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RESUMO

Esta dissertagdo incidiu sobre o estudo de alguns parametros fisico-quimicos de
xantonas mono-hidroxiladas obtidas por sintese, designadamente, da 1-
hidroxixantona, 2-hidroxixantona, 3-hidroxixantona e da 4-hidroxixantona.

O interesse do estudo destas substancias reside no facto de muitas delas serem
bioactivas, podendo vir a dar origem a novos farmacos. A importancia das xantonas
reflecte-se ainda em termos ambientais por possivelmente poderem ser utilizadas na

eliminagao de alguns tipos de poluentes.

Foram efectuados estudos do coeficiente de partilha, de avaliagdo da fluidez da

membrana e das interacgdes electrostaticas.

O coeficiente de partilha foi estudado num sistema octanol/agua, utilizando técnicas
espectrofotométricas no UV/Vis, e em micelas de hexadecilfosfocolina (HDPC), como
sistemas mimetizadores das membranas biolégicas, utilizando técnicas
espectrofotométricas de segunda derivada no UV/Vis. Os resultados obtidos
conduziram a valores de coeficiente de partilha (log P), superiores quando estes foram

determinados no sistema micelar.

A fluidez membranar e as interacgdes electrostaticas foram estudadas em lipossomas
unilamelares (LUV) de fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC), obtidas pelo método de
hidratagdo do filme lipidico. Para a determinagdo destes parametros foram utilizadas
técnicas espectrofotométricas de fluorescéncia e espectroscopia de correlagao
fotdnica. Os resultados obtidos mostraram que, ndo existem alteragbées na fluidez da
membrana dos lipossomas com o aumento da concentragdo das xantonas estudadas.
Os valores obtidos no estudo do potencial zeta (), mostraram ndo haver uma carga
formal entre a superficie da membrana dos lipossomas e as xantonas estudadas.

A formacado de dipolos estabilizados por ressonancia podem justificar os diferentes

comportamentos observados.




ABSTRACT

This thesis studies some physicochemical parameters of mono -hydroxylated xanthone
of synthesys, namely the 1-hydroxyxanthone, the 2-hydroxyxanthone, 3-
hydroxyxanthone and 4-hydroxyxanthone.

Most of these xanthones are bioactive substances which could be used in the design of
new drugs. Moreover, xanthones can be also considered from ecological perspective,
as they possibly play an important role in the elimination of some kind of pollutants.

These facts stresses out the importance of the present study.

The work aimed at the study of partition coefficient, the evaluation of membrane fluidity
and electrostatic interactions.

The partition coefficient was studied in octanol /water system using spectrophotometric
techniques in UV/Vis and in micelles of hexadecylphosphocoline (HDPC), as a mimic
system of the biological membranes, using spectrophotometric techniques of the
second-derivative in UV/Vis. The results shown that partition coefficients were higher

for micellar system.

Both, membrane fluidity and the electrostatic interactions were determined in
unilamellar liposomes (LUV) of phosphatidylcoline of egg yolk (EPC) obtained by the
lipidic film hidratation method. These parameters were determined by using
spectrophotometric techniques of fluorescence and photonic correlation spectroscopy.
The results shown that any changes were produced in the membrane fluidity of
liposomes when the concentration of xanthones was increased. Values obtained in the
study of the zeta potential (), shown that there is no formal electric charge between
the membrane surface of liposomes and studied xanthones.

Stabilized dipoles formed by resonance can justify the observed behaviors.




RESUME

Cette dissertation inclut I'étude de quelques parameétres physico-chimiques de
xanthones mono- hydroxylées obtenus par synthése, plus précisément de la 1-
hydroxyxanthone, la 2-hydroxyxanthone, 3-hydroxyxanthone et 4-hydroxyxanthone.

La pertinence de cet étude trouve son fondement dans le comportement bioactive de
les xantones qui, ainsi, pourront étre utilisées dans la conception de nouveaux
médicaments. L'intérét pour les xanthones existe aussi du point de vue écologique

dans la mesure ou celles-ci jouent possiblement un réle dans I'élimination de polluants.

Durant ce travail, les parameétres étudies ont été le coefficient de repartition de la

fluidité membranaire et les interactions électrostatiques.

L'étude du coefficient de répartition a été réalisée dans le systéme octanol/eau en
utilisant techniques spectrophotometriques dans la zone UV/ VIS et en utilisant des
micelles de hexadecilphosphocoline (HDPC) comme systémes imitant de Ila
biomembrane ainsi que des techniques spectrophotometriques de la dérivée seconde
dans la zone UV/ VIS.

Nous avons obtenu des valeurs de coefficients de répartitions (log P) supérieures
quand celles-ci ont été étudiées dans les systémes micellaires. La fluidité membranaire
et les interactions électrostatiques ont été étudiées dans les liposomes unilamellaires
(LUV) de phosphatidilicoline de jaune d'oeuf (EPC), obtenus par la méthode
d’hydratation du film lipidique. La détermination de ces paramétres a été effectuée en
utilisant des techniques spectrophotometriques de fluorescence et spectroscopie de
corrélation photonique. Les résultats obtenus montrent qu'il n'existe pas de
changement de la fluiditt membranaire des liposomes avec l'augmentation de la
concentration des xanthones étudiées. Les valeurs obtenues dans I'étude des
potentiels zéta (), montrent qu’il 'y a pas de charge formelle entre la superficie

membranaire des liposomes et les xanthones étudiées.

Les dipdles stabilisés formés par la résonance peuvent justifier les différents

comportements observés,




Introdugéo

1 INTRODUGAO

As xantonas sdo substancias de origem natural ou sintética que apresentam
actividades bioloégicas muito variadas de acordo com a posigdo, numero e o tipo de
substituintes que a estrutura de base, a dibenzo-y-pirona ou xanten-9-ona, apresenta.
Neste contexto, & importante a determinagdo de parametros fisico-quimicos de
substancias bioactivas, por forma a conhecer o seu comportamento quer a nivel
farmacoloégico/biolégico quer a nivel ambiental. O coeficiente de partilha, P, € um dos
parametros mais importantes por reflectir o grau de lipofilicidade das substancias
(Ferreira et al, 2003). A sua determinagdo pode ser efectuada por diferentes
processos. A forma classica de determinagdo do valor de log P, no sistema
octanol/fagua, é o “método de agitagéo em frasco” ou shake flask method, descrito pela
OCDE. Este sistema utiliza técnicas espectrofotométricas no UV/Vis para quantificar a
substancia na fase organica e na fase aquosa. No entanto, mais recentemente, o
coeficiente de partilha tem sido determinado em modelos que mimetizam a
biomembrana, tais como os sistemas micelares e os lipossomas, utilizando como
técnica analitica a espectrofotometria de segunda derivada no UV/Vis (Castro et al.,
2001a).

Os valores obtidos para o coeficiente de partilha das xantonas foram determinados em
octanol/agua (pH 5,0 e pH 7,4) e em micelas de hexadecilfosfocolina/tampao Hepes
(pH 7,4). Estes valores mostraram ser superiores quando se utilizam os modelos
miméticos da biomembrana. A vantagem dos sistemas micelares em relagdo ao
sistema classico assenta no facto de os primeiros contabilizarem as interacgbes
electrostaticas estabelecidas entre as regides polares dos fosfolipidos e as
substancias estudadas (Ferreira et al., 2003).

Os processos de partilha podem ser complementados por fenémenos electrostaticos.
As interaccbes dos grupos polares dos fosfolipidos com moléculas carregadas
apresentam a capacidade de modificar o conteudo idnico da superficie membranar
(Seelig et al., 1987 cit. Matos, 2001). A utilizagdo de sondas fluorescentes devido as
suas caracteristicas espectrais bem definidas, permitem conhecer a localizagao das
substancias no sistema membranar e ainda avaliar as interacgdes estabelecidas
(Castro et al., 2001a). Para os estudos da avaliagao das interacgdes membranares, foi
utilizada uma sonda fluorescente de localizagao intermédia, a sonda 6-AS. Este tipo de
sondas, da série do acido n-antroiloxiestearico (n-AS), apresentam um grupo
antracénico ligado em diferentes posicbes na cadeia alquilo, assinaladas pela
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numeragdo n, através de uma ligacdo éster (Ferreira et al., 2003). Os estudos da
avaliagdo das interacgdes membranares foram efectuados em lipossomas
unilamelares (LUV) de fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC) de pH 7,4.

A anisotropia de fluorescéncia € uma técnica analitica que visa quantificar o grau de
fluidez existente nas estruturas membranares. Baseia-se na excitagao fotoselectiva do
fluoréforo por luz polarizada (Lakowicz, 1999). A determinagdo do grau de fluidez foi
efectuada para as mesmas estruturas organizadas, lipossomas, e nas condigbes
anteriormente referidas. Os resultados experimentais obtidos mostraram n&o haver
perturbagdes significativas no grau de fluidez da membrana dos lipossomas.

Os valores obtidos para o estudo do potencial zeta (), mostraram n&o haver uma
carga formal entre a superficie da membrana dos lipossomas e as xantonas
estudadas. A formacéo de dipolos estabilizados por ressonancia podera explicar os

comportamentos observados.

A presente dissertagdo encontra-se organizada em duas componentes: uma primeira
parte, que constitui o suporte tedérico e uma segunda parte, que apresenta a
componente experimental. O suporte tedrico & constituido por trés capitulos: este
capitulo 1, Introdugéo, o capitulo 2 denominado, Interesse do Estudo dos xantonas, e
capitulo 3 designado por, Sistemas Simuladores das Biomembranas. No capitulo 2, &
efectuada uma breve exposicdo da quimica e da actividade biolégica das xantonas e
ainda uma abordagem sobre as potencialidades destas substancias em termos
farmacolégicos e ambientais. No capitulo 3, sdo descritas as caracteristicas estruturais
e funcionais da biomembrana e dos sistemas micelares e vesiculares utilizados.

A componente experimental & constituida pelos capitulos 4 e 5. No capitulo 4,
Materiais e Métodos, sdo descritos os varios procedimentos que conduziram a
realizag@o dos ensaios experimentais. No capitulo 5, sdo apresentados e discutidos os
resultados obtidos para os diferentes estudos efectuados. Por ultimo, o capitulo 6,
Conclusdes, é constituido pelas ilagbes de todos os estudos desenvolvidos nesta

dissertagdo e perspectivas futuras.
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2 INTERESSE DO ESTUDO DAS XANTONAS

21 Xantonas: Quimica e Actividade Biolégica

A dibenzo-y- pirona ou xanten-9-ona (fig. 2.1) corresponde ao nulcleo basico de uma
grande familia de substancias cuja origem pode ser natural ou sintética. As xantonas
podem ser agrupadas em xantonas simples oxigenadas, xantonas glicolisadas,
xantonas preniladas e derivados, e ainda em xantonas mistas (Sousa, 2003). O
namero e o tipo de substituintes ligados aos diferentes atomos de carbono da referida
estrutura de base conferem distintas actividades biolégicas/farmacolégicas. A primeira
xantona natural foi isolada a partir da planta Gentiana lutea em 1891. Desde entédo, um
vasto numero destas moléculas tém sido isoladas quer de plantas quer de liquens,
fungos e fetos (Pinto,1997; Ranijith e Wijesinghe, 1997).

A biossintese de xantonas em plantas superiores ocorre segundo a via acetato-
xiquimato. Segundo Peres et al. (2000) e Fernandes (1996), relativamente as xantonas
simples, os atomos de carbono 1-4 (anel A) indicam a via acetato enquanto que os
atomos de carbono 5-8 (anel B), apontam a via acido xiquimico (figura 2.1).

A sintese de xantonas foi introduzida por Grover, Shah e Shah em 1955 (Grover et al.,
1955). O método classico utilizado apresenta como requisitos um derivado do acido
salicilico e um fenol adequado, submetidos a aquecimento, em presenca de um
agente desidratante como o cloreto de zinco em pentacloreto de fésforo. No entanto,
devido a limitacbes apresentadas por este processo, outras metodologias alternativas
foram propostas para a sintese de xantonas simples oxigenadas. A sintese de
Ullmann (Moroz e Shvartsberg, 1974) recorre a intermediarios de éter bifenilico
contendo um grupo carboxilo, o qual cicliza por uma acilagdo intramolecular acido
catalizada. Também Quillinan e Scheinmann (1973) introduziram a formagéo de
intermediarios por acilagdo de Friedel-Crafts de derivados metoxibenzeno com
cloretos de benzoilo apropriados, em presenca de cloreto de aluminio em éter. Nesta
estratégia de sintese a ciclizagdo a xantonas é efectuada pela eliminagdo base-
catalizada de metanol (Sousa, 2003).
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Figura 2.1. Estrutura molecular da xantona. Os atomos a cor vermelha representam atomos de oxigénio.

Aspectos como o isolamento de xantonas a partir de plantas, sintese de novas
moléculas, estudos de actividade, da relagao estrutura-actividade e também de alguns
parametros fisico-quimicos tém sido objecto de estudo de varios investigadores
(Sousa et al., 2002; Saraiva et al., 2002 e Nurez ef al., 2004) .

As actividades biolégicas observadas nestas substancias sdo muito variadas (tabela
2.1): anti-inflamatéria, anti-hepatotoxica, antidiabética e antimalarica (Portela, 2003).
Outros autores como Bo (2004) e Gnerre ef al. (2001) sublinham ainda outras
capacidades como a inibigdo da actividade da monoaminoxidase (MAQO), actividade
antitumoral e actividades anti-bacteriol6gica e anti-fungica. Consequentemente, poder-
se-& assumir que o estudo das xantonas se reveste de um interesse farmacolégico e

biolégico indiscutivel.
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Tabela 2.1. Alguns efeitos a nivel celular das xantonas oxigenadas.

Xantona (s)

Sistemas- Alvo

Efeito

Xantonas simples polioxigenadas
Xantonas simples oxigenadas
Xantona simples e tetraoxigenada
Xantona simples polioxigenadas
Xantonas polioxigenadas
Xantonas simples e tetraoxigenada
Xantonas simples oxigenadas
Xantona, xantonas tetraoxigenada
4-hidroxixantona

Xantonas monoxigenadas

Enzima conversora da angiotensina |
3' 5'-fosfodiesterase do AMPc
Fosfolipase C
Monoaminoxidases A e B
Linfécitos T
Quinase C de proteinas (PKC)
Virus da Leucemia murina de Moloney
Canais de calcio

Macrofagos

Sistema humano do complemento

Inibicao
Inibicdo
Inibigao
Inibigao
Inibicdo da proliferagéo
Inibicao
Inibigdo
Blogueio
Inibigao da fagocitose

Inibicdo

Fonte: Adaptado de Sousa, 2003.

O estudo incidiu sobre xantonas mono-hidroxiladas, que possuem um grupo funcional

hidroxilo (-OH) localizado em diferentes posi¢des no primeiro anel (anel A) (fig. 2.2).

R4 R, R; R4

OH H H H
H OH H H
H H OH H
H H H OH
H H H H
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Figura 2.2. Estruturas moleculares das xantonas mono-hidroxiladas. Os atomos a cor a azul simbolizam

J

radicais hidroxilo (-OH), cuja posigdo no anel A esta representada por Ry, Rz, Rz e Ra.

2.2 Xantonas: Perspectiva Farmacologica e Ambiental

As xantonas sdo substancias cuja importancia se reflecte quer a nivel farmacolégico
quer a nivel ambiental. Em termos farmacoldgicos a determinagdo de parametros
fisico-quimicos das xantonas tem a maior importancia por apresentarem variadas
actividades biolégicas, conduzir a avaliagdo da biodisponibilidade, estudar a relacéo
estrutura-actividade e assim contribuir para a planeamento racional de novos
farmacos. Em termos ambientais, as xantonas, podem ser abordadas quanto ao
impacte ambiental proveniente da sua utilizagdo como farmacos e ainda quanto ao
aproveitamento da sua capacidade quelante na sequestragdo de metais e scavenger
de radicais livres (Saxena e Seshadri, 1957).

A estrutura molecular das xantonas indica que, os grupos carbonilo (C=0) e hidroxilo
(OH), sejam os intervenientes no processo de sequestracdo de metais, no qual o
grupo carbonilo funcionaria como grupo dador de electrées (Saxena e Seshadri, 1957).
Segundo Brahm e Jain (1962) a 1-hidroxixantona tem a capacidade de participar na
formacdo de quelatos, designadamente, na sequestragdo do ido ferro. Ainda outros
autores como, Kelly et al. (2001), demonstraram a capacidade da 4,5-dihidroxixantona
em formar um complexo xantona-heme em estudos de interacgdes de ligagdo entre
esta molécula e o grupo heme, na qual ocorre a sequestragédo do ido ferro. Também,
Boucher et al. (1999), efectuaram estudos de complexagdo nos quais utilizaram a
xanten-9-ona e o ido aluminio. Extrapolando esta capacidade exibida pelas xantonas
para o meio ambiente, a possivel aptidao natural destas substancias podera constituir
mais uma alternativa para a eliminagao de poluentes e ser uma estratégia eficaz para
a resolugdo de problemas ambientais (Peres et al., 2000; Heinrich, 2002). Contudo,
devido a sua estrutura de base, a xanten-9-ona, tem sido também considerada como
sendo um possivel xenobidtico presente em aguas estuarinas (Bester e Theobald,
2000).
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Desde os anos 90, que o impacte ambiental de farmacos tem originado uma
preocupagado crescente, pelo facto de estas substancias serem introduzidas no meio
ambiente aquando a sua excre¢ao pelo organismo ou como resultado de processos de
sintese (Daughton e Jones-Lepp, 2001). Consequentemente, estas substancias
encontram-se com frequéncia no meio ambiente, em cursos de agua e nos solos, de
onde sdo transferidas para as cadeias tréficas e submetidas a um processo de
bioacumulagdo. Farmacos antibioticos e estrogénios sdo particularmente
preocupantes pelos efeitos que podem causar, no entanto, & importante conhecer e
prever qual o comportamento ambiental de qualquer substancia com actividade
farmacologica. De entre os muitos parametros que afectam a distribuicdo e a
bioacumulagdo, um dos mais importantes é o log P (Sangster, 1997). Este parametro
ao mostrar a afinidade de uma substancia para a agua e para um solvente lipofilico, é
frequentemente utilizado para prever e explicar a transferéncia das substancias da
agua para 0s organismos vivos e a sua tendéncia para bioacumular. A bioacumulagéo
€ o processo pelo qual uma substancia quimica se acumula num organismo numa
concentracdo superior a existente no ambiente (Sangster,1997). O potencial de
bioacumulacéo de elementos quimicos em organismos vivos € no meio ambiente, visa
contabilizar o impacte ambiental da actividade humana, sendo efectuado através dos
factores de bioconcentragdo (FBC). Varios estudos apontam para uma correlagdo
positiva entre os valores dos logaritmos da partilha e os factores de bioconcentragao

(Davis e Carpenter, 1997).

De salientar ainda, que os testes de ecotoxicidade que actualmente se efectuam
conduzem a avaliagdo dos riscos para o0 meio ambiente, no entanto, ndo tém em conta
a actividade biologica caracteristica das substancias activas. Assim, a realizagéo de
testes de toxicidade quer a longo quer a curto prazo, testes de bioacumulagao e testes
de biodegradagdo, sao aspectos importantes em termos ambientais
(www.mpa.se/om_verket/publikationer/miljouppdraget/040824_miljouppdraget-
sammanfattning).
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3 SISTEMAS SIMULADORES DA BIOMEMBRANA

3.1 A biomembrana

A estrutura das membranas bioldgicas & explicada pelo modelo do mosaico fluido,
proposto por Singer e Nicholson em 1972 (figura 3.1). O modelo descreve a
biomembrana como um fluido bi-dimensional, liquido ou cristal-liquido, no qual se
encontram integrados os seus componentes. Quimicamente, a biomembrana &
constituida por fosfolipidos e colesterol, por proteinas, localizadas a nivel periférico e
integradas na bicamada lipidica, e ainda por polissacarideos (Alberts et al., 2002,
Lipowsky, 2002).

A membrana celular € uma estrutura dinamica sendo a sua fluidez resultante da sua
composicdo quimica. A flexibilidade é atribuida ao movimento transversal dos
fosfolipidos, conhecido por “flip-flop’. Para além deste movimento de “flip-flop”, a
biomembrana apresenta ainda movimentos de rotagdo e de difusao lateral (Alberts et
al., 2002). Uma outra caracteristica da estrutura membranar € a sua assimetria
apresentada pelas camadas fosfolipidicas. Cada face da bicamada fosfolipidica mostra
ter diferentes caracteristicas, designadamente, a nivel da composicao lipidica e
proteica (Alberts et al., 2002).

A bicamada lipidica ndo & miscivel com o liquido extracelular nem com o liquido
intracelular, constituindo uma barreira para o movimento das moléculas de agua e de
substancias hidrossollveis entre os compartimentos intra e extracelular. No entanto,
algumas substancias conseguem atravessar a bicamada lipidica difundindo-se

directamente nela, designadamente, as substancias lipossoluveis (Alberts, 2002).

A biomembrana desempenha ainda outras fungdes, intervindo em numerosos
processos celulares, tais como por exemplo, em mecanismos de comunicagao e de
transporte celular (Alberts ef al., 2002).
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Figura 3.1. Representagdo do modelo do mosaico fluido da biomembrana (Fonte: www.rena.e12.ve)

3.1.1 Lipidos membranares: quimica

A constituicdo genérica de um fosfolipido (figura 3.2) compreende uma parte
hidrofébica constituida por cadeias de acidos gordos e uma parte polar constituida por
um ou mais grupos fosfato, os quais conferem a molécula um caracter hidrofilico

(Alberts et al., 2002).
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Figura 3.2. Representagdo da estrutura molecular de um fosfolipido (Fonte: http:// www.web-books.com).

Os lipidos constituintes das biomembranas distribuem-se principalmente por quatro

grupos: fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos e esterdis. Dos esterois, o mais
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representativo é o colesterol. A estrutura molecular basica destes lipidos bem como os
principais substituintes polares (posicdo X, figura 3.3) das biomembranas encontram-
se ilustrados na figura 3.3. As cadeias alquilicas (R1 e R2) podem ser saturadas ou
insaturadas e estdo compreendidas entre C10 e C28. De um modo geral, os lipidos
naturais mostram, uma grande diversidade na composi¢do das cadeias carbonadas,
em oposi¢do aos lipidos sintéticos, que habitualmente apresentam uma composigéo
em Aacidos gordos muito homogénea. Devido & biossintese dos acidos gordos, os
fosfolipidos naturais apresentam um numero par de atomos de carbono, enquanto que
os acidos gordos de sintese podem possuir um numero impar destes atomos (Matos,
2001; Lasic, 1993). Os acidos gordos saturados mais frequentes nas biomembranas
sd0 o miristico (C14), o palmitico (C16) e o estearico (C18). Dos insaturados, o0 mais
importante é o acido oleico, com 18 atomos de carbono e uma dupla ligagdo em C-9
(Matos, 2001).

Grupos lipidicos constituintes da biomembrana Principais substituintes polares (posigéo X)
Rr—orﬂ,
R,—OCH
| ir Fosfolipido
cH,—o—lp—o—x
o tT‘Hs
O—CH.‘,—CHZ—T’WCHJ colina
n‘—m=a+—c|:u—m CH,
i '"_T" W Esfingolipido
CH—0—P—0—X o—cﬂz—CHz—NH; gtanolamina
|o. -
NH,
R’ WCIHZ 0—CH serina
Rz—m“l-ﬂ_'l}l & Glicalipido Co0-
;—0 0 OH
. 0—-CH2-—(|:H-—(1J112 glicerol
OH OH
oH
inositol
Colesterol
H

Figura 3.3. Estrutura quimica dos principais grupos de lipidos constituintes da biomembrana (Fonte:
Matos, 2001).

Exemplos concretos desses substituintes polares encontram-se seguidamente
ilustrados (fig. 3.4).
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Figura 3.4. Representagdo da estrutura molecular de possiveis grupos polares existentes nos

fosfolipidos.

Os fosfolipidos contendo colina e etanolamina constituem moléculas zwitteridnicas a
pH fisiolégico, porque apresentam o grupo aménio quaternario com carga positiva e o

grupo fosfato desprotonado para esse valor de pH (Matos, 2001).
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3.1.2 Caracterizacdo termodinamica da biomembrana

Do ponto de vista termodinamico, uma caracteristica importante apresentada pela
bicamada lipidica & a existéncia de uma temperatura, especifica para cada fosfolipido,
para a qual a organizacdo dos fosfolipidos sofre uma alteragdo. Neste contexto, a
bicamada fosfolipidica pode apresentar-se numa fase de grande ordenacédo,
designada por estado de gel-sélido ou OL (do inglés, ordered liquid) na qual os
fosfolipidos se encontram iméveis com as cadeias carbonadas de acidos gordos
estruturalmente ordenadas. Acima do seu ponto de fusdo, os fosfolipidos transitam
para uma fase mais fluida denominada cristal- liquido ou DL, (do inglés, disordered
liquid) formando estruturas fracamente empacotadas, com elevada mobilidade lateral e
com as cadeias carbonadas estruturalmente desordenadas (figura 3.5). Uma terceira
fase intermediaria pode ainda ser considerada, a fase liquida ordenada, na qual os
fosfolipidos apresentam mobilidade lateral e cadeias carbonadas ordenadas (Helms e
Zurzolo, 2004; Castelli et al., 2004).

Estado Gel - Baixa temperatura

RSO ICD D ED LD
’~’::::':::":‘:"’:‘¢’:?“
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Figura 3.5. Representacéo da organizacio estrutural apresentada pelos fosfolipidos nos estados de gel e
cristal-liquido. (Fonte: Wolfe, 1993)

A temperatura de transicdo de fase, Tc, caracteristica para cada fosfolipido,

compreende um intervalo de temperaturas para o caso de fosfolipidos com




Sistemas Simuladores da Biomembrana

composicido heterogénea. A amplitude do intervalo de temperaturas, que pode ser
superior a 10 °C, depende fortemente da composicao lipidica da amostra (Lasic,
1993). No que respeita aos fosfolipidos sintéticos puros, antes da fase de transigédo
(Tc), muitos destes fosfolipidos apresentam uma fase de pré-transicao (T'c), para a
qual as cadeias carbonadas que apresentem torgdo se orientam paralelamente ao eixo
da bicamada (Matos, 2001).

A temperatura de transicdo de fase dos fosfolipidos depende da natureza do grupo
polar, do comprimento e do grau de insaturacao das cadeias alquilicas. De um modo
geral, a temperatura de transicdo de fase apresenta uma relagdo directamente
proporcional ao comprimento das cadeias dos Aacidos gordos esterificantes e

inversamente proporcional ao grau de insaturacao (Matos, 2001).

3.1.3 Fixag¢ao de moléculas e curvatura da biomembrana

O processo de fixagdo pode ocorrer na parte terminal do grupo polar do fosfolipido ou
estender-se ao longo das cadeias carbonadas deste. As moléculas fixadas e/ou
adsorvidas exercem pressao na biomembrana induzindo sobre esta uma curvatura
localizada. O grau dessa curvatura reflecte as contribuicoes da entropia e da entalpia
da interaccdo estabelecida entre a biomembrana e a molécula. A difusido lateral de
moléculas conduz a existéncia de colisdes que também contribuem para a curvatura
(Lipowsky, 2002).

A extensdo da ligacdo das moléculas a membrana lipidica, processo quantificado pelo
coeficiente de partilha (P), bem como a sua localizagdo na biomembrana, sao
aspectos importantes. Assim, valores de coeficiente de partilha elevados (log P>3)
aumentam a probabilidade de a substancia interagir com o receptor. Adicionaimente,
para que a substancia possa interactuar adequadamente com este, tera que penetrar
a uma profundidade adequada na membrana lipidica, até que alcance o local activo. A
orientagdo com que a substancia se localiza na biomembrana €& igualmente
importante, uma vez que devera estar em concordancia relativamente a posi¢ao do

local activo do receptor (Matos, 2001).
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3.2 Estruturas micelares

3.2.1 Estrutura geral das micelas

Moléculas anfifilicas sdo moléculas que contém um grupo polar numa das
extremidades e um grupo apolar na outra extremidade. O referido tipo de moléculas
apresenta, assim, afinidade simultaneamente para as fases aquosa e apolar. A partir
de determinado valor de concentragdo designada por concentragao critica, as
moléculas atingem o seu limite de solubilidade e iniciam o processo de auto-
agregacao, organizando-se numa micela (Njus, 2000). A estrutura micelar é
constituida por moléculas anfifilicas cuja parte polar se encontra em contacto com a
fase aquosa e a parte apolar voltada para o interior da micela. O limite de solubilidade
anteriormente mencionado € denominado por concentragdo micelar critica (cmc).
Acima do valor de concentragdo micelar critica, tais moléculas apresentam a
capacidade de auto-agregacdo formando diferentes tipos de estruturas organizadas,
exemplificadas na figura 3.6 (Matos, 2001; Njus, 2000).

S I8

Esférica Tubular

Empacotamento hexagonal
tubular

Figura 3.6. Representagdo esquematica da morfologia micelar (Fonte: htlp:l!www.chemsoc.org).

A formacédo espontanea de micelas envolve dois factores. O efeito hidrofébico e a
interaccdo dos grupos polares, os quais interferem na energia livre da estrutura
micelar. O efeito hidrofébico & o responsavel pela apreensdo da parte ndo polar da

molécula no interior da micela enquanto que as interacgdes dos grupos polares

determinam o grau de empacotamento das moléculas na micela (Njus, 2000).
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A figura 3.7. ilustra uma micela esférica, com os seus grupos polares voltados para a

solugédo aquosa e as cadeias carbonadas hidrofébicas para o interior.

Figura 3.7. Representagio esquematica de uma micela esférica (Fonte: http:/mwww. saints.css.edu).

O numero de moléculas do monémero que constitui a micela & designado por numero
de agregacao (Ag#). Este numero é o responsavel pela forma e dimensao da estrutura
final. De um modo geral, uma micela apresenta um didmetro entre 26 e 60 A e o
namero de monémeros esta compreendido entre 50 e 100 (Rakotomanga, 2004;
Matos, 2001). A estrutura micelar mais frequente é formada por um nucleo, constituido
pelas cadeias hidrocarbonadas e uma camada mais externa constituida pelos grupos
polares e por contra-ides, designada por camada de Stern. Uma regido adjacente a
esta, constituida por uma elevada densidade de contra-ides & denominada por dupla
camada de Gouy-Chapman (Matos, 2001).

A concentragdo micelar critica e o niumero de agregacao constituem dois aspectos
fundamentais para a caracterizagdo de uma micela. Njus (2000), apresentou algumas
consideragdes gerais sobre como estes dois parametros podem estar relacionados. O
aumento do comprimento da cadeia hidrocarbonada da molécula anfifilica diminui quer
a solubilidade quer a concentragdo micelar critica. Por motivos semelhantes,
moléculas anfifilicas com duas cadeias hidrocarbonadas, como os fosfolipidos,
apresentam uma concentragdo micelar critica de menor valor quando comparada com
moléculas que possuem uma unica cadeia hidrocarbonada, como & o caso dos

detergentes. O aumento da forga idnica promove uma diminuigdo das forgas

repulsivas estabelecidas entre os grupos polares de detergentes ionicos aumentando
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assim o numero de agregagéo, contrariamente ao que ocorre com os detergentes nédo
iénicos (Njus, 2000).

Os principais locais de interacgéo entre solutos e a micela podem ocorrer a varios
niveis (figura 3.8). Moléculas com caracteristicas polares podem sofrer adsor¢édo a
superficie micelar (1) ou localizarem-se entre as "cabegas" hidrofilicas (2 e 3).
Moléculas com caracteristicas anfifilicas podem interagir com os grupos constituintes
da regido polar e intercalarem-se na regiao apolar. Ainda outras duas localizagdes séo
possiveis, no caso de moléculas com uma maior propor¢éo lipéfila e de moléculas
ndo-polares. As primeiras podem ser inseridas a um nivel mais profundo e as
segundas no interior da micela (4 e 5). Devido ao caracter dindmico apresentado por
estas estruturas, a localizacio exibida por um soluto corresponde a uma posi¢ao

média ao longo do tempo (Matos, 2001).

Figura 3.8. Representagio esquematica de possiveis locais de ligagdo de solutos em micelas (Fonte:
Matos, 2001).

3.2.2 Importancia das micelas

A capacidade que as micelas apresentam para dissolver substancias de diferentes
polaridades tem importantes aplicagdes a nivel biolégico e a nivel farmacéutico. Os
detergentes naturais, como os sais biliares, fosfolipidos e glicosideos esterodis, séo
importantes componentes de estruturas biolégicas e desempenham fungbes
fundamentais nos mecanismos de absor¢do e transporte de substancias exogenas.

Um passo limitante na absor¢do de farmacos muito lipossollveis & a sua solubilidade




Sistemas Simuladores da Biomembrana

nos fluidos do tracto gastrointestinal, que & facilitada pela presenca de micelas.
Substancias muito hidrossollveis tendem a dissolver-se rapidamente, mas a difusdo
através da membrana é limitada, sendo adjuvada pela presenga das micelas (Matos,
2001).

Das vantagens apresentadas pelos sistemas micelares podem ser enumeradas a sua
facil e rapida preparagao, o facto de apresentarem uma estabilidade elevada e a sua
potencial utilizagdo em formulagées farmacéuticas para alterar a biodisponibilidade de
farmacos (Matos, 2001; Lopes, 1997). Apesar de, algumas desvantagens tambéem
poderem ser apontadas, nomeadamente a semelhancga estrutural incompleta com os

sistemas que se pretende mimetizar, as vantagens revelam-se compensadoras.

Na componente experimental, foram utilizadas como sistema simulador da
biomembrana micelas de hexadecilfosfocolina (HDPC) cuja estrutura molecular se
encontra seguidamente ilustrada (figura 3.9).

Figura 3.9. Estrutura molecular de uma micela de hexadecilfosfocolina (Fonte: hitp://www. mcmaster.ca)
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3.3 Estruturas vesiculares: lipossomas

Os agentes anfifilicos constituidos por um grupo hidrofilico ligado a duas cadeias
hidrofébicas apresentam a capacidade de, espontaneamente, formar agregados em
bicamada, os quais assumem a forma de uma estrutura esférica e fechada quando
dispersos em solugdo aquosa. Esta estrutura vesicular fechada envolve um
determinado volume de solugdo aquosa, cuja dimensdo estd compreendida entre

alguns nanémetros até micrometros de didmetro (Matos, 2001, Lasic, 1993).

As vesiculas constituidas por fosfolipidos sdo designadas por lipossomas (Pramauro e
Pelezetti, 1996 cit. Matos, 2001). Alec Banham e seus colaboradores, em 1965,
descreveram os lipossomas (do grego lipos (gordura) e séma (corpo) pela primeira vez
como uma dispersdao de fosfolipidos em agua que produzia espontaneamente
estruturas membranares fechadas (figura 3.10). Tais estruturas sdo constituidas por
diversas camadas de fosfolipidos concéntricas, separadas por compartimentos
aquosos (Matos, 2001). Os lipossomas constituem modelos fidveis das biomembranas
devido ao facto de apresentarem os seus constituintes principais e de também

exibirem uma estrutura idéntica a estas.

Figura 3.10. Representagdo esquematica da estrutura de um lipossoma. (Fonte:http:/fwww.

saints.css.edu)

Os lipossomas tém a capacidade de simular muitas das propriedades das
biomembranas, constituindo ferramentas valiosas para o estudo da interac¢éo
xenobiético-membrana. Devido a morfologia e a capacidade de intervir em fenémenos
de transporte na bicamada fosfolipidica, a utilizagdo de lipossomas como sistemas
transportadores de farmacos tem sido largamente estudada (Matos, 2001).
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3.3.1 Classifica¢do e obten¢ado das vesiculas

Na auséncia de qualquer processamento adicional, a dispersdo de fosfolipidos num
excesso de Aagua origina uma populagdo polidispersa designada por vesiculas
multilamelares, as MLV (do inglés, multilamellar vesicles), cujas dimensbes se
encontram, normalmente, compreendidas entre 0,4 e 3,5 uym de diametro. Cada
vesicula consiste em varias lamelas lipidicas dispostas concentricamente, entre as
quais se localiza uma fracgdo do meio aquoso interno. Os lipossomas formados por
uma unica camada s&do denominados vesiculas unilamelares, designadas por LUV (do
inglés, large unilamellar vesicles) se o seu tamanho estiver compreendido entre os 50
nm e 100 nm, ou por SUV (do inglés, small unilamellar vesicles) se o seu tamanho
estiver compreendido entre os 25 e os 50 nm. Poder-se-d0 ainda considerar as
vesiculas de tamanho intermédio, as IUV (do inglés intermediate-sized unilamellar
vesicles) (Matos, 2001; Lasic, 1993).

O processo classico de preparagdo de lipossomas, iniciado por Bangham em 1965,
designa-se por método da hidratagdo do filme lipidico (Bangham,1965 cit. Lasic,
1993). As principais fases do referido processo podem ser observadas na figura 3.11 e

encontram-se descritas pormenorizadamente na secg¢édo 4.4 .

Figura 3.11. Representagdo esquematica da preparagio de MLV: 1) dissolugio do detergente num
solvente orgénico; 2) formagéo do filme lipidico nas paredes do baldo; 3) adigdo de uma solugdo aquosa
ao filme lipidico; 4) agitagdo e obtencéo dos MLV; 5) processamento dos MLV por extrus&o ou sonicagéo
conduzindo a formagéo de LUV. (Fonte: Matos, 2001)
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O método de hidratagdo do filme lipidico pode sofrer algumas variagdes,
nomeadamente, quanto ao solvente organico utilizado, a forma de secagem do
detergente e aos parametros de agitacdo, como o tempo, a intensidade, o modo e a
temperatura (Matos, 2001; Lasic, 1993). No entanto, a maioria destas variagdes
promove a formacdo de MLV, muito heterogéneas relativamente ao tamanho e a
forma, apresentando uma pequena percentagem de SUV e LUV (Hotani et al., 1999).
Factores como a composicao lipidica, a concentragdo, o processo de hidratagao, a
fase aquosa utilizada e o tempo de hidratagéo afectam a preparagao obtida (Woodle e
Papahadjopoulos, 1997 cit Matos, 2001).

Por tratamento mecénico, as MLV formadas podem ser convertidas noutras estruturas,
como as SUV ou as LUV, sendo para isso utilizadas mais frequentemente a sonicagao
e a extrusao (Matos, 2001). O processo de sonicagéo, foi o primeiro método utilizado
para homogeneizar dispersdes de MLV, podendo ser efectuado utilizando um banho
de ultra-sons ou uma sonda de ultra-sons em titanio, a qual & empregue quando uma
maior energia é requerida (Jones e Chapman, 1995 cit. Matos, 2001).

O processo de extrusao consiste na passagem forcada com a ajuda de um gas inerte
e pressao elevada (100 atm) das dispersées de MLV por um extrusor (figura 3.12), o
qual possui filtros de diametro de poro bem definido. Os lipidos devem ser extrudidos a
uma temperatura acima da temperatura de transigdo de fases (de gel a liquido) e ser
submetidos a varias passagens através do filtro para garantir a homogeneidade de
dimensado dos lipossomas (Matos, 2001). Extrusées repetidas permitem diminuir o
numero de lamelas e ap6s dez passagens pelo filtro, os lipossomas obtidos séo
predominantemente unilamelares. O diametro final destas estruturas esta dependente
do tamanho do poro utilizado, bem como das caracteristicas do préprio lipido (Matos,
2001; Lasic, 1993).

Figura 3.12. Extrusor utilizado na producdo de lipossomas(Fonte: www.nutrition-paris5.org).
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O tipo de lipossomas a preparar depende do objectivo dos estudos a realizar. Para
estudos que envolvam a incorporagao de farmacos lipossoluveis, os quais interactuam
com a biomembrana lipidica, a concentragéo do lipido € um aspecto mais importante
do que a dimenséo dos lipossomas (Lasic, 1993).

3.3.2 Estabilidade das vesiculas

A variacdo da funcido de Gibbs quando uma molécula anfifilica transita do meio
aquoso para um ambiente hidrofdbico é consideravel e explica a tendéncia dos lipidos
para se organizarem na forma de bicamada, de modo a minimizar a interac¢éo da
agua com as cadeias carbonadas (Oliveira, 1998 cit. Matos, 2001). A organizagao das
moléculas em bicamadas tende a que o sistema adquira uma configuragéo
termodinamicamente estavel, com uma baixa energia livre. Neste sentido, os
fosfolipidos orientam-se de forma a maximizar a superficie de exposigdo dos seus
grupos polares face ao meio aquoso. A hidratagao do filme lipidico, ilustrada na figura
3.13, induz a formacgéo de bicamadas lipidicas, organizadas em estruturas tubulares
que se alongam, podendo atingir cerca de 100 um de comprimento. Durante esta fase,
as bicamadas estabilizam a uma distancia de equilibrio que resulta do compromisso
entre as forgas repulsivas e atractivas. A agitagdo do sistema provoca o destacamento
das estruturas tubulares, que se fecham e originam lipossomas (Matos, 2001; Lasic,
1993).

Figura 3.13. Representagdo esquematica da formagdo de MLV pela hidratagdo do filme lipidico (Fonte:
Lasic, 1993).
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O mecanismo de formagdo das vesiculas permite a ocorréncia de estruturas com
formas esférica e oval. Estas ultimas, com o decorrer do tempo, convertem-se
progressivamente em estruturas esféricas, para as quais a energia de curvatura é
minima. Tal facto, podera provavelmente ser atribuido ao movimento de "flip-flop" das
moléculas fosfolipidicas entre as lamelas da bicamada (Matos, 2001).

O processo de formacgéo dos lipossomas € influenciado por diversos parametros, tais
como, a temperatura, a agitagdo, a composigdo lipidica, o pH, a forga i6nica e a
osmolaridade da fase aquosa (Barbosa, 1995).

Com o decorrer do tempo os lipossomas podem sofrer alteragbes quer de natureza
fisica, quer quimica (Lasic, 1993). Fisicamente, em conformidade com a sua
constituicdo e com o meio envolvente, os lipossomas podem sofrer agregagéo, fuséo,
deposicao, ruptura membranar ou, no caso de encapsularem solutos, perderem o seu
conteudo (Lasic, 1993). A nivel quimico, os fosfolipidos que constituem os lipossomas
podem sofrer dois processos degenerativos: hidrdlise e oxidagdo. A hidrélise, efectua-
se na auséncia de oxidantes especificos, via um mecanismo de radicais livres. A
oxidacdo dos fosfolipidos ocorre preferencialmente em fosfolipidos poli-insaturados,
como por exemplo a fosfotidilcolina (Grit e Crommelin, 19932 cit. Matos, 2001). A
presenca de oxigénio, luz e elevadas temperaturas constituem aspectos que
contribuem para intensificar o processo de hidrélise. O pH do meio & também um
factor que influencia significativamente a hidrélise, verificando-se um efeito minimo
para o valor de pH préximo de 6,5. Um aumento de hidrdlise, catalizada por &cido ou
por base, verifica-se para valores de pH inferiores e superiores. Por ultimo, a
temperatura também constitui igualmente um factor promotor de hidrélise (Matos,
2001).

Os lipossomas utilizados como sistema simulador da biomembrana no trabalho
desenvolvido foram lipossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC). A figura
seguinte ilustra a estrutura molecular do referido lipido (figura 3.14).
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Figura 3.14. Representagdo esquemdtica da estrutura molecular de uma fosfatidilcolina (Fonte:

http://www.avantilipids.com e http://iwww.reseauproteus.net)

3.4 Micelas e lipossomas como modelos membranares

A similaridade entre agregados auto-organizados, como micelas e lipossomas, e as
biomembranas (figura 3.15) tem despertado a atengéo dos investigadores ao longo do
tempo. Estes micro-agregados, em especial os lipossomas, apresentam a anisotropia
e a organizagio estrutural observada nas membranas biolégicas. Os lipossomas
constituem um modelo mais fiel da biomembrana do que uma micela, devido a sua
estrutura em bicamada. No entanto, estudos efectuados com diferentes substancias
mostram que se obtém resultados muito semelhantes na determinagéo de valores de
coeficiente de partilha, quer usando micelas quer lipossomas (Castro et al., 2001a;
Castro et al., 2001b).

As micelas e os lipossomas podem ser facil e homogeneamente preparados e as suas
propriedades fisicas bem caracterizadas. Outro aspecto a ter em consideragéo, € o
facto de apresentarem maior reprodutibilidade do que a utilizagdo de células ou
tecidos animais (Matos, 2001).
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Bicamada lipidica

Figura 3.15. Representagdo esquematica comparativa das diferentes morfologias estruturais (Fonte:
http/mww.cu.lu)

Na componente experimental foram desenvolvidos estudos de alguns parametros
fisico-quimicos que visaram compreender e caracterizar o comportamento de
xantonas mono-hidroxiladas. Neste sentido, procedeu-se a determinagdo do
coeficiente de partilha, a avaliagdo da fluidez membranar e a avaliagdo das

interacgdes electrostaticas para as referidas substancias.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho incidiu fundamentalmente na determinacao de valores de log P de
xantonas mono-hidroxiladas no sistema octanol/agua e em micelas de
hexadecilfoscolina (HDPC).

Posteriormente, foram ainda realizados estudos de avaliagdo da fluidez membranar e

interacgbes electrostaticas em lipossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC).

4.1 Reagentes, solugdes e equipamento

4.1.1 Reagentes e solugées

As xantonas foram sintetizadas no laboratorio do servigo de Quimica Orgéanica da
Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto, com excepg¢ao da xanten-9-ona que

foi adquirida a Sigma, com um grau de pureza de 97%.

A hexadecilfosfocolina (HDPC), com um grau de pureza superior a 98%, e a
fosfatidilcolina da gema do ovo (EPC), com um grau de pureza de 99,8%, foram

adquiridas a Sigma-Aldrich no estado sélido e utilizadas sem purificagdo adicional.

O octanol, de pureza p.a., foi adquirido a Sigma- Aldrich.

A sonda fluorescente 6-AS foi adquirida a Molecular Probes.

Todos os outros reagentes utilizados foram de pureza p.a. e foram adquiridos a Merck.

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com agua bidesionizada (condutividade

inferior a 0,1 uScm-1).

Cada uma das xantonas em estudo foi pesada rigorosamente e posteriormente
dissolvida em solugdo aquosa de dimetilsulféxido (DMSO) a 1%, de modo a se

obterem solugdes com a concentragao final de 2mM.

A hexadecilfosfocolina (HDPC), foi pesada rigorosamente e posteriormente dissolvida
em solugdo tampado Hepes (pH 7,4), de modo a se obterem solugbes com a

concentracao final de 3mM.
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A solugdo de sonda fluorescente sonda 6-AS, foi preparada por pesagem rigorosa de
0,5 mg de reagente acido-6-(9-antroiloxi)-estearico e posteriormente dissolvida em
etanol a 2% num volume final de 2mL. Ap6s a sua preparagdo, a solugao foi

conservada a 0°C.

4.1.2 Equipamento

e Extrusor (Lipex Biomembranes Inc., Vancouver, Canada), equipado com filtros
de policarbonato de diametros de poro de 100 nm (Nuclepore Corp.,
Pleasantron, CA, USA)

o Espectrofotdmetro UV/Vis Cary Varian100

e Fluorimetro Perkin Elmer LS 50

e Malvern Zeta Sizer 5000 (Malvern LTD, Malvern, UK)

e Vortex Hridolph, REAX-2000

e Ultra-sons Bandelin Sonorex RK 100H

e Centrifuga Heraeus, Labofuge Ae

¢ Balanca AND, GR-202

e “pH meter” GPL 22

e Mili-Q, RG

4.2 Sistema octanol/agua

O coeficiente de partilha em octanol/agua, foi determinado pelo método de agitagéo
em baldo (shake flask method) de acordo com a descrigdo da OCDE Guidelines
(1995).

Inicialmente, procedeu-se a saturagdo das fases aquosa e hidrofébica (n-octanol)

durante um periodo de 24 horas sob agitagao mecanica a 25°C.

Para quantificar a xantona na fase hidrofébica foram preparadas cinco solugdes
padrio, por diluigdo da solugao inicial de xantona (2mM), compreendendo um intervalo
de concentragdes entre 10 uM e 60 pM. Igualmente, para a fase aquosa, foram
preparadas cinco solugdes padrdo, com as mesmas concentragbes e nas condigdes

anteriores.
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A preparacdo das amostras foi efectuada utilizando o n-octanol previamente saturado

em agua:

¢ 3mL de solugdo aquosa de xantona : 3mL de octanol (1:1, v/V);
¢ 2mL de solugdo aquosa de xantona: 4 mL de octanol (1:2, v/v),
e 4mL de solucdo aquosa de xantona: 2mL de octanol (2:1, v/).

As amostras foram submetidas a agitagdo, em ultra-sons, durante 10 minutos, a 25°C.
Seguidamente, foram centrifugadas a 4500 rpm, durante 10 minutos. A quantificagao
das xantonas em ambas as fases, aquosa e oleosa, foi efectuada por
espectrofotometria UV/Vis , tendo sido determinadas as absorvéncias em 267 nm para
a xanten-9-ona, em 280 nm para a 1-hidroxixantona e para a 4-hidroxixantona, em 305
nm para a 3-hidroxixantona e em 368 nm para a 2-hidroxixantona. Os valores de
comprimentos de onda (A) correspondem aos maximos de absorgcao de cada uma das

xantonas.

Sob as condicdes experimentais anteriormente descritas, foram ainda realizados

ensaios utilizando como solvente uma solugao de tampao acetato de sédio de pH 5.

4.3 Sistema micelar HDPC/tampao

Os coeficientes de partiha em HDPC/Hepes para as xantonas estudadas foram
determinados a pH 7,4. Este valor de pH foi assegurado pela utilizagao de solugao
tampao Hepes, (N-[2-Hidroxietil] piperazina-N'-[2-acido etanosulfénico]), a 10 mM, e
cuja forga idnica foi ajustada através da adigdo de 100 mL de cloreto ao de sodio
(NaCl) a 0,1 M para um volume final de 1000mL.

Para cada ensaio, foram preparadas duas séries de solugdes, amostras e duplicados,
as quais foram adicionadas concentragtes crescentes de HDPC e DMSO a 1% (15
uL). Para todas as solugbes foram adicionados volumes decrescentes de solugdo
tampé&o Hepes (pH 7,4) e, concentragdo e volume fixos (15 pL) da xantona em estudo.
Seguidamente, apods agitagdo em vortéx, as solugdes foram submetidas a um periodo
de incubagéo (30 minutos) ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Terminado este
tempo, procedeu-se a leitura das absorvéncias.
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Os espectros de absorvéncia, registados num intervalo de comprimentos de onda
compreendido entre 200 e 450nm, foram obtidos num espectrofotometro de duplo
feixe, com compartimento da célula termostatizado a 25°C, em intervalos de 1nm,
utilizando células de quartzo de 1cm de percurso Optico, a uma velocidade de
varrimento de 800 nm/min. Os espectros foram obtidos usando como comparagao

uma solugdo tampéao Hepes.

Com o auxilio de um programa informatico (Origin 6.1), foram calculadas a segunda

derivada dos espectros de absorvéncia obtidos.

4.4 Preparagao dos lipossomas de EPC

A preparagédo dos lipossomas seguiu o método classico de hidratacéo do filme lipidico
(Lasic, 1993). A quantidade necessaria de fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC), foi
dissolvida em cloroférmio-metanol (9:1), evaporada até a secura num baldo de vidro,
sob corrente de azoto, em rotagdo permanente para dispersar nas paredes do baldo a
EPC de forma fina e homogénea. Posteriormente, o filme lipidico formado foi hidratado
com a fase aquosa constituida por solugdo tampao Hepes, a pH 7,4, em quantidade
suficiente para a obtencdo de uma concentragao final de 10 mM em EPC .

A extrusdo foi efectuada num extrusor a 250 bar, em corrente de azoto. Os filtros de
policarbonato utilizados tinham diametros de poro de 100 nm. Para preparar LUV com
didmetro aproximado de 100 nm, a suspenséo foi extrudida dez vezes no mesmo filtro,
originando no final uma suspensao com uma tonalidade azulada e de aspecto

translucido.

Apés o processo de extrusdo adicionaram-se de forma faseada, 500 pL de sonda
(5uM) a solugdo de lipossomas, agitando no vortéx entre cada adigao. Seguidamente
esta solugdo com sonda incorporada foi submetida a uma incubagéo, ao abrigo da luz,

durante 30 minutos e a temperatura ambiente.
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4.5 Doseamento do fosforo

O doseamento de fésforo teve como objectivo a determinagdo da concentragao real
de EPC nas amostras, de acordo com o método do fosfomolibdato modificado ou
método de Bartlett (New, 1990). Este doseamento é justificado devido a existéncia de
perdas de lipido aquando o processo de fabrico dos lipossomas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coeficiente de partilha no sistema octanol/agua

A interaccdo de xenobidticos com a camada lipidica das biomembranas tem sido o
objectivo de variados estudos quer teéricos quer experimentais (Davis et al., 1997). O
caracter lipofiico de uma molécula é um aspecto de extrema importancia,
especialmente na avaliagdo do comportamento de uma dada substancia em sistemas

biolégicos e ambientais.

Um parametro que permite avaliar a lipofilicidade é o coeficiente de partilha (P),
caracteristico para cada estrutura molecular (Macri et al,, 2003). O coeficiente de
partiha pode ser determinado utilizando o sistema classico octanol/agua e por
sistemas que recorrem a micelas e a métodos espectrofotométricos de segunda
derivada no UV/Vis (Rodrigues et al., 2001).

A forma como as moléculas atravessam as biomembranas tem sido objecto de estudo
desde os primeiros trabalhos de Overton em 1899, os quais conduziram a "Regra de
Overton". Segundo esta regra, os coeficientes de permeabilidade estao
correlacionados com os coeficientes de partilha éleo/agua (Sangster, 1997). Devido ao
facto de o n-octanol apresentar uma extensa zona apolar (‘cauda”), o sistema
octanol/agua € um sistema de referéncia para compreender o processo de partilha

entre os meios organico e aquoso (Mazzobre et al., 2005).

O coeficiente de partilha octanol/agua, a uma temperatura especifica, consiste na
razao entre a concentragdo de uma substancia na fase organica (n-octanol) e na fase

aquosa (agua). A sua expressao matematica é a seguinte:

P= Iog[—%};%t] (5.1)

onde P, [Al.x € [Alag, representam respectivamente o coeficiente de partiiha e as
concentragdes de substancia na fase organica e aquosa.
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Este sistema é designado também por shake flask method ou “método da agitagao em
balao” o qual se baseia fundamentalmente na agitagdo de uma solugdo aquosa de
concentragdo conhecida de uma substancia com um volume conhecido de fase
organica, até que o sistema atinja o equilibrio. Apés o estabelecimento do equilibrio, a
substancia em estudo € quantificada em ambas as fases, aquosa e organica,
recorrendo a metodos analiticos como a espectrofotometria do UV/Vis ou a
cromatografia HPLC (Saghaie, 2003). A descrigdo do procedimento para a realizagao
do método de agitagdo em baldo encontra-se pormenorizadamente descrita pela

OCDE (1995).

O coeficiente de partiha enquanto fenémeno fisico-quimico foi observado pela
primeira vez por Berthelot (Berthelot e Jungfleish, 1872) e por Nernst (1891). O
aproveitamento desta propriedade fisico-quimica na correlagdo com a acgao biologica
de substancias organicas foi avaliada e desenvolvida por Rekker (Rekker e Mannhold,
1992) e ainda por Hansch e Leo (1995).

As xantonas objecto deste estudo foram: a 1-hidroxixantona, a 2-hidroxixantona, a 3-
hidroxixantona, a 4-hidroxixantona e a xanten-9-ona (figura 2.2).

Os resultados do coeficiente de partilha obtidos neste estudo utilizando o sistema
octanol/ agua encontram-se apresentados na tabela 5.1. Os valores descritos sdo a
média e desvio-padrao de quatro ensaios experimentais independentes. Os valores de
log P obtidos utilizando como fase aquosa uma solugédo tampéo acetato de sédio, de
pH 7,4 sdo menores do que os valores obtidos utilizando como fase aquosa uma
solugdo tampao de acetato de sodio, de pH 5,0 (tabela 5.3). Com base nos valores de
pKa (de 9,15 a 9,23) determinados por Wu et al. (2004), para xantonas de origem
natural e, admitindo a semelhanca estrutural das xantonas estudadas e
consequentemente as semelhancas das caracteristicas acido-base, possivelmente
poder-se-a assumir que as moléculas encontram-se na forma protonada (neutra) para

o referido valor de pH (pH 5,0).

A introducdo de um grupo polar na estrutura da xanten-9-ona, como o grupo hidroxilo,
aumenta a polaridade da molécula. Consequentemente, a molécula mais hidrofilica
apresenta uma menor lipofilicidade (< Log P). Desta forma, todos os factores que
possam contribuir para a estabilizagdo de eventuais dipolos que se formem,
favorecerdo a solubilidade em agua e assim, contribuirdo para a diminuigdo do valor

de log P.
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A presenga de um grupo hidroxilo em C-1 possibilita a formagdo de uma ponte de
hidrogénio intramolecular (figura 5.1). Consequentemente, a possibilidade de se
estabelecerem pontes de hidrogénio com a agua € mais reduzida sendo a hidrofilia da
molécula também diminuida. A ponte de hidrogénio intramolecular tem ainda como
consequéncia a diminuigdo da polarizagdo do grupo carbonilo, o que contribui para a
menor hidrofilicidade da molécula. Desta forma, justifica-se que o valor de log P
determinado para a 1-hidroxixantona seja mais elevado do que o valor de log P
encontrado para o nucleo base xantonico (xanten-9-ona). Os valores de log P
calculados pelos programas “‘CLOGP", “KOWWIN" e “IAlogP”
(www.daylight.com/daycgi/clogp, www._syrres.com/esc/est_kowdemo.htm e
www.ingentaconnect.com/content/ben/mrmc/2003/00000003/00000008/art00005)

corroboram este raciocinio apresentando valores de log P para a 1-hidroxixantona

semelhantes ou superiores ao da xanten-9-ona (tabela 5.1).

Figura 5.1. Ponte de Hidrogénio estabelecida na xanten-9-ona.

Tabela 5.1. Comparagéo dos valores de log P experimentais e teéricos.

Octanol/agua | CLOGP KOWWIN I1ALogP
xantona 1,08 2,98 8,84 3,25
1-hidroxixantona 1,29 3,61 414 3,24
2-hidroxixantona 1,09 2,71 3,36 3,18
3-hidroxixantona 0,72 2,71 3,36 3,24
4-hidroxixantona 0,63 2,71 3,36 3,16

A 2-hidroxixantona corresponde a um dipolo estabilizado por ressonancia. A figura 5.2
representa quatro contribuintes em equilibrio de ressonancia. Todas as estruturas de

ressonancia mostram a presenca de liga¢des duplas conjugadas, facto que contribui
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para a estabilidade, favorece o equilibrio representado e concorre para a polarizagao
da molécula. Contudo, estas duas ultimas contribuigbes sdo ainda mais significativas

nas restantes estruturas xantonicas também estabilizadas por ressonancia.

(@) (b) (©

©- -
le] 101

0l
C OH OH OH
A
T <= O J— ¢
o 0® 0 O

(o]

] i OH
\\
(0]

(d)

Figura 5.2. Estruturas de ressonancia estabelecidas na 2-hidroxixantona.

Das xantonas estudadas a 3-hidroxixantona € a mais acida, apresentando tendéncia
em ceder o protdo hidroxilico mais facilmente. A figura 5.3 (d), mostra a carga positiva
directamente no atomo de oxigénio electronegativo. Este facto contribui para a
estabilizagdo da carga positiva e consequentemente, para a polarizagédo da molécula.
Deste modo, explica-se que o valor de log P determinado para a 3-hidroxixantona seja
inferior ao valor de log P da 2-hidroxixantona. Comparando estas duas xantonas,
verifica-se que a diferenca reside no facto de que na 2-hidroxixantona nenhum dos
contribuintes apresenta carga positiva sob a influéncia directa de um atomo
electronegativo capaz de diminuir o efeito dessa carga. De acordo com este raciocinio,
é entdo compreensivel que a 3-hidroxixantona, em relagdo a 2-hidroxixantona,
apresente uma maior tendéncia para estar polarizada.
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Figura 5.3. Estruturas de ressonancia estabelecidas na 3-hidroxixantona.

Por dltimo, a 4-hidroxixantona, apresenta uma das estruturas de ressonancia (figura
5.4 (b)) com uma carga positiva flanqueada por um atomo de oxigénio electronegativo
e um grupo hidroxilo dador de electrées. Quer o heteroatomo de oxigénio, quer o efeito
indutivo positivo do grupo hidroxilo contribuem para suportar melhor a carga positiva
do atomo de carbono. Estes dois aspectos podem justificar a maior estabilidade do
dipolo, o favorecimento da polarizagdo da molécula e a consequente menor

lipofilicidade, quando comparada com as outras xantonas hidroxiladas estudadas.
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Figura 5.4. Estruturas de ressonancia estabelecidas na 4-hidroxixantona.

5.2 Coeficientes de partilha no sistema micela/tampao

Numa solugdo aquosa estabelece-se um equilibrio de partilha das diferentes espécies
presentes em solugdo. Assim, por exemplo, para um acido (AH), a forma protonada
(neutra) e desprotonada (negativa), em presenga de uma segunda fase, como um
solvente imiscivel, ou micro-agregados, tais como, lipossomas ou micelas, partilham
entre as duas fases com coeficientes de partiiha diferentes de acordo com as suas
caracteristicas de solubilidade em cada uma destas fases (figura 5.5) (Castro ef al.,
2001a).

K
AHaq e A-aq‘” Hﬂ;q Agua
PAH PA-
AH ] " 4 HE Membrana
m K m m

Figura 5.5. Diagrama de distribuicdo das espécies neutra (AH) e desprotonada (A’) de um éacido fraco,
segundo o modelo de partilha proposto. (Fonte: Castro et al., 2001)
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O coeficiente de partilha (P) € expresso pela relagdo de concentragdes da substancia
([A]) na fase membranar (m) e na fase aquosa (aq). Onde, Nm, Nag, Vm € Vaq
representam o numero de moles e os volumes de substancia na membrana e na

solugdo aquosa, respectivamente. P € obtido pela seguinte expressao:

(Al /m

AL m V
v
aq

(5.2)

em que [A], representa a concentragéo de substancia ligada, considerando o volume
de detergente e [Al,; concentragdo de substancia livre em solugdo, para um
determinado volume de solugdo aquosa.

Em termos de fraccdo molar de substancia ligada (0) (Wenk et al., 1996 cit. Matos,
2001) o coeficiente de partilha (P) pode também ser expresso :

Pa %m (5.3)

O valor de 6 pode ser obtido a partir das intensidades de absorvéncia (Abs) pela
seguinte relacao, onde [A], representa a concentragdo de substancia inserida na
membrana (considerando o volume total de solugdo) e [A]y corresponde a
concentracao total de substancia. Abs,,, corresponde a absorvéncia da solugdo sem
detergente; Abs; ao sinal correspondente a cada uma das solugées com diferentes
concentragoes de detergente e, Abs,, a absorvéncia calculada para quando toda a

substancia se encontra em interacgdo com a membrana.

Abs —Ab
(A, aq °
0= = (5.4)
[A]T Abs —Abs
aq m
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De referir ainda que a concentragdo total de substancia, [A}y, resulta da soma das

concentragdes da substancia ligada, [A]n, e livre, [Alag:
[Alr = [Alaq *+ [Alm (5.9)

Relacionando as equacbes equacdes 54 e 55 é possivel obter-se a seguinte

expressao:

Abs -Abs
e - SO (5.6)

\'
[Abs — Abs J— Abs —Abs |[[x M v
aq m aq f

Através de operagbes algébricas simples, e como V./V, = [M].V,, sendo [M] a

aq

concentracdo de detergente, considerando o volume total, e V, o volume molar do

detergente, obtem-se:

[Abs ~ Abs JP[M]
Abs = Abs .

f aq 1+PM| (5.7

Onde Abs;, Abs,,, Absn,, P e M representam, respectivamente, as absorvéncias final,
nas fases aquosa e membranar, o coeficiente de partiiha e a concentragdao de

detergente.

Em condi¢des de validade da lei de Lambert-Beer-Bourguer, a absorvéncia (Abs) de
uma solugdo é proporcional a concentracao total de substancia, que partilha entre

duas fases, membranar (m) e aquosa (aq):

Abs = [A] aq €ag T [Alm &m (58)

Onde, [A] o4 © [A] m representam as concentragées da substancia livre em solugéo e
ligada a membrana, expressas em relagédo ao volume total de solugdo. A absortividade
molar da substancia em solugdo aquosa e na membrana, sdo representados,

respectivamente, por g, e &, (Matos, 2001).
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Em espectrofotometria do UV/Vis alteragbes na absortividade molar (g) ou no
comprimento de onda maximo (Anax) de absorgdo podem indicar que uma substancia
esta a interagir com um meio com diferentes polaridades. Estas alteragdes podem ser
usadas para determinar o valor do coeficiente de partilha (P) (Castro ef al., 2001a).

No entanto, podem ocorrer interferéncias espectroscopicas devido a dispersao da luz
(Santos et al., 2003). A presenca de particulas em suspensao interferem com a luz
incidente pelo que a dispersdo da luz &€ um aspecto importante em analise
espectrofotométrica de amostras farmacéuticas e bioldgicas. A dispersao de Rayleigh,
ocorre quando as particulas s3o pequenas relativamente ao comprimento de onda (A)
e é inversamente proporcional a quarta poténcia de A ; o segundo tipo de dispersao, a
dispersao de Tyndall, ocorre quando as particulas sdo grandes e & inversamente

proporcional ao quadrado de A (Owen, 1998 cit. Matos, 2001).

A espectrofotometria derivativa € uma técnica analitica de grande utilidade para a
obtencao de informagao qualitativa e quantitativa a partir de espectros de substancias
com bandas nao resolvidas (Ojeda, 2004; Matos, 2001).

A vantagem desta técnica face a classica espectrofotometria reside no facto de
possibilitar uma melhor resolugao de sinais espectrais por diminuigdo da amplitude das
bandas. A sua aplicagdo estende-se a anadlises variadas tais como, inorganicas,

organicas, farmacéuticas e ambientais (Ojeda, 2004, Matos, 2001).

A desvantagem da espectrofotometria derivativa € a diminuigdo da razao sinal/ruido, a
qual se acentua com o aumento da ordem de derivagdo. Contudo, tal inconveniente
pode ser atenuado com a regularizacao (smoothing) dos espectros derivados (Rojas et
al, 1988).

A presenca de pontos isosbésticos é indicativa de que as moléculas estudadas se
encontram presentes na solugdo em pelo menos duas formas espectralmente
distintas, livre e ligada a micela (Kitamura et al., 1995). A existéncia destes pontos na
derivada de segunda ordem dos espectros de absorvéncia indicam ainda uma
completa eliminagao do ruido de fundo, assegurado pela espectrofotometria derivativa
(Pola et al, 2004).

O processo de determinagdo de valores de coeficientes de partilha por

espectrofotometria no ultraviocleta, foi determinado utilizando como sistema mimético
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da biomembrana, micelas de hexadecilfosfocolina (HDPC). A concentracao total de
detergente ([M]y) foi subtraida da concentragao micelar critica ([M] = [M]; -cmc). A cmc
para este detergente assumida em todos os ensaios foi 1,0 x 10° M (Araujo et al.,
1979 cit. Matos, 2001).

Seguidamente apresentam-se os espectros de absorvéncia para cada uma das
xantonas. Apresentam-se também os graficos da derivada da absorvéncia, num
determinado comprimento de onda em fungcdo da concentragdo de
hexadecilfosfocolina (HDPC), bem como as curvas de ajuste da equagédo 5.7 aos
dados obtidos.

A observacdo dos espectros de absorvéncia das diferentes xantonas estudadas
(figuras 5.6 (A) a 5.10 (A)) mostram maximos de absorvéncia em 253 nm, 256 nm, 335
nm, 249 nm e 264 nm, para a 1-hidroxixantona, 2-hidroxixantona, 3-hidroxixantona, 4-

hidroxixantona e xanten-9-ona, respectivamente.

A presenca de pontos isosbéticos podem ser observados nas segundas derivadas dos

espectros de absorvéncia de cada xantona estudada (figuras 5.6(B) a 5.10 (B)).

Os coeficientes de partilha das xantonas, foram determinados a partir da segunda

derivada dos espectros de absorvéncia (figuras 5.6 (C) a 5.10 (C)).
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Figura 5.6 Espectros da absorvéncia (A), segunda derivada do espectro de absorvéncia (B) e do valor da segunda
derivada em fung&o da concentragdo de HDPC (C); (M): (1,2,3) 0; (4) 9.0 x 10°%; (5) 1.9 x 10*; (6) 2.9 x 10*; (7) 3.9 x
10™; (8) 4.9 x10™; (9) 5.9 x 10™; (10) 6.9 x 10*; (11) 7.9 x 10™*; (12) 8.9 x10™; (13) 9.9 x 10* para a 1-hidroxixantona.
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Figura 5.7 Espectros da absorvéncia (A), segunda derivada do espectro de absorvéncia (B) e do valor da segunda
derivada em fungao da concentragdo de HDPC (C); (M): (1,2,3) 0; (4) 9.0 x 10°; (5) 1.9 x 10*; (6) 2.9 x 10™; (7) 3.9 x
10™*; (8) 4.9 x 10™*; (9) 5.9x 10*; (10) 6.9 x 10™*; (11) 7.9 x 10*; (12) 8.9 x10™; (13) 9.9 x 10* para a 2-hidroxixantona.
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Figura 5.8 Espectros da absorvéncia (A), segunda derivada do espectro de absorvéncia (B) e do valor da segunda
derivada em fungédo da concentragdo de HDPC (C); (M): (1,2,3) 0; (4) 9.0 x 107 (5)1.9x 100 (6) 2.9 x 10*; (7) 3.9 x
10™*; (8) 49x10™*; (9) 5.9 x 10™*; (10) 6.9 x 10™; (11) 7.9 x 10™*; (12) 8.9 x10™* (13) 9.9 x 10 para a 3-hidroxixantona.
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Figura 5.9 Espectros da absorvéncia (A), segunda derivada do espectro de absorvéncia (B) e do valor da segunda
derivada em fungéo da concentragéo de HDPC (C); (M): (1,2,3) 0; (4) 9.0 x 10¥; (5) 1.9 x 10™*; (6) 2.9 x 10*; (7) 3.9 x
10*; (8) 4.9x 10™; (9) 5.9 x 10™; (10) 6.9 x 10™*; (11) 7.9 x 10™; (12) 8.9 x10™* (13) 9.9 x 10™* para a 4-hidroxixantona.
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Figura 5.10 Espectros da absorvéncia (A), segunda derivada do espectro de absorvéncia (B) e do valor da segunda

derivada em fungdo da concentragio de HDPC (C); (M): (1,2,3) 0; (4) 9.0 x 10°; (5) 1.9 x 10™; (6) 29 x 10™; (7) 3.9 x
10™; (8) 4.9 x 10™; (9) 5.9 x 10™; (10) 6.9 x 10*; (11) 7.9 x 10*; (12) 8.9 x10™; (13) 9.9 x 10* para a xanten-9-ona.
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Segundo Omran et al (2002), para diferentes comprimentos de onda (A), os valores de
log P determinados sdo semelhantes para todos os comprimentos de onda estudados
(tabela 5.2).

Tabela 5.2. Efeito dos comprimentos de onda relativamente ao valor de log P.

Xantona A (nm) Log P
1-hidroxixantona ggg gig i ggg
2-hidroxixantona gg; g,gg i g,gg
3-hidroxixantona g?g g;g : 83:
4 -hidroxixantona g% ggg : ggg

xanten-9-ona g;g 2:31 : g::);

Os valores de log P obtidos experimentalmente estdo apresentados na tabela 5.3. Os
valores obtidos mostram a média dos resultados e os respectivos desvio-padrdao de
seis ensaios experimentais independentes. Considerando a posi¢ao dos substituintes
hidroxilo pode verificar-se que o valor de log P € maior quando este substituinte se
encontra em C-2 e C-3.

Quando se comparam os valores de log P determinados por ambos os sistemas,
verifica-se que o sistema octanol/agua apresenta valores inferiores em relagdo ao
sistema micelaftampao (tabela 5.3). Estes resultados poderdao ser explicados pelo
facto dos sistemas micelares contemplarem as interacgGes electrostaticas
estabelecidas entre os grupos polares dos fosfolipidos e as substancias estudadas,

fenémeno que nao se verifica no sistema octanol/agua.

Tabela 5.3. Valores de log P obtidos pelos sistemas octanol/agua e micela/tampéo.

Xantona Octanol-Agua (pH 5,0) Octanol-Agua (pH 7,4) HDPC (pH 7,4)
1-hidroxixantona 2,01+ 0,206 1,29 + 0,045 2,53 + 0,086
2-hidroxixantona 1,950,170 1,09 £0,012 3,76 0,047
3-hidroxixantona 1,74 £ 0,026 0,72 + 0,019 3,21+ 0,078
4-hidroxixantona 1,75+ 0,015 0,63+ 0,019 3,04 £ 0,078

xanten-9-ona 1,93+0,019 1,08 + 0,016 3,00 £ 0,099
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No sistema octanolfagua (pH 7,4), o maior valor de log P é apresentado pela 1-
hidroxixantona, devido ao estabelecimento da ponte de hidrogénio entre o hidroxilo e o
atomo de oxigénio do carbonilo. No sistema HDPC (pH 7,4), a mesma xantona
apresenta o menor valor de log P, devido ao impedimento de se estabelecerem
interacgdes em consequéncia da ponte de hidrogénio estabelecida.

Os valores de log P apresentados pela xanten-9-ona, em ambos os sistemas (pH 7,4)
sao justificados pela lipofilia da substancia.

Nas seccgdes seguintes apresentam-se os resultados e a discusséo relativos aos
estudos da avaliagdo da fluidez membranar e da avaliagdo da interaccoes

electrostaticas.

5.3 Interacg¢dao com os sistemas biomembranares

5.3.1 Fluidez Membranar

A desactivacdo da fluorescéncia de sondas fluorescentes permite obter informacgao
sobre a localizagdo de substdncias em estudo na bicamada lipidica (Lucio et al.,
2004). Por este motivo, a sua utilizagcdo em estudos da avaliagdo das interacgbes
membranares é frequente. As sondas fluorescentes tém por base a utilizagdo de
séries de substancias estruturalmente semelhantes contendo o mesmo grupo
fluorescente covalentemente ligado em diferentes posicbes de uma cadeia
hidrocarbonada localizada paralelamente aos agentes anfifilicos constituintes da

bicamada ou micela.

As sondas de fluorescéncia devem apresentar as seguintes caracteristicas (Matos,
2001; Lopes, 1997):

a) um coeficiente de partiha membrana/solucdo aquosa o maior possivel,
para que a sonda se encontre praticamente toda incorporada na bicamada,
(ou que o rendimento de fluorescéncia (@) na fase aquosa seja nulo);

b) um valor de ®; na membrana elevado, para que a relagéo sinal/ruido seja
aceitavel,

c) um valor do tempo de vida do estado excitado significativo, para que ndo

seja necessario uma concentragao elevada de sonda.
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Estas caracteristicas permitirdo que o fluoréforo se encontre em concentragdes

inferiores as concentragdes do detergente ou desactivador (Lopes, 1997).

As sondas da série do acido n-antroiloxiestearico (n-AS), representadas na figura 5.11
apresentam um grupo antracénico ligado em diferentes posigdes de uma cadeia
alquilo, assinaladas pela numeragao n, através de uma ligagao éster (New, 1990).

As principais propriedades que este tipo de sondas apresenta encontram-se

seguidamente mencionadas (Blatt e Sawyer, 1985 cit. Matos, 2001):

-os constituintes desta série apresentam espectros e desactivagao de
fluorescéncia semelhantes em solventes de viscosidade e polaridade
variadas;

-as suas posigdes relativas num grande numero de estruturas (micelas,
bicamadas lipidicas e membranas naturais) sao conhecidas;

- a solubilizagdo em estruturas organizadas & melhor do que em meio aquoso;
-0 valor do tempo de vida do estado excitado em diversas estruturas é

conhecido.

COOH COOH COOH COOH

Figura 5.11. Estrutura quimica das sondas n-AS (n=2,6,9 e 12); a denotagdo A corresponde ao grupo

antracénico (Fonte: Matos, 2001).

44




Resultados e Discusséao

A série de sondas n-AS tem sido amplamente utilizada em estudos de localizagéo de
moléculas e de determinacdo da extensado de incorporagdo em lipossomas, micelas,

membranas naturais e células inteiras (Matos, 2001).

O grupo antracénico dispde-se em niveis sucessivos de profundidade de acordo com o
atomo de carbono a que esta ligado. Para a sonda 2-AS o grupo antracénico localiza-
se proximo da regido polar da bicamada enquanto que para a sonda 12-AS se situa
mais profundamente. As sondas 6-AS e 9-As localizam-se em posi¢es intermédias
(Ferreira et al., 2003; Matos, 2001).

Nestes estudos da avaliagdo das interacgbes com os sistemas biomembranares

apenas foi utilizada a sonda fluorescente 6-AS.

A anisotropia de fluorescéncia & uma técnica analitica que visa quantificar o gradiente
de fluidez existente nas estruturas membranares. Baseia-se na excitagéo fotoselectiva
do fluoréforo por luz polarizada. Os fluoréforos absorvem preferencialmente fotdes
cujos vectores eléctricos de excitagdo, se encontrem alinhados paralelamente ao seu
momento de transi¢ao (Lakowicz, 1999).

A anisotropia pode ser classificada em anisotropia de estado estacionario (steady-
state), a qual efectua uma medi¢do pontual e em anisotropia resolvida no tempo
(resolved time), que executa uma medi¢do continua. Na anisotropia “steady-state”, as
amostras sdo excitadas com luz polarizada vertical e a intensidade de fluorescéncia &
registada com o polarizador orientado paralela (I||) e perpendicularmente (1) ao
polarizador de excitagdo (Lucio et al., 2004, Lakowicz, 1999). A expressdao matematica
que descreve este tipo de anisotropia é :

-G
r =lf___|l_ (5.9)
s |, +2G|,

onde ||, G e L. representam respectivamente, a intensidade de fluorescéncia registada
com o polarizador orientado paralelamente, factor de correcgédo instrumental e a
intensidade de fluorescéncia registada com o polarizador orientado

perpendicularmente (Lacio et al., 2004).
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Para uma molécula fluorescente dissolvida num solvente isotrépico, a anisotropia de
fluorescéncia (r) diminui exponencialmente até ao valor zero, sendo o processo de

despolarizagéo traduzido pela equacao de Perrin :

fe—t0__ (5.10)
1+(t/6)

onde, ry, T e 0, representam respectivamente, a anisotropia na auséncia de difusao
rotacional, o tempo de vida de fluorescéncia e o tempo de correlagéo rotacional para o

processo de difusdo.

Quando o ambiente anisotrépico da membrana impede o movimento de rotagao do
fluoréforo, a anisotropia decresce para um valor finito de r. ,sendo o processo de
despolarizacéo descrito pela equacao de Perrin modificada :

—r )*0
s Lo Tal 8 (5.11)

0+t &

onde, r. representa a anisotropia para um tempo infinito, reflectindo a limitagdo do
movimento de rotacdo da sonda fluorescente pelo fluoréforo (Lucio et al, 2004,
Lakowicz, 1999) .

O tempo de correlagdo (8) depende inicialmente da resisténcia local ao movimento de
rotacdo. Esta resisténcia tem sido relacionada com a microviscosidade apresentada
pela membrana. A expressdao matematica que descreve esta relagéo é conhecida pela

equacao de Stokes- Einstein:

n*v

0= 512
RT ( )
onde, n, V, R e T, representam respectivamente, a microviscosidade da membrana, a

temperatura (em Kelvin, K), a constante dos gases perfeitos e o volume da unidade de

rotacéo.

As alteracdes na anisotropia (r) podem reflectir mudangas no tempo de correlagéo ()
o qual, por sua vez, esta directamente relacionado com a microviscosidade (n), para
uma determinada temperatura. Assim, o grau de fluidez da membrana, como reciproco
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da viscosidade, pode ser expresso em termos do movimento anisotropico das cadeias

alquilo dos fosfolipidos (Lucio et al., 2004).

Sob certas condigbes, o movimento das sondas fluorescentes da série n- AS encontra-
se totalmente desimpedido pelo fluoréforo, ou seja, a anisotropia para um tempo
infinito (r.) adquire o valor zero para a fase cristal-liquido.

Modificagbes no valor do tempo de vida do fluoréforo, no estado excitado (T ), deverdo
também ser consideradas (Lucio et al., 2004). Quando a desactivagdo entre o
fluoréforo e o desactivador € do tipo colisional a relagdo da intensidade de

fluorescéncia pode ser relacionada com o tempo de vida:

J%zlm (5.13)

7

onde, I/l e ¢/ ', representam respectivamente, a intensidade do fluoréforo/ tempo

de vida dos fluoréforos na presenca e na auséncia do desactivador. A diminuigéo de
€ devida ao facto de a desactivagdo ser um processo adicional que reduz a populagao

dos fluoréforos no estado excitado. Como ¢, & um parametro caracteristico para cada

sonda e como a razdo |/l pode ser determinada por estudos de desactivagao da
fluorescéncia, & possivel calcular o valor de « (Lucio et al., 2004; Lakowicz, 1999).

Para condigbes experimentais bem definidas e com r.=0, a anisotropia corrigida
adopta a seguinte expressao:

.t
e (5.14)

onde r, v e 0, representam respectivamente, a anisotropia na auséncia de difusao
rotacional, o tempo de vida do fluoréforo no estado excitado e o tempo de correlagao.

Dividindo a equagdes 5.10. e 5.14 obtém-se a expressao:

: 0+To &

r=

(5.15)

0+1 Mss

onde, rgs representa a anisotropia de estado estacionario.
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A determinacgdo dos valores de anisotropia resultam da aplicagdo da equacao 5.6. Os
valores de r’ representam a anisotropia corrigida e res 0s valores experimentais obtidos
(Lucio et al., 2004).

As figuras 5.12., 5.13 e 5.14, exemplificam os resultados obtidos para a anisotropia em
funcdo de concentragbes crescentes de desactivador. A observagao dessas figuras,
mostram que ndo existem alteragdes significativas na fluidez da membrana, com o
aumento da concentragdo de xantona, sugerindo que estas substancias se localizam

a superficie da membrana dos lipossomas.

rY;
ar

0 0.1 02 03
[X19] M

Figura 5.12. Efeito do desactivador 2-hidroxixantona nos valores de anisotropia corrigida (r') e
| nos valores de anisotropia de estado estacionario (rss), em lipossomas unilamelares (LUV) com
concentracao de 500 uM.
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Figura 5.13. Efeito do desactivador xanten-9-ona nos valores de anisotropia corrigida (') e nos
valores de anisotropia de estado estacionario (rgs), em lipossomas unilamelares (LUV) com

concentracgao de 500 uM.
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Figura 5.14. Efeito do desactivador xanten-9-ona nos valores de anisotropia corrigida (r') e nos
valores de anisotropia de estado estacionario (rs), em lipossomas unilamelares (LUV) com
concentragéo de 500 uM.

Variagbes no grau de fluidez da membrana induzidas pela introdugdo de sondas
fluorescentes incorporadas em moléculas desactivadoras da fluorescéncia, permitem
assumir a existéncia de perturbagbes estruturais em modelos mimeéticos da
biomembrana (Lucio et al., 2004). Contudo, os resultados obtidos nestes estudos,

mostraram nao existirem perturbagdes significativas no grau de fluidez.

5.3.2 Interacc¢ées electrostaticas

Os mecanismos electrostaticos desempenham um papel fundamental em variados
processos biolégicos. As biomembranas apresentam grupos ionizados ou polares, que
constituem grupos integrantes dos fosfolipidos, glicolipidos ou glicoproteinas.
Moléculas que apresentem carga, ligadas ou adsorvidas a superficie da membrana,
contribuem para a existéncia de um potencial de superficie. Este potencial
desempenha um papel biologico significativo, pela sua participacdo em varios
processos celulares, tais como de regulagao, interacgdo membranar ou de ligagao de
solutos (Cevc, 1990 cit Matos, 2001).

Um gradiente de potencial electrostatico transmembranar (fig.5.15), confere as
biomembranas um estado de polarizagdo, essencial a variados mecanismos
biolégicos, como por exemplo, o transporte através da biomembrana e a transmissao
do impulso nervoso (Matos, 2001).
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Lada postiva
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Lada negatvo

Figura 5.15. Representagdo do gradiente de potencial electrostatico transmembranar (Fonte:
http://soma.npa.uiuc.edu).

Muitos destes estudos de avaliagdo dos efeitos das interacgdes electrostaticas sao
efectuados em sistema miméticos das membranas celulares, como por exemplo, em

lipossomas (Ferreira ef al, 2003; Matos, 2001).

A perda de ides da superficie e/ou a adsorgdo de ides de uma solugdo podem
promover a existéncia de uma carga superficial, quando particulas coloidais se
encontram dispersas num solvente polar como a agua, originando-se uma interface
que se caracteriza por uma densidade superficial de carga (o). A disposi¢cdao da
interface carregada numa solugdo contendo ides promove uma distribuicao
assimétrica de contra-ibes e co-ides, originando uma dupla camada eléctrica neutra
(Matos, 2001). A representagdo esquematica da dupla camada pode ser observada na
figura 5.16.

Camada de
Stern

Camada
Difusa

I
Solugéo

Potencial
Zeta

Figura 5.16. Representacdo esquemdtica da dupla camada eléctrica a superficie de uma
particula coloidal (Fonte: biomedx.com).
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A dupla camada eléctrica apresenta-se constituida por dois dominios (Wallwork e
Grant, 1983 cit. Matos, 2001): a camada de Stern e a camada de Gouy-Chapman, ou
camada difusa. A camada de Stern constitui a parte fixa da dupla camada, que se
estende da superficie da particula ao plano de Stern e & formada por contra-ides
firmente adsorvidos a interface e as respectivas moléculas de hidratacao (figura 5.16).
A camada de Gouy-Chapman, ou camada difusa (figura 5.16) € formada por contra-
ibes fracamente adsorvidos a superficie, por co-idbes e as respectivas moléculas de
hidratagdo. O plano de Stern localiza-se entre a camada de Stern e a camada de
Gouy-Chapman. (Wallwork e Grant, 1983 cit. Matos, 2001).

Quando uma particula coloidal se move em resultado da aplicacdo de um campo
eléctrico, a camada fixa e algumas moléculas de solvente da camada difusa movem-
se com ela formando uma unidade. O limite externo desta unidade é designado por
superficie de corte ou plano de corte ou ainda de shear plane (Wallwork e Grant, 1983
cit. Matos, 2001). A figura 5.17 permite observar essa superficie de corte, bem como a

existéncia de uma variagao exponencial da carga com a distancia a superficie.

Camada de Stern

Superficie da particula
1 1 —— Plano de corte

e ® e
N e @
o ® ©
e e ®
@ @

Camada difusa
Camada de Stern

Figura 5.17. Representacdo esquematica do potencial da membrana com a distancia a
superficie, segundo a tecria de Gouy-Chapman. O simbolo y, representa o potencial eléctrico
a superficie da membrana e o simbolo { representa o potenial-zeta (Fonte: http://www silver-
colloids.com).
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O potencial da superficie de corte € denominado potencial-zeta (¢) ou electrocinético
por determinar a velocidade do movimento da particula no campo eléctrico (Wallwork e
Grant, 1983 cit Matos, 2001). O potencial-zeta é calculado a partir da medida da
mobilidade electroforética, y, pela expressado de Helmholtz-Smoluchowski:

TR (5.16)

onde, g representa a constante dieléctrica da agua (78,54 a 25 °C), £, permitividade

do espaco livre (8,85419 x 10" J'C’m™) e n a viscosidade da fase aquosa.

A determinagdo do potencial zeta, didmetro dos lipossomas e do indice de
polidispersado foi efectuada num equipamento cuja representagdo esquematica pode
ser observada na figura 5.18. As medigbes foram realizadas num angulo (0) fixo de 90°
e a temperatura de 25 °C, numa célula ZET 5104, constituida por um capilar cilindrico
de 0,4 mm de diametro submerso num banho de agua de temperatura controlada por
uma sonda com uma precisdo de 0,1 ° C (Matos, 2001).

Figura 5.18. Representagdo esquematica do equipamento utilizado para determinagéo do didmetro e do
potencial-zeta dos lipossomas (Malvern Zeta Sizer 5000): A- Fonte de raios laser; B- Lente; C- Célula
contendo a amostra; D- Fotomultiplicador (Fonte: Matos, 2001).

O principio deste método consiste em medir a velocidade da variagdo da intensidade
da luz pelas particulas em suspensdo. Devido ao facto de as particulas mais pequenas
apresentarem maiores coeficientes de difusdo (D), a intensidade da luz difractada ao

longo do tempo varia tdo mais rapidamente quanto menores forem as particulas. A

analise é feita através de um processo matematico denominado auto-correlagdo (New,
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1990). A partir da analise da fungao de auto-correlagdo obtém-se o valor do coeficiente
de difuséo (D).

A equacgao de Stokes-Einstein permite determinar o diametro das vesiculas e a sua

expressao matematica é a seguinte:

D~ kT
6mnR

(5.17

Nesta equacdo, k representa a constante de Boltzman (1.38x10'%erg’K), T a

temperatura absoluta, n a viscosidade do meio e R o raio da particula.

Os valores do potencial-zeta ({) dos lipossomas de EPC foram determinados, quer na
auséncia quer na presenga de concentragbes crescentes das xantonas estudadas e
todas as medicGes foram efectuadas a temperatura de 25° C, tendo sido cada valor
obtido a média de dez valores experimentais. Os valores obtidos resultaram da média
e desvio-padrao de seis ensaios experimentais independentes. Quando se comparam

verifica-se que nao existem alteragées significativas com o aumento da concentragdo

destas substancias.

Tabela 5.4. Valores médios de potencial zeta ({) das xantonas estudadas, em solugéo tampé&o Hepes (pH
7,4) na presenga de lipossomas unilamelares (LUV) de EPC.

Xantona ¢ (MV) na presenga de xantona  { (MV) na auséncia de xantona
1-hidroxixantona 22112 23214
2-hidroxixantona 20206 24+1,0
3-hidroxixantona -1,7+0,2 21209
4-hidroxixantona -1,2 0,2 -26+1,3

xanten-9-ona -1,4+04 3508

|
|
os valores do potencial-zeta (tabela 5.4) na presenga e na auséncia de xantona,
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A figura 5.19 exemplifica os resultados obtidos para os estudos da avaliagdo das
interacgbes electrostaticas destas moléculas com a membrana dos lipossomas de
fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC), mostrando ndo haver alteragées significativas

de cargas para o valor de pH 7,4.

E e ‘—0— 250 pM
il | —=— 500 pM
o8 ) , , | T50uM

0 200 400 600

[X5] (uM)

Figura 5.19. Representac&o gréafica da variagdo dos valores de potencial-zeta ({) com a
concentragdo de 4-hidroxixantona, em solugdo tampdo Hepes (pH 7.4), na presenca de

lipossomas unilamelares (LUV) de EPC.

Os resultados obtidos para a dimensdo e para o indice de polidispersdo dos
lipossomas (tabela 5.5) mostram que o didmetro destas estruturas ndo apresenta

alteragdes significativas na presenga de xantona.

Tabela 5.5. Diametro e polidispersao médios dos lipossomas (solugdo tampao Hepes, pH 7 4,

forga ionica 0,1 M).

Admiona na pDrLT:nngzé;e(;‘aTt)ona na gsr.gﬁgizé&(:ar:t)ona Indice de polidispersao
1-hidroxixantona 179,9 £ 58,9 162,4 + 58,9 0,46 £ 0,3
2-hidroxixantona 1561.9 £ 30,3 140,0 £ 10,5 0,31+£0,1
3-hidroxixantona 72533, 160,6 + 11,1 0,44 +0,2
4-hidroxixantona 1720+ 34,8 146,8 + 23,9 0,30+ 0,1

xanten-9-ona 136,8 £ 17,2 138,8 + 20,2 0,28 + 0,2

Segundo Marti et al., cit. Matos (2001), o indice de polidispersdo traduz o grau de

heterogeneidade da amostra. Quanto maior for o intervalo de diametros entre os quais
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se situa o dimetro médio, ou seja, quanto maior o desvio padrdo, maior sera o indice

de polidispersao.
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6 CONCLUSOES

Os valores de log P determinados pelo sistema HDPC/tampéo (pH 7,4) mostraram ser
superiores aos valores de log P obtidos pelo sistema octanol/agua (pH 7,4 e pH 5,0).
Valores tedricos de log P calculados pelos programas “CLOGP”, “KWWIN” e “|AlogP”
corroboram com os resultados experimentais obtidos.

Este comportamento das xantonas, podera ser justificado pelo facto de o sistema
micelar ter em consideragdo as interacgdes electrostaticas estabelecidas entre os
grupos polares dos fosfolipidos e as substancias estudadas.

Os valores de log P obtidos utilizando o sistema octanol/agua de pH 7,4 sdo menores
do que os valores de log P obtidos utilizando o mesmo sistema de pH 5,0 (tabela 5.3).
Considerando os valores de pKa, compreendidos entre 9,15 e 9,23, determinados por
Wu et al. (2004) e admitindo semelhancas estruturais e das caracteristicas acido-base
entre as xantonas estudadas e as de origem natural, os resultados obtidos sugerem

que as moléculas se encontram na forma protonada (neutra) para pH 5,0.

No sistema HDPC/ tampao, os valores de log P mais elevados sao apresentados pela
2-hidroxixantona e pela 3-hidroxixantona (tabela 5.3). Uma justificagdo para estes
resultados reside no facto de estas estruturas apresentarem maior estabilidade.

De um modo geral, a formagdo de dipolos estabilizados por ressonancia podem
justificar os diferentes comportamentos observados.

Estudos preliminares do coeficiente de partilha de algumas xantonas di-hidroxiladas,
em micelas de hexadecilfosfocolina (HDCP) de pH 7,4, indicam que o valor deste
parametro é superior quando comparado com os valores obtidos para xantonas mono-
hidroxiladas.

Nos estudos de avaliacdo da anisotropia, os resultados obtidos mostraram nao
existirem perturbagbes significativas no grau de fluidez da membrana dos lipossomas
de fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC) com o aumento de concentracdo das
substancias estudadas. Este comportamento, podera ser justificado por as
substancias estudadas se localizarem a superficie da membrana dos lipossomas e

consequentemente as interacgoes estabelecidas nao afectarem a sua estrutura.




Conclustes

Nos estudos de avaliagdo das interacgdes electrostaticas destas substancias com a
membrana das estruturas anteriormente referidas, os resultados obtidos mostraram
que, para concentragbes crescentes de xantona e, para as diferentes xantonas
estudadas, ndo existe uma carga formal entre estas substancias e a superficie

membranar.

Os resultados obtidos na determinacio do diametro médio dos lipossomas de EPC
mostraram que estes constituem uma populagido homogénea nao havendo alteragoes

significativas do seu tamanho na presenca de xantona.

Como principal conclusdo, o desenvolvimento de estudos mais aprofundados,
designadamente, a utilizagdo de outras metodologias para a determinagao do valor do
log P e/ou a utilizacdo de outras sondas fluorescentes em estudos de interacgao
membranar, a determinagéo de outros parametros fisico-quimicos, como por exemplo,
o pKa e estudos de relagdo estrutura-actividade, poderao contribuir para um melhor
conhecimento e compreensdo do comportamento dos xantonas quer em termos

farmacolégicos/biologicos quer em termos ambientais.
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