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RESUMO

IWAKI, Y. O. Interagdo de capsaicindides com sistema modelo de membrana celular (2016) 120p. Tese
(Doutorado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2016

Este trabalho visa ao entendimento da interacdo de capsaicinéides com membranas
celulares utilizando sistemas modelo. Dentre os alcaldides derivados de plantas do
género Capsicum, a capsaicina e a dihidrocapsaicina respondem por 90% dos
capsaicindides, que sdo usados como analgésicos e antiinflamatérios, devido a sua
interacdo especifica com receptores. O mecanismo neurofarmacologico ja foi
bastante estudado, mas o modo de acdo nao neural ainda néo foi elucidado.
Usamos extratos brutos (EBs) de pimenta malagueta e de dedo-de-moca, que tém
atividade superficial, e afetaram monocamadas de Langmuir de fosfatidil colina de
dipalmitoila (DPPC) e fosfatidil glicerol de dipalmitoila (DPPG). Tais efeitos nao
tiveram dependéncia expressiva com a carga, pois o EB de dedo-de-moca interagiu
mais fortemente com o DPPC do que com o DPPG, ao passo que o contrario se
verificou para o EB de malagueta. Também n&o houve diferencga significativa entre
os EBs das duas pimentas. Nas monocamadas de Langmuir representativas para a
bactéria S. aureus, ambos os EBs tiveram efeito, tanto nas isotermas de pressao
guanto nos resultados de espectroscopia de absorcéo e reflexdo no infravermelho
com modulagdo de polarizagcdo (PM-IRRAS), sem distingdo significativa entre
malagueta e dedo-de-moca. No entanto, as medidas de vazamento com lipossomos
mostraram maior interacdo com o EB de dedo-de-mocga, 0 que € consistente com a
atividade bactericida para S. aureus. De fato, a concentragdo inibitoria minima (MIC)
foi 0,13 mg mL™ para o EB da pimenta dedo-de moca e 4,0 mg mL™ para o EB de
malagueta. Para a E. coli, os EBs interagiram com as monocamadas de Langmuir
sem diferengas dignas de nota para as duas pimentas, e nas medidas de vazamento
o efeito maior foi para a dedo-de-moca. Nado houve efeito bactericida para nenhum
dos extratos. Isso se explica porque bactérias gram-negativas, como a E. coli, tém
uma camada externa protetora de lipossacarideos (LPS). Das medidas de
monocamadas de Langmuir representativas da camada de LPS, observou-se pouca
incorporacdo dos EBs. Conclui-se, assim, que os EBs ndo conseguem causar
rompimento da camada de LPS. Do conjunto dos resultados, infere-se que o
mecanismo de agao para a S. aureus envolve solubilizagéo parcial da membrana, e
ndo ha relacdo entre pungéncia e atividade bactericida, pois a pimenta dedo-de-
moca, que € menos pungente, teve maior efeito do que a malagueta. Depreende-se,
também, que a acdo de extratos de pimenta deve depender da interacdo com
receptores na membrana, o que explica porque o uso de tais extratos tem sido
principalmente em aplicacfes tdpicas.

Palavras-chave: capsaicinéides, pimenta malagueta, pimenta dedo-de-moca, monocamadas de Langmuir,
filmes de Langmuir-Blodgett, lipossomos.






ABSTRACT

IWAKI, Y. O. Capsaicinoids interaction of with cell model membrane system (2016) 120p. Thesis
(Doctorate) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, S&o Carlos, 2016

This study is aimed at understanding the interaction of capsaicinoids with cell
membranes using model systems. Among the alkaloids derived from plants of the
genus Capsicum, capsaicin and dihydrocapsaicin account for 90% of capsaicinoids,
which are used as analgesic and anti-inflammatory due to their interaction with
specific receptors. The neuropharmacological mechanism has been well studied, but
the non-neural mode of action has not been elucidated. Here, we use crude extracts
(EBs) of malagueta and dedo-de-moca chilli peppers, which are surface active, and
affected Langmuir monolayers of dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC) and
dipalmitoyl phosphatidyl glycerol (DPPG). Such effects did not depend on the charge,
since EB from dedo-de-moca interacted more strongly with DPPC than with DPPG,
while the opposite applied for malagueta. In addition, there was no significant
difference between the two EBs. For Langmuir monolayers representing the bacteria
S. aureus, both EBs affected the surface pressure isotherms and the polarization-
modulated infrared reflection-absorption spectroscopy (PM-IRRAS) data, without
significant distinction between dedo-de-moca and malagueta. However, in the
leakage measurements with liposomes the EB from dedo-de-moca was more
efficient in rupturing the liposome, which is consistent with the bactericidal activity for
S. aureus. In fact, the minimum inhibitory concentration (MIC) was 0.13 mg mL™ for
dedo-de-moca and 4.0 mg mL™ for malagueta. For the Langmuir monolayers
mimicking the E. coli membrane, the EBs interacted much in the same way, while the
EB from dedo-de-moca caused larger leakage in liposomes. There was no
bactericidal effect of the EBs. This is explained by the fact that gram-negative
bacteria, such as E. coli, have a protective outer layer of liposaccharides (LPS). In
monolayers representing LPS, there was little incorporation of EBs, from which one
infers that the EBs cannot cause disruption of the LPS layer. Taking all these results
together, it appears that the mechanism of action for S. aureus involves partial
solubilization of the membrane. Furthermore, there is no relationship between
pungency and bactericidal activity because dedo-de-moca, which is less pungent,
had greater effect than malagueta. It seems also that the action of pepper extracts
must depend on the interaction with membrane receptors, which explains why the
use of such extracts has been essentially in topical applications.

Key words: capsaicinoids, malagueta pepper, dedo-de-moca pepper, Langmuir monolayers, Langmuir—
Blodgett film, liposome.
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Apresentacao

O trabalho de doutorado foi desenvolvido no periodo entre marco de 2010 a
fevereiro de 2016, que é mais longo do que o normal em virtude de a pesquisa ter
sido realizada em tempo parcial, para conciliar com o trabalho na Marinha do Brasil.
A parte experimental da pesquisa foi realizada em sua maioria no grupo de
Polimeros Bernhard Gross do Instituto de Fisica de Sdo Carlos. Os experimentos de
cinética de vazamento dos lipossomos foram feitos no Departamento de Bioquimica
e Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara, com
autorizacdo do Prof. Eduardo Mafud Cilli e auxilio do Dr. Esteban Nicolas Lorenzon.
A tese esta dividida em 4 capitulos além desta apresentacdo, que contém motivagcao
e objetivos. Estes capitulos sao divididos em:

1) Introducéo e revisdo bibliografica sobre os principais assuntos abordados no
trabalho;

2) Procedimentos experimentais, materiais utilizados e métodos;

3) Resultados e discussoes;

4) Conclusfes gerais e perspectivas.

O capitulo 1 é destinado a dar ao leitor um suporte tet6rico para entendimento
do trabalho. O capitulo 2 detalha os procedimentos experimentais, incluindo
parametros e equipamentos. No capitulo 3 sdo mostrados os resultados e as

discussbes, ao passo que as conclusdes aparecem no capitulo 4.
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Motivacao e Objetivos

O projeto desenvolvido nesta tese visava a compreender a interacdo entre
capsaicindides (caps), principio ativo das pimentas do género Capsicum, e
membranas celulares por meio de sistemas modelo, que pudessem ser

correlacionadas com sua atividade antimicrobiana em nivel molecular.

Objetivos especificos
Eram objetivos especificos investigar:
1. O mecanismo de atividade antimicrobiana dos capsaicinéides;

2. Os motivos da exclusividade na utilizac&o topica de capsaicinéides;

3. A possivel correlacao entre pungéncia e atividade antimicrobiana.
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1. Introducédo e Reviséo Bibliogréfica

O advento de antibioticos trouxe uma revolugcdo na medicina do século XX,
mas a eficacia dos antibioticos pode ser reduzida pela capacidade das bactérias de
se tornarem resistentes (FAIR, 2014). O problema com bactérias super-resistentes &
alarmante no mundo todo, aumentando tempo de internacdo, e elevando a
mortalidade. Isso tem levado a busca por antimicrobianos naturais, principalmente
0S que possam apresentar rotas alternativas de combate a bactérias. Nesta tese
escolnemos como objeto de estudo as pimentas, cujos componentes podem ser

usados por sua acao antimicrobiana.

1.1.Pimentas

Pimentas séo frutos usados na alimentacdo e em condimentos, pois possuem
componentes quimicos que estimulam as papilas gustativas, produzindo sensacdes
picantes e de calor. A pimenta-do-reino, também conhecida como pimenta branca ou
pimenta preta, pertence a familia Piperaceae, sendo obtida por diversos tipos de
processamento de seus frutos. Esse condimento, utilizado na conservacdo dos
alimentos, era valorizado na antiguidade por indianos e egipcios, sendo alvo de
intenso comércio durante as Grandes Navegacdes por arabes e europeus. Pimentas
vém sendo usadas por diversas civilizacbes na medicina e na culinaria, havendo
registros que datam cerca de 9 mil anos, encontrados em sitios arqueolégicos em
Tehuacan, no México. As mais consumidas no Brasil pertencem ao género
Capsicum, da familia Solanaceae: Capsicum baccatum (pimenta dedo-de-moca),
Capsicum annuum, Capscicum frutescens (pimenta malagueta), Capscicum
chinense (pimenta comari) e Capsicum pubescens (BARBIERI, acessado em
14/09/2013). Sabe-se que os indigenas ja usufruiam dos beneficios de pimentas do
género Capscicum muito antes da chegada de Colombo as Américas (BARBIERI,
acessado em 14/09/2013).
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As pimentas sdo ricas em vitamina E, antioxidantes, carotendides e
capsaicindides (caps), sendo estes nutrientes importantes para a visdo, para a
integridade dos epitélios (células que revestem o corpo e formam uma barreira
contra infeccdes) e no crescimento e desenvolvimento do esqueleto. Capsaicindides
sdo alcaldides responsaveis pela pungéncia das pimentas, cujo teor é indicativo de
ardéncia das pimentas. A pungéncia pode ser expressa por uma escala sensorial
denominada Scoville Heat Units (SHU) ou Unidades de Calor Scoville, que varia
entre zero, para pimentas "doces" sem sensacao de ardor, até em torno de um
milh&o de SHU para pimentas extremamente picantes. Mostrada na Tabela 1, esta
escala foi desenvolvida em 1912 pelo quimico americano Wilbur Scoville, e baseia-
se no método de diluicho e prova, sendo, portanto, denominada de escala
organoléptica. Os testes séo realizados com a pimenta diluida em uma solucdo de
agua com acucar até que nao haja mais a percep¢do da pungéncia das pimentas.
Posteriormente, o método foi aperfeicoado e foram criadas as unidades de Scoville.
Uma (1) unidade na escala de Scoville indica que a cada xicara de pimenta séo
necessarias 1000 xicaras de solucdo de dgua com acucar para neutralizar o ardor
provocado pelos caps. Para os pimentdes, observa-se o valor de O unidades
Scoville. JA4 para a capsaicina pura, obtém-se o equivalente a 16.000.000 de
unidades Scoville.

Tabela 1- Escala de Scoville para determinacdo de pungéncia das pimentas (adaptado de
http://pepperheadsforlife.com/the-scoville-scale/).

Nome da pimenta Classificag&o na escala de
Scoville (SHU)
Capsaicina pura 16.000.000
Dihidrocapsaicina 15.000.000
Nordihidrocapsaicina 9.100.000
Carolina Reaper 2.200.000
Bhut Jolokia 1.041.427
Trinidad Scorpion 1.000.000
Piri piri 300.000
Malagueta 100.000
Cumari 50.000
Pimenta Bode 30.000
Dedo-de-moca 1.500

Pimentdo 0
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1.1.1. Capsaicinodides

Os capsaicindides (caps) sdo um grupo de alcaldides do género Capsicum
das pimentas. Dentre estes alcaldides, a capsaicina e a dihidrocapsaicina, cujas
estruturas sdo mostradas na Figura 1, respondem por 90% da pungéncia das
pimentas, sendo que a quantidade de capsaicinéides depende do tipo de pimenta
(GYULA MOZSIK, 2009). As propriedades farmacoldgicas dos capsaicindides tém
sido investigadas em analgésicos (HAYMAN, 2008; SHARMA, S. K. et al., 2013),
anti-inflamatérios (HAYMAN, 2008); (SHARMA et al.,, 2013), anticancerigenos
(SHARMA et al., 2013), aceleradores de metabolismo (HAYMAN, 2008) devido ao
efeito termogénico que possuem estes compostos, redutores de niveis de colesterol
(HAYMAN, 2008), fungicidas (ANAYA-LOPEZ, 2006) e bactericidas (TAVEIRA,
2013); (KOFFI-NEVRY, 2012). Alguns compostos utilizam os caps como principios
ativos para o alivio de dores agudas, principalmente decorrentes de artrite (DEAL et
al., 1991), gastrite (Hayman, 2008), dores musculares e neuropaticas, indigestdo
cronica e cancer (LAU et al., 2014).

Os efeitos farmacologicos dos capsaicindides sdo altamente seletivos para 0s
neurbnios sensoriais, devido a uma interacdo especifica com o0s nocireceptores
(TSUCHIYA, 2001). Entretanto, capsaicinéides também apresentam atividade de
agregacdo de plaquetas e potencial atividade bactericida (NASCIMENTO et. al,
2014); (VELOSO, 2012). Embora o mecanismo neurofarmacolégico tenha sido
bastante estudado, 0 modo de acédo ndo-neuronal ainda nado é claro. Acredita-se que
a interacao dos caps com a biomembrana consista de uma das etapas iniciais para o
desempenho de sua atividade biolégica (OMOLO et al., 2014).

HO
A) © B) ©

Figura 1 — Estrutura molecular (A) capsaicina (B) dihidrocapsaicina.
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1.2.Modelos de membrana

As membranas plasmaticas sao responsaveis por delimitar o meio intracelular
(citoplasma) e o meio extracelular. Também denominada de membrana plasmatica,
sua principal funcéo é a de regular a permeabilidade de substancias do interior para
o exterior da célula, e vice-versa, bem como delimitar as organelas no interior das
células (ALBERTS et al.,, 2010). Elas consistem basicamente de uma matriz
hidrofobica, formada por uma bicamada orientada de lipidios e proteinas, onde as
proteinas sdo ligadas de diferentes formas: proteinas integrais (intrinseca ou
transmembranares) ou proteinas periféricas (extrinsecas). As proteinas integrais
atravessam a membrana, sendo firmemente aderidas aos lipidios desempenhando a
funcdo de permitir a passagem de substancias hidrofilicas, pois formam canais de
transporte de substancias. Aproximadamente 70% das proteinas sé@o do tipo integral,
sendo em sua maioria receptores especificos de hormonios. As proteinas periféricas
encontram-se na superficie interna ou externa da membrana, ndo mergulhadas na
bicamada fosfolipidica, ligando-se a membrana através da regido polar dos lipidios
ou com as proteinas integrais. As glicoproteinas sdo aquelas que possuem um ou
mais acucares ligados covalentemente a estrutura proteica. Possuem como funcgéo
celular o reconhecimento e protecdo quando presentes na superficie ou dentro da
membrana plasmatica (glicocélices ou glicocalix).

A membrana plasmatica também apresenta quantidades de colesterol, um
esteroide responsavel pela fluidez da membrana, que varia de acordo com a
temperatura. A molécula de colesterol fornece rigidez a membrana devido a sua
cadeia hidrofébica que se liga a parte hidrofébica dos fosfolipidios da membrana. Os
glicolipidios sdo uma associacdo entre carboidratos e lipidios, responsaveis pela
determinacdo dos grupos sanguineos e auxiliam na protecdo da membrana
plasmatica em condicdes adversas (ALBERTS et al., 2010). Nos préoximos itens sera

detalhado cada um dos componentes da membrana celular.
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1.2.1. Componentes da membrana celular

As membranas celulares possuem como componente mais abundante os
lipidios e proteinas, e em minoria os polissacarideos. A bicamada lipidica possui
como funcdo prioritaria a de sustentagdo da membrana, além do controle de entrada
e saida de substancias. As proteinas desempenham a maioria das funcdes
especificas. Em células animais (eucariontes), que possuem uma membrana
delimitando o nucleo celular do citoplasma, a composicédo depende do tipo de célula.
Pode ser de 30 a 80% de fosfolipidios, 20 a 60% de proteinas e 0 a 10% de
polissacarideos (YEAGLE, 1993).

1.2.1.1. Lipidios

Os lipidios que formam o arcabouco das membranas sdo moléculas anfifilicas
ou anfipaticas apresentando uma extremidade hidrofilica, ou polar, e uma regido
hidrofébica, ou apolar. Existem trés principais tipos de lipidios na membrana:
fosfogliceridios, esfingolipidios e colesterol. Os lipidios em sua maioria possuem um
grupo fosfato, sendo entdo fosfolipidios. Como a maioria dos lipidios das
membranas contém grupo glicerol, denominam-se fosfogliceridios. Na membrana, os
glicerideos encontram-se na forma de digliceridios, sendo apenas duas hidroxilas do
glicerol esterificadas por acidos graxos, enquanto a terceira hidroxila € esterificada
por um fosfato hidrofilico. Os fosfogliceridios da membrana possuem um grupo
adicional, que pode ser: colina, formando-se a fosfatidilcolina (PC); etanolamina
formando-se a fosfatidiletanolamina (PE); serina formando-se a fosfatidilserina (PS)
ou o inositol formando-se o fosfatidilinositol (P1). Em pH fisiolégico a cabeca polar do
PS e PI esta carregada negativamente, enquanto as cabecas polares do PC e PE
séo neutras. Estes fosfolipidios estao representados na Figura 2A (KARP, 2005).

As cadeias de acidos graxos dos fosfogliceridios possuem entre 16 e 20
carbonos, sendo em geral uma saturada e outra insaturada. Os esfingolipidios,
representados na Figura 2B, sdo uma classe menos abundantes de lipidios da
membrana, e consistem de uma molécula de esfingosina ligada a um acido graxo

através do grupo amina, resultando na molécula de ceramida. Os lipidios que se
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baseiam na esfingosina possuem grupos esterificados adicionais a ligagdo O-H do
alcool terminal da esfingosina. Se a substituicdo por fosforilcolina, a molécula sera
denominada esfingomielina, sendo este o Unico fosfolipidio de membrana a né&o
possuir a estrutura de glicerol. Se for feita uma substituicdo por um carboidrato, a
molécula sera denominada de glicolipidio. Quando o carboidrato substituinte for um
monossacarideo, serd denominado cerebrosideo ou oligossacarideo, denomina-se
gangliosideo (KARP, 2005).

H,C- 0= - (CH,} CH=CHICH,1,CH,
o
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o
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Figura 2 — Estrutura quimica dos lipidios de membrana: A) estrutura dos fosfogliceridios. B)
estrutura dos esfingolipidios (figura extraida de KARP, 2005).

O colesterol, representado na Figura 3, é componente de algumas
membranas de células animais, representando até 50% das moléculas lipidicas da
membrana, mas esta ausente em células bacterianas. As moléculas de colesterol
orientam-se com pequenos grupos hidroxila voltados para a superficie da

membrana, estando o restante da molécula imerso na bicamada lipidica.



Figura 3 - Representacdo das moléculas de colesterol (em amarelo) orientadas com as
extremidades hidrofilicas voltadas para a superficie externa da bicamada e sua
estrutura agrupada entre as caudas dos fosfolipidios (figura extraida de KARP,
2005).
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1.2.1.2. Proteinas

Além dos fosfolipidios, as membranas contém diversas proteinas, dispostas
de maneiras diferentes. As proteinas integrais atravessam a bicamada lipidica e
possuem dominios que se projetam tanto para a parte exterior quanto interior
(citoplasma) da membrana. Estas proteinas desempenham a maioria das fungdes
especificas das membranas, tais como o transporte de ions e moléculas polares,
interagcbes com hormoénios, transducao de sinais e estabilizacdo estrutural. A forma
na qual as proteinas se associam a bicamada determina sua funcdo. Uma proteina
integral exerce sua funcdo nos dois lados da bicamada (canais ibnicos, proteinas
transportadoras e receptoras). As proteinas que se encontram em um lado da
bicamada exercem sua funcéo apenas no lado em que se encontram. As proteinas
integrais apresentam a formacado de uma a-hélice, caracterizada por ligacdes de
hidrogénio entre suas ligacdes peptidicas. Essas se classificam em funcdo da forma
como atravessam a bicamada: unipasso para as que atravessam apenas uma vez a
bicamada e multipasso para as que atravessam multiplas vezes, como mostra a
Figura 4A. As proteinas periféricas da Figura 4B localizam-se fora da bicamada
lipidica e encontram-se tanto do lado extracelular quanto do lado citoplasmaético,
associando-se a superficie da membrana por meio de liga¢cdes de hidrogénio com
outras proteinas periféricas, proteinas integrais ou lipidios. Essa interacdo é
considerada fraca e essas proteinas podem ser liberadas das membranas por
exposicao a solucdes de forca ibnica elevada ou variacdes de pH, ao contrario das
ligacdes entre as proteinas integrais e a bicamada lipidica, onde a interacdo sé pode
ser rompida com o uso de detergentes.

Existem dois tipos de proteinas de membrana ancoradas na bicamada
lipidica, que podem ser diferenciadas pelo tipo de ancora lipidica e pela superficie
sobre a qual estdo expostas. As proteinas ancoradas em lipidios que se localizam
na superficie externa da bicamada lipidica associam-se a membrana através de
ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), ligadas covalentemente a oligossacarideos
ligados aos lipidios da bicamada (Figura 4C). Estas podem ser liberadas da ancora
de GPI através de enzimas especificas que as clivam. Outro tipo de proteina

ancorada fica na face interna da membrana (citoplasma), ancorada a membrana
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plasmética por longas cadeias de hidrocarbonetos imersas na face interna da

bicamada lipidica.

Proteina periférica da membrana

2ADIIIIIN. 5 Y %
D L

< S0

roteinas integrais da ’ X,

membrana Proteinas periféricas

A) B) da membrana

Proteinaancorada com GPI

Citoplasma

C)

Figura 4 - Esquema de classes de proteinas de membrana: A) Proteinas integrais contém
uma ou mais hélices trans-membrénicas; B) Proteinas periféricas ligadas nao
covalentemente a um grupo polar da bicamada lipidica e/ou uma proteina
integral de membrana; C) Proteinas ancoradas em lipidios, covalentemente
ligadas a um fosfolipidio ou a um &cido graxo inserido em uma das extremidades
da bicamada lipidica (figura extraida e adaptada de KARP, 2005).
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1.2.2. Modelos que descrevem a biomembrana

Em 1935, Hug Davson e James Danielle propuseram um modelo de
membrana plasmatica, mostrado na Figura 5A, que consistia de uma bicamada
lipidica revestida internamente e externamente por proteinas globulares. Estas sdo
formadas por cadeias polipeptidicas que se dobram adquirindo a forma esférica,
incluindo a maioria das enzimas. Possuem varias estruturas secundarias, o que lhes
garante certa mobilidade e capacidade de executar diversas funcbes no corpo
humano, como séo os casos dos anticorpos, hormdnios e proteinas transportadoras,
como a albumina sérica e hemoglobina. No inicio dos anos 1950, levando em
consideracdo a permeabilidade seletiva das membranas, propuseram a existéncia
de poros revestidos de proteinas, responsaveis pela entrada e saida de solutos
polares e ions. Em 1972, S. Jonathan Singer e Garth Nicholson propuseram um
modelo de membrana denominado “modelo do mosaico fluido” ilustrado na Figura
5B (SINGER; NICHOLSON, 1972). Este modelo de Singer e Nicholson pressupde
que:

a) Os lipidios encontram-se em uma bicamada, onde a membrana lipidica é
anfipatica, com fosfolipidios, glicolipidios e esterais;

b) As proteinas nas membranas podem ser associadas a bicamada lipidica
através dos grupos polares (proteinas periféricas) ou através da matriz
hidrofébica, atravessando a membrana (proteinas integrais). As proteinas
neste modelo sdo definidas através de sua solubilidade, ou seja, proteinas
periféricas podem ser liberadas da membrana utilizando-se métodos suaves,
como mudancas de pH ou for¢ca ibnica, enquanto proteinas integrais
requerem o uso de métodos mais agressivos, tais como detergentes ou
solventes organicos;

C) Os lipidios e proteinas encontram-se em constante movimento. A membrana
nao possui uma estrutura rigida havendo mobilidade entre as moléculas
constituintes, ou seja, a membrana celular seria uma estrutura dindmica, em
gue seus componentes possuem mobilidade para unir-se através de
interacOes transientes. Em principio, dois movimentos sdo considerados: o
movimento de rotacdo quando os lipidios movem-se em torno de seu proprio

eixo; e o movimento de translacdao ou difusdo lateral que consiste no



41

movimento por toda a extensdo da monocamada, no plano da membrana
lipidica;
d) As membranas lipidicas sdo assimétricas, assim os dois lados da membrana

nao sao idénticos.
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Figura 5 — Histérico sobre a estrutura da membrana plasmatica: A) Verséo revisada do
modelo de Davson-Danielli (1954); B) modelo do mosaico fluido proposto em
1972 por Singer e Nicholson; C) representacdo atual da membrana plasmatica
mostrando a organizacdo béasica proposta por Singer e Nicholson mostrando a
superficie externa da maioria das proteinas da membrana com uma
porcentagem de fosfolipidios contendo pequenas cadeias de agUcares formando
glicoproteinas e os glicolipidios (figura extraida e adaptada de KARP, 2005).

Com a descoberta de novas caracteristicas da membrana celular, o modelo
de Nicholson foi atualizado (NICHOLSON, 2014), incluindo a fungdo dos dominios
especializados (aglomeragcdo de componentes iguais, denominados rafts) na
membrana, assim como a grande quantidade de lipidios e complexos de

proteina/glicoproteina na microestrutura. Além disso, a associagdo entre a



42

membrana, o citoesqueleto e a matriz celular é importante por limitarem a difusdo

lateral e a amplitude de movimentacdo dos componentes da membrana. Uma

representacdo do novo modelo proposto por Nicholson é mostrada na Figura 6.

As mudancas incorporadas no modelo de Singer e Nicholson apés quarenta

anos foram descritas por Gofii (GONI, 2014), e podem ser resumidas em:

a)

b)

d)

f)

9)

A alta densidade das proteinas transmembranares. No modelo original séo
vistas apenas proteinas transmembranares espalhadas na bicamada lipidica,
apenas uma cada vez. No modelo atual, observa-se uma multiplicidade de
proteinas transmembranares, onde dificilmente ha uma fracdo da bicamada
que ndo esteja perturbada por estas proteinas;

Proteinas que se ligam as membranas ocasionalmente. No modelo tradicional
as proteinas eram solUveis no citoplasma ou ancoradas na camada lipidica.
Atualmente € aceito que existem dois tipos de proteinas, as que ficam
ancoradas na camada lipidica e as que ndo tém funcdo significativa quando
ligadas a camada, que podem ser encontradas ligadas a camada ou sollveis
no citoplasma,;

Novas funcdes fisiologicas da fase lipidica. Considerando apenas a bicamada,
a fase lamelar liquido-cristalina era tida como a Unica que apresentava
funcionalidade relevante. No novo modelo, as outras fases da bicamada
também aparentam ter funcionalidades fisiolégicas interessantes;

Desvios de equilibrio - estrutura ndo lamelar. No modelo antigo, os lipidios
encontravam-se organizados na forma de bicamadas. Atualmente, uma
membrana pode adotar outra arquitetura que nédo a de bicamada;

As membranas possuem morfologia curvilinea. Sua curvatura depende de
propriedades geométricas e mecanicas de proteinas e lipidios, ao contrario do
modelo tradicional onde as bicamadas sdo mostradas de maneira retilinea;
Heterogeneidade lateral das membranas. Na bicamada tradicional ndo se
observam grandes heterogeneidades na superficie, além de saliéncias
provocadas pelas proteinas. Na visdo atual formam-se dominios
heterogéneos, com diametros entre 0,1 e 1,0 um, compostos de proteinas e
lipidios que proporcionam caracteristicas funcionais a bicamada,;

Movimento flip-flop: no modelo atual os lipidios da membrana sdo capazes de

atravessar a monocamada. (GONI, 2014).
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A)

Figura 6 — A) Modelo de Singer-Nicholson; B) proposta alterada e versdo atualizada de
acordo com Engelman (figura extraida de Engelman, D. M., 2005) (GONI, 2014).

1.2.2.1. Membrana Bacteriana

As bactérias possuem estrutura celular procariética, ndo possuindo material
nuclear organizado por carioteca, sendo que este se encontra disperso no
citoplasma. Sao organismos unicelulares que medem de 0,2 a 1,5 pum, e podem
aglomerar-se em coldnias ou viver isoladamente. A partir dos anos 1990 o Reino
Monera foi dividido em dois grupos: dominio Archaea/arquea e dominio
Bactérias/eubactérias. As diferencas entre estes dois dominios podem ser
resumidas nas caracteristicas dos organismos pertencentes ao dominio arqueas: a)
nao possuirem peptidioglicanos em sua parede celular; b) produzirem como residuo
metabdlico o gas metano; e c) sobreviverem em ambientes com condicdes
extremas, tais como vulcoes, crateras, regides salinas etc.

As bactérias possuem quatro componentes em sua estrutura formada por:
membrana celular; citoplasma; ribossomos e cromatina (molécula de DNA circular,
gue constitui 0 Unico cromossomo bacteriano). Externamente a membrana
plasmatica, as bactérias possuem uma estrutura denominada parede celular, que se
localiza ao redor da membrana plasmética tendo como funcdo a protecdo da célula
bacteriana. Os flagelos sdo apéndices alongados e finos responsaveis pela
locomogédo em alguns tipos de bactérias; no plasmideo ha moléculas de DNA que
nao se encontram ligadas ao cromossomo bacteriano, espalhados no hialoplasma e
trocadas entre bactérias por pili (filamentos semelhantes a flagelos, sem funcéao

locomotora, que desempenham funcao de fixacdo em substratos ou troca de DNA).
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Determinadas espécies possuem em sua estrutura um envoltério, externo a parede
celular, denominado capsula, constituidas de polissacarideos ou polipeptidios.

Em bactérias Gram-negativas a parede celular é mais complexa, sendo
composta por uma ou mais camada de peptidioglicanos e trés outros componentes
gue a envolvem externamente; lipoproteina, membrana externa e lipopolissacarideo
(LPS), causador de patogenicidade. Como as paredes das bactérias Gram-negativas
S840 menos permeaveis aos antibioticos, estas sdo consideradas mais nocivas
(MOLINARO, E. M., 2009). Na Figura 7A € apresentado o esquema da membrana
de bactérias Gram-negativas.

As bactérias podem ser classificadas em funcdo da presenca de parede
celular através do método de coloracdo Gram, criado por Hans Christian Gram, um
bacteriologista dinamarqués, em 1884. Esta técnica expressa importante método de
coloracdo da parede celular de bactérias, distinguindo-as como Gram-positiva ou
Gram-negativa (BURNETT & SCHUSTER, 1982; NISENGARD & NEWMAN, 1994).
O método baseia-se na capacidade das paredes celulares das bactérias Gram-
positivas mudarem de cor devido ao corante cristal violeta (violeta de metila),
enquanto na parede celular de bactérias Gram-negativas ndo ha mudanca de cor.
Esta técnica consiste em acrescentar o corante cristal violeta em uma cultura de
bactérias em meio soélido ou liquido e posteriormente o inserir o fixador lugol. Neste
procedimento tanto as paredes celulares de bactérias do tipo Gram-positivas e Gram
negativas irdo absorver o corante primario e seu fixador, mantendo a coloracao
violeta na parede celular. Apos esse procedimento, a cultura de bactérias € tratada
com uma solucdo de solvente orgéanico etanol (99,5°). Este solvente organico ira
remover a porcdo lipidica da parede celular das bactérias Gram-negativas,
removendo a coloracdo violeta. Apds esse procedimento, as amostras sao tratadas
com um segundo corante, safranina, que deixara a coloracdo das paredes celulares
de bactérias Gram-positivas na cor violeta escuras e as paredes celulares de
bactérias Gram-negativas em vermelho ou rosa escuro (MINISTERIO DA SAUDE,
2001).
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Figura 7 — Esquema representativo de membrana de bactérias: A) Gram negativas e
B) Gram-positivas. (MOLINARO, E. M., 2009).

Nas paredes celulares de bactérias Gram-positivas (Figura 7B), além da
camada de peptidioglicanos, ha o &cido teic6ico, encontrado ao longo da parede
celular, ligados aos lipidios da membrana plasmética (MOLINARO, E. M., 2009).
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1.2.2.2. Modelos que Mimetizam a Membrana Celular

Devido a complexidade da membrana celular, empregam-se modelos que a
mimetizam, como os filmes de Langmuir e Langmuir-Blodgett (LB) (GIRARD-
EGROTT, 2005) e lipossomos. As monocamadas de Langmuir mimetizam apenas
metade da membrana celular, porém possuem uma série de vantagens, pois
permitem um controle de composicao; controle do estado de compactacédo, além da
planaridade, que se assemelha ao formato da superficie celular (FENG, 1999);
(FENG, 2006); (PAVINATTO, 2014). Os detalhes sobre a formacdo dos filmes de

Langmuir serdo explicados nos préximos itens.
Filmes de Langmuir e Langmuir-Blodgett (LB)

Benjamim Franklin, em 1765, realizou os primeiros experimentos de formacao
de filmes lipidicos na interface ar-agua, espalhando uma camada de éleo em agua.
Embora os primeiros experimentos tenham sido realizados no século XVIII, apenas
no inicio do século XX os filmes monomoleculares foram estudados pelo cientista
americano Irving Langmuir, que detalhou a estrutura do filme em nivel molecular,
rendendo-lhe o prémio Nobel em 1932. Langmuir teve seu reconhecimento ao ter
seu nome associado aos filmes, denominados de filmes de Langmuir (LANGMUIR,
1917). Na década de 1930, foram realizados os primeiros trabalhos de transferéncia
dos filmes da superficie da agua para substratos solidos, por Katherine Blodgett
(BLODGETT, 1935). Esses filmes depositados em substratos solidos foram
denominados filmes Langmuir-Blodgett (ROBERTS, 1990).

Os filmes de Langmuir sdo produzidos na chamada cuba de Langmuir,
mostrada no esquema da Figura 8, que consiste em um compartimento raso feito de
material inerte (Teflon®), dentro da qual h4 uma subfase aquosa juntamente com um
sensor de tensdo superficial denominado placa de Wilhelmy. O conjunto também
dispbde de barreiras moveis para compressdo da monocamada e um dispositivo

imersor para fabricacéo de filmes Langmuir-Blodgett.
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Figura 8 - Cuba de Langmuir: 1) Quadro de apoio da cuba; 2) Barreiras moéveis; 3)
Reservatdrio de agua com pogo para deposicdo de filmes LB; 4) Eletrobalanca
com sensor de Wilhelmy; 5) Mecanismo de imersao (para filmes LB); 6) Unidade
de interface. Figura adaptada de
http://www.biolinscientific.com/ksvnima/technologies em 22/11/2015.

A técnica de Langmuir baseia-se na propriedade de moléculas organicas
anfifilicas, tais como fosfolipidios, de orientarem-se na interface ar/agua para
minimizar a energia livre, formando uma monocamada insolavel. As moléculas
anfifilicas diluidas em uma solucao volatil e imiscivel em 4gua sdo espalhadas sobre
uma interface aquosa. Ap6s a evaporacdo do solvente, forma-se um filme com
espessura de uma molécula, com as cabecas hidrofilicas imersas na subfase
aguosa e as caudas hidrofébicas em contato com o ar (GIRARD-EGROTT, 2005);
(KSV NIMA, 2015). A técnica possibilita o controle da organizacdo da monocamada
em sua compactacao e arquitetura por meio de barreiras moéveis, que comprimem as
moléculas na interface ar/agua. Quando as barreiras méveis sédo fechadas, ha uma
reducdo da area ocupada pelo filme, alterando-se a compactacdo da monocamada.
Como a area superficial é reduzida devido a compressdo da barreira movel, a
distancia intermolecular diminui, reduzindo também a tensdo superficial. As
moléculas comecam a interagir exercendo uma repulsdo entre elas. A forca exercida
pelo filme por unidade de area é chamada de pressao superficial (1), calculada pela
formula:

TI'=V0-Y
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7

onde Yo é a tensdo de superficie da subfase sem a monocamada e v é a
tensdo de superficie na presenca da monocamada (GIRARD-EGROTT, 2005);
(ROBERTS, 1990).

Durante a compressao, as moléculas organizam-se, podendo passar por
transformacdes de fase analogas as transformacdes tridimensionais, com estado
gasoso, liquido e sélido até a formacdo de uma monocamada ordenada. Durante
esse processo, as moléculas alinham-se como observamos na Figura 9, que mostra
os estagios de formacdo da monocamada para uma substancia especifica. Ao
espalhar a solucao lipidica na interface, as moléculas nao possuem interacédo lateral
umas com as outras e, portanto, é dito que se encontram na fase gasosa
bidimensional (Figura 9A). Aumentando-se a compressao, elas atingem a fase
liquido-expandida, resultando em aumento da interacdo entre as moléculas e
reducdo de area molecular (Figura 9B). Com a subsequente compressao do filme,
as moléculas atingem grau de empacotamento maximo, formando um filme de
espessura monomolecular, denominado de estado soélido bidimensional.
Comprimindo-se ainda mais as barreiras, atinge-se o colapso, em que o filme perde
a estrutura de monocamada para formar multicamadas nao organizadas (GIRARD-
EGROTT, 2005). O colapso da monocamada pode ser observado na isoterma de

pressao superficial versus area molecular da Figura 10.
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Figura 9 — Principios da técnica de Langmuir-Blodgett. (adaptado de GIRARD-EGROT et al.,
2005).

As isotermas de pressao superficial (11-A) originam do monitoramento da
pressao superficial em funcdo da area disponivel para cada molécula (area por
molécula expressa em A?). Na Figura 10, observam-se os estados da monocamada
interpretados de forma equivalente aos estados tridimensionais da matéria (solido,

liquido e gasoso).
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Figura 10 - Isoterma n-A para o fosfolipidio DPPC e ilustracdo da estruturacdo das
moléculas no filme durante os diferentes estagios de compressdo. (¢) = cabeca
hidrofilica e (!) cauda hidrofébica. (figura modificada de GIRARD-EGROT et al,
2005).

A técnica de Langmuir-Blodgett foi criada para transferir a monocamada para
um substrato soélido (BLODGETT, 1935); (BLODGETT; LANGMUIR, 1937), podendo
gerar diferentes tipos de filme de acordo com a natureza hidrofilica ou hidrofébica do
substrato. Na Figura 9D, mostra-se uma representacao simplificada do processo de
transferéncia da monocamada para o substrato. A primeira monocamada sera
transferida com o substrato sendo retirado de dentro da subfase, ou imergindo-o se
estiver fora da subfase. Assim, as multicamadas se depositardo sucessivamente em
cada travessia pela interface de monocamada/ar. Na deposi¢cdo chamada tipo Y (Fig
9D.b), o empilhamento das monocamadas segue a configuragcdo cabeca-cabeca ou
cauda-cauda; este ultimo representa o empilhamento natural das membranas
biolégicas. Ha& também os empilhamentos do tipo X, onde a monocamada é
transferida apenas na imersédo (Figura 9D.a) e do tipo Z, onde a monocamada €
depositada na emersao (Figura 9D.c). (GIRARD-EGROT et al., 2005).

As monocamadas constituem um modelo interessante para o estudo biofisico
de membranas, uma vez que uma membrana biolégica pode ser considerada como
constituida por duas monocamadas fracamente acopladas. A subfase aquosa
mimetiza os meios intra e extracelulares e, assim, moléculas de interesse podem ser

dissolvidas para o estudo de interagcbes moleculares (BREZESINSKI; MOHWALD,
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2003). Acredita-se que a pressdo de 25-30 mN m™ corresponde a pressdo lateral
exercida pelas moléculas na membrana (MARSH, 1996).

Modelos de membrana podem ser obtidos com filmes de Langmuir com
apenas um componente ou em monocamadas mistas (PANDA et. Al., 2010), sendo
os fosfolipidios os mais empregados (BREZESINSKI; MOHWALD, 2003). Outros
componentes podem ser incorporados a monocamada por adi¢cdo na subfase, tais
como farmacos, polissacarideos, proteinas etc. A interacdo destes componentes
pode ser avaliada através das isotermas de pressao superficial. A estabilidade das
monocamadas mistas pode ser avaliada pela presséo de colapso, pois se a pressao
para a mistura for maior do que a dos componentes puros, o filme € dito mais
estavel. Diferencas na pressdo de colapso também indicam miscibilidade. Uma
mistura deve ter somente uma pressao de colapso, nhormalmente diferente daquelas
dos componentes puros (Tong, 2005; PAVINATTO, 2014). H& uma grande
variedade de técnicas de caracterizagdo das monocamadas, incluindo microscopia
no angulo de Brewster e espectroscopia no infravermelho com modulacdo da

polarizacéo.

Lipossomos

Em 1965, Alec Bangham e colaboradores descreveram a formacao
espontanea de estruturas membranares fechadas, ao investigar a difusdo de ions
através de membranas lipidicas (SANTOS; Castanho, 2002). Weissmann deu a elas
o0 nome de lipossomos (SESSA; WEISSMANN,1968). No entanto, em 1947, Bernard
ja havia postulado a existéncia de estruturas multilamelares obtidas da hidratacdo de
fosfolipidios, as quais denominou "figuras de mielina" (SANTOS; CASTANHO,
2002); (JONES; CHAPMAN,1995). Os lipossomos, ou Vvesiculas lipidicas,
representados na Figura 11, sdo formados por fosfolipidios com duas cadeias
hidrofébicas, podendo também incluir outros componentes, como o0 colesterol
(LASIC, 1993); (NEW, 1990). Os lipossomos podem ser constituidos por uma ou
varias membranas concéntricas, com tamanho de 20 nm até alguns pm de diametro
(NEW, 1990).
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Figura 11— Representacdo esquemética de um lipossomo.

Uma caracteristica fisica importante das bicamadas lipidicas é a temperatura
de transicdo de fase, Tc, em que ocorre alteracdo da organizacao dos fosfolipidios.
Esta temperatura depende da natureza do grupo polar e do comprimento e grau de
insaturacdo das cadeias (NEW, 1990). Assim, bicamadas lipidicas podem ser
ordenadas em uma fase gel-sélido e em temperaturas mais elevadas, em uma fase
mais fluida denominada de cristal-liquido (LASIC, 1993); (NEW, 1990), como
mostrado esquematicamente na Figura 12. Abaixo de T, as cadeias de
hidrocarbonetos adotam conformacao distendida e empacotadas com movimentos
restritos. Acima da T,, ha um aumento da mobilidade das cadeias, a area ocupada
por cada molécula de fosfolipidio € maior e a espessura da bicamada diminui
(LASIC, 1993); (NEW, 1990). A fase da bicamada determina propriedades da
membrana, como permeabilidade, fusdo, agregacdo, ligacdo de proteinas e
funcionalidade das moléculas.

Existem varios métodos para a preparacao de diferentes tipos de lipossomas.
Em sua maioria, incluem a hidratacdo de um filme lipidico, em que os lipidios séo
inicialmente dissolvidos em solvente organico, seguido de evaporacdo do solvente.
Posteriormente esse filme € hidratado com agua ou solucdo tampao, sob agitacédo
magneética vigorosa, o que promove formacdo da dispersdao de lipossomos
multilamelares (MLVs). O farmaco a ser encapsulado pode ser incorporado na
solucao tampéao (hidrofilicos) ou dissolvido na mistura lipidica (lipofilicos). Entretanto
este método possui a desvantagem da baixa encapsulacdo para farmacos
hidrofilicos (Sharma, 1997). A partir das dispersées de MLV’s, podem ser utilizados

varios metodos para produzir dispersdées homogéneas de vesiculas unilamelares
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pequenas (SUV’s), que possuem diametro de 45 a 80 nm, e vesiculas unilamelares
grandes (LUV’s), que possuem diametro superior a 100 nm. Podem-se empregar
processos mecanicos, eletrostaticos ou quimicos. Os mais utilizados sédo os
processos mecanicos, que incluem: a extrusdo através de membranas de
policarbonato com diferentes porosidades, prensa de French ou uso de
homogeneizador/ microfluidificador e a sonicagéo (Lasic, 1993). As SUV’s e LUV’s
também podem ser preparadas pelo método de injecdo de etanol ou éter (processo
quimico), com lipidios sendo dissolvidos no solvente organico e injetados em

solugédo aquosa aquecida, seguido de evaporacédo do solvente (LASIC, 1993).

T —
CHY =

Estado de gel-solido Estado de cristal-liquido

Figura 12 - Representacdo esquematica da organizagdo estrutural das cadeias de
hidrocarbonetos dos fosfolipidios no estado de gel-solido e de cristal-liquido.
(representacgéo obtida de dissertacdo de FERREIRA, 2006)

Formam-se lipossomos apenas quando os lipidios sdo manipulados em
temperaturas acima da T, para permitir que a agua penetre entre as camadas
lipidicas. A temperatura pode, contudo, diminuir sem que haja destruicdo dos
lipossomos (JONES; CHAPMAN, 1995); (FERREIRA, 2006).
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2. Procedimentos Experimentais

2.1. Materiais

Foram utilizados nos experimentos solucdo tampédo fosfato-salino (PBS)
(8 g L* de NaCl, 0,2 g L™ de NayHPO,, 0,24 g L™ NaH,PO, , com pH 7.4; e sal
obtido da Synth). Os lipidios dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC);
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG); dioleoilfosfoetanolamina (DOPE);
dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG); e cardiolipina (CL) foram adquiridos da Avanti Polar
Lipids, o lipopolissacarideo de E. coli J5 (Rc mutant) (L5014) foi adquirido da Sigma
Aldrich, o cloroféormio e metanol da Merck. As estruturas dos fosfolipidios séo
mostradas na Figura 13. A agua foi previamente purificada pelo System Milli-Q -
Integral 10, da Millipore (resistividade 18.2 MQcm; pH 5,6). Todos os outros
reagentes e solucbes foram utilizados com grau analitico. Os experimentos foram

realizados em sala limpa com temperatura de 23 + 1°C e umidade controlada.
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F)

Figura 13 - Estrutura Molecular: A) DPPC - Dipalmitoilfosfatidilcolina; B) DPPG -
Dipalmitoilfosfatidilglicerol; C) DOPE- Dioleoil Fosfoetanolamina; D) DOPG -
Dioleoil Fofatidilglicerol; E) CL - Cardiolipina (figuras obtidas de
http://www.avantilipids.com/index.php em 10/06/15); e F) LPS E. coli

2.2.Metodologias

2.2.1. Metodologia para obtencdo dos EBs de pimenta malagueta e dedo-de-

moca

A pimenta malagueta possui de 15 a 40 mm de comprimento e 3 a 10 mm de
diametro. A pimenta dedo-de-moca possui comprimento de 70 a 75 mm com
diametro de 10 a 20 mm. A coloracédo vermelha em ambas as variedades indica a
maturidade do fruto (MONTEIRO, 2006). A Figura 14 mostra as duas variedades de

pimentas usadas para extracdo dos capsaicinoides (caps).
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Os caps sdo soluveis em solventes organicos como hexano, cloroférmio,
acetona, etanol, metanol, acetato de etila etc. (SUZUKI E IWAI, 1984). Entretanto,
neste estudo foi escolhido como solvente o etanol 99,3% devido a disponibilidade,
seguranca de manuseio, toxicidade e baixo custo. Os extratos brutos (EB) das
pimentas foram obtidos triturando-se 1 kg de pimenta fresca com 1L de etanol em
um liquidificador. A mistura permaneceu em infusdo durante 5 dias. Apds este
periodo, o extrato foi filtrado a vacuo e o residuo da filtracdo foi novamente colocado
em 800 mL de alcool e deixados em infusdo durante mais 5 dias sendo
posteriormente repetido o processo de filtracdo. O extrato obtido foi submetido a um
rotoevaporador para concentrar o EB através da evaporacdo do solvente, sendo
entdo separados em tubos Falcon e colocados em uma centrifuga para retirada de
residuos de etanol e agua. A extracdo do EB das pimentas foi realizada no

laboratério de quimica do Grupo de Polimeros Bernhard Gross.

A)

Figura 14 — Fotos dos dois tipos de pimentas utilizadas: a) Pimenta malagueta (Capsicum
frutescens) e b) Pimenta dedo-de-moca (Capsicum bacatum)

2.2.2. Determinacao de curvas de Concentracdo Micelar Critica (CMC)

Curvas de tensao superficial versus concentracdo dos EB de pimentas foram
medidas para estimar a concentracdo micelar critica (CMC), usando-se uma micro-
cuba da marca Kibron, mostrada na Figura 15. As tensdes foram medidas inserindo-
se sucessivas solugBes com concentracdes pré-determinadas de amostras de caps
dos EB de pimentas em tampao PBS (pH 7,4) na micro cuba contendo 500 uL de

solucao tampao.
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Figura 15 — Sistema de fabricacao de filmes de Langmuir Microcuba Kibron.

2.2.3.Isotermas de pressao superficial

Na metodologia para verificar a interacdo entre os fosfolipidios e os EB de
pimentas, as amostras de EB de pimentas foram incorporadas a subfase por diluicdo
prévia do EB com a solucdo tampado PBS, antes da formacédo do filme de Langmuir.
A pressao foi zerada apenas com solucédo tampdo PBS e sugada rapidamente para
colocar a solucédo contendo EB de pimenta e tampéo PBS. Apds colocar a solugéo
de EB pimenta em tampdo PBS na cuba, a solucédo de fosfolipidio foi espalhada
cuidadosamente na interface ar/agua. O sistema ficou em repouso durante 20 min
até que todo o cloroféormio evaporasse. As monocamadas foram comprimidas
através do fechamento das barreiras moveis para obtencdo das isotermas. As
medidas de isoterma de presséo de superficie dos filmes de Langmuir e a deposi¢ao
dos filmes Langmuir-Blodgett foram realizadas em cubas de Langmuir da KSV
Instruments, modelo minitrough (area superficial de 75 x 323 mm? e volume de 250

mL), com temperatura (23+1°C) e umidade controladas dentro de sala limpa.

2.2.4.Microscopia no angulo de Brewster

A visualizacdo das monocamadas de Langmuir em tempo real pode ser
realizada através da microscopia no angulo de Brewster (BAM), que utiliza o fato de
nao haver reflexdo de luz polarizada p quando luz incide num angulo especifico, o
angulo de Brewster. Este é determinado pela lei de Snell e depende dos indices de
refracdo dos materiais do sistema. Para um feixe incidente de luz polarizada numa

interface ar/adgua na cuba de Langmuir (Figura 16), tan a = n,/n;, onde a € o angulo
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de Brewster em radianos (rad); n, € o indice de refragao do ar (=1) e n; € o indice de
refragdo da agua (=1,33). Assim, o angulo de Brewster para a interface ar/agua é
53° (NOBRE et al, 2010); (HOENING; MOEBIUS, 1991). Ndo havendo reflexdo, a
imagem que aparece na superficie da agua pura é escura. Ao adicionar um material
na interface ar/agua, modifica-se o indice de refracdo, ha reflexdo de luz e forma-se
uma imagem da monocamada, que pode conter regides com diferentes brilhos

dependendo do tipo de molécula e da sua densidade.

Cubade
Langmuir

agua
. Filme

Rl ny -
reflexdo
Filme

ar \em reflexdo Y )/

RN oo

Figura 16 — Esquema explicativo da técnica BAM: a luz polarizada incide sobre uma
superficie com subfase pura, sendo que no angulo de Brewster ndo ocorre
reflexdo. Quando o laser incide sobre a monocamada a imagem é refletida no
detector, podendo ser observada durante a medida em tempo real. (figura
adaptada de http://www.biolinscientific.com/ksvnima/technologies).

As micrografias obtidas por BAM, cujo equipamento € mostrado na Figura 17,
foram realizadas inserindo o EB com diluicdo prévia de diferentes concentracées na
subfase com solucao tampdo PBS (pH=7,4) e espalhando o fosfolipidio na
superficie. As imagens foram salvas em fun¢do da compressdo da monocamada. O
equipamento utilizado foi BAM2 Plus (Nanofilms Technologies Germany), equipada
com uma lente objetiva de 10x posicionada sobre uma cuba Nima com capacidade
de 350 mL.
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Figura 17 — Foto do equipamento de BAM acoplado a cuba de Langmuir.

2.2.5. Espectroscopia de reflexdo e absorcdo no infravermelho com

modulacao da polarizacédo (PM-IRRAS)

A espectroscopia de reflexdo e absorgéo no infravermelho com modulacéao da
polarizacdo (PM-IRRAS) é especialmente util para filmes finos e monocamadas na
interface ar/agua. Este método utiliza diferencas na refletividade de interfaces para a
luz com polarizagbes s, perpendicular ao plano de incidéncia, e p, paralela a esse
mesmo plano. Com PM-IRRAS, é possivel utilizar a modulacéo de polarizagdo para
minimizar os efeitos de ruido nas medidas de refletividade e compensar as bandas
de absorg¢ao do vapor d’agua (Mendelsohn et. al, 2010). O espectro da refletividade
diferencial pode ser determinado através das refletividades polarizadas na direcéo
paralela (Rp) e perpendicular (Rs) ao plano de incidéncia através da equacao:

AR R, —R,
R R, +R,

O sinal medido no detector consiste em uma componente de alta frequéncia
(50 kHz) (BLAUDEZ, 1996) que se baseia na diferenca da intensidade da luz entre a
radiacdo p e s da luz polarizada no modulador fotoelastico e um componente de
baixa frequéncia baseado na soma destes sinais. Assim, 0 espectro da refletividade
diferencial normalizada S é calculado a partir da diferenga coletada (AR) e a soma

dos espectros (2R) das intensidades detectadas da luz p e s polarizadas. Os
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espectros de PM-IRRAS foram obtidos mantendo-se 0 mesmo procedimento dos
experimentos para obter as isotermas de pressao superficial, apenas pausando o
experimento nas pressfes onde seriam medidos o0s espectros. O equipamento
utilizado foi o espectrometro modelo PMI550 da KSV Instruments, com lampada de
carbeto de silicio como fonte de luz infravermelha. As medidas foram realizadas com
angulo de incidéncia de 80° a temperatura de 23+1°C. A cuba de Langmuir possui
area superficial de 75 x 323 mm? e volume de 250 mL, mostrada na foto da Figura
18.

Figura 18 — Foto do equipamento de PM-IRRAS acoplado a cuba de Langmuir.

2.2.6. Espectros de UV-Vis de filmes Langmuir-Blodgett (LB)

Foram depositados filmes LB com 10 camadas de composicao lipidicas de E.
coli e S. aureus juntamente com os EB de pimentas malagueta e dedo-de-moc¢a em
laminas de quartzo para medidas de espectroscopia na regido de 280 nm do

espectro ultravioleta-visivel (UV-VIS).

2.2.7.Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima.
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Para a determinacdo da CIM seguiu-se o protocolo descrito no manual
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI), do ano de 2012 (Clsi, 2012). Os
ensaios consistiram na incubag¢do das bactérias (Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923) com uma diluicdo seriada (de 10 a 0.04
mg/mL) dos EB das pimentas em microplacas esterilizadas de 96 pocos (Costar
microtiter plate) em um volume final de 200 pL (100 pL da cultura bacteriana e 100
uL de extrato). A quantidade inicial de bactéria foi aproximadamente 1 x 10°
UFC/mL. Como controle da auséncia de proliferacdo bacteriana, utilizou-se o
antibiético ciprofloxacina. Os controles de meio de cultura (Muller-Hinton) e de
solvente (Agua) também foram realizados. A inibi¢cdo do crescimento foi determinada
visualmente com ajuda de resazurina, apos incubacéo por 24 h a 37°C. O ensaio foi

realizado em triplicata.

2.2.8.Metodologia para elaboracdo de lipossomos com composicao lipidica de

E.coli e S. aureus

Utilizou-se o método de hidratacdo do filme lipidico, apresentado por Alec
Bangham (PAPAHADJOPOULOQOS, D, 1978), em que € preparada uma solucdo de
lipidio com um solvente ou uma mistura de solventes organicos que sejam,
simultaneamente, eficientes na dissolu¢do do lipidio e volateis. Exemplos sdo o
cloroférmio e cloroférmio/metanol. A solucédo preparada em um tubo de vidro é seca
por injecdo de gas inerte ou por evaporacao a vacuo, formando-se uma fina camada
lipidica nas paredes do tubo. O filme lipidico € hidratado com solucdo aquosa e ap6s
ciclos de agitacdo e aguecimento, formam-se lipossomos multilamelares. A Figura 19

apresenta os principais passos deste método.
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Preparagio

de solugdo

com

fosfolipidio = solugdo =
Secagem com aquosa CF
Nitrogénio

» »

Solvente F“"“E
A orgénico lipidico B

Hidratag3o, agitagio e
aquecimento a 60"

Extrusio e
homogeneizagio

»
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c D suv

Figura 19 — Método de preparacdo de lipossomos e representacdo esquematica da
obtencdo de LUVs e SUVs. A) formacdo do filme lipidico nas paredes do baldo, por
evaporagdo do solvente organico; B) adicdo de uma solu¢do aquosa ao filme lipidico; C)
agitacdo e obtencdo dos MLVs; D) processamento dos MLVs por extrusdo ou sonicacao
levando a formacao de SUVs (adaptado de http://www.avantilipids.com/).

Para simular diferentes tipos de membrana, foram produzidos lipossomos de
acordo com as composicoes estabelecidas por Epand. (EPAND et.al, 2010),
conforme a Tabela 2. Os lipossomos de LPS de E. coli foram obtidos com LPS
rugoso de E. coli J5 (Rc mutant) (L 5014)da Sigma-Aldrich.

A acdo dos caps derivados de pimentas na parede da composicao lipidica
celular das bactérias foi verificada com medidas de emissdo de fluorescéncia com
lipossomos contendo uma sonda fluorescente encapsulada. Estudou-se como os EB
de pimentas interagem com lipossomos constituidos pelos fosfolipidios majoritarios
da membrana interna de E. coli, S. aureus e com LPS de E. coli, componente da
membrana externa da bactéria Gram-negativa. Os lipossomos foram preparados a
partir de uma concentracdo 1 mg mL™ para membrana de E. coli e S. aureus,
solubilizados com uma mistura de 2 mL de cloroférmio/metanol (3:1). Os solventes
foram evaporados com nitrogénio em fluxo baixo com leve rotagédo para formacao de
uma camada de filme fino na parede do tubo, e em seguida os tubos de ensaio
foram armazenados num dessecador por um dia para eliminar o restante de solvente
organico e umidade. Os filmes foram re-suspendidos com 2 mL solu¢cdo de
concentragdo 80 mM de carboxifluoresceina (CF) com tampdo HEPES/NaCl (30
mM, pH 7,4). Cada tubo de ensaio foi submetido a ciclos de sonicagao no ultrassom,
aquecimento a 60°C e agitacdo em vortex, por uma hora. Este procedimento foi
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realizado para desestabilizar as lamelas concéntricas. Para obter lipossomos
unilamelares, cada solugéo foi passada em um mini extrusor da Avanti Polar Lipids
Inc., que consiste em duas microsseringas acopladas em uma mini extrusora da
Avanti Polar Lipids (Figura 20), com membrana de policarbonato de porosidade 100
nm (Nucleopore).

O procedimento acima foi realizado para cada uma das composi¢oes da Tabela
2. O excesso de solucdo de CF néo encapsulada foi eliminado por passagem da
solucdo em uma coluna contendo Sephadex G-50 para separacéo por cromatografia
de exclusdo molecular, empregando-se tampédo HEPES/Glicose 86 mM, pH 7,4 para
eluicdo. Os lipossomos foram separados em eppendorfs & medida que saiam da
coluna de cromatografia. Em seguida, foram realizadas as medidas de cinética de

vazamento (Leakage), de acordo com o procedimento abaixo.

Tabela 2 - Proporc¢éo de lipidios nas membranas de bactérias (EPAND et. al, 2010)

Lipidio E. coli S. aureus
Dioleoilfosfoetanolamina (DOPE) 80% -
Dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG) 15% 57%
Cardiolipina (CL) 5% 19%

? Q&

s S

5l Avanti Polar Lipds, Inc-

Figura 20 — Mini extrusora da Avanti Polar Lipids, para obtencdo de lipossomos com
tamanhos iguais. (figura adaptada de
http://www.avantilipids.com/index.php?option=com_content&view=article&id=185
&ltemid=193, em 27/11/2015)


http://www.avantilipids.com/index.php?option=com_content&view=article&id=185&Itemid=193
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2.2.9.Medidas de cinética de vazamento

Em uma cubeta de quartzo de 600 mL foi colocada uma aliquota de 0,5 L de
solucdo de lipossomos com solucdo de HEPES/Glicose 86 mM, pH 7,4. Essa
guantidade de solucdo tampdo foi variada de um experimento a outro devido a
insercdo de volumes variados de EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca. A
solucao foi excitada em 492 nm, com emissdo medida em 517 nm no fluorimetro
modelo Cary Eclipse da VARIAN.

Colocada a aliquota de lipossomo na cubeta, juntamente com quantidades
predeterminadas de tamp&o HEPES/Glicose 86 mM, pH 7,4, foi realizado um teste,
em que se mediu a fluorescéncia por um minuto, apds o que o compartimento da
cubeta foi aberto para adicionar uma aliqguota da solucdo de E.B. de pimenta.
Fechou-se o compartimento e a medida foi retomada por 8 minutos. ApoOs este
tempo, a medida foi interrompida novamente para adicionar detergente TRITON 1%,
para verificacdo do rompimento do restante dos lipossomos e liberacdo da CF
restante. O experimento foi realizado para a composicao fosfolipidica das bactérias

E. coli e S. aureus com E.B. de pimenta malagueta e dedo-de-moca.
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3. Resultados e discussdes

As interacdes dos caps dos EB de pimenta malagueta e dedo-de-moca foram
estudadas com filmes dos fosfolipidios DPPC e DPPG, além de composicdes
fosfolipidicas tipicas de membranas de S. aureus e E. coli, representativas das
classes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente. Uma vez
gque membranas de bactérias Gram-negativas possuem uma camada externa de
lipopolissacarideo (LPS), foram realizados também estudos com LPS de E. coli para
fins comparativos. Inicialmente serdo mostrados os resultados para os fosfolipidios
DPPC e DPPG com os EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca. Estas analises
foram divididas em subitens e posteriormente seguirdo 0s resultados pertinentes a

caracterizacdo de membranas de bactérias.

3.1.Tensiometria das pimentas malagueta (C. frutescens) e dedo-de-moca (C.
bacattum)

Uma caracteristica comum a moléculas tensoativas é a capacidade de formar
micelas a partir da saturacao da interface da solu¢do, em que as partes apolares das
moléculas unam-se e sua parte polar figue em contato com a solugdo. A
concentracdo em que se formam as micelas é denominada concentracdo micelar
critica (CMC), propriedade intrinseca dos surfactantes (RIZZATTI, 2009). Em
micelas, a area de contato entre as cadeias hidrocarbdnicas (cauda apolar) do
surfactante e a agua é reduzida. A Figura 21 mostra resultados das curvas de
tensdo de superficie versus concentracao para o EB de pimenta malagueta, de onde
se infere uma CMC de 0,0288 mg mL™, obtida pela interseccdo dos dois regimes

lineares no grafico.
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Figura 21 - Curva de tenséo superficial-concentracdo para a pimenta malagueta em solucdo
PBS pH7,4.

A dependéncia da tensdo superficial com a concentracdo do EB da pimenta
dedo-de-moca é mostrada na Figura 22, levando a um valor de CMC de
0,06 mg mL™?, maior que o EB de pimenta malagueta. A queda total na tenséo
superficial foi tAo grande quanto para o EB de pimenta malagueta. Na concentracéo
de 0,05 mg mL™?, a tensdo superficial foi reduzida para 60 mN m™, enquanto para o
EB de pimenta malagueta, na mesma concentracdo, a tensdo foi 55 mN m™. Essa
reducdo pode ser associada as altas quantidades de dihidrocapsaicina na pimenta
malagueta. Como esse composto possui uma cadeia alquil totalmente saturada,
visto na estrutura molecular da Figura 1, é possivel esperar um empacotamento
mais compacto na interface com o EB malagueta. Isso gera maior particdo do

extrato na interface com a agua, e portanto maior queda na tenséo superficial.
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Figura 22 - Curva de tenséo superficial-concentracdo para a pimenta dedo-de-moca em
solugéo PBS pH7,4.

3.2.1sotermas de Presséo superficial dos fosfolipidios DPPC e DPPG com EB

de pimentas malagueta

Para evitar efeitos das micelas na interacdo com a monocamada lipidica,
foram utilizadas apenas concentracdes abaixo da CMC para o0 estudo na
incorporacdo de caps na monocamada lipidica. Os caps formam monocamadas de
Gibbs através da compressdo de moléculas anfifilicas solUveis. Na Figura 23A séo
mostradas isotermas das monocamadas de Gibbs do EB de pimenta malagueta em
diferentes concentracdes. Nota-se que com o aumento da concentracdo ha também
aumento da pressao superficial para grandes e pequenas areas moleculares.

Ao espalhar o fosfolipidio na superficie para formacao de filmes de Langmuir
observa-se que em baixas concentracdes, as moléculas de capsaicindides
encontram-se em equilibrio com a solucdo e adsorvidas na superficie. Aumentando
a concentracdo de capsaicindides ha um aumento da interacdo entre as moléculas
de caps/DPPC ou caps/DPPG e consequentemente a adsorcdo destas sob a
superficie. A Figura 23B mostra isotermas de pressdo de superficie para o EB de

pimenta malagueta inserida na subfase da monocamada de DPPC. Os experimentos
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foram realizados em triplicata (n=3), e as curvas da figura séo representativas. Em
pressdes de superficie menores que 30 mN m™, as curvas sdo deslocadas para
areas maiores, ou seja, a monocamada se torna mais expandida. Por outro lado,
para valores de pressdo superficial maiores que 30 mN m™, a curva se desloca para
pequenas areas. A expansdo da monocamada pode ser atribuida a area de caps
incorporados na monocamada lipidica, pois a expansdo aumentou com a
concentracdo de extrato na subfase. Essa penetracdo deveria ser esperada, pois 0
extrato contém compostos anfifilicos com caudas hidrofébicas.

Ja o deslocamento para menores areas sob altas pressfes de superficie pode
ser explicado pela solubilidade parcial dos capsaicindides em agua. Eles podem ser
expulsos das cadeias alquilicas do DPPC para a subfase aquosa retirando algumas
moléculas de DPPC da monocamada. Kundo e colaboradores observaram
comportamento similar na interagdo entre tenoxicam e monocamadas de DMPC
(dimiristoilfosfatidilcolina) (KUNDO et al., 2009), em que a reducdo de area foi
atribuida a solubilizacédo dos lipidios na subfase. A outra hipétese é que a atividade
superficial pode causar sua permanéncia na subsuperficie, regido imediatamente
abaixo da interface. Esta interacdo pode atenuar a interacdo entre as cabecas
polares de DPPC, facilitando a aproximacédo lipidica durante a compressao. Em
outras palavras, a interacdo caps-cabeca polar lipidica pode estabilizar a

monocamada, permitindo a compresséo desta para menores areas.

35 EB pimenta malagueta

——0,0016 mg mL™"
——0,0030 mg mL™
——0,0050 mg mL™
——0,0060 mg mL™
——0,0150 mg mL™

30

25

20

15

10

Presséo superficial (MmN m™)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
A) Area molecular (A%



69

70 Malagueta
e 60 —— DPPC/PBS
A3 —— DPPC/0,001 mg mL™
€ —— DPPC/0,002 mg mL™
Z 50 DPPC/0,003 mg mL™
1S —— DPPC/0,004 mg mL*
~ DPPC/0,005 mg mL™
© 40 DPPC/0,006 mg mL™
Qo
h =
g
S 30
w
3
2
o 20
N
0]
s
o
10
B
0

20 40 60 80 100 120
B) Area Molecular ( A%
70 Malagueta
60 —— DPPG/PBS
< —— DPPG/0.001 mg mL™
€ —— DPPG/0.002 mg mL"
= 50 DPPG/0.003 mg mL*
£ N —— DPPG/0.004 mg mL™
= DPPG/0.005 mg mL™
.g 40 DPPG/0.006 mg mL™
£
g
2 30
2]
18
@ 20
17
<4
o
10
C
0
20 40 60 80 100 120
. 22
C) Area Molecular( A”)

Figura 23 - Isotermas 1-A para as monocamadas de Gibbs de EB de pimenta malagueta
(A), isotermas de monocamadas de Langmuir de DPPC (B) e DPPG (C) com EB
de pimenta malagueta na subfase de solugcdo tampdo PBS (PH 7.,4)
(concentragdes indicadas na tabela).

Este efeito de condensac¢do ndo varia linearmente com a concentragdo. Além
disso, ha duas importantes mudancas na isoterma: a primeira € a transicdo entre as
fases liquido-expandida (LE) e liquido-condensada (LC) que ndo € mais uma regido
definida como um platd, ao contrario do DPPC puro. A segunda mudanca esta
relacionada a um pequeno ombro em pressdes de superficie em torno de 40 mN m™.
O primeiro fenbmeno pode ser associado a0 aumento na pressao a grandes areas
superficiais quando os capsaicindides estdo na subfase. Por exemplo, na menor
concentracdo empregada a pressdo aumenta para 5 mN m™, que esta préximo do
valor de transicdo (entre a curva do DPPC puro e DPPC/0,002 mg mL™) e pode

mascarar a transicdo entre as fases. Outra explicacdo é que um filme hibrido



70

geralmente ndo sofre transicdo de primeira ordem (ndo h& formacdo de platd),
devido a dificuldade dos lipidios em se ordenarem quando um segundo elemento
estd presente. Isso tende a alterar a fluidez da monocamada, tornando-a mais

compressivel.
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Figura 24 — Cs* para monocamadas para diferentes concentracbes de EB de pimenta
malagueta (indicadas no encarte da figura) com: A) DPPC, B) DPPG.

A compressibilidade do filme pode ser avaliada com o céalculo do médulo de
compressibilidade (Cs™), definido por Davies e Rideal como —A (8m/dA)r, sendo T a
temperatura absoluta. As monocamadas sao classificadas com base no K, em que
cada intervalo de valores corresponde a um estado fisico. De acordo com Davies e
Rideal (DAVIES; RIDEAL, 1963), no intervalo entre 125 e 50 mN m™ a
monocamada se encontra no estado LE, entre 50 a 100 mN m™, no estado L, entre
100 a 250 mN m™ no estado LC, e acima de 250 mN m™, estado S. A Figura 24
mostra que na pressdo de 40 mN m™, que corresponde a aproximadamente 40 A% de
area molecular, K diminui de 160 m Nm™ para o DPPC puro, a 100 mN m™ para o
DPPC com 0.001 mg mL™ de capsaicindides do EB de pimenta malagueta. A
pressdo de 40 mN m™ corresponde a regido de formacdo de um ombro na regido
das isotermas de pressdo superficial, provavelmente porque a introducdo de
capsaicinoides dificulta o empacotamento das moléculas de lipidios, principalmente
devido a insaturacdo da capsaicina. A presenca de um ombro em altas pressdes
pode ser associada ao inicio de uma transi¢do 2D-3D, com colapso da monocamada
e expulsdo das moléculas incorporadas nas cadeias alquilicas do DPPC para a
subfase.

Para o DPPG na Figura 23C, um comportamento similar foi observado, com a
continua expansdo para grandes quantidades de caps introduzidos na subfase

aquosa, e um ombro em torno de 50 - 60 mN m™. As explicacbes sdo similares as
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para o DPPC, sendo que o efeito de condensacgao acima descrito para DPPG ocorre
a valores de pressao de superficie muito proximos do colapso da monocamada. As
monocamadas sdo expandidas para altas concentracdes de caps (aumento a partir
de 0,003 mg mL™?), comprovando que as moléculas permanecem interagindo com os
lipidios na interface. O modulo de compressibilidade para a monocamada com
DPPG, na presséo de 50 mN m™, é aproximadamente 200 mN m™ e se reduz a 150
mN m? para concentracdo de 0,001 mg mL™. Esses valores sofrem reducdo a
medida que a concentracdo de caps aumenta, até o valor de 100 mN m™ para a
concentracédo de 0,006 mg mL™,

Uma indicacdo de que os caps que compdem o EB da pimenta malagueta
interagem com a monocamada de fosfolipidios DPPC e DPPG esta na Figura 25,
gue mostra a variacdo de pressao superficial em monocamadas de fosfolipidio puro
e de fosfolipidios na sufbase variando a concentracdo de EB. Estes valores foram
obtidos das isotermas de pressao superficial antes da compressao da monocamada
de fosfolipidios com o EB das pimentas. Aumentando-se a concentracdo ha um
aumento da pressao nas curvas de EB de pimentas sem a presenca do fosfolipidio.
Com o fosfolipidio na interface ar/dgua h4 um aumento de pressdo superficial
indicando interacdo entre as moléculas de fosfolipidio e EB de pimentas para

grandes areas moleculares.
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Figura 25 — Pressao superficial versus concentracdo de EB de pimentas malagueta sem
espalhamento de fosfolipidio na interface ar/dgua (curva vermelha) e com
espalhamento de fosfolipidio na interface ar/agua para: A) DPPC B) DPPG.

As isotermas para as monocamadas de Gibbs dos EB de pimenta dedo-de-

moca sao mostradas na Figura 26A, na qual valores maiores de concentragao
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implicam em maiores valores de pressdes superficiais. Nas monocamadas de DPPC
da Figura 26B para o E.B. da pimenta dedo-de-mocga, observam-se modificagdes
significativas em comparacdo com as isotermas de DPPC com pimenta malagueta.
Ha expansdo das monocamadas mesmo em altas pressdes superficiais.
Acreditamos que isso se deva a diferenca na composi¢cdo de capsaicindides em
cada extrato. Para o DPPG na Figura 26C, as isotermas na presenca do extrato de
dedo-de-moca mostram expansdo da monocamada para baixas pressdes, sendo
gue em altas pressdes de superficie ha pequeno efeito de condensacédo. Este efeito
€ muito semelhante ao das isotermas de DPPC e DPPG com EB de pimenta
malagueta. A partir de 40 mN m™, ha expulsdo das moléculas de caps da
monocamada de DPPG, ou devido a carga negativa das cabecas polares ou devido
ao EB de pimenta dedo-de-moca possuir maior proporcdo de dihidrocapsaicina que

o EB de pimenta malagueta.
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Figura 26 - Isotermas 1-A para as monocamadas de Gibbs de EB de pimenta dedo-de-
moca: (A) isotermas de monocamadas de Langmuir de DPPC (B) e DPPG (C)
com EB de pimenta dedo-de-moca na subfase de solucao tampao PBS (PH 7,4)
(concentragdes indicadas na tabela).

Na Figura 27 é mostrado o efeito do aumento de pressdo superficial das
monocamadas com e sem o0 espalhamento dos fosfolipidios indicando interacéo
entre as moléculas de fosfolipidio e EB de pimentas para grandes areas

moleculares, tais como para o EB de pimenta malagueta.
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Figura 27 — Presséo superficial versus concentragéo de EB de pimenta dedo-de-moca sem
espalhamento de fosfolipidio na interface ar/agua (curva vermelha) e com
espalhamento de fosfolipidio para: A) DPPC B) DPPG.

O modulo de compressibilidade do DPPC manteve-se alto na presenca de EB
de pimenta dedo-de-moca, a despeito de um deslocamento da curva para areas
maiores com a expansdo da monocamada, como mostra a Figura 28A.
Surpreendentemente, os efeitos maiores ocorreram para as menores concentragées
de EB de pimentas. Para as monocamadas de DPPG na Figura 28B, os efeitos s&o
semelhantes aos observados com EB de pimenta malagueta, em que houve redugéo
do médulo de compressibilidade de 160 mN m™ (monocamada de DPPG puro) para
aproximadamente 100 mN m™ para todas as concentracdes na pressdo de
40 mN m™,
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Figura 28 — cs* para monocamadas contendo diversas concentracoes de EB de pimenta
dedo-de-mocga (indicadas no encarte da figura) com: A) DPPC B) DPPG.

Em resumo, os filmes de DPPC sdo mais afetados pelos extratos das duas
pimentas do que os de DPPG. E provavel que tal diferenca seja atribuida & carga da
cabeca polar do DPPG, mas os dados apresentados aqui ndo permitem comprovar

esta hipotese. Os maiores efeitos da pimenta dedo-de-moca, por outro lado, podem
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estar associados a maior presenca de moléculas de dihidrocapsaicina do que na
pimenta malagueta onde inicialmente supomos ter maior quantidade de capsaicina.
Por possuir um grupo vinileno em sua cadeia alquilica, a capsaicina pode impedir
um empacotamento eficaz, o que reduziria os efeitos. Entretanto, esta hipotese
também ndo pbde ser comprovada integralmente, uma vez que a interagdo com as
cabecas polares é relevante, como serd mostrado na andlise dos espectros de PM-
IRRAS.

3.3.Estudo da interacdo através de PM-IRRAS, entre os capsaicinéides do EB
de pimentas malagueta e dedo-de-moc¢a e monocamadas de fosfolipidios
DPPC e DPPG

Para a caracterizacdo dos filmes de Langmuir dos EB das pimentas
malagueta e dedo-de-moca pela técnica de PM-IRRAS foram obtidos espectros
entre o intervalo de numero de onda 500 a 4000 cm™, sendo mostradas somente as
bandas de interesse. A concentracdo de EB de pimentas utilizadas na subfase das
monocamadas foi de 0,05 mg mL™. As bandas atribuidas ao espectro da Figura 29
séo mostradas na Tabela 3. Na Figura 29 observa-se o espectro de PM-IRRAS para
filmes de Gibbs dos EB pimenta malagueta e dedo-de-mocga, com as principais
bandas de absorcdo das pimentas. As bandas de estiramento dos grupamentos
aromaticos dos EB das pimentas sao fracas, podendo ser confundidas com ruidos. A
banda referente ao grupamento N-H das amidas aparece em 1526 cm™. O
estiramento do grupamento C=0 para amidas e o estiramento C=C nos vinilenos
geralmente aparecem em 1620-1700 cm™, onde observamos maior quantidade de
capsaicina no EB da pimenta malagueta. Notam-se apenas pequenas diferencas
entre o0s dois espectros, pois 0S extratos contém grupamentos quimicos
semelhantes. Na regido de 1272 cm™ aparece a banda intensa e negativa da ligagéo
C-O do éter no anel aromatico dos caps. A maior diferenca encontrada nos espectros
seria o grupo vinileno (C=C) na cadeia alquilica, em maior quantidade no EB da
pimenta malagueta. Porém, este grupamento € de dificil deteccdo devido a
interferéncia da banda H-O-H em 1620-1700 cm™,
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Tabela 3 — Tabela de atribuices dos grupos funcionais relacionados ao EB de pimenta
malagueta e dedo-de-moca.

Ndmero de Onda (cm™) Modo vibracional / Grupo funcional Intensidade
vass (CH2) alcanos
2850 — 3000 vs (CH) alcanos Forte
(CHs3) alcanos
1620 - 1680 v (C=C) vinileno Fraca/média
1400 - 1600 v (C=C) anel aromatico Média
3000 - 3100 v (C-H) anel aromatico Mectamiltiplas
1000 - 1300 v (C-0O) éter Forte
1500 - 1700 Vaxial N-H amida -
1640 - 1690 v C=0 amida Forte
1600 N-H amina Média

1050 - 1150 v (C-0) alcool Forte
3200 - 3600 v (O-H) alcool Forte
3500 - 3700 (O-H) alcool Forte

(estiramento C=0
e regié@o do vinileno) 1526

e 1 (banda N-H)
Ny
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\
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—— E.B. Malagueta
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Figura 29 - Espectro de PM-IRRAS para E.B. pimenta malagueta e E.B. pimenta dedo-de-
moca em monocamadas de Gibbs formadas a partir de solu¢des dos extratos na
concentragéo de 0,05 mg mL™.

A Figura 30 mostra espectros para monocamadas de DPPC, apresentando as
bandas de estiramento da ligacdo C=0 em 1736 cm™ e uma banda larga, positiva,
entre 1600 e 1700 cm™ aproximadamente, referente ao vinileno (C=C). Na presenca
dos EB de pimentas, esta banda larga torna a regido do DPPC negativa, assim
como nos filmes de Gibbs da Figura 29. A banda negativa em 1683 cm™, atribuida &
ligacdo interfacial H-O-H da agua, se tornou ainda mais negativa com a introducao

dos caps.
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Na comparacédo dos espectros de IRRAS do DPPC e do sistema DPPC/ EB
da pimenta dedo-de-moga, observam-se dois deslocamentos nas bandas
vibracionais na regido dos carbonos alifaticos na cauda dos fosfolipidios (Figura
31A). O primeiro deslocamento ocorre na banda de deformacédo assimétrica CH
(2843 cm™ para 2853 cm™) para maiores valores de nimeros de onda e o segundo
nos agrupamentos metila terminais (2975 cm™ para 2962 cm™) para menores
nameros de onda (PAVINATTO, 2009; DICKO, 1991). Ambos os deslocamentos sdo
indicativos de aumento de interacdo com o aumento de conformagdes trans entre as
cadeias do DPPC com a molécula de capsaicina, presente em maior quantidade no
EB de pimenta malagueta. Na regido entre 1200 cm™ e 1300 cm™ (Figura 31)
observa-se o deslocamento dos grupos P=0 de 1224 cm™ para 1255 cm™, indicando
desidratacdo (NUNES, 2011). Este comportamento pode ser atribuido a interacao
das cabecas polares com os capsaicindides sem ser caracterizada como ligacao de
hidrogénio. A interagdo observada nos espectros de PM-IRRAS das cadeias
alifaticas e do grupo fosfato do fosfolipidio DPPC e a molécula de dihidrocapsaicina
em maior quantidade no EB de pimenta dedo-de-moca € consistente com o0s
resultados de isotermas de presséo para o DPPC do EB de pimenta dedo-de-moca.

Para o EB de pimenta malagueta ndo houve interacdes significativas, apenas
um deslocamento para 2986 cm™ em relacdo ao DPPC, sem aumento de
intensidade da banda, indicando desordem das cadeias carbdnica. Nas isotermas de
DPPC/EB de pimenta malagueta ndo foram observadas grandes alteracdes e 0s
resultados dos espectros de PM-IRRAS estdo coerentes com as isotermas de
presséao superficial.
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Tabela 4 - Tabela de atribuicGes dos grupos funcionais relacionados a monocamada de
DPPCI/EB de pimenta malagueta e DPPC/ EB de pimenta dedo-de-moca.

Numero de Onda (cm™) Modo vibracional / Grupo funcional Intensidade
vs (CH>) alcanos
2850 — 3000 Lass (CH2) alcanos Forte
vs (CH3) alcanos
1000 - 1400 (P=0) Forte
1620 - 1680 (C=C) vinileno Fraca/média
1735- 1750 (C=0) éster Forte
1000 - 1300 (C-O) éster 2 bandas ou
mais
1550 - 1640 (N-H) amida Forte
1640 - 1690 (C=0) amida Forte
1050 - 1150 (C-0O) alcool Forte
3200 - 3600 (O-H) alcool Forte

—— DPPC

—— DPPC/EB pimenta malagueta

—— DPPC/EB pimenta dedo-de-moga
1543 P ¢

Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)

1800 1500 1200 900
Ndmero de onda (cm™)

Figura 30 - Espectro de PM-IRRAS para monocamadas de Langmuir de DPPC com EB
pimenta malagueta e EB pimenta dedo-de-moca (0.05 mg mL'l) em subfase de
tamp&o PBS (pH 7,4), m=30 mN m™.
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Figura 31 - EsPectros de PM-IRRAS na regido: A) alcanos (2800 a 300 cm'l) B) P=0O (1224
cm™) para monocamadas de DPPC com EB pimenta malagueta (0,03 mg mL'l) e
EB pimenta dedo-de-moca (0,02 mg mL™) em subfase de tampao PBS (pH 7,4),
m=30mNm™,

Os espectros de PM-IRRAS para as monocamadas de DPPC com EB de
pimenta dedo-de-moca indicaram maior interacdo do que com EB de pimenta
malagueta. Essas interacbes foram tanto na cauda quanto na cabeca dos
fosfolipidios. Ndo houve mudancas significativas em outras regiées do espectro e
pressfes mais elevadas de superficie ndo alteraram o espectro significativamente.

A Figura 32 mostra os espectros da regido entre 2800 cm™ a 3000 cm™,
correspondentes as ligacdes CH das cadeias alifaticas das monocamadas do DPPG
puro e do DPPG com cada EB das pimentas malagueta e dedo-de-moca. Observa-
se gue nao ha diferencas no espectro da regido —CH, alifatico e CH3 terminal das
caudas de ambas pimentas em relacdo ao DPPG puro, evidenciando que ndo ha
interacdo entre as moléculas de DPPG e as moléculas de capsaicina e
dihidrocapsaicina em maiores quantidades nos EA bruto de malagueta e dedo-de-
moca, respectivamente. Na regido do agrupamento P=0O nas cabecas polares
(Figura 33), observa-se inversdo da banda dos espectros de DPPG com o EB das
pimentas em relacdo ao extrato puro. Tal inversdo esta relacionada a orientacéo do
agrupamento fosfato em relacdo a superficie da subfase aquosa. A presenca dos EB
de pimentas nas monocamadas de DPPG alterou a orientagcdo do agrupamento
fosfato, de sua orientagao preferencialmente paralela na monocamada de DPPG
puro para uma orientacdo preferencialmente perpendicular. Esta nova orientacao
mostra que o fosfato do DPPG tende a ficar disposto numa orientagédo paralela na

superficie da subfase aquosa, o que resulta numa maior area molecular nas
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monocamadas contendo EB das pimentas. Nao ha alteracdo na regido do espectro
do agrupamento C=0, mas a diminui¢do na intensidade dos espectros das pimentas
em relacdo ao DPPG puro mostra expulsdo mais acentuada das moléculas de
DPPG nas monocamadas contendo EB de pimenta dedo-de-moc¢a do que o EB de

pimenta malagueta, conforme observado nos resultados das isotermas.

Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)

—— DPPG/EB de pimenta malagueta
—— DPPG/EB de pimenta dedo-de-moca

2800 2850 2900 2950 3000
Namero de onda (cm™)

Figura 32 - Espectro de PM-IRRAS na regido dos alcanos (2800 cm™ a 3000 cm'l) para
monocamadas de Langmuir com DPPG/EB pimenta malagueta e EB pimenta
dego—de—moga (0,05 mg mL'l) em subfase de tampao PBS (pH 7,4), 1 = 30 mN
m™.
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Figura 33 - Espectro de PM-IRRAS para monocamadas de Langmuir com DPPG/EB
pimenta malagueta e EB pimenta dedo-de-moca (0,05 mg mL'l) em subfase de
tamp&o PBS (pH 7,4), m=30 mN m™.
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Figura 34 - Espectro de PM-IRRAS na regido C=0 (1730 cm'l), para monocamadas de
DPPG com E.B. pimenta malagueta e E.B. pimenta dedo-de-moc¢a (0,05 mg mL"
'Y em subfase aquosa. ™ =30 mN m™.

O maior efeito para o EB da pimenta dedo-de-moca na organizacdo das
moléculas de DPPG é contrario ao esperado com base nas isotermas de pressao de
superficie, uma vez que o EB da pimenta malagueta apresentou maior efeito nas
isotermas. Uma possivel explicacdo para a discrepancia nos resultados é que o0s
maiores efeitos nas isotermas de pressdo para o EB da pimenta malagueta estao
relacionados a maiores expansdes dos filmes de DPPG. Como maior expanséo é
causada pela possibilidade de acomodacdo das moléculas do EB de pimenta
malagueta, o fato de a organizacdo do DPPG ter sido menos afetada — como
comprovam os espectros de PM-IRRAS - significa que tal acomodacéao foi facilitada.
De fato, o espectro na regido do estiramento C=0 em 1730 cm™ indica que os caps
no E.B. de pimenta malagueta mantém orientacdo paralela a interface, da mesma
maneira que o DPPG puro. Isso explica a preferéncia das moléculas do EB de
pimenta malagueta manterem-se na monocamada de DPPG, causando grandes

expansdes nas isotermas de pressao da Figura 10B.
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3.4.Caracterizacbes morfoldégicas das monocamadas de Langmuir por

microscopia no angulo de Brewster (BAM).

Para obter informacgdes sobre a morfologia das monocamadas, foram obtidas
imagens de microscopia no angulo de Brewster (BAM), que permite a visualizacao
direta do filme durante sua compressdo. As imagens da Figura 35 para
monocamada de DPPC puro mostram dominios na forma de feijées (bean-shaped)
conforme o aumento da pressédo, como esperado da literatura (KLOPFER, K.J,
1997). Tais dominios surgem quando o filme passa por uma transicdo LE-LC.
Inicialmente, a monocamada €& homogénea, sendo que 0s primeiros dominios
aparecem em 3 mN m™, aumentando de tamanho para pressdes entre 5 e
10 mN m™. Ao fim da transicéo de fase, estes dominios tendem a coalescer e formar

um filme homogéneo na fase LC até seu colapso (NOBRE, 2010).

Figura 35 — Imagens de BAM de por monocamadas de DPPC em diferentes pressdes
(indicadas nas figuras).



83

A Figura 36 mostra a incorporagcdo de EB de pimenta malagueta na
monocamada de DPPC, com formacgédo de estruturas em baixas pressdes. A
nucleacdo de dominios na forma de pequenos pontos € ilustrada na Figura 36
(m = 7 mN m-%), provavelmente pela incorporacdo dos EB de pimenta malagueta.
Esses pequenos pontos se mantém até 10 mN m™, com a formacdo de dominios
maiores espalhados sobre a superficie e que se assemelham a monocamada de
DPPC puro da Figura 35. Das isotermas de pressao da Figura 23, nota-se efeito da
caps de EB de pimenta malagueta ha monocamada apenas para a concentracao

mais baixa de 0,001 mg mL-1, a partir da press&o superficial de 14 mN m™.

Figura 36 - Imagens de BAM de monocamadas de DPPC com EB de pimenta malagueta em
diferentes pressoes (indicadas nas figuras).

Na Figura 37 sdo mostradas imagens do EB de pimenta dedo-de-moca
incorporado as monocamadas de DPPC, com formacdo de dominios a partir de 8

mN m™. As isotermas de presséo superficial para 0 DPPC mostram maior interacéo
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entre o EB de pimenta dedo-de-moc¢a com esse fosfolipidio. Porém, de acordo com
as imagens por BAM, n&o houve grandes mudancas; em 10 mN m™, os dominios
encontram-se bem espalhados em comparacdo com o DPPC puro, em que 0s

dominios se encontram bem compactados.

Figura 37 - Imagens de BAM de fosfolipidio DPPC com EB de pimenta dedo-de-moca em
diferentes pressodes (indicadas na figura).

As imagens das monocamadas de DPPG sdo mostradas na Figura 38, e
revelam dominios de morfologia irregular em pressdo de 8 mN m™. Em éreas
menores, abaixo da regido de platd, em 9 mN m™, a imagem é homogénea e os
dominios crescem ao longo da regido LE-LC transformando-se em figuras poligonais
(MINONES, J. Jr., 2003). A partir de 11 mN m™, os dominios ocupam toda a area

disponivel tornando-se bem empacotados.
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Figura 38 — Imagens de BAM de monocamadas de DPPG em diferentes pressdes
(indicadas nas figuras).

Com a adicao de EB de pimenta malagueta (Figura 39), as imagens revelam a
formacdo de dominios em pressées maiores (9 mN m?) do que para as
monocamadas de DPPG puro (3 mN m™), além de mudancas na morfologia dos
dominios que aparecem na monocamada de DPPG puro com EB de pimenta
malagueta com formacao de vilosidades. As isotermas de DPPG com EB de pimenta

malagueta mostram maior interacéo do que o outro EB. Na pressdo de 15 mN m™, o
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EB de malagueta induz alteracdes significativas na monocamada de DPPG, ao
contrario do EB de pimenta dedo-de-moca da Figura 40.

Figura 39 - Imagens de BAM formadas por monocamadas de fosfolipidio DPPG com EB de
pimenta malagueta em diferentes pressées (indicadas nas figuras).
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Figura 40 - Imagens de BAM formadas por monocamadas de fosfolipidio DPPG com EB de
pimenta dedo-de-moca em diferentes pressdes (indicadas nas figuras).

A andlise das microestruturas das imagens de BAM é condizente com os
resultados das isotermas de pressdo superficial, pois a introducdo dos EB das
pimentas malagueta e dedo-de-moca alterou as monocamadas de DPPC e DPPG. A
excecao ocorreu para monocamadas de DPPC/EB de pimenta dedo-de-mocga, para
as quais se esperavam mudancas de morfologia ou aumento dominios que
justificassem a maior interacéo entre DPPC e EB de dedo-de-moca.

Os principais resultados dos experimentos com os fosfolipidios DPPC e
DPPG com os EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca encontram-se resumidos

na Tabela 5.
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Tabela 5 — Tabela com os principais resultados dos experimentos com os fosfolipidios
DPPC e DPPG com EB de pimenta malagueta e dedo-de-moca.

n-AA
4 PM-IRRAS BAM
(30 mN m™)
DPPC DPPG DPPC DPPG DPPC DPPG
MN=10mNm*
) As imagens s&do Maior proporgéo de
N&o houve ) )
< semelhantes coma  regides LE (regibes
g ) , alteragbes )
> +8A +15A° T do DPPC semEB -  escuras) - condizente
< significativas - ~ s .
g indicando que nao ha com as isotermas.
1269 cm™:houve  mais caps inseridos
inversdo da banda Na monocamada.
com adi¢do de EB
CHoa: deslocamento de ambas as
de 10 cm™ para pimentas: mudancga
maiores nOmeros  na orientacdo do M=10mNm™
¢ . Mn=16 mNm*
de onda: grupo fosfato de Dominios (LC) sédo ] .
. As imagens s&o
ordenamento das  paralelo para maiores com
8 ] L semelhantes com a
s] cadeias. perpendicular predominancia da
1S ) ) " do DPPG sem EB -
& +30A° +20A P=0: fase LE (regido o o
° indicando que ndo ha
S deslocamento de escura) — ) ] ]
@ 4 ) mais caps inseridos
© 30 cm™ para condizentes com

. , . na monocamada.
maiores nimeros isotermas.
de onda:

desidratacgéo.

3.5.Interacdo dos EB de pimentas malagueta e dedo-de-moc¢ca com membranas

de bactérias E. coli, LPS de E. coli e S. aureus.

Os estudos com DPPC e DPPG com os EB de pimentas malagueta e dedo-
de-mocga ajudaram a investigar a interacdo com membranas que simulam as de
mamiferos. Para verificar efeitos em membranas de bactérias, serdo empregados
modelos de membrana de E. coli e S. aureus, que séo bactérias gram-negativa e

gram-positiva, respectivamente.
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3.5.1. Resultados de Concentracao Inibitéria Minima.

Os resultados dos experimentos de MIC ndo demonstraram nenhuma
atividade para a bactéria do tipo GRAM-negativa, E. coli, para nenhum dos EB de
pimentas. Por outro lado, para a bactéria tipo GRAM-positiva, S. aureus, a MIC foi
correspondente a 0,13 mg mL™ para o EB de pimenta dedo-de-moca e 4,00 mg

mL™ para o EB de pimenta malagueta.

3.5.2.Isotermas de pressao superficial de membranas de E. coli, LPS de E. coli

e S. aureus com EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca

Na Figura 41 sdo mostradas as isotermas das monocamadas para a
composicado que simula membranas de E. coli (vide Tabela 2) com EB de pimenta
malagueta (Figura 41A) e dedo-de-moca (Figura 41C) incorporados. As isotermas
para E. coli sdo mais expandidas e com menor pressao de colapso comparadas com
as isotermas dos fosfolipidios DPPC e DPPG.

A incorporacdo de EB das pimentas torna a isoterma mais expandida, com a
area por molécula em baixas pressfes aumentando com a concentracdo do EB.
Para o EB de pimenta malagueta parece haver uma concentracdo de saturacdo, a
partir da qual a monocamada ja nao fica ainda mais expandida. Em altas pressoes,
as isotermas praticamente coincidem com aquela da E. coli, o que deve indicar que
os caps do EB ndo permanecem incorporados nessas altas pressfes. Nos graficos
da Figura 41 B, nota-se expanséo dos filmes para todas as pressées em diferentes
concentracdes. Por exemplo, na pressdo de 10 mN m™, com o aumento da
concentracdo de EB de pimenta malagueta, h4 aumento da é&rea molecular,
indicando que as moléculas de caps dos EB da pimenta interagem com a membrana
de E. coli. A partir da pressdo de 15 mN m™, a quantidade de caps se torna estavel
nos filmes, a partir da concentracdo de 0,003 mg mL™, mantendo a area molecular
em torno de 100 A?, para a pressdo de 30 mN m™. Na Figura 41 D, observamos um
comportamento um pouco diferente do que ocorre com o EB de pimenta malagueta.

Com o aumento da concentracdo de EB de pimenta dedo-de-moca ha um aumento
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gradativo da &rea molecular. Por exemplo, para a pressdo de 10 mN m™, na
concentracdo de 0,003 mg mL™, a area molecular é ~150 A?, aumentando para 220
A? na concentracdo de 0,010 mg mL™. Na presséo de 30 mN m™, a &rea aumenta de
~82 A? para ~110 A?, nas concentracées de 0,003 e 0,010 mg mL™ respectivamente.
Este resultado demonstra que os filmes formados por membrana de E. coli

interagem mais com o EB de pimenta dedo-de-moca.
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Figura 41 - Isotermas de filmes de membrana de E. coli com: A) E.B. da pimenta malagueta
e C) E.B. da pimenta dedo-de-moca. Graficos de area molecular x concentracéo
para filmes de membrana de E. coli com: B) E.B. da pimenta malagueta e D) E.B.
da pimenta dedo-de-moca.

As isotermas de pressao superficial para monocamadas de LPS de E. coli
contendo EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca encontram-se na Figura 42A e
C, respectivamente. Para baixas pressdes, no estado liquido-expandido, a
incorporacdo de EBs causa deslocamento progressivo para maiores areas. Para o
EB de pimenta malagueta, todas as isotermas sdo deslocadas mesmo em altas
pressdes superficiais, mas para a dedo-de-mocga as isotermas coincidem em altas
pressdes. Na Figura 42 (B e D), observa-se expansdo das monocamadas com

aumento das concentragdes de ambos os EBs de pimentas em todas as pressoes.



91

O efeito da variagdo de concentracdo de EB de pimentas foi maior para
monocamadas de membrana de E. coli do que por LPS de E. coli. Isto pode ser
resultado dos acucares de LPS, que podem causar efeito estérico desfavorecendo o
empacotamento da monocamada. Para pressdo superficial acima de 10 mN m™,
observa-se que EB de pimenta malagueta continua nas monocamadas de LPS de E.
coli, ao contrario do que ocorre com EB de pimenta dedo-de-moca. Podemos
concluir assim que para monocamadas de membranas de LPS de E.coli, o EB de

pimenta malagueta possui maior interacao.
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Figura 42 - Isotermas de filmes de membrana de LPS de E. coli com: A) E.B. da pimenta
malagueta e C) E.B. da pimenta dedo-de-moca. Graficos de area molecular x
concentracdo para filmes de membrana de LPS de E. coli com: B) E.B. da
pimenta malagueta e D) E.B. da pimenta dedo-de-moca.

Isotermas 11-A das monocamadas de membrana de S. aureus com subfase
contendo EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca sao mostradas na Figura 43A
e C, respectivamente. Observa-se que também houve aumento da pressao

superficial inicial com aumento da concentracdo de EB de pimentas antes da
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compresséo do filme. Para pressdo superficial de 10 mN m™, nas concentragdes de
EB de pimentas em 0,015 mg mL™ as &reas moleculares foram semelhantes, em
aproximadamente 160 A%. Em baixas pressdes de superficie observa-se expansao
crescente das curvas com aumento da concentracdo de EB de pimentas. Na
isoterma para o EB de pimenta malagueta (Figura 43A) observa-se expansdo das
curvas com o aumento da concentracdo de EB de pimentas de 0,001 mg mL™ até
0,008 mg mL™. A partir da concentracéo de 0,01 mg mL™* houve reducéo do efeito de
expansdo a partir da pressdo superficial de 20 mN m™, ou seja, as curvas para
essas concentragdes se tornam mais condensadas. Para a concentragdao de 0,01
mg mL*?, a partir da pressdo superficial de 25 mN m™, houve expulsdo das
moléculas de EB de pimenta malagueta, que ao serem expulsas da monocamada
carrearam moléculas da membrana de S. aureus, resultando na condensacdo
abaixo da isoterma de pressdo da monocamada formada apenas com membrana de
S. aureus. Na Figura 43B, mostra-se expansao dos filmes de S. aureus, com queda
na area por molécula para todas as pressées na concentracdo de 0,008 mg mL™ e
aumento da &rea a partir da concentracdo de 0,01 mg mL™.

Nas isotermas relacionadas ao EB da pimenta dedo-de-moca (Figura 43C),
observa-se 0 mesmo efeito inicial ao aumentar-se a concentracdo de EB de
pimentas, ou seja, houve aumento da presséo superficial inicial com aumento da
concentracdo de EB de pimentas antes da compressdo do filme. Para baixas
pressfes, observa-se o0 efeito de expansdo das isotermas em todas as
concentragfes, porém para baixas concentracfes de EB de pimenta dedo-de-moca
com 0,001 mg mL™ e 0,003 mg mL™, houve expulséo das moléculas de pimenta do
filme a partir de 20 mN m™ e a partir de 30 mN m™ houve expulsdo das moléculas de
EB de pimenta de todas as concentracdes restantes. Na Figura 43D, ha expanséao
dos filmes de S. aureus a medida que se aumenta a concentracdo de EB de pimenta
dedo-de-moca. No entanto, ndo se observa queda da area por molécula em
nenhuma concentragdo como observado para o EB de pimenta malagueta. Em
todas as concentragbes ha expanséo dos filmes, exceto para a presséo superficial
de 30 mN m™, onde h& queda da area na concentracdo de 0,06 mg mL™. Destes
gréaficos conclui-se que os maiores efeitos sdo para os filmes de S. aureus com o EB

de pimenta malagueta.
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Figura 43 - Isotermas de filmes de membrana de S. aureus com: A) E.B. da pimenta
malagueta e C) E.B. da pimenta dedo-de-moca. Graficos de area molecular x
concentracdo para filmes de membrana de S. aureus com: B) E.B. da pimenta
malagueta e D) E.B. da pimenta dedo-de-moca.

3.6.Estudo da interacdo entre monocamadas de membranas de E. coli, LPS de

E. coli e S. aureus e caps dos EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca.

Foram caracterizados os filmes de Langmuir dos EB das pimentas malagueta
e dedo-de-moca com monocamadas de membrana de E. coli, LPS de E. coli e S.
aureus pela técnica de PM-IRRAS. Os espectros foram obtidos no intervalo do
nimero de onda entre 400 a 4000 cm™, sendo mostradas apenas as bandas de
interesse. A concentracdo de EB de pimentas na subfase foi de 0,01 mg mL™, e os
experimentos realizados com solugéo tampao PBS (pH 7,4), na pressao de 30 mN

m™, pois observa-se maior interacdo sem colapso da monocamada.
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3.6.1.E. coli

Na Tabela 6 sdo mostradas as atribuicbes dos grupos funcionais das
monocamadas formadas a partir da composicdo artificial de fosfolipidios da
membrana de E. coli pura e de cada EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca.
Na regido de 2800 cm™ a 3000 cm™ (Figura 44A) observam-se trés bandas
atribuidas ao estiramento simétrico e assimétrico das ligacbes CH; e CHj3 terminal,
referentes a cauda dos fosfolipidios da membrana de E. coli. Na Figura 44A nota-se
gue para ambos EB de pimentas, estas trés bandas comparadas a membrana de E.
coli pura, sofrem deslocamentos para menores niameros de onda. Para a banda de
CH, assimétrico houve deslocamento de 2844 cm™ para 2823 cm™ no filme com EB
de pimenta malagueta e 2844 cm™ para 2832 cm™ no filme com EB de pimenta
dedo-de-moca. Para a banda de CH, simétrico, ocorrem deslocamentos de 2901cm’
! para 2893 cm™ no filme com EB malagueta e 2922 cm™ para 2913 cm™ no filme
com EB de pimenta dedo-de-moca. O deslocamento na banda de CHgz terminal,
apesar de evidente, se encontra na faixa de erro do equipamento, cerca de 8 cm™.
Com a adicdo dos EB de pimentas malagueta e dedo-de-mocga, ocorrem
deslocamentos para menores nimeros de onda, provavelmente devido a desordem
das cadeias. Isso foi mencionado no item 6.3 para cadeias de DPPC, em que
deslocamentos das bandas referentes a ligacdo C-H para numeros de onda
menores (PAVINATTO A., 2014), verificado na Figura 44A, sdo em geral associados
a maior desordenamento das cadeias dos fosfolipidios.

A banda referente & ligacdo CH, assimétrico, em 2901 cm™ para a membrana
de E. coli também teve deslocamentos para menores numeros de onda quando
adicionados EB das pimentas malagueta e dedo-de-moca, para 2893 cm™ e
2878 cm™ respectivamente. Para a banda referente ao CH, simétrico, em 2844 cm™
para a membrana de E. coli, observamos a mesma tendéncia de redu¢do no numero
de onda para 2823 cm™ e 2832 cm™ com o EB de pimenta dedo-de-moca e
malagueta, respectivamente. Estes resultados condizem com as isotermas de
pressao superficial, pois € esperada grande interacdo entre as caudas das cadeias
resultando numa alta compressibilidade da monocamada, como foi observado nas
isotermas de E. coli e os EB de ambas pimentas. Esta contradicdo pode ser
explicada pelo aumento da complexidade das moléculas na formag¢do da membrana,

onde os diferentes tipos de moléculas tendem a aumentar a desordem na
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membrana. A adicdo dos caps dos EB pode superar este efeito pela grande
interacao entre os agrupamentos da cadeia alquilica, como observado nos espectros
de PM-IRRAS.

Analisando as bandas dos grupos fosfato nas cabecas polares dos
fosfolipidios (Figura 44B) em 1258 cm™, é possivel notar que ndo ha nenhum
deslocamento das membranas contendo as pimentas em comparagdo com a
membrana pura de E. coli. Mas o aumento na intensidade das bandas nos espectros
contendo os EB de pimentas € indicativo de maior densidade de caps na interface.
Este mesmo comportamento pode ser observado nas bandas dos grupos vinileno
(C=C) em 1746 cm™ na regido da cauda (Figura 44C) e nas bandas de amina em
1614 cm™ (Figura 44D) da cabeca polar do fosfolipidio DOPE.

Tabela 6 — Tabela de atribuicbes dos grupos funcionais relacionados a membrana de E. coli
e EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca.

A)

Namero de Onda (cm™) Modo vibracional / Grupo funcional Intensidade
vass (CH>) alcanos
2850 — 3000 vs (CH>) alcanos Forte
vs (CH3) alcanos
1000 - 1400 Vass (P=0) Forte
1620 - 1680 v(C=C) vinileno Fraca/média
1735- 1750 v(C=0) éster Forte
. 2 bandas ou
1000 - 1300 v(C-0) éster mais
1550 - 1640 v(N-H) amida Forte
1640 - 1690 v (C=0) amida Forte
1600 v(N-H) amina média

|4 2022

E. coli
—— E. coli/EB pimenta dedo-de-moga
— E. coli/EB pimenta malagueta

Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)

30 mN

—E. coli

30 mN

2780 2800 2820 2840 2860 2880 2900 2920 2940 2960
Ndmero de Onda (cm™)

Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)

—— E. coli/EB pimenta dedo-de-moca
—— E. coli/EB pimenta malagueta

1000

B)

1100

1200
Nlmero de onda (cm™)

1300 1400
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——E. coli
—— E. coli/EB pimenta dedo-de-moga
— E. coli/EB pimenta malagueta

——Ecol ! 1614 30 mN

—— E. coli/EB pimenta dedo-de-moca
—— E. coli/EB pimenta malagueta

1746

30 mN

Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)
Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)

vinileno (C=C)
1600 1650 1700 1750 1800 1500 1550 1600 1650 1700
C) Numero de onda (cm™) D) Numero de onda (cm™)

Figura 44 — Espectros de PM-IRRAS para monocamadas de Langmuir formadas pela
composicéo lipidica de E. coli e 0,01 mg mL™ de EB de pimentas malagueta e
dedo-de-moca, em tampéo PBS pH 7,4 — 30 mN m™. A) regido de vibragéo dos
alcanos; B) regido de vibracdo dos P=0; C) regido de vibrag&o do vinileno C=C;
D) regido de vibragdo da amida N-H.

3.6.2.LPS E. coli

Na Tabela 7 encontram-se as atribuicdes dos grupos funcionais referentes a
membrana de LPS de E. coli juntamente com os EBs pimentas malagueta e dedo-
de-moca. A regido entre 2800 cm™ e 3000 cm™ é mostrada na Figura 45A, com
bandas do estiramento simétrico e assimétrico das ligagdes CH,, em 2853 cm™ e
2916 cm*, respectivamente e uma banda em 2982 cm™ referente ao CH3 terminal
das cadeias alifaticas. A intensidade da banda em 2917 cm™ diminui ao inserir o EB
de pimentas na subfase, possivelmente porque as moléculas de caps interferem nas
caudas apolares das moléculas de LPS, restringindo o empacotamento e reduzindo
a intensidade do espectro. Na regido entre 1670 e 1820 cm™ na Figura 45B
aparecem as bandas das ligacées C=0O (carbonila), em 1739 cm™ para C=0 dos
acidos carboxilicos da cadeia de LPS, e em 1698 cm™ aparece um ombro associado
a C=0 das ligacdes amida, presentes tanto no LPS quanto nos EB de pimentas.

Entre 1000 e 1300 cm™, Figura 45C, na regido da ligacdo C-O dos ésteres: a)
o espectro do LPS possui trés bandas em 1113, 1170 e 1244 cm™; b) com inser¢éo
do EB de pimentas, as bandas se deslocam para 1146, 1204 e 1285 cm™,
respectivamente, denotando desordem das cadeias de fosfolipidios. A banda

referente ao fosfato (P=0), Figura 45D, encontra-se em 1240 cm™, deslocando-se
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para 1230 cm™ como efeito de hidratacdo e maior nimero de ligacdes de hidrogénio

que o grupo participa com moléculas de agua na interface (HUBNER et.al, 1998).

A)

C)

Tabela 7 — Tabela de atribuicdes dos grupos funcionais relacionados a membrana de LPS
de E. coli e EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca.

Nimero de Onda (cm™) Modo vibracional / Grupo funcional Intensidade
vass (CH2) alcanos
2850 — 3000 vs (CHy) alcanos Forte
vs (CH3) alcanos
1000 — 1400 v (P=0) Forte
1620 — 1680 v(C=C) vinileno Forte
1735- 1750 v(C=0) éster Forte
. 2 bandas ou
1000 — 1300 v(C-0) éster mais
1550 — 1640 v(N-H) amida
1640 — 1690 v(C=0) amida forte
1000 — 1300 v(C-0) éter forte
——LPSE. coli
—— LPS E. coli/EB pimenta malagueta ——LPSE. coli ' 1204 30 mN
—— LPS E. coli/EB pimenta dedo-de-moga ! —— LPS/EB pimenta malagueta
—— LPS/EB pimenta dedo-de-moga ! C'O

1146 |

Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)
Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)

C

2800 2850 2900 2950 3000 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300
. B . 1
NUmero de onda (cm™) B) Ndmero de onda (cm™)
| ——LPSE.coli —LPSE. col
30 mN 1739 —— LPS/EB pimenta malagueta 30mN | —LPSE sg\:/Es pimenta malagueta
c=0 —— LPS/EB pimenta dedo-de-moca ' —— LPS E. coli/EB pimenta dedo-de-moca

Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)
Intensidade de PM-IRRAS normalizada (U.A.)

D

1660 1680 1700 1720 1740 1760 1780 1800 1820 1840 1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340 1360 1380
Numero de onda (cm™) D) Namero de onda (cm™)

Figura 45 — Espectros de PM-IRRAS para monocamadas de Langmuir formadas por
membrana de LPS de E. coli e 0,01 mg mL™" de EB de pimentas malagueta e
dedo-de-moca, em tampado PBS pH 7,4 — 30 mN m™. A) regido de vibracdo dos
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carbonos alifaticos; B) regido de vibragdo da C=0, éster; C) regido de vibracao
do C-O, éster D) regido de vibracédo dos P=0.

3.6.3. S. aureus

Os espectros de PM-IRRAS para as monocamadas de S. aureus com os EB
de pimentas sdo mostrados na Figura 46, e a atribuicdo das bandas mostradas na
Tabela 8. Analisando os espectros das bandas dos grupos da cauda e da cabeca
dos fosfolipidios da composicao lipidica da monocamada de S. aureus, notam-se
maiores deslocamentos causados pelo EB de pimenta malagueta do que para o EB
de pimenta dedo-de-moca. Isto pode ser evidenciado na comparacéo dos espectros
das monocamadas de S. aureus pura e contendo o EB de pimenta malagueta onde
a regido das caudas apresentou deslocamentos nas bandas dos grupos CH,
assimétrico de 2917 cm™ para 2931 cm™ e nos grupos vinileno de 1647 cm™ para
1632 cm™. Na cabeca polar, foram deslocadas bandas dos grupos fosfato de 1224
cm™ para 1244 cm™ e nas duas bandas dos grupos éster (1187 cm™ e 1219 cm™)
foram deslocadas para 1178 cm™ e 1237 cm™, respectivamente. Estes
deslocamentos em grupos da cabeca e cauda dos fosfolipidios da membrana de S.
aureus na presenca do EB de pimenta malagueta evidenciam a grande interacéo e

justificam os resultados das isotermas da Figura 43.

Tabela 8 — Tabela de atribuigBes dos grupos funcionais relacionados a composicao lipidica
de S. aureus e EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca.

Numero de Onda (cm™) Modo vibracional / Grupo funcional Intensidade
Vass (CH>) alcanos
2850 — 2950 vs (CHy) alcanos Forte
vs (CH3) alcanos
1000 - 1400 v (P=0) Forte
1620 - 1680 v (C=C) vinileno
1735- 1750 v(C=0) éster Forte
1000 - 1300 v(C-0) éster 2 bandas ou

mais
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Figura 46 — Espectros de PM-IRRAS para monocamadas de Langmuir de membrana de S.
aureus e 0,003 mg mL-1 de EB de pimentas malagueta e dedo-de-moga, em
tamp&o PBS pH 7,4 — 30 mN m-1. A) regido de vibragdo dos alcanos; B) regido
de vibracdo do vinileno C=C; C) regido de vibracdo dos P=0; D) regido de
vibracéo éster, CO.

3.7.Quantificacdo de capsaicindides incorporados em filmes LB de com
membranas de E. coli e S. aureus com EB de pimentas malagueta e dedo-

de-moca através de espectroscopia UV-vis

Utilizamos a Lei de Beer-Lambert (SILVERSTEIN, R. M., 2006) para
determinar a quantidade de caps nos EBs incorporados em filmes LB depositados a
partir de filmes de Langmuir das membranas de bactérias e EB de pimentas. Para
fins de calibracdo, medimos a absorbancia em 280 nm para solu¢cdes de EB de

pimentas malagueta e dedo-de-moca, como mostra a Figura 47. Dessas curvas é
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possivel inferir a quantidade de EBs nos filmes LB a partir de sua absorbancia em

relacédo ao EB de pimentas utilizados nos experimentos.

0,3

Y =0,47274 X + 0,075
R®=0,981

Y =0,73952 + 0,00388
R?=0,9919

0,2

o
N
Absorbancia
o
=

Absorbancia
o
-

EB malagueta 0,0 - EB dedo de moga

0,0

0,0 0,2 0,4 0,0 0,1 0,2 0,3 04 05
A) Concentracéo (mg mL™) B) Concentragéo (mg mL™)

Figura 47 — Curva de calibragéo: concentragdo versus absorbancia em 280 nm para EB de
pimentas: A) malagueta e B) dedo-de-mocga.

Os resultados para os filmes LB encontram-se na Tabela 9, em que houve
maior incorporacao para maiores concentracdes de caps dos EBs, como esperado.
As porcentagens incorporadas nos filmes LB tiveram aumento significativo com a
concentragdo, sendo que o EB de pimenta malagueta foi mais efetivo tanto nas
monocamadas do filme de S. aureus, de 6,24% para 11,3% quanto nhas
monocamadas do filme de E. coli, de 8,35 % para 13%. Os resultados sao
compativeis com as isotermas de pressao superficial para E. coli, pois houve
interacdo com os dois extratos, enquanto que para S. aureus a interacao foi maior

com EB de pimenta malagueta, como mostrado na tabela 5.

Tabela 9 — Proporgdo de capsaicinoides nos filmes LB de 10 camadas de membranas de
bactérias com EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca, determinadas por

UV-Vis.
Concentracgao E. coli S. aureus
de EB de dedo-de-moca Malagueta dedo-de-moca malagueta
pimenta na
subfase Absorb Conc.(%) Absorb Conc.(%) Absorb Conc.(%) Absorb Conc.(%)
0,001 0,054 6,78 0,047 8,35 0,039 4,76 0,037 6,24

0,01 0,068 8,67 0,069 13,0 0,046 5,70 0,061 11,3
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3.8.Caracterizacdes morfologicas das monocamadas de Langmuir através de
microscopia no angulo de Brewster (BAM) de monocamadas formadas por

composicao lipidica de bactérias E. coli e S. aureus.

Nesta secdo mostraremos resultados de caracterizacdo morfologica das
monocamadas de filmes com membranas de bactérias com EB de pimentas
malagueta e dedo-de-moca feitas por BAM. A concentracdo de EB de pimentas
utilizada na subfase foi 0,01 mg mL™. Das imagens de monocamadas de
composicao lipidica de E. coli da Figura 48, observa-se a formacédo de dominios no
formato de pequenos pontos, em baixas pressdes (T = 3 mN m™). Aumentando-se a
pressdo superficial a partir de 6 mN m™, esses dominios tendem a se unirem
formando estruturas maiores (11 = 15 e 18 mN m™), desaparecendo em pressées

maiores.

Figura 48 — Imagens de BAM formadas por monocamadas de composic¢ao lipidica de E. coli
em diferentes pressdes (indicadas nas figuras).
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Ao inserir EB de pimenta malagueta na subfase, de acordo com a Figura 49,
ndo houve formacdo de dominios, sendo o filme homogéneo em altas pressdes.
Diferentemente do que ocorre com os filmes formados pela composicéo lipidica de

E. coli.

Figura 49 - Imagens de BAM de monocamadas de E. coli com EB de pimenta malagueta em
diferentes pressoes (indicadas nas figuras).

Nas imagens das monocamadas de E. coli com EB de pimenta dedo-de-moca
da Figura 50, observam-se grandes estruturas mesmo em baixas pressdes (T = 3

mN m™), que se mantém em altas pressées (1 = 18 mN m™).
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Figura 50 - Imagens de BAM formadas por monocamadas de composicéo lipidica de E. coli
com EB de pimenta dedo-de-moca em diferentes pressfes (indicadas nas
figuras)

As imagens da Figura 51 para monocamadas de S. aureus mostram dominios
em altas pressdes, a partir de ™ = 30 mN m™. Esses dominios aparecem na forma
de pequenos pontos que se aglomeram sem se tornar uma estrutura homogénea até

a pressdo de =35 mN m™.

Figura 51 — Imagens de BAM formadas por monocamadas de composicdo lipidica de S.
aureus em diferentes pressdes (indicadas nas figuras).
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Com o acréscimo de EB de pimenta malagueta na monocamada de S.
aureus, as micrografias (Figura 51) mostram que ndo houve formacdo de dominios a
baixas pressdes (1 = 18 mN m™), que comecam a se formar em pressées mais
altas, tais como no filme sem o EB de pimenta, a partir de ™ = 32 mN m™. Estes
dominios se aglomeram até altas pressdes (m = 41 mN m™), permanecendo como

pequenos pontos.

Figura 52 - Imagens de BAM formadas por monocamadas de composicao lipidica de S.
aureus com EB de pimenta malagueta em diferentes press@es (indicadas nas
figuras).

Da Figura 53, as imagens das monocamadas de S. aureus com EB de
pimenta dedo-de-moca mostram dominios em ™ = 32 mN m™, que aparecem de
forma distinta das monocamadas de S. aureus e com EB de pimenta malagueta.
Nestas micrografias observam-se dominios maiores e mais espalhados, mantendo

esta caracteristica até pressdes de =36 mN m™.
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Figura 53 - Imagens de BAM formadas por monocamadas de composicao lipidica de S.
aureus com EB de pimenta dedo-de-moca em diferentes pressdes (indicadas
nas figuras).

3.9.Cinética de vazamento dos lipossomos de composicéo lipidicas de E. coli e

S. aureus na presenca de EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca —

Nos experimentos de cinética de vazamento (Leakage) da carboxifluoresceina
(CF) inserida nos lipossomos de E. coli e S. aureus, monitorou-se a fluorescéncia
com um fluorimetro. Para obter uma referéncia, observou-se o vazamento da CF
através do seguinte procedimento: 1) pipetou-se uma aliquota de 5 pL de solucdo de
lipossomos numa cubeta de quartzo, adicionaram-se 495 pyL de solucdo tampao
HEPES (30 mM)/glicose (86 mM), pH 7,4. Mediu-se a fluorescéncia por 9 min,
adicionaram-se 5 pL do detergente TRITON (1%) para rompimento dos lipossomos
para que fosse observada a fluorescéncia maxima da CF; 2) Para verificar o
comportamento dos lipossomos ao inserir-se o EB de pimentas, seguiu-se 0 mesmo
procedimento, mas com parada do procedimento em 1 min para inserir
concentracfes variadas do EB de pimentas. Ao final de 9 min, adicionou-se
detergente TRITON para o término do rompimento dos lipossomos.

Os resultados das cinéticas de vazamento de CF para os lipossomos de
composicao lipidica de E. coli e EB de pimentas malagueta e dedo-de-moca séo
mostrados na Figura 54. O EB de pimenta malagueta age gradualmente sobre o0s
lipossomos liberando a CF, ao contrario do que ocorre com a pimenta dedo-de-
moca. Na concentracéo de EB de pimenta malagueta de 670 pg mL™, no tempo de 2
min, apenas 20% de CF foram liberados dos lipossomos, enquanto na maior
concentracéo de EB de pimenta dedo-de-moca, de 267 pg mL™, houve liberacédo de

60% de CF. Assim, concentracbes menores de EB de pimenta dedo-de-moca s&o



106

mais efetivas que o EB da pimenta malagueta, uma vez que foi obtido maior efeito
com menor concentragao.

100 . )
—— composicao de E. coli
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Figura 54 — Gréfico de cinética de vazamento de CF para lipossomos de composi¢cédo
lipidica de E. coli para diferentes concentragdes de: A) EB de pimenta malagueta
B) EB de pimenta dedo-de-moca.

A Figura 55 mostra a cinética de vazamento de CF para os lipossomos da
composicéo lipidica de S. aureus. Na concentracdo de 20 ug mL™, observa-se que
houve vazamento de 40% de CF quando acrescentado EB de pimenta malagueta e
80% de vazamento de CF para o EB de pimenta dedo-de-moca. Assim pode-se
concluir que o efeito do EB da pimenta dedo-de-moca é maior sobre os lipossomos
de composicéo lipidica de S. aureus.
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Figura 55 - Gréfico de cinética de vazamento de CF para lipossomos de composicao lipidica
de S. aureus para diferentes concentragfes de: A) EB de pimenta malagueta B)
EB de pimenta dedo-de-moga.

Nas tabelas abaixo seguem o0s principais resultados obtidos nos experimentos
com as composicOes lipidicas de S. aureus (Tabela 10), composicao lipidica de E.
coli (Tabela 11) e LPS de E. coli (Tabela 12).
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Tabela 10 — Tabela com os principais resultados dos experimentos com composicéo lipidica de S. aureus com EB de pimenta malagueta e dedo-

de-moca.
n-AA PM-IRRAS
1 BAM
(30 mN (0,01 mg mL™) 1 Leakage
-1 a (0,01 mg mL™)
m™) M=30mNm
14 cm™ - C-H .
_ ] M=36 MmN m
Deslocamento para maiores numeros . .
Houve formacé&o de dominios (LC)

de onda — ORDENAMENTO das " .
oo ) _ » _ . com pouca regido expandida
@ 15 A cadeias alquilicas (interagao )
() _ o comparada com as imagens de S.
o hidrofobica).
g L aureus sem EBs.

20cm™ - P=0O ) .

. ) - Indicando a auséncia dos caps Vazamento efetivo
deslocamento para maiores numeros
_ _ . do EB das monocamadas. para os dois EB de
de onda: - efeito de desidratacao.
- pimentas
1 M=36 MmN m’

13cm~--C-H ~ -~ : Foram
oA _ ) Formac&o de dominios maiores .
s ,  Deslocamento para maiores nimeros ] . necessarias
£ 15 A (LC), mas também uma proporcéo
0] de onda — ORDENAMENTO das _ N menores
2 ) » _ . maior de regido com fase LE .
8 cadeias alquilicas (interagao o . concentracOes de
[} (escura) — maior interacdo dos 1
© EB (20 ug mL™).

hidrofobica).

caps com a membrana.
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Tabela 11 - Tabela com os principais resultados obtidos nos experimentos com composi¢do
lipidica de E. coli com EB de pimenta malagueta e dedo-de-mocga.

n-AA PM-IRRAS
) 4 BAM
(30 MN m (0,01 mg mL™) 1 Leakage
L 1 (0,01 mg mL™)
) M=30mNm
o N&o houve
g formacao de
> 75 A? _ ¢ ]
‘_cg Regido dos carbonos: dominios —
= Deslocamento para coerente com
menores nimeros de  isotermas de 1-A Eoi mais efetivo
§" onda — DESORDEM  que apresentam Foram utilizadas
c das cadeias alquilicas. expansdo em altas menores conc. do EB
o) 125 A? 5 '
"C.)-" pressoes de pimenta para obter
§ superficiais (regides o vazamento.

escuras - LE).

Tabela 12 - Tabela com os principais resultados obtidos nos experimentos com LPS de E.
coli com EB de pimenta malagueta e dedo-de-moca.

n-AA
(30 MmN m™)

PM-IRRAS
(0,01 mg mL™)
M=30mNm™

Malagueta

4 A?

11 cm?t—-P=0
Deslocamento para menores
numeros de onda: Efeito de

hidratagéo

Dedo-de-

4 A?

9cm™ — CH, simétrico
Deslocamento para menores
numeros de onda — DESORDEM

das cadeias alquilicas
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Perspectivas futuras

Foram iniciados testes para cinética de vazamento de LPS de E.coli, no

entanto s6 pode ser realizado os testes que confirmavam a formacéo de lipossomos,
como confirmado na Figura 56.
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Figura 56 — Grafico de cinética de vazamento de CF para lipossomos LPS de E. coli
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4. Conclusao

Dos resultados e discussdes apresentadas, conclui-se que ndo ha relacdo
direta entre a pungéncia dos EB de pimentas e interacdo com modelos de
membrana celular. O EB de pimenta dedo-de-moca teve maior efeito no DPPC, por
outro lado EB de pimenta malagueta teve maior efeito no DPPG provavelmente
devido a predominancia de dihidrocapsaicina no EB de pimenta dedo-de-moca e
capsaicina da EB pimenta malagueta. Os EB das pimentas ndo demonstraram
grande incorporacdo nas monocamadas de composicdo lipidica de S. aureus.
Entretanto, comprovou-se seu grande efeito através dos dados de cinética de
vazamento e de MIC. Dentre os EBs, o extrato de pimenta dedo-de-moca
apresentou maior eficacia.

Na composicéao lipidica de E. coli, houve consideravel incorporacdo dos dois
EB de pimentas nas monocamadas lipidicas, com maior efeito para dedo-de-moca.
Os dois extratos levaram a menor vazamento do que observado para a composi¢cao
lipidica de S. aureus. Os EBs de pimentas tiveram pouca incorporacdo nas
monocamadas de LPS. Isto se deve, provavelmente, a grande complexidade
estrutural, haja vista sua propriedade de barreira nas bactérias. Este resultado
corrobora os dados de MIC, onde ndo se observou atividade significativa dos EBs
para a E. coli. Apesar de a acdo fungicida ter sido comprovada através dos estudos
da aluna Analine Crespo Ziglio, o efeito bactericida foi predominante em bactérias do
tipo Gram-positivas (S. aureus). Porém essa acao nao foi observada em bactéria do
tipo Gram-negativa (E. coli), devido a camada de LPS de E. coli presentes na
superficie da membrana.

Ha estudos que mostram que 0s capsaicindides possuem acdo analgésica,
através da interacdo com receptores. Neste trabalho, foi comprovada a interacéo
dos capsaicindides com a membrana celular, através dos modelos de membrana, o
gue nos permite concluir que os capsaicindides podem causar efeitos colaterais,
pois ndo interagem apenas com 0s receptores. Por isso, 0s capsaicindides tém sido

utilizados de maneira topica.
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Nos experimentos de cinética de vazamento, observamos que o EB de
pimenta dedo-de-moca é mais efetivo nos lipossomos formados pela composi¢do
lipidica tanto de E. coli quanto de S. aureus. Obteve-se cerca de 80 % de vazamento
para uma menor concentracdo de EB, 267 pg mL™ de EB de pimenta dedo-de-moca
em relagdo a 670 ug mL™ para a pimenta malagueta nesta mesma porcentagem de
vazamento. Para a composicdo lipidica de S. aureus, o EB de pimenta dedo-de-
moca também se mostrou mais efetivo, para uma concentracdo de 20 pg mL™ |
observamos vazamento de 40% com a insercdo de EB de pimenta malagueta e
vazamento de 80% com o EB de pimenta dedo-de-moca. Destes dados também se
conclui que sdo necessarias menores concentracfes de EB de pimentas para agir
nos lipossomos de composicao lipidica de bactérias Gram-positivas (S. aureus) do
gue Gram-negativas (E. coli).
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