-se que a molécula possui maior absorbancia em
suas formas protonadas e desprotonadas em relagdo a sua forma neutra.

A figura 4.13 mostra os espectros de absor¢ao normalizados da bufotenina em

Hepes para diversos valores de pH:
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Figura 4.13 — Espectros de absor¢ao normalizados da bufotenina (10 pM) em Hepes para diversos
valores de pH.
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Fonte: Proprio autor.

As alteragdes observadas nos espectros de absor¢do para diferentes valores de
pH sugerem a existéncia de duas estruturas absorvedoras diferentes: (1) a molécula de
bufotenina na forma neutra para valores de pH abaixo de 10,00; (2) a molécula na forma
desprotonada para valores de pH acima de 10,00. Para valores de pH baixo o formato do
espectro nao possui alteracdes significativas em relacao ao formato do espectro em pH
fisiologico, o que pode indicar maior solubilidade em agua em pH é4cido comparada a

solubilidade em pH basico.

4.2.2. Espectros de emissao fluorescente

A fluorescéncia de compostos aromaticos com substituintes acidos e/ou basicos
no anel sofre alteragdes, tanto no comprimento de onda quanto na intensidade, para as
formas ionizadas e ndo-ionizadas da molécula. As alteracdes se devem ao surgimento de
formas ressonantes associadas as formas basicas e acidas da molécula. Estudos com a
molécula fluorescente triptofano indicam que grupos protondveis e desprotonaveis
contribuem para alteragcdes no decaimento da fluorescéncia (MARQUEZIN et al.,
2003), onde a transferéncia de elétrons atua como uma rota para desativagdo nao
radiativa do estado excitado da molécula (CALLIS; VIVIAN, 2003). No caso da

bufotenina, a desprotonacdo do grupamento OH em valores de pH extremamente
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basicos diminui consideravelmente a intensidade de fluorescéncia e tal processo poderia
estar relacionado a uma possivel transferéncia de carga do anel indol para o radical N-
dimetil.

A figura 4.14 mostra os espectros de emissdo da bufotenina em Hepes para
diversos valores de pH. A amostra foi excitada com comprimento de onda de 278 nm

em todos os experimentos.

Figura 4.14 — Espectros de emissdo da bufotenina (10 uM) em Hepes 10 mM para diversos valores de
pH; excitagdo em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Como a fluorescéncia estitica ¢ uma média da fluorescéncia de todas as
moléculas, os resultados obtidos em um experimento de emissdo em funcdo do pH do
meio refletem a forma predominante da molécula naquele pH. O pico observado em
torno de 309 nm corresponde ao espalhamento Raman da 4gua, quando excitada em 278
nm. E possivel notar uma diminuicio de fluorescéncia para pH = 11,45 e pH =12,46.
Em pH 4cido, a protonacdo do nitrogénio do anel aromadtico origina estruturas
ressonantes com o estado fundamental mais estavel, evitando a desativagdo nao
radiativa, como consequéncia a intensidade de emissdo de fluorescéncia se tornaria
maior. Por outro lado, a desprotonagdo do grupo hidroxila causa o efeito oposto,
diminuindo consideravelmente a intensidade de emissao de fluorescéncia. Como a
molécula de bufotenina possui os dois sitios (protonavel e desprotonavel), a intensidade

de emissdo fluorescente pode diferir para cada valor de pH; observa-se que para valores
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de pH basico (acima de 10,00) os sitios desprotonados sdo predominantes em relacao
aos mesmos sitios em seu estado protonado.

A molécula de bufotenina ¢ fluorescente em uma ampla faixa de pH, como
indicado na figura 4.15 que mostra a intensidade méaxima de fluorescéncia em fung¢do do

pH do meio:

Figura 4.15 — Intensidade maxima de fluorescéncia em fungdo do pH do meio para a bufotenina (10 pM).
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Fonte: Proprio autor.

Na regiao compreendida entre pH ~ 2,0 e pH ~ 10,0 observa-se ligeiro aumento
na intensidade méxima com o aumento do pH, o que poderia ser explicado pelo fato de
que a fluorescéncia do anel indol pode ser suprimida pela presenga de protons (ions H')
no sistema (STEINER; KIRBY, 1969). Neste intervalo de pH sugere-se a
predominancia da bufotenina na forma neutra; ja a queda acentuada na intensidade de
fluorescéncia a partir de pH = 10,0 pode ser devida a formacao da bufotenina anidnica,
que desprotonou no grupo hidroxila com a adi¢do de NaOH.

A figura 4.16 mostra os espectros de emissdo normalizados da bufotenina em

Hepes para diversos valores de pH:
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Figura 4.16 — Espectros de emissdo normalizados da bufotenina (10 uM) em Hepes para diversos valores
de pH.
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Fonte: Proprio autor.

O aumento do pH desloca a emissdo maxima para o vermelho, como pode ser

observado no grafico da figura 4.17 a seguir:

Figura 4.17 — Comprimento de onda para a emissdo maxima da bufotenina (10 uM) em Hepes para
diversos valores de pH.
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Fonte: Proprio autor.

A predominancia da forma anidnica da bufotenina em meio com pH acima de ~
9,0 estabiliza o estado excitado, diminuindo sua energia, a0 mesmo tempo em que

diminui a intensidade de fluorescéncia. Em geral, a diminui¢do da intensidade de
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fluorescéncia estd associada a diminuicdo do tempo de vida do fluoréforo, na auséncia
de outras moléculas no sistema (LAKOWICZ, 2006). Assim, podemos afirmar que a
forma anidnica da bufotenina diminui a taxa de desexcitagao por fluorescéncia. Embora
a energia do estado excitado seja estabilizada, possiveis ligagdes de hidrogénio entre a
bufotenina e 0 meio solvente promoveriam com maior taxa a desexcitagdo da molécula
por processos nao radiativos, ou seja, ha supressdo de fluorescéncia por parte de

ligagdes de hidrogénio entre o meio aquoso € a forma desprotonada da bufotenina.

4.3. Bufotenina em surfactantes

Surfactantes, popularmente conhecidos como detergentes, sdo moléculas
anfifilicas cujas estruturas moleculares sdo caracterizadas por duas regides distintas:
uma parte hidrofilica, que possui afinidade com a dgua, e uma outra hidrofobica que tem
afinidade com gorduras. Como consequéncia dessas caracteristicas, essas substancias
podem atuar como agentes emulsificantes, tensoativos, dispersantes ou solubilizantes,
conferindo enorme aplicabilidade industrial e cientifica (NITSCHKE; PASTORE, 2002;
UENO et al., 2007; ZHANG et al., 2012) (AHMAD et al., 2021; CHANG et al., 2021,
HALLEB et al., 2021; LI et al., 2021; QI et al., 2021; WANG et al., 2021; ZALDIVAR;
CONDA-SHERIDAN; TAGLIAZUCCHI, 2021).

Os agregados resultantes da interacdo dessas moléculas anfifilicas sdo utilizados
como modelos, embora bastante rudimentares, de membranas biologicas, que podem ser
monitorados através da fluorescéncia (MARQUEZIN et al., 2006)(SRIRAMA M.
BHAIRI, CHANDRA MOHAN, SIBEL IBRYAMOVA, 2001)(VAN STAM,;
DEPAEMELAERE; DE SCHRYVER, 1998). Dessa forma realizamos experimentos
com a bufotenina em surfactantes e micelas.

Os experimentos de emissdo de fluorescéncia da bufotenina foram realizados na
presenca de dois surfactantes com carga e estruturas diferentes, ambos em solucdo com
pH fisiologico, com a molécula na sua forma neutra, com auséncia de sitios protonados
ou desprotonados. A molécula, na concentragdo de 20 uM, foi excitada com um
comprimento de onda de 278 nm em todos os experimentos. Verificamos possiveis
interacdes da molécula de bufotenina com os agregados anfifilicos do surfactante
cationico CTAB e do surfactante anidnico SDS; as intera¢cdes podem ocorrer via

interagdes coulombianas ou pelo efeito hidrofobico.
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4.3.1. CTAB

O Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) foi o surfactante cationico utilizado.
A figura 4.18 mostra o espectro de emissdo da bufotenina em CTAB variando a
concentragdo do surfactante.

Figura 4.18 — Espectro de emissdo da bufotenina em CTAB para diferentes concentra¢des do surfactante;
excitagdo em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Nao foram observados deslocamentos espectrais na fluorescéncia da bufotenina
para as diversas concentracdes de surfactante empregadas; através do grafico da figura
4.19 a seguir, podemos observar pequenas flutuagdes em torno de um comprimento de

onda maximo de emissao:
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Comprimento de onda para a emissao maxima da bufotenina em func¢ao da concentracao de
CTAB na amostra.
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Fonte: Proprio autor.

A figura 4.20 mostra as variacdes da intensidade de emissdo maxima em fungao

da concentracao do CTAB na amostra.

Figura 4.20

Intensidade maxima (u.a.)

— Intensidade maxima de emissao da bufotenina em fun¢o da concentragao de CTAB na
amostra.
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Fonte: Proprio autor.
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Para a variagdo na concentracdo do surfactante, foram adicionadas pequenas
aliquotas de uma solucdo estoque (de concentracdo mais alta), aumentando
gradativamente o volume total da solu¢do na cubeta. A dilui¢do do composto acarreta
uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia; assumindo que a fluorescéncia do
composto varie linearmente com a concentragdo, foi realizada a correcdo na intensidade
de fluorescéncia. A correcdo ¢ feita multiplicando o espectro obtido para cada
concentragdo pela razdo entre o volume total de amostra (apos a adicao do surfactante) e
o volume inicial (antes da adi¢cdo do surfactante).

E possivel notar um aumento acentuado na intensidade de fluorescéncia em
valores de concentragdo de CTAB at¢ 5 mM (a CMC do CTAB ¢ de 1,0 mM), o que
sugere que a molécula de bufotenina estd interagindo com a micela, se posicionando na
superficie externa da mesma. Esse aumento observado pode ser atribuido a diminui¢ao
das taxas de decaimento por processos ndo radiativos pois na presenga de micelas a
bufotenina possui menor contato com o solvente, o que diminui a desexcitacdo por
supressao devido a formagdo de pontes de hidrogénio do fluor6foro com o solvente ou
mesmo por colisdo com as moléculas do solvente.

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica da bufotenina em funcao da

concentragdo de CTAB. A figura 4.21 mostra os resultados obtidos.

Figura 4.21 — Anisotropia de fluorescéncia da bufotenina em funcao da concentracdo de CTAB na
amostra.
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Os valores de anisotropia obtidos para diferentes concentragdes podem ser
interpretados como flutuagdes em torno do zero, o que sugere uma livre movimentagao
da molécula em toda faixa de concentracdo de CTAB. Considerando que a bufotenina ¢
sensivel a presenca das micelas, ¢ possivel que esta se localize na interface entre a

porcao hidrofilica do detergente e a 4gua, onde teria maior mobilidade.

4.3.2. SDS

O Dodecilsulfato de soédio (SDS) foi o surfactante anidnico utilizado. A figura
4.22 mostra o espectro de emissao da bufotenina em SDS variando a concentracdo do

surfactante:

Figura 4.22 — Espectro de emissao da bufotenina em SDS para diferentes concentragdes do surfactante;
excitagdo em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Foi possivel observar um pequeno deslocamento espectral na fluorescéncia da
bufotenina com a variagdo da concentragdo do SDS de 340 nm para 338 nm de acordo

com a figura 4.23 a seguir:



62

Figura 4.23 — Comprimento de onda para a emissdo maxima da bufotenina em fung@o da concentragdo de
SDS na amostra.
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Fonte: Proprio autor.

O aumento da concentracdo de SDS proporciona um discreto deslocamento
espectral para o azul. Foi discutido que em meio aquoso a emissao da bufotenina estaria
deslocada para o vermelho pela formagdo de ligagdes de hidrogénio; dessa forma o
deslocamento espectral para o azul sugere que a molécula de bufotenina esta adentrando
a regido das cabegas polares dos surfactantes, o que reduziria seu contanto com o meio
aquoso.

A figura 4.24 mostra as variagcdes da intensidade de emissdo maxima (com a

corre¢do pelo efeito de diluicdo) em funcgdo da concentragdo do SDS na amostra:
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Figura 4.24 — Intensidade maxima de emissdo da bufotenina em fun¢do da concentracdo de SDS na

amostra.
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Fonte: Proprio autor.

Abaixo da CMC o acréscimo de SDS possivelmente faz com que ocorra a
formacdo de agregados entre a bufotenina e o surfactante, o que proporciona uma
pequena diminuicdo na intensidade de fluorescéncia; pode haver agregados na
superficie (interface ar/agua) com a cadeia hidrocarbdnica exposta ao ar devido a sua
hidrofobicidade. A partir da concentragdo de 7,0 mM referente a CMC do SDS, a
intensidade de fluorescéncia aumenta, o que sugere que a bufotenina estaria adentrando
a regido das cabecgas polares, como forma de minimizar a energia em relacdo as
estruturas descritas antes da CMC. Essa configuracdo mais favoravel energeticamente
reduz a interacdo da bufotenina com o solvente, o que diminuiria a desexcitacdo por
colisdio com as moléculas do solvente, justificando o aumento na intensidade de
fluorescéncia.

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica da bufotenina em fun¢do da

concentracdo de SDS. A figura 4.25 mostra os resultados obtidos:
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Figura 4.25 — Anisotropia de fluorescéncia da bufotenina em func¢ao da concentracdo de SDS na amostra.
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Fonte: Proprio autor.

Os valores de anisotropia obtidos para a bufotenina em SDS podem ser
interpretados como flutuagdes em torno do zero. Considerando os valores extremamente
baixos de anisotropia, ¢ possivel concluir, assim como nas micelas de CTAB, que a
bufotenina esteja localizada na interface entre a por¢ao hidrofilica do SDS e a agua,
uma vez que sua mobilidade ndo ¢ alterada durante a titulagdo com SDS, mesmo na fase
pré-micelar. A figura 4.26 a seguir permite uma analise conjunta dos resultados de

anisotropia da bufotenina em presenca de SDS ¢ CTAB:

Figura 4.26 — Anisotropia de fluorescéncia da bufotenina em presenga de SDS e CTAB.

0,015
—o—SDS
—o— CTAB
0,010 ). =278 nm
g
c
2 "4 / \ /% %\
£ oo T T
S / T mqmmmr}
Q —
§ -0,005
o
2
c
< 0,010
20,015 1 . | | | | |

0 5 10 15 20 25 30

Concentracao (mM)

Fonte: proprio autor.
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Os resultados obtidos para a molécula de bufotenina em surfactantes, tanto no
CTAB quanto no SDS, sugerem que a bufotenina se localiza da superficie externa da
micela, pois se estivesse complemente inserida no interior, as caudas hidrofobicas
causariam restri¢des ao seu movimento, resultando em valores maiores de anisotropia.
A figura 4.27 a seguir ¢ uma representagdo esquematica de possiveis interagdes entre a

bufotenina e a micela:

Figura 4.27 — Possiveis interagdes entre bufotenina e micela.

Fonte: Proprio autor.

4.4. Bufotenina em DMPC

O estudo com membranas celulares modelos preparadas com fosfolipidios
fornece informagdes importantes para compreensdao de estruturas celulares mais
complexas (CHAN; BOXER, 2007; SINGER; NICOLSON, 1972), umas vez que as
informacdes celulares se relacionam com as propriedades da membrana celular.

O DMPC foi o fosfolipidio utilizado para o preparo das membranas modelos, a
uma concentragdo de 1 mM, na qual foi inserida a molécula de bufotenina. No caso do
DMPC utilizado neste trabalho, a temperatura de transi¢ao de fase ocorre por volta de

23 °C (KATSARAS; GUTBERLET, 2001; MARSH, 1990) A figura 4.28 a seguir
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mostra os espectros de emissdo fluorescente da bufotenina, cuja excitagdo foi feita em

278 nm:

Figura 4.28 — Espectro de emissao da bufotenina a 10 uM em DMPC para diferentes temperaturas;
excitagdo em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Pela figura 4.29 podemos observar a dependéncia do comprimento de onda

maximo de emissdo com a temperatura:
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Figura 4.29 — Comprimento de onda para a emissdo maxima da bufotenina em DMPC em funcdo da
temperatura.

341 r T y T y T y T

_(nm)

max

oY)
=
(e)
!
!

3394 @

\o/o\o/ °\° / o\o
\° 4
T—o— 0

338 .

337 + .

Comprimento de onda em I

336 - T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Fonte: Proprio autor.

Considerando a margem de erro experimental, ndo ha variacdo do maximo de
emissdo em fun¢do da temperatura do meio. No entanto, a intensidade de fluorescéncia

se altera, conforme mostrado na figura 4.30 a seguir:

Figura 4.30 — Intensidade maxima de emissao da bufotenina em DMPC em fun¢do da temperatura.
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Fonte: Proprio autor.

E possivel notar uma diminui¢ao acentuada da intensidade de fluorescéncia com

o aumento da temperatura, sobretudo a partir de ~ 25 °C. Em geral, a taxa de
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desexcitagdo por fluorescéncia diminui com o aumento da temperatura do sistema
(LAKOWICZ, 2006), o que explicaria parcialmente estes resultados. No entanto,
considerando que as moléculas de dgua conseguem penetrar mais facilmente, e em
maior quantidade, na regido das cabegas polares quando na fase fluida da bicamada,
sugere-se que seja este o efeito predominante e responsavel pela diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia da bufotenina.

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica em fungdo da temperatura para
duas concentragdes de bufotenina em presenca de vesiculas de DMPC e também para a
bufotenina pura em solu¢do tampdo, na concentragdo de 10 uM. A figura 4.31 mostra os

resultados obtidos:

Figura 4.31 — Anisotropia de fluorescéncia da bufotenina em DMPC e em Hepes em fun¢do da

temperatura.
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Fonte: Proprio autor.

As bicamadas lipidicas apresentam comportamento de fase em fungdo da
temperatura; como ja mencionado, o DMPC tem temperatura de transi¢cdo de fase
aproximadamente em 23 °C e medidas de anisotropia de fluorescéncia de fluordforos
inseridos na bicamada sdo uma excelente forma de monitorar este comportamento de
fase.

Para 10 uM de bufotenina, os resultados ndo refletem a transi¢do de fase do

DMPC; no entanto, os valores de anisotropia sdo maiores do que os valores observados
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para a bufotenina livre em solugdo. Para 20 uM de bufotetina, observa-se diferenca
entre os valores de anisotropia na fase gel (abaixo de 23 °C) e na fase fluida (acima de
23 °C), mas com diminui¢ao significativa ja em 20 °C, evidenciando que a bufotenina
ndo estd completamente inserida na bicamada, mas consegue monitorar a transicao de
fase, embora de forma pouco precisa.

Se a molécula de bufotenina se localizasse completamente inserida na regido das
cadeias graxas da bicamada lipidica, esperariamos observar claramente a transi¢do de
fase através destas medidas de anisotropia. No entanto, os resultados obtidos sugerem
que a bufotenina estd localizada na interface cabega polar/agua e percebe a transi¢do de
fase de forma muito sutil.

Assim como na presenca de micelas, também em DMPC a bufotenina estaria
localizada na superficie externa da vesicula, onde o contato com as moléculas do
solvente ¢ menor em relagdo a bufotenina em meio aquoso. A anisotropia em meio
aquoso ¢ mostrada na curva em preto do grafico 4.31, com valores flutuando em torno

do zero.

4.5. Oxido de bufotenina e solventes

Apresentaremos a seguir os resultados obtidos para a molécula de 6xido de
bufotenina. Foram realizados os mesmos experimentos descritos anteriormente para a
bufotenina e os resultados obtidos sdo, na maior parte, muito semelhantes. A molécula
de oxido de bufotenina, apresentada na figura 1.2 deste trabalho, difere da molécula de
bufotenina apenas por um atomo de oxigénio em ligagdo com o nitrogénio externo ao

indol.

4.5.1. Espectros de absorc¢ao

Através dos experimentos de absorcao Optica foram obtidos os espectros de
absor¢do para o oxido de bufotenina em etanol, metanol, DMSO e solugdo aquosa
(Hepes) pH 7.47, 10 mM. As medidas foram realizadas nas concentragdes 5 uM, 10
uM, 20 uM, 40 uM e 80 uM de 6xido de bufotenina para todos os solventes. A figura

4.32 mostra os espectros obtidos para a concentragdo de 80 uM:
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Figura 4.32 — Espectros de absor¢ao do 6xido de bufotenina (80 uM) em diversos solventes; cubeta de
caminho optico | = 0,2 cm.
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Fonte: Proprio autor.

Nao foi possivel obter a curva de absor¢ao optica para o 6xido em cloroférmio.

A figura 4.33 mostra todos os espectros de absor¢do normalizados do oOxido de

bufotenina a 80 uM:

Figura 4.33 — Espectros de absor¢ao normalizados do 6xido de bufotenina (80 pM) em diversos

solventes.
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Para todos os solventes a molécula apresenta duas bandas de absor¢do; os
valores para os comprimentos de onda maximo de absorc¢ao estdo descritos na tabela

4.5. A absor¢ao ¢ maxima, para todas as solugdes, na primeira banda.

Tabela 4.5 — Posi¢des do maximo comprimento de onda de absorgdo para o 6xido de bufotenina em
diversos solventes.

Solvente Constante Amax(nm) 17 Amar(nm) 2°
dielétrica (g) banda banda
Etanol 25,10 275 307
Metanol 33,60 275 307
DMSO 46,70 276 313
Hepes 78,30 275 307

Fonte: Proprio autor.

Em relacdo a primeira banda de absor¢do nao foi observado solvatocromismo.
Para a segunda banda de absor¢do observa-se um deslocamento para o vermelho
(deslocamento batocromico) do 6xido de bufotenina em DMSO. De maneira analoga ao
que foi discutido para a molécula de bufotenina, ¢ o carater protico/aprotico dos
solventes que governa o deslocamento espectral na banda de menor energia.

Foram medidos os espectros de absor¢do do 6xido de bufotenina em etanol,
metanol, DMSO e Hepes (figura 4.34), para diferentes concentragdes, como forma de
monitorar possivel agregagcdo entre as moléculas, em concentragdes relativamente

elevadas.
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Figura 4.34 — Espectros de absorcao do 6xido de bufotenina em diversos solventes, em funcao da

concentragdo; cubeta de caminho 6ptico | =0,2 cm.
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E possivel notar a diminuicdo da absorbancia com a diminuicdo da

concentragdo, resultado previsto pela lei de Lambert-Beer. A figura 4.35 a seguir mostra

a dependéncia dos valores de absor¢ao obtidos em 278 nm, com a concentragao:
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Figura 4.35 — Valores de absorbancia do 6xido de bufotenina em fun¢do da concentracdo e ajustes
lineares para diversos solventes.
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Fonte: Proprio autor.

De maneira andloga ao que foi realizado para a molécula de bufotenina,
calculamos os coeficientes de absorcao (&) do 6xido de bufotenina em cada solvente; os

valores estdo descritos na tabela 4.6 a seguir:

Tabela 4.6 — Coeficiente de absor¢ao molar do 6xido de bufotenina em diversos solventes.

Solvente g(ecm M1
Etanol 2167 +9
Metanol 2526 + 6
DMSO 2905 + 29
Hepes 2110 £21

Fonte: Proprio autor.

Na comparagdo com a molécula de bufotenina, aqui o 6xido de bufotenina
apresenta coeficientes de absor¢do molar bastante baixos. Enquanto na bufotenina a
absor¢do ¢ mais alta em etanol, para o 6xido a absor¢ao mais alta ocorre em DMSO. A
proximidade maior entre os valores de ¢ de ambas as moléculas ¢ observada em
presenca de tampao Hepes. Também em Hepes ¢ observada a menor absor¢ao para
ambas as moléculas. Para o 6xido, ndo ¢ possivel encontrar correlagdo entre os valores

de € e a polaridade dos solventes ou o carater protico/aprotico destes.
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4.5.2. Espectros de emissiao fluorescente

Para obter o espectro de emissao a molécula foi excitada com um comprimento
de onda de 278 nm em todos os solventes. A figura 4.36 mostra os espectros de emissao
para o 6xido de bufotenina em etanol, metanol, DMSO e Hepes em uma concentragao

de 40 uM:

Figura 4.36 — Espectros de emissdo fluorescente do 6xido de bufotenina 40 Mm em diversos solventes;
excitagdo em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se que a intensidade de emissao fluorescente da molécula diminui em
meio aquoso. A figura 4.37 contém os espectros de emissdao normalizados para uma

concentragdo de 40 uM de 6xido de bufotenia para cada solvente:
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Figura 4.37 — Espectros de emissao fluorescente normalizados do 6xido de bufotenina 40 uM em

diversos solventes.
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Fonte: Proprio autor.

E possivel notar um deslocamento do maximo de emissao entre os solventes; a

tabela 4.7 mostra os valores referentes a posicdo do maximo comprimento de onda de

emissdo do 6xido de bufotenina em cada solvente:

Tabela 4.7 — Posi¢do do maximo comprimento de onda de emissdo fluorescente para o 6xido de
bufotenina em diversos solventes.

Solvente Aax (M)
Etanol 340

Metanol 339
DMSO 345
Hepes 342

Fonte: Proprio autor.

O deslocamento espectral ¢ resultado de efeitos especificos do solvente, pela

formacdo de ligagdes de hidrogénio e de complexos de transferéncia de cargas. De

maneira analoga ao que ocorre com a molécula de bufotenina, observa-se um

deslocamento para o vermelho (deslocamento batocrdmico) em presenga de DMSO.

Medindo a escala de polaridade dos solventes somente através da constante dielétrica,

os resultados da tabela acima ndo podem ser explicados, pois a constante dielétrica da

agua ¢ maior do que a do DMSO. No entanto, de maneira andloga a molécula de
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bufotenina, se considerarmos que o DMSO ¢ um solvente aprotico, os resultados de

deslocamento espectral sao perfeitamente explicados.

Continuando com a caracterizagdo espectroscopica do oxido de bufotenina,

foram obtidos os espectros de emissdo em etanol, metanol, DMSO e Hepes (figura

4.38), para diferentes concentragdes:

Figura 4.38 — Espectros de emissdo do ¢xido de bufotenina em diversos solventes para diferentes
concentragodes; excitagdo em 278 nm.
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A figura 4.39 mostra os espectros de emissdo normalizados do 6xido de

bufotenina em diversos solventes:

Figura 4.39 — Espectros de emissdo normalizados do 6xido de bufotenina em diversos solventes para
diferentes concentracoes.
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Fonte: Proprio autor.
O deslocamento espectral observado para o 6xido de bufotenina em DMSO

sugere a formacgdo de agregados ou interacdo entre as moléculas quando em presenga

deste solvente. Considerando que etanol, metanol e solucdo aquosa sdo solventes

500
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proticos, a molécula de 6xido de bufotenina estaria melhor solvatada nestes solventes
devido as ligagcdes de hidrogénio; o mesmo nao ocorre com o 6xido em presenga de
DMSO e ha a possibilidade de agregacao do composto.

Como parte do processo de caracterizagdo espectroscopica, com dados de
absorc¢do Optica e emissdo fluorescente calculamos o rendimento quantico do 6xido de

bufotenina nos diversos solventes (tabela 4.8).

Tabela 4.8 — Rendimento quéntico do 6xido de bufotenina calculado em diversos solventes.

Solvente Rendimento quantico
Etanol 0.00757
Metanol 0.03188
DMSO 0.03423
Hepes 0.00468

Fonte: Proprio autor.

Novamente foi utilizado o triptofano (em solugdo aquosa) como referéncia no
calculo dos valores de rendimento quantico de fluorescéncia. Os valores encontrados
para o 6xido sdo extremamente baixos, chegando a valores menores que 1% em etanol e
em tampao Hepes. O fato de o oxido apresentar tdo baixo rendimento quantico de
fluorescéncia tornou delicados os experimentos no fluorimetro, onde a sensibilidade da
fotomultiplicadora estava sempre no limite superior.

Considerando que o 6xido de bufotenina possui um oxigénio a mais em sua
estrutura, € possivel que processos de transferéncia de carga envolvendo esse oxigénio
possam competir com a desexcitacdo por fluorescéncia, diminuindo assim o rendimento

quantico do 6xido em relagdo a bufotenina.

4.5.3. Anisotropia de fluorescéncia

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica em fun¢do da concentracao do
oxido de bufotenina em diversos meios solventes: etanol, metanol, DMSO e Hepes. A

figura 4.40 a seguir mostra os resultados obtidos:



79

Figura 4.40 — Anisotropia em funcdo da concentracdo de 6xido de bufotenina em diversos solventes.
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Fonte: Proprio autor.

Os valores de anisotropia obtidos para diferentes concentragdes podem ser
interpretados como flutuagdes em torno do zero, o que sugere uma livre movimentagao
da molécula em cada solvente. De modo muito semelhante ao discutido para a
bufotenina, estes resultados sugerem que nao ha formagdo de agregados de 6xido na
faixa de concentragdo estudada; caso contrario, os valores de anisotropia seriam maiores

e poderiam sofrer variagdes com o aumento da concentragdo da molécula no meio.

4.6. Oxido de bufotenina em solugio aquosa com variagio do pH

Como ja mencionado na sessdo 4.2 desta tese, estudos com variagdes no pH do
meio sdo bastante Uteis pois promovem a protonacdo/desprotonagdo de sitios
protonaveis/desprotonaveis em diversas moléculas. A adi¢ao/subtracdo de cargas em
uma molécula influencia sua estrutura eletronica como um todo e possiveis alteragdes
nos estados eletronicos (fundamental e excitado) podem ser observadas em espectros de
absor¢do Optica e de emissdo fluorescente. Apresentamos a seguir, resultados para o

oxido de bufotenina em tampao Hepes 5 mM, com variagdo do pH do meio.
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4.6.1. Espectros de absorc¢ao

Considerando os valores baixos do coeficiente de absor¢cao molecular do 6xido
de bufotenina, utilizamos a concentragdo de 40 uM. Os resultados sdo mostrados na

figura 4.41 a seguir:

Figura 4.41 — Espectros de absor¢ao do 6xido de bufotenina (40uM) em Hepes 5 mM para diversos
valores de pH; caminho optico | = 0,2 cm.

T T T T T T T T
0,020 - [Oxido de Alefotenina] =40 ].LM_
pH do meio:
pH 2,12 i
——— pH 3,37
0,016 —— pH 4,02
- — pH 584
s pH 6,82 T
£ 0012+ ——— pH 7,39
0 pH 8,73
=
8 — pH 9,96 N
e 0,008 — pH 10,60
< —— pH 11,70
pH 12,18
0,004 +
0,000

T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (hm)

Fonte: Proprio autor.

Os valores de absorbancia na regido espectral de interesse, em torno das bandas
centradas em 274 nm e ~ 307 nm parecem sofrer alteragdo significativa em fun¢do do
pH; no entanto, como pode ser observado no grafico da figura 4.42 a seguir, ndo ha um

padrao de variagdo conclusivo:
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Figura 4.42 — Absorbancia maxima em func¢do do pH do meio para o 6xido de bufotenina (40 uM) em
Hepes 5 mM.
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Fonte: Proprio autor.

Foram considerados os valores de absorbancia em 274 nm, por ser este o
comprimento de onda do pico de absorcao, e em 278 nm, por ser este 0 comprimento de
onda utilizado no fluorimetro para excitagao da amostra. Como pode ser observado, os
valores de absorbancia sdo bastante proximos para estes dois comprimentos de onda.

Procedendo a normalizacdo destes espectros, notamos discreta alteracdo na
forma da banda de absor¢ao a partir de pH = 10,60; a figura 4.43 a seguir mostra os

espectros normalizados:

Figura 4.43 — Espectros de absor¢ao normalizados do 6xido de bufotenina (40 uM) em Hepes para
diversos valores de pH.
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Fonte: Proprio autor.
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Da mesma forma que foi observado para a bufotenina, o 6xido de bufotenina
também apresenta a forma anionica (desprotonada) da molécula em valores de pH
basicos, o que poderia ocasionar esta ligeira alteragcdo na forma dos espectros de
absorcao iniciando em pH = 10,60. Os sitios protonaveis do 6xido de bufotenina sdo os

mesmos sitios da bufotenina.

4.6.2. Espectros de emissao fluorescente

Para a mesma amostra de 6xido de bufotenina 40 uM foram obtidos espectros de
emissdo fluorescente, com excitacdo mantida em 278 nm. A figura 4.44 a seguir mostra

0s espectros obtidos:

Figura 4.44 — Espectros de emissdo do 6xido de bufotenina (40 uM) em Hepes 5 mM para diversos
valores de pH; excitagdo em 278 nm.
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E possivel notar a diminui¢@o da fluorescéncia com o aumento do pH do meio,
de modo semelhante ao que ocorre com a molécula de bufotenina. Uma andlise mais
precisa nos permite apresentar graficamente a intensidade maxima de fluorescéncia em

funcdo do pH do meio (figura 4.45):
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Figura 4.45 — Intensidade maxima de fluorescéncia em funcao do pH do meio para o 6xido de bufotenina

(40 uM).
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Fonte: Proprio autor.

Conforme j& observado para a molécula de bufotenina, na regido que vai de pH
~ 2,0 até pH ~ 7,0 ha ligeiro aumento da fluorescéncia com o aumento do pH do meio,
devido a supressdo da fluorescéncia do indol pela alta concentragdo de ions H" no meio.

A intensidade maxima de fluorescéncia diminui drasticamente acima de pH ~
9,0, indicando a predominancia das espécies desprotonadas do o6xido. O efeito da

desprotonacdo da molécula ¢ observado também através da alteracdo da forma do

espectro de fluorescéncia, conforme mostra a figura 4.46 a seguir:

Figura 4.46 — Espectros de emissao normalizados do ¢xido de bufotenina (40 uM) em Hepes para
diversos valores de pH.
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Ainda acima de pH ~ 9,0 ¢ observado acentuado deslocamento espectral para o
vermelho; o grafico da figura 4.47 a seguir mostra o comprimento de onda do maximo

de emissao em fun¢ao do pH do meio:

Figura 4.47 — Comprimento de onda para a emissao maxima do 6xido de bufotenina (40 uM) em Hepes
para diversos valores de pH.
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Fonte: Proprio autor.

Podemos concluir que o comportamento do 6xido de bufotenina quando da
variagdo do pH do meio ¢ andlogo ao comportamento exibido pela molécula de

bufotenina, uma vez que os sitios protonaveis sao os mesmos em ambas as moléculas.

4.7. Oxido de bufotenina em surfactantes

Os experimentos de emissao de fluorescéncia do 6xido de bufotenina foram
realizados na presenc¢a de dois surfactantes com carga e estruturas diferentes, ambos em
solugdo com pH fisiologico. A molécula, na concentracdo de 20 uM, foi excitada com

um comprimento de onda de 278 nm em todos o0s experimentos.

4.7.1. CTAB

O Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) foi o surfactante cationico utilizado.
A figura 4.48 mostra o espectro de emissdo da bufotenina em CTAB variando a

concentragdo do surfactante:
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Figura 4.48 — Espectro de emissao do 6xido de bufotenina em CTAB para diferentes concentragdes do
surfactante; excitagdo em 278 nm.
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Fonte: Proprio autor.

A figura 4.49 mostra como o comprimento de onda para a emissdo maxima, do
oxido de bufotenina, em func¢do da concentracdo de CTAB na amostra.

Figura 4.49 — Comprimento de onda para a emissdo maxima do 6xido de bufotenina em fungdo da
concentragdo de CTAB na amostra.
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Fonte: Proprio autor.

E possivel observar que o aumento da concentragio de CTAB promove um

deslocamento espectral para o azul, o que sugere que a molécula estd reduzindo o seu
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contato com o meio aquoso e, dessa forma, entrando na regido das cabecas polares dos

surfactantes.

A figura 4.50 mostra as variagdes da intensidade de emissdo maxima (com a

correcdo pelo efeito de dilui¢ao) em fungdo da concentragdo do CTAB na amostra.

Figura 4.50 — Intensidade maxima de emissao do 6xido de bufotenina em fungio da concentragio de
CTAB na amostra.
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O aumento da intensidade de fluorescéncia observado sugere que o oxido de
bufotenina tende a entrar no meio micelar, reduzindo a interagdo da molécula com o
meio aquoso, o que diminuiria a desexcitacao por colisdo com as moléculas do solvente,
justificando o aumento na intensidade de fluorescéncia. Importante notar que a CMC do
CTAB ¢ 1mM e o aumento drastico da intensidade vai precisamente at¢ 1 mM, e entdo
comeca a estabilizar, a medida que as micelas vao sendo formadas no meio. A partir da
CMC, o niimero de micelas formadas aumenta gradativamente no meio, conforme se
aumenta a concentracao de CTAB.

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica para o 6xido de bufotenina em

funcao da concentracdo de CTAB. A figura 4.51 a seguir mostra os resultados obtidos:
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Figura 4.51 — Anisotropia de fluorescéncia do ¢xido de bufotenina em fung@o da concentragdo de CTAB
na amostra.
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Fonte: Proprio autor.

Os valores de anisotropia obtidos para diferentes concentragdes sugerem alguma
restricdo para o movimento do 6xido de bufotenina; a molécula tende a entrar no meio

micelar, se localizando, provavelmente, entre as partes polares do surfactante.

4.7.2. SDS

O Dodecilsulfato de soédio (SDS) foi o surfactante anidnico utilizado. A figura
4.52 mostra o espectro de emissdo do oxido de bufotenina em SDS variando a

concentragdo do surfactante:
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Figura 4.52 — Espectro de emissao do 6xido de bufotenina em SDS para diferentes concentragdes do
surfactante; excitagdo em 278 nm.

3000 ———
[SDSJ:
— —0mM
< ——025mM
5 2500 + ——0,5mM _|
~ —0,75mM
S 1 mM
Lci) 2000 4 —— 249 mM |
<0 3,72 mM
g ——— 4,95 mM]
gf‘ — 6,17 mM
g 1500 7,39 mM -
——10mM
?) —12mM ]
—15mM
'8 1000 + ——20mM |
= ——25mM
S —— 30,1 mM
T‘g 500 - —— 40,2 mM"|
c 55 mM
I 9mM
,,S Y -
0 T T T T T T T
300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Proprio autor.

O comprimento de onda para a emissao maxima do 6xido de bufotenina sofreu
flutuagdes em torno de um comprimento de onda maximo de emissdo com o aumento

da concentragdo. A figura 4.53 mostra esse comportamento:

Figura 4.53 — Comprimento de onda para a emissdo méxima do 6xido de bufotenina em funcgdo da
concentragdo de SDS na amostra.
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A figura 4.54 mostra as variagdes da intensidade de emissdo maxima (com a

corre¢ao pelo efeito de diluicdo) em fungdo da concentragdo do SDS na amostra.

Figura 4.54— Intensidade maxima de emissao do 6xido de bufotenina em fun¢do da concentragao de SDS

na amostra.
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Fonte: Proprio autor.

De maneira semelhante ao que ocorre com o 6xido de bufotenina quando
inserido em CTAB, observa-se também aqui um aumento da intensidade de
fluorescéncia com a concentracdo de SDS, sugerindo que o 6xido de bufotenina tende a
adentrar a regido mais externa da micela.

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica em funcao da concentracao do

oxido de bufotenina em SDS. A figura 4.55 mostra os resultados obtidos:



90

Figura 4.55 — Anisotropia de fluorescéncia do 6xido de bufotenina em fungao da concentragdo de SDS na
amostra.
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Os valores de anisotropia obtidos para diferentes concentragdes sugerem alguma
restricdo para o movimento do 6xido de bufotenina, o que indica que a molécula nao
particiona totalmente na agua e esta interagindo com as micelas, de alguma forma.

Os resultados obtidos para a molécula de 6xido de bufotenina em surfactantes,
tanto no CTAB quanto no SDS, sugerem que a molécula tende a entrar no meio micelar,
reduzindo seu contato com o solvente. De maneira andloga ao que ocorre com a
molécula de bufotenina, os baixos valores de anisotropia sugerem que a localizacdo do
oxido de bufotenina seja na porcao hidrofilica dos detergentes, pois as caudas
hidrofobicas causariam restri¢gdes ao seu movimento.

A figura 4.56 a seguir mostra conjuntamente os resultados para o 6xido em

presenca de SDS e CTAB:
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Figura 4.56 — Anisotropia de fluorescéncia do 6xido de bufotenina em funcao da concentragdo de SDS e
CTAB.
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Os valores de anisotropia ndo refletem a CMC dos surfactantes, mas sdo
relativamente maiores que os valores obtidos para a molécula de bufotenina nos
mesmos sistemas (ver figura 4.26), sugerindo que o 6xido interage mais fortemente com
a superficie das micelas. A presenca de um momento de dipolo na regido da ligacao
entre 0 oxigénio e o nitrogénio externo ao indol (ver figura 1.2) poderia atrair mais
fortemente o 6xido para a superficie externa das micelas, aumentando ligeiramente os
valores de anisotropia estatica. Dessa forma, o modelo proposto na figura 4.27 ¢

também aplicado ao 6xido de bufotenina.

4.8. Oxido de bufotenina em DMPC

O DMPC foi o fosfolipidio utilizado para o preparo das membranas modelos, a
uma concentra¢ao de 1 mM, na qual foi inserida a molécula de 6xido de bufotenina a 20
pM; A amostra foi excitada com um comprimento de onda de 278 nm em diversas
temperaturas. A figura 4.57 a seguir mostra os espectros de emissdao fluorescente em

funcdo da temperatura do meio:
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Figura 4.57 — Espectro de emissao do 6xido de bufotenina a 20 pM em DMPC 1mM para diferentes
temperaturas; excitagdo em 278 nm.
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A partir destes espectros, podemos analisar parametros como intensidade
maxima de fluorescéncia, comprimento de onda do maximo e anisotropia estatica,
sempre em fungdo da temperatura do meio. O grafico da figura 4.58 a seguir mostra o

maximo de emissao fluorescente do 6xido em fungao da temperatura do meio:

Figura 4.58 — Comprimento de onda para a emissdo maxima do 6xido de bufotenina em fungao da

temperatura.
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De maneira andloga ao comportamento da bufotenina, ndo ha wvariacdo
significativa do maximo de emissdo conforme a bicamada lipidica muda de fase,
considerando uma margem de erro experimental. No entanto, os valores de
comprimento de onda méximo para a bufotenina foram observados em torno de 339 nm,
enquanto para o oOxido os valores estdo proximos a 335 nm, sugerindo entdo um
deslocamento espectral para o azul.

Quanto a intensidade de fluorescéncia em fun¢do da temperatura do meio, para o
oxido de bufotenina ndo hé correlagdo direta deste pardmetro com a mudanca de fase da

bicamada lipidica, conforme mostra o grafico da figura 4.59 a seguir:

Figura 4.59 — Intensidade maxima de emiss@o do 6xido de bufotenina em DMPC em fungdo da
temperatura.
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Fonte: Proprio autor.

Considerando a escala de intensidade do espectrofluorimetro, os valores do eixo
y observados no grafico acima refletem um aumento expressivo na intensidade de
fluorescéncia na faixa entre 12 °C e ~ 22°C; da mesma forma, ocorre diminui¢do da
intensidade conforme a temperatura vai aumentando até ~ 40 °C. Em principio, ndo ha
uma justificativa fisica plausivel para este aumento de intensidade quando na fase gel da
bicamada lipidica.

No entanto, considerando algumas limitagdes experimentais, ¢ possivel que os
valores de intensidade se mostrem baixos para baixas temperaturas devido a
condensac¢do de agua na superficie externa da cubeta contendo a amostra. A temperatura

ambiente do laboratorio onde sdo realizados os experimentos de fluorescéncia estd em
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torno de 24,5 °C a 26 °C. Quando utilizamos o banho térmico para controlar a
temperatura da amostra na cubeta, pode ocorrer condensacdo de agua na superficie
externa da mesma, devido a sua diferenca de temperatura em relagdo a temperatura
ambiente. A condensacdo pode afetar a intensidade do feixe de excitagdo, bem como do
feixe de emissdo, diminuindo entdo os valores reais da intensidade de fluorescéncia. A
medida que a temperatura do banho térmico vai aumentando e se aproximando da
temperatura ambiente, este efeito deixa de ocorrer e sdo registrados entdo os valores
reais de intensidade. A intensidade deste efeito varia significativamente com a umidade
do ar no laboratorio.

Apoés ~ 23 °C a intensidade de fluorescéncia diminui com o aumento de
temperatura, de modo semelhante ao observado para a molécula de bufotenina em
DMPC (ver grafico da figura 4.30).

Foram realizadas medidas de anisotropia estatica em func¢do da temperatura para
o oxido de bufotenina a 20 pM em presenga de DMPC a 1 mM. A figura 4.60 a seguir

mostra os resultados obtidos:

Figura 4.60 — Anisotropia de fluorescéncia do 6xido de bufotenina 20 pM em fungdo da temperatura na
presenca de vesiculas de DMPC ImM.
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Observando os resultados mostrados no grafico anterior, ndo € possivel
distinguir claramente a diferenca entre as duas fases da bicamada de DMCP. No
entanto, os valores de anisotropia, quando comparados aos valores de anisotropia do

oxido de bufotenina em solventes, ou mesmo em presenca de micelas de CTAB e SDS,
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sdo significativamente maiores; o grafico apresentado na figura 4.61 a seguir mostra

essas diferengas entre os valores de anisotropia para o 6xido em diferentes meios:

Figura 4.61 — Valores de anisotropia para o 6xido de bufotenina em diferentes meios.
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A curva em amarelo escuro corresponde a 20 uM de 6xido de bufotenina em 1
mM de DMPC, com variacdo de temperatura do meio. A curva em azul corresponde a
variacdo de concentragao do 6xido em Hepes; ja as curvas em preto e em vermelho se
referem a variagdes de concentracdo de SDS e CTAB, respectivamente, com
concentragdo de 6xido em 20 pM.

Pode-se concluir entdo que o 6xido de bufotenina interage com as vesiculas de
DMPC e possivelmente esta localizado na regido das cabecgas polares dos fosfolipidios,
muito proximo a interface com o meio aquoso. Isso diminuiria a sensibilidade do 6xido
ao movimento das cadeias graxas dos fosfolipidios, justificando o fato de seus valores
de anisotropia ndo refletirem a transi¢cao de fase do DMPC.

Foram realizados experimentos com o 6xido de bufotenina 40 uM em presenga
de vesiculas de DMPC; foi adicionada ainda a molécula fluorescente DPH (1,6-
diphenyl-1,3,5-hexatriene) ao sistema. Amplamente utilizado em estudos de fluidez de
bicamadas lipidicas, o DPH se insere complemente na regido das cadeias graxas e
reflete com grande precisdo a transicdo de fase da bicamada (POOJARI et al., 2019;
RANTAMAKI et al., 2019). O grifico da figura 4.62 a seguir mostra os valores de

anisotropia do DPH e do 6xido de bufotenina em funcao da temperatura do sistema:



96

Figura 4.62 — Anisotropia em funcdo da temperatura para o DPH (430 nm) e para o 6xido de bufotenina
(345 nm) inseridos em vesiculas de DMPC.
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E possivel observar a transicio de fase da bicamada através da anisotropia do
DPH, monitorada em 430 nm, correspondendo ao maximo central de sua emissdo
fluorescente (LENTZ, 1989; SANCHEZ; DEL V. TURINA; PERILLO, 2007). De
acordo com os resultados mostrados no grafico anterior, uma concentracdo maior de
oxido de bufotenina apresenta valores de anisotropia menores do que a concentragao
menor, indo na direcdo contraria aos resultados obtidos para a bufotenina (grafico 4.31).

O objetivo dos experimentos em presenga de vesiculas de DMPC ¢ estudar a
interacao da bufotenina e do 6xido da bufotenina com modelos de membranas de célula,
dada a importancia biologica deste grupo de moléculas. A afinidade da bufotenina e do
oxido por sistemas modelo de membrana, como micelas e vesiculas, ja se mostra baixa,
dado que ndo ha evidéncias, nos resultados apresentados neste trabalho, de que as
moléculas se insiram completamente nas referidas estruturas macromoleculares;
tampouco a particdo completa em agua foi observada.

O modelo proposto neste trabalho ¢ que ambas as moléculas se localizam na
interface entre os grupos polares (tanto dos detergentes quanto dos fosfolipidios) e a
agua, tal como o esquema da figura 4.27.

No sentido de testar o modelo proposto, foram realizados estes experimentos
com duas concentragdes distintas de 6xido de bufotenina (e também de bufotenina),

com o objetivo de monitorar possiveis mudancas causadas a bicamada lipidica pela



97

presenga das moléculas objeto deste estudo. E os resultados obtidos ndo mostram
concordancia entre si, nem correlacio com a concentragao de 6xido de bufotenina
(bufotenina), o que evidencia que as moléculas ndo atravessam a regido das cabegas
polares, uma vez que estudos mostraram que moléculas posicionadas na regido das
cabecgas polares ja contribuem para alteracdes significativas na fluidez da bicamada
lipidica, enrijecendo a fase fluida ou fluidificando a fase gel, ou ainda deslocando a
temperatura de transicado de fase (MARQUEZIN et al., 2021; MENDANHA et al.,
2017; ROZENFELD et al., 2017).
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5. CONCLUSOES

Dos espectros de absor¢ao Optica para a bufotenina e para o 6xido de bufotenina
em diversos solventes, foram observadas duas bandas na regido do ultravioleta. Com
excecdo do DMSO, a banda de maior energia estd centrada em 278 nm para a
bufotenina e em 275 nm para o 6xido e a banda de menor energia esta centrada em 305
nm para a bufotenina e em 307 para o 6xido. Para ambas as moléculas em presenca de
DMSO foi observado um consideravel deslocamento para o vermelho, sobretudo na
banda de menor energia. Comparando os valores de constante dielétrica dos meios
solventes utilizados, concluiu-se que ¢ o carater aprotico do DMSO que governa os
deslocamentos espectrais observados nos espectros de absor¢ao e nao a polaridade do
solvente.

Os coeficientes de absor¢do molar obtidos (em 278 nm) mostram maior taxa de
absor¢ao para a bufotenina (em diversos meios solventes) em relagdo a molécula de
oxido de bufotenina. Para ambas as moléculas, o menor coeficiente de absor¢cdo molar
foi em presenca de solugdao tampao Hepes. Dentro da faixa de concentracao estudada,
nenhum desvio da Lei de Lambert-Beer foi observado.

Os espectros de emissdo fluorescente apresentaram deslocamento para o
vermelho do méximo de emissdo com o aumento da polaridade do meio, para ambas as
moléculas. Concluimos que as propriedades do estado excitado se mostram dependentes
da polaridade do meio e ndo do carater protico/aprotico do solvente.

Especificamente para o oxido de bufotenina em presenga de DMSO foi
observado um deslocamento espectral consideravel quando do aumento da concentragao
de 6xido no meio, sugerindo que o carater aprotico do DMSO facilitaria um processo de
agregacao, (ou de forte interagdo) entre as moléculas de 6xido. Apesar desta conclusao,
proveniente de dados de deslocamento espectral, os valores de anisotropia mostram que
ndo ha alteracdo de mobilidade em funcdo da concentracdo, tanto para a bufotenina
como para o 6xido. Os valores baixos de anisotropia sugerem livre movimentacao dos
fluoroforos nos diversos meios solventes.

A molécula de oOxido de bufotenina apresentou rendimento quantico de
fluorescéncia bastante reduzido, com valores inferiores a 1% em etanol e Hepes,
enquanto a molécula de bufotenina apresentou rendimento quantico de
aproximadamente 12% em todos os solventes estudados. Nenhuma fluorescéncia foi

observada para ambas as moléculas em presenca de cloroférmio.
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Analisando conjuntamente os resultados de deslocamento espectral e de
intensidade de fluorescéncia, pudemos concluir que o atomo de oxigénio a mais na
estrutura do 6xido de bufotenina influencia diretamente na taxa de desexcitagdo por
fluorescéncia, mas ndo altera a estrutura dos niveis de energia da molécula (comparando
com a bufotenina). Processos de transferéncia de carga envolvendo este atomo de
oxigénio poderiam competir com a desexcitacao por processos radiativos, provocando a
diminui¢do no rendimento quantico de fluorescéncia do 6xido de bufotenina.

Dos estudos com variagdo de pH do meio, os resultados obtidos dos espectros de
absor¢do optica foram diferentes para a bufotenina e o 6xido. Enquanto os valores de
absorbancia (em 278 nm) para a bufotenina sugerem a interconversao entre as espécies
protonada, neutra e desprotonada, para o 6xido de bufotenina ndo houve alteracao
significativa dos valores de absorbancia (em 274 nm e 278 nm) em fun¢do do pH do
meio. Dos espectros normalizados, notavel alteracdo na forma do espectro apos pH ~
11,43 (10,60) pode ser observada para a bufotenina (o 6xido de bufotenina), levando a
conclusao de que a partir deste valor de pH ha a predominancia da forma desprotonada.

Ja no caso dos espectros de emissao fluorescente, os resultados sdo os mesmos
para ambas as moléculas: acentuado deslocamento espectral para o vermelho a partir de
pH ~ 10,00; alteracdo na forma do espectro a partir de pH ~ 11,00 e diminui¢do da
intensidade a partir de pH ~ 9,5. Ligeiro aumento na intensidade de fluorescéncia foi
observado com o aumento dos valores de pH de ~ 2,0 at¢ ~ 7,0 evidenciando a
supressdo de fluorescéncia dos fluoroforos devido as altas concentragdes de ions H no
meio. Concluimos, deste conjunto de resultados, que a forma anionica da bufotenina e
do 6xido de bufotenina promove a estabilizacdo do estado excitado a0 mesmo tempo em
que diminui a taxa de desexcitagcdo por fluorescéncia.

Em relagdo aos experimentos de fluorescéncia em presenca de micelas de
surfactantes, concluimos que bufotenina e 6xido se localizam na superficie das micelas,
uma vez que os baixos valores de anisotropia (comparaveis aos valores obtidos quando
em Hepes) ndo refletem inser¢do dos fluor6foros no ambiente micelar e variagdes na
intensidade de fluorescéncia e deslocamento espectral evidenciam que os fluoroforos
estdo em um ambiente diferente do bulk.

A formagdao das micelas pode ser vista claramente através dos dados de
intensidade de fluorescéncia, tornando bufotenina e 6xido sondas fluorescentes atrativas
na determinagdo da CMC de surfactantes. As maiores variagdes na intensidade maxima

de fluorescéncia foram observadas para o 6xido de bufotenina em presenca de micelas
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de CTAB, levando-nos a conclusdao de que o posicionamento da molécula de 6xido na
superficie da micela ¢ influenciado pela carga da ultima, pois o momento de dipolo
presente no oxido de bufotenina, devido a presenca de um atomo de oxigé€nio, atuaria
diretamente na orientagdo da mesma quando nas vizinhangas de uma superficie
carregada.

Em presenga de vesiculas de DMPC, ambas as moléculas ndo se mostraram
capazes de monitorar a transicdo de fase da bicamada lipidica; no entanto, comparando
os valores de anisotropia estatica, concluimos que, assim como em presen¢a de micelas,
as moléculas se encontram proximas a superficie da bicamada (na interface
agua/cabecas polares) e nao completamente particionadas no meio solvente.
Comparando bufotenina e o6xido, as moléculas de Oxido apresentam valores de
anisotropia maiores, sugerindo que interagem mais fortemente com a superficie da
bicamada lipidica, ou seja, estariam mais inseridas entre as cabecas polares dos
fosfolipidios.

O uso das espectroscopias de absorg¢do Optica e de fluorescéncia se mostrou
bastante util no estudo da bufotenina e do 6xido de bufotenina em diferentes meios
solventes bem como em presenca de modelos de biomembrana. Os resultados obtidos
neste trabalho podem contribuir enormemente com os processos de desenvolvimento de

novos farmacos para o tratamento de distirbios neuropsiquiatricos.
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