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EESUMO

4 lncorporagde de Elipticina, uma droga
anticancer{gena, em membranas-modele & estudada por
técnicas de difrag3c de raijics-¥ 4 balxe Angulo,

Atraves de diagramas de  difracfo estudamos as

alterac@®es estruturais dos fosfoliplidec=s, induzidas
pala Elipticina, assim C oMo o processo de
cristalizagcio da droga nas bicamadas, Usando

diferentes =sistemaz de membranas-medelo (DPPC, L,
EPCo, ayaT ) varias coancentragifes Liplideo: Droga,
mostrames gque a permeabilidade & a carga liguida dos
fosfelipidens, bem come o pH da fase agquosa contribuem
no mecanisme de incorporagdo da droga. A presenca de
ELPFT incorporada na regl¥o hidrofdbica induz variactes
na espessura da blicamada, A cristalizacEo da droga &
dependente da concentracico e pH., sendo ohservada

apenas na {fase aquosa.



ABSTRACT

The lncorporation of Ellipticine, an
anticancer drug, 1Iin lipld model membranes ls studied
by low angle X-ray diffraction technique. Using
diffraction patterns we have studied the structural
changes of the lipid bllayers induced by Ellipticine,
as well as the crystalization mechanism of bLhe
compound  in Lthe multilayer system. Using different
model membrane systems (DPPC, CL, EPCY, with different
Lipids: Drug concentrations, wer show Lhat Lhe
permeabllity and net charge of the phosphoelipids, as
well as the pH of the agueeus phase, contribute Lo
drug incorporation, The Ellipticine located in Lhe
hydrophobic region of the bilayer induces changes In
its thickness. The formation of Ellipticine crystals
is observed enly Iin the aquecus phase and is pH- and

concentration-dependant, .
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1. INTRODUGAC

A maquina humana, magnhifics complexs desenvoelwvldoe no
decorrer dos tempos, revela-se ainda para nads, habitantes do
século KK {e gquase XXI '4ta, um exempls de harmonia e
sooperatlvidade., Ao penetrar nos mecanlsmos dessa maquina, o Homem
descobriyg alguns de seus mislérios, e seus principals agentes. Do
moment.s da concepgio, quandoe dramos uma pequema célula-ove, atéd
nosse estagle atual, i numeros processoes  de  duplicagBo e
diferenciacio celular permitiram o desenvolvimento de um novo ser.
Durante esse processo, a majior parte dos constituintes de ceélula
foram usados pela atividade celular e rencvados, sem cessar, por
"enpréastimo! do melo  exterlor. Porém, comd Lodo processo
tramaformedor, & hecesnldade de uma lideranga, fiel ace principlos
da fuelug8e, torna-se wital, sob pena de auto-destruigic e
consequente faléncla de Lode o processo. Surge, entfo, a figura
des acldos desoxirribonucléicos, conhecidos por DNA's, presentes
en todos os nbcleos das células, e apenas dentro deles, gue ao
contrario da maloria dos outros constituintes celulares, "jamais”
se modificam, instrulindoc a todes para o perfeite andamento do
processs, & trabalhande na formagio de novos lideres, coplas fidls
de zeus ldeals. SZo autdmiicos "invariantes celulares" e sabemos a
importancia que devemos dar aquilo gue se conserva em todos os
fendmenos,. principalmente em processoes (30 complexos come os do

ser vl vo,



HA situagBes, porédm, que corrompem a estrutura dos
DNA's, gerande um desequilibrie ns processc o, assim, SUrgem
processos locallzados., fomentando a desarmonia que pode levar a um
Fim precoce & traumdtleo a revel uelo inlciada num moments de und o

e shirada, ..

Eis o0z processas carcinogdnlons tomands conta de nosso
sarps, lnduzldos por indmeras fonbes, Lals como radiaciZo, residuos
tndustrials, aditives quimicos, etc, que na "era atomica em que
vivemos, podem ser transwmitidos pelos alimentos, pela agua e pelo

art!i!

Existem, pordm, substinclas que agem seletivamente em
células cancerosas, atlraves de processos farmacoléglces. que podem

ser usadas como agentes anil-cancerigenos (Apédndice A1D.

A elflcidncia el W ol botaxice reside rna sua
especificlidade = na sua a¢Zo direta ou indireta no  DNA. ™
Entretanta, ¢ claro que existem substanclas gue interagem com o
UNA & n3oc agem <omo drogas cltotasicas, e um parametro critico
envolvido na expressio deszse potenclal ¢ a natureza do dano

causade me DNA.

Mas sltuagdes onde a droga interage diretamente no DNA,

2 natureza do dano depende de dols fatores;

1} o tipo de interaglo entre droga-DNA;

i a reatividade quimica intrinseca da droga,



Do outro lade, em situaglies onde a aglo da droga no DNA
& indireta, ela geralments rezulta da interagfc da droga com
enzimas envolvidas no mebtabolisme de DMA, tais como onzimas
reparadeoras, polimsrases, ligases e Lopoisomerases. Nesse caso, a
natureza do dano depende da atividade catalitica da enzima

alet ada,

Uma grande dificuldade no estudo de drogas cliotdwicas &
a simultancidade dor efeitos produzides, Um grande desafio para a
Farmacologia Molecular ¢ determinar © grau com o qual cada efeito
individual ceontribui para a atividade <citotéxica da droga.
Fesquisas nessa area consistem no estudo da rel agdo
Estrutura-Atividade CApéndice AZD) a fim de detlerminar parimetros
critices envolvidos em um dade efeito bicldgica. Estas pesquisas
requeram a sintese de varios composios de uma serie homdloga na
gual apenas um parameire ¢ alterado por vez, & tambédm o uso de

model oz bioldgicos apropriados.

A Elipticina e seus derivados representam materials
adegquados para essas pesquisas uma vez que mais de 70 compostos
sintetices voem sendo desesnvolvidos e  analisados fuournecendo
informagtes sobre a relagdo estrutura-atividade'® responsavel

pela atividade anticancerigena. =

Procuremos inicialmente, conhecer um pouce mais schre a
Elipticina para que possamos entender algo sobre come ela interage

com as c&lulas, tanto a nivel de DNA como de membrana.



2. ELIPTICINA E SEUS DERIVADCS

A Elipticina CELPT2 & um alcaldide extraide da Ochrosta
eglliptica labill <d(familia das Apocynaceawl, uma pequaha Aarvore
que ccorre naturalmente na Austrédlia, Madagascar, Havai e multas
outras ilhas do Pacifico, & acredita-se que foi introduzida na
América no Jardim Botinico Raal am Fort-of-Spain, &m
Trinidad-Tebage onde & conhecida por Ochrosia moorei. Alcal dides
podem ser encontrados no tronco @ nos galhos da Ochrosia, o mesmo

naoc acontecendo nos frutos.

A primeira extraclo de ELPT foli feita &m 1888 com

amostras de arvores adaptadas A Fldérida., Sua estrutura cristalina

(-0

foi resclvida em 1074 @ SuUa drmula estrutural & mostrada na

Yigura 2.1,

CHy CHy

= 2

S, 1f-dimeitl~-{86 Hl-piridine (4,35]-cartaso!
Fig 2.1 - Eligticina ¢ELPT2



U nuclec da ELPT & composto de um carbazol ligado a um
anel piridina caraclerizande um compoesto planar hidrofébico
altamente aromitico. Sua estrutura relativamente simples permites
modificaglies estruturais para & obteng¥c de derivados mais ativos
& de malores informagBes =zcbre sua atividade bliolégica. A tabela

abaixo resume seus principais derivados:

Ea RB R7 Rg
ELIFTICINA - H H H
Q-BROMOELIPTICINA - H H Br
S-AMI NOELIPFTICIMA - H H NHE
S-HIDROKIELIPTICI NA - H H OH
T=HIDROXTELTPTICINA - H OH H

B-METOXIELIPTTICINA -

=
I
8
pu

3
ELIPTICINIUM CHa H H H
ZM-~-METIL-9-HIDROXI - CHS H H OH
ELIPTICINI UM
EZMN-METIL-8N-METIL.- CH3 CH3 H H
ELIPTICINIUM
ZH-METIL-CN-METI L~&- CH3 CH3 H OH
HIDROXIELIFTICINI UM

Tabela E.1 - Principais Derivados da Elipticing



Vari;::.s derivados da ELPT, incluindo os dols compostos
haturais., Elipticina e B-Metoxd —Elipticina, apresantam
propriedades citotdxicas em culturas de células mallgnas
Alguns estudes indlcam gque a ELPT apresenbta poucos efeltos
colaterais e nenhuma toxdcldade hematoldgica, o que fomenta um

grande interesse clinlco por essa Ffamillia de dr:::gasm.

2.1 - ESTEUTURA CRISTALINA DA ELIPTICINA

A Elipticina cristaliza-se no sistema monocllnleo, com

grupo espacial PE;‘C, cujos parametros de rede slo dados abal xo:

a = 9,108 A
b= 15,988 A
e o= 15,151 A
A= 97.03 °
‘-,.-#L
4
i -_:},-o-"ul-"
_wﬁj};:_._;f:e-:_-_ P
IJ hn 1 | &—.
‘|‘_|“'ﬂ"“'] . ,.ll.-F-* o~
'rTJ:-'Lh-Tf - \...‘I_,..u‘_.il ""'.L-T‘
.-__:!,.F-"-‘ *, H‘-‘{\T |Fr
B )i
e RS N <
) Tf LTy :
.-j“{'l - _-"i/:j/'"_' ._.,-'—"\/: A
|":lI‘-\"."'-'-‘-‘}.\-\"'fflL Il
‘T‘-‘I .-*"'I'“.r"
i

Fig. 2.1.1 - Projegfic da cela unitdrita (direclso do eixo ad



Possui 4 meoleculas por cela unitaria com densidade de

B (%]

1,29 g-cm A Tigura 2.1.1 mostra a projeclio da cela unitaria

vista na diregiio do elxo a.

A ELPT ¢ uma melécula <om estrutura planar possulndo

2

dlimens®@es da ordem de (11,5 9 x 5,00 A", Os espagamentos

(L8]

intarplanares do composto policristaline s8io dados na tabela

abad o

d CAD =2

11,1 L
Nt 11,365
7,10 12,47
5,61 15,80
4,80 18,40

Dbs: reflextes principals

Tabela 2.1.1 - Espagamentos interplandres



3. INTERAGAQ ELIPTICIMA-DNA

A hipdtese de gue a ELPT age diretamente sobre o DNA
baseira-se em evidéncias fislico-quimicas e biologicas. Seu tamanho
- ror ma assemel ham-ce Ao mar e bagas conplementares
purina—pirimidina <(rig 3.17, possibilitando condl ¢gSes favoravels

para & Lntercalacifo na dupla halice do DA,

4 waracteristica aromatica policiclica da molécula
proplcia fortes interagdies com regiBSes hldrofebicas do DMA. Assim,
tem—se observade, in vitre, que a ELPT e seus derivados interagem
com o DMA atravéds de processos de inLercalagEa“t Anormal i dades
Sromossdémicas aparecem em culbturas de ocdlulas e om celul as
extraidas da medula ossea de camundongos, tratadas com ELPT.
Seguindoe uma regra geral para as drogas que agem no DNA, a ELFT e
seus derivados inibem a formaglie da fase &2 do ecielo celular

Cmitosed,

A agl@o indireta sobre o DMA ¢ observada por sua
interferdncia na atlvidade da DHA-polimerasa, ENA-~metilase a

topol somerase 11, P

Forém, para gue a ELPT atinja o DNA, que como sabemas
localiza-se dentro do nucleo das celulas, ou mesmo alguma enzima
envalyvida ne metaboliszme do DMA, dando iniclio ao mecanismo  da
carcinogénese, ¢ preciso que a droga penetre na ceélula, o que

envolve necessariamente sua passagem atraves da membrana celular,



il

a? Pupla Aelica do DNA.

Acido Fogférico A
Acucar (desoxirribosel <]
Timina c
i HD_E‘*O
HCI"'I;"*D \N -0 ] '.-O
f"_ﬁ._ Wﬁ] H—EC—a
K—t—H % _{‘""H'“}_ Hoe
o.M 2py
N
H o OH
" W H

HO—rI'-}O

Lo Par de Bases do DMWA
acima; Cillosing —— Guanina

abaixe: Timing ——— Adenina

Adenina
Suoning

Citasina

Fig. 3.1 - Estruiura do DNA™Y




4, INTERAGAC ELIPTICINA-MEMBRANA

Para podermos entender melhor a inbteragloc da ELPT com
membranas-modelo por melodes de difragio de Raios-X, fagamos
inicialmente algumas consideragi®es scobre membranas naturais para.
a seguir, entender que tipo de =istema pode ser simulado com uma

membr ana-model o,

4.1 MEMBRANAS NATURALZ

Na HNatureza, membranas naturaiz=x n3Io =Jo encontradas
apenas delimitande o volume das células mas, tLambém em torno de
todas as organelas celulares. fLais como mitocdndrias, wvacuolos,
reticylos andoplasmatico,. .. Al ém da fungao de
compartimentallizagio fisica o guimica, elas servem de "palco™ onde
s  dessnvolvem processos com a  participagdo de protefinas.
lipldeos, aglcares, elc., processzcs esze: gue dependem das

finalidades do sistema em guesiio.

Num sistema real, o processse de bLransporie abravés da
membr ana pods envol var receptores, carreadores, enTimas,
cofatores, etc. ., o gue implica em um transporte ativo, com gasto
de enewrgia. ou pode sme dar de forma pas=iva,. de acordo com
caracteristicas fisico-quimicas das subst.ancias envol vidas,
atraves de interagiies hidrofdbicas, atragles eletrostiticas e

difus8c simples.

10



fod

O modelo acelto,

proposto em 1872 por

atual mente,

Singer

para membranas bioldgicas

[10]

e HNicolsanp e descreve a

membrana como uma bicamada lipidica flulda, onde podemos snocontrar

proteinas distribuidas na matriz lipidica. <fig 4.1.12

|1= oo
Al ==|."I;E

et

Fig., 4.1.1

- Representagic esquemalicz do modelo

do mogarco~fluide para membroanos biclédgicas

oroposto por

140

Zinger e MNicolson,

11



Esze modelo, conhedide por mosaico-fluldo pode ser visto
como uma solugEio viscosa bidimensional de moléculas lipidicas
orientadas, que permite explicar sua fluidez, flexibilidade,
resisténclia eldtrica & permeabilidade =zeletiva. Essze nmodelo @
canslstente com restricd®es 1mpostas pela TermodinAmica. Nele
podemos enconbrar protetnas ditas integrais embeblidas na matriz

lipldica.

Estas proteinas {(globulares) se crientam de acorde com
suas caracteristicas anfifilicas, com os grupos polares voeltados
Fara a parte externa das membranas, onde encontrames uma fase
aguosa, € ©F% grupos apolares lnerustados no interlor hidrofoblco
Cfig 4.1.13. Algumas proleinas encentram-se parclalmente embebldas
ne matrlim  lipladiooe, dande  ume oamracterietics seeimeirica &

memb - ana .,

A estrutura mesalco-fluida n3c & estatica nem fixa, pols

as proteinas podem difundirem-se lateralmente o

A wviseosidade
relativa da membrana & da ordem de 100 a 1000 vezes malor qué a da
agua. Esse modeld nEo considera {nterag@es fortes entre lipideos e
protelinas. © conteddo protélco de uma membrana estad intl mamente

ligade a sua atividade: guantc mals protelinas, malor & a

diverzidade de fung®es da membrana.

12



4.2 MEMERANAS-MODELO

A base das membranas-modelo ¢ a bicamada lipidica, cuja
gstrutura termmdinamdcaﬁante est.avel surge dea interacies
hidrofdbicas & de forgas de Van der Waals entre as cadaias
hidrocar bonadas dos lipidecs, assim COme de interacfes
eletrostaticas & pontes de Hidrogénio entre as cabwecas polares e a

Agua,

Muma membrana natural. inimeros  processos ocorrem
simultaneamente, @nvolvendo vérias substancias sob  condicBes
especificas. Porém, devido A complexidade, um numero incontavel de
parametros dificultam o entendimenic de sistema em sstude. e, por
um lado., uma membrana medeleo, formada apenas de lipideos & uma
tdealizasdo muito simplificada. por outro lade., temos condigles de
entendsr como algumas propriedades, tals como hidrofocbicidade ou
interagles slebtrostéticas, interferem num determinado processo,

uma ¥ezX qQus Lemos poucos parimetros enval vidos,

Assim, sistemas-modelo de membranaz permitem entender
coms  propriedades fisico—quimicas de wuma droga favorecem, ou
dificultam. a interag8o com sistemas anfifilicos., que =30

enconirades ndo apenas em membranas, mas om proteinas e no prépric

DNA.

As membranas-—-madel o usadas an NoSSO5s as i udos s3o
formadas basicamente pela fosfolipideo "Dipalmitil

Fosfatidil Colina" {fig 4.2.12.

i3
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Fig. 4.28.1 - Dipaimitil Fosfatidil-Colina (DPPCY

QO DPPC ¢ um fosfolipideo zwitsridnico apresentandce numa
de suas extremidades (cabega polar) o grupamento colina, carregado
positivamente & no seu interior um grupamento fesfato. carregado
negativamente, sendo a carga eletrica liquida da molécula nula

para pH V.2 e pH S.7,
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Ligada a cabega polar formada pelos grupamentos colina -
fosfato - glicerol estic dois acidos palmiticos, gque formam a

cauda apolar. hidrofébica, do sistema (fig. 4.2.12.

Usamos. Lambém, em npeossos estudos os fosfolipidecs
Cardelipina COL? (fig 4.2.2) e Fosfatidil-Celina exiraida de ovo

CEPCY.

a2 Modelc de esferar mostrande a localizagHo

na
dos grupamentos carragadast !

LY Lsirutura moelecular da cabega polar
Cdifosjatidil-glicerol )™

Fig 4. 2.8 - Cardiolipina (CLJ
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A Cardielipina em pH neutro & um fosfolipideo anidnico
que apresenta deois grupamentos fosfatos (negallveos) e quatro

cadeias hidrofaebicas.

A Fosfatidil Colina de ovo (EPCY possul a mesma cabeca
polar do DPPC, sende também um fosfolipidec zwiteridnico. Ligada &
ctabega polar Lemos duas cadelas hidrocarbonadazs., caracterizando um
sistema anfifilico., Ne EPC. porém, as caudas hidrofdébicas wvariam
em tamanho (nimerc de grupos CHIJ e no Jrau de insaturaglo

Cligag@es duplasl), o que acarreta uma grande desordem no =istemna.

Em solugdo aquosa, os fosfolipidecs podem se associar em
uma varisdads de estruturas dependende da natureza de seu grupo

polar, do meio & do comprimente & grau de insaturagfoc das cadeias

hidrocarbonadas. 3

Esse polimorfliemce deve-se, principalmente a
interagdes hidrofébicas Centre cadeias hidrocarbonadas) =)

interagles hidrefilicas (entre grupos polares = moléculas de

adgual.

A& Tigura 4.2.3 mostira.sscquéematicamente., o diagrama de
fase para um sistema diacil-fosfatidil-coli na/agua“z’, Mo limite
ce concentragdo lipidica muit o bal xa CO. 1M o astado

termodinamicamente estavel & a dispersSo de vesiculas de paredes
simples ceonstituidas por uma bicamada de fosfolipidecs. Acima de
€0% de contetdo lipidico, cbiém-se bicamadas lipidicas empilhadas
paralslamente. No intervale de concentrag®ss intermediirias, s%o
formadas estruturas do Lipo "casca de cebola", multilamelaress,

fechadas.
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Sob variagdc de temperatura todos esses sistemas sofrem
transigles de fase estruturais., Abaixc de determinada temperatura
critica Tc, Cno casc do DPPC & da ordem de 42°C) ax cadeias
bidrocarbdnicas estic na configurac3o irans, rigidas (fig 4.2.40)
conhecida come estade gel. © aumento de temperatura gera o
aparecimente de rotaglBes gauche ao redor de ligagBes G-C, os quals
levam a um estade de maior desordem das cadeias, chamade de estado
fluide ou estado liquido-cristalino. As interagBes hidrofdblcas
antre as cadelas dificultiam a transig¥o trans-gouchs ald
determinada temperatura (que depende do comprimentc & do grau de

; %3}
saturagdo das cadeias) onde ocorre uma fusfo cooperativa.

A temperatura ambiente (= 20 "¢ o DPPC apresenta-se na
fase gel, com suas cadeias hidrocarbonadas rigidas, numa

configuracdo trans,

A Cardiolipina apresenta-se, também. na fase Al &
temperatura ambienle. Devideo ao fato do possuir uma cabega polar
"estreita" em relaglc As caudas hidrofébicas, um sistema com alta
concentracio (=15} Cardielil pina pode apresentar duas farmas
termodinami camente estAveis: bicamadas smpilhadas paralelamente cu
vesiculas de perfil hexagonal. A importincia da Cardiolipina no
nesso trabalho deve-se ao fato de possuir carga elétrica ligquida
negativa permitinde o estude de efeitos relacionados a afinidades

sletrostiticas entre droga e membrana.

lg



0 EPC, ao contrario do OPPC o da CL, apresenla=-se, &
temperatura ambiente no sstade tiguido-cristalino. As
membranaz-modelo de EPC 3Xc importantes poizs simulam de maneira
mals adequada sistemas de membranas naturais, por apressntar

vérios tLipos de cadelas hidrocarbonadas na cauda hidrofébica.

A conformasdc das cadeias hidrocarbdnicas e o grau de
movimentagXo que apresentam seus diferentes segmentox a uma dada
temperatura 3o latores gue delimitam a fluidez « permeabilidade

da fase lipidica da bicamada.
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J. PROPRIEDADES CITOTOXICAS DA ELIPTICINA

Coms wvimos anberiormente,. a ELPT possui uma estrutura
simples e apresenta um carater hidrofébleco. Vimos tambem que a
membrana € concebida come uma bicamada lipidica e sabemos que
substancias hidrorfébicas, tals come hidrocarbonetes, atravessam a

(54)

membrana obedecende uma lel de difusZc passiva e que varlas

drogas antlcancerigenas tals como Nitrosoureia % |, Clorambucil

[445] (17} 18]

, Busulfan v FProcarbaziwma . Hexametilmel anina fas)

F2er) [

211 ,
+» Hidrowlurela e Mitoxantrona » Seduen essa mesma leli.

Estudos tarl E=kK CEl ectran Spln Ressonance) —o

demonstram que a (nteragic entre uma série de hidrocarbonetos
aromaticos de diferentes formas e tamanhos Cflg. 5.1, com
membranas-models C(DFPCY, induz a alteragi@o do grau de organizacio
das moléeculas de fosfolipidecoz. Hidrocarbonebios menores, promovem
apenas  uma peduena desordem endquanto hidrocarbonetes malores
induzem uma transi¢d@o de fase gel-liguide cristalina. acarretando

¢ aumento da permeabilidade da bicamada'®™,

EBstudos por difragio de raios-¥ daemonstram que a
inclusio e varlos hidracar bonetos cancerigenos am
menbranas -modele (DPPC) alteram < pertil de densidade sletrénica

da bicamada., ‘evidenciando Sua inclusgo na ragqlic

hidrofobi cs, 22
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5.1 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DA ELIPTICINA

A ELPT apresenta-se sob duas formas. de acorde com o pH:
neutra e protonada. O Nitrogénlo da posigdo 2 (piridina? pode se
apresentar carregads positilvamente, = L altara al gumas
propriedades da molécula. Assim, ¢ lmportante deflinir o pr da
ELPFT, ou sewja, © pH na gual a droga esta S0M freutra o SO
protonada. Segundo Le  Peck B geu pr & B.B. Porém., gquando
colocames a ELPT em ¢ontato com membranas, ce of coeficlentes de
partigice das duas {formas,. entbre membrana e aAgua, forem multo
diferentes, havera um “sequestro” da forma mals lipofilica pela
memnbrana, de mods gue o melo externs n3o estaria mals equillibrado.
N case da ELPT, zabemos que a forma neutra tem malor coefleleanto
de particfo, o que implica em uma predomindncla da forma protonada
fora da membrana. Assim, para gue haja um npove egquilibrio, &
precisoe aumentar o pH, & lz2=o define o of aparente da droga. isto
. o pH em agua onde ha D0X de cada uma das formas. Segundo
Terce "%, o pk aparente da ELPT, na presenca de DPPC e 7.2
enquante que na presenga de Dipalmitil ~Fosfatidilglicerol (DPPG),
um fosfollpldic anidnico, & 2.8, Isso indica que de alguma forma a
carga llguida da membrana altera sua interacgZo com a ELFPT. ou

seja, intera¢fes eletrostaticas tambem  sHo essenclals no

entendl mento dos mecanismos de aglo da  droga,

Fssas jdeélas s3o comprovadaz: por estudos em monocamadas

oy por espectroscopa,



Estudos aspactrofotométriccﬁtzmindicam que © easpechLro
na regido deo UV & fortemente influsnciadso pelo grau de ionizag3c
da droga: em etancl, a forma neutra apresenta 3 Picos enquanto a
Yorma protonada apenas 1, com um desvio para o vermalho (red
shift) sem alteragBes =ignificativas do cosficiente da absorgio:
Sm aAgua,. © Mesmo desvio para o vermelho ¢ cbservado, porseam com um
grande decreéscime no coeficients de absorcfo, o gqua indica a
formagdo de dimerovs e cligdémerocs em solugBes aguosas neutra o

basicas.{fig. 8.1.12

Gt

Cal
AR ORBANMNCTA

.. o
290 390 339 36Q R0 270300 112 J&Q 390

COMPRIMENTO DE OMDA imm)

A2 10uM de ELFT em etlanot
(=== gM actdo {—3 pH bAsico

B2 20uM de ELPT em solucdo aguosa

©» pH 5,03 C £ 1% forma neutra )
2y pH 6,77 C 86 X forma reuirag J
» g 7,27 ¢ 90 % forma neutra )
++ pM 8,34 ¢ 93 X forma neutra J
% pH @.50 (99, 8% forma neutra )

Fig. B.1.1 - Especiro W da ELPT®™
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Estudos em mmnocamadasmmmﬂ, atravas da monltoraglo

da presslc superficial (M) {fig. 9.1.2) e do potencial de
suparficie CAV) indicam gque a ELFT na forma protonada CpH 5,0 a
e,00 praticaments n3Io interage com lipidecss zwiteridnicos,
snguanto que com lipidecs anidnices a interagfo ¢ muito forle € na
raziec estequiomdirica de 1:1 draga: 1iplidead. Umn regzultado
interes=zante & a ag¥o do cation Ca®’ desestabilizando a interacio
ELPT-11ipf{dex anidnice™’, Saba-se que o Ca®*tem grande afinlidade
pelo grupamento fosfato de fosfolipideos anidnicos., o que sugere

Jue haja uma compeliglo por esses sltios da membrana, evidenciando

a interag¥o eletrostatica entre CELPTY® @ C(fosfatod”

-1
¥

ao 1 CPAY - Actido Fosfatidico

| (CL} - Cardiolipina

CPI} - Fosfatidil-Inestitol
20

(PS5} - Fosfatidil-Serina

CPG) - Fosfatidil-Gliceral

LFEY - Fosfatidil-Etalonaming

1ar

I’RES#K\D EUPERFICIAL imM. m

CPCY -~ Fosfatlidil-Coling

CONOENTRAGAG DE ELIPTICIMA

IWMICROMOL ~ LITRO)

Fig. 5.1.2 - FPresslo Superficial versus Concentragfc de ELPT®™

N, =5 mN-m - Subfase: f0° M NaCl - p¥ 6,0
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5.2 EFEITOS BIOQUIMICOS DA ELIPTICINA

Ha busca do entendimente da ac¥oe da Elipticina, como
agente anti-cancerigeno, varlas l1délas foram propostas a partir de
estudos com células leucdmicas,. (n vive ou in vitre, Estes estudos
prosuram determinar a relacsc Estrutura-Atividade (Apfdndice A3

atraves da utilizacXEs de varios derivados da ELPT.

Procuremos compllar  algunzs dos  efeltos bloguimicos
produzidos pela ELPT (forma natural) em células com atividade

leucemica CLeucemia L12103, uma vez gque s¥o as mals estudadas, em

especial pelos franceses.
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Fig 5.8.1 - Ad¢cZc Inibildria da ELPTSY

{ncubagho de aproxtimadomentie 5 x 10 células ml «a
37"C em diferentes concentrac¥es da droga, Determinacic
noe nuimeroe doe células duas veses ao dia, por 3 dias, sendo

feitd comparagio com cdlulag-controle (sem drogal,
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Un dos primeiros resultados, comum a varios os trabal hos
nessa limha, & a capacidade da ELPT em diminuir o npumers de
célulag 'TNIETI(BLISS por unidade de volume. Ezsza dimlnuigfo n¥o
indica que a ELPT seja capaz de destrulr a célula, mas sim, =ua

ag¥o inibitdria no mecanisme de divis¥o celular (fig S.2.1> *°

Ubserva-se que células crescidas, in witro, em contato

com a Jdroga, quande relnjetadas em animals, n¥o produzem tumcres.

a contrario de células centrole.m’

IGOHTROLEY

FORCEMTAGEM

TEMFO DE CONTATO (mind

Fig. B.2.2 - d¢Zo Intditéria residual da ELFTED

Incubagio de aproximadamente 5 x 105 céiutas ml em
di ferente= concentro¢Bes de FLFT por periocdos de 165 a {20
minulos, Apds  incubagEo, a droga ¢ 2 removide  por
centrijugaclo; apds lavagem, as células s8¢0 lncubadas a

37°C por 3 dias. A segulr ¢ determinade o numero de

colulus existentes o comparade com o controle,



& ELPT inlbe a divis3e celular t3o logo ela enbra em

contato com a célula.ﬂ:

Calul as expostas a droga por uJum curtio
pericds ds tempo (19 - 120 minutos) demonstram uma inibig3oc na
taxa de crescimento., mesme gue a droga seja removida por
sentrifugagqoc e lavagem, Este fendmenoc, porem, depande da
concentragio usada. Para concentragBes bhaixas (iug ELPTAS « 10°
cdlulas), a inibigHo & cbhservada apenas apdés 1 hora de contato
enguanto que doses altas (2Sug ELPT.S x 10° células) inibenm por
compleic a divisBo apds apenas 1E minutos de contato C(fig

5. 2.2y, %0

A inikigBo do crescimento celular pela ELFT n3c &
revertida pwla adigdoc de viries metabdlites como por exemplo
purinas, plrimidinas, 4cidos carboxilices, vitaminas ]

amincacidos. Assim, n3o s& conhecw nenhum inibidor di=poniveal para

a ELPT (fig 8.2.3).%"

Obser va-se L ambdm a inibigio da sintese cle
macromol éculas (DNA. RWA, proteinasd de acordo com a dose aplicada

(fig 1.2.4>. %

QO mesmo efelitoc residual observado na inibig8o do
crescimente celular aparece na =jintese de macromel éculas mostrando
que em altas doses a inibicio da ag3c da ELPT & irreversivel apss

periodos de apenas 30 minutos,

a7
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Fig.

5.2.2 - Desativagic da gLpr*0

I'ncubaglo de aproximadoments &

com 2.5 ml

de melabdlilos & 0,5 ml

]

x {0 cédlultas ml

g ELPT ¢Cowu n¥al,

a 37 C

o

ninere de células @ contado duas weees ao dia por 3 dias.

sem LLFPT
com LLFT

ELFT & witaminas

amine-acidos

ELFT & amino—ac ldos

4 § ¢ O p bW O & ¢

vitaminas {50 ug-~ml>

=28

purina (50 ug-m> & girimidinae (50 gg-mll

ELPT & mistura purina-pirimiding

tntermidiarics do dcido tricorboxilice

ELFT o intermadiariosr do acido (ricarboxilico
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TEMPO DE COMTATO (mun:

Fig B.2.4 ~ Inibig¥o da Sintese de MacromoléculasZ’

IncubocHo de agroximadaments &« 10%cstul assmi oM
diferentes conceniragBes de LLPT por pericdos de 15 g {20
minutos., A segulr a droga ¢ reliradae por centrijfugacSo e
Lovagens FUCESS L Uas. As células "lavadas" s¥o
ressuspendidas na  presenca de  precursores radioativos
Ctimidina, uridina € leucinal, A partir da oatividode
especifica Copm t0° células> & caleculada o eficidncia da

inibicio, em comparacio com células conltrole.
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Estudos em nicleos de células hepaticas de camundongos
normaizs e leucémicos indicam gue a ELPT & ineficaz na inibiglo da

[Z27]

ENA-pelimerase, mesme em doses altas (B0 g ELPFT ~ 5 x 10°

celulags), Esse resultade estid de acordo com estudos feitos em

[z 48l

bactérias Micrococcus Lysodeikficius e Escherichia Colt .

A ELPT ¢ uma droga que apresenta um baixo poder deo
inibig¥o sobre a atividade da RNA-polimerass, quande comparada com
outrosy agentes quimioteripicos (Apéndice A2) com comprovada ag3c

no DNA“N.

A discrepdncia entre a ineficiéncia da ELPT sobre a
RNA-polimerase e o© grande poder inibitéris da sintese de RNA
permanece &m aberto. havendo alguns estudos que demonstram a ac¥o

da ELFT sobre processos de maturac¥o de RNA's ribossémicos' *,

Em células leucémicas L1210 n%c se observa nenhum
subproduto da transformagfc da ELPT. Isso leva-nos a concluir UG,
hesse case especifico, eslydos "iﬁ vitre" possuem uma grande
correlacfo com situagBes "in vivo" @ que a eficiéncia da droga

deve-se exclusivamente a =ua acdo diraeta.

A ELPT ¢ capaz de causar danos intracelularss (p¥: o

especificos: ™

multilobagdo do ndcleo, aumento do numero de
granulos lipidicos, diminuigc do tamanhe e aumento da var i adade
de formas das mitccéndrias (configurag¥o condensadal, for macbies
concéntricas do reticulo sndoplasmético rugocso, ao redor do
nuclec, inchamento da menbrana calul ar - do reticulo

endopl azsmatico liso & infcio de necrose, evidenciada por forte

coloraglo da cromatina @ mitocéndrias.

3IC



Comparandds  com oubra droga dsada em coélulas L1210, a
"Actinomicina D", a ELPT ¢ 1000 vezes mencs eflicazr Crelagio
molar?; Ja o derivado g-Hidroxd -Elipticina (S-OH-ELFT) & apenas 15

i3]
vazes menos el iclentea,

Un outro resultado importante & o efeito imunossupressor
aem eelulas L1210, O efeito imumessupressor & Um grave =feito

colateral presente na Quimiaterapla.mm

A FLPT & capazr de reduzir
em abée 350 veres o nlmero de <cédlulas formadoras de antlicorpos: a
G-UH-ELPT.em atéd 1000 vezes, Esse efelto pode ser exploradoe em

tze)
transplantes.

Uma grande discussXi¥o aparece em relagho acs efeltos das
ElipiLicinaz quaternarizadas (série deo Elipticiniumd (tabela £.13.
Essa série (ol sintetizada c¢om a finalidade de aumentar a

jg: Lo B

alinidade palo DNA atraves de uma provavel interacfo entre o

Hitrogénlo N2 da ELFT com grupamentos fosfabo CPCﬁ-F,

Muitos trabalhos discutem a eficidncla desses derivados
carregados positivamente, comparando-os com a ELPT natural, porém
a um pH Adcido ou neutro. Como vimos anteriormente (item B5.13 o pk
varla na presenga de membranas. Agsim, em pH  Acide temos,
predomi nantemente a forma protcenada da ELPT, que nEo se diferencia
ejetrogtaticamente do Elipticinium {tabela 2.12. Com isse, mulias
concl us@es tornam-se inviAveis, pols 5850 baseadas em raciocinios

sobre a forma neybra, com dados obtidos pa forma protonada.
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Existem casos onde a forma neutra da ELPT & fundamental
na agf¢ da droga. Sabe-se que em sistemas SRZimadticos, qQus
metabolizam uma ampla variedade de substincias téxicas Cdrogas,
pesticidas, eitcl?, durante o processo de desintoxicag8o, geram-se
um grande nimerc de metabdlitos com atividade carcinogénica., Essa
biotransformagfo consiste om uma oxidac¥o mediada palo citoccromo
p4g0, 9% Sabe-se¢ gque a ELPT tem forte afinidade a ecse citocromo

o estudos especiroscépiceos mostiram que essa alinidade ¢ decorrente

da interaglc do Mitrogénio N2 da ELPT com o grupo Heme do

citocrome. (fig 5, z.83°%

Fig., 5.2.5 - Interac¥o ELPT-Citocrome??
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&, INTRCDUCAO A TECNICA DE DIFRACAD DE RAIOS-X

Sabemos que uma bicamada lipidica tem uma espessura da
ordem de 60 A, Issc impossibllita sua chservag3o por microscopia
dptira & n¥o & adegquadamente resclvida por microscopia eletrénica.
Asiim, técnicas de difraglo de raiocs-X, cujo comprimente de onda é
da ordem de 1,3 A servem como ln=trumento para determinagcXo da

estrutura desses sistemas 4 nivel molecular {{tem 2.

Sabemos gque a difragcio de raios-X n3c & a dnica técnica
apraopriada para estudar sistemas de membranas, havende tLambém
estudos uzands EPR, NMR, espectroscopla de fluorescdncia o Raman.
A difraglo de raios-X 4 baixo Angulo torna-ze interessante por ser
uma técnica npEo-destrutiva gque dizpenza o© uso de sondas,
permitinde a observaclo da bicamada Cecela unitiaria, ftem @) como

um todo.

Para que haja difrag3o., & necessaric gue o sistoma em
est.ude seja perisddico Citem 7,32, Az=zim, torna-se wvital a
Freparagio de sistemas multilamelares (multikblcamadas) que possuam
ordem suficiente para produzir a difragfo, e condicMes de umidade,
pH., temperatura e concentraglio que permitam uma correlac¥e com

membranas naturais Citem 1I2.12.

Procuremos agora entender como técnicas de difrac¥o de
raios-X podem ser Gteis no estude dos mecanismes de ac¥o da
Elipticina, discutinde seus fundamentos, vantagens e limitaces,

bem como as bLécnicas de preparagZo das amostras,
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7. IHWNTERACAC RADI ACAO-MATERIA

7.1 ESPALHAMENTO DE RAIOS-X FOR UM ELETRON

A dual { dade onda-particul a das radiacHes
eletromagnéticas fol alve da multa atencic & controvérsia no
iniclio desse séculeoc. A natureza ondulatéria dos railes-X  era
Tacilmente ocbzervada através de fandmenos de interferdncia (M. Von
Lave recebeu, em 1814, o pramlie Nobel por ugar cristais como rede
de difrac¥o; W. L. Bragg recebeu-o em 1815 por seu modelo de
"planos refletores" das ondas de rales-X3. BEn 1823, através de
exvperianclas realizadas por A, H. Compton, pode ser constatada a
natureza corpuscular dos raleos-X, estabelecendo-ze, as=im, a

dualidade onda-particula das radiag@es eletromagnéticas.

Segundo a teoria eletromagnética classica, se um felxe
incidents monocromatico de raios-X fosse espalhado por um alve, os
feixes egspalhados deveriam ter o mesmo compriments de onda X da
radiag¥o incidente. Compton realizou esse experimento & observou,
além do feixe com comprimente de onda A, um segundo felxe
espalhade rom comprimente de onda A" > A. Observou tambdm qua a
frequéncia dessa segunda radiag¢ie era independente do alva, e
conclulu gque era devido a4 interagfo da radiac3o com os elétrons do
alve. Compton interpretou seus resultadeos considerande a radiag%o
lneidentie como um conjunto de fétons que, ao colidirem com os
eleirons do alve, tran=feriam parte de sua energia, dJdando crigem,
assim, a um feixe ezpalhado com um comprimente de onda malor que o

i neldente.
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Supondce o3 elétrons livres e inicialmente em repouso,
Compton deduziu uma equasio gue descrevia o aparecimente de um

" , [94)
segunde elxe, com comprimento de onda A

CAN =AY - A = 0,0843 1 - cos &)

onde, 8 = angulc de espalhamenio

As suposiglies feitas por Compton podem ser justificadas
se considerarmos que a energla de um foton de rajloes-X (~ 10* oV &
varias ordenz de grandeza malor do que a energla de lligagio de um

eldtron Cx 10 V3,

O proceszo <e espal hamente da féatones ne qual nEoe ha
diferenga entre os comprimentos de onda das radiag@es incidente e
espalhada & chamado de espalhamento Thomson, em homenagem a J. J.
Thomson que desenvolveu, por velta de 1600, uma teoria classica de
espalhamento de rales-X por elétrons, Thomson considersu os
raios-X como senda um felxe de ondas eletromagnéticas cUjo campo
elétrice oscilante interagia com os elétrons do alve. Esta
interagido faz com que os elétrons oscilem na mesma freguéncia.
Comz resultado de suas aceleragBes, os elétrons irradiam ondas
eletromagnéticas com mesma frequsncia e fase da onda incldente.
Assim, a energla do feixe incidente ¢ espalhada em todas as

direges sem modificagBo do comprimento de onda.
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E extremamente interessante analilsarmos Como R
espal hamentos Thomson e Compton interferem num estudo de difracic
de rajos-X. No caso Compton n3o existe uma relag3c constante entre
&= Tases dosx fotons incidente e espalhado e, sendo a difrag¢Zo um
fendmeno essencialmente de interferéncia, observamos apanas  um
espalhamento difuse, tornando-se mals intense quante maler feor o

angulo de ezpal hamento.

No espal hamento Thomson as ondas lncldentes ¢ espalhadas
pogsuem a mesma fregudncia e fase 8 podem sofrer interferénclas
coenstrutivas ou ndo. O espalhamente Thomson pode ser explicado
usando-ze a Teoria Clnemitica ou a Teoria DinAmica de rales-X. Na
Teoria Cinematlca n¥o sic levadas em conta as interacfes entre as
ondazs incidentes ® espalhada; essa teoria € indicada no caso de
pequencs cristais ou estruturas cristalinas imperfeitas. Quando =e
deseja estudar cristais altamente ordenados., recorremos 4 Taeoria
Dindmiea na gqual as ondas incidentes e espalhada formam um sistema

acoplado alterando a intensidade dos espectros obtidos.

Uma anilise quantitativa do espalhamento Thomson nos
formece a express¥ce da intensidade espalhada por um welétron

¢1 3.3
[ ]
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¢ tratamento feito por Thomson & valido para elétrons
livres. Sabemos que os elétrons de um Atomo est¥o ligades ao
ntcleo por forgas que dependem do tamanho do 4tome e de aestado
quantico do elétron. Desde gue a energia envolvida na interacio
seja muite maior do que a energia de ligag%c do elétren, a

hipdtese de elétron-livre & valida,

Sabemos também que os elétrons em um stome podem ser
analizados como cxsciladores, cuja frequéncia depende da anergia de
ligagd3o. Quande a fraquéncia da onda incidente & proésxima a
frequéncia de oscllagfo do elétron, ocorra a chamada “dizpaers¥o

andmala", gue rausa uma mudanga da fase da onda esPalhadamﬁ{

Sa
as freguénclas s3¥c bem diferentes ocorre apenas uma mudanca ha
velocidade de propagaglo da onda transmitida, o que caracteriza o
indice de refracioc do meio. Experimentalmente saba-se que o indice

de refra¢ic para raios-X difere de 1 om uma parte por milh¥o para

a maloria dos materiais.
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7.2 ESPALHAMENTO DE RATO-X POR UM ATOMO

Quando um felxe de rajos—-X encontra um Atomo, <cada um de
zaus elélrons espalha parte da radiacio, coerentemente, de acordo
com a equagio de Thomson (eq. 7.1). O nucles tambem ¢ capaz de
ecspalhar a radiag@o, pois também possul carga eleétrica » pode
escilar sob a agBc do feixe lncldente. Porem, devida a sua grande
massa oI rel acEo a do  eldiron, Siia infludncia Lorna-se
desprezivel. Analisandes a weguagfo de Thomson, vemcs que a
Intensidade do espalhamente ¢ inversamente proporecional ao
quadrado da massa. Sende a relacfo entre as massas do nicleo e do
elétron da ordem de 10%, temos gque a relagdo de intensidades & da

ordem de 10770,

mnuct.o - ruaclec e ]
— = 10 —_——

I
I
I
AT
114

10

ol ealron slealron

O fato de os eletrons de um atomo estarem “localilzadeos!
em ponteg diferentes do espago faz com que as ondas espal hadas por

diferentes elétrons possuam fases di ferentes,

Fodemos visuallzar esse elfelto com ajuda da figura 7.1,
As ondas espalhadas na dire¢ic 28 = O pelos elétrons A e B
atingem a limha XX* em fase pols, percorreram <candnhog
equivalante=s. As ondas espalhadas numa diregio 268 ~ Gn.atingam uma
linha YY' fora de fase, pols percorreram caminhos diferentes. A
diferenga de caminho (CB - ALY faz com que haja uma interferdncia
parcial de forma que a intensidade wspalhada nessa direcioc seaja

-]

mencor do que na diregia 26 = O
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Fig. 7.1 - Fepolhaomento por unm 4 ¢omo™®

A "eficigncla" no espalhaments de um dado Atomo,. nua
certa diregfo, chamada de fater de espalbhamento atémico & definida

atat ot

;= amplitude da srda sspalhada por um alemo
amplitude da onda espalhbada por um slelron

O fateor de espalhamenic atdmico depende da direc¥o €87
da onda espalhada e do comprimento de anda (AY de felxe incidente

Crig 7.2).
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Fig. 7.2 — Fator de espalhamento Atémico ¢ Cobre) ™™

Vimos anteriormente gque o efeito Complon, ou =eja, o
ezpal hamento incoerente da radiag¥o, pode ser significative para
dtomos cujos eldtrons estde  fracamante ligados. As=im, a
intenzidade do e=palhamento tilpo-—Compton aumenta conforme o nlumerc
atdmico Z diminui. Es=a & uma das dificuldades de obtarmos bons
diagramas de difragico da raios-¥X de amostras de material
bhioldgico, pols o espalhamanto incoerente produz um ruido de fundo

que =e sobrepBe &=z linhas de difragcfo.
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¥.3 LEI DE BRAGG

A difracio de raios-} por um arranico de Atomos & um
fendmeno essencialmente de interferdnria de ondas. Para duas ondas
saf'rerem interferdnclia construtiva elas deveam ter a masma

freqguéncia o fasa.

Bragg havia obzervado que um feixe de raios-¥ incidindo
sobre determinade alve era difratade em apenas algumas direcBes.
Em 1912 propds um modelo de "planos refletores de raios-X", am

analogla a fendmenos dphLicos.

Consideremocs um conjunto de dtomos dispostos como na

figura a seadquir:

| palg nurnal
K\““‘- | I
. N -
o3 ‘-"\-\._HH <
J_.-" .H"'-H ._ 1 "._r.-
- . \.H_‘ l "
. - '
l—?ﬁﬂjFﬁ————*—“”‘ O Y
T /| 1 b =T MLl
Lo ™ Sk ity
LR A U A A T
| o |"i | W H‘Ma",\ ! \;. 1 [N i" ||lll ' 1
Yoy Bt L Y IFEE
i Loy . Mo - H - “‘ ]
I

Filg. 7.3 - Lat de Bragg

Sejam os feixes incidentes & & 2 com mesmc comprimento
de onda X. Para que eles sofram interferéncia construtiva &
assanclal que a diferenga de caminho (ML + LMI) =seja igual a um

namero inteire n de comprimentos de eonda A, Assim, tenos,
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nk. = ML + LN

nh *= o send + d send

nh = 2 d pand .. 7.2

Esta relaglo, conhecida por lLetl de Brage, eztabelece as
condicBes para que a difrag¥o possa ocorrer. Ela pode ser encarada
como uma “lei restritiva“, pois estabelece que a difrac¥c ocorre

Apenas emn algumazs poucas direcSes.
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7.4 ESPALHAMENTO POR UMA CELA UNITARIA

Anal i semos o espal hamento por m cristal
restringindo-nos aoc cazo de espalhamento cosrente, de acorde com

ag cocbzervagles anteriores.

Yimos anleriormente qgue a radiac¥o & espalhada pelos
elétrons de um atome. No caso de um cristal, onde o= dtomos estio
localirzados em um arranjo periddiceo, estaremcs em condicBes da
interferdncia construtiva apenas em direg®es particulares. As
radiaces espalhadaz nessas diregdes s3Xo chamadas de falxes

difratados & s8%o0 descritas pela Lel de Bragg (eq. 7.2).

Frocuremnos daterminar a intensidade do feixe difratado
por um cristal em fungdo da posigdo doz atomoz, azssumindo que a
Lei de Bragg & satisfelta. Una vez gue um cristal pode ser tratado
como uma repetigio de uma cela unltaria, ¢ suficiente considarar a
forma na fgual o arranjo de dtomos dentre da cela unitdria afeta a

radiacic incidente.

D forma mimilar ac espalhamente por um dtoms, devido
aog elélrons, as ondas espalhadas por uma cela unitéria, devido

aos adtomos, n¥o est¥c necessariamente em fase { exceto na direcfo

do feixe incidente) & podemos determinar come a diferenca de fases

depende do arranjo dos dtomos.

Por convenidncia, anal { senos uma cela unitiria

ocriocgonal, cuja secglo & mostrada na figura 7.4
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Fig. 7.4 - Egspatlhamento por uma cela unitaria o

Analizemss a diferenga de fase entre as ondas espalhadas
POr um Atemo na origem e cutro cuja posic%ao pode variar apenas na
direc¥o x. Zeja o Atomo A localizadoe na origem e analisemos a
difracio nos plapnos ChOOD. Azcim, a diferenca de caminho

$,..entre os feixes 2' e 1' ¢ dada por:
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Da dafiniclc de {ndices de Millaer ', tLemos:

Ho casc de um atomo B, localizade a uma distiAncia x de

A, podemos ascrever a diferenca de caminhos 69'1* = O

= = - _ AR _ o
g4, =RBS = 2 BS = 2 = N = A2 = X

Garalmeante defininos a diferenca de fase ¢ em unidades

angulares. S& a diferenga de caminho é &, a diferenca de faze &

dada por

¢ = —;— B
Assim, podemos escrever:
- 2rthx
Pary- - fn T a

4B




Se a posigic de B for escrita em Lermos de coordenadas

fracionals U, teremos:

=

o = e
a

¢=1, = Znhu

Extendendc para 2 dimansSas C(figura 7.858), podemas
escravaer quae a diferenga de fase entre as ondas esipalhadas por um
aAtomo A na origem e um dtome B, locallizado no ponbto (x,yv,zd, pelo

plano Chkl2, e dado por:

¢ = 2n Chu + kv + 1w

onde

Esta relaglio & geral a aplicavel para celas unitarias de

format.o qualgquer {fig. ¥.%52.

Luas ondas podem diferir nlo apenas na fase, mas Lambém
na amplitude s& os atomos espalhadores forem diferentes. Nesse
caso, a amplitude das ondas ¢ dada em tearmos do fator de

espal hamanto atdmico.
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Fig., 7.8 - Espalhamente por ung cela unitaria qualquermm

Anallsemcs agora como as ondas espalhadas pelos atomos
de uma cala unitaria, com  amplitudes <@ fazes diferentes,

interferem-se, gerando um [feixe difratado.

Fodemos representar uma onda de amplitude A ¢ fase ¢

por :

o= Aaiqﬁ = A Ccosg + isenupd
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Sabemos que a intensidade dessa onda & proporclional a-

A intensidade da onda wespalhada por um  Atoms & |

proporeional ac fator de espalhamento atédmico f . A fase da onda

&, como visto anteriormente, dada em fungdo das coordenadas
fracionals uvw do ateome e dos indices hkl da reflexio. A=sgim,

podemos expressar uma onda espalhada por um atomo como:

Aei.:ﬁ - P Ezrn'.E s Jowr b Low

Seja agora uma cela unitaria contends os atomos

1.28,... N, coam coordenadas fracionais u‘vlw .uzvzwz

[T | I L

n iR
e fatores de espalhamenioc atédmico f;'fz""'fn' A onda espal hada
resultante, devideo a todos os astomos, para uma reflexZc hkl, &

dada por:

Lal
_ il hu sk +lw
Fhkl = :‘-: 'fn =] L I #g. 7.9
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F‘hkl descrave como o arranjo de atomos da cela unitaria

contribul para o feixe espalhado, F‘h]'cl recebe o nome de Fator de
Leirdtura (ou fator de formad @ @ am geral um ndmerc complexe que
expressa Ltanto a amplitude como a fase da onda resultante. O valor

absoluto |F fornece a amplitude da onda resultante em termos

kL |

da amplitude da onda espalhada por um simples wlétron, w pode sar

definldo por:

=3MElilude do onda swpalhada pelosa dlowcw da cala unilaria

F

18 amplitude 44 onda mmpalhada por um slslron

A intensidade do felxe difratade, cuja diregio &
prevista pela lel de Bragg., & proporcional a [F‘H":]Jz
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8. APLICAQUE= DE SERIES DE FOURIER EM DIFRAGAC DE RAIOS-X

8.1 EEFRESENTACED DA DENSIDADE ELETRONICA

Fodemos representar uma estrutura cristalina por dolx

met oo

al) por Atomos ligados a uma raeda;
bl por uma funclo continua  que descreve a  depsidade
eletrédnica, sendo os dtlomos reprasentados por plcos na

fungdo.

Nee primeire método, o problema da difrac¥o & tratado em
duas etapas. Iniclalmente precisamos descrever a ac¥%o de todos o=
elétrons de um atomo por meic do fater de  espalhamento

atdmi ccmm:

- 2 sen kr
f_ = J gt phirl —— dr

onde fn pode ser interpretado como o ndmero afetlve de eldbrons

concentrados no cenbro do Atomo.
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Numa segunda etapa podemos combilpar todeos os Atomos de

uma cela unitaria por melo do fator de estrutura:

2L Chua + kv + Lw 3
o n " " eg. GB.1

onde Fhkl pode ser interpretado como o numeroc efelivo de eldétrons

concantrados na origem da cela unitaria.

Um sagundo métodao da represeantar Uma astrutura
cristalina ¢ introduzir uma fungdo continuva K xyzd representandos a
densidade eletrdnlica dentro da cela unltaria, expressza em numero

da elétroens por unidade de volume.

Sande olxyz) uma fungfo pariddica, podemos representa-la

por uma sorle de Fourier:

Kxyz) = £ I C e M pukqvery wg. 6. 2
F a -

Multiplicande ambos o= lados da equagloc 8.2 por
eﬂHCMﬂkVHHj; onde h, k.l 530 intelros, o integrando schbre Ltodo o

volume da cela, temos:
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a b ez
2 z ) .
I J‘ I pcm:' E!fhc hu+low+iw] dxdydu =
= |- =
) ) Y
a b ©
i z -z T milCpeRd € q-k2 Cr-1dw]
=EEECrJ J J‘ - L P u o+ g-kltw + r=-l)w dxdyd:
P g r Pa a b C
-o 2 Tz Tz
Comcy,
3
J 2 E-ZTI'LCp—h:Iu = 2 == p=h
_a 0 se p=h
2
Lenos:
a 1 =
2 z Z .
J J J o 3cyz) EZTI'LCHU‘ikV-iLVj dudyde = abe ¢
a b 1: hkL
2 ) )
wy. 8.9
Se representarmoz o fator de espalhamento atdmico f por
Lal
uma distribuigdo continua de densidade weletrénica, podemos

reescrever a aquacio 7,3 como:
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Mo
MWD

2 s kow v

z
_ Y
F‘hkl. = _'EI.-EC_ —[ ‘[b J ,C:'C)C}-T:’ e dxdydz

sq. W4

onde = fator geomatrico Voabe Ser Ve Cara normalizar o=

coefliclentas no caso da cela unitéria nIo ser ortogonal.

Comparande 8.3 com 8.4, temos:

ou sejla, da equaglo 8.2 podemos expressar a densidade eletrdnica
PLRYZR) por uma =érie de Fourier cujos coeficfientes =¥o os latores

de estrutura FhHF

+

o
2lxyzd = ._1?_.._ T T T F ﬂ-zﬂi":hu-bkv-rl.vll
] k 1
i

kklL

wg. B. 5

Notemos da equacio 8.9 gues para conhecermos o funglo

PLXYZ) & necessario sabermos o médule @ a faze do feixe difratado

na direglo hkl (F, = |F 1. Num experimento de difrac¥o de

wa | €
raics-X. somos capazes de detetar apenas a intensidade do felxe
difratade na diregie hkl, que s relaciona com o fator de

estrutura pela relaco:
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I x iFhkL

De==za forma, n¥Sc temos {nformac3ic da fase do felxe
difratade, e que constitul nosso principal problema no calcule do
parfil da densidade eletrédnica da caela unitdria, o que

dimcutiremncs no [tem 10,
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8.2 A FUNCAD DE PATTERSON

Uma wvez que cobitemos apenas 1Fhk11 num experimento de
difragfc de ralos-X, que informaces podemos obter desse conjunto
de valores? A, .. Patterson mostrou, em 1934, que poderliamoes cbter
uma fungde que. apesar de n¥o z=er tIc complata quanto  olxyzd,

ajuda-nos a compreender a gecmetria da cela unitaria,

Vamos deduzir, para facllitar os cilculeos, a funcic Jde
Patterson para um cristal unidimensicnal. Consideremos a figura
B.2.1, gue representa a densidade eletronica POM) para um cristal

unidimensional com 3 Atomos por cela unitaria A, B e C.

Podemo=z definir uma funcio PCxO (fungio de correlag¥ol,

chamada Fun¢¥o de Patterson coma:

T

PCXDY = —}_J XD s + XD dix .. 8.0

1
WP

Analisande a equac3c B.68, notamos qua PLXD =2 ¢ apenas

quando o0 & o{x + XJ forem simultaneaments n¥o nulas,

A Tunglo oKx + XD para X = 0,2 & mostrada na figura
8. 2. 1b. Notemos da figura B.2.ie que apenas para X = 0,2 temos
PCXD # O, Com X variando entre O o a, obteremcs um pico sempre que

o valor X corresponda a uma distancia inter-picos cu inter-itomos.
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pfx+0Q22

b A k A

Fa 0y

B =02

o}

Caleuls da FungZo de Patterson wunidimensional. Jd=
figuwras a & b mosiran p{x? & seu deslocaonento por
X =08, tndicade por plx + 0,22, 4 figua ¢ mostra
o produto px> oKx + X> = PCX = 0,2). A figura d
s Lt e Funcio de Fatterson untdimans i onal

completa.

Fig 8.2.1 - Fungdc de Patterson




Podemns notar assim que a funcio de Patterson n¥%o
reprasenta a posicio dos 4tomos na cela unitaria, mas sim as
distanciazs relativas entre eles. A fungfo de Patterson @ uma
fungXo de correlac®o que indica a posicin dg cada adlomo em relac3no

ac ocutro e n¥o A uma origem fixa.

Substituindo 8.5 na equag¥c 8.6 e expandindo para 32

di menzBes, obtamos:

+
1 2 —2ml hlE kYWD
PLXYD = - E L L |Fth )
N
-
onde U, V e W =dC as coowrdenadas fracionals dadas por:
X _ Y _ A

=i



2. DIFRACAD POR SISTEMAS DE MULTIBI CAMADAS

Com o desenvelvimento da tecnologia para crescimento de
filmes finos &, mals recentomente com o dezenvolvimenio deos filmes
de Langmuir-Blodgett (LE films), indmeros sistemas de mullilcamadas

2% utilizados na Cig&ncla @ na tecnalcgia.mT}

Geralmente uma multicamada ¢ formada por monccamadas
"hBidimensionais®. Se ompacotarmezm escas monccamadas, uma sobre as
outras, poderemos ter um sistema caracterizado por um paramabtro a.

& ospwssura de cada camada {(fig @.10

Fig 8.1 - Mulfiibicamodos

=0



Fecorrendo & [el de Bragg., =e tivermo= um sistema com

pericdicidade a, ¢ poszivel obtermos um espaciro de d4difragfo,

usando wuma radiagdo adeqguada.

Zeja, pols, uma multicamada com periodicidade a numa

direcifo definida (consideremos na nossa dedugiio a diregio paralela

poder emos

an aiwa x) (fig @W.12. S existe uma pericdicidade a,

definir uma cela unltaria de tamanhe a, cuja denslidade eletrdanica

& dada pela funglc plxl. (fig @22

£ a N
., - )

x CNe—— e —
(S —
=

DENSIDADE ELETRONICA
(=]

| T I T . O A T

POSICAD  (ANGSTRON)

Fig. 8.2 - Cela Unitaria
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Vimos no item ¥ como uma cela unlitiria pode espalhar um
feixe incidente, dando origem a um feixe difratade. Procuremos
nesse capitule adaptar o estado geral das celas unitarias para o

casey de multiblcamadas,

Un feixe difratade pode =ser descrite pele fator de

+ @ & dade por:

estrutura FhH

kel h

Jia dissemos que o problema da fase ¢ intrinseco ac
experimentc de difracio de raios-X. Algumas considerac®es podam
ser feltas para contornar essa dificuldade (ver LLem 100

Suponhemos que nossa cela unitarla ¢ centrossimétrica, ou seja,

A = pl =3

Nesse objetivo principal ¢ o calcule da fungXe densidade
eletronica. Adaptande a eq 8.5 para nosso arranjo unidimensienal

Lamos:



glwd = “é* F e = wg. V.1

O fator da estrutura € geralmente um ndmerc complexo

como tal pode ser escrito por:

F,. = AChd + « BCh)
x,
N —z*-'m'-:J
Fh = L f} )
3
L o M oF
Ph = Y} F. cosi{Znh 5—3- L E fj sen &mnh Yy b

J=1 i=1

Azsim, podemos definir um médule & uma fase para F#

&1



£ o= |F | &®

h h

#Chl = arclg %%E%

Conslderands as propriedades de simetria de nossas

multicamadas, podemos concluir que:

™ >
BChY = £ f sentnrh ~'> = ©
jma ! 2
Assim,
Fhy = 0
#h) = arctg QO ===
PLhd = m

Temnz antio que, para uma estrygtura cenbrossimngtrica o

fator de estruturz ¢ dado por:



Dessa forma, damos um primelro passo para a determd nagi3o
da fungZo densidade aeletrdnica Axd, faltando decidir qﬁal a
combinacio de fases adequada para representar a eaela unitaria, A

aq. 9.1 pode, enliio, ser reescrita oo

oxy = —%— + ij| cos{ 2nx 2 b eq. ©. 2

A func¥o de Patterson, porédm, pode ser determinada
independente da fasa, Mum -arranjo periddics unidimensiocnal.,

deEME eECTraver:

h
1 + 0 -ZflL— x 1 + =
—_— a —
Plwl = 3 T Fh = = g E Fr—. cosl 2w < 3
he — o h= =

*q. .2

Assim, podemos calcular a fungXfo de Patterson pela

expressio!
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M| p

PCXD =

bl

‘[ KD Pl + X3 dx

Substituinde 9.3 em 5. 4 temos:

2 + o
PCXy = -5 p |F | costanx 23
h a

a h=o
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1G6. O PROEBLEMA DA FASE

Num experimento de ralo-X podemos medir a intensidade de
feixwe espalhado am funglc do 4dngule. Sa& uzarmos um método
fotografico, um detetor ou um contador, estaremos medinde a
gquantidade de wenergia do faeixe difratado pela amostra. Vimos
anteriormente gue & intensidade medida & proporcional ao guadrado

do fator de estrutura. Lembrande que F;k © um ndmerc complexo,

L

Lamos

F o= Pkt
hkb [Pl =
2 ™
I o CFhkL: - Phkl. kL
I |F |z - 10,1
bkl 9 '

Fodemos ver, entfo, pela equaglo 10.1 gque o experimento
de difragio de ralos—¥X fornece-nos apenas o mddule do fator de

estrutura, sendo a fase impessivel de ser medida.

O principal objetivo no estude da determinaclo de
estruturas por métodos de difracfo de raleos-X e o cidloule da
fungie denzidade eletrdnica plrdl.

- hx
2L ——

4 + 0
M) o= —_— I Fh =) e g, o1
L +)

=15



Porém., observando a eguacio 2.1 notamoes qgue o calceulo de

M xyz2? depende do conhecimento integral de F ou seja, seu

hikl'
madula & sya Tase.

Mo aztudo de mul Lticamadeas cantroasimndgtrlicas aEag

problema ¢ simplificado, uma vez gue as fases podem ser apanas O

ou 7, Citem 92

il

Ainda assim, bLemos uma indelerminagio pols precilsamos
sabear qual dessas duas fases corresponde 4 reflexfic de Indice h.
Coms veremos adiante Citem 142 o imndice h wvarla de 1 a um valor
finito hmnx. devidse &z limltagBes Impostas pelo experimento. Senda
assim, So Ll werr mos hmu“ aordens de difragdiao, taremos

h
2 " oossibllidades para arranjar as fases.

Esza indeterminacie pode ser resolvida a partir de
informag@es estruturals provindas de  analises quimicas oo
bloquimicas. Geralmente sabemos se a nkossa cela unitaria &
composta por alguma regidc de densidade eletrdnica constante, como
uma <adela hidrocarbonada C—CCHEDH—} de um aAcldo graxe, ou de

alguma regiioc com alta densldade elebrdnica como um Atomo mals

alelron—-denso,

e



Essas informac®es permitem estimar um parfil aproxdimado
oy uma referdncia inicial a partir da qual poszamos refinar nosso
madelo., obtendo por fim um parfill de densidade eletrdnica coerente
gue nos fornega as caracteristicas estruburais desejadaz, dantro

de certa rescolugifo.

Um segundo metodo usado para o caso easpecifico de

pulticamadas & o chamadoe “Hétodo do Imnchamento',

Vamos admitir que com o aumento da umidade de ar, nossa
cela unitiria sofra um processo de inchamento, implicande numa
mudanga na estrutura, de forma simples o fisicamente plausivel.
Serunde Torbet e Wilkins ¥ & fator de estrutura deve alterar de
forma simplas @ gradual durante o lnchamento. Essfas alteracBes

podem ser melhor cobzarvadas através de anadllises graficas.um

E imprescindivel pesse método que o= dados obtidos para
cada umidade sejam normalizados. Ezse problema pode ser resolvido

usando o método proposto por Worthington e Blaurock. i

-g. 10.2

Esse método pode ser implementade fazendo-se passar pela
amostra um fluxe de gas CNE. por exemplold com a umd dade desejacda,
o Qque pode ser obtldo fazendo-o borbulhar em recliplentes contendo

(12N
soluglBies salinas saturadas adequados. 1
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Un terceiro metodo para a determinag3c das fases o o

chamade "Mért odo da Substitulgcio Isomorfar.

Fege métoda
conslzste enm trocar um atome da cela unltarla por outre similar,
male pegada Cex.  Enxolre por Seldrio, Bromo por Todo, ..., Um
derivado ilsomorfo ideal difere da estrutura original, apenas por
um plece extra, noe perfil de densidade eletrénica, na posicgio do
atomos pasade substituto. Em alguns casos esse mtodo pode se
tornar complexo exliginds técnicas soflisticadas. Esse matodo &
extlremamente usado noe @stuUuds de cristais de protelnas. Se o atomo
pesado substltuta ¢ suficientemente eletron-—denso, ele provocara
muddangas significativas no espectro de difracio de ralos-X.
Analisande as diferengas de intensidade dos espectiros original e

substitulide, podemes resclver o problema da Tase, desde que a

posigéo do Adtomo pesado sela conhecida.
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11. CCREREGAQ DAS INTENSIDALDES COBSERVADAS

A intensidade de um feixe difratado, observada num
experimento de difragic de raleos-X & balxe angule, ¢ afetada por
uma sérle de fatores, © gue Lorna necessaria sua correc®c, a fim
de que possamos trabalhar com informac®es que reflitam a estrutura

da amostira a nivel molecular.

[Oiscutiremos nesse ftem algumas correcdes relevantes ac

estudo de difragio de raios=-X por muliticamadas:s

~ Geometria da amostra e do zmubstrato;
- Fator da& Absorgic;
- Fator de Polarlzaglio;

- Falor de Temparatura.

a1 =



11.1 SEOMETRIA DA AMOSTRA E DO SUBRSTRATO

(uando incidimos um felxe scbre uma amostra ligeiramente
desordenada, seja pelazs proprias caracteriszsticas da amestra ou
devido & curvatura do substrato, fazemos com gue o ponto gque saria
esparado no espago recliproco {(tecricamante, um conjunto de plano=s
infinitos, paralelos entre =i, separados por uma distlncia
constante, define um ponto na rede reciprccahins, alarque-sa,

Z4]

- 4
dande origem & uma casca esfdérica . A AaArea dessas cCazcas @

propoerecional a seus rales, ou s=eja, & coordenada reciproca h, ou

ainda, ao nimero da ordem de difragfo n {egq. 7.22.

O efeito de=sas irregularidades pode ser observado com a
ajuda de métodos folograficos. Um esquema de um filme fotograficeo
abtide num experimento de difrag@o de ralos-¥X por sistemas de

mul Licamadas & mostrado na figura 11.1 .

L =Difragdo

Filme ‘) ) ) Lamalar

Fig. 11.1 - Filme fotografico (esquemn’

VO



Vemas, entio, que a energia difratada por cada conjunto
da plancs (hOOD & distribuida sobre um segmento de arceo de

circunferdnclia.

Dade que a fenda do detetor tem uma altura fixa e
limitada, apenas a parte central do felxe difratads paela amostra &
registrada, havendo a==im Uma aparenta dimd nui gFo na

intengl dads.

Devemos, entio corrigir as intensidades observadas por

um fator correspondente ac indice b da reflexio

I ChY = h IDChﬁ

=orr
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11. 2 FATOR DE ABSORCAD

Sempre gue um felxe de ralos—¥ interage com a matdria,
ele & parclalmente absorvide. A absorglo de um feixe que atravesza

uma disténcla x de uma substéncia homogénea & dada por:

I¢x) =1 oM™
o

onde o # o coeficiente de absor¢Zo linear, gue depende da
subxtincia considerada, da densidade o @ do compriments de onda A

inclidente.

A equagdo acima pode =ser reescrita em forma mals
conveniente, @m termos do coeficiante de absorc3o de massa (psed
que €& caracteristica do material, independente do seu estado

fisico:

L T R e s
< wg. 1.

I1C2 =1
n )}

O coeficiente de absorcic linear u para um dado A &
muite malor para a 4dgua do fque para o vapor, ot gqualguer mistura
estequiométrica de Oxigénio e Hidrogénio, enquanta gque o

coellciente de abzorgio de massa (el @ o measme nes 3 casos.

Ta



Essa propriedade distingue bem o©os raies-X¥ da luz
visivel. Por exemplo, diamantes s3oc multeo transparentes a luz
vigivel snquantos grafite & extremamente absorvedor: ambos, porém,
possuen o mMesmno ;aeficianta de absorcEo de massa para o raio-X.
Mercgrio sdlido ou liguide sXo opacos & luz wvisivel, endquanto o
vapor de mercirico & Lransparente; as 3 formas de mercluric possuem

o omesme O Lused,

Quands o material abzorvedor & uma substincla compeosta
como  uma liga, um composto gquimico, uma =soluglic, stc., seu
coeficiante da absorglo de massa ¢ simplesmenie a méddia ponderada
do= coaficientes de absor¢io de mats=a de cada wl emanto
constituinte. Ou zeja, =ea W W W sio az fragPes om pesc dos
el ementos 1.2.....n, =] Cp/a)i. (p/cﬂz,,.,.Cpfo]n SEo seus

coelfivientes de absorg3c de massa, ent3oc a substAncia tera um

coeficiente dado por:
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11.3 FATCR DE POLARI ZACAO

A radiac%o n¥o polarizada, proveniente de um tubo de
raio-X, ac ser espalhada pelos elétrons de um atomo, adquire uma
polarizag®c parclial gque depende do angulo de  espal hamento,
Inimeros resultados experimentais estZoc de acorde  com s
resul tados estabelecidos por Thomson em 19007, Consideremos um
felxe n¥o polarizado incidinde com Angulo 6 Cem condl ¢Eo de BraggD
scbre um cristal Cfig 11.8). O campe elétrice desse feixe vibra em
todas as diregbes perpendiculares 4 diregic de propagagic do

Fei xe:

Fig. 11.2 - Fator de FPolarisagio
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Podaemes representar as varlias posicdes do veblor campo
elétrico am termos de uma base de dois vetores. (uande o felxe de
raio-% atinge um elétron, este comaga a vibrar num planc paralels
4 diregZc ¢ = 26, a diregfic de propagagido do feixe. Assim, a

intensldade do feixe espalhado nessa direglo & proporciconal a' =,

. 11.2

1 + c&52 =8
=

O termo da direita & chamado fator de polarizaglec @

indica o grau de pelarizagfo do feixe espalhade em fungXe do

Angule 26.
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11.4 FATOR DE TEMPERATURA

A congideraciic de que um ecristal & formado por Atomos
bem localizades dentro de uma rede nem sempre & wvallida., Sabemos
qus o% atomos vibram em Lorne de suas posic®es de equilibrico
{mesme para T = QKD e qua a amplitude dessas vibrac®es aumenta

com o aumento da temperatura.

O efelto da vibragic térmica. decorrente do aumente da
temperatura, na intensidade das linhas de difrag3o foi primeiro
analisads por Debye, em 1913, As primeiras tecrias sobre wesse
assunte tratavam apenas de  arranjos cristalinos cubicos, )
consideravam A vibragio de um atomo independente da vibracl3o dos
cutros. Alnda que essa UGltima aproximagdo seja incorreta, esse
modele explica, de forma qualitativa, © decreéescimo na intencidade
dos picos de difragic & do aumento da radiag3o de funde
Chackground} num difratograma. Uma tecria rigorosa considerande
eristais poliatdmices em uma rede qualquer ainda nioc ol
desenyolvida, de forma gue a tecria de Debye ainda & utilizada,
dentro de cartos limites. o

A agitag3o Lérmica faz com que oz planos da rede vibrem,
de forma gue a concencfo matemitica de planos reflelores com
espassura minima tLtorna-se lncorreba. Assim, a condigXo de difrac3o
de Bragg nem sempre ¢ respeltada, uma vez que a distaAncia

interplanar 4 oscila constantemente em torno de um wvalor médlio.

TG



Vimos anteriormente gue um flfeiwa difratado & formado
pela ilnterferédnclia construtiva de varlas ondas coerentemente
egpalhadas no Anguleo de Bragg, @« que wessa condig¥o decerrae da
diferenca de caminho percerride por cada onda, que por sua vezr @

fungio da distanecia d Citem 73,

Devido & agltag®o térmica, a Ylargura" do plano raefletor
& Z2n U po= amplitude média de vibragZo dos dtomos da redel. o que
faz com que a condigido de interferdncia  construtiva seja
parcialmante rezpaeitada,. implicande num decrdéscime da |ntensidade
do felxe difratado. A intensidade dimintgd conforme a razao pod
aumenta. Isso ocorre ou gquands a temperatura aumenta Ca amplitude
de wibracl¥o p aumentadl ou para reflexes de ordem superior
{reflexSes a alto angulol relaclionadas com famdilias de plano= com

espasamentos d menores.

FPodemos guantificar o efel bo cla temperatura ha
diminuigHo das lntensidades dos faixas difratados fazando

consideragfes sobre o fator de espalhamento atdmico 7.

Zoja fﬂ o fator de espalhamento atdmico para um suposto
atoms em repouse na rede. Consideremos também, em primelra
aproimagsido, due o Stomos da rede vibram em movimanto harmdnico
igsoblrdpiceo & independents, & que o deslocamento quadratico médio
em tarno da posicio de equilibric C;zj saja descritc por uma
fungdo gaussiana giyd) e que a densidade elebrénica do cristal em

repouso seja dada por pthJ,
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Podamos calcular a densidade eletrdénica o007, do cristal

em vibragdo, pela convolug3o (=) enbtre Pncxj = gCuJu‘ﬂ

o S0 A paCx:) * gl

Desta forma, o fator de espalhamente alfmico CA

Ltemperatura ambientel f cerid dade por:

=

o
N
!

f = I p O * gl AV =/ exp [~ 2

onde fn_ # o fator de ezpalbhamento atémice tedrico (geralments

124}
esses fatores sio calculades para dtomos em repousod,

Podemos também definir o fator de estrutura como:

TH



uma YeZ Jle

2 seng

A& exponencial da eguagdo 11.32 & chamada de Ffotor de

Debwe-—Wal ler (D2

z
oD = exp[_ai:‘i]
A
onde
B = sna o° (fator de temperatural

Debye desenvolveu sua teoria supondo vibraclies abtdmicas
independentes o Waller Tezr algumazs correcies admitinde a
interdapenddncia entre as vibrag®es dos a4tomos, chagando a

expressar o fator de temperatura (BY por:

7



B8 ht T

B = —— S - LT TR & T %

o} Ya]

h = canstante de Flanck

T = temperatura ab=olugyta
m = Massa 99 atoms vibrante
E = congstante de Beoltzmann

® = temperatura de Debye caracteristica da substancia

@ ~ T

x
n

L&4)

¥(20 = fungldio de Debye (tabeladal

A exprassdo do fator de temparatura 11.4 & valida apenas
para estruturas cdbicaz, contends apenas um Lipo de &Atomo. Para
estruturas mails complexas, com menor simetria e vArios Lipos de

. . [45)
atomo= usam-g& lfatores de temperatura aniscobrdpicos.

Reescrevende a equagSoc 11.3 e lembrands que a
intensidade deo feixe difratado & proporcieonal ao quadrado do fator

de s=strutura, temo=s:
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F = F D52

1€ = I _C6d ¥ &

snnze
I8 exp [_ 2 B ____]

@q. 11,9

Azsim, temos que a intensidade observada & "amcrtecida"

axponencialmente palo efelto da temperatyra,

g1



12. PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho experimental fol realizade no Laboratério de
Cristalografia de Institute de Fisica "“3leb Wataghin®, UNICAMP.
Analisemcs por difracac de Ralos-X a4 baixo sngule amostras de
multibicamadas de fosfolipidecs incorporadas com Elipticina., em pH

7.2 & ©,7, crescidas em substrates de vidro planos.
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ad

b

L

d2

€l

o

g3

h3

12.1 PREFPARACED DAS AMOSTRAS

Usamos mno preparo das amosiras os seguintes materials:

Dipalmitil Fosfatidil-Celina dJLa-DPPCY sintética, produzida

pela Slgma Chemical Co., USA, com 39% pureza;

Gardiolipina (CLY CDifosfatidil-Gliceroll, natural. produzida

pela Sigma Cheamical Co. . USA, com 954 pureza;

Fosfatidil~Colina de Ove (EPC), cedida pelo Deplo. de

Bloguimdea da UNICAMP {Prof. Eneida),

Elipticina <8.11-Dimetil-GH-Piridol4,3-blCarbazol) produzida

pela Sigma Chemical Co., USA;

Qlorefdrmio PLA. produzido pela Merck;

Metanol P.A. produzido pela Merck:

Tamp&< Fosfatoe SmM, pH 7.2, preparade no Instituts de Biwlogla,

UNL CAMP;

Tampde Bicarbonate de Sd4dio, 0,.imM, pH 9,7, preparade no

Institute de Biologia, UNICAMP.
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Oz pesos moleculares do DPPC, CL, EPC e ELPT sZo dados

na tabela 12.1.1:

SURSTANCI A PESD MOLECULAR N. DE MOLES-DOSE
DPEPC C734,1 + 0.1 g varldvel
L 1485 * 13 g CBE * 2) nMol./dese
EPC C7PP0 * 10 g CB55 2 73 nMal rdose
ELPT (246,33 £ 0,13 g (52 * 1> nMol 7dose
Tabela 12.1.1 — Pesos Moleculares

Fara obtermos major contreole ¢ precisfiec no preparec das
amostras, dissclvemos a ELPT em metancl, a Cardiclipina em etanol
e o DFPC e EPC em Clorofdrmic; utilizando-se uma pipeta automatica
(26 pld) tinhamos uma boa precls3c nas gquantidades usadas no
preparo das amosiras, O numéero de moles por dose para a solucfo de
ELFT, Cardiclipina e EP{ & mostrado na tabela 12.1.1., Varias
solugBes foram preparadas para o DPPC, de acorde com a relagfo

Lipides—Droga desejada.

A% amcstiras foram preparadas em dispears®es de acordo com
a segulinte metodo: colocdvamos num tubo de ensaio o pdmerc de
doses necessarlas de DPPC, Cardiclipina, EPC e ELPT para obtermos
a relagic Lipidecs-Droga desejada. Faziamos passar por essa
primeira solugdo um fluxe de Nitrogénio gasoso, até evaporarmos
tode o solvente. Adicicnidvamos, a seguir, a solucHo Lamp&c. de

forma a cblermos uma dispersfo final com a concentrag®c da ordem

de 10 mg~-ml.

B4



Campags
QQuosay

Fig 12.1.1 - Veslculas Multtlanelares

A dispersZo assim  preparada apresentava vesiculas
muyltilamelares concéntricas de fosfollpideocs separadas por camadas

adquo=zas. (flig 12.1.12

Mo intulte de obter wesiculas unilamelares, submetiamos
a dispersio aoc ultira—som (¢ KHz, 75 KW», durante 3 a 4 perlodos
de 30 segundos, com intervalos de i minute*.  Provocavames o
romplmento das vesiculas multilamelares através do fendmeno de
cavilagde gerado pelo ultra-som (a propagacic da conda atraves da

dispersic cria regifies de compressic e rarefagioc gerando presses

ext.renanente altas, capazes de romper as vesiculas?,

Usamos um aparelho de ultra-zom Sonomax modelo SX-B30,



As=lim, obtlvemos

nas Ltapelas abal wo:

quatros séries de amostras descritas

86

DPFC (Mol D ELPT CpuMoll DPPC . ELPT
€10,40 r 0,022 | —————- Pur o
C10,468 £ 0,012 CO,208 £ 00,0040 C30 0 1D
10,34 & 0,020 CO 4185 + O, 008D g @ 12
CI10,4Y £ 0,030 C1.04 £ 0,020 €1y 1 13

Tabela 13,1, 8 -~ DPPOELPT - pH 7.2

DFRPC CuMol D ELPT CuMclD DPPZ @ ELPT
8,83 * 0,03 | mmm——— =40 Lafe]
t4,356 £ 0,022 0,082 * 0,001) (g4 : 12
3,63 ¢ 0,010 CO,082 £ 00,0013 C70 @ 12
C4.13 * 0.013 0,208 + 0,004) C28c : 12
C4,13 = 0,010 €O, 416 O, 008D Clo o 13
4,13 = 0,013 0,83 £ 0,020 CS o 13

Tabela 12.1.3 -~ DPFPC:ELFT - pH 9.7



DFPC CuMol 2 CL CuMol > ELPT (uMold CFPC @ &L ; ELPT
CE:QG I 01013 Cojgg i 0)03:} ________ Capg N 1 H 1]
C2.14 £ 0,012} €052 & 0,080 CQ.082 £ 90,0010 41 18 @ 12
£3.08 2 0,010 <070 2 0,020 CO, 1568 O, 003D a0 @+ 4,8 132
€2, 45 % 0,013 0,684 * 0,080 0,250 2 0,005 (9.4 0 2.5 12
{28,044 * 0,013 (0,564 = 0,020 {078 2 0,010 L | Q.8 : 1>

Tabela 12.1.4 - DPFC.CL:CIFT - pH 7.2
EFC (Mol ELFT {jpMell EPC : ELPT
2,22 £ 0,03 | 00 0= pura
ta.828 * 0,03 CO104 + 0,002 21 12
(2.22 + &,08) CO,E208 £ 0,004 11 12
1,11 % ©,012 0,808 * 0,004 £S5 12
C1.11 * 0,012 C1.04 * 0,022 1 13
Tabela 12.1.8 - EPC:ELPT - pH 7,2
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12.2 DEFOSICAD SO0BEE SUBSTRATO

Usamos como substrate lAminas de vidre <{usadas em
nleroscopia &pticad lavadas iniclalmente com Cloroférmic e a
segulr com Adgua destilada. Depositamos 4 doses € 0,100 wml ) de
cada dispersfc de forma a obtermos uma amostra com formato

retangular €= 17 » 4 mm° .

As amostras secavam durante 24 horas em atmosfera com
TS% de umldade relativa {(solug3c salurada de NaClDa a 20°C.
Durante a secagem, ocorre a formag®oc das multibicamadas de

fosfolipfidess Cfig 12.2.12
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12,3 ARRANTO EXPERIMENTAL

< equipamentc foi preparade para usarmos uma geometria
G- {fig. 12 3.1 com fendas lineares & detetor de cintilagio,
Usamos um gerador com ancde rotatdério (Rotaflex - Rigakul de Cobre
CFiltro de nigquel) com feixe linear @ polténcia de 1,78 KW {(S0mA-35

V2. Usamos as seguintes fendas:

5 - Fenda de Diwvergéncia . . .: ~5—
kS - Fenda Receptora . . . . . t 0,19 mm
=5 - PFenda de Espalhamente . . %%—
amos Era
] /
A 9!\
1 e
Q0
24
X

[
I

—— relelor

Fig. 1&. 2.1 - Geomstria 9-95

Az amosiraz eram analisadas sob umidade controlada
atraves de um fluxo de Hitrogénio proveniente de um frasco lavador

contendo uma solucdo =aturada de NaClC%,
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12. 4 OBTENGAD DGS RESULTADOS

Obtinhamos, inlcialmente, um difratograma com wvarredura
AZG = 0,02 com AL = ! seg por passc, entre os Angulos (29) 1.2'e
13,07 . com a finalidade de observarmos a perfelcic da amostra e a
lovalizaglo dos provavels piocos de difraclo. A seguir faziamos uma
varredura AfS = 0,01 com At = 10 sag para Lodos oz plcos. Una
terceira varredura era feita entre 10.0° e 17.0°, no intulito de
obtermos alguns plicos cla EL.PT. Azsim determi ndvamos as
intensidades dos plces de difrag3o, bem come o rulde de fundo, o
que dava-nos Inflormag®es sobre as estruturas de blicamades, &
formagde de cristals de Elipticina e o grau de ordenagfo das

multiblcamadas.

As amostras ficavam no maximo 1 hora em exposiclo, e ao
final era feita uma nova varredura entre 1,2° e 7,0 para verificar
una possivel degradagfo da amoestra. Foram analisadas em Lorns de

100 amostras.

A flgura 12.4.1 mestra um exemplc de difratograma obtidao

oM NOSS0S exXperimentos,



LEFC ¢ PURDZ
20 KV ~ 30 md
tr2" 2 018 7
A2g = 0,02°
At =
pH 7. &
75 % M0

! =&2
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|
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|
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1 1 L
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Fig 12.4.1 — Lxemplos de dffrategramnas




12.9 CONSIDERAGOES EXPERIMENTAIS

O estudoe de membranas-modelo por difragZo de raios~X a
baixe &ngulo enceontra seus limites nas condigBes impostas pelas
amostras, pelo gerador de ralos-X e pelas técnicas de analise.
Procuremos nesse {tem verificar esses limites para avalliarmos a

amplitude de nessos resultados e conclusSes.

Todo trabalho com material bioldgico deve levar em conta
uma peossivel degradagfo da amostra, em fungfo do tempo de analise,
Em particular, preocessos oxidativos devido A presenca de ar
atmosférico sdo o5 mals fregquentes. Sabemos que multibicamadas de
DPPC @ CL sBic relativamente ezstavels (o mesmo n¥oc acontecends com
o EPC que sofre oxidagBio em contato com o ard, o que monlloravamos
através da comparaciZc de difratogramas cobhtides no iniclie & no

final dos experimentos.

Un sistema de nmultibicamadas pode ser encarado oome um
cristal unidimensienal cuja periodicidade é dada pela espassura da
bicamada., Sabemos, porém, que esses sistemas nioc se ComporLam Como
um cristal perfeito © que implica numa fortie limitaclieo no nlmers
maxims de ordens de difracgio Chmax] observadas., Esse nimerc
reflete a "eficlidncia" dov sistema em se auto-orientar ¢(devidoe a
interagBes hidrofdébicas e hidrofilicas) e o grau de mobilidade das
cadelas hidrocarbonadas. As  consequéncias  disso  podem  ser
analisadas com ajuda da eq. 9.28: a funcio densidade eletroénica
X2 & descrita por uma série de Fourier truncada para h = h

max

=F



Esse truncamente reflete a resolugio do perfil de
dencidade eletrdnica, O conceito de rescluglo em difraglio de
ralos=X & simllar ao usado em rlcroscopia dplica @ & definido como
@ menor espagaments interplanar cujo fator de estrulura ¢ inclulds

no calculo da fungBo o0xD.

Ho nosso estudo, as bicamadas apresentavam uma espessura
da ordem de S8A o obtivemos 8 ordens de difragis para as amostras
de DPPC., o gue ilmplica numa rescluclo da ordem de 7,2 A. Para

amostras de DPPZ:CL e EPC, oblivemos apenas 4 ordens de difraglo.

QO garador de ralos-X nog limlita em relagfo a intensidade
do felxa incidente & conseqguente relaglic sinal-rulido dos [ailxes
difratadoes. Usamoz um gerador de anodo rotatdrio gue permdie-nos
trabalhar com maior pobténclia, usando um f'elxe linear gue faz com
que uma redliiEZos maleor da amostra seja 1luminada, implicande num
numere malor de celas unitarias em condiglo de difraglo. A
vtilizacEs de filtros permite uma monocromabtlzagdo adedqguada, mas
nic perfelta; elimina a linha KH’ mas nio impede a Infludsncia da
componasnte Kui na linha Xa®9, o que aumenta a largura espacial
dos lelxes difratados., A nido utilizagdo de caminho de wvacuo (o
aqul pamento utilizade ndo permlite a utlilizagf@o desse sistemal) laz
com que o5 Felxes sejam dispersos e absorvidos pelo ar, dipdnulndo

a relagfo sinal-ruldo, btornande oritica a lelitura de difra¢Bas a

angulos malores.
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Usamos um sistema de fendas adeguado A= NOSSas
condigles, permitindo uma varredura de A8 = 0.01 com boa relacfoc

sinal —rufdo.

Como vimos no item 11.2 o feixe aoc atravessar a amostra
& parclalmente absorvido., Para calcular os efeitos de absorg3o,
pela  amostra, nas intensidades difratadas, feoram feitas as
seguintes consideraclies: sabemos gue a area efetiva da cabega
polar do DPPC & da ordem de 40 A% M Sabemos também que sua
densidade & de 1.02 gx’cma ¥ que o coeficiente & absorg3oc de massa,
levando-se sm conta todos oz Atomos que comp@e a moldcula ¢ da

ordem 2,08 szf'g 124

Azszim, considerands uma disparsfo com 10 mg-ml, uma
bicamada com 58 A de espessura e uma amostra com 68 mm° de area,
temos gue a altura v da amosira no substrato & da ordem de 14 um.

Cfig 12.4.12

17 mm
—-— T
4 mm,//
1. (
i4 pm¥
Fig 1. 4.1 - Dimensles do Amostrg (fora de escalo?

24



11.1

02 valores do fator de absorgeXo Ah. calculados usande a

» Para cada uma das 8 ordens de difragfo ¢ mostrade na

tabela 12.4.1

h 1 = 3 4 o 5 7 8
Tabela 12.4.1 - Fater de dbsorvic
Canclufmcs ent.Ec que o feandmense da absorclic altera os
valores das intensidades observadas para baixos &ngules como
mostra o graficoe abalxe (fig. 12.4.2).

1.00

-

=X

(>

& 0.80

g

s

<

w 0.60

&

[l

-

= 0.40

L
0.20 [_rr1r||r1r|1|1|1|1|11|||||51:||

0.04 5.00 10.00 15.00
ANGULO DE ESPALMAMENTO (26)

Fig 12. 4.2 - Fator de Absorgie versus Angule de Ispalhamenio
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Conzidaeranda o= efeitos de polarizaglo nas nossas
analizes Citem 11.30, temos que o fator de corregioc devido A

polarizacEo PCEh3 ¢ dado por:

1 + coszEEh
PCQHJ =

Calculande esse fator para a primeira e oitava ordem de

difrac3c, supondo um ezpagamenio de SBA, Lemos:

]
-
0
L

FlE
i

H
o
e
&

L~
]

Como podemcs ver, a malor corregido devide a polarigio &

da ordem de =M

Podemos, tambeém, avaliar o afeito da temperatura Citem

11.42 com ajuda da egquagic 11.5:

I <8 sen‘e
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Os valores tipicos do fator de temperatura B para

nmultiblcamadas de fosfolipideos encontram-se entre 2 e 3 A% 124

Assim, supondo um espagamento de B8A, A = 1,542 A e & = 2 AL,

Lenos:

:

TCE 3
i

Concluimos dessa forma gue, assim comoe o© fFator de

polarizagio., o efelto da temperatura & desprezivel. Portanic esses

dols fatores nBo foram levades em conlba na corraclo  das

intensidades difratadas usadas em nossos caleuylos
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13. PROSRAMAS UTILIZADOS

QO programa utilizade para o cilcule do perfil de
densidade eletrdnica ol desenvelvids por W. Lessiauver,, J.K.
Blasie & J. Caln, Universidade de Pensilvania, usande a linguagem

FORTEAN, sends adaptado para ambiente Vax e micros—-PC.

O arquive de entrada consiste do valor do espacamento
interplanar, do ngmere de ordens de difra¢Bc abtidas, das
Intensidades de pico e da fase de cada ordem de difragfc. A partir
dos maximos de intensidade de cada plco de difraglo, o BT g ala
calcula uma {ung®o continua para © fator de estrutura F‘Cx‘,'),

(541
usando o Teorema da Amostragem .

Este teorema diz que se a transformada de Fourier <TF>2

de uma Fungdc ¢ Zero fora de um determinade intervalo

'{[IF{F‘C){'IJ} = X = 0 . para |x|z-§~

entfc a fungdo pode ser delerminada a partir de uma série de

valores
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S QMo ,

- sen n(x'd - nl
FCa = Z F_ -
nex d — nd

HNo nosso caso temos:

max 1 SaT n(x‘d - n3
FCx'y = E [IChJ ]* o .
nex od - nl
n==h

Az=im, conhecendo-se integralmente o fater de estrutura
(médule & fased podemos, uUsando a equacio 6.2, calcular a funcio

Pl desejada.

O preoegrama adapltade corrige as intensidades cobservadas

em relaclc ao feixe, a amcstra ¢ a absorglio (itens 11 e 12,81,

Desenvol vemos algumas vers®es do programa otimlzando o
processco de escolha de fases o o5 caletulos dos desvios nos valores
das intensidades ohservadas e na posiciZo de cada ponto do parfil

de densidade eletrdnlica,



Esquematizando o funclionamente do programa, temnos:

| RIS

obm TOTr

I Chy —S2rresBes 1w + |FChY| = [I{h:!]

tnelusfeo dos foses ———

teorema da amostragéem ———y

-

F Cx'b continua

transfornada de fourier —
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14. RESULTADRGCS

Oz resultados agqul mostrados foram selecionados dentre
uma sarie de aproximadamente 100 amostiras, usando como criteério de
selecio o numerc de crdens de difrag¢io obserwvadas, a largura dos

pleos & a relacfo sinal ruldo,

Todas as amostras foram anallsadas usande as  mesmas

condl¢des  para © felxe incldente, mesma umidade (7S e

Lemperatura (20°C).

Foram estudados 4 (quatra) sistemas de menbranas-modelo
envalvendo lipideocs zwiteridnleos e tambéem anidnjicos, A tabela
abaixo indica o pH usado e o nimerc miximo de cordens de difracio

observade para cada sistema.

e I P
DPPC . ELFPT 7.2 L]
DPFFC . ELPT 9,7 B
DPRC : CL ELPT Y= 4
EPC . ELPT 7.e 4

Tabala 14,1 - pH e numerc de ordens de difrogio

1M



AS amostras foram preparadas segundo ¢ mébode descrito

nos itens 18,1 e 12, 2.

As tabelas a seguir mostram os valores de intensidade
obser vada para cada ordem de difracfc normalizadas para primeira
ordem igual a 1000 {mil), & espassura de cada bicamada Ccala

unitarial) ¢ o5 picos dos ecristais de ELPT abservados.

k FURG 50:1 =5: 1 10:1
1 1006 1000 1000 1000
E= S 23 &3 21
3 =AY =0 15 15
4 182 204 192 ia
G O O O O
] Fatdl =3 25 od
T 0 & O ¢
8 16 i8 1z 15

Tabala 14.2 - Intensidades observados

DPPC : ELPT - o 7.2
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bk FURD 85:1 71 401 =01 10:1 =H!
1 1000 1Q00 1000 1COO 1000 1000 1000
2 L1 =1 44 39 38 32 24
1 42 3= 27 33 de 22 21
4 1563 172 137 ag 27 &1 =]
5 O 0 O < O O O
& 17 18 13 14 g 10 2
7 O O o 0 0 o O
=] 13 12 12 10 8 13 i
Tabela 14.3 - Intensidades observadas
pPPC : ELPT - pH ©,7

h PURC 55 ;1 s 1 ia @ 1 ¢ : 1 2,2 : 1

1 1000 1 GO0 1 GO0 1000 1000 1000

2 &3 s 41 51 21 57

3 4B & 41 20 B0 &7

4 484 &S0 S5e8 4568 400 417

Tabela 14.4 - Intensidades observadas - pH 7,2

LIPYDED

LIPILED

LLFT

DEFC

- aH 7.2

ELFF ¢

103
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PURO Aol 20: 1 10:1 S:1 1:1
1000 1000 OO0 1000 1000 1000
7 7 4 1 1 3

28 20 a0 18 20 18
=0 =7 =6 25 a1 =5

Tabela 14.5 ~ ntensidades observadas

FFC : ELPT - pH 7.2
DPPZ @ ELFT d CAY
FURD (5,5 £ 0,8)
50 : 1 (87,7 t 0,5
38 : 1 (87,7 * 0,8
25 1 CS?.7 + 0,83
10 : 1 (57,7 £ 0,9

Tabela 14,65 - Espessura de Bicamads
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DPPC ¢ ELPT d CAD

FPURD (99,7 & 0,83
8% ;1 412 P S P =Y
FO o1 8.3 £ 0.3
40 : 1 {(88.8 * 0.5
20 1 Cos,1 £ 0,4
i0: 1 CB7,7 £ 0,82
G 1 (B7,4 & 0,58

Tabela 14.7 - Lspsssura da Blcamada - pN 8.7

LIPIDED : ELPT d CA
PURG (88,2 + 0,50
=1 1 CB7.7 & 0,5
25 1 CEy.Y £ 0,82
1a 1 CB7.7 £ 0.5
] 1 £(sg.2 2 o,890
4 1 t88.2 £ 0.5
2,2 1 £oR,8 * 0,50

Tabela 14. 8B - ELspossura de

LIFIOED

LIFIDED =

ELFT

DPPC

105
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EPC : ELPT o (Al
PURG 45,8 + 0,11
30 : 1 48,9 * 0,8
20 ;1 £48,8 * 0.8
1 : 1 49,1 2 0.3
g8 1 (40,4 * 0,6
1:1 49,4 = 0.3

Tabela 14.90 - Lspessura da Bleamada

ERC ;. ELPT - Pt
HEMBRANA, 33 ;01 25 ;1 10 : 1
ELFT 1 a,358 g8.37 8,37

Tabela 14,10 - Piceos de vt fracio da ELFT (262

DPPC : ELPT - pH 7.2
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MEMBRANA | 20 1 1 10 :1 B 1
ELPT 1 8,40 8,33 8,33
ELPT 2 - - - 11,28 11,28
ELPT 3 e 12,50 12. 80
ELPT 4 - - - S 15,53

Tabala 14.11 - Picos de difragdc da ELPT 262

DPPC : ELPT - PH 9.7
MEMBRANA 2,2 : 1
ELPT 1 8,35 |

Tabela 14.12 - Picos de difragic da LLPT (262

DPPC : CL : ELPT - o 7,8

MEMBRANA 10 : 1 5 :1 101
ELPT 1 8,38 8, 40 8,32
ELPT 2 - - - - - - 11,26
ELPT 3 - - - -—-- 12,58
ELPT 4 - - - - - - 15, 70

Tabasla 14.13 - Picos de dijfragdo da ELFT (&893
EFC ; ELFT - ol 7.2
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18, ANALISE DOS RESULTADOS

Un dos primelros resultados observados durante a
obtengio dog difratogramas @& a capacidade que a ELPT tem de formar
crigtals num sistema de multibicamadas Unldazs, a partir de
determinada concentragfo critica. Estes cristals sZo capazes de
difratar oz raics-X¥ independentemenie do siztema lamelar. Podemos,
portanto, observar algumas das caracteristicas do mecanismo de
cristalizacics da ELPT em membranas-—modelo, A tabela abaixo mostra

um resums dos resul tadosz:

MEMBRANA S s el o
DPFPC : ELPT 7.2 £ 33 : 1 3 i
EPCZ : ELPT 7. £ 10 - 1t 3 1
<1 1 3 4
DPEC . CL @ ELFT .2 (8.3 :1.7 : 12 1
DPPC - ELPT 2.7 < 20 : 1 3 1
< 16 12 3
<1 172 4

Tabela 18.1 - Picos de difragfoc da ELFT
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As figuras a seguir mostram exemplos de difratogramas

correspondentes aoc processo de eristalizagBo da ELPT .

a
. =
DPFC : ELPT <100 : 13 @
30 KV ~ 40 mA ,
{o2° 2 0,16 2 102 g-il.
. @
ASE = 0,08 &
L
At = | seg I
oM T.E g;
Rl
PE MO
z ! . i
i e e | ;
| ,
2 o |
= ST :
™~ L |
\ J :
\*-\w& fi
g — .I | N\w‘ Wi \'l"“"'*r\'mﬂ“"u H“"
M I ] 1 | i
] ©d ™ o u e
a3
oL
: |
[
o !
C:l -
- |
-Il J
q'.'H’ ' I] .'II!' [ .
W PJJFI b7 5 VT VTP TRS  PATE T Kidom " i gt
iy oo Attt N et
| I i : | | : 1t |
M o ~ [n3] - [nd]
— —
CONTAGENMEZ FOR SEQUNDO = 4 24
Flg., 15.1 - Difratograna (antes oo concentraclo critical
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DREC - ELPT J10 o 1
Che
S0 KV - 409 mA g#
fr2t o 0,16 » 1720 |
826 = 0,02 5
[l ||
Al = ] sex o
|
pH 7.2 . E |
;?5 4 HZG gl ’
! I =
o .
oy - || .
= . il
=1 ; i
I : o _! .
X T i
' S0
{1 o
L] 1 . )
l.’?'} ) 1 ‘“F"I .1.1 I . I‘i.i lITJ |L[
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]
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|
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H ('
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COMTAQENS POR SEQUNDD X 28

Fig. 18. 2 ~ Difratograna (apgds conceniracZo critica’

Oz meacanlsmos de incorporacic e cristallzag%o da ELPT
sZc  anallsades nos pardgrafos  seguintes, ternde em conta &
composi¢ao ] proprledades de cada um dos sislemas de

membr anas-modael o utilizados.
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18.1 - CARACTERISTICAZ GERAIS DOS SISTEMAS EM ESTUDG

Zabemos gue a fluidez e permeabllidade de uma membrana

dependem da conformagio das cadelas hidrocarbenadas™™,

A fluidez
4 malor quanto mals desordenado & o sistema, de lorma ogue a

membrana torna-se mais permeavel Jguande sofre uma Lransiglo de

fase de um estade g&t para um estado liguido-cristaline.

Vimoeg <que o DPFPFC apresenta-se no estade gel 4
temperatura ambiente & que possul carga liqulda nula em pH 7.2 =

pH 9,7 <item 4.2).

Sabemes gque a Cardicliplina & um fosfoelipldec anldnlco,
ou seja, com carga liquida negativa. A Cardiclipina sozinha nBo &
capar de formar multlblcamadas ordenadas,. essenclals para o estudo
de difraglo de raios-X. Un artiflelo usade para o estudoe de
menbranas—modelo com carga liquida megativa ¢ a introdugiEo de <L
nume matriz DPPO; assim obbinhanos uma membrana com carda ligquida
negatlva, devido & presenga da CL, com um bom grau de ordenagio
das muliiblcamadas, devide ao DPPC, que possibilita Interaclies
elatrostidticas majs intensas e uma permeabilidade de membrana

mai o,

A temperatura amblente, o EPC encontra-se ne estado
ligquldo=-cristaline o gque dificulta o estude por difragfs de
raios-X, uma vez dgque apenas 4 {guatrol) ordens s3c observadas. Por
outro lado, a desordem nas cadelas hidreocarbonadas aumenla a

permeabl lidade da membrana.
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Eesuminde algumas propriedades dos sistemas usados em

nossos estudos com membranas-modelao, temos:

ST STEMA M., DE ORDENS FASE FEEMEABI [.IDADE CARGA
DE DIFRACERS |ESTRUTURAL ! RFELATIVA (#; LIQUIDA

DPFPE . BELPT B GEL BAI XA ML A

LY QUT 30
EPC ELFT &4 CRISTALI NA ALTA HULA
»

DPPC ;. L - ELPT 4 GEL MEDI A NEGATI VA

oy comparagcio entre os Sistomos usados

Procuremos anall=ar

Tabela 1%.2 - Resumo dos proprisdades

o= sicstemas em estudo,

entre si, a fim de sntender os efeitos da permeabilidade.

eletrostética & pH,

ELFT.

comparando—-os

alfinidade

no mecanismo de cristalizagfo & incorporagio da

O fendmenc da cristalizagdo & observade pelo aparecimento

de picos caracteristicos do cristal de ELPT no= difratogramas,
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1%, 2 - COMPARAGAD ENTRE OF SISTEMAS

19.2.1 - DPPC (7.8 ~ EPC C7,2)

Naz experidncias de difrag8o de raios-¥X usando o sistens
DFPC:ELPT, a pH 7.2, & concentragio critica de ELPT que di origem ao
aparecimentc de um pico proveniente de cristais de ELPT & (33 : 12
enquanto gue para ¢ sistema EPC:ELFT & de (12:1). Isso 1ndica que
quantc maicr a permeabilidade do sistema, uma malor concentrac3c de

ELFT ¢ necessirlia para a cristalizacio e separagio de Tase da ELPT

nas multibicamadas.

Eecorrendo acs resultados descritos no item S.1,. obiidos

L2ef)

por analises espectrofotométricas v podemes conclulr que a ELFT
cristaliza em sclventes hidrofilicos {agua - fig. 5.1.1b), o mesmo
ndc aceontecends em solventes hidrofdbicos (etanol - fig S.1.1a2.

Isso leva-nos a concluir gque cristais de ELPT formam—se
apenas fora da bicamada (na fase agquosal, & gue a ELPT incorporada

nde contribui na formaglo dos cristais.
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Com o aumento da concentraglc de ELPT C1C : 1) no sistemna
EFPC: ELPT, observamos apéenas ainda um dnico pico de difragio,o que
indica qQue a cristalizagio é bastante imperfaita ou leva a Tormacc
de ¢ristals de dimensSes pegquenas. Apenas em concentracBes
extremamente altas €1 : 1) observamos o aparecimento de 4 (gquatro

picos de difrag¥e para o zsiztema EPC: ELPT,

Concluimes, enilo, gue quantc maicr a permeablilidade do
sistema, menor a gquantidade de ELPT disponivel para a cristalizag3oc

na fase aguosa, lndicando, assim, uma grande quantidade de ELPT

incorporada.
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1. 2.2 - DFRFC 7,22 .~ DPPC:CL O7, &2

Yimoes anterlormente gue a Cardiclipina, um [osfolipldec
anidnleo, tem grande afinidade com a Ferma protonada da ELPT (item
5.1 devide a sua carga liquida negativa decorrente da presenga dos
gr upamentos Fosfatos™ 0. Com a introducie e Cardiolipina na
membrana, obSearva-Seé que a concentracis oritica CLipldeos: ELPTD
aumenta para (8 : 1. Assim, & necessaria uma malor concentragio de

ELPT no sistema DPPC: CL:ELFT para a obtencfo do primelro pleo de

difragio da ELFT cristalina em relacde ac sistema DFPC ELPT.

Assim, vemos gQue a presenga Jde lipldeos anitdnlceos favorece

a lncorporagic da ELFT na bicamada.

Mesmo em concentragBes exiremamente altas <2,8 1 12
observamos ainda apenas um dnico pico de difragio referente A

cristais de ELPT.

Forém, devemoz lenbrar gue na presenga de fosfollpldecs
anidnicos o pK aparente da ELFT & da ordem de #,5 (para o DPFG)
Citem S9.12. aAssim, o sistema DPPO:CL induz, a pH 7.2, uma malor

concentragic d4da forma protonada na fase aguosa, uma veaz Jue

T pKnp < 8,5
E esperado gue, na presenca de CL, a eficlénclia da forma
protonada da  ELPT no  processo de incorporagio sSeja maleor,

prejudicando o processo de cristalizagio.
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15.2.3 - DPPC (7,85 ~ DPPC (8.7)

Observamos lnicialmente que a concentracis critica de ELPT
para consegulr a cristalizagBo, a pH 8.7 é maior (20 : 1> quando
comparada ac mesme sistema a pH 7,8 €33 : 1), Is=o leva-nos a
cenclulr gque, em sistemas zwiteridnicos, ha uma malor Incorporagic

da forma neutra da ELPT em relacfo 4 forma protonada.

Aumentande a concentracio para (10 : 13, observamos 3
(ires) picos de difrag@c dos cristais de ELPT para o sistema

DFFC: ELPT a pH @,7.

Este resultado parece indicar que a cristalizagio a partir

da orma neutra & mais ordanada.,
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15.2.4 — EPC {7, 2} ~» DPPC:CL (7,20

Chb=ervamos que a alila permeabllidade do EPC "eguivale” a
alta afinidade eletrostatica do DPPC:CL, uma YEL que  as
concentraglies criticas de crisztalizagio da ELFT nas bicamadas sio

bem préximas: €10 @ 12 e {8 : 13, respactivamente.

B interessante notar gue em concentrac®es mals altas,
fLemos o aparecimento de 4 (guatrol picos de difragio para o sistema

EPC: ELPT,. enguanto apenas | (um? para o sistema DPPC: CL: ELPT.

A TormacEcs de cristalrs de ELPT parece ser mais ordenads no
si=tema EPCELPT. Mo sistema DPPCCL: ELPT a cristalizacio sea mostra
mais imperfeita. A razdoc disso pode ser devide 4 presenca de uma
malor concentragdo da forma protonada na fase aguosa, uma vez que a
presenga de Cardiclipina induz um aumentoc no pk aparente da ELPT. D
scorde com resultiade anbterior, acreditamos gue a forma protonada n@o

favorega o proceszo de cristalizag3o,

Assim, concluimos dque & permeabilidade & tIo importante

quante a afinidads eleblrostatica no processo de incorporagsdo da

ELPT.
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19.2.8 - EpC (7,22 ~ DPPC (9,7

Tende em wvista, novaments, a cristalizagds da ELPT., nos
sistemas EPCIELPT (7,2) o DPPC:ELPT €D,7). observamos que a maior
permeabilidade do EPC torna wsse wistema mais aeficiente para a
incorporagdo da ELFT, gquando comparade ac efeito da desprotonagis da
ELPT no sistema DPPC:ELPFT €®.7), uma vaz que a concentraglio critica

para a cristalizagcdo & maior para o sistema EPC: ELPT.

For cutre ladeo, lembrands gue para a forma neutra da ELFT
© processo de cristalizac¥o & mails ordenado, e que a pH 7.2 temos
J0% de ELPT na forma protonada, esperade que no sistema EPC haja
wna mener formaglc de cristais, fazendo com que a concentracio

“ritica seja maior,

-
Assim, concluimos gque a desprotonagiZe da ELPT &« a
permeabilidade =3¢ importantes no processe da  incorporagfo na

membr ana,
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15.2.6 - DPFC:CL 7,2 .~ DPPC €9,72

Como vimes anteriormente (ltem 19.2.2) a presenga de
Cardiclipina induz um aumentc no pk aparente da ELPT. qus implica no
aumento da concetragdo da forma protonada, que por sSua vez & menos
s8lficaz na formagdec de cristais, necessitando uma concentracio maior

para a formag3do dos cristais de ELPT.

Assim, conel ui mos gque a afinidade eletrostatica da ELPT
protonada no sistems DPPCCLELPT 7,22 & L3c eficaz na ihocorporagio

da droga quantc a desprotonagfo da ELPT no sistema DPFC: ELPT.
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15.2.7 - CRISTALIZACAD x INCORPORACAD

Resumindo as conclus®es anteriores, temos:

12 fateres que favorecem a cristallzag¥o da ELPT:

Cna fase agquosa das multibicamadaz)

- presenga de ELPT mna forma neutra;
- concentragdo de ELPT;

- ELPT n3o incorporada 4 membrana.

L1z fatores que favorecem a incorporacio Cna fase lipidical:

- permeabilidade da membrana;
= afinidade eletrostitica entre droga-membrana:

- presenga ode ELFT na forma neutra.
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16.8 - VARIACAC DA ESPESSURA DAS BICAMADAS

Observandos as tabelas 14.8 a 14.8 notamos Jue com ©

aumento da concentraci¥s de ELPT, o tamanho da ¢ela unitaria wvarla.

A cabeca polar de um osfolipldes & relativamente rigida,
com poucas varlagSes em suas dimens®es. O mesmo nEo acontece com as

cadelaz hidrocarbonadas.

Dhee acordeo com o gratl de desordemn, as cadel as
hldrocarbonadas podem reduzicr seus "Lamanhos afetives” abraves de

mudangas conformaclionals trans—gauche Cfig. 4.2, 42.

ASsim podemss  assocliar  a diminuigfo da  espessura  da
blicamada com ¢ aumento da desordem das cadelas hidrocarbonadas, o

que reflete noe aumento da permeablllidade da bicamada.

[ja tabela 14.8, para DPPCELPT (pH 7.87 podemos observar
que hia um leve encolhimento da bicamada, gue n3oc pode ser
considerado significative por estar dentro des limites de erro da

medida.
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Por outro lado, para DPPC:ELPT <(pH 9.,7), tabela 14.7,
temos uma variagdo significativa da espessura da bicamada. © qQue nos
lava a <onclulr qgue a incorporagloc de ELPT ne sistema & capaz dw
induzir uma desordem nas cadelas hidrocarbonadas. Nesze caso haveria

um aumento da permeabilidade da bicamada,.

Essas resultados leva-nos a concluir que & forma neutra da
ELFT & capaz de induzir uma maior desordem wem relacc a forma

protonada porque & mals lacilmente incorporada.

Ao Ser incorporada na fase lipidica da bicamada, a ELPT
ancentra um pH neutro, & um nove equilibric neutro e» protonado &

atingido, independente do pH da fase aguosa.

Azzim, podemos concluir que o excessc da forma neubra
favorece a penetracio na bicamada Cpara fosfolipideos
zwiteridnicosd, max a0 penetrar, Leremos a5 duas formas em
concentiracloss praticamente iguals, de modo que as duas formas da

ELPT podem ser capazes de induzir a desordem.
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Observando os resultados para o sistema DPFPC:CL, tabela
14.2, notamos que atée uma concentraclo da ordem de €310 : 1) existe
um leve sncolhimentc na bicamada & a partir desse valor, a espessura
vaolta a cCrescer, havendc, inclusive, um inchamento para
concentracBes extremamente altas (2,2 : 1), Essa variag2o, porém,

ndc @ significativa uma vez que estd dentro dos erros sxperimentais.

A tabela 14.9, para EPC, pH 7.2, mostra um crescente e
significativo aumentc da espessura da bicamada. E£sse aumento, porém,
ndc @ assoclade 3 uma “"ordenagic” daz cadeiaz hidrocarbonadas, mas
sim a um inchamentic devido a presenca de um nimerc cada vez maior de
moléculas de ELPT. Podemos notar também que apds a concentrag¥o
critica (10 : 1) (tabela 185.1) o processeo de inchamento parece

cessar, caracterizandeo um estado de saturacsc,

Fesumindo &as informacSes a respeitc da variacSs da
espessura da bicamada, podemos concluir que, gquande incorporada, a
ELPT 6 capaz de induzir desordem na bicamada. Poderiamos conclulr
tambem que, apds a concentragio critica, a espessura atings um valor

praticamente constante.
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15. 4 — PERFIL DE DENSIDADE ELETRONICA

Para cbtermos informac®es sobre a estrutura da blcamadas a
nivel molecular, calculamos os perfis de densidade eleirdnica para
g sistemaz DFPC:ELFT a pH 7.2 o pH 9.7, dos guais puderam ser

chservados B (oita) ordens de difragiio.

Oz resultadoes s3o mostrados nas figuras abal xo:
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Podamos associar algumas regiles do perfil com oS

grupamentos constituintes dos fosfelipidecs na bicamada Cfig.

15, 4. 22,
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Observando a figura 15.4.1, notamos uma pequana variacio da
posigde do pico referente A regidoc polar. conforme a concentragio de
ELPT aumenta. Isso confirma a idéia de qus a ihcorpeoracifoc de ELPT
induz desordens nas cadeias hidrocarbonadas fazendo com que &

espassuUra da bi:ﬁmada diminua {ftem 15, 32,

Motamos, também, que o perfil para as concentragBes (25:12
¢ L10:12 =30 praticamente iguais. Lembrapdo que a concentraco
critica para a observag¥o dos cristais de ELPT Ctabela 15.13 &

{32:17, podemos confirmar o fendmenc da saturagio da bicamada.

Observando a figura 19.4.2 (pH 9,7, vemos uma variagio
significativa da posig¥o dos picos, evidenciando uma maior desardem

nas cadeias hidrocarbonadaz Cconfirmando osg resul t.ados anterioresl.

Comparando as duas amostras. percebemos que a Presenca de
ELPT a pH 8.7 causa uma variag3c maior na densidade eletrénica da
regifo das cadeias hidrecarbonadas & nas proximidades da regilo
polar, evidenciando uma maior incorporagdo, de acordo com  as

conclusides do {tem 15.2. 3.
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16, CONCLUSAS

0 estude da incorporagio de ELPT em membranas-model o,
por tecnicas de difragi3c de ralos-X a baixe angulo, leva-nos a
conclustes a respalte dos processos de cristalizac®o da ELPT nas
bicamadas, da potenclalidade de incorporago da droga por sistemas

ant'{ifi]licos & das alterag@Bes estruturals das blcamadas.

Unma primelra conclusfo diz respelitoe ao fato da ELPT
formar uma Yase cristalina nas multibicamadas de fosfolipideos, a

partir de uma concentragio ocrlitica,

Assim, a presenga da ELPT manif{esia-—-se por duas formas:

12 um espaciro de difragdo sobreposte as linhas de difracio

dos fosfolipideos;

112 alteragles no espectro da difracl¥o da bicamada.
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A primeira forma caracteriza & capacl dade de
cristalizagcBo da ELFT em fase aquosa [Rer'. 26];, & interessante
lembrar gque os dados cristalogralficos encontradoes na Literatura
sdo decorrentes de processos de cristalizagfo a partir de Metanol
[Ref. 5 e 52]. A segunda forma indica que a ELPT ¢ capaz de se
‘nocorporar na blcamada causzando alteragles ha espessura e na

distribulgio eletrénica da bicamada,

Os ecristaizs de ELPT rfarmades a partir da forma neutra
¢{pH €.72 mostram-se bem mais perfeitoes, quandc comparados aos
formados na presenga <da forma protonada (pH 7.2). B importanie
ressaltar que a cristalizagdo ocorre apenas na fase aquosa do
sistema & qgque a ELPT lncorporada nZos participa do processo de
cristallzacis,  Assim, conclulmes gue o estudo do fendmenc da
cristalizagio da ELFT na presenga de sistemas anfifilicos pode dar

i nt'or magies sobre a capacidade de lncorporaci¥o da droga,

Nessas experiéneias  demonstram a  possibilidade de
estudarmos a incorporag8o de ELPT em sistemas de membranas
naturais, pols basel am-se simplesmente Fa obtengEo de

difratogramas com poucas ordens de difracio.
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Concluimos, também, que a quantidade de ELPT incorporada
depends das caracteristicas da membrana (permeabllidade e carga
liquida dos fesfelipidecs), bem como da protonacic ou n¥o da ELPT.
Essas propriedades da membrana = da droga podem contribulr para os

mecanismos de seletividade da droga, 4 nivel de membrana.

Estes resultados podem ter uma aplicagio importante no
estude da formagd3o de vesiculas lipidicas, contendo ELPT, que

podem sér usadas come “velculo de transporte da droga.

O ecaleculo do perfil de densldade eletranica mostra gque a

Incorporagie da ELPT dé4-se na regiZoc hidrocarbonada da bicamada,

conlirmande ¢ carater hidrofobies da ELPT.

Concluimes, também, gué a protonacide da ELPT altera sua
capacidade de incorperagfo, o que pode zer visto na comparagic dog

pert'is de densidade eletrdnica para pH 7.2 e pH 3,7,
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Un recurse que hio pode ser explorado durante nosso
trabalhe & a oblengBico de reglstros fotograricos dos felxes

difratados pelas amostras.

A implemantacio desse recurso exigiria a montagem de uma
gecmalrlia especifica, inviavel durante nosse  trabal ho, Essa
tacnica permitiria a melhor observagZ@c da ordenacsis dos cristais
de ELFT. bem come das cadelas hidrocarbonadas. Poderiamos estudar
também efeltos da incorporagic da ELPT na temperatura de transicio

des fosfolliplideocs.

Assim, nossoe Lrapalho abre a perspectiva  para  a
continuagcEe do estude da interagiic MEMBRANA :  DROGA, usanda
diferentes Ltécnicas de difragifc de ralos-X, assim come outras

técnlcas expearimentals ) Ledrlocas, revel ando a carater

interdisciplinar de assunto.
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al. TOXICIDADE SELETIVA™

& Toxldade seletiva de uma droga refere-se A destruicfoc
de um determinado tecide ou tipo de matéria orgadnica sem causar
danos a outra, mesmo gque intimamente relaclienada & primeira. Os

danos podem Sser reversiveis od nXo.

Anestéslcos llustram de forma admirdvel o que significa
toxicidade seletiva, Quanto mals lipefilico um anesteéeslico,. mals
difieil serd sua metabolizag8o e emerecio, permanecoendo, assim,
mais tempo no organismo, o gue aumenta sya eficidéncia A
texlieldade, pordm, deve ser seletiva para o sistema nervoso
central e tambéem completamente reversivel com o tempo. O uso de
Eter por Morbon om 1846 ol uma das primeliras o mals convincentes

demonstragtes de toxicidade selativa.

Al.1 PRINCIPICE BASICOS DA SELETIVIDADE

Existem 3 principios hasicos oue determinam a seletividade
dos cltotdxicos = SBUS alfaitos: =TT wImn grande acumul o,
principalmente pelas células deentes, por processos bleoquimicos que
af'etam parimetros fundamentals para as células doentes (mas ni3o para
28 saudavelsl, ou por alguma caracteristica citoldédgica das celulas
doentes. Esses 3 processos agem com frequéncla de forma simul tinea,

ainda gque com preponderincla de um deles,
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Al.1.1 SELETIVIDADE ATRAVES DE ACUMULACAG

Um exemplo comum ¢ o combate a insetos gue infectam
determl nades mam{feros: como os lnsetos possuem, comparatl vamante,
uma grande 4dres superficial em relacio ac seu volume, a abgsorgic

de agentes Ldxicos pela superficle, ¢ mals significativa do que

para o2 mamlleros.

Al.1.2 SELETIVIDADE ATRAVES DA BIOOUI MICA COMPARADA

ALé a metade do sécule acreditava-ze gue toda matéria
viva apresentava uma bloguimli<ca comum, o que impossibilitaria uma
hase Dbiogquimica para a toxicldade seletiva. F==as idedlas
bazeavam-ge¢ no Yateo de qgue todas as formas de vida apresentavam a
célula como unldade baslca, apresentande tambenm acldos nuclelcos
que possibilitam a codificagiio genstlca de informagfes necessarias
para o bom funclionaments de organismoe, que sdEo Ltransmitidas pela
=lntezse de malz dcldos nucléicos e de protelnas especliicas, comnd
as enzimas. Drogas como a Colchicina podem ilnterferir em um
particular estigio da mitose celular em todas as espdcles, Alédm
disso, muitos processos catabdlicos s¥o semelhantes. O metaboli=me
de carbohldratos e gorduras & felio por processos similares,
usands enzimas similares. O mecanisms da glicolise & semalhante
desde formaz de wvida malis simples, encontradas em leveduras. até

em tecldos altamenbe organizadoes, tals comoe musculos e Cigadoe

humanos,
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A preseanga da molécula Adenosina-Trifosfate C(ATPS,
fundamental em processos metabdlicos, ¢ uma caracteristica comum das
calulas. As c&lulas reguersm Ferre ou outros materiais pesados como
cofatores. Algumas vitaminas, talis coms Tiamina €Bl), Ribeflavina
CB22 & Hicotinamida (PP),. formam partes essencials das coenzimas de

todos ot sistemas vivos.

Porém, apesar de todas essas similaridades, o fato & gque
cada espécie tem suas caracteristicas préprias, © que indica Gue
possuen processos bBloguimicos diferentes. Mesmo nos varieos iLecldos
de uma mwsma espécle podem haver diferengas biequimicas, Az
diferengas mais significativas entre ax espécles tem sido
ancantradas nBo nos processos degradativos, mas =im na escolha &
biossintese de enzimaz e substincias ainda mencores, usadas para o

crescimento e divisdo celular.

Al.1.3 SELETIVIDADE ATRAVES DE CITOLGGL A COMPARADA

Sabamoz gue entre plantas e animailis existem indmeras
diferengas citolédgicas. As paredes celulares, 4 base de celulcse, e
og processcs fotossintédticozs s3o exclusivos de plantas, enquanto
nervos & misculos s53o exclusivos de animals. Apds o daesenvolvimento
da microscopia eletronica, pode-se constatar a existéncia de
indmeras organelas intracelulares & due cada espédcie, ou mesmo
diferentez tecidos de uma mesma especie apresentam diferengas na

quantidade @ gqualidade de organelas.
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AZ. QUIMIOTERAPIA: HISTORIA E FPRINCEPIGS™

Bactarias foram descobertias por Antonle van Leeuwanhoek em
Dreft, Holanda, em 1678, mas sua relagiio com infecgdes, pestes e
epidemnd as fol estabelecida apenas dols séculos mals tarde por Robert
Koch em geus estudos sobre o "antrax". Koch postulou a relagfo entre
microbloes e doengas, o que possibllitou acs bidlogos estudarem, pela
primelra wvez, doencas 1nfeccliosas enm laboratdrios, Este era o

candrlio inlcial a partir do qual se desenvalveu a Quindolerapla.

AzZ.1 HISTORI A DA GUIMIOTERAPI A

Em 1891, EFenanovisky descobriu gque o parasita da
malaria, ng sangue de paclentes, era destruldo pelo tratamento com
Gduitnina. Isto levou Fomanovisky a estabelecer que a droga Quinina
era capaZz de curar a milaria destruinde preferenclalmente o
parasita, de que o hospedeiro, Essa conclusfo tem importincia
histdrica pols até este momento., ninguém havia imaginado gque uma
draga pudesse aglr dessa manelra. Romanovisky predisse,alnda em
180l, gue outras drogas e=specificas para determinadas doengas
viriam a =er descobertas, drogas essas que cauzariam um  Jdano
minino nos tecldos de hospedeliro e miximo no parasita. Esza linha
de pensamento estava fora de sintonia com a comunidade cilentifica
da gpoca e apenas males tarde, com o= Lrabalhos de Paul Ehrlich, o

aszunte tomow forma e definiram-se os principles da Quimicterapia.

135



2 termo Quimiocterapia foi  estabelecide por Ehrlich,
significande o use de drogas para destruir um corganismo invasor sem
destruir o hozpedeiro. A eszéncia da Quimicterapia & favorecer as
diferengas entre hospedeiro e parasita de forma que os leucdcitos do
hospedairc & outras defssas naturais wvengam a “batalha™ contra o
parasita, ou S&ja, uma droga ¢ eficar gquando ela faz com gue a

batalha tenda a favoer do hospedeiro.

AZ. 2 CONTRIBUIGCOES DE FAUL EHELICH

O interesze de Ehrlich na Cuimichberapia COmMEgoU
efetivamente am 1808, Nesse anc ele ol escolhido para Dirstor do
Institute de Terapias Experimentals &m Frankfurt. Tinha ent3o 48
anos de idade. Em wvisitas a HOECHST em Franmnkfurt. Ehrlich viu-se
frente a frente com a inddstria de Quimica sintética alem¥ & wvendo a
produgdo de analgésicos e anesbasicos, pareceu-lhe ldgiceo qua, assim
como sra possivel a sintese de inumera=s =mubsiinciasz simples de agioc
especififica sobre os variecs tecidos humanos, seria possivel Lamhém a
sintese de peguenas moldculas capazes de diferenciar hospedeiros de
parasitas. A énfase am pescs moleculares baiwos ilustra o contrastie
gue Ehrlich fazia enbire Imumoterapia C(Lerapia com vacinas) e
uimicterapia. Ele conceituava a Imunoterapia come uma forma de
aumentar as orgas de defesa do organisme, & a Quimioterapia como
uma forma de atagque direto ao parasita. O problema seria achar
substincias gquimicas com afinidade muitoc mals forte ao parasita do

gue abs tecidos do hospedeiro.
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Un novo impul=c acs trabalhos de Ehrlich foi dado em 1&08
com a conslrugdo do Instituto Georg Spever {um rico banqueira alemdo
que doou parte de sua fortuna para a construgio de Institutod.
Ehrlich trabalhou nessa época <om Sahachiro Hata que estudava a
esplrogusta da sifilis (doenga considerada por alguns como “casbtigo
divino' poiz vinha para ligquidar az prostitubas, o maridos infiéls
s ©of desajustados sexuaiz). Eles descobriram em 1910 uma droga de
muita ubilidade <linica. © "Salwarsan” , gue dispendeu muibto teampo
al.é a determinagldo de uma dose adequada para bLtratamento. Ehrlich
esperava, inicialmente, curar as infecgdes com uma Unica e grande
do=gs de =sua droga, mas Suas experiédncias demonstraram gque a droga
era tdo Loxica ac hospedeiro gue a dnica maneira viavel de
utilizaglu era a administragdoe de peguenas doses por um pericodo de

Varios meses.
Na procura de drogas que tivessen uma grande afinidade ac

parasita w pouca ac hospedeiro, Ehrlich intreduzio um “Indice

Guimicterapico” definide por:

minima dogse curadora

maxima dose Ltolerada

Metodosg para a determi naglic desces indices foram

aprimorados com o passar do btempo.
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Ehrlich faleceu em 1919 mas deixou-nos o= principios
basicos da Quimioterapia. HNos anos seguintes, novas drogas foram
desenvelvidas e varios trabalheos confirmaram suas idéias sobre a
natureza das liga¢®es guimicas entre droga & parasita e da ac3o

cooperativa entre a2 dreoga & as defesas naturais do hospedeiro,

O anc de 1238 & uma divisBo natural na Histéria da
Juimigberapia devido aos trabalhos de Domagk socbre as propriedades
do Protosil, & primeira draga bactericida desenvol vida &m
laboratorie. Essa descoberta destruiu a até entTo idéia de que a
Quimioterapia era aplicada principalmente a doengas tropicais e
inaugurou uma nova era na busca de tratamentos médicos o cirgrgices,
cum a descobsrtia de novas drogas « o desenvol vimento de wvarlas
drogas sintéticas. a4 base de sulfgs (fig, A3 . 2a) com a ajuda de
Ltacnicas mais apuradas & de gstudos sobre EY

relagia

E=strutura-aAtividade.
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AZ. RELAGAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

Efeltos farmacoldglcos s3o altamente relacionados a
estrutura gquimeca de seus agentes: se ela varla, ainda que
sutilmente, o grau de atividade e eflclidénclia podenm ser altamente
comprometidos. Por exemplo, a atlvidade da vitamina Bl CTiaminal
Crigura A3.1a) decresce para apenas B4 e o grupo metil ¢ retirade
des anel de pirimddina & para € 1% se o grupe metil ¢ retirada do

41

anel tiazel Ainda mals, se um cutro grupe metil & inserido no

anel tiazol Centre N & =2 a atlividade da witamina desaparece
ccmpletamenteIﬁ?J. Essa regra de gque cada parte da substancia @
fundamental para sua atlvidade nEo =e aplica para cadelas
laterals., Por exenmplo, a grande cadeia hidrofdébica na posigio C3
da witamina Kl (Filogquininal {figurs A3.1b) pode ser retirada sam
afetar a atividade da vitamina *’'. Nesse caso a cadeia lateral
participa da adsorgio da vitamlna em recepltores. Cada farmaco deve

ger considerado particularmente, para se descobrir quals as

regl Ses ou grupamentoss lmportantes para a sua ag3o.

o CH,
re, CeT
— e
Ty
1 '.'“'.-L'-: g H‘,‘n" wp, o
a) o TH] $H3 LH, ?H,
___FM##H_HTHCHECH=c-;CH,,.Jc||--;1;H,;,(_'|-.-|[;HJJ,¢.|
I
:"%\-_,.--"l - .-"ll‘*w,_ CHy
CH,
b
ar Fitaminag Bf b Vitamina KI

Fig. A3.1 - Relaglo Estrutura-Adtividade
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Drogas sinteticas também podem ser estudadas atravées da
relacis estrutura-atividade, HMNa Benzenosulfonamida (fig A3 . 2al) a
Imsercio de um grupe amina em 3 poslg@es diferentes, leva A
lnatlivagio em dois dos casos:; no Ltercelro ela se torna um eficlente

bacLericidaE‘J

NMa acridina <fig A3 2b2 um grupo amdna pode ser inserlideo
em B poslg@es diferentes: tres delas s3io praticamente inativas mas,

[4)(SB]ILEP]
nas outras duas temos um poderoso bacterlicida .

Ma tuinelina ¢fig A3, 8c) uma hidrowila pode ser ligada em
sele pontos diferentes: am sels delas a substanclia ¢ complebtamenie

1her e, mas  na séetima  posig¢io  temos um  forte funjicida e

bactericlda ted

a
r____.--:n-.\_r_\ct_I ,-" q o .
ll SJu ;[;ff'\v,f-:;.ﬁ.f ._.;;_,_I 2 ,;-5 H]; \lj
i n H
D Ao L
! R ] . ,.f'
51,5, T d N
al ! ¢

a? Benzancsul fonamida
b2 Acridinc

o2 uinotlinag

Filg A3. 2 - Relacdo Estrutura-4tluidade
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Mergulhande na Histeria das idelas que levaram ao
degenvol vimento do conceito de Estrutura-Atividade, wvoltamns a
Escocla de 1869, <rum Brown e Fraser mostraram gue varios
alcalsides™, entre eles espamogénicos e convulsantes, guando
quaternarizados, perdiam suas propriedades rarmacologicas o
adquiriam as propriedades da curarina Crelaxante muscular?. e
sitio de agdo na jungdo nervo-muscule tinha sidoe determinado
PO LIS O Anos antes, em 195, por Clayde Bernard. Assim,
estriquinina, brucelna, tebaina, codeina, morfina, nmicotina,
atrofina e conilna foram quaternizadas por reacic com 1odets de
metila. Q aulaores acima escreveram: "Nio pode haver davida que
exlale relagfo sntre a ag¥o fisloldgica de uma substaAncia e sua
composigdo ¢ constitulefe gquimica, esza dltima slgnificandoe a

interrelacf@c dos Atomos da substancia” %!

A partir de Brown e Fraser, 30 anos se¢ passaram sem
multes  avangos até  gque  Mever 18992 e Overton C1901),
independentemente, descobriram gque propriedades fislco-quimicas.
come  a hidrofoblcldade, eram fundamentais na agfio de drogas.
Outras ideias que vieram contribulr nesses estudos foram o
concelto de “receptor"” e a intulg¥o de que haveria alge em comum

entre a agdo das drogas em celulas e a iniblcfo de enzimas.

Por wvolta dos anos 30, estudos sobre a inibic@o de
enzimas por drogas geraram o concelto de que certos grupamentos

Sram capazes de provocar uma agio especifica . hipodtese conhecida

P4l
por “one-group one-—actiopn" .
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Ainda em fins dos anos 30, as wvesparaz da =2. Guerra
Mundial, o estude de sulfonamidas bactericidas (fig A3.2al), as quais
loge apds sua descoberta tornaram-se uma das pripcipaizs evidéncias
da hipditese "ohe-group cne-action”, acabou, por ironia do destino,
comae o golpe fatal dessa idéia. Descobriu-se guae a presenga do
grupamento sul fonamda [-SOzHHz] n3c acarretava nenhuma propriedade
bactericida, a menos gue, ouiras condli¢les, tais come substituligsies
hma posigidn "para®™, gue facilitavama inberagde enzima-receptor,
fossem observadas. Sa wssas condigfiez fossem encontradas, o=
grupamentos sulfonamidas poderiam inclusive ser substituidos por
grupos de carga similar. Estudos em amincacridinas <fig AZ. 2k
levaram a conclusdo gue apenas substituicdes gue possibilitavam uma

ionizagBao a pH 7.0 eram eficentes baclericidas,

Em 1253, descobriu-se que a droga “oxinat
CE-hidroxiguinolinal (fig A3.2c2 54 era ativa quande na presenga de
metais (Ferro ou Cobrel. Isso levou a descoberta de noveos agentes
fungicidas & bactericidas gque apesar de terem estruturas totalmente

diferentes da orxana, tinham igual afinidade por metais.

Assim, na evolugio histdrica da relacio
esirutura-atividade. a cada nova descoberta, a comunidade cientifica
contemporinea era cghrigada a repeansar o processo de agidio das drogas.
Aceita-zse hoje diferentes explicagBes para diferentes agbes
bioldgicas & =abemo= gque a interagde droga-receptor envol ve lnumeros
proceszos & @ =56 dentro de um contexto mais ample & gue podemos

analisar of mecanismos de acfo de uma droga.
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