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Introducao

Durante os ultimos vinte anos tem se acentuado o uso das técnicas de
microscopia de fluorescéncia, espectroscopia de fluorescéncia e fluorescéncia
resolvida no tempo em ciéncias multidisciplinares de biotecnologia (Bashford
et al., 1979, Vanderkooi, 1984, Louro et al., 1994, Ladokhin et al., 2000, Baruah et
al., 2006, Zelent et al., 2006, Lakowicz, 2006, Lu et al., 2007). Dada a alta
sensibilidade de detecao das técnicas de fluorescéncia, elas tém se tornado
ferramentas essenciais em muitas areas de pesquisa tais como diagndsticos
médicos, sequenciamento de DNA, analise genética, mapeamento estrutural de
células, determinacdo de constantes de ionizagdo de farmacos, caracterizagdo de
complexos de farmacos com metais, analise da interacdo de fairmacos anfifilicos
com proteinas de membrana e lipideos, determinagdo da localizagdo de moléculas
intracelulares.

O desenvolvimento de agentes que permitem a realizacdo de intervengdes
cirtirgicas sem dor ¢ de fundamental importancia para as areas biomédicas (Goth,
1976). Os agentes anestésicos sdo divididos na farmacologia em dois grandes
grupos, os anestésicos locais (AL) e os anestésicos gerais (AG). Os AL sdo
comumente utilizados para induzir a anestesia local sem produzir inconsciéncia.
Estes farmacos sao amplamente administrados na clinica médica e odontologica,
promovendo o efeito fisico-quimico da anestesia local com intensidade muitas
vezes suficiente a dispensa do uso de AG.

Os antibiodticos fluoroquinolonas sdo agentes antimicrobianos sintéticos
utilizados clinicamente ha mais de 30 anos. Além de sua atividade antibacteriana
(Vilchez et al., 2001), algumas fluoroquinolonas vém sendo aplicadas no
desenvolvimento de drogas anticancerigenas e anti-HIV. Elementos metalicos
estdo sempre presentes em todos os organismos e suas fungdes farmacolédgicas nos
processos biologicos ndo podem ser negligenciadas (Turel et al., 1996, Song et al.,
2004, 2005, Wang et al., 2008, Yegorova et al., 2007). Deste modo, o estudo de
complexos de fairmacos com metais mostra-se essencial para se compreender a

eficacia de muitos farmacos.
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A estrutura quimica de muitas moléculas com aplicagdo farmacologica
envolve um grupo amida ou amina tercidria e anéis aromaticos. As aminas
terciarias tém um pK, proximo do pH fisioldgico (Louro et al., 1994). Os anéis
aromaticos sdo os responsaveis pelas propriedades de fluorescéncia, as quais
variam em funcao do estado de ionizacdo da molécula e de seu meio. Muitos
processos bioldgicos ocorrem na superficie de membranas ou conjuntamente em
seu interior hidrofobico. Devido aos grupos ionizdveis dos lipideos, a superficie
das membranas biologicas frequentemente apresenta-se carregada, permitindo
assim a formacdo de diferentes ligagdes de espécies moleculares que possuem
grupos ionizdveis carregados ou nao carregados. Frequentes trabalhos tém sido
realizados em farmacos no intuito de analisar seus efeitos funcionais nos sistemas
bioldgicos (Franks et al., 1982, Kutchai et al., 2001, Sakagushi et al.,2006,
Cassuto et al., 2006). Por outro lado, técnicas experimentais tém sido aplicadas
para investigar as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, seus efeitos na
organizagdo conformacional da bicamada lipidica e na diminuicao da liberdade de
movimento das moléculas do préprio anestésico quando ligadas & membrana (Lee
A. G., 1976, Ohki, 1984, Barriviera et al., 2005, Ragsdale et al., 1994).

Para se analisar as interacdes de farmacos ionizaveis com sistemas
bioldgicos o primeiro passo € conhecer a concentracdao das espécies carregadas e
ndo carregadas envolvidas em fun¢do do pH. Neste sentido, o modelo fisico
adotado para o nosso sistema experimental associado aos anestésicos locais
assumird que somente duas espécies cromoforas estdo envolvidas no equilibrio
ionico do hidrogénio e que a formacdo de agregados pode interferir nas
propriedades espectroscopicas, incluindo os valores dos tempos de vida de
fluorescéncia associados a cada espécie.

O comprimento de onda do maximo de emissdo de muitos farmacos varia
dependendo da polaridade e da rigidez do meio ambiente local. A associacdo de
peptideos e proteinas a membranas freqiientemente resulta em mudangas no
espectro de fluorescéncia. Tais mudangas podem ser utilizadas para se estudar o
particionamento das moléculas entre a membrana e o meio aquoso. Contudo, dois
pontos devem ser considerados em tais estudos: a escolha de um paradmetro
espectral relacionado a ligacdo do fluoréforo e a corre¢do do espalhamento da luz.
O parametro espectroscopicamente observavel deve ser preferencialmente uma

funcdo de resposta linear, ou seja, a mudanga fraciondria no parametro deve
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coincidir com a mudanca fraciondria na quantidade de uma espécie molecular
particular, tal como ligagdo versus ndo ligagdo ou incorporagcdo versus nao
incorporacao. Em nosso modelo, esperamos que o espectro de fluorescéncia do
farmaco na ligag¢ao seja acompanhado de um deslocamento espectral para o azul,
0 que indicard a incorporacao do farmaco a membrana, dado que a membrana ¢
um meio hidrofébico com constante dielétrica efetiva menor que o meio aquoso, €

de um aumento da intensidade inicial de fluorescéncia (Lakowicz, 2006).

1.1
Objetivos

Neste trabalho de pesquisa estudaremos os anestésicos locais dibucaina
(Dib) e tetracaina (TTC) e os antibidticos norfloxacina (NF) e levofloxacina
(LEV) e seus respectivos complexos com ouro (AuNF) e (AuLEV) a partir da
técnica de fluorescéncia estacionaria e fluorescéncia resolvida no tempo.
Determinaremos os tempos de vida de fluorescéncia e as constantes de ionizagao,
pK,. Descreveremos ainda como as propriedades espectrais de fluorescéncia se
alteram em func¢ao do pH. Investigaremos a interagdo da dibucaina com
membranas enriquecidas com enzima Na,KATPase, a incorporagdo do farmaco a
membrana. Determinaremos a constante de associacdo, a disponibilidade dos
triptofanos e supressao de fluorescéncia do triptofano pela dibucaina.
Desenvolveremos expressdes para os fatores pré-exponenciais e as intensidades
fracionarias associadas aos tempos de vida de fluorescéncia como funcdo do pH
para amostras fluorescentes, para obter a constante de equilibrio da transi¢ao
acido base.

Este trabalho inaugura a utilizagdo do fluorimetro resolvido no tempo no
Departamento de Fisica da PUC—Rio. Assim, uma abordagem didatica e

sistemadtica foi realizada na apresentacdo dos resultados experimentais.

1.2

Estrutura dos capitulos

No capitulo 2 temos uma introducdo aos conceitos de fluorescéncia

utilizados neste trabalho de pesquisa. No capitulo 3 temos uma introdug¢do sobre
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membranas biologicas com énfase em sua composi¢do e estrutura. No capitulo 4
temos uma descricdo dos farmacos estudados neste trabalho. No capitulo 5
apresentamos os materiais, equipamentos ¢ métodos que foram empregados nas
medidas experimentais e analises dos resultados.

No capitulo 6 apresentamos os resultados e discussdes sobre o modelo
matematico correto para os fatores pré-exponenciais e as intensidades fracionarias
do decaimento da fluorescéncia como funcdo do pH para amostras fluorescentes
na transicdo acido base. No capitulo 7 apresentamos os resultados e discussoes
sobre as propriedades de fluorescéncia da dibucaina, norfloxacina e levofloxacina.
No capitulo 8 apresentamos os resultados e discussdes sobre a interagao da

dibucaina em membrana e tetracaina em membrana.
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