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Materiais e Métodos

5.1

Materiais

Reagentes

Dibucaina (Dib), tetracaina (TTC), norfloxacina (NF) e levofloxacina (Lev)
foram obtidas de Sigma e utilizadas sem purificacdo. Os complexos de NF e Lev
com ouro (AuNF e AUNor) foram sintetizados no Lab. da Prof. Leticia Teixeira
(Lachter et al.).

Foram utilizados os seguintes tampdes:

- Tampao universal (borato, citrato, fosfato 0.067 M em Na) foi preparado a
partir de uma solugdo estoque de 100 ml contendo 34.4 ml de Na OH 1N,
volumes de H3PO4 IN e de 4cido citrico 1N padronizados para 10 ml da solugao
de NaOH 1N e, finalmente, 354 g de acido borico (Louro et. al., 1994). O pH do
tampao era ajustado adicionando-se aliquotas de HCl 1M a solug¢do estoque
previamente diluida.

- Tampao Tris 30 mM, pH7.4. O pH era ajustado com pequenas
quantidades de solu¢des concentradas de HCI.

Agua Milli-Q foi utilizada em todas as preparacdes. Solugdes estoques
concentradas dos anestésicos foram preparadas em etanol. Amostras de Dib e
TTC para fluorescéncia foram preparadas no tampao indicado, na concentragao de
10 uM. Nos experimentos de associacdo a membranas foi utilizado tampao tris
(pH 7.4) e as amostras de Dib e TTC na concentracdo de 10 uM foram tituladas
com membrana em concentragdes crescentes (de 20 a 500 pg/ml).

Solugdes estoques concentradas dos antibidticos e seus complexos com ouro
foram preparadas em solvente organico DMSO. Amostras de NF, AuNF, Lev e
AuLev para fluorescéncia foram preparadas em tampao universal na concentragao

de 6 ¢ 7 uM.
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A Proteina Na*, K*- ATPase
Membranas contendo Na',K'-ATPase foram preparadas no Instituto de
Bioquimica Médica do laboratério LERPA — estrutura e regulacdo de proteinas e
ATPases - Universidade Federal do Rio de Janeiro, a partir de rim de porco,
conforme procedimento descrito em (Cortes et al, 2006, Jorgensen, 1974, Jensen,
1984) e gentilmente cedidas pelo Prof. Carlos Frederico Fontes. A suspensdo
estoque de membranas com concentragdo de 10 mg/ml em proteina e atividade
aproximada de 4 uM Pi mg' min’, foi separada em aliquotas de 40 ul e
armazenada em freezer a —15 °C. A partir de aliquotas descongeladas no mesmo
dia do experimento, amostras com diferentes concentra¢des de proteina foram
preparadas, adicionadas diretamente em cubetas de quartzo para a realizagdo das

medidas.

5.2

Equipamentos

pHmetro

Para medidas de pH foi utilizado o pHmetro Cole-Parmer Chemcadet 5986-

25, com um eletrodo semimicro combinado Ag/AgCl.

Espectrofotémetro

Espectros de absor¢do oOtica na faixa de 220-800 nm foram obtidos em

temperature ambiente (25° C) com um espectrofotometro de diodo HP 8452A.

Espectrofluorimetro estacionario

As medidas de fluorescéncia foram feitas no sistema de Fluorescéncia
PTIQM-1 equipado com controlador de temperatura, operando majoritariamente
com todas as fendas em 4 nm e poténcia de lampada de 40 W. A taxa de varredura
utilizada foi de 1 nm/seg. Todas as medidas foram realizadas com concentragdes e
comprimentos de onda de excitacdo em valores de absorbancia menor que 0,1 de

modo a evitar os efeitos de filtro interno.
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Fluorimetro resolvido no tempo
A medicdo da fluorescéncia resolvida no tempo exige equipamentos
sofisticados, pois em geral os tempos de vida de fluorescéncia sdo muito curtos,
variando na faixa de centenas de picosegundos a nanosegundos. O equipamento
modular de fluorescéncia resolvida no tempo TCSPC 5000 U Horiba — Jobin Ivon
— IBH se baseia na técnica de contagem de f6ton tinico correlacionada no tempo
(TCSPC — Time Correlated Single Photon Counting). O equipamento possui um
sistema de bombeamento com uma lampada pulsada que possibilita medidas de
tempos de vida < 100ps. Além disso, possui também um conjunto de 11 entre
lasers e LED de estado solido (NanoLLEDs) com pulsos de curta duracao (<200ps)
e com taxa de repeti¢ao de 1 MHz, que cobrem uma larga parte do espectro desde
280 nm até¢ 650 nm. O sistema ¢ controlado por computador através de um
software Windows compativel. Abaixo, nas Figs. 5.1 e 5.2, temos a descri¢do do

equipamento com duas visualizagdes.

Figura 5.1 — 1: Computador, 2: DataStation Hub (Controlador de NanoLEDs,
monocromadores, polarizadores, lentes e detector de fétons TBX), 3: Fonte e controle
para o detector MCP, 4: Fonte e controle para lampada de Xenénio , 5: Fonte e controle

para lampada NanoFlash.
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Figura 5.2 — 1: NanoLEDs (283nm; 330nm; 559nm), LASERs (372nm; 405nm; 430nm;
640nm), 2: LAmpada de Xendnio, 3: Lampada NanoFlash de Hidrogénio, 4: Controle da
abertura (slit) e monocromador de excitagéo, 5: Polarizador de excitagdo, 6: Camara da
amostra com opgédo de medidas em fungao da temperatura, 7: Polarizador de emissao,
8: Controle da abertura (slit) e monocromador da emisséo, 9: Detector (Picosecond
photon detection — TBX-04), 10: Detector MCP-PMT (Microchannel Plate Photomultiplier
Tube).

Andlise em fluorescéncia resolvida no tempo
Para a determinagdo dos tempos de vida e dos demais parametros da
fluorescéncia resolvida no tempo foi utilizado o modelo multi-exponencial dado

por:

— (5.1)
T.

N(t) = A+Zai exp

i i
onde A ¢ uma constante associada ao ruido, 7; s3o os tempos de vida das espécies
presentes na amostra e ¢; sdo os fatores pré-exponenciais. Para ajustar as curvas
de decaimento medidas utilizamos dois moédulos de analise, o individual e o
global. Na andlise individual, o programa DAS6 - Horiba Jobin Ivon nos permite
realizar ajustes com até cinco exponenciais, ou seja, considerando cinco tempos
de vida na equacdo (5.1). A parametrizag¢do ¢ realizada através de uma avaliagdo

criteriosa do y°, da distribuicio dos residuos e do comportamento coerente dos

parametros para com o nosso modelo teérico. Ja na andlise global o programa nos
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permite realizar ajustes com até quatro exponenciais tendo Tj, T2, T3 € T4 Unicos

para todas as curvas de decaimento. O ajuste ¢ feito de modo iterativo entre as

curvas de decaimento de tempo de vida. Abaixo, temos um exemplo de ajuste

rea

lizado.
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Figura 5.3 — Exemplo de ajuste realizado com o médulo de andlise global. No quadro em

evidencia a esquerda temos os resultados do ajuste. A direita acima temos uma das

curvas de decaimento com o ajuste multi-exponencial. A direita abaixo temos a

distribuicdo dos residuos.

5.3
Mé

5.3

todos

A

Sintese dos complexos de NF e Lev com ouro

Os complexos de Au(Ill) foram obtidos por (Lachter et al., 2009),

dissolvendo-se 0,25 mmol dos ligantes Nor e Lev, em aproximadamente 40 mL de

metanol. Apos a dissolugdo completa dos ligantes, 0,25 mmol de HAuCl, foram

adicionados, os quais foram solubilizados previamente em metanol. A mistura

permaneceu sob refluxo e agitacdo por aproximadamente 24 horas. Os
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precipitados formados foram filtrados a vacuo e secos. Por fim, dois complexos

foram obtidos: [AuCly(Lev)]Cl e [AuCly(NF)]Cl. Os complexos foram
caracterizados por colaboradores, os quais determinaram seus pontos de fusdo,
medidas de condutividade, andlise elementar e ressondncia magnética nuclear

(RMN). As Figs. 5.4 e 5.5 representam a reacdo de obten¢ao dos complexos. A

posi¢do de coordenagdo do Au foi sugerida por medidas de RMN.

_qCl _
. \, ¢
HN/\ ’/ 3 N/ \ ’/CH3
K/N N K\/N N
| +HAUCl, —» < |
OH
. . OH
(0] (0] e} le}
Figura 5.4 — Equacgao obtencado do complexo de Au(lll) da NOR.
_ CI\ _
Cl
HsC CHs HsC W CH
\N/\ O/\ \ \N/\ /ﬁ Q 3
K/N N +HAuCl, —= Q/N N
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F ” . OH
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cl ©

Figura 5.5 — Equacéao de obtengdo do complexo de Au(lll) da Lev.

5.3.2

CorrecOes de espalhamento em fluorescéncia estacionaria

A fluorescéncia ¢ uma ferramenta analitica poderosa para se estudar
estruturas e fung¢des de biomoléculas, em especial para se estudar a agdo de
proteinas e peptideos na membrana bioldgica. A fluorescéncia de farmacos ¢
comumente utilizada para examinar suas interagdes com proteinas e lipideos, tanto
em modelos de membrana, como vesiculas unilamelares, quanto com membranas
naturais. Contudo, na realizagdo destas medidas existe um grande desafio, o alto

grau de espalhamento da luz existente nestes sistemas (Lakowicz, 2006).

+ HCI

+ HCI
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Quando o campo elétrico oscilante da radiagdo eletromagnética interage
com os elétrons em uma particula, um momento de dipolo oscilante se desenvolve
com uma magnitude que ¢ proporcional a polarizabilidade da particula e a
intensidade do campo. O espalhamento ¢ dito elastico quando os dipolos
oscilantes na particula irradiam com a mesma freqiiéncia que a radiacao
eletromagnética excitante. Deste modo, o termo eléstico refere-se ao fato dos
fotons incidentes e espalhados terem a mesma freqiiéncia e, consequentemente, a
mesma energia. Se o meio ¢ perfeitamente homogéneo, como em um cristal
perfeito, as ondas espalhadas interferem destrutivamente em todas as diregdes,
exceto na direcdo de propagagdo da radiacdo incidente. Se o meio for fluido ou
ndo homogéneo, como em uma solugdo de macromoléculas, a radiagdo também ¢
espalhada em outras diregdes. O espalhamento da luz por particulas com
diametros muito menores que o comprimento de onda da radiacdo incidente ¢é
chamado de Espalhamento Rayleigh. Tal espalhamento possui algumas
propriedades interessantes. Dentre elas temos que a intensidade da luz espalhada ¢é
proporcional a A™* ; de modo que, quanto menor o comprimento de onda, A, mais
intensa serd a radiacdo espalhada; a intensidade da luz espalhada também ¢
proporcional a massa molar da particula e depende do angulo de espalhamento.
Por outro lado, quando o comprimento de onda da radiagdo ¢ comparavel as
dimensdes dos centros espalhadores, o espalhamento pode ocorrer em diferentes
sitios de uma mesma molécula e a interferéncia entre os diferentes raios
espalhados torna-se relevante. Com isso, temos que a intensidade da luz espalhada
se afasta da intensidade caracteristica do Espalhamento Rayleigh.

A dificuldade intrinseca das medidas de fluorescéncia em solucdes de
membrana ¢ a distor¢ao no espectro da amostra causada pelo espalhamento da luz.
Embora seja conhecido que o espalhamento causa artefatos, ou seja, efeitos
espurios nos espectros, raras vezes sao realizados procedimentos para corrigi-lo
ou elimina-lo. Contudo, alguns procedimentos para melhorar as condigdes
experimentais e assegurar a correta analise dos dados devem ser aplicados
(Ladokhin et al., 2000). O conjunto das contribuicdes que compdem o
espalhamento na amostra ¢ dado por: (1) contribui¢do direta da luz de excitagdo,
espalhada na direcdo do detector de emissdo; (2) perda de intensidade de
fluorescéncia devido a atenuagdo da luz de excitagdo; (3) perda de intensidade de

fluorescéncia devido a atenuagdo da luz emitida e (4) aparente deslocamento do
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espectro de fluorescéncia para o vermelho devido a forte atenuagdo da emissao em
pequenos comprimentos de onda. Diferentes aplicacdes da técnica de
fluorescéncia podem requerer alteracdes na geometria da amostra de modo a
assegurar pequenos caminhos de emissdo para medidas espectrais e pequenos
caminhos de excitagdo para medidas de intensidade. Existe um grande perigo em
se ignorar os efeitos de espalhamento na interpretagdo das medidas de
fluorescéncia em membranas.

O procedimento de corregdo comumente utilizado ¢ o de subtrair do
espectro da amostra um espectro de espalhamento obtido com amostra composta
somente por vesiculas ou membranas, chamado de branco. Contudo este
procedimento corrige somente a primeira contribui¢do. Outro método para
atenuar, ou mesmo eliminar, o espalhamento ¢ o que utiliza a polarizacao da luz
de excitagdo e de emissdao. A escolha de uma configuragdo entre os polarizadores
de emissdo ¢ excitagdo ¢ muitas vezes necessaria. Ao contrario da fluorescéncia,
que em média ¢ emitida depois de um tempo 1, a luz espalhada nao sofre qualquer
atraso em relagdo a incidente, mantendo assim a polariza¢do original. Portanto,
podera ser totalmente filtrada com a utilizacdo de polarizadores na configuragao
transversal. Outra configuracdo muito utilizada ¢ a de angulo magico, na qual o
polarizador de emissdo faz um angulo de 54.7° com o de excita¢dao. Esta resulta
em uma intensidade proporcional a intensidade total da luz e ¢ geralmente usada
para eliminar os efeitos de polarizacdo associados com a rotacdo dos fluoréforos
ou variacoes na eficiéncia de transmissdo e detec¢do da luz. O uso da
configuragdao de angulo magico aprimora a resolucao espectral. Embora essencial
para alguns estudos de fluorescéncia, o alinhamento no angulo magico pode nao
ser necessario para a andlise espectral da emissdo nem para determinacdo de
particio em membrana. Deste modo, outras configuragdes de orientacdo dos
polarizadores podem ser utilizadas. A configuracao transversal ¢ a que fornece a
maxima supressdo de espalhamento. A escolha adequada da configuracao de
polarizadores tem o beneficio adicional de permitir a corre¢dao de certos tipos de
distor¢do espectral causados pela polarizagdo caracteristica da grade de
monocromadores, a qual deixa transmissdes andmalas da polarizagdo horizontal

da luz em algumas regides do espectro.
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Determinacdo do espalhamento das amostras com membrana e com Dib
em membrana

Espectros de espalhamento de solucdes puras de membrana em tampao Tris
com concentracdo crescente foram registrados com o objetivo de se avaliar como
a intensidade de espalhamento varia em funcdo da concentragdo de membrana.
Abaixo, nas Figs. 5.6 e 5.7, temos os espectros de espalhamento em pH 7.4 numa
titulagdo com uma suspensao de membranas na faixa de 20 pg/ml a 440 pg/ml e o
grafico da intensidade do espalhamento em 341 nm em funcdo da concentragdo de
membrana.
1,0x10° |

1 M]  ug/mi
8,0x10°
. — 20

6,0x10°

4,0x10° -

2,0x10° 1

0,0 S

intensidade de espalhamento

1T 1T 1T T 1T 1T 11
340 360 380 400 420 440 460 480 500

comprimento de onda (nm)

Figura 5.6 - Espectros de espalhamento em pH 7.4 com titulagdo de membrana na faixa

de 20 pg/ml a 440 pg/ml, excitagdo em 330 nm.
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Figura 5.7 — Curva de ajuste do espalhamento em 341 nm em fungdo da concentracédo

de membrana na faixa de 20 ug/ml a 440 pg/ml.

Como podemos observar na Fig. 5.7, o comportamento do espalhamento em
fun¢do da concentracdo de membrana na faixa de 20 ug/ml a 440 pg/ml mostrou-
se linear. Com o objetivo de corrigir a primeira contribuicdo do espalhamento -
contribui¢cdo da luz de excitagdo espalhada na direcdo do detector — utilizou-se o
seguinte método: obtivemos um espectro de espalhamento puro correspondente a
concentracdo de membrana, Mg, de 420 ug/ml; subtraimos o Raman causado pela
agua e; por fim, subtraimos de cada espectro de fluorescéncia (Capitulo 6, Fig.

6.1) a fragdo correspondente a este espalhamento, com o uso da equagao:

[M]
]lc: m_IE' (52)
[M ]
onde, /;. ¢ o espectro corrigido — referente a primeira contribuicdo do

espalhamento —, 1,, ¢ o espectro medido, Iz € o espectro de espalhamento com
concentragdo de membrana [Mg| = 420 ug/ml e [M] é a concentracdo de
membrana do espectro medido.

Com o objetivo de corrigir as outras contribui¢des do espalhamento -
perda de intensidade de fluorescéncia devido a atenuagdo da luz de excitacao;
perda de intensidade e aparente deslocamento do pico de fluorescéncia devido a

atenuacdo da luz emitida - utilizamos a seguinte equagao:
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— (EGX Aex +€emAem )[M]/[M ]
Il,.=1,-10 y (5.3)

onde, I, ¢ o espectro corrigido — referente a segunda contribuicdo do

espalhamento, ;. ¢ o espectro obtido na corre¢do anterior, /,.e /,, S30 0S

caminhos 6ticos de excitacdo e emissdo, o qual para a nossa cubeta sdo iguais, ou
seja, £, =/, =0.5cm, [Mg] = 420 ug/ml e [M] é a concentragdo de membrana

do espectro em questio e 4., € A., sdo as medidas de absorbancia nos
comprimentos de onda de excitagdao e emissao, respectivamente.

Espectros de espalhamento de solugdes aquosas de leite muito diluidas em
pH 7.4 sem polarizagdo e em trés configuragdes de polarizagdo foram registrados.
As configuragdes de polarizagdo analisadas foram a transversal HV: polarizador
de excitacao na horizontal e de emissao na vertical; e as paralelas VV: polarizador
de excitacdo e emissdao na vertical e HH: polarizador de excitacdo e emissdo na
horizontal. A configuragdo VH: polarizador de excitagdo na vertical e de emissao
na horizontal foi a priori descartada dada sua acentuada diminuicdo na
intensidade da luz de excitacdo j& observada na medida da configuragao VV.
Espectros de fluorescéncia estaciondria de dibucaina (10 uM) em pH 7.4 nas
mesmas configuragdes de polarizagdo também foram registrados. O objetivo
destas medidas foi avaliar a melhor configura¢do de polarizadores que permita
minimizar o espalhamento da luz sem que ocorra uma perda muito grande da
intensidade de fluorescéncia. O resultado ¢ apresentado na Fig. 5.8. Os testes
apontaram que a melhor configuragdo de polarizadores foi a transversal HV.
Deste modo, esta configuracdo foi adotada na realizagdo das medidas da interagdo

da Dib € membrana.
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5 | ludox
1.2x10 HY
) vV
——HH
9.0x10* 1
® | Dib
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=
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340 360 380 400 420 440 460 480 500
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Figura 5.8 - Espectros de espalhamento de ludox sem polarizagdo e com polarizagéo e
espectros de fluorescéncia da Dib (10 uM) em pH 7.4 nas configuragdes de polarizagao
HV, VV e HH.

Espectros de espalhamento de solugdes puras de membrana em tampao em
concentragdo crescente e polarizagdo HV foram registrados com o objetivo de se
avaliar a intensidade de espalhamento em fun¢do da concentracdo de membrana.

Os resultados estao apresentados na Figs. 5.9 e 5.10.
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Figura 5.9 - Espectros de espalhamento com polarizagdo HV em pH 7.4 com titulagdo de

membrana na faixa de 20 ng/ml a 440 pg/mil.
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Figura 5.10 — Curva de ajuste do espalhamento em 341 nm com polarizagdo HV em

fungéo da concentracdo de membrana na faixa de 20 pug/ml a 440 ug/ml.
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Como podemos observar na Fig. 5.10, o espalhamento em funcdo da
concentracdo de membrana na faixa de 20 wg/ml a 440 ug/ml mostrou-se de

menor intensidade e com comportamento linear em 341 nm.

5.3.3

Efeitos de filtro interno no sistema Dib-triptofano

Efeitos de filtro interno podem provocar uma diminuic¢do na intensidade da
luz de excita¢ao ou uma diminuigdo da fluorescéncia observada devido a absorgao
da luz emitida pela amostra. A importancia relativa de cada processo depende da
densidade otica da amostra nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao. O
efeito de filtro interno devido a absor¢do da luz pela Dib pode diminuir a
intensidade de fluorescéncia aparente e, portanto, distorcer os dados obtidos. Com
0 objetivo de corrigir os efeitos de filtro interno nas medidas da Fig. 7.11, fizemos

uso da equacao:

FC — 10 (Aexc +Aem)/2 (54)

onde, F. é o espectro corrigido, A ¢ a absorbancia no comprimento de onda de
excitacdo ¢ Ay € a absorbancia em cada comprimento de onda de emissdao. O
fator 2 deve-se ao caminho otico, que na geometria de fluorescéncia ¢ metade do

de absor¢do. Os resultados serdo apresentados no Cap. 7 (Fig. 7.12).

5.3.4
Determinagdo da constante de associagdo através de meétodos

espectroscépicos

A incorporacdo de farmacos nas membranas lipidicas pode ser monitorada
por muitos procedimentos. A analise mais direta ¢ a determinagdo da
concentra¢dao dos farmacos incorporados e farmacos livres em equilibrio com a
membrana lipidica. Um procedimento experimental utilizado ¢ a separacdo fisica
da membrana do solvente por centrifugagdo ou filtragdo. A concentragdo do
farmaco incorporado pode ser obtida da fracdo encontrada na membrana ou da
perda do firmaco do meio de incubagdo. Um método menos direto, mas mais

conveniente quando o farmaco apresenta propriedades Opticas, € o de estimar a
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concentracdo de farmacos ligados através da analise das mudangas espectrais que
acompanham a ligacdo. Dois procedimentos sdo aplicados: (1) titula-se uma
solucdo de farmaco, em concentragdo constante, com concentracdes crescentes de
membrana para se obter a mudanga Otica até a saturagdo, ou seja, concentragao
“infinita” de membrana quando todos os fairmacos estariam ligados; (2) titula-se
uma solucdo de membrana, em concentracdo constante, com concentracdes
crescentes de farmaco.

Bashford e Smith (apéndice, Bashford et al., 1979) desenvolveram equagdes
para ajustar os resultados obtidos através do procedimento (1) descrito acima.
Considerando o caso de uma pequena molécula ligando-se a uma membrana com
uma concomitante mudanga em algum parametro otico, P, temos que o aumento,
& do parametro que acompanha a ligagao ¢ definido pela fracdo:

P, obs

&= P_ (55)

ini
onde P;,; ¢ o valor de P na auséncia de membrana e P, € o valor de P na

presenca de membrana. Se todos os farmacos ligados aos sitios sdo idénticos,
entdo podemos definir o parametro & que traduzira o aumento caracteristico
observado para os fAirmacos ligados, o qual pode ser uma constante para um dado
farmaco e sistema de membrana. Deste modo, temos que o aumento do parametro
sozinho nos permite calcular a fragdo de farmacos ligados, c:

Pobs = f)im' (1 - C) +f’ini &pC (56)

Assim, temos

obs

=¢=(1-0)+¢g,c (5.7)
Explicitando ¢ em (5.7), temos:
e-1 l-¢

= 5.8

A determinacdo experimental de ambos os parametros e &, permitirdo

determinar a concentracdo de farmacos ligados. Por outro lado, o processo de
incorporacdo de um farmaco, F, na membrana, M, pode ser representado no
equilibrio por:

d

onde K, ¢ a constante de dissocia¢ao definida como
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g = LFIM] (5.10)
[FM]
Sendo F; a concentracao total do farmaco, M a concentragao de sitios de
membrana e Fj, a concentracdo de farmacos ligados, e assumindo que a
concentragdo de sitios de membrana ¢ muito maior que a concentracdo do

farmaco, podemos escrever que a constante de dissociacdo, K;, para a interacao

sera:
M
Ky =(F,~F,) — (5.11)
F,
Explicitando Fj, temos:
F,
F, :F,—Kdﬁb (5.12)

Sendo a fragdo do farmaco ligado, ¢, dada por F, /F, , podemos escrever (5.12)

entdao como:
c
c:l—Kdﬁ (5.13)
Substituindo a equagdo (5.13) em (5.11), obtemos:
e—1
(5_1):(€b_1)_Kd7 (5.14)

A equagdo (5.13) prediz que um ajuste de (¢ —1) versus (&—1)/M serd
uma linha reta de inclinagdo K, com coeficiente linear (&, —1). Nota-se que esta

equacdo ¢ analoga a de Eadie-Hofstee, proveniente da cinética enzimatica.

O coeficiente de particdo e suarelagcdo com a constante de associacao

O coeficiente de particdo ¢ um parametro fisico-quimico essencial para o
estudo da interacdo de firmacos com membranas e lipideos. A constante de
particao, P, de um determinado farmaco ¢ a razdo entre as concentragdes que se
estabelecem nas condigdes de equilibrio quando este farmaco ¢ dissolvido em um
sistema constituido por uma fase organica e uma fase aquosa. Deste modo temos:

p_ [orgdnica] (5.15)
[aquosal

onde [organica] e [aquosa] sdo as concentragdes do farmaco na fase organica e na
fase aquosa, respectivamente. Para o caso de nosso sistema, a fase organica ¢

constituida pelos lipideos da membrana. Podemos expressar a equacdo (5.15) em
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termos do numero de mols do farmaco na fase organica e na fase aquosa, n, e ny,
e dos volumes totais da fase orginica e da fase aquosa, Vs e Va, respectivamente,
(Katz e Diamond, 1974). Com isso, temos:
p= Vv (5.16)
ny/Vy
A constante de associagdo, Kp, € o inverso da constante de dissociacdo, da

equacdo (5.9), que para o caso de lipideos pode ser expressa como:

_[FL] _ ny [V 4 (5.17)
[FIIL]  (ng/V4)np [V y)

onde n; ¢ o nimero de mols de lipideo. Assumindo que a membrana esta

totalmente dissolvida no volume total da amostra, considerou-se que o volume
total ¢ aproximadamente V4. Assim, substituindo (5.16) em (5.17) temos:
4

np

K, = (5.18)

Multiplicando o numerador ¢ o denominador pela massa molar, M, do
lipideo, temos que:
M

K,=P— (5.19)
PL

onde p, =n, (M/V,) é a densidade do lipideo, que ¢ aproximadamente igual a
densidade da 4gua, ou seja, Ig/ml = 10° g/l. Considerando que a massa molar
média dos lipideos de membranas ¢ 750 g, temos que a relagdo entre o coeficiente
de particdo e a constante de associagdo ¢ dada por:

K, =0.75P (5.20)

5.3.5
Supresséo de fluorescéncia — Acessibilidade do supressor

Para este sistema temos que a fluorescéncia total na auséncia do supressor
(Fo) é dada por (Lakowicz, 2006):
F,=F, +F, (5.21)
onde a e b se referem aos supressores acessiveis € inacessiveis, respectivamente.

Na presencga do supressor, a intensidade de fluorescéncia da fracdo acessivel (1)
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val diminuindo de acordo com a equagdao de Stern-Volmer, apesar da fragcdo

inacessivel ndo ser suprimida. A intensidade observada pode ser dada por:

F,
IR, (5.22)

14K, [O]

onde K, ¢ a constante de supressao de Stern-Volmer da fragao acessivel e [Q] ¢ a

concentragdo de supressor. Subtraindo a equagdo (5.21) de (5.22), temos:

AF = F,~F=F, (ﬂJ (5.23)
1+ K,[0]

Esta forma modificada da equacdo de Stern-Volmer nos permite determinar
a capacidade de supressdo dada por K e as fragdes dos residuos de triptofano
acessiveis e inacessiveis, dadas por f,e 1— f, . Basta, para isso, ajustar a curva de
(F, —F) em fungdo da concentracdo de supressor usando a equacdo (5.23),
assumindo que f, = F,, /F, .

A intensidade de fluorescéncia observada para um fluoréforo € proporcional
a sua concentragao no estado excitado, [F*]. Sob iluminagdo continua, temos que
a populagdo de fluoroforos excitados é estabilizada, de modo que, d[F*]/dt=0.

Na auséncia e na presenca do supressor as equacdes diferenciais que descrevem

[F*], sdo:

AT ry-y1Fe, =0 (5.24)
dt
A 0=+ k10D 1741=0 (5.25)

onde f{#) é a funcdo de excitagdo constante, e y = 1" ¢ a taxa de decaimento do
fluor6foro na auséncia do supressor. Como vimos no primeiro capitulo, na
auséncia do supressor a populagdo do estado excitado decai com uma taxa
vy = (I+ ky), onde I" e ki, sd0 as taxas de decaimento radiativas e ndo radiativas,
respectivamente. No entanto, na presenga do supressor temos uma taxa de

decaimento adicional dada por kq[Q]. Dividindo (5.24) de (5.25), temos:
[F*), _7+k,10] _

[F*] /4

A equacdo de Stern-Volmer pode ser obtida considerando a fracdo de

1+k,7,[0] (5.26)

fluoréforos excitados que decaem por emissdo em relagdo ao total. Essa fragdo
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F/Fy, ¢ dada pela razdo da taxa de decaimento na auséncia do supressor, y, pela

taxa de decaimento total na presenca do supressor y +k, [Q], de modo que:

o7 _ ! (5.27)
F, y+k,[0] 1+K,7,[0]

A equacdo (5.27) ¢ justamente a equacdo de Stern-Volmer. Como a

supressao colisional € um processo que diminui a populacdo do estado excitado,

podemos expressar os tempos de vida na auséncia e na presenga do supressor por:

=y (5.28)

r=(y+k,[0D" (5.29)
Assim, temos que os tempos se relacionam através:

[

L =1+k,7,[0] (5.30)
T

Uma importante caracteristica da supressdao colisional ¢ a equivaléncia
entre a diminuicdo da intensidade da fluorescéncia e o tempo de vida, de modo
que F,/F =7,/7r. Com esta equivaléncia podemos perceber com clareza que a

supressdo da fluorescéncia ocorre devido a uma taxa adicional de decaimento que

diminui a populacao do estado excitado.
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