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RESUMO

As fases lamelares formadas em sistemas lipideo/agua possuem caracteristicas
estruturais que servem como base para estudos de fendmenos de superficie e interface. As
multicamadas de fosfolipideos constituem-se em um eficiente modelo estrutural no estudo
das propriedades das membranas biolégicas. Em particular, as vesiculas multilamelares ou
lipossomas sdo atualmente motivo de intensas pesquisas em areas tdo diversas como o
desenvolvimento de cosméticos e as aplicagdes médicas, como o encapsulamento de drogas
€ imunogénicos.

O presente trabalho teve como objetivo analisar, do ponto de vista estrutural, os
pardmetros envolvidos no processo de incorporagdo de varios tipos de compostos
hidrofébicos na estrutura lamelar de lipossomas e multicamadas do fosfolipideo
zwitteridnico DPPC. Técnicas de difracdo e espalhamento de raios X usando radiacdo
sincrotron foram usadas para acompanhar mudangas estruturais de diversos sistemas de
bicamadas registrando as alteragGes nas temperaturas de transicdo de fase termotropicas e
na ordem do empacotamento lamelar. Dessa maneira foi possivel estudar o comportamento
das fases LB’ e Lo em funcdo do conteudo de agua em sistemas de vesiculas
multilamelares de DPPC com adi¢do do alcaloide Elipticina em vérias concentragdes. Os
resultados mostraram uma diminui¢cdo da temperatura de pré transigdo LB’—PP’ assim
como da transi¢do de fase principal PB°—Lo. A taxa de decréscimo do espagamento
lamelar da membrana modelo na fase liquido cristalina em fungdo da temperatura nos
permitiu descrever o comportamento do coeficiente de compressdo térmica da fase Lo. Foi
possivel provar para este sistema, que adicionando o lipideo anidnico Cardiolipina a
membrana mista DPPC/CL, consegue-se otimizar a incorporagdo da Elipticina.

Os métodos previamente mencionados foram também usados para o estudo das
fases lamelares de DPPC com adi¢do de hidrocarbonetos arométicos policiclicos com
varios graus de agdo carcinogénica. Foi verificado nestas experi€ncias que a temperatura da
transicdo de fase principal assim como a distdncia de repetigdo da estrutura lamelar das
vesiculas na fase Lo sofrem mudangas com a incorporagdo dos HAPs. Mostrou-se assim,
que a incorporacdo destes compostos hidrofobicos favorece a formagdo da fase liquido
cristalina, causando um alargamento da regido da transi¢do PR’ —LoL.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo de importincia basica no desenvolvimento
de lipossomas termo-sensiveis que podem atuar como carreadores de drogas e no
entendimento das perturbagdes que podem produzir moléculas hidrofébicas quando
interagem com as membranas celulares.
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ABSTRACT

The structural features of the lamellar phases of the lipid/water systems are
frequently used as a basic model for the study of surface and interface phenomena.
Phospholipid bilayers represent an efficient structural model for the study of biological
membranes. In particular, multilamellar vesicles or liposomes are the subject of intense
research in areas so diverse as de development of cosmetics or medical applications, such
as drug and antigenic material encapsulation.

The objective of this work has been to study, from the structural point of view, the
process of incorporation of various types of hydrophobic compounds into the lamellar
phase of liposomes and multilayers of the zwitterionic phospholipid DPPC. X-ray
diffraction and scattering techniques using synchrotron radiation, have been used to
monitor structural changes of several bilayer systems. Thermotropic phase transitions as
well as the order of the lamellar packing were studied in in situ experiments. The behavior
of the LB’ e Lo phases was followed as a function of the water content in dispersions of
DPPC multi lamellar vesicles with the addition of the alkaloid Ellipticine in several
concentrations. The results showed a decrease in the temperature of the pre-transition as
well as that of the main transition (PB’—Lc). The decrease of the lamellar spacing as a
function of temperature in the liquid crystalline phase leads to the description of the thermal
compression coefficient in the Lo phase. It was also proved that addition of the anionic
lipid Cardiolipin to the DPPC/water system it is possible to promote the incorporation of
Ellipticine.

The aforementioned methods were used in another set of experiments to study the
lamellar phases of DPPC with the addition of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons known to
have various degrees of carcinogenic activity. It was verified that the main transition
temperature as well as the lamellar spacing of the multilamellar vesicles in the Lo phase
have a change with the incorporation of these compounds. It was possible to show that the
hydrophobic PAHs favor the formation of the liquid crystalline phase, causing a broadening
of the P’ —Lo. phase transition.

The results obtained in this work are basically important in the development of
thermo sensitive liposomes, which can act as drug carriers. They also contribute to the
understanding of the perturbations caused by the interaction of highly hydrophobic
molecules with the cellular membranes.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

As estruturas lamelares das vesiculas de lipideos polares t€m sido bastante
estudadas como modelo de membrana biolégica e como base de aplicagdo em varias areas
do conhecimento'. Um dos topicos bastante investigados, devido & sua importincia, é a
utilizagdo de membranas artificiais de fosfolipideos como meio apropriado para o estudo da
atividade de proteinas de membrana. O potencial de aplicagdo das estruturas formadas pelas
multicamadas de lipideos polares, mostra-se cada vez mais importante do ponto de vista
industrial. Os lipossomas tém sido utilizados nas areas de alimentos, cosméticos,
agricultura e principalmente na industria farmacéutica. A utilizagdo das propriedades das
vesiculas de fosfolipideos no microencapsulamento de fairmacos para aplicacdo médica €
uma das areas de maior interesse atualmente segundo indica a literatura’. Para alguns
farmacos hidrofébicos e em muitos outros casos, a utilizagdo de uma microcépsula de
lipideo para sua administragdo € o meio mais eficiente de armazenamento, reducdo da

toxicidade, transporte, sele¢do do alvo e liberagdo controlada.

Devido a sua grande aplicabilidade, tem-se buscado entender com mais detalhes a
completa evolugdo dos sistemas auto organizaveis de lipideos polares. Vem dai a relevancia
dos resultados de caracterizagdo do ponto de vista estrutural das fases intermediarias que
levam a formacdo dos lipossomas e da compreensdo dos pardmetros relacionados ao
controle das variaveis de interesse das membranas modelo. Dentre as variaveis de interesse,
estdo, a estabilidade do lipossoma, a temperatura de transi¢do de fase, a permeabilidade e a

fluidez da membrana, etc.

O trabalho de Bangham® publicado em 1968 foi o primeiro a identificar as vesiculas
de fosfolipideos, como uma importante ferramenta no estudo das propriedades das
membranas celulares. Desde entdo, tanto a utilizagdo quanto a sofisticacdo no preparo de
tais vesiculas tém crescido amplamente. O fosfolipideo dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
o tipo mais abundante presente nas membranas bioldgicas, foi o lipideo mais utilizado para

estudo e aplicagGes nos Ultimos anos. Diversas técnicas experimentais foram empregadas
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para caracterizar suas diferentes fases lamelares e comportamento em relacdo a
temperatura, hidratagdo, pH, etc. Em 1998, com a criagdo do Lipidat4, um banco de dados
com acesso disponivel pela internet’, foi possivel compilar os resultados e técnicas de
caracterizagdo ndo s6 do DPPC, mas de vérios outros lipideos, que foram publicados nas
cinco ultimas décadas. Esta foi uma iniciativa, entre outras, de padronizar procedimentos e

divulgar informacdo mais rapidamente dentro da comunidade de interesse.

O principal objetivo do presente trabalho foi analisar, do ponto de vista estrutural,
os pardmetros envolvidos no processo de incorporagdo de compostos hidrofébicos na
membrana modelo. Para compreender melhor os aspectos biologicos do tema, mostramos
no capitulo I alguns conceitos bésicos sobre a descrigdo da membrana bioldgica, as
caracteristicas gerais dos lipideos, as forgas de interagdo na formagdo da membrana modelo

e as transi¢les de fase lamelares.

O capitulo IT descreve as caracteristicas de dois tipos de compostos que foram
incorporados na membrana modelo. O primeiro deles, a Elipticina, é um alcalbide de
carater hidrofébico que apresenta atividade anticancerigena. O mecanismo de acdo desta
droga ¢é sugerido como sendo por intercalagdo na dupla hélice do DNA inibindo o processo
de divisdo celular tumoral. Chamamos a isso uma ag¢do antiproliferativa que ocorre
também, como & mostrado em alguns trabalhos®’, contra o virus HIV;. A Elipticina e seus
derivados t€m apresentado muito bons resultados contra tumores artificiais € humanos
estudados in vitro e in vivo. Entretanto, uma das dificuldades encontradas na administracao
da Elipticina como agente quimioterapico foi a sua baixa solubilidade em agua. Por isso foi
bastante valorizada a alternativa de incorporagdo da droga nas regides hidrofébicas da
membrana como meio de armazenamento e transporte até o sitio de agdo dentro do

organismo.

Os lipossomas que sdo utilizados como carreadores da droga, apresentam um
ordenamento de dimensdes nanométricas. Para essas estruturas, a difracdo de raios X € uma
poderosa ferramenta com a qual podemos determinar o perfil de densidade eletrénica da

membrana e inferir sobre a localizacdo da droga incorporada, determinar as diferentes fases
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termoliotropicas da membrana, monitorar defeitos ou a formagdo de fase cristalina devido a
incorporagdo de compostos ou ainda controlar a formag¢do de lipossomas multilamelares.
Em resumo, neste trabalho, estudamos tais mudangas que ocorrem na estrutura lamelar da
membrana em funcdo da variacdo da temperatura, da hidratacdo e da composicdo lipidica

da membrana, da razdo molar entre o lipideo e a droga e do método de preparagdo.

As técnicas de espalhamento de raios X a baixo e alto dngulo descritas no capitulo
IIT foram utilizadas para a caracterizagdo estrutural dos sistemas em fun¢do da temperatura,
e também isotermicamente em fun¢do da composigdo dos sistemas. Utilizamos basicamente
duas montagens experimentais que apresentamos no capitulo IV: a primeira com aquisi¢ao
de dados na estagdo de espalhamento de raios X a baixo angulo no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron com a qual se pode realizar experimentos com geometria de transmissdo em
amostras de vesiculas multilamelares em soluc¢do. E a segunda utilizando um gerador de
raios X com anodo rotatorio de cobre do Laboratério de Cristalografia Aplicada e Raios X
deste Instituto com o qual realizamos experimentos com geometria de reflexdo em amostras

de empilhamento de multicamadas depositadas sobre vidro.

As multicamadas de lipideo e as vesiculas sdo somente algumas das estruturas
geradas pelas propriedades anfifilicas dos lipideos polares. Essas propriedades possibilitam
a sua auto organizagdo em meio aquoso gerando um variado polimorfismo. Entretanto, a
organizagdo espontinea ndo € eficiente no que diz respeito ao tempo de preparagdo,
homogeneidade dos sistemas e aproveitamento dos materiais. Para otimizar o processo, €
possivel preparar cada uma das diferentes estruturas lamelares controlando as condi¢des do
meio, tais como temperatura, pH, concentra¢do, entumecimento e agitacdo. Um método de
preparacdo das amostras € apresentado no capitulo IV. O bom entendimento deste método,
que foi baseado em alguns trabalhos da literatura, constituiu-se, de fundamental
importéncia para o controle da formacdo das diferentes estruturas lamelares. A matriz
lipidica utilizada como membrana modelo foi preparada com o lipideo DPPC. A
incorporacdo de outros compostos na estrutura lamelar foi feita durante a dilui¢do dos
lipideos em solvente organico e todos os processos foram padronizados para controle de

historia prévia.
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Os resultados da caracterizagdo da incorporacdo de ELPT na membrana modelo
preparada com DPPC, sdo mostrados na primeira parte do capitulo V, onde apresentamos
os estudos sobre a transicdo de fase, analise do perfil de difracdo, a taxa de decrescimento
da bicamada da membrana na fase liquido cristalina em fung¢do da temperatura e a

influéncia de um lipideo aniénico na composi¢do da membrana.

Com esta mesma metodologia utilizada no estudo das interagGes da ELPT com
membranas, apresentamos, na segunda parte do capitulo V, alguns resultados de interacdes
de membranas com uma série de hidrocarbonetos arométicos policiclicos que apresentam

variado grau de atividade carcinogénica.

Os comentarios finais, conclusGes e perspectivas da continuidade do tema sdo
apresentados no capitulo VL. Nesta parte destacamos a utilizagdo de um novo porta
amostras para liquidos otimizado para medidas de espalhamento de raios X a baixo dngulo
em vacuo que foi desenhado e construido durante o desenvolvimento desta tese para ser
utilizado na linha de SAXS do LNLS. Os primeiros testes mostraram excelente
performance desta instrumentacdo alcangada, principalmente, com relagdo & eliminacdo do
espalhamento parasita causado pelo ar, & possibilidade de medida a alto 4ngulo e a
praticidade na realizacdo de troca de amostras durante o experimento, dentre outras

caracteristicas gerais.
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MEMBRANAS BIOLOGICAS: INTRODUCAO

As membranas isolam as células do ambiente e também os compartimentos das
organelas intracelulares onde ocorrem muitos dos mais importantes processos bioldgicos.
As membranas contém proteinas que intermediam e regulam o transporte de
macromoléculas e ions, sitios receptores e de reconhecimento. Horménios e outras
moléculas sinalizadoras e agentes reguladores somente cumprem suas fungGes via interagao
com membranas. Fotossintese, transporte de elétrons, contracdo muscular e outras
atividades metabélicas, todas dependem das membranas®. Muitas das propriedades das

membranas celulares sdo reflexos do seu contetido de lipideo polar.
LIPIDEOS: ESTRUTURA E PROPRIEDADES

Os lipideos polares sdo os principais componentes das membranas celulares,
determinando muitas das suas propriedades fisicas e quimicas9. A fim de entender as
principais caracteristicas das muitas classes de lipideos torna-se necessdrio considerar
algumas das propriedades e reagGes dos acidos graxos que sdo as unidades fundamentais da

maioria dos lipideos.
Acidos Graxos

Os acidos graxos sao acidos orgénicos de cadeia longa, possuindo de 4 a 24 atomos

de carbono com variado nimero e posi¢do de duplas ligagdes. Eles possuem um grupo
HO\C /O

carboxila nico (| ) e uma cauda hidrocarbonada ndo polar que confere & maioria dos

lipideos a sua natureza oleosa e gordurosa, insolivel em agua. A Figura 1a mostra o 4cido

estearico na sua forma estendida, entretanto ela ndo é uma molécula linear; a cauda dos

acidos saturados, ou seja, que contém somente ligagdes simples, € flexivel e pode assumir

muitas conformagdes diferentes, porque as ligagGes simples permitem rotagdes. No acido

oléico, mostrado na Figura 1b, entretanto, a dupla ligagéo cis introduz uma dobra rigida na
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cauda hidrocarbonada. Todas as outras ligagGes simples da mesma cauda continuam livres

para rodar.

Figura 1: Férmula estrutural e modelo espacial de dois 4cidos graxos comuns®: a) 4cido estedrico, b) 4cido oléico

Praticamente todos os 4cidos graxos na natureza possuem um niimero par de atomos
de carbono; aqueles com 16 ou 18 sdo os mais abundantes. A Tabela 1 mostra alguns
acidos graxos naturais e seus pontos de fusdo. Os acidos graxos naturais de Ci2 a Cy4 sdo
s6lidos, apresentando uma consisténcia de cera; os acidos graxos insaturados, por outro

lado, sdo liquidos oleosos a temperatura ambiente.

Pto de
N°de
Estrutura Nome sistematico Nome comum fusao
carbonos
°C)
12 CH;(CHy),(COOH n-Dodecandico Laurico 442
14 CH;(CH3),,COOH n-Tetradecandico Miristico 53.9
16 CH;(CH),,COOH n-Hexadecandico Palmitico 63.1
18 CH;(CH;),COOH n-Octadecandico Estearico 69.6
20 CH;(CH,),sCOOH n-Eicosandico Araquidico 76.5
24 CH;(CH3),,COOH n-Tetracosandico Linocérico 86.0
Acidos graxos insaturados
16 CH;(CH,)sCH=CH(CH,);COOH Palmitoléico -0.5
18 CH;(CH,);CH=CH(CH,);COOH Oléico 13.4
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18 CH;(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH Linoléico -5
18 CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH Linolénico -11
CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH20H= . .
20 Araquidénico -49.5
=CH(CH,); COOH

Tabela 1: Alguns 4cidos graxos naturais.

Gorduras Neutras

Os lipideos mais simples e abundantes que contém os acidos graxos como unidades
fundamentais sdo as gorduras neutras: mono, di e triacilgliceréis. Eles sdo componentes
principais de armazenamento ou depdsito de gorduras nas células das plantas e animais,
mas nao sao normalmente encontrados em membranas. Sdo moléculas hidrofobicas, ndo
polares, pois ndo contém grupos funcionais eletricamente carregados ou altamente polares.

As gorduras neutras sdo ésteres de acidos graxos. A Figura 2 mostra a estrutura da
H H H
tripalmitina: as tré€s hidroxilas do &lcool glicerol ( (l)H OF (l)H ) estdo esterificadas

com cada um dos tré€s acidos palmiticos.

Figura 2: Estrutura da tripalmitina.




CAPITULO I
ASPECTOS BIOLOGICOS — Conhecendo o Sistema e os Pardmetros de Interesse

As gorduras neutras, tendo principalmente acidos graxos insaturados, portanto
liquidos & temperatura ambiente, podem ser convertidos quimicamente em gorduras sélidas
por hidrogenacgdo parcial das suas duplas ligacdes. Grandes quantidades de dleos vegetais
liquidos, como o 6leo de milho, sdo convertidas em manteiga solida por um processo
catalitico de hidrogenacdo, que for¢a a conversdo de algumas das suas duplas ligagcGes em
ligacdes simples. Quando expostos ao ar, as gorduras neutras que contém &cidos graxos
insaturados tendem a sofrer um processo complexo chamado de auto-oxidagdo. O oxigénio
molecular pode atacar acidos graxos que contenham duas ou mais ligagdes produzindo
produtos complexos responsaveis pelo sabor das gorduras rangosas. O 6leo de linhaca, um
6leo vegetal usado como veiculo ou base de tintas, ¢ muito rico em &cidos graxos
insaturados. Ele sofre auto-oxida¢do quando exposto ao ar, seguida de polimerizagdo em
uma capa resinosa dura, 3 medida que “endurece” ou se oxida. A auto oxidacdo das
gorduras insaturadas usualmente ndo se realiza nas células pois ela € reprimida pela agdo
inibidora da vitamina E, por vérias enzimas e possivelmente também pelo acido ascorbico.
Entretanto, ela pode ocorrer em algumas doencas, levando a formacdo de depdsitos

anormais de lipideos em certos tecidos.
Lipideos Polares

Os lipideos de membrana diferem das gorduras neutras por possuirem um ou mais
grupamentos altamente polares (‘cabecas’) além das suas caudas hidrocarbonadas. Por isso
sd0 chamados de lipideos polares. Os lipideos de membrana mais abundantes sdo os
fosfolipideos que servem, sobretudo, como elementos estruturais. Os principais
fosfolipideos encontrados nas membranas sdo os fosfoglicerideos que contém duas

moléculas de acido graxo esterificadas ao primeiro e ao segundo grupo hidroxila do

|
o]

l
glicerol. O terceiro grupo hidroxila do glicerol forma uma ligacdo éster (?_O) com o 4cido
fosforico. Os fosfoglicerideos ainda contém um segundo alcool que € esterificado aquele

acido fosférico e localizado, portanto, na cabega polar da molécula. A Figura 3 mostra a
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estrutura do dipalmitoilfosfatidilcolina. A cabeca polar ¢ formada pelo grupo alcoélico
colina (HO—CH,—CH,-N'=(CH);) e as caudas hidrocarbonadas por dois &cidos

palmiticos (cadeia acilica de 16 carbonos, conforme Tabela 1).

grupo -
cabeca
fosfocolina

H
i

H—C

r’/ 0 “\ 0
ligagao \ I ] |
éster (f=0 (|:=0 fcidc

(l:Hz C|IH2 palmiticc
i,
o
S
T
o
CH, (|3H~z
C'H2 C|:H
C’IH, CllH
(lez (lll-lz
?H, (|:H2
(l:Hg C|:Ha
(’IH, C|IH,
o
CH, CH,

Figura 3: Estrutura do dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), usualmente representado, por simplicidade, como uma cabega e

duas caudas: (T-i)

Classificagdo dos fosfolipideos

Os fosfolipideos podem ser classificados de acordo com os aspectos estruturais dos

grupos polares e das cadeias acilicas:
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(i) Os grupos polares podem ser zwiteridnicos ou carregados. A fosfatidilcolina €
um fosfolipideo zwiteridnico: o grupo fosfato tem carga negativa em pH=7 e o grupo colina
esta carregado positivamente. A cardiolipina, mostrada na Figura 4, ¢ um fosfolipideo
carregado: os grupos fosfato tem carga negativa e ndo existem outros grupos para

contrabalecear a carga total.

I
O
3| 3|
H CH, CH,
1 2| 2 1|
oo
T T
T :
R R R R

Figura 4: Estrutura da cardiolipina (difosfatidilglicerol). Em azul esta representada a ponte glicerol. R sdo os radicais

acidos graxos.

Membranas de lipideos carregados sdo de especial intresse por duas razdes: 1)
mudangas conformacionais podem ser induzidas por cargas externas como H' ou Ca™ ou
ainda farmacos ou polipeptideos carregados. 2) compostos carregados tais como farmacos
ou polipeptideos, se ligam mais fortemente a interface carregada lipideo/agua.

(i) As cadeias hidrocarbonadas sdo caracterizadas pelo nimero de carbonos e pelo
seu grau de saturagdo. Variando-se esses pardmetros podemos preparar fases lipidicas
idénticas ainda que em diferentes temperaturas. E dessa forma que a natureza ajusta a

fluidez das membranas bioldgicas as temperaturas correspondentes as suas fungdes.

MODELO DE MEMBRANA E MEMBRANA MODELO
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Modelo de Membrana Celular: Mosaico Fluido

A Figura 5 mostra o modelo de membrana celular segundo a teoria unificadora da
estrutura da membrana chamada de modelo do mosaico fluido proposta por Singer e
Nicolson'® em 1972. O modelo constitui-se de uma bicamada fluida de lipideos polares,
que ¢ o que forma a estrutura da membrana, e os grupos funcionais, que sdo principalmente
as proteinas. A quantidade e o tipo de proteina € o que vai definir a fungdo especifica de
cada membrana. A proposta do modelo, que € aceito atualmente, foi baseada em resultados
quimico-analiticos, nas evidéncias da microscopia eletrénica € na semelhanga das

propriedades naturais com as bicamadas de fosfolipideos sintéticos.

Exterior da célula

Crupos
oligossacarideos

Proteina
integral Proteina

periférica

l Regides hidrofilicas ___| Regides hidrofdhicas

Figura 5: Modelo de membrana celular: Mosaico-Fluido.

Membrana Modelo

No presente trabalho, chamamos ‘membrana modelo’, a estrutura béasica da
bicamada formada somente pelos lipideos polares, sem a presenca dos grupos funcionais

existentes na membrana celular. A membrana modelo € Util ndo somente para estudo e
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caracterizagdo de aspectos da membrana bioldégica mas também como base de estudos

teoricos, aplicagdes quimicas de catélise e estudos de superficies'".
Forcas de interacao na formacao da membrana

Os lipideos polares, como j& foi dito, sdo constituidos de dois grupos: o grupo
cauda, que € neutro, e o grupo cabega que pode ser carregado ou zwiteridnico. Esta
caracteristica especial de possuir os dois grupos da ao composto a propriedade da anfifilia
ou seja, dois tipos diferentes de afinidade do ponto de vista da interagdo eletrostatica com
outras moléculas. Por causa dessa propriedade, quando os fosfolipideos sdo colocados em
solu¢do aquosa, acima de uma concentragdo critica, eles podem se auto organizar em
bicamadas como resultado de um balango energético de interacdes. E explicado que a
formacdo das bicamadas representa um ganho na liberdade de movimento para as
moléculas de dgua'’.

Principalmente quatro tipos de interacdes estdo envolvidas na auto organizagdo. A
mais importante € a interagdo hidrofobica, que ¢ o fendmeno que guia a formacgdo das
bicamadas empurrando as caudas hidrocarbonadas de maneira que fiquem todas juntas. O
segundo tipo de interacdo sdo as forgas de van der Waals entre as caudas hidrocarbonadas,
que, embora sejam fracas individualmente, contribuem de maneira significativa devido ao
grande numero de interagdes que se formam no sistema. Os outros dois efeitos estdo
relacionados aos grupos polares, que podem formar pontes de hidrogénio com a agua
(interagdo hidrofilica) e ainda interagir entre si através de atragdo eletrostadtica e pontes de

hidrogénio estabilizando a estrutura da membrana'”.

Interagdo hidrofobica: mais detalhes

Quando os fosfolipideos sdo colocados na 4gua, a atragdo entre os grupos nao
polares, ou for¢as de van der Waals, tem um papel pequeno no fenémeno de formagéo das
estruturas. O fendmeno acontece principalmente por causa do vigor das forcas de atracdo
entre as moléculas de 4gua, pontes de hidrogénio, que, estando isotropicamente arranjadas,

devem ser rompidas ou distorcidas quando algum soluto ¢ ai dissolvido. Se o soluto é
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i6nico ou fortemente polar, ele pode formar ligacdes fortes com as moléculas de 4gua, o
que compensa as rupturas ou distor¢des das ligagGes existentes na agua pura. Por isso
substancias polares ou idnicas tendem, entfio, a ser facilmente soliveis em adgua. Nenhuma
compensagdo deste tipo ocorre com grupos ndo polares e € por isso que eles apresentam

baixa solubilidade em agua. A origem da interacdo hidrofébica e, por consequéncia, da

formagdo da estrutura das membranas de fosfolipideos, ¢ encontrada na auséncia de
afinidade entre as cadeias acilicas e a 4gua'®. N3o se trata exatamente de uma forca de
repulsdo (literalmente hidrofébica). A questio ¢ que a melhor solugdo energética envolve
obrigar que os grupos ndo polares permanegam juntos de maneira a diminuir a superficie de
contato que quebraria a matriz de pontes de hidrogénio entre as moléculas de égua15’16.

Os fatores termodindmicos da interacdo hidrofobica, sdo complexos e ainda ndo
completamente entendidos. A energia livre de transferéncia, AGy de um composto ndo
polar desde um estado de referéncia, tal como uma solucdo orgéinica, para a agua, €
composta de um termo de entalpia, AH e de um termo de entropia, -TAS.

AGy = AHy - TAS:

A temperatura ambiente, a entalpia de transferéncia é desprezavel porque a entalpia de
interagdo € a mesma na solugdo orgénica e na solugdo aquosa. A entropia, entretanto, é
negativa. A 4agua tende a isolar os grupos ndo polares em compartimentos ordenados e isto
leva a uma diminuiciio da entropia. A alta temperatura (~110°C) estes compartimentos
podem ser rompidos porque a matriz formada pelas pontes de hidrogénio ndo € mais estavel
e entdo a contribuigdo da entropia tende a zero. A entalpia de transferéncia, entretanto, é
agora positiva (desfavorével)”.

No trabalho de Wilfried Blokzijl & Jan Engberts'® encontramos um estudo mais
aprofundado a respeito da interagdo hidrofobica, as referéncias histéricas € um

levantamento dos Ultimos insights sobre o assunto.
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Formacao de estruturas

Quando o fosfolipideo € colocado em solugdo aquosa, diferentes tipos de estruturas
sdo observadas dependendo das muitas variaveis envolvidas tais como o tipo de solvente
(orgénico, aquoso), carga do lipideo, nimero e tamanho da cauda e a relacdo entre as areas

das se¢des transversais cabeca-cauda.

Micela pralata

Mlicela ticela reversa

—

Lipossoma

72
~©))
‘- N

e

Large muitilamellar vesicle
(LML)

O

HI@ e M& )
Large unifamellar

Fase hexagonal

AT R
ey BT ey A Small vesicle (LU ]H H PITTITTITY
S sesuwe unilamellar S
vesicie SRROTOTTTIRSTR?
(SUV)
SEAAALAALAELL,

Micela ohlata,
fragmentos bilamelares

Fase lamelar

Figura 6: Diferentes estruturas formadas por compostos anfifilicos'”

A Figura 6 mostra algumas estruturas formadas por compostos anfifilicos que

podem ser explicadas a partir das varidveis envolvidas e principalmente pela curvatura
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cabega/cauda como é mostrado na Figura 7.

natural que os compostos possuem devido & razdo entre as areas das seg¢les transversais

Espécies Forma

Sabdes
Detergentes
Lisofosfolipideos

Cone invertido

Fasfatidilcolina

Fosfatidilserina
Fosfatidilinusitol
Esfingomielina

Dicetilfosfato
DODAC Cilindro

Fasfatidiletanolamina

Acido fosfatidico
Colesterol
Cardiolipina

Lipideo A
Cone

Organizagao

i

Micela

i
bedl0

Bicamada

]
i

Micela reversa

Fase

Isotrépica
Hexagonal 1

Lamelar
(Cubica)

Hexagonal 2

Figura 7: Formato dos compostos anfifilicos devido a razdo entre as areas das segdes transversais cabega/cauda

POLIMORFISMO DOS SISTEMAS LIPIDEO/AGUA
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Transicoes de fase

A transicdo de fase das membranas de lipideo é caracterizada pela mudanga na
conformagio das cadeias acilicas, formadas pelos 4cidos graxos™. Os grupos metilenos
podem assumir conformag@es diferentes devido a rotagdes em torno das ligagdes C-C como
consequéncia da influéncia de fatores externos no sistema como, por exemplo, 0 aumento

da temperatura ou da pressao.

Isomeria Conformacional

Os isdbmeros conformacionais sdo arranjos espaciais ligeiramente distintos em que a

~ . A o 20 ~
transformacdo de um is6mero em outro se faz sem quebra de ligagcGes™ . A representacdo
tridimensional dos grupos metileno na Figura 8 mostram sua conformacdo de mais baixa

energia: trans.

Figura 8 Conformagao trans dos grupos metilenos

Se fizermos girar um dos grupos CH, em torno de uma ligacdo C-C, a energia da
molécula ird se alterar devido a interagdes independentes de ligagdo (non bonded
interactions) entre hidrogénios ou grupos substituintes ligados aos atomos de C. Essas
interagdes podem ser maiores do que as energias térmicas das moléculas & temperatura
ambiente. Neste caso, as conformag¢des de mais baixa energia (trans) prevalecem em
relacdo as conformagles de alta energia (gauche). Na Figura 9 sdo ilustradas as

conformacgdes de mais alta energia para os grupos metileno.
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Figura 9: Conformagdo gauche dos grupos metileno.

Para os grupos metilenos ha duas conformacdes de estrutura ndo eclipsada em torno
da ligagdo C-C. Observemos que todas as outras representacdes de conformagdes sdo, na
verdade, apenas variacOes dessas duas. A conformag@io gauche tem energia apenas
ligeiramente mais alta, devido & maior repulsdo entre os dois grupos CH; do que entre um
grupo CH3; e os 4tomos de H.

Ao contrario dos isOmeros estruturais, podemos considerar que esses isOmeros
conformacionais estdo em equilibrio entre si porque as energias de ativagdo necessarias
para a alteragdo deles sdo suficientemente baixas para permitir altas velocidades de
conversdo. As energias de ativagdo para os isOmeros estruturais envolvem a quebra de

ligagdes, o que pode tornar as velocidades de conversdo extremamente baixas.

Conformagdo das cadeias acilicas

15

Figura 10: Esquema da metade da bicamada da estrutura lamelar formada por lipideos polares™. Os elipsoides
representam os grupos cabega polar e as linhas em zigue zague representam as cadeias hidrocarbonadas de grupos

metilenos terminando com um grupo metil.

A Figura 10 mostra esquematicamente a conformacdo das cadeias acilicas da

estrutura lamelar formada por lipideos polares. As cadeias da esquerda estdo todas na
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conformagdo trans. Nas cadeias do meio observamos algumas rotagGes gauche. Vemos que
o tamanho médio da cadeia é menor quando existem rotagdes gauche.

A baixas temperaturas existe maior probabilidade de encontrar as cadeias
inteiramente na conformag¢do de menor energia: frans. A medida que a temperatura
aumenta, vai aumentando também a probabilidade da ocorréncia de rotacdes gauche em
torno das ligagGes C-C. Entretanto, as interagdes hidrofébicas entre cadeias impedirdo a
maioria das mudangas trans-gauche até uma temperatura suficientemente alta para que
ocorra uma transi¢do de fase cooperativa. A temperatura para essa transicdo de fase
depende de alguns fatores tais como: 1) o tamanho e 2) o grau de saturagdo das cadeias
hidrocarbonadas, 3) a natureza do grupo polar, 4) a hidratacdo da bicamada, 5) a presenca
de possiveis compostos misturados ao sistema e ainda (6) a incorporagdo de colesterol

como comentado a seguir:

(1). Tamanho das cadeias hidrocarbonadas

As cadeias mais longas interagem mais fortemente entre si oferecendo maior

resisténcia a uma mudanga de estado.

(2). Grau de saturagdo das cadeias hidrocarbonadas

Cadeias hidrocarbonadas insaturadas ndo permitem um ordenamento muito
compacto devido a presenca das dobras nas cadeias e, neste caso, a membrana se torna mais
fluida, a interacdo das cadeias acilicas é mais fraca oferecendo menor resisténcia a

transigao.

(3). Natureza do grupo polar

Os grupos polares apresentam maior ou menor interacdo dependendo da geometria
do grupo e da natureza das cargas; quanto maior a interacdo cabeca-cabeca, no caso dos

grupos zwiteriénicos, maior a temperatura de transigao.
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(4). Hidratagdo da bicamada

Moléculas de agua entre as moléculas de lipideos concorrem na interagdo com os
grupos polares diminuindo a interagdo cabega-cabega e, portanto, diminuindo a resisténcia

as mudangas de fase.

(5). Composigdo

Quando outros compostos sdo misturados & membrana, eles interagem com os
lipideos e podem favorecer as transi¢des de fase devido & blindagem que se forma entre os
grupos polares. Por outro lado, essa interagdo com os novos grupos que foram misturados
pode resultar mais forte que aquela que existia entre os lipideos puros. Neste caso, a

mistura pode promover um aumento na temperatura transi¢do de fase.

(6). Presenca de Colesterol na Membrana

A incorporagé@o do colesterol entre as cadeias hidrocarbonadas blinda as interagdes
de Van der Waals entre elas e reestrutura o empacotamento da matriz lipidica. A presenca
de colesterol nas membranas induz uma desordem parcial na estrutura cristalina das cadeias
hidrocarbonadas, mas também, por outro lado, uma ordem parcial na estrutura liquido
cristalina da membrana a alta temperatura. Um estado intermediario ¢ entdo produzido
mantendo um grau moderado de mobilidade em um intervalo grande de temperatura.
Regular o nivel de colesterol na membrana celular € uma maneira de estabilizar sua fluidez

em funcéo da temperatura®**.

Mesofases dos Sistemas Lipideo/Agua

O trabalho de Annete Tardieu® estabeleceu a nomenclatura que é utilizada para
distinguir as diferentes fases lamelares formadas pelos lipideos polares. As letras
mailsculas caracterizam o tipo de ordem a longo alcance, ou seja, a estrutura a baixo
angulo com dimensdes de algumas dezenas de angstrom formada pelos planos que contém
as cabegas polares:

L, lamelar (uma dimens@o);
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P, obliquo ou centrado (duas dimensGes).

As letras gregas caracterizam o estado conformacional das cadeias hidrocarbonadas:

., liquido-cristalino ou altamente desordenados;

B, B’ e ¢, parcialmente ordenados.

Le¢

LDL
subgel

liquido cristalino

SEEREELE BYeEyd
o | e d\ms& 532
§RESEELS gy
st RRARAD

(@) (e)
Lp Lp Py
qel gel

[cacdeias ndo inclinadas) (cadeias inclinadas)

Hopled gel

Figura 11: Esquema das fases lamelares de sistemas de lipideos em 4gua®.

A Figura 11 mostra esquematicamente as caracteristicas mais relevantes das
mesofases dos sistemas lipideo/agua. As diferentes estruturas sdo formadas, principalmente,
em fun¢do da temperatura, da composi¢do do sistema e do pH do meio. A conformacdo das

cadeias acilicas em cada estrutura € o aspecto mais influente sobre as transi¢des.
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Conformacdo o

Na conformagdo do tipo ¢, as cadeias se encontram altamente desordenadas. Esta € a
conformagdo de maior isotropia. Por esta razdo, as propriedades da fase ndo sdo muito
sensiveis as heterogeneidades quimicas das cadeias nem mesmo & presenca de outros
compostos misturados ao sistema. Ao contrario do que acontece com as fases nas quais a
conformac@o das cadeias € mais ordenada.

As fases que apresentam as cadeias hidrocarbonadas na conformagédo ¢, possuem
um efeito térmico peculiar: a espessura da bicamada diminui & medida que a temperatura
aumenta. Este fendmeno, bem conhecido em borrachas, € tipico de polimeros que
apresentam conformacdes altamente desordenadas: o aumento da temperatura aumenta a
desordem e diminui a elongag5027’28. Um mecanismo similar explica o efeito observado nos
lipideos: a temperaturas moderadas, a tensdo interfacial tende a diminuir a area por grupo
polar na interface lipideo-agua e, portanto, esticar as cadeias. Ao contrério, a conformagéo
desordenada das cadeias tende a reduzir a elonga¢do. Aumentar a temperatura significa
aumentar a desordem e, entdo, diminuir a anisotropia das cadeias™.

Consideracdes geométricas indicam que, nesta conformagao desordenada, as cadeias
devem se dobrar da melhor forma possivel buscando preencher, uniformemente, os espacos

oferecidos a elas ndo apresentando resisténcia ao ordenamento a longo alcance, ou seja, a

periodicidade no espagamento entre as camadas que contém os grupos polares.

Conformagdo Be B3’:

A conformagdo 3’ difere da conformagdo do tipo P somente na inclinagdo das
cadeias em relagdo ao plano das bicamadas. Esta conformacgio € caracterizada por uma
distincia de correlagio bem definida de 4.2 A. Os grupos metilenos estdo todos na
conformac@o trans e, por isso, as cadeias acilicas estdo na sua posi¢do mais elongada com
distancias bastante regulares entre elas.

Nestas conformagdes, 3 e 3°, as propriedades das fases sdo bastante sensiveis as

variagGes que ocorrem nas regides hidrofébicas, ou seja, a presenga de novos ligantes ou
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impurezas influenciam diretamente o ordenamento das cadeias. Em contrapartida, o

ordenamento entre as camadas lamelares € pouco evidente.

Conformacgado c:

A conformacdo do tipo ¢ € intermediaria nos dois aspectos do ordenamento: entre as

cadeias acilicas e entre as camadas lamelares.
POLIMORFISMO DE ALGUNS SISTEMAS DE DIACIL-PC:

Os sistemas lamelares formados por diacil-fosfatidilcolinas de cadeias saturadas
contendo de 15 a 22 4tomos de carbono apresentam pelo menos trés fases diferentes no
intervalo de temperatura de 10 a 80°C*, como ilustra a Tabela 2. No equilibrio, 4 baixa
temperatura, observamos a formagdo da fase subgel Lc com cadeias hidrocarbonadas
regularmente dobradas e o eixo longitudinal dos grupos polares orientado paralelamente ao
plano das bicamadas como ¢ mostrado na Figura 1la. A fase Lc, submetida ao
aquecimento, se transforma na fase LB’ com reduzida inclinagdo das cadeias acilicas, como
pode ser observado na Figura 11c, e aumento da hidratacdo entre os grupos polares. Esta
transicdo a baixa temperatura é denominada ‘subtransicdo’.

A temperaturas intermediarias, ocorre a transformacio da fase L* em PjB’. Esta
nova fase possui a mesma conformacdo das cadeias acilicas que a fase anterior, entretanto
apresenta uma ondulagdo no plano das bicamadas, como mostrado na Figura 11d,
correspondente & simetria da rede monoclinica bidimensional. Esta modulagéo das lamelas
depende do tamanho das cadeias hidrocarbonadas apresentando, entretanto, pequenas
amplitudes e garantindo, entdo, que as cadeias permanecam afastadas do meio aquoso.

A altas temperaturas, a fase PP’ se transforma na fase Lo, que é mostrada na Figura
11e. A conformagdo das cadeias acilicas torna-se altamente desordenada e os planos das

bicamadas perdem a ondulagdo.

Nimero de Sub transi¢do (°C) Pré transicao (°C) Transicio principal
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carbonos (ordem-desordem das
cadeias acilicas) (°C)

15 20,213,0 22,0+2,5 33,7+0,8

16 18,8%3,1 34,4125 41,311,8

17 21,613,8 42,7+1,1 48,6+0,6

18 26,315,2 49,1129 54,5+1,5

19 30,0+4,3 57,2+1,1 60,2+1,1

20 36,9+1,3 63,2+0,8 65,3%1,5

21 28,0 69,410,9 70,7+1,6

22 32,1 73,612,1

Tabela 2: Valores das transigdes de fase de sistemas formados por diacil fosfatidilcolinas em agua. Os valores dos erros

sio o resultado da propagagio devida ao calculo da média dos valores encontrados nos vérios artigos desse review”. Ver

discussfo sobre erros no capitulo Materiais e Métodos.

COMENTARIOS GERAIS SOBRE AS TRANSICOES DE FASE

O trabalho de Peter Laggner & Manfried Kriechbaum®® expde alguns topicos muito

importantes de serem entendidos pelos estudiosos do comportamento das fases de sistemas

de fosfolipideos. Em primeiro lugar, sobre as transi¢cdes de fase, os autores discutem sobre

0 que chamariamos em geral de pardmetro de ordem, ou seja, 0 parametro que muda numa

transicdo de fase. Para chegarmos em uma reposta precisa, seria necessario conhecer a

descri¢do dos estados antes e depois da transi¢do no que diz respeito as diferencas na

termodindmica, dindmica e nos pardmetros de estrutura. Entretanto, na maioria das vezes, é

muito mais facil analisar somente a estrutura ou somente a dindmica dos sistemas do que

ambas ao mesmo tempo. Os trabalhos que foram citados nesta tese consideram,

tacitamente, os pardmetros de estrutura como sendo os parametros de ordem das transigdes.

Nao existe, todavia, uma teoria definitiva sobre o comportamento das transi¢Ges de fase dos
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fosfolipideos. Como dizem os autores Laggner & Kriechbaum muitos dos conceitos
tedricos sobre transi¢des que foram publicados até entfo na area de fisica do estado sélido
ndo se encontravam adequados aos sistemas de fosfolipideos onde um nimero muito
grande de moléculas estdo envolvidas de maneira cooperativa em um nucleo estavel de uma
determinada fase. Para eles, a teoria estrutural das dindmicas de transi¢do de fase esta ainda
na sua infincia e o progresso dela depende de um montante suficiente de resultados
experimentais. Em sistemas diacil-PC, a transi¢do principal, entre a fase PP’ e a fase Lo,
foi extensivamente estudada ao longo dos ultimos 50 anos, entretanto, os componentes
rapidos destas transigdes envolvendo isomerizagdo local das cadeias acilicas e a formagéo
de kinks, de maneira alguma foi detalhada similarmente. Outros aspectos menos
observados foram a ordem lateral dos planos das membranas, a reversibilidade das
transicOes e a subentendida classificacdo de transi¢do de primeira ordem para os sistemas
de fosfolipideos. Dois outros artigos citados no trabalho de Laggner & Kriechbaum

poderiam ser tomados como referéncia adicional. S3o eles Chan & Webb’' e Biltonen®.
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INTRODUCAO

Este capitulo apresenta de maneira geral os dois tipos de compostos cuja
incorporagdo na membrana modelo € estudada: (1) a Elipticina, um agente anticancerigeno
e (2) alguns Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos de uma série homologa que apresenta
variado grau de atividade carcinogénica. O objetivo do estudo foi basicamente caracterizar
a incorporagdo de compostos que apresentam baixa solubilidade em &gua nas regides
hidrofébicas da membrana modelo. Os dois topicos t€m sido bastante estudados do ponto
de vista da fisica e bioquimica aplicadas & medicina. A mudanga na permeabilidade da

membrana tem se mostrado como fator determinante na agéo dos dois tipos de agentes.

ELIPTICINA

Aspectos Gerais

A Elipticina é um alcaldéide originalmente extraido da planta Ochrosia elliptica
nativa da Austrélia e algumas ilhas do Pacifico. Este composto foi isolado pela primeira vez
em 1959 mas somente depois de 1967 € que suas propriedades antitumorais foram
descobertas®. A partir de 1980, vérios novos derivados da elipticina e também algumas
elipticinas modificadas foram sintetizados e bastante estudados.

Uma classe de compostos deste tipo desenvolvida por Honda et al** sio os
glicosideos de elipticina. Muitos desses compostos apresentaram uma excelente atividade
antitumoral contra tumores experimentais € humanos estudados in vitro. Alguns deles, que
foram selecionados para estudos pré-clinicos, curaram graves processos de metastase
causados por diferentes tipos de leucemias, carcinomas, melanomas e sarcomas’>.

Mais recentemente, outros estudos revelaram suas propriedades de atividade
antiproliferativa contra o virus HIV***7. A manutenc8o do virus na sua forma latente (acdo

virostatica) e também o mesmo com relacdo a células residuais de tumores malignos (agdo
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oncostatica) tem sido apontado na literatura como um assunto de grande interesse na area

de imunoterapia.

Mecanismo de acdo da droga

i
H

CH,

Figura 12: Esquema da estrutura molecular da Elipticina (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazole) C;;H 4N, - FW
246.3. Os diferentes derivados sdo constituidos por substitui¢cGes dos radicais (R) ligados ao N da posigéo 2 e os
glicosideos de Elipticina s#o sintetizados a partir de ligagdes deste sitio carregado positivamente com compostos

anidnicos (X).

A molécula de Elipticina consiste de um heterociclico nitrogenado de carater
hidrofébico com estrutura planar como mostra a Figura 12. Este tipo de estrutura sugere
intercalagio na dupla hélice do DNA como possivel modo de agdo anticancerigena®.
Substéincias hidrofébicas tais como hidrocarbonetos, podem atravessar a membrana celular
obedecendo uma lei de difusdo passiva. O aumento da poténcia de algumas drogas pode ser
promovido justamente pelo aumento da difusdo através da membrana celular. Esse processo
de difusdo € também o que acontece com muitos compostos hidrofébicos de agdo
virostatica ou oncostatica que atravessam a hélice do DNA e interagem fortemente com as
regides hidrofobicas destes sistemas provocando anormalidades cromossdmicas, e
consequente inibi¢do da mitose no ciclo da célula hospedeira.

O carater hidrofébico da elipticina, entretanto, é também o que dificulta sua
administragdo nos organismos vivos. Alguns testes clinicos foram descontinuados pela

dificuldade de veicular o farmaco até o sitio de agdo desejado’. Essa dificuldade foi
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atribuida ao fato da droga ser fracamente solivel em meio aquoso. Para contornar este fato,
duas alternativas foram apresentadas pela literatura: (1) a utilizagdo dos glicosideos de
Elipticinas, que sdo moléculas dipolares mais soliveis que os compostos made e (2) a
incorpora¢do da Elipticina ou mesmo dos seus derivados nas regides hidrofobicas das
vesiculas de lipideo, que tornou-se, neste caso, um importante mecanismo de transporte do
farmaco até o sitio de a¢do da droga. Esta Gltima alternativa apresenta, como vimos
anteriormente, solucdes também para outros aspectos da administracdo da droga, como
reducdo da toxicidade, mecanismos de liberagdo controlada e seletividade do alvo entre

outros.
Interacio com compostos anidonicos

A Elipticina pode se apresentar na forma neutra ou na forma protonada. O
Nitrogénio da posi¢cdo 2 pode se apresentar carregado positivamente (forma protonada) em
pH acido. Neste caso, alguns compostos aniénicos podem interagir eletrostaticamente com
a forma protonada da droga. Alguns estudos mostraram que membranas sintetizadas com
lipideos ani6nicos favorecem a incorporagdo da droga40. Considerando a equagdo que
indica a reacdo de dissociacdo da ELPT (E) como segue:

EH " =E+H"
onde [E] é a concentragio de ELPT neutra ¢ [EH'], a concentragio de ELPT protonada.
Quando adicionando um lipideo anidnico que interage com EH", a reacéo se desloca para a

esquerda para que o equilibrio seja restaurado e a constante de equilibrio K’ seja satisfeita:

[EH"]
Satisfazer a constante de equilibrio, neste caso, significa também diminuir a [H'], ou seja,
aumentar o pH. E comum definirmos um pK aparente da droga, ou seja, o pH em 4gua onde
existe 50% de cada uma das formas. Isso significaria que [E]=[EH']. Voltando & equagio
da constante de equilibrio, podemos determinar o pK aparente da droga = -logK”:
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o [EJH]

[EH"]

[E] +
—logK'=-1 —log[H
og og (EH'] og[H" ]

[E]
[EH"]

pK'=—log +pH

pH = pK'+logL
I-o

(equagio de Henderson-Hasselbach*')

onde o = [E])/[C], [E] é a concentragio de ELPT neutra e [EH'], a concentragio de ELPT
protonada e [C]=[E]+{EH'], é a concentragio total de ELPT. Segundo os trabalhos de
Terce e colaboradores®, o pK aparente da elipticina na presenga de DPPC ¢é 7,2 enquanto
que na presenga de DPPG (dipalmitoilfosfatidilglicerol) um lipideo anibénico, € 8,5. Isto
indica que a carga liquida da membrana também ¢ assunto de interesse na caracterizagéo da

incorporagdo da droga.
Estrutura Cristalina da ELPT

A Elipticina cristaliza-se em meio aquoso no sistema monoclinico com os
pardmetros descritos na Tabela 3.

Elipticina (C 17H14N2)

Reflexdes principais Outros parametros

# d(l&) Irelativa hkl

Densidade = 1.29g/cm’

1 | 11.10 50 011
4 7.79 20 020

7=4
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5 7.10 100 012 a=5.105A
6 5.61 50 022 b=15.588A
8 | 4.80 20 -110 c=16.161A
13 | 3.61 65 -131 B=97.03°

Tabela 3: Dados cristalograficos da fase cristalina da Elipticina: espacamento interplanar (d), intensidade relativa (I),

indices de Miller (hkl), densidade, nimero de 4tomos por cela unitaria (Z), pardmetros de rede (a, b, c, ).

Sabendo que a elipticina na forma coloidal prefere as regides hidrofébicas dos
sistemas anfifilicos € que em meio aquoso encontra-se na fase cristalina, podemos
monitorar a fase cristalina através da difracdo de raios X para estudar a incorporagdo da
droga em membranas modelo. Os resultados de monitoramento da fase cristalina sdo
mostrados no capitulo de anélise dos dados e foram tuteis para determinar a concentracao

critica de incorporagdo da droga em membranas modelo de DPPC.

HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS

Aspectos Gerais

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP’s) sdo uma classe de moléculas
muito interessante no contexto da carcinogénese. Dentre os fatores que podem estar
associados & indugdo do céncer, os componentes quimicos sdo indicados como os mais
importantes. Estudos feitos para caracterizar as mais de 4000 substincias ativas encontradas
na fumaga do cigarro de tabaco, sugerem fortemente uma relagdo entre algumas dessas
substancias, dentre elas os HAP’s, e graves tipos de doencas oculares*™. Varios tipos de
HAP’s sdo utilizados para induzir tumores em cobaias com a finalidade de caracterizar os
processos de metastase mais comuns™***’. O estudo da atividade carcinogénica induzida

148

por HAP’s teve seu inicio a partir de 1930 com o trabalho de Cook et al™™ que sugere uma

relacdo entre o grau de atividade carcinogénica e a estrutura molecular dos HAP’s. Desde
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entdo, muitos mecanismos de agdo foram propostos para explicar a atividade carcinogénica

desta classe de moléculas®. Entretanto o problema ainda permanece aberto.
Parametros estudados

Muitos trabalhos citados na literatura estudaram HAP’s com técnicas variadas
tentando correlacionar a atividade carcinogénica destes compostos a outros pardmetros
importantes, tais como, a solubilidade, ou a estrutura eletrénica. A permeabilidade destes
compostos através da membrana celular pode constituir uma das caracteristicas da poténcia
carcinogénica. Neste trabalho apresentamos um estudo sobre possiveis alteragGes na
cinética de transicdo de fase termotropica de membranas modelo de DPPC em fun¢do da
incorporagdo de alguns PAH's de uma série homoéloga que apresenta variado grau de
atividade carcinogénica. A estrutura dos compostos utilizados neste trabalho ¢ mostrada na

Figura 13.
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Figura 13: HAP’s que apresentam variado grau de atividade carcinogénica: 1) DBA: 1,2;5,6-dibenzantraceno (CxH,); 2)

DMBA: 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (C,oH;s); 3) MC: 20-metilcolantreno (C,,Hj¢); 4) BP: 3,4-benzopireno (CyH;5);
5) Pireno: (Cy¢Hyp); 6) BA: 2,3-benzantraceno (CgH1).

Dentre os indices de atividade carcinogénica conhecidos, citamos o indice IBALL>
que ¢ definido como sendo a porcentagem de cincer de pele, desenvolvido em ratos,
dividido pelo periodo latente em dias, por animal afetado, multiplicado por 100. O indice
IBALL ¢ conhecido para 26 HAP’s dos quais quatro foram assunto de estudo deste
trabalho.
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A solubilidade de 31 HAP’s foi estudada por Davis et al’' na tentativa de
correlacionar esta grandeza com a atividade carcinogénica. A solubilidade do composto é
uma medida do seu grau de hidrofilia e, portanto, ¢ considerada como um pardmetro
importante para prever a ordem da estrutura lamelar dos sistemas lipideo/agua/HAP
estudados e a possivel localizagdo dos HAP’s na membrana lipidica.

A interagdo de uma série homodloga de HAP’s com a membrana lipidica de DPPC
foi caracterizada por ESR (Electron Spin Resonance) no trabalho de Sanioto & Schreier’”.
Neste trabalho, os autores buscam correlacionar a anisotropia do espectro de ESR da sonda
CSL* adicionada em membranas lipidicas ao tamanho do HAP estudado bem como a sua
atividade carcinogénica. Os resultados obtidos mostram que quanto maior o tamanho da
molécula incorporada, maior € o grau de anisotropia sugerindo que os HAP’s causariam
uma diminui¢do na interacdo fosfolipideo-fosfolipideo. Estes resultados foram também

considerados no presente estudo.
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CARACTERIZACAO ESTRUTURAL - ASPECTOS GERAIS

As fases lamelares dos sistemas lipideo/dgua sdo caracterizadas através da
determinagdo de alguns pardmetros tais como o tamanho do agregado, periodicidade da
estrutura lamelar, incorporagdo e localizacdo de outras moléculas ou grupos moleculares.
As dimensdes caracteristicas destes sistemas estdo todas dentro do intervalo de alguns
Angstrons (a ordem do comprimento de onda dos raios X) até algumas centenas de
Angstrons. Uma das técnicas mais adequadas para este estudo estrutural € o espalhamento
de raios X a alto e a baixo angulo. Todo processo de espalhamento € caracterizado pela lei
de reciprocidade que fornece uma relagdo inversa entre o tamanho da particula € o angulo
de espalhamento 20 (Ver Figura 14). Os termos alto e baixo dngulo referem-se, portanto, a
caracterizacdo das estruturas com dimensdes da ordem de alguns Angstrons e de algumas

centenas de Angstrons respectivamente.

=

1, 20

amostra

Figura 14: Esquema da geometria de transmisséio para o espalhamento de raios X a alto e a baixo angulo, sendo 26 o

angulo de espalhamento, q, o vetor da onda incidente e q o vetor de espalhamento (q=47sen6/1).

Outras técnicas usualmente empregadas na caracterizagdo dos sistemas lipideo/agua
sd0 a microscopia eletronica para avaliar parametros de forma e a calorimetria diferencial

de varredura na caracterizagdo das transi¢cdes de fase termotrépicas.

ESPALHAMENTO DE RAIOS X A BAIXo ANGULO (SAXS*)

* Small Angle X Ray Scattering
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O espalhamento de raios X a baixo 4ngulo é um processo de espalhamento eléstico
que ocorre quando o feixe de raios X atravessa a amostra e interage com os elétrons do
material. A radiacdo reemitida pelos elétrons de cada atomo € espalhada isotropicamente e
as ondas espalhadas interferem umas com as outras se cancelando totalmente em algumas
diregdes. A curva de espalhamento em fun¢do do 4ngulo tem um méaximo em zero, onde
todas as ondas estdo exatamente em fase, e decresce suavemente 3 medida que o angulo

aumenta como mostra a Figura 15.

0 2 4 6 8 0

Figura 15: As curvas de espalhamento 1, 2, 3 e 4 correspondem a particulas cujas dimensdes lineares tém as razdes
1:2:3:4%

Supondo que os centros espalhadores estdo no vacuo, a amplitude de espalhamento
¢ proporcional ao nimero de moles de elétrons por unidade de volume, ou seja, a densidade
eletronica. Se os centros espalhadores estdo imersos em outro meio, apenas a diferenga de
densidade eletronica serd relevante no espalhamento de raios X. Neste caso, os centros
espalhadores sdo vistos como inomogeneidades, ou seja, flutuacdes na densidade eletrénica
da amostra. A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo fornece informagdes
estruturais sobre inomogeneidades de densidade eletrdnica com dimensGes caracteristicas
de dez a algumas centenas de Angstrém. Exemplos de tais inomogeneidades sdo poros de
um soélido, nanocristais de uma matriz amorfa, micelas e vesiculas em solucdo. No caso de
particulas em suspensdo em um solvente, o espalhamento surge do contraste de densidade
eletronica entre a particula e o solvente. Este contraste pode ser muito fraco para alguns

sistemas como, por exemplo, as solucdes aquosas de macromoléculas biolégicas, sendo
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essas essencialmente compostas de atomos leves, tais como H, C, N, O e P. A utilizagdo da
radiag@o sincrotron para os experimentos de espalhamento de raios X a baixo angulo torna
possivel registrar esses casos de contraste fraco com maior eficiéncia devido ao alto fluxo

do feixe que incide sobre a amostra.
Elementos da Teoria de SAXS

A amplitude A(q) de uma onda espalhada elasticamente na dire¢éo do vetor de

espalhamento q por um 4tomo localizado na posicdo r pode ser expressa por*:

A@ =p(De "
sendo p(r) a densidade eletronica média do sistema.

A amplitude total espalhada F(q) na diregdo do vetor q € a integracdo das ondas

espalhadas por todos os atomos da amostra. Entdo,
F@ = [p(D)e"df
ou seja, a amplitude total espalhada, ou o fator de forma, F(q), € a transformada de Fourier

da distribuicdo eletronica da amostra. Na pratica, os experimentos de SAXS nos fornecem a

intensidade da onda, ou seja, 0 mdédulo ao quadrado de F(q):
1@ =[F@[* =FF’
1@ = [pIp(R)e 40 P dr,
Introduzindo a fungdo Aﬁz (r) como sendo a seguinte integral de convolugdo
Ap2(r) = Jp(i‘i )p(T; — 1)d5, transformamos a expressdo acima em:
I(@) = [Ap* (F)e I dF

E calculando a média do fator de fase para um sistema com simetria esférica, temos:

A expressio que relaciona o vetor q, o 4ngulo de espalhamento 20 e¢ o comprimento de onda A incidente é:

g=lq=(41/L)send
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_ senqr
I(q) = [4mr2Ap? (1) i dr
qr
que pode ser escrito como:
senqr
I(@) = [4np()=_Fdr

sendo p(r) = rzAﬁ2 (1) a fungo de autocorrelagio ou PDDF (pair distance distribution

function) que expressa a probabilidade de encontrar um par de elétrons separados pela
distancia r.

Quando introduzimos a integral de convolugdo, Aﬁz (1), estamos embutindo no
célculo uma diferen¢a de densidade eletr6nica que expressa exatamente o significado de
inomogeneidades comentado anteriormente. O espalhamento vai ser mais intenso quanto
maior for o contraste entre as inomogeneidades e 0 meio.

O tratamento dos dados de SAXS consiste, entdo, em determinar p(r) a partir da

transformada de Fourier da intensidade I(q) medida e, através da deconvolugdo de

Aﬁz (1), inferir sobre a distribuigdo de densidade eletronica do sistema. Programas de

computagdo com rotinas numéricas especiais como a transformacdo de Fourier indireta
(ITP) e a técnica de convolugio da raiz quadrada (DECON)>® sio normalmente utilizados

para este propdsito.

Micelas esfericas

Para sistemas monodispersos, tais como micelas em solugdo, € possivel determinar
o tamanho dos centros espalhadores diretamente através da intensidade I(q) medida. Para
tanto utilizamos a aproximagio de Guinier’® para regides do espectro a mais baixo angulo

(q~0.01A™),

(@) < *e
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a partir da qual € possivel determinar o raio de giro, R,, das particulas, ou seja, a raiz
quadratica média das distancias de todos os elétrons em relagdo ao seu centro de gravidade.
Em primeira aproximagdo, podemos supor simetria esférica para as micelas. Neste caso, a
relacdo entre o raio de giro e o raio da particula € expresso da seguinte forma:
2_3 >
R,“=-r
& 5

A curva de espalhamento de tal micela esférica se constitui de uma série de

maximos como esquematizado na Figura 16. A figura indica ndo exatamente uma curva

teérica, mas uma tendéncia geral como mostrado no trabalho de Otto Glatter’’ sobre
sistemas anfifilicos.

.—'b log I

—p pir)
— Ay (1)

>r 2R

Figura 16: Padrdo de espalhamento de micelas esféricas com raio R. I(h) é a transformada de Fourier de p(r) que é a
convolucdo ao quadrado da distribui¢do de densidade eletronica Ap(r). Uma esfera perfeita apresentaria zeros na curva

I(h) como indica a linha tracejada. (Obs.: No presente trabalho utilizamos a letra q para a mesma variavel que é definida

como h nesta figura que foi extraida do trabalho de Otto Glatter.)

Em sistemas reais, a condi¢do esférica nunca € perfeitamente cumprida. Isso se
reflete nos pontos de minimo da curva I(q) que deveriam ser zeros na condicdo ideal.

Notamos que Ap(r)=0 para r>R, limite da particula, e p(r)=0 para r>2R, separacdo entre
duas particulas.
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Vesiculas e placas lamelares

A funcdo de espalhamento I(q) e a distribuicdo p(r) para vesiculas e placas
lamelares é mostrada na Figura 17. Um sistema monodisperso de vesiculas apresentaria alta
frequéncia de oscilagGes, como indica as linha tracejada na curva I(q). A frequéncia de
oscilacdes estaria associada ao raio da vesicula. A linha envelope das oscilacdes, mostrada

na figura com ponto e trago, indica um sistema ideal de placas lamelares apresentando

zeros na curva I(h).
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Figura 17: Padréio de espalhamento de vesiculas e placas lamelares. I(h) é a transformada de Fourier de p(r) que é a
convolucdo ao quadrado da distribuicio de densidade eletrdnica Ap(r). (Obs.: No presente trabalho utilizamos a letra q

para a mesma variavel que é definida como h nesta figura que foi extraida do trabalho de Otto Glatter.)

A partir dos resultados do espalhamento de sistemas ndo ideais, foi observado que
sdo muito sutis as diferencas entre as curvas de espalhamento devidas a particulas

cilindricas e a placas lamelares ou vesiculas. Neste caso, utilizamos a ‘aproximacéo de

Guinier para o espalhamento devido a espessura t’. Para um sistema de vesiculas

unilamelares, supomos que a fun¢do Ap«(r) depende somente da distincia x do plano central

das lamelas. Dessa forma, utilizamos a seguinte expressdo da distribuicdo de espessura,

p:(x) = Ap,” (%)

que esté relacionada a intensidade espalhada devido & distribuicdo de espessura I(q):
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I(q)q” =cte1,(q)
=2[p, (x)cos(q)dx
0

A Figura 18 mostra o grafico da fungfo I(q)q*xq que é usualmente chamado de
‘thickness Guinier plot’, para sistemas de vesiculas e placas lamelares. Através desta
aproximagao, € possivel determinar as func¢des p(x) e Ap(x) aproveitando os programas de
computagdo mencionados anteriormente. A determinacdo da distribuigio Ap«(x) da

informacdo da estrutura interna das lamelas bastante relevante para os estudos de

membrana.

JARRZ]
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Figura 18: ‘Aproximagéo de Guinier para espessura’ no espalhamento de sistemas de vesiculas e placas lamelares. (Obs.:
No presente trabalho utilizamos a letra q para a mesma variavel que é definida como h nesta figura que foi extraida do

trabalho de Otto Glatter.)

Nem sempre as dimensdes médias dos sistemas de particulas lamelares estdo dentro
do dominio dos experimentos de espalhamento de raios X a baixo angulo. Em caso de
vesiculas muito grandes, os mesmos pardmetros poderiam ser estimados por experimentos
de espalhamento de luz visivel. Para as LUV’s (vesiculas unilamelares), podemos utilizar a
‘aproximacdo de Guinier para a espessura’. Entretanto, para vesiculas multilamelares
(LMLV’s), ndo podemos fazer a mesma aproximacdo devido a estrutura periddica
intrinseca do sistema. Na literatura encontramos alguns trabalhos que propuseram
aproximagdes mais adequadas para o estudo de LMLV’s*>¥%%! A caracterizagio da

estrutura periddica das lamelas que compdem as vesiculas multilamelares € feita
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normalmente através da difracdo de raios X a baixo angulo e as dimensdes destes sistemas
podem ser estimadas através da microscopia eletronica de criofratura ou ainda através da

determinag@o do raio de giro pelo espalhamento de luz visivel.

DIFRACAO DE RAIOS X

Materiais que apresentam ordenamento a nivel atdmico com unidades de repeti¢do
da ordem de alguns Angstrons, apresentam um padrdo de difragdo de raios X (DRX). A
base dos fendmenos de interferéncia e difracdo estd na periodicidade do ordenamento dos
sistemas. Mas para que o fendmeno de interferéncia e difracdo seja observado, as
dimensdes do ordenamento devem ser da ordem do comprimento de onda incidente. A
Figura 19 mostra uma estrutura ordenada com periodos iguais a d, e um feixe de radiagdo
de comprimento de onda A que incide sobre a estrutura em uma dire¢do que forma um
angulo 6 com os planos do ordenamento. Neste caso, havera interferéncia construtiva de
duas ou mais frentes de onda que tenham a mesma fase, se todos os pardmetros satisfazem

a condi¢do de Bragg, hA=2dsen6, com h=1,2,3...

Figura 19: Esquema de uma estrutura lamelar com distancia de repeticéo igual a d. 6 é o 4ngulo de incidéncia e 26 é o

angulo de espalhamento.
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Para os sistemas de vesiculas multilamelares ou sistemas de multicamadas com
espagamento interlamelar da ordem de 60A, observamos a primeira ordem de difracio
(n=1) em torno de 26=1.5° quando trabalhamos com a radiagio Ko do Cu (A=1.544).

A matriz dos grupos metilenos das cadeias hidrocarbonadas também se constitui em
uma estrutura ordenada dentro dos sistemas de vesiculas. O espacamento entre as cadeias
hidrocarbonadas, menor do que o espagamento interlamelar, é da ordem de SA. Nas
mesmas condi¢des anteriores, a primeira ordem de difragdo das cadeias hidrocarbonadas s6
¢ observada em torno de 20=22° que ndo € mais considerado baixo angulo. A literatura
denomina WAXS (Wide Angle X ray Scattering) os experimentos de difragcdo de raios X a
altos angulos nos quais existe geometria de transmissdo (condi¢cdes de medida de algumas

amostras deste trabalho).
Elementos da Teoria de DRX

A informacdo dos experimentos de difracdo de raios X a baixo angulo também ¢é
tratada com base nos métodos usados normalmente na determinacdo de estruturas
cristalinas®®. O fator de espalhamento atdmico f; , é descrito como a eficiéncia de
espalhamento de cada atomo, em uma determinada dire¢do, devido ao espalhamento
elastico (Thomson) de todos os seus elétrons. Sendo p(r) a densidade eletrénica do
material, expressamos f; da seguinte maneira:

£,@ = [4nr’p(r) k-

dr.

qr
Para o caso de materiais com ordenamento periddico, o fator de estrutura F(q) é o
resultado da interferéncia de todas as ondas espalhadas pelos 4tomos da unidade de
repeticdo e depende da diferenga de fase entre elas, do fator de espalhamento, f; ,e das

coordenadas de cada 4tomo dentro da cela unitdria, conforme a expressdo abaixo:

F@ =3, f;(@e™”
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O resultado do experimento, ou seja, a curva da intensidade I do feixe difratado, é
proporcional ao quadrado do médulo da amplitude da onda espalhada, I o< [F(q)]’, e,

portanto, a informacg8o da fase ¢ da onda é perdida. A Figura 20 mostra o diagrama de fase
para F(q)=[F(q)le".

|F (a)

Figura 20: Diagrama de Argand para F(q)=[F(q)le".

A determinacdo da fase associada ao Fator de Estrutura é o que se constitui o
chamado Problema da Fase. Muitas técnicas sdo utilizadas para solucionar o problema da
fase. Andlises quimicas ou bioquimicas podem determinar se uma cela unitaria do arranjo
da amostra é composta por alguma regido de densidade eletr6nica constante, como uma
cadeia hidrocarbonada (—(CH3),—) de um &cido graxo ou de alguma regido com alta
densidade eletronica. Essas informagGes permitem, por exemplo, determinar se um sistema
possui uma estrutura centro-simétrica.

Se uma estrutura € centro-simétrica, entdo, para cada atomo localizado em (x;, y;, z),

existe um atomo idéntico em (-x;, -yj, -z;) €, portanto, F(q) € real:

N
F(q) = Fys = Y.f; explamilhx; +ky; +1z;)
J

N/2
F(q) = Fyy =2 3 f; cos(2nlhx ; +ky +1z;))
j




47
CAPITULO II1
METODOS E TECNICAS EXPERIMENTAIS DE ANALISE

e, para o caso unidimensional da estrutura lamelar das membranas, temos:

N/2
F(q) =Fyy =2 Z f, cos(27t(lzj ))
J

F(q) =| F(q) | ¢'°, com ¢ =0 ou .

Sendo a fungdo F(q) real, aquele problema de muitas possibilidades foi reduzido a
um problema de somente duas possibilidades para cada reflexdo, como vemos no diagrama
de Argand da Figura 21. Ainda assim, ficamos com um conjunto de 2" possibilidades (n, o
nimero de reflexdes). Este conjunto pode ser usado para calcular perfis de densidade
eletronica tentativos que poderdo ser comparados com o perfil esperado a partir da
composicdo quimica das lamelas. Além deste método de tentativa e erro, existe, dentre
outros, um método que € baseado na variagdo do fator de estrutura com o inchamento da

membrana (swelling method)®.

- |F )| |F (q)]

Figura 21: Diagrama de Argand para F(q) de estruturas centro-simétricas.

Encontradas as fases, através de algum dos métodos disponiveis, recuperamos a
funcdo F(q), modulo e fase, a partir das intensidades das ordens de difracdo (n=1,2,3...) e a
aplicagio do teorema da amostragem®®®, desenvolvido por Shannon. O teorema afirma

que:
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Se uma fungdo d(x) é nula fora do intervalo |x| < d/2, entdo a sua transformada de
Fourier F(q) pode ser determinada de maneira continua através dos valores discretos,

mddulo e fase, que ela assume nos pontos de uma determinada amostragem.

A andlise de Shannon indica ainda que existe uma e somente uma funcdo F(q) que
contém os pontos da amostragem e cuja transformada de Fourier, d(x) ¢ limitada ao
intervalo |x| < d/2. Os pontos da amostragem s3o as intensidades das varias ordens de
difracdo, (|[F(q)|) com os respectivos sinais das fases (1 ou —1 ja que as fases de sistemas
centro-simétricos seriam ¢ = 0 ou m). Como os espacamentos da estrutura lamelar das
vesiculas sdo grandes (30 a 50 A), é possivel observar vérias ordens de difragio em um
mesmo espectro. Quanto mais ordens observadas, maior precisdo € alcangada na
reconstrucdo da fun¢do densidade eletronica.

Definida a amostragem, o caminho usual da reconstru¢do da funcdo F(q) € utilizar
uma soma de fungdes sinc ponderadas pelos valores daquele conjunto. E, por fim, a
transformada de Fourier da funcdo F(q) determina o perfil de densidade eletrnica do

sistema estudado.
Informacoes Fornecidas pelos Experimentos

Os resultados de difragdo de raios X dos experimentos fornecem principalmente
quatro tipos de informacdo sobre os sistemas estudados: 1) as distincias de repeti¢do, ou
pardmetros de rede, dos materiais ordenados, 2) o tamanho dos dominios cristalinos, 3) a
presenga de estruturas lamelares e 4) o perfil de densidade eletronica na diregdo

perpendicular aos planos lamelares.

Distancias de Repeticdo e Tamanho dos Dominios Cristalinos

Esses dois primeiros itens 