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Atividade da propolis verde contra o fitopatdgeno Pythium aphanidermatum e
analise da interacdo do composto majoritario Artepillin C com sistemas
biomiméticos de membranas
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RESUMO

O aumento da resisténcia microbiana devido a fatores como uso excessivo e ineficiente de
antibidticos convencionais acarreta a necessidade da busca por novos compostos bioativos que
atuem por mecanismos de acdo diferentes aos farmacos j& conhecidos. Na agricultura, 0 uso
intensivo de pesticidas para o combate de microrganismos que comprometem principalmente a
parte alimenticia também traz diversos problemas relacionados a resisténcia antimicrobiana e a
riscos ambientais, oriundos do acimulo dessas substancias no solo. Dentro deste aspecto, o
pseudofungo Pythium aphanidermatum, da classe dos oomicetos, destaca-se por ser uma
espécie agressiva e altamente resistente a fungicidas comuns, apodrecendo raizes e frutos de
cultivos de tomate, beterraba, pepino, pimentdo, etc. A propolis verde, constituida em sua
grande parte por material resinoso coletado e processado pela abelha da espécie Apis mellifera
tem sido utilizada na medicina tradicional devido ao seu amplo espectro de agdes preventivas e
tratamentos de doencas, possuindo propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas,
anticancerigenas e antioxidantes, tornando-se um produto de grande interesse na busca de novos
compostos bioativos. Dentro destes aspectos apresentados, neste trabalho investigamos a agdo
da propolis verde contra o fitopatdgeno P. aphanidermatum e identificamos através da técnica
de cromatografia e bioensaios que a Artepillin C (3,5-diprenil-4-acido-hidroxicinamico),
majoritaria na propolis verde, foi o principal composto nesta agdo. Os efeitos terapéuticos desta
molécula tem sido foco de muitos estudos, porém ainda ndo ha evidéncia em sua interacdo com
agregados anfifilicos que mimetizam membranas celulares. O caréater anfifilico do composto,
elevado pela presenca dos grupos prenilados ligados ao acido cindmico, favoreceram a sua
insercdo nas membranas modelo, principalmente em seu estado agregado. Estas conclusfes
puderam ser inferidas devido as alteracfes nas propriedades das bicamadas lipidicas na presenca
da Artepillin C, podendo causar, especificamente para o caso de fitopatégenos como o P.
aphanidermatum, perdas funcionais das proteinas de membranas, liberacdo de eletrélitos
intracelulares e desintegracdo citoplasmatica dos micélios e esporos. Ainda, as diferentes

composic¢des lipidicas nas vesiculas influenciam no modo de interagdo do composto e



consequentes alteracBes em suas estruturas, principalmente na presenca do colesterol, que
auxilia na manutencdo da permeabilidade da bicamada lipidica, que pode contribuir para a
integridade do conteldo citoplasmatico da célula.

Palavras-chave: Propolis Verde; Artepillin C; Pythium aphanidermatum; oomicetos;
bioensaios; membranas modelo; sistema ternario.



Activity of green propolis against the phytopathogen Pythium aphanidermatum and
analysis of the interaction of the majority compound Artepillin C with membrane
biomimetic systems
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ABSTRACT

The increase in the microbial resistance due to the excessive and inefficient use of conventional
antibiotics brings the necessity to search new bioactive compounds which play their mechanism
of action differently from the known drugs. In the agriculture, the intensive use of pesticide for
the combat of microorganisms which undermine mainly the food portion also brings several
issues related to the antimicrobial resistance and environment risks, originated from the high
amount of these substances on the soil. In this aspect, the fungus-like Pythium aphanidermatum
microorganism, from class Oomycete, stands out for being an aggressive species and highly
resistant to common fungicides, rotting roots and fruits of tomato, beet, cucumber, pepper, etc.
Green propolis, constituted by resinous material collected and processed by bees of the species
Apis mellifera, has been used in the traditional medicine due its wide spectrum of preventive
actions and diseases treatments, promoting anti-inflammatory, antimicrobial, anticancer and
antioxidant properties, becoming a product of interest for investigation in the research of new
bioactive compounds. Under all the aspects showed so far, in this work we investigated the
action of the green propolis against the phytopathogen P. aphanidermatum and identified
through chromatography and bioassays that Artepillin C (3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic acid),
majority in the green propolis, was the main compound in this action. The therapeutic effects of
this molecule have been the focus of several studies, but, so far there is no evidence for its
interaction with amphiphilic aggregates that mimic cell membranes. The amphiphilic character
of the compound, enhanced by the presence of two prenylated groups bounded to the cinnamic
acid, favors the insertion of the compound in the model membranes mainly in its aggregation
state. These conclusions could be inferred due the alterations in the properties of the lipid
bilayer in the presence of Artepillin C, that may cause, specifically in the case of
phytopathogens like P. aphanidermatum, functional losses of membrane proteins, releasing of
intracellular electrolytes and cytoplasmatic disintegration of mycelium and spores. Moreover,
the difference of the lipid composition in the vesicles influence in the action of the compound

and consequent alteration in their structures, mainly in the presence of cholesterol, that provides



Xi

the maintenance of permeability of the lipid bilayer, contributing to the integrity of the
cytoplasmic material of the cell.

Keywords: Green Propolis; Artepillin C; Pythium aphanidermatum; oomycetes; bioassays;
model membranes, ternary system.
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PREFACIO

A proposta inicial do projeto de pesquisa que rendeu esta tese de doutorado, discutida entre
mim e 0 meu orientador, professor Amando Ito, era o estudo de peptideos antimicrobianos que
sdo promissores frente aos problemas de resisténcia antimicrobiana. Numa conversa rotineira de
laboratério, pensamos que seria interessante estudar os efeitos da melitina, um destes peptideos
antimicrobianos e que esti presente no veneno de abelhas. Até entdo, ndo sabiamos que a
procura pela melitina iria nos guiar a um estudo totalmente inovador, ainda na vertente da busca
de compostos bioativos e seus estudos de interagdo com membranas modelo. Numa conversa
com o professor Ademilson Espencer da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, que é o
“dono das abelhas”, decidimos fazer uma colaboracdo para estudar, ao invés de peptideos
antimicrobianos, as propolis brasileiras, que sdo constituidas por inimeros compostos
fitoquimicos que as abelhas coletam para a protecio de suas colmeias. “Otimo! Vamos l4
enfrentar este desafio, afinal, € um projeto de doutorado”, disse eu em uma de nossas primeiras
reunides. A partir de entdo, através de mais algumas outras conexdes com outros pesquisadores,
tivemos o prazer de conhecer a Dra. Sbnia e a Dra. Suikinai da Embrapa — Meio Ambiente, que
propuseram alguns testes das propolis contra o Pythium aphanidermatum, um fitopatégeno de
grande interesse na agricultura. Novo desafio aceito e tudo caminhou melhor que o esperado,
pois, diferentemente de muitos outros antifingicos e/ou novos compostos ja testados contra este
microrganismo, a propolis destacou-se nessa atividade. Foi ai que o interesse da nossa pesquisa
se expandiu: o estudo da interagdo e dos efeitos da propolis em membranas modelo caminhara
concomitantemente aos estudos de microbiologia, agregado a um arduo aprendizado quimico e
biolégico que, felizmente, tornou-se uma experiéncia Unica e de grande sucesso para este
trabalho.

A tese esta apresentada em 6 capitulos: o primeiro refere-se a abordagem principal deste
trabalho, trazendo alguns porqués da busca de novos compostos bioativos, da importancia da
propolis para as abelhas e dos efeitos de drogas em membranas bioldgicas de células-alvo. O
segundo capitulo apresenta um enfoque histérico da propolis, na biologia do fitopatdgeno
estudado e no estudo das membranas modelo. O capitulo 3 traz a metodologia utilizada neste
trabalho, onde é possivel encontrar inimeras referéncias que estdo relacionadas aos aspectos
tedricos das técnicas envolvidas. No quarto encontram-se os resultados e discussdes, explorando
desde os efeitos bioldgicos da a¢do da prépolis contra o fitopatdgeno até os estudos com as
membranas modelo. O quinto capitulo fecha as principais discussdes deste trabalho como forma
de conclusdo e no sexto estdo as referéncias bibliograficas que foram utilizadas para a

construcdo da tese.
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1.INTRODUCAO

1.1. Consideracg0des gerais

A busca por novas drogas para o combate das mais diversas classes de
microrganismos, que tém se tornado resistentes a antibioticos convencionais por fatores
como uso excessivo e ineficiente de farmacos em geral, tem chamado a atencdo nédo
apenas para o combate de doengas infecciosas em humanos, mas também devido a
grande perda de produtos de interesse agronémico que sdo danificados por
fitopatégenos multirresistentes’ >,

No quadro clinico, a causa mais comum que leva a resisténcia antimicrobiana é
0 Uso excessivo de antibioticos, que auxilia na replicacdo errbnea dos microrganismos
levando a geracdo de espécies geneticamente modificadas. Este problema pode ser
agravado em situacfes onde ndo existem condi¢cfes sanitarias adequadas e em lugares
publicos, tais como hospitais, onde ha um alto indice de proliferacdo e infeccdo
microbiana®.

Na agricultura, o uso intensivo de pesticidas para 0 combate de microrganismos
que comprometem principalmente a parte alimenticia também acarreta diversos
problemas relacionados a resisténcia antimicrobiana. Diferentemente da infeccdo em
humanos, o aumento na dose destes tdxicos responsaveis pela acdo contra 0s
fitopatdgenos pode trazer como consequéncia, além da mutacdo genética das espécies,
riscos ambientais oriundos do acimulo dessas substancias no solo®.

Dentro do aspecto agrondmico, o pseudofungo Pythium aphanidermatum, da
classe dos oomicetos, destaca-se por ser uma espécie agressiva e altamente resistente a
fungicidas comuns, apodrecendo por exemplo raizes e frutos de cultivos de tomate,

beterraba, pepino e pimentdo® ™

. Quando comparado a fungos, o P. aphanidermatum
apresenta um grande diferencial: a auséncia de ergosterol na composicao lipidica de sua
membrana celular, tornando muitos fungicidas ineficientes em seu combate, uma vez
que os principais antifangicos conhecidos interagem com ou inibem o ergosterol em sua

acao,
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CAPITULO 1 - INTRODUGCAO

A necessidade de compostos bioativos que atuem por mecanismos de agéo
diferentes aos farmacos ja conhecidos tem sido alvo de grande numero de estudos,
principalmente relacionados a produtos naturais, como é o caso da prépolis, que sdo
produtos resinosos formados por compostos que abelhas coletam de diferentes espécies
de plantas e os processam através de suas enzimas salivares, protegendo suas coldnias
contra patdgenos que podem atacé-las levando a colmeia & destruicio™® 4.

Cada espécie de abelha é capaz de coletar os metabdlitos secundarios exsudatos
de plantas e formar diversos tipos de prdpolis, que sdo dependentes do ambiente em que
elas vivem e das fontes vegetais que possuem para os coletarem e, assim, manter a acdo
antimicrobiana dentro de suas colénias. Dentre todos os tipos de prdpolis existentes, a
propolis brasileira coletada pela espécie de abelha Apis mellifera, denominada propolis
verde, € o produto com maior destaque mundial e que tem sido comercializado e
exportado para industrias farmacoldgicas (principalmente para o Japdo), destacando-se
por seu amplo espectro de acbes preventivas e tratamentos de doencas, possuindo
propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, anticancerigenas e antioxidantes™*°.
Os principais agentes bioativos encontrados neste produto sdo acidos fendlicos,
terpendides, acidos cafeicos e diversas classes de flavonoides, como kaempferol e
quercetina, que sdo dependentes do tipo de vegetacdo a qual a abelha tem acesso na
regido e pela seletividade especifica de cada espécie nesta coleta, possivelmente devido
a necessidade de atividade antimicrobiana no interior da colmeia®”%.

A Artepillin C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) foi destacada dentre todos
0s compostos da prépolis verde como o composto majoritario e responsavel por
diversos mecanismos de acdo contra patdgenos de diversas espécies, tornando-se uma
molécula de interesse farmacoldgico principalmente pelo seu potencial antioxidante,
anti-inflamatério e anticancerigeno®2*. Esta molécula pertence ao grupo dos derivados
de &cido cindmico, possui baixo peso molecular e é constituida por dois grupos
prenilados ligados a um grupo fenil (Figura 1.1) que aumentam a hidrofobicidade da
molécula, provavelmente viabilizando sua interacdo com agregados anfifilicos tais
como as membranas celulares.

O mecanismo da Artepillin C dentro do seu espectro de acéo bioldgica ainda ndo
estd elucidado, mas estudos demonstraram que agentes fitoquimicos que apresentam

semelhangas estruturais a esta molécula, interagem e modificam estruturalmente
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CAPITULO 1 - INTRODUGCAO

biomembranas de células-alvo, resultando na perda de funcbes de proteinas de
membrana e refletindo em um grande repertério de acdes biolégicas®?°. A bioatividade
destes compostos € vinculada as caracteristicas estruturais que a favorecem, tais como a
presenca de aneis benzénicos e duplas ligagdes em suas estruturas, além de um ou mais
grupos hidroxila ligados a sistemas de anéis arométicos?’. A presenca desses grupos
quimicos permite a interagdo desta molécula com a membrana celular por diferentes

tipos de interacdes intermoleculares, ampliando sua gama de atividade farmacologica.

Figura 1.1. Estrutura molecular da Artepillin C.

O estudo de sistemas auto-organizados formados a partir de lipidios é de
extrema importancia devido as suas similaridades com as propriedades das membranas
celulares, que séo essenciais para a vida da célula. As membranas bioldgicas possuem
uma estrutura geral, formadas principalmente de moléculas de lipidios e proteinas,
estabilizadas por interacfes fisicas. S8o algumas caracteristicas fundamentais das
membranas celulares: i) estruturas dindmicas, fluidas e a maior parte de suas moléculas
sdo capazes de mover-se no plano da membrana; ii) as moléculas lipidicas sdo
arranjadas como uma dupla camada continua com cerca de 5 nm de espessura e iii) as
bicamadas lipidicas formadas fornecem a estrutura basica da membrana e atuam como
uma barreira relativamente impermeadvel a passagem da maioria das moléculas
hidrossol(veis®®. As proteinas de membrana tém papel importante no transporte de
entrada e saida de moléculas da célula e também em processos de sinalizagcdo quimica,

enquanto suas fungdes sdo determinadas pelas propriedades estruturais das bicamadas
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lipidicas em que estdo inseridas®. Atualmente a busca pelo entendimento na
organizacdo lateral dos lipidios em diferentes tipos celulares tornou-se alvo para o
entendimento da acdo de compostos bioativos, utilizando-se principalmente
fosfolipidios zwitteribnicos saturados e insaturados, além de moléculas pertencentes a
familia dos esterdis (p. ex. colesterol e ergosterol), que sdo importantes componentes de
membranas plasmaticas e que podem, espontaneamente, formar separagdo de fases para
manter sua integridade. Os tipos de moléculas anfifilicas que constituem o envoltério
celular diferem de classe para classe, sendo esta composi¢do a principal seletividade
para o repertorio de acdo de farmacos, peptideos bioativos e outras moléculas com
efeitos terapéuticos que modificam propriedades estruturais de membranas celulares

apenas em células-alvo®*®.

1.2.  Objetivos
1.2.1. Objetivos gerais

Dentro dos aspectos apresentados, o interesse deste trabalho foi: i) verificar a
acdo da propolis coletada pela espécie de abelha Apis mellifera contra o fitopatégeno da
espécie Pythium aphanidermatum; ii) o estudo da acdo do composto majoritario da
prépolis verde, a Artepillin C, em sistemas de membranas modelo constituidos por
lipidios zwitteribnicos saturados e insaturados e iii) verificar se a presenca do colesterol
nestas estruturas lipidicas nano-organizadas altera as propriedades de interacdo entre o
composto e as membranas modelo, uma vez que o principal diferencial do fitopatdgeno

em estudo é a auséncia de esterdis em sua membrana plasmatica.

1.2.2. Objetivos especificos

e Investigar a inibicio da difusdo do fitopatdgeno Pythium
aphanidermatum pela acdo dos compostos resinosos extraidos da

propolis verde, coletada pela abelha da espécie Apis mellifera;
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Fracionar o0 extrato resinoso da propolis verde por técnicas
cromatograficas para encontrar, através de ensaio bioguiado, 0 composto

majoritario responsavel pela atividade contra o fitopatdgeno em estudo;

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas do composto bioativo em
solugdes aquosas e metandlica através de técnicas de espectroscopia de

absorcéo optica e fluorescéncia;

Investigar as propriedades das bicamadas lipidicas formadas por DOPC,
DMPC, DPPC e pela mistura ternaria DOPC/DPPC/Colesterol na
auséncia e na presenca do composto bioativo, através das técnicas de
calorimetria (DSC e ITC), microscopia de fluorescéncia e contraste de
fase, difracdo de raio-X (SAXS), monocamadas de Langmuir, potencial-

zeta e simulacéo de dindmica molecular.
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2.1. Propolis: aspectos gerais

A propolis € um nome genérico para o conjunto de substancias resinosas
coletadas por espécies de abelhas a partir da vegetacdo. A palavra prépolis é derivada
do grego pro-, para ou em defesa de, e polis, cidade, que forma no sentido denotativo
“defesa da cidade”, onde, no caso, a cidade ¢ a colmeia, ambiente em que as abelhas
vivem. Propolis é um produto altamente adesivo e resinoso que abelhas utilizam
principalmente para selar cavidades abertas em suas colmeias e protegé-las contra
invasores’®. A resina contida na prépolis é coletada na vegetacdo das cercanias da
colmeia. O espectro de v6o de uma abelha da espécie A. mellifera abrange um raio de
cerca de 4-5 km em torno da colmeia, de onde abelhas campeiras coletam pélen e néctar
para alimentacdo, bem como resina para a prdpolis. A fonte para a coleta dos compostos
varia de acordo com as regiGes em que as diferentes espécies de abelhas que os coletam
vivem, sendo principalmente obtidos a partir de exsudatos de plantas, de brotos e de
outras partes do tecido vegetal'’. De acordo com a composicdo, as prépolis podem
apresentar aparéncias diversificadas em sua coloracdo (do amarelo claro ao marrom
escuro) e possuir, de uma maneira geral, 50% da massa constituida de material resinoso
e balsamo vegetal, 30% de cera de abelhas, 10% de 6leos aromaticos, 5% de pdlen e 5%
de outras substancias™.

A propolis verde, coletada pela espécie de abelha Apis mellifera, denominada
prépolis verde, € um dos produtos brasileiros com maior destaque mundial e conhecido
pelas diversas atividades bioldgicas que apresenta, destacando-se em suas propriedades
anti-inflamatérias, antimicrobianas, anticancerigenas e antioxidantes*"**,

A espécie de abelha Apis mellifera scutellata, de origem africana, foi introduzida
no sudeste do Brasil (regido de Camaqud, estado de Séo Paulo) no ano de 1956, e,
devido a subsequente fuga acidental dos enxames essas abelhas se espalharam por
diversas regides e se cruzaram com as abelhas de origem europeia, criando diversas

coldnias e resultando no processo de africanizagdo das abelhas no pais*®.
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CAPITULO 2 - REVISAO DE LITERATURA

Em relacdo a principal fonte boténica de obtencdo do material resinoso que
constitui a propolis verde, alguns trabalhos mostraram que a regido do cerrado (Figura
2.1), que é uma importante fonte de biodiversidade brasileira, possui uma grande
concentracdo da planta da espécie Baccharis dracunculifolia, conhecida como alecrim-
do-campo (Figura 2.2) e que tem uma constituicdo quimica similar ao dessa prépolis,
tornando-se apos esta descoberta uma espécie vegetal de grande interesse na busca por
novos compostos bioativos naturais®*. No processo de coleta, as abelhas cortam os
apices da B. dracunculifolia (Figura 2.3), que s@o ricos em tecidos jovens (gemas
vegetativas) e, com o auxilio de suas pernas, acumulam um material de caracteristica
verde em suas corbiculas (regido localizada no terceiro par de pernas das abelhas),
repleto de fragmentos epidérmicos e tricomas glandulares, além de uma elevada
concentracdo de clorofila que esté presente nos tecidos jovens da planta, dando origem

ao nome desta prépolis®.

p T Parand “PORTO OE SMNTOS
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Figura 2.1. Mapa do Brasil, com destaque da regido do cerrado brasileiro. Extraido de: [36].

E importante ressaltar que estruturas como os tricomas glandulares tém papel
importante no acumulo de compostos bioativos para a protecdo das plantas contra
diversos tipos de patdgenos e predadores. A grande parte dos constituintes das resinas
coletadas pelas abelhas para a formacéo da propolis sdo os 6leos volateis e compostos
aromaticos, que sdo encontrados nos tricomas glandulares que as abelhas acumulam na

coleta®’. No caso da prépolis verde, os principais compostos bioativos sdo derivados de
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acidos fendlicos, terpenos, aldeidos aromaéticos e flavonoides, identificados como
metabdlitos secundarios envolvidos nos mecanismos que auxiliam a adaptacdo das

plantas ao seu meio®.

Figura 2.2. Arbustos de plantas da espécie Baccharis dracunculifolia.

Os metabdlitos secundarios possuem estruturas complexas com baixo peso
molecular, destacando-se, além das atividades biologicas exercidas pelas plantas em
resposta aos estimulos do meio ambiente, um largo espectro de a¢cdes farmacoldgicas. A
producéo de resinas pelas plantas contendo os metabdlitos secundarios esta intimamente
associada a fatores climaticos e a estimulos externos, tais como a presenca dos fungos
endofiticos em suas estruturas>®. Dentre os metab6litos secundérios, podemos destacar
como majoritario na prépolis verde a Artepillin C (&cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico), que possui dois grupos prenilados ligados ao grupo fendlico do acido
cindmico. Este composto foi identificado em 1979 e exclusivamente pertence a propolis
brasileira, majoritariamente na prépolis verde®. Sdo algumas atividades biolégicas ja
identificadas deste composto: acdo analgésica e anti-inflamatoria, antiangiogénica,

antimicrobiana, antitumoral e antioxidante??244041,
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Figura 2.3. Abelha da espécie Apis mellifera no momento da coleta de material resinoso de
apices foliares de Baccharis dracunculifolia.

Paulino et al.?®

investigaram a acdo analgésica e anti-inflamatoria in vivo pela
administracdo via oral da Artepillin C em ratos e também testes in vitro utilizando-se
células do tipo RAW 264.7, obtendo resultados positivos pela absorcdo da propolis no
organismo do animal devido a afinidade do composto pela membrana celular. Outra
acdo importante do composto foi comprovada por Ahn et al.*’ contra a angiogénese,
doenca que leva a nutri¢do e ao consequente crescimento de células tumorais. Dentro do
espectro de acdo da Artepillin C, o estudo de sua citotoxicidade em células neoplésicas
é um dos alvos de interesse e que tem trazido excelentes resultados, tais como

mostrados por Kimoto et al.**

, que aplicaram 0 composto bioativo, por testes in vitro e
in vivo, em células tumorais malignas de humanos e murinos, mostrando sua alta
citotoxicidade por meio de algumas acdes especificas, incluindo apoptose celular, que
podem estar relacionados a perda da funcionalizacdo de proteinas de membranas pela
alteracdo na organizacdo lipidica durante a inser¢do da droga na membrana celular. A

atividade antioxidante da Artepillin C foi comprovada por Shimizu et al.?

,» que
investigaram in vitro a prevencgédo de danos causados por espécies reativas de oxigénio,
causando a peroxidacdo lipidica em células de carcinoma (Caco-2 e HepG2) na
presenca do composto. Em relaco & atividade antimicrobiana, Aga et al*! estudaram a

acdo da propolis verde contra microrganismos de diferentes espécies, incluindo
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bactérias e fungos, identificando que a Artepillin C destacou-se nestas atividades, dentre
0s compostos presentes na propolis, estudando trés espécies de patogenos: Bacillus
cereus, Enterobacter aerogenes e Arthroderma benhamiae.

Além da Artepillin C, a propolis verde contém outros compostos derivados de
acidos fenolicos também importantes para a manutencdo e defesa das colbnias das
abelhas, tais como a drupanina, acido p-coumarico, &cido caféico, além dos flavonoides
pinobanksina e kaempferol™.

Embora as resinas e as propolis ja tenham sido demonstradas como potenciais
fornecedores de matéria prima para a industria farmacéutica, principalmente pela
enorme quantidade de metabolitos secundarios, um dos grandes desafios é compreender
0 verdadeiro papel dessas resinas no interior das colmeias como eventuais controladores
de doencas e como as abelhas detectam a necessidade de coletar e encontrar a resina
adequada™.

Um dos maiores custos para evolugdo da sociabilidade das abelhas dentro de
suas colmeias foi a sua exposicéo aos patdgenos. Notadamente nos insetos eussociais e
em particular nas abelhas, que vivem geralmente em colénias com divisdes de trabalho
e onde o contato com o meio externo é fundamental para a sua sobrevivéncia, elas se
expbem continuamente aos patégenos que podem ingressar nas col6nias pelas operéarias
forrageadoras. O ambiente interno da col6nia é propicio ao desenvolvimento de fungos,
leveduras e bactérias, que muitas vezes estdo associados a propria integridade da

colénia, como na fermentacéo do pélen utilizado na alimentagéo das larvas™.

2.2. O uso doméstico da propolis

A utilizacdo da prdpolis pela civilizacdo antiga data de 300 a.c. Os egipcios, por
exemplo, utilizavam o produto para embalsamar 0s mortos, enquanto gregos, romanos e
incas a utilizavam como agente cicatrizante, antisséptico e antipirético®*****. Desde
entdo, a propolis foi um dos produtos naturais mais utilizados como remédio popular;
porém, apenas no seculo 17 esse produto foi listado oficialmente, pela primeira vez no
mundo pela farmacopeia de Londres, como uma droga®. O seu uso ainda tem se
destacado até os dias atuais, encontrando-se disponivel em sua forma natural ou

purificada (onde sdo extraidos apenas 0s compostos resinosos). Apesar dos beneficios
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trazidos pela propolis terem sido descobertos hd mais de dois mil anos, a investigacéo
cientifica das propriedades bioldgicas de seus constituintes foi realizada apenas a partir
do século 20, surgindo em 1908 o primeiro trabalho relatando algumas caracteristicas
do produto. Apesar de inumeros trabalhos relacionados ao estudo das propriedades
bioldgicas terem sido publicados ao longo do século 20, foi a partir de 1980 que a
pesquisa relacionada as caracteristicas da propolis cresceu substancialmente no mundo
todo, inclusive no Brasil, que teve a sua primeira publicacdo em 1980*°, mostrando que
a atividade da propolis contra a bactéria da espécie Staphylococcus auerus obteve mais
sucesso em sua inibicdo que os antibidticos testados. Mas foi nos anos 90 que as
pesquisas com prépolis oriundas de diferentes regiGes do Brasil passaram a tomar novos
rumos e varios grupos de pesquisas se preocuparam em caracterizar suas propriedades
fisico-quimicas, bem como as suas atividades antimicrobianas, inibicdo de tumores,
regeneracdo de tecidos, acdo cicatrizante, atividade anticariogénica, anti-inflamatdria,
antioxidante, hepatoprotetora, analgésica, atividade estrogénica, antiangiogénica e
regenerativa de cartilagens®,

Dentre os paises em destaque na pesquisa da propolis, o Japdo tem chamado
atencdo por publicar principalmente estudos com a propolis brasileira. Isso se deve
principalmente a alta taxa de consumo da propolis verde pelos japoneses como
suplemento alimentar na profilaxia de doencas, devido as suas 6timas caracteristicas
organolépticas e também em razdo do menor teor de poluentes ambientais, bem como a
sua atividade antitumoral, que estd relacionada principalmente com os derivados de

4cidos fenélicos presentes no produto™.

2.3. Pythium aphanidermatum

De acordo com a sistematica filogenética e analises moleculares, os organismos
anteriormente classificados como fungos sdo divididos atualmente em trés reinos:
Fungi, Straminipila e Protista, sendo os membros pertencentes aos Reinos Fungi e
Stramenopila os principais fitopatégenos encontrados na natureza*’***. O microrganismo
Pythium aphanidermatum, baseado nessa classificacdo, pertence ao Reino
Stramenopila, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia Pythiaceae, Género

Pythium e espécie P. aphanidermatum. Sabe-se que 0s seres-vivos pertencentes a Classe
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Oomycetes (oomicetos) possuem caracteristicas bastante similares aos fungos, tal como
crescimento filamentoso no estagio vegetativo, producdo de micélios e formacdo de
esporos, porém, sdo considerados como falsos-fungos por apresentarem caracteristicas
filogenéticas que os aproximam mais as algas que aos membros do Reino Fungi*’.
Dentre estas caracteristicas, destacam-se: i) mitocondrias de crista tubular; ii)
diferencia¢do da parede celular, composta por B-Glucanas, celulose e hidroxiprolina
(enquanto fungos possuem parede celular composta por quitina); iii) auséncia de
ergosterol na membrana plasmatica, sendo esta uma das maiores diferenciacbes em
relacdo as acdes de drogas no combate de oomicetos fitopatogénicos, uma vez que a
atividade em fungos se da& pela interagdo com ou pela inibicdo do ergosterol nas
bicamadas lipidicas, podendo causar um aumento na permeabilidade da membrana
plasmatica, que, em ambos 0s microrganismos, sdo constituidas principalmente por
fosfolipidios saturados e insaturados*®*°.

O género Pythium possui mais de 120 espécies distribuidas em todo o planeta,
sendo a grande maioria habitante de solo e, com excec¢do a espécie Pythium insidiosum,
que é patdgeno de mamiferos, todas as espécies pertencentes a este género sdo
fitopatégenos, ou seja, agridem plantas de diferentes espécies*’>!. Estes ataques podem
causar diferentes tipos de doengas, tais como a podridao e morte de sementes (damping-
off) de pré (antes da germinacdo) e pos-emergéncia (apds a germinacdo), além da
podriddo da raiz®>. Dentre as espécies mais conhecidas nestas devastacdes, a espécie
Pythium aphanidermatum tem se destacado por ser agressiva e altamente resistente a
fungicidas utilizadas em seu combate, apodrecendo raizes e frutos, como, por exemplo,
de cultivos de tomate, beterraba, pepino e pimentdo® ™.

Apesar da espécie P. aphanidermatum estar vinculada quase que exclusivamente
ao desastre de cultivos de plantas, no ano de 2011 foi publicado um estudo que relata a
infeccdo de um humano pelo patdgeno, ferido durante operaces de combate no
Afeganistéo™.

A infeccdo bem sucedida dos oomicetos em seus hospedeiros deve-se a
producdo eficiente e uma vasta dispersdo dos esporos, que, consequentemente, formam
0S zodsporos, isentos de parede celular e que possuem dois flagelos de diferentes
comprimentos, que auxiliam na sua movimentacdo. Uma vez que 0S zo0sporos atingem

seu hospedeiro, seus flagelos sdo retraidos e eles tornam-se cistos iméveis*. No caso do
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Pythium aphanidermatum, um material adesivo é estocado em pequenas vesiculas
dentro dos zooGsporos, que € liberado causando o inicio do seu desenvolvimento.
Quando a infeccdo acontece nas raizes das mudas, o micélio se desenvolve no tecido
das plantas destruindo suas paredes celulares, aproveitando desta maneira da absor¢édo
de nutrientes necessérios para sua sobrevivéncia>. O Pythium aphanidermatum é um
patégeno policiclico, ou seja, com varios ciclos de vida durante um periodo, podendo
assim reinfectar a planta hospedeira ou viajar até uma outra para nova infeccéo™. Sdo
algumas caracteristicas importantes apds a infeccdo: i) formacdo de novas estruturas
assexuadas, incluindo esporangioforo e esporangios, que liberam mais zodsporos que
podem infectar a planta hospedeira, ou mover-se para outras plantas; ii) pode haver uma
reproducdo sexual a partir do acasalamento: quando dois tipos diferentes de hifas se
encontram, é criado um oogonio (estrutura fémea) e um antheridium (estrutura do sexo
masculino). Isto resulta na recombinacao genética e existe como um 0dsporo — que € 0

estado de hibernago inicial do agente patogénico®”.

2.4. Membranas modelo

A membrana plasmatica, que constitui o envoltério celular, foi evidenciada pela
primeira vez ao longo da segunda metade do século 19 quando cientistas provaram a
existéncia de uma barreira que separava o interior e exterior das células em dois
ambientes de diferentes composicdes, possibilitando a passagem de moléculas de agua e
impedindo a passagem de outras macromoléculas. Essa descoberta teve como
consequéncia o desenvolvimento de novos estudos realizados principalmente por
Pfeffer, que foi pioneiro na proposicdo de um modelo para a membrana, sugerindo que
essa fina e semi-permeavel camada funcionava como uma barreira osmotica para o
controle da saida e entrada de moléculas no interior celular, nomeando-a de membrana
plasmatica®®.

Essas evidéncias foram essenciais para que o final do século 19 e o século 20
trouxessem importantes nomes, tais como Overton, Langmuir, Nicolson e Singer, que
auxiliaram na criacdo de um modelo cada vez mais realistico das membranas celulares
que se encontra em discussdo até os dias atuais®®. A Figura 2.4 traz uma breve
apresentacdo cronoldgica dos principais estudos que contribuiram para o avango dos

modelos das membranas plasmaticas.
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Figura 2.4. Linha do tempo ao longo dos séculos XIX e XX marcando as principais
contribuigdes para o estudo das membranas celulares.

Estas evidéncias ao longo do tempo levaram ao conhecimento basico de que as
membranas celulares possuem uma estrutura geral formada por lipidios e proteinas que
se mantém juntos por interagdes fisicas, resultando em uma estrutura dindmica, onde 0s
lipidios sdo arranjados como uma dupla camada continua com cerca de 5 nm de
espessura conferindo sua estrutura principal, enquanto as proteinas sdo responsaveis
principalmente pelo transporte de entrada e saida de moléculas da célula e em processos
de sinalizacdo quimica, tendo suas funcdes determinadas pelas propriedades estruturais
das bicamadas lipidicas em que estdo inseridas®. A composicdo lipidica das membranas
celulares depende das classes de seres vivos, porém, fosfolipidios zwitteridnicos,
anioénicos, esfingolipidios e colesterol sdo 0s principais componentes estruturais de
membranas de diversas classes de seres vivos e exercem um papel essencial na
manutencdo da sua integridade, estando ligados a algumas fungdes de proteinas de
membranas.

A criacdo do modelo do mosaico-fluido, proposto por Singer e Nicholson,
possibilitou que a linha do tempo de estudo das membranas celulares fosse direcionada
a partir do final do seculo 20 a descoberta de um sistema ainda mais complexo, que
revela a existéncia de regiGes especificas nas membranas celulares, conhecido hoje
como dominios lipidicos. 1sso se deve a associagdo espontanea entre diferentes tipos de

lipidios com o colesterol, criando-se estados de agregacdo que se diferenciam da
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membrana como um todo™. Estudos posteriores tém mostrado que estes dominios néo
sdo estaveis e que podem estar diretamente vinculado as funcbes de proteinas
transmembranas®.

Agregados lipidicos sdo alvos de estudos que auxiliam no entendimento do
arranjo estrutural e de aspectos dinamicos das membranas biol6gicas, sendo na maioria
das vezes constituidos principalmente pelos fosfolipidios. Estes arranjos podem formar
lipossomos (Figura 2.5), que tém como caracteristica um filme esférico bastante fino
com diametro compreendido na ordem de poucos nanometros (vesiculas unilamelares

pequenas ou grandes) até micrometros (vesiculas unilamelares gigantes).

GUV (d>1000 nm)
LUV (100<d<1000 nm)
SUV (d<100 nm) d
AN « -
N
AR
MR HY

Figura 2.5. Representacdo ilustrativa dos tamanhos de vesiculas lipidicas.

As moléculas fosfolipidicas possuem uma estrutura geral formada por uma
cabeca polar e duas longas cadeias de hidrocarbonetos, constituindo as caudas
hidrofébicas. A cabeca polar pode ser carregada negativamente (fofolipidios anidnicos),
positivamente (fosfolipidios catidnicos) ou possuir o balanco total de cargas nulo
(fosfolipidios zwitteriénicos). Além da diferenca no balanco de cargas da cabeca, 0
lipidio pode apresentar diferencas na estrutura da cauda hidrofébica, tanto na quantidade
de &tomo de carbono das cadeias de &cido graxo, como na auséncia ou presenca de uma
ou mais duplas liga¢cdes, como ilustrado pela Figura 2.6.

Outra caracteristica importante diz respeito as formas com que os fosfolipidios

se organizam nas membranas em diferentes condi¢cbes de temperatura e pressao,
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resultando, principalmente no caso de membranas modelo constituidas por um Unico
fosfolipidio, em duas fases termodinamicas que dependem do estado de ordenacdo das
cadeias hidrofdbicas.

Quando os fosfolipidios assumem conformacdes das caudas estendidas e
ordenadas, a estrutura lipidica € mais rigida, ou seja, dizemos que eles se encontram na

fase gel (Lg-) devido a restrigdo do seu movimento lateral.
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Figura 2.6. Estruturas quimicas alguns fosfolipidios — dependéncia na composi¢do da cabeca
polar e tamanho/insaturagdes das caudas.

Essa estrutura pode ser alterada pela perda na ordem lateral dos fosfolipidios ap6s
atingir uma dada temperatura que caracteriza a transicdo termotropica pelo agquecimento
do sistema, conhecida como temperatura de transicdo (Tc¢), que depende da natureza do
grupo polar da cabeca lipidica e do comprimento e grau de insaturacdo das cadeias de
acido graxo. Em geral, a T¢c aumenta com o comprimento das cadeias e diminui com o
grau de instauracdo. Para temperaturas acima da T¢, onde os lipidios se organizam
numa fase conhecida como liquido-cristalina (L), as caudas apolares ndo apresentam
ordem lateral (trans-gauche) devido a sua grande mobilidade e a area da superficie
ocupada por cada uma das cabecas polares na bicamada torna-se maior. A Figura 2.7
ilustra uma curva que pode ser obtida pela técnica de calorimetria diferencial de
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varredura (DSC), onde é possivel obter a temperatura de transicdo de um sistema

composto por agregados lipidicos.
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Figura 2.7. Curva DSC de dispersdo lipidica de vesiculas multilamelares de DMPC com
concentracdo 10 mmol.L™.

Diversos processos e sistemas de interesse bioldgico, incluindo conformacdes
estruturais e dindmicas de membranas modelo, bem como suas alteragcdes através da
interacdo com diversos tipos de farmacos tém sido observados por técnicas relacionadas
a espectroscopia e microscopia de fluorescéncia, calorimetria diferencial de varredura,
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), técnica de ressonancia paramagnética
eletronica (RPE), técnicas de difracdo de raio-X e espalhamento de luz. Uma abordagem
fisico-quimica das propriedades estruturais e dindmicas das bicamadas lipidicas pode
ser realizada pela combinacdo destas técnicas, que fornecem resultados que se

complementam e auxiliam no entendimento dos processos que ocorrem nas membranas.
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3.1. Reagentes quimicos

Os lipidios 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DMPC) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), além
do colesterol, foram adquiridos da Avanti Lipids (Alabaster, AL). As sondas
fluorescentes 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina perclorato (Dilcig) e
6-lauroil-2-(N,N-dimetilamino)naphthaleno  (LAURDAN) foram adquiridas da
Invitrogen (Copenhagen, Dinamarca), enquanto a sonda Alexa Fluor 488 C5-maleimide
foi adquirida da Life Technologies (Nerum, Dinamarca). A Artepillin C, isolada e
purificada da proépolis verde, foi adquirida da Wako (Osaka, Japdo). Todos 0s outros
reagentes quimicos utilizados, tais como tampdo fosfato e os solventes organicos:
hexano, diclorometano, etanol, metanol, acetato de etila e cloroférmio séo de alto grau
de pureza. SolucGes e suspensdes aquosas foram preparadas utilizando-se agua milli-Q
(18,2 MQ.cm).

3.2. Processo de extracdo e purificacdo dos compostos resinosos

A propolis verde foi coletada das col6nias das abelhas africanizadas na regido do
cerrado, na cidade de Bambui (Minas Gerais, Brasil). Os compostos resinosos, ja
extraidos da propolis e purificados, foram fornecidos pelo Prof. Dr. Ademilson
Espencer Egea Soares, do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto. Para a extracdo e purificacdo destes produtos, foi preparada uma mistura
de 300 g do cerume (mistura de resina + cera) extraido do interior das colénias em 1000
mL de etanol (70%), colocado para macerar no escuro, por dois meses. ApOs esse
periodo foi feita uma filtracdo em filtro de papel Watman-1 e obteve-se uma solucéo
hidroalcolica, da qual foram coletadas amostras de 40 mL e distribuidas em frascos de
boca larga de 50 mL, colocados abertos em uma estufa (temperatura 35° C) para

evaporar o0 alcool. Apés a estabilizacdo da massa das resinas, os frascos contendo o
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extrato etandlico de propolis (EEP) foram hermeticamente fechados e mantidos em

freezer (-20° C) para sua utilizag&o.

3.3. Fracionamento do extrato etanolico de prépolis (EEP)

O EEP foi fracionado em quatro solventes de diferentes polaridades (hexano,
diclorometano, acetato de etila e agua) para a realizacdo dos ensaios bioguiados (Figura
3.1). Para isso, 1 grama do EEP foi adicionado em 40 mL de uma mistura MeOH:H,0
(90:10 v/v), levado para um funil de separagédo (Figura 3.1-A). Posteriormente, 30 mL
de hexano foi adicionado a mistura e, apos leve agitacdo resultando em separacéo de
fase, a solucdo hexanica foi coletada e transferida para um frasco. Uma nova mistura de
15 mL de cloroférmio adicionada na solucdo remanescente foi realizada, e, apds novo
agito, a solucdo cloroférmica foi coletada e transferida para um frasco. O metanol foi
removido da solugdo remanescente com um auxilio de um rotaevaporador e, apos a total
eliminacdo do solvente organico, 20 mL de acetato de etila foi adicionado na solucéo e
coletado apés agitacdo e consequente separacdo de fase. A solucdo restante foi
liofilizada e utilizada como fracdo aquosa. Todo processo de fracionamento (Figura 3.1-
B) foi repetido trés vezes. Os solventes organicos das separacfes foram evaporados e 0s
subprodutos obtidos tiveram suas massas estabelecidas. Os fracionamentos foram
obtidos no Laboratorio de Residuos e Contaminantes, EMBRAPA Meio-Ambiente,

Jaguarilna, Sao Paulo, Brasil.

Figura 3.1. A) Funil de separacdo contendo extrato resinoso da propolis verde em uma mistura
bifasica contendo MeOH/H,0O (90:10 v/v) e hexano; B) Extrato resinoso da prdpolis verde
fracionado em quatro solventes de diferentes polaridades (da esquerda para direita): hexano,
acetato de etila, cloroférmio e agua.
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3.4. Fracionamento de compostos bioativos através de ensaios
bioguiados

Os subprodutos fracionados nos diferentes solventes, a partir da fracdo etanolica
da prépolis, foram submetidos a atividade contra o patdégeno em estudo. A fracédo
bioativa resultante foi submetida a um novo fracionamento, utilizando-se a
cromatografia de coluna (Figura 3.2). Para isso, o subproduto bioativo foi macerado
juntamente ao constituinte da fase estacionaria (Figura 3.2-A), que neste caso foi
utilizado silica gel (60-200 Merck). Uma coluna de vidro foi preenchida com o
constituinte da fase estacionaria e, na parte superior, foi inserida a mistura (silica gel +
subproduto). A fase movel percorreu a coluna em gradiente de polaridade (Figura 3.2-
B), partindo de hexano 100% (100 mL), hexano/acetato (v/v, 1000 mL),
acetato/metanol (v/v, 1000 mL) e por dltimo metanol 100% (500 mL). As fracdes
obtidas foram coletadas, concentradas em rotaevaporador e 0s seus constituintes
avaliados utilizando a técnica de cromatografia de camada delgada, CCD, visualizada
com luz UV (254 e 366 nm), como mostrado pela Figura 3.2-C. Baseado no perfil
obtido pela técnica, as fracdes que continham as mesmas distribui¢cbes de compostos
foram unidas. As novas parti¢cbes foram solubilizadas e diluidas em metanol para obter
as concentracOes de trabalho nos bioensaios. A partir de novos testes de atividade de
inibicdo do crescimento do patdgeno, as subfracdes bioativas foram submetidas a uma
nova separacdo, utilizando-se a coluna cromatografica e a CCD em placa preparativa.

Para a separacdo através da CCD, foi utilizada uma placa preparativa de vidro
(20 cm?) contendo silica sobre a superficie, utilizada como fase estacionaria. Atraves da
aplicacdo da solucdo formada pela subfracdo bioativa na borda inferior da placa, como
ilustrado pela Figura 3.3, a mesma € introduzida numa cuba de vidro, contendo a fase
movel composta pela mistura de acetado de etila:diclorometano:hexano (45:35:20
v/viv), a mesma utilizada para a preparacdo da solugdo do subproduto. A placa foi
deixada na cuba até o solvente, subindo por capilaridade, atingir um limite préximo a
extremidade superior da placa. Nessa ascensdo, o solvente carrega consigo 0s
compostos, separando-os de acordo com sua polaridade. As andlises das linhas de
separacdo de cada subproduto obtido pela técnica foram investigadas através de uma
camera de UV (254 e 366 nm).
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Figura 3.2. A) Extrato resinoso da prépolis macerado com silica gel; B) Coluna cromatografica
para separacao dos compostos pertencentes a fragdo bioativa do extrato resinoso de propolis; C)
CCD visualizada por luz UV.

Para a extracdo dos compostos da placa (Figura 3.3-A), foi realizada uma raspagem
da fase estacionaria relacionada a cada subfracdo determinada, posteriormente
adicionadas em frascos (Figura 3.3-B). Apo6s a adicdo de MeOH nestes recipientes
(Figura 3.3-C), a silica foi decantada e o sobrenadante constituido da solucéo
metandlica dos subprodutos retirado do frasco para a posterior evaporagdo do solvente e
pesagem das massas. Uma nova andlise de atividade contra a difusdo do patégeno foi
realizada, tanto para as subfracfes obtidas pela coluna quando pela placa preparativa e,
0S que tiveram atividade, foram injetados num espectrometro de massas para a
identificacdo da composicdo molecular final. Os fracionamentos foram realizados no
Laboratorio de Produtos Naturais, EMBRAPA Meio-Ambiente, Jaguariina, Sao Paulo,

Brasil.
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Figura 3.3. A) Fracionamento do extrato resinoso da propolis verde através da placa de CCD
preparativa; B) Raspagem da fase estacionaria relacionada as subfracdes determinadas; C)
Subfracdes resultantes apds a coleta do sobrenadante.

3.5. Avaliacado do potencial antifungico contra a espécie Pythium
aphanidermatum

A atividade antifungica foi avaliada pela técnica de difusdo em agar, utilizando-
se discos de papel (didmetro % IN) autoclavados e impregnados com 5 pL de uma
solucdo 5 mg.mL™ dos extratos contra discos de 5 mm, dispersos pela placa do
fitopatogeno em Agar Dextrose Batata (BDA), 28° C, dentro de um periodo de 24 h
(Figura 3.4).

Figura 3.4. Placa utilizada para analise da difusdo do fitopatdgeno, na presenca de extratos
resinosos de propolis verde impregnados em discos de papel.
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Apos este periodo foi observado se houve ou ndo a formacdo dos halos de inibicao.
Como controle, utilizamos um mesmo sistema de placas, porém com filtros
impregnados apenas com o solvente utilizado na solubilizacdo dos produtos. Os
experimentos, bem como as culturas do micro-organismo em estudo, foram obtidos no
Laboratdrio de Microbiologia Ambiental, EMBRAPA Meio-Ambiente, Jaguariina, Sao
Paulo, Brasil.

3.6. Preparacao de vesiculas fosfolipidicas

3.6.1. Preparacao de vesiculas multilamelares (MLVs) e
vesiculas unilamelares grandes (LUVSs)

Vesiculas multilamelares (MLVs) e vesiculas unilamelares grandes (LUVS)
foram preparadas a partir de filmes finos de fosfolipidios de DOPC, DMPC, DPPC e da
mistura ternaria DOPC/DPPC/colesterol (23:47:30 mol/mol) nas concentracfes de 40
mmol.L™ para a técnica de SAXS, 10 mmol.L™* para DSC, 5 mmol.L™* para ITC e 1
mmol.L™ para medidas de potencial zeta. Para a formacéo do filme, os lipidios foram
dissolvidos em 200 pL de cloroférmio e a solucdo final inserida em tubos de vidro de
fundo arredondado, seguido de evaporacdo deste solvente sob o fluxo de N,. O filme
resultante, totalmente seco sob vacuo durante no minimo de uma hora, foi entdo
hidratado pela adicdo de 1 mL de dgua milli-Q ou tampéo fosfato (10 mM, pH 7,4), em
temperatura acima da temperatura de transi¢do do lipidio, controlada por um termopar
durante todo o processo. Apo6s a hidratacdo, as suspensdes contendo as MLVs foram
obtidas a partir da agitacdo do tubo por no minimo dois minutos. A obtencdo da
suspensdo contendo LUVs foi obtida pelo processo de extrusdo, a partir da adicdo da
suspensdo de MLVs em uma seringa, que, posteriormente, foi injetada em um dos lados
de um miniextrusor adquirido da Avanti Lipids (Alabaster, AL). No outro extremo foi
colocada uma seringa vazia, para que recebesse a suspensdo ap0s a passagem por um
filtro interno, formado por uma membrana de policarbonato de poros de 0,1 um. A
passagem foi realizada no minimo de 21 vezes, onde a Ultima preencheu a segunda
seringa, reduzindo a contaminacdo com as particulas maiores que podem ter
permanecido na primeira seringa. Para 0s experimentos de DSC e SAXS, aliquotas da

solug@o metandlica contendo a concentracdo desejada de Artepillin C foram adicionadas
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a solucéo cloroférmica contendo os lipidios, antes do processo de formacao dos filmes,
enquanto que para os experimentos de potencial zeta, aliquotas de Artepillin C foram

adicionadas nas suspensdes contendo as vesiculas ja formadas.

3.6.2. Preparacao de vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs)

As vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) foram preparadas de acordo com o
método da eletroformacdo®, utilizando-se fios de platina — (para os experimentos de
microscopia confocal de fluorescéncia) e placas com filmes de 6xido de indio dopado
com estanho (ITO) — (para os experimentos de microscopia de fluorescéncia e contraste
de fase). Os dois sistemas de formacdo estéo representados na Figura 3.5.

Figura 3.5. Representacdo dos métodos de preparacdo das vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs) pela técnica de eletroformacdo, utilizando-se: A) fios de platina e B) placa condutora de
ITO (adaptado de: [62]).

No caso da eletroformacéo através do fio de platina (Figura 3.5-A), solucdes
lipidicas (0,2 mg.mL™) nas composicdes desejadas, com adicéo dos fluoréforos DilCig
ou LAURDAN na razdo molar 0,5 e 2 mol%, respectivamente, foram depositadas em
cada eletrodo de Pt (4 uL em cada), e o solvente foi removido sob vacuo por no minimo
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1 hora. Apds a remogdo do solvente orgéanico, a cdmara foi preenchida por solucdo de
sacarose em agua milli-Q (200 mmol.L™) e submetida a uma corrente alternada, criada
através de um gerador de funcdo com uma amplitude de 1,3 V e frequéncia de 10 Hz. A
eletroformacao foi realizada por 60 minutos, numa temperatura acima da temperatura de
transicdo dos lipidios. Apds as amostras atingirem temperatura ambiente, foi checada a
concentracdo final da solucdo de sacarose utilizando-se um osmémetro crioscépico
(Figura 3.6) e, consequentemente, a suspensao contendo as GUVs formadas (50 pL)
foram transferidas para uma solucdo de glicose iso-osmolar (200 uL), colocadas num
poco especial para realizacdo das medidas, adquiridas da Ibidi (Munique, Alemanha). A
diferenca na densidade entre o interior e exterior das GUVs levam as vesiculas a
assentarem e permanecerem imobilizadas na superficie inferior do pogco. As medidas
foram realizadas 10 minutos apds a suspensdo final ser inserida no pogo de medida.
Particularmente para as medidas de vazamento de fluorescéncia, 5 umol.L™ da sonda
Alexa Fluor foi inserida na solucdo contendo sacarose, antes do processo de
eletroformagdo. Estes experimentos foram realizados junto ao grupo Membrane
Biophysics and Biophotonics/Center for Biomembrane Physics, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, University of Southern Denmark, Odense,

Dinamarca.

Figura 3.6. Osmbémetro crioscépico utilizado para determinacdo da osmolalidade das solucoes
de glicose e sacarose (apds preparo das GUVS).
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No caso da eletroformacéo realizada utilizando-se placas de ITO (Figura 3.5-B),
5 pL da solucéo cloroférmica contendo DOPC foi espalhado na superficie condutora de
duas placas, deixadas posteriormente por no minimo 1 hora sob vacuo para a
evaporacdo do solvente organico. Em seguida, as faces condutoras de ambas as placas
foram posicionadas uma em direcdo a outra, espacadas por uma estrutura de teflon, com
espessura de 2 mm. Uma solucdo contendo 200 mmol.L™ de sacarose foi inserida entre
as placas condutoras, que foram conectadas a um gerador de funcéo, passando-se uma
corrente alternada a 2 volts e 10 Hz, por 60 minutos, em temperatura ambiente. Apds a
eletroformacdo, as GUVs foram coletadas e estocadas num tubo de plastico para a
realizacdo dos experimentos utilizando-se a microscopia de fluorescéncia e contraste de
fase. Estas medidas foram realizadas no laboratorio de Biomembranas, Departamento

de Biofisica, Universidade Federal de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

3.7. Medidas de absorc¢do 6ptica

As medidas realizadas em um espectrofotdmetro envolvem uma fonte que emite
luz em diversos comprimentos de onda e um monocromador que a seleciona e a
transmite em um comprimento de onda especifico. Uma fracdo da luz que ndo é
absorvida pela amostra, passa através de uma cubeta de caminho oOptico (I) de 1 cm. A
outra fracdo, que é absorvida, depende da concentragdo dos cromdforos, onde obtemos a
absorcdo referente a amostra inserida no espectrofotdmetro. Esta técnica foi utilizada
para o calculo do coeficiente de absor¢do molar do composto bioativo Artepillin C nas

diferentes solucBes estudadas neste trabalho utilizando-se a lei de Lambert-Beer:

A=zb.C (1)

onde A ¢ o valor da absorbancia, € o coeficiente de absor¢do molar, b 0 caminho optico
da cubeta e C a concentracdo do composto.

O equipamento utilizado para estas medidas foi o espectrdbmetro Amersham
Ultrospec 2100 pro, disponivel no laboratério de Fotobiofisica, no Departamento de
Fisica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP) -

Universidade de Sado Paulo. O equipamento permite medidas em intervalos de
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comprimento de onda de 190 nm a 900 nm, com largura de banda de 3 nm e intervalos

de absorbancia de 0 a 3.

3.8. Medidas de espectroscopia de fluorescéncia do estado
estacionario

O espectrofluorimetro fundamentalmente baseia-se na obtencdo de um espectro
de emissdo produzido por uma fonte de luz ap6s atingir uma amostra que contém
fluoréforos. As fendas contidas no interior do equipamento foram ajustadas com
abertura de 5 nm, controlando a magnitude e a resolucédo, limitando a luz transmitida.
Estas medidas foram realizadas no espectrofluorimetro Hitachi F-7000, que possui uma
lampada de xendnio de 150 W como fonte de luz de excitagdo, podendo varrer o
intervalo de comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 200 nm a 900 nm. A
técnica de espectroscopia de fluorescéncia do estado estacionario foi utilizada para
investigar os espectros de emissdo de fluorescéncia da Artepillin C nas diferentes
solugdes estudadas. Este equipamento, assim como o espectrofotdmetro, encontra-se
disponivel no laboratorio de Fotobiofisica, FFCLRP-USP.

3.9. Calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC)

A andlise quantitativa da interacdo do composto bioativo com as vesiculas
fosfolipidicas de DOPC foi realizada utilizando-se a técnica de calorimetria de titulagdo
isotérmica, que fornece parametros termodinamicos envolvidos no processo de ligacao
intermolecular®®. Nesse caso, a técnica foi empregada para verificar a constante de
ligacdo do composto bioativo em vesiculas fosfolipidicas de DOPC, tanto em suspenséo
formada por a4gua milli-Q ou tampdo fosfato (10 mM, pH 7,4). Um microcalorimetro
VP-ITC (Microcal, Northampton, MA) foi utilizado, adicionando-se 50 pmol.L™ da
solucdo contendo o composto bioativo em sua cela. A suspensdo contendo as vesiculas,
inserida numa seringa, foi injetada na cela num intervalo de 10 minutos, liberando-se
em cada injecdo 5 pL da suspensédo, a uma temperatura de 25 °C. A andlise de dados foi
realizada utilizando o programa Microcal Origin, fornecido pela Microcal e os ajustes

das curvas de acordo com a isoterma de adsorcao de Langmuir:
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_ NAH;  kyecy )

8. =
C T A, 1+ kyes

onde 6; é i-ésima injecdo lipidica, 4H; o calor acumulado pela i-ésima injecdo, AHpax O
calor total produzido durante a titulacédo, ky, a constante de ligacdo e c; a concentragéo de
lipidios livres no sistema, calculado a partir da concentracdo total de lipidios (cy),
quantidade do sitios de ligacdo (N) e da concentracdo lipidica (c;), de acordo com a
expresséo:

cg=c.— N ®)

As medidas foram realizadas junto ao grupo do laboratério de Biomembranas,

Departamento de Biofisica, Universidade Federal de Sdo Paulo, Séo Paulo, Brasil.

3.10. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As propriedades termotrépicas das bicamadas lipidicas na presenca e auséncia do
composto bioativo foram investigadas através da técnica de DSC, que fornece
parametros relacionados as transicoes de fases termicamente induzidas®®. Experimentos
de DSC foram realizados utilizando-se um calorimetro VPN-DSC (Microcal,
Northampton, MA), adicionando-se no capilar do equipamento suspensdes desaeradas
contendo vesiculas, na presenca e auséncia do composto bioativo na razdo Artepillin
C:lipidio (1:100, 5:100 e 10:100 mol/mol). Para todos os experimentos realizados, a
taxa de varredura foi 0.5 °C/min. A subtracdo da linha de base e a anélise de dados
foram realizadas utilizando o programa Microcal Origin, fornecido pela Microcal. Pelo
menos 7 varreduras foram obtidas para cada sistema, realizados em triplicata. As
medidas de calorimetria diferencial de varredura foram realizadas no Department of
Chemical Engineering and Chemistry, Eindhoven University of Technology, Eindhoven,

Holanda.
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3.11. Espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS)

Experimentos de difracdo de raio-X foram realizados para examinar as
propriedades estruturais das vesiculas fosfolipidicas, através do perfil de densidade
eletrdnica, na auséncia e presenca do composto bioativo em estudo®. As medidas foram
realizadas utilizando-se a técnica de difracdo de raio-X a baixo angulo através do
equipamento SAXSLAB GANESHA 300 XL SAXS, equipado com uma fonte geradora
de raios-X GeniX 3D Cu, de comprimento de onda 4 = 1,54 A e baixa divergéncia
(Figura 3.7). A distancia da amostra ao detector de 713 mm foi utilizada para acessar a

faixade q 0,15 <q<4,47nm ', onde
g = 4xl/A(sin 6/2) 4)

sendo q o valor do vetor de espalhamento, # o angulo de espalhamento e 1 o
comprimento de onda do raio-X. Suspensdes contendo 40 mmol.L™ de lipidios, na
auséncia e presenca de 10 mol% do composto bioativo, foram contidas em capilares de
quartzo (Hilgenberg, Germany) e inseridas para a aquisicdo das medidas, durante o

tempo de seis horas.

Figura 3.7. Equipamento SAXSLAB GANESHA 300 XL SAXS, utilizado para aquisi¢do das
curvas de espalhamento de raio-X a baixo angulo, instalado no Institute for Complex Molecular
Systems, Eindhoven University of Technology, Eindhoven — Holanda.
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Medidas do sinal de espalhamento da 4gua também foram realizadas, a fim de subtrai-lo
das curvas de espalhamento das amostras. O tempo de aquisicdo dos dados para cada
amostra foi de seis horas. O ajuste dos dados experimentais foi realizado utilizando o
Programa de analise global (GAP), versdo 1.3, fornecido pelo Dr. Georg Pabst, do
Institute of Molecular Biosciences, University of Graz, Graz, Austria. O modelo
utilizado para o ajuste dos diagramas foi seguido de acordo com a teoria de Caillé
modificada (MCT). Este ajuste permitiu a obtencdo de parametros relacionados ao perfil
de densidade eletrénica das cabecas polares e das cadeias acilicas dos lipidios nas
vesiculas, além da porcentagem de vesiculas unilamelares e multilamelares no sistema,

utilizando-se a seguinte express&o®®:

Sig)F(q)®
ql

[F(g)?
T+ Ngigs = (5)

I(g) = [1_Ndz‘ff) 2

onde Ny esta relacionado a fracdo de particulas ndo correlacionadas (ou seja, vesiculas
unilamelares), S(q) o fato de estrutura relacionado a interacdo inter-particulas, F(q) o
fator de forma que reflete no perfil de densidade eletrnica das bicamadas lipidicas. A
partir dos parametros que descrevem a regido da cabeca polar, foi possivel calcular a

espessura da membrana (dg) através da seguinte equagdo®:

dy = 2(zy + 20) (6)

onde zy € a posicdo da cabeca polar, medida a partir do centro da bicamada, e oy
corresponde a largura da gaussiana da distribuicdo da densidade eletrdnica sobre a
regido da cabeca polar.

As medidas de difracdo de raio-X foram realizadas no Institute for Complex

Molecular Systems, Eindhoven University of Technology, Eindhoven, Holanda.
3.12. Monocamadas de Langmuir

Experimentos utilizando-se como modelo biomimético de membranas
monocamadas de Langmuir, formadas pelo fosfolipidio DMPC, foram realizados para

verificar possiveis alteracfes na pressao superficial do sistema pela interacdo e insergédo
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do composto bioativo®. Para isso, 1 mmol.L™ de solugéo cloroférmica do lipidio foi
espalhada numa cuba de Langmuir, de 216 cm? (Insight-Brasil), localizado no
Laboratorio de Fisico-Quimica de Superficies, Departamento de Quimica — FFCLRP,
USP. Apos a evaporacdo do solvente, uma barreira foi movida a uma taxa constante de
0,041 cm.s™ para a formacao da monocamada lipidica na interface ar/agua. Solucées de
agua milli-Q na auséncia e presenca do composto bioativo foram utilizadas como
subfase. Isotermas da pressdo superficial vs area (n—A) foram obtidas a 25 + 1 °C. O
modulo compressional de superficie (Cs™) foi calculado a partir das isotermas,
utilizando-se a seguinte equacao:

-1 _ _ ,ém
Cs™t=-A2 (7)

onde A representa o valor da area superficial e 7 a pressdo superficial.

3.13. Potencial Zeta (§)

A mobilidade eletroforética das vesiculas de DMPC na auséncia e presenca do
composto bioativo (Artepillin C/DMPC 2:100, 5:100, 7.5:100, 15:100 and 20:100
mol/mol) foi medido para encontrar o valor do potencial zeta, obtido através da relagéo
de igualdade entre a forca elétrica aplicada no sistema contendo as vesiculas, que séo
consideradas como esferas ndo interagentes, e a forca de atrito viscoso, de acordo com a
expresséo:

—_— —_— -

F,=F, —»qE=—bv (8)

onde q é a carga da esfera, E a intensidade do campo elétrico, b o coeficiente de atrito

viscoso da particula do meio e v sua velocidade, que tem seu médulo dado por:

q.E ©)

v=—

b

A razéo qg/b relaciona-se a mobilidade eletroforérica da particula () na suspensao,

onde, no caso para uma esfera, b = 6=nR, 0 que resulta em:

55



CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

1 (10)

-

onde n € a viscosidade do solvente e R o raio da esfera. Considerando-se o potencial da
superficie da esfera e igualando-se os termos g/-R com o da expressao 10, o potencial zeta é

obtido utilizando-se a equacéo de Smoluchowski®:

(=22 (11)

L &

onde & € a constante dielétrica. As medidas foram realizadas utilizando-se o
equipamento Nano Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, U.K), que
utiliza a técnica microeletroforese Doppler a laser, num largo angulo (178°). As
amostras foram contidas em cubetas especiais (DTS1060 cells), equipadas com
eletrodos de ouro (Malvern Instruments). A realiza¢do das medidas de potencial-zeta foi
feita no Laboratério de Fisico-Quimica de Superficies, Departamento de Quimica —
FFCLRP, USP.

3.14. Microscopia de fluorescéncia e contraste de fase

A visualizacdo das GUVs através da microscopia de fluorescéncia e contraste de
fase foi realizada utilizando-se o microscépio Zeiss Axiovert 200, com objetivas de 40X
e 63X, acoplada a uma lampada de mercurio HBO 103W e camera SCMOS PCO.edge
4.2 (Kelhein, Alemanha). A sonda DilCyg, representada pela Figura 3.8, foi inserida nas
GUVs na razdo sonda/lipidio 0,5 mol% para a observacao pelo modo da fluorescéncia,
utilizando-se filtros de excitacdo 540-553 nm e emissdo 575-640 nm. A visualizacdo
através do contraste de fase foi possivel pela diferenca nos indices de difracdo da
glicose e sacarose, contidas no volume externo e interno das GUVs, respectivamente.
Para as observagdes das GUVs, solucdes de glicose na presenca e auséncia do composto
bioativo foram inseridas em pocos criados nas laminulas e, consequentemente, a
suspensdo contendo as vesiculas foi adicionada e a amostra observada no tempo

desejado, utilizando-se o programa Micro-Manager. A analise das imagens foram

56



CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

realizadas utilizando-se o programa ImageJ. As medidas foram realizadas junto ao
grupo do Laboratério de Biomembranas, Departamento de Biofisica, Universidade

Federal de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil.
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Figura 3.8. Estrutura molecular da sonda fluorescente DilCyg

3.15. Microscopia confocal de fluorescéncia com excitacdo 1-foton

As imagens coletadas das GUVs nas composicdes lipidicas trabalhadas, para
analise morfologica e medidas de extravasamento, foram realizadas através de um
microscopio confocal de varredura Zeiss LSM 510 Meta (Figura 3.9), utilizando-se
objetiva de imersdo em agua, 40X, abertura numérica (NA) 1.2. Para as medidas de
analise morfologica, o fluoréforo DilCig (Figura 3.8), localizado na estrutura da
bicamada lipidica na razdo DilCyg/lipidio 0,5 mol% e utilizado como sonda
fluorescente, foi excitado em 543 nm, utilizando-se uma fonte de laser NeHe. Nos
experimentos de vazamento de fluorescéncia, as fontes de laser NeHe e Argonio (Aexc =
488 nm) foram utilizadas para a excitagdo dos fluor6foros DilCyg € AlexaFluor,
respectivamente. Para isso, foi necessaria a utilizacdo do moédulo de aquisicdo de
imagem por dois canais, resultando em duas imagens que se referem a emissdo das
sondas fluorescentes e que foram acopladas posteriormente. Os lasers de excitacdo
foram refletidos na amostra utilizando-se os espelhos dicroicos HFT 488/543/633 e
HFT 458, para as fontes de NeHe e Argo0nio, respectivamente. A emisséo de
fluorescéncia coletada através de fotomultiplicadora (PMT) utilizando-se um espelho.
Um divisor de feixe foi utilizado para eliminar espalhamento remanescente das fontes
de laser (NFT 545) na configuracao dois canais. As amostras foram observadas durante
o0 intervalo de tempo desejado e as imagens coletadas utilizando-se o programa do

equipamento. A intensidade de fluorescéncia das imagens obtidas foi cuidadosamente
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analisada ajustando-se a poténcia das fontes de laser e 0 ganho do detector para que néo
houvesse saturacdo da fotomultiplicadora. Todas as imagens foram analisadas
utilizando-se o programa ImageJ. Os experimentos foram realizados no Center for
Biomembrane Physics, Department of Biochemistry and Molecular Biology, University

of Southern Denmark, Odense, Dinamarca.
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Figura 3.9. A) Microscopio Zeiss LSM 510 Meta, utilizado para a realizacdo das medidas de
fluorescéncia confocal, localizado no Center for Biomembrane Physics, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, University of Southern Denmark, Odense — Dinamarca.;
B) Representagdo do caminho Optico necessario para obtencdo das medidas de fluorescéncia
confocal (Adaptado de [69]).
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3.16. Medidas de LAURDAN-GP por microscopia confocal de
fluorescéncia com excitagdo 2-fotons

A polarizacdo generalizada do LAURDAN (LAURDAN-GP) denota a relacédo
da posicéo entre os comprimentos de onda do espectro de emissdo da sonda’®"*. As
propriedades de emissdo da sonda fluorescente LAURDAN (Figura 3.10) dependem da
polaridade no ambiente em que € inserido.

"

N
“CH,3
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0

Figura 3.10. Estrutura molecular da sonda fluorescente LAURDAN.
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Em agregados fosfolipidicos, o espectro de emissdo dessa sonda é sensivel a
presenca e mobilidade de moléculas de agua proximo a regido do glicerol, onde ela se
encontra’®. Se o empacotamento lipidico é pouco ordenado, ou seja, quando os lipidios
encontram-se na fase liquido-cristalina (L), 0 processo de reorientacdo das moléculas
de &gua ao longo do momento de dipolo do estado excitado do LAURDAN possui uma
grande influéncia em sua emissao da fluorescéncia; essa situacdo nédo é significativa em
meios em que os lipidios possuem uma organizacao lateral mais rigida, como no caso da
fase gel (Lg). Com isso € atribuida uma relagéo entre a intensidade de emissdo do
LAURDAN em comprimentos de onda proximos a 440 nm, quando 0 acesso a agua é
limitado, pois os lipidios possuem um maior ordenamento nas membranas, e a
intensidade em 490 nm, quando o espectro reflete a influéncia da interacdo dipolar com
a 4gua na emissdo da sonda fluorescente (Figura 3.11)". Essa relacdo é conhecida como
Polarizacdo Generalizada do LAURDAN (LAURDAN-GP),

GP = Ia0—lss0 (12)

"!-44D +"!-4 o0

onde ls € lagy S30 as intensidades de emissdo de fluorescéncia da sonda nos
comprimentos de onda 440 nm em 490 nm, respectivamente. O parametro obtido
contém informacGes relacionadas a penetracdo e mobilidade da dgua na interface do
agregado lipidico. A dependéncia da emissao de fluorescente da sonda LAURDAN com
0 grau de empacotamento lipidico pode auxiliar no entendimento das mudancas de
rigidez das bicamadas lipidicas produzidas pela interagdo com compostos que possuem

afinidade por membranas celulares.
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Figura 3.11. Representacdo dos espectros de emissdo do LAURDAN nas fases fluida (2) e gel
(1) de bicamadas lipidicas, com 0 maximo de emissdo em 490 e 440 nm, respectivamente.

As medidas de LAURDAN-GP trazidas neste trabalho foram realizadas
utilizando-se o microscopio de excitacdo multiféton construido pelo acoplamento do
microscopio Olympus 1X70 a uma fonte de laser pulsado Ti:Sa (Broadband Mai Tai
XF-W2S, Spectra Physics, Mountain View, CA), poténcia de 10W e faixa de
comprimento de onda de excitacdo ajustavel de 710 a 980 nm, onde, no nosso caso, foi
utilizado Aexc = 780 nm. A objetiva utilizada para as medidas foi 60X, imersédo em agua
e NA 1,2. As medidas foram obtidas através da coleta do sinal de emissdo da
fluorescéncia, que inicialmente foi dividido em dois caminhos Opticos através de um
espelho divisor dicromatico (475 nm) e, posteriormente, selecionado os comprimentos
de onda por filtros passa-banda de 438+12 nm e 494+10 nm. A intensidade de
fluorescéncia foi coletada por fotomultiplicadoras (Hamamatsu H7422P-40). O
equipamento foi controlado pelo programa SimFCS, desenvolvido pelo “Laboratory for
Fluorescence Dynamics”, University of California, Irvine — EUA. As suspensdes
contendo as GUVs foram observadas durante o tempo desejado e as imagens coletadas
para o posterior calculo de GP. Para isso, uma calibracdo do fluoréforo LAURDAN foi
realizada devido a relacdo entre as intensidades dos canais de emissdo azul (filtro
438412 nm) e vermelho (filtro 494110 nm). Esta calibracéo, similar a realizada para o

calculo da polarizacéo cléssica nas medidas de anisotropia de fluorescéncia, é necessaria
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para serem obtidos valores absolutos do LAURDAN-GP™. Para isso, o fator de

calibracdo (fator G) é calculado de acordo com a seguinte expressao:

_ 1a(1-CP¢)
6= B (GPo41) (13)

onde 1, ¢ a intensidade de fluorescéncia obtida no canal contendo o filtro 43812 nm, Iy
a intensidade obtida no canal contendo o filtro 494+10 nm e GP¢ o célculo do valor GP
obtido para o LAURDAN através da medida de espectroscopia de fluorescéncia
estatica, através da equacdo 12. A relacdo final para o céalculo do LAURDAN-GP

corrigido ¢é dada através da seguinte expressao:

_ Ty —(Gxky)
GP = I +(Gxr) (14)

Os experimentos foram realizados no Center for Biomembrane Physics, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, University of Southern Denmark, Odense,

Dinamarca.

3.17. Simulagdes de dinamica molecular

SimulacBes por dinamica molecular foram realizadas para sistemas contendo
uma bicamada lipidica de DMPC com diferente propor¢do de Artepillin C na forma
desprotonada. A membrana foi preparada previamente utilizando-se CHARMM-GUI e
simulada até atingir a estabilidade de area por lipidio, comparando-se o resultado com
os dados experimentais’>. Os parametros para o campo de forca referentes & Artepillin C
foram obtidos por comparacdo com outras moléculas pelo programa CgenFF’®"". A
etapa seguinte foi a construcdo dos sistemas DMPC-Artepillin C: para isso, o software
packmol’®, foi utilizado criando-se duas razées moleculares distintas ArtepillinC/DMPC
5:128 e 10:128. A neutralizacdo das cargas do sistema foram realizadas com a adicéo de
ions de sddio. As simulagdes foram realizadas aplicando-se o campo de forca
CHARMM36™, com ensemble NPT (313 K, 1 bar). A temperatura e a pressio dos

banhos foram controladas pela Dindmica de Langevin e Nosé-Hoover Langevin
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respectivamente. As interacdes eletrostaticas de longo alcange foram controladas pelo
método de PME e truncadas em 1,2 nm. O tempo total de simulag&o foi de 500 ns para
cada sistema. Os resultados e imagens foram analisados utilizando o programa VMD® e
LOOS.v2.2.5%. A simulacio foi executada pela colaboracdo com o M.Sc. Danilo da
Silva Olivier, aluno de doutorado do nosso grupo de pesquisa, utilizando-se o cluster
BlueGene Q — Rice University.
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4.RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Ensaio bioguiado para identificacdo de molécula(s)
bioativa(s) de propolis contra o fitopatégeno Pythium
aphanidermatum

Um dos objetivos propostos neste trabalho relaciona-se a investigacdo da acao
do material resinoso obtido através da purificacdo da propolis coletada na regido de
Bambui, MG, pelas abelhas da espécie Apis mellifera contra a espécie Pythium
aphanidermatum, um fitopatdégeno da classe dos oomicetos resistente a fungicidas
comuns. Pela andlise da difusdo do P. aphanidermatum pela placa de &gar, foi
observado que proximo as regides contendo discos de papel impregnados com 5
mg.mL™ do produto resinoso estudado, houveram formacdes de halos devido & inibigdo
no desenvolvimento do fitopatdgeno (figura ndo mostrada). A fim de identificar quais
0S compostos que estdo neste extrato e que possuem atividade contra este fitopatdgeno,
foi feito o fracionamento deste produto em quatro solventes de diferentes polaridades
(Tabela 4.1) e, novamente, uma analise de difusdo do fitopatdgeno pela placa de agar,

contendo filtros com cada fracdo obtida, como mostrado pela Figura 4.1.

Tabela 4.1. Valores de constante dielétrica (ep) dos solventes utilizados para o fracionamento
do extrato etandlico da propolis verde

Solvente Constante Dielétrica (gp)
Hexano 1,88
Cloroférmio 4,81
Acetato de Etila 6,02
Agua 80,1

A atividade contra o pseudofungo foi significativa pelo grupo de moléculas
separadas na fragdo cloroférmica, identificada atraves da criagdo de um halo de inibi¢do
na regido contendo o filtro impregnado com o subproduto. Como continuagao do ensaio
bioguiado para identificar o(s) compostos(s) bioativos(s) contidos(s) na fracdo de maior
atividade, esta foi separada por cromatografia de acordo com a metodologia apresentada

no subtdpico 3.4. Este processo resultou em oito novos subgrupos a partir da fracdo
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bioativa, identificados de G1 a G8, como mostrado na Figura 4.2. Uma nova analise de
difusdo e inibicdo do P. aphanidermatum foi testada contra discos de papel

impregnados com estes subprodutos e que foram dispersos em uma nova placa de agar.

Halo de
inibicdo

Figura 4.1. Anélise da inibicdo da difusdo do fitopatdgeno da espécie P. aphanidermatum pela
placa de &gar, na presenca de compostos resinosos coletados na regido de Bambui, MG, pelas
abelhas da espécie Apis mellifera, fracionados em solventes de diferentes polaridades. A difusdo
do fitopatdgeno é comprometida principalmente proxima a fracdo cloroférmica (2), criando-se
um halo de inibi¢do nesta regido. As outras fragdes foram separadas em hexano (1), acetato de
etila (3) e gua (4).

Dos oito grupos, apenas 0 G2 e G3 apresentaram um halo de inibicdo no
crescimento do microrganismo, como mostrado na Figura 4.3, indicando que o(s)
composto(s) bioativo(s) foram direcionados de acordo com a polaridade destas

particdes.
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Figura 4.2. Oito subgrupos obtidos (G1 a G8) pela particdo da fracdo cloroférmica através de
ensaio cromatogréafico. A fragdo cloroférmica foi obtida inicialmente pelo fracionamento do
extrato etandlico de propolis verde.

Figura 4.3. Fitopatogeno da espécie P.aphanidermatum difundido pela placa de &gar,
mostrando uma formacdo de halo préximo aos grupos G2 e G3 obtidos pela separacdo
molecular da fragdo cloroférmica em coluna de silica.

Dois novos fracionamentos foram realizados a partir destes dois grupos ativos,
sendo o G2 submetido a uma nova coluna cromatografica e o0 G3 separado através de
placa preparativa. A coluna para o fracionamento do grupo G2 tinha silica como fase
estaciondria e a fase movel em gradiente crescente de polaridade, partindo de hexano

100% (50 mL) hexano/acetato de etila (v/v, 2000 ml), hexano/acetato de etila/metanol
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(v/viv, 100 ml), acetato de etila/metanol (v/v, 200 ml) e por ultimo metanol 100% (100
ml). Dos seis novos subgrupos, apenas os trés primeiros mantiveram atividade contra o
fitopatdgeno em estudo, indicando que a(s) principal(is) molécula(s) desta fracdo séo de
baixa a meédia polaridade. Pela particdo através da placa preparativa corrida com
solucdo acetato de etila/diclorometano/hexano (45/35/20 v/v), foram obtidos outros seis
agrupamentos, seguindo como compostos bioativos contra o P. aphanidermatum as
moléculas pertencentes aos grupos 3 e 4.

Para investigar a qualidade da particdo e o numero minimo de compostos por
cada grupo bioativo, foi realizada cromatografia de camada delgada dos agrupamentos
obtidos tanto pela coluna quanto pela placa preparativa, constatando que apenas o
subgrupo bioativo 2, particionado do G2 através da coluna, tinha uma quantidade
reduzida de compostos (dados ndao mostrados). A identificacdo dos compostos foi
analisada por espectrometria de massa, onde a partir dos grupos injetados, foi possivel
obter suas massas moleculares e identificar se estes ja sdo compostos conhecidos e
registrados. Pelo perfil do espectro de massa (Figura 4.4), identificamos alguns picos
que referem-se a diferentes compostos dentro deste subgrupo analisado, porém, levamos
em consideracdo apenas o pico de maior intensidade, relacionado ao composto
majoritario deste subproduto. Pela andlise do valor da massa encontrada (Tabela 4.2),
podemos concluir que o pico refere-se ao composto Artepillin C (CAS: 72944-19-5),
molécula ja identificada na propolis verde e que possui outras atividades biologicas

conhecidas.
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Figura 4.4. Espectro de massas obtido através da injecdo do subgrupo 2 em um TOF/MS. O
pico de alta intensidade é referente a presenca majoritaria do composto Artepillin C no produto
injetado.

Tabela 4.2. Identificacdo por TOF/MS do constituinte majoritario do subgrupo 2, obtido pelo
fracionamento em coluna do grupo bioativo G2, pertencente a fracdo cloroférmica da prépolis
verde

Substéancia CAS (m/zy (m/z) Ms? Peso molecular

Artepillin C 72944-19-5 299,0540 284,0312 300,39

4.2. Bioatividade do composto majoritario Artepillin C contra o
fitopatdégeno P. aphanidermatum

Uma vez identificado o composto Artepillin C como constituinte majoritario no
grupo bioativo da prépolis coletada na regido de Bambui, MG, este foi obtido no
mercado, isolado e em alto grau de pureza, com a finalidade de se realizar novos
bioensaios para testar sua atividade contra a difusdo do P. aphanidermatum e compara-
la com a acdo daquele subgrupo bioativo em que se encontra a Artepillin C. Para estes
testes foram utilizadas concentracdes de 50 pug.mL™ até 10 mg.mL™ do composto em
solugdo metanolica, que foram aplicadas na placa logo apds a insercdo do P.
aphanidermatum (Figura 4.5). A analise de difuséo do fitopatogeno foi realizada em
quatro periodos diferentes: 17, 20, 24 (tempo ideal de anélise da inibic&o) e, por ultimo,

30 horas ap6s o periodo de aplicacdo. No tempo de 17 horas foi observado um
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retardamento na difusdo do microrganismo quando este atinge a regido da concentracao
de 125 pg.mL™ (o termo retardamento foi utilizado pela perda na atividade da Artepillin
C, nesta concentracdo, na analise de 20 horas) e um atraso da difusdo quase desprezivel
proximo ao disco contendo 50 ug.mL™ do composto, desconsiderando-se a atividade
para esta concentracdo. Para concentracBes maiores que 250 pg.mL™, a atividade
inibitoria foi significativa e continuada até o periodo de 24 horas, indicando que a
Artepillin C nessas concentracfes € uma droga resistente a difusdo do Pythium
aphanidermatum no tempo ideal de analise. No periodo de 30 horas, apenas
concentragdes superiores a 750 pg.mL™ continuaram com atividades significativas.
Comparando-se as atividades da Artepillin C isolada e dos subgrupos bioativos
(G2 e G3), podemos inferir que por mais que a Artepillin C isolada iniba a difusdo do P.
aphanidermatum de maneira significativa, pode haver um sinergismo entre 0s
compostos que estdo presentes no subproduto bioativo, possivelmente derivados do
acido cinamico com a Artepillin C como substancia majoritaria, potencializando essa
atividade, uma vez que o halo de inibicdo criado quando sdo analisadas as placas que
contém as subfracbes refletem numa alta atividade contra o fitopatdgeno em estudo,

como mostrado pela Figura 4.3.

Figura 4.5. Fitopatogeno da espécie P.aphanidermatum difundido em &gar ap6s 30 horas de sua
aplicacdo em placas com discos de papel impregnados com diferentes concentracBes do
composto Artepillin C. A) Concentracdes de 50 a 1000 pg.mL™ do composto e metanol
(MeOH) aplicado como controle — halos de inibicdo foram mantidos proximos aos discos de
750 pug.mL™ e 1000 pg.mL™ . B) Concentragdes de 1 mg.mL™ a 10 mg.mL™ — halos de inibigio
mantidos para todas as concentrages.
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4.3. Caracterizacgdo espectroscopica da Artepillin C

Medidas de espectroscopia de absorcdo Optica e emissdo de fluorescéncia
estatica foram realizadas para identificar o perfil espectroscopico da Artepillin C em
metanol e solucdo aquosa, além do coeficiente de absor¢cdo molar e os diferentes efeitos
destes solventes em solucdes contendo até 100 pmol.L™ de Artepillin C. Em metanol, o
pico de méxima absor¢do permanece inalterado no comprimento de onda 314 nm e o
valor da absorbancia do composto no pico aumenta em funcdo da concentracao,
atingindo valores proximos a 2.5 para 100 pmol.L™, como mostrado pela Figura 4.6-A.
Ainda, na Figura 4.6-B podemos observar um comportamento linear da absorbéancia em
funcdo da concentragdo em toda a faixa de concentragdes estudadas. Por mais que este
comportamento tenha sido obedecido para o intervalo de 0 a 100 umol.L™, os valores de
coeficiente de absorcdo molar obtidos neste trabalho (Tabela 4.3) foram calculados
através do ajuste da linearidade apenas para valores de absorbancia abaixo de 1.0 devido
aos possiveis desvios, mesmo que minimos, na lei de Lambert-Beer (equacdo 1) para

solugdes muito concentradas.

Metanol Artepillin C (pmolAL-l)

254 Artepillin C - metanol b
£=(2,910,4)x10" mol.L'cm™
2.0 H

314 nm)

1.5+

1.0 H

0.5

Absorbancia (»

0.0

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 0 20 40 60 80 100
Comprimento de onda (nm) Concentragéo (umol.L™)

Figura 4.6. A) Espectros de absor¢do dptica do composto Artepillin C obtidos em metanol, nas
concentracdes compreendidas entre 5 e 100 pmol.L™; B) Absorbancia em 314 nm, em funcéo da
concentragcdo de Artepillin C, para o célculo do coeficiente de absorcdo molar pela lei de
Lambert-Beer (equacgéo 1).
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Tabela 4.3. Valores de coeficiente de absor¢do molar (¢) da Artepillin C em solucdo metanolica
e tampdo fosfato

Solugdo & (mol.L™.cm™)
Metanol  (2,9+0,4)x10*
Tampdo  (3,1+0,3)x10*

Para o estudo da solubilidade da Artepillin C em solucdo aquosa, foram
investigadas duas situacdes, sendo a primeira referente a solugdo da Artepillin C apenas
em &gua milli-Q e a segunda em tampéo fosfato, pH 7,4 (variacdo da concentragdo em
ambas as solucdes compreendida entre 5 e 100 umol.L™). Comparando-se os espectros
de absorcao Optica da Artepillin C obtidos em solu¢des aquosas (Figuras 4.7 e 4.8) com
0s espectros da solucdo em metanol (Figura 4.6), é perceptivel que em baixas
concentragdes, 0 pico de méxima absorbancia desloca-se para um comprimento de onda
de menor valor tanto em agua milli-Q como em tampd&o. Ainda, este pico em agua milli-
Q apresentou um deslocamento para o vermelho com o aumento da concentracdo de
Artepillin C (Figura 4.7), enquanto os espectros obtidos em solu¢do tampéo mantiveram
0 pico inalterado no comprimento de onda correspondente a 290 nm (Figura 4.8-A),
com o valor do coeficiente de absorcdo molar préximo ao valor encontrado para a
solucdo da Artepillin C em metanol (Tabela 4.3). Estes resultados indicam que as
interacdes fisico-quimicas no sistema formado para as solucdes de Artepillin C em
metanol e em tampdo permanecem inalteradas mesmo com o0 aumento de sua

concentracdo no sistema, mantendo-se em sua forma monomérica.
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Figura 4.7. A) Espectros de absorcdo 6ptica do composto Artepillin C obtidos em agua milli-Q,
nas concentrages compreendidas entre 5 e 100 pmol.L™". B) Espectros de absorgio
normalizados, mostrando o deslocamento para o vermelho com o aumento da concentragédo de
Artepillin C no sistema.

Para a solucdo da Artepillin C em agua milli-Q, o deslocamento do pico de maxima
absorbancia a partir de 30 umol.L™ indica que as interagOes fisico-quimicas no sistema

sdo alteradas pela possivel formacdo de agregados do composto.

3.0

Solucéo tampéo fosfato 10 mmol.L™*
pH 7.4

Artepillin C - solugéo tampao fosfato 10 mmol.L™
pH 7,4

2.5+

Artepillin C (mol.L™
254 P (w )

£=(3,1+0,3)x10" M'cm™

2.0
2.0

295 nm)

1.5+

1.5 4

1.0 4
1.0 4

0.5

0.0

T T
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0.5+

0.0

Concentragdo (pmoI.L'l)

Figura 4.8. A) Espectros de absor¢cdo 6ptica do composto Artepillin C obtidos em solucdo
tampéo fosfato (10 mmol.L™), nas concentracdes compreendidas entre 5 e 100 pmol.L™; B)
Absorbancia em 295 nm, em fungdo da concentracdo de Artepillin C, para o calculo do
coeficiente de absor¢do molar pela lei de Lambert-Beer.

Medidas de espectroscopia de fluorescéncia estatica também foram realizadas
para a Artepillin C em metanol, agua milli-Q e em tamp&o fosfato. Pelos espectros de

emissdo obtidos para as solugdes em tampdo, observamos um comportamento com
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tendéncia linear da intensidade no pico de maxima emissao em fungé@o da concentracéo
de Artepillin C (numa variacéo de 10 a 70 umol.L™), mantidos no comprimento de onda
390 nm (Figura 4.9-B). Também nédo foram observados deslocamentos espectrais para
as solucdes em metanol (Figura 4.9-A) e milli-Q (Figura 4.9-C), mantidos em 386 e 406
nm, respectivamente. Porém, a intensidade de emissdao em funcdo da concentracdo de
Artepillin C em ambas as solugdes ndo apresentaram comportamentos com tendéncia
linear (Figura 4.9-D). Como ja observado pelas medidas de absor¢do Optica, a solugdo
em metanol ndo apresentou desvios na lei de Lambert-Beer mesmo em altas
concentracgdes, indicando que o efeito de desvio da linearidade observado em pode estar
relacionado aos efeitos de alta concentracdo do composto na amostra, resultando na
atenuacdo da emissdo de fluorescéncia e consequente deteccdo. Porém, em agua milli-
Q, as alteracbes nas propriedades fisico-quimicas do sistema que refletiram no
deslocamento do espectro de absor¢do do composto, podem ter contribuido no desvio
do comportamento linear da intensidade de fluorescéncia em funcdo da concentracdo da
Artepillin C. Ainda, os efeitos de alta concentracdo de Artepillin C na amostra também
podem estar vinculados a esta atenuacdo na intensidade de fluorescéncia, assim como

mostrado para o caso da solucdo do composto em metanol.
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Figura 4.9. Espectros de emisséo de fluorescéncia do composto Artepillin C em metanol (A),
tampéo fosfato (B) e em agua milli-Q (C). O comprimento de onda de excita¢do foi 290 nm para
agua e 310 para as solugdes metanol e tampédo. As intensidades maximas de emissdo de
fluorescéncia do composto em metanol, tampao e agua milli-Q foram, respectivamente, 386 nm,
391 nm e 406 nm, normalizadas e plotadas em fungéo da concentragéo de Artepillin C (D).

4.4. Estudo da interacdo da Artepillin C com sistemas miméticos
de membranas celulares

Os resultados apresentados nesta secdo 4.4 sdo referentes a investigacdo da
interacdo e atividade da Artepillin C em vesiculas fosfolipidicas, utilizadas como
membranas modelo. Para isso, diferentes sistemas constituidos por i) vesiculas
fosfolipidicas insaturadas, compostas pelo fosfolipidio DOPC; i) vesiculas
fosfolipidicas saturadas, compostas por DMPC ou DPPC e iii) vesiculas formadas por
uma mistura ternaria entre DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30 mol/mol) foram

estudados e estdo distribuidos em subtdpicos dentro dessa se¢do, como segue:
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4.4.1. Efeitos da Artepillin C em vesiculas fosfolipidicas de
DOPC

4.4.1.1. Termodinamica do processo de ligagéo

Medidas de ITC foram realizadas para investigar a termodinamica de interacdo
da Artepillin C com membranas modelo. Para isso, aliquotas da suspenséo de LUVs de
DOPC (10 mmol.L™) foram inseridas em solucéo contendo 50 umol.L™ do composto
bioativo, tanto em solucdo tampédo quanto em agua milli-Q. A Figura 4.10 mostra a
energia gerada pela titulagdo das vesiculas na solugdo e os valores de entalpia a eles
associados, obtidos pelo célculo da integral de cada pico. O processo de interagdo nos
dois casos € um processo exotérmico devido aos valores negativos observados nas
titulacbes, porém, em tampdo ha ainda uma pequena contribuicdo de processo
endotérmico de acordo com o aumento de vesiculas de DOPC no sistema. Para a
titulacdo das vesiculas de DOPC em solugdo da Artepillin C em &gua milli-Q, observa-
se que o calor gerado pela titulacdo € apenas exotérmico e mais pronunciado do que o
observado para solugdo tampao, diminuindo continuamente até 0 momento em que nédo
h& mais geracdo de energia pela adicdo de vesiculas no sistema, indicando que todas as
moléculas de Artepillin C presentes no sistema sdo totalmente ligadas as bicamadas

lipidicas.
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Figura 4.10. Titulacdo de dispersdo fosfolipidicas contendo LUVs de DOPC (10 mmol.L™) em
solucdes tampdo (A) e agua milli-Q (B), na presenca de 50 pmol.L™" de Artepillin C. Os
diagramas superiores mostram o calor gerado nos sistemas para cada titulacdo. Abaixo se
encontram as curvas da integral da entalpia em funcéo da razéo lipidio/Artepillin C nos sistemas
estudados.

Os processos termodinamicos de interacdo da Artepillin C com as vesiculas de
DOPC sdo dependentes do ambiente no qual eles ocorrem, como observado pelas
diferencgas encontradas para as suspensdes em tampédo e agua milli-Q. Na secdo anterior,
foi mostrado através dos espectros de absorcao Optica que a Artepillin C pode agregar-
se em agua a partir de uma concentragdo préxima a 30 pmol.L™ e manter sua forma
monomérica em tampao em toda a faixa de concentracdo estudada, o que explicaria uma
preferéncia da ligacdo do composto nas vesiculas quando 0 mesmo encontra-se em seu
estado agregado. Para tanto, através da integral da entalpia em funcdo da razdo molar
lipidio/Artepillin C, foram calculadas as constantes de ligacéo para as duas situacGes em
termos da isoterma de adsorcdo de Langmuir (equacdo 1) devido ao comportamento
monoexponencial de ambas as curvas, como mostrado pela Figura 4.11. Os valores das
constantes de ligacdo, bem como da entalpia do processo, sdo apresentados na Tabela
4.4,
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Figura 4.11. Isotermas de ligacdo de Artepillin C em vesiculas de DOPC. As constantes de
ligacdo para os sistemas em &gua milli-Q e tamp&o foram calculadas através dos ajustes em
termo da isoterma de adsorcéo de Langmuir.

Tabela 4.4. Valores de constante de ligacao (k) e entalpia (4H) dos processos termodindmicos
de titulagio de vesiculas de DOPC (10 mmol.L™) em solugéo de Artepillin C (50 pmol.L™") em
tampdo e 4gua milli-Q, a 25 °C

DOPC/Artepillin C  Constante de ligag&o (k) M™  Entalpia (AH) Kcal/mol
Tampao 0,3x103 -1,44
Agua milli-Q 5,0x103 -4,80

Os valores obtidos das constantes de ligacdo mostram que a ligacdo da Artepillin
C nas bicamadas lipidicas é aproximadamente 17 vezes maior em meio aquoso, na
auséncia de outros solutos. A partir desta concluséo, os experimentos realizados para a
analise dos efeitos do composto bioativo em membranas modelo de diferentes

composicdes sdo referentes as suspensdes lipidicas obtidas em agua milli-Q.
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4.4.1.2.

Investigacdo nas mudancas estruturais
das bicamadas lipidicas

Medidas de difracdo de raio-X foram realizadas para analisar possiveis

alteracdes estruturais das bicamadas lipidicas pela interacdo da Artepillin C, numa razéo

molar Artepillin C/DOPC 1:10. Nessa razdo, quase todas as moléculas de Artepillin C

ligam-se as vesiculas de DOPC, como mostrado pela titulacdo obtida através das

medidas de ITC, onde o calor gerado pela ligagdo € bastante reduzido se comparado a

maiores proporcdes lipidio:Artepillin C.
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Figura 4.12. Diagramas de SAXS (A) e perfil da densidade eletrénica de vesiculas de DOPC
(B) na auséncia e presenga de Artepillin C (razdo molar Artepillin C/DOPC 1:10), a 25 °C.

Dois importantes aspectos podem ser visualizados por este experimento: oS

diagramas obtidos pelas medidas de SAXS (Figura 4.12) sdo caracteristicos de vesiculas

unilamelares, que refletem em curvas alargadas devido as diferencas entre as densidades

eletronicas da parte interna das bicamadas e do solvente®. Porém, é possivel observar

principalmente para a medida do sistema na auséncia da Artepillin C um pico

ligeiramente pronunciado préximo a 0,1 A™ seguido de um ombro por volta de 0,2 A™,

que se refere ao pico de difracdo de Bragg. Essa caracteristica reflete a presenca de

estruturas multilamelares no sistema, sendo sua forma menos pronunciada tipica de

sistemas contendo estruturas oligolamelares, ou seja, constituidas por poucas lamelas,

mesmo apds 0 processo de extrusdo para obtencdo apenas de vesiculas unilamelares®.

Esse fato geralmente ocorre em situacGes em que as suspensdes contém apenas lipidios

zwitteridnicos, onde ndo ha contribuigdo de interacdo e repulséo eletrostatica entre as
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lamelas nas vesiculas multilamelares. Na presenca da Artepillin C, o diagrama de SAXS
é ligeiramente alterado principalmente pelo alargamento deste pico proximo a 0,1 A™,
indicando que sua presenca contribui para um pequeno aumento no numero de vesiculas
unilamelares no sistema. Esse efeito € atribuido pela presenca de uma carga negativa na
estrutura da Artepillin C, mais especificamente no grupo carboxila do acido cinamico,
que possui um valor de pKa = 4,4% e que encontra-se no estado desprotonado em agua
milli-Q. Essa propriedade introduz uma repulsdo eletrostatica entre as lamelas e
favorece a formacdo espontanea das vesiculas unilamelares.

Pelos ajustes das curvas de SAXS (Figura 4.12 A) é possivel observar que a
introducédo da Artepillin C nas vesiculas de DMPC causam uma alteragdo na densidade
eletronica das bicamadas lipidicas (Figura 4.12 B), estreitando as gaussianas que
representam a posicdo média das cabecas polares e modificando a distribuicdo da
densidade eletronica referente as cadeias acilicas. A Tabela 4.5 exibe os valores
encontrados para os ajustes dos diagramas obtidos pelo SAXS através da equacdo 5 e 0
calculo da espessura da bicamada lipidica de DOPC na presenca e auséncia da

Anrtepillin C, pela equacéo 6.

Tabela 4.5. Parametros de ajuste dos diagramas de SAXS obtidos para medidas de vesiculas de
DOPC na auséncia e presenca de Artepillin C, a 25 °C. espacamento-d: distancia compreendida
entre espessura da bicamada lipidica e camada de &gua entre as lamelas, para as vesiculas
oligolamelares; z,: centro da distribuicdo gaussiana referente a cabeca polar dos lipidios; o:
distribuicdo média de zy. pc: amplitude da gaussiana relativa & oy; oc: distribuicdo média da
regido das cadeias acilicas; %ULVs: porcentagem de vesiculas unilamelares no sistema; dg:
espessura calculada das bicamadas lipidicas

espagamen %
2y (A dg (A
to-d (A) H(A) OH Pc Oc ULVs 8 (A)

DOPC 62,6+0,1 180+0,1 3* -0,98+0,03 5,7+0,2 56+1 48,0+0,2
DOPC+ArtepillinC  63,6+0,1 171+04 3,4+0,3 -0,94+0,03 71 74+1 48+2

*o valor de o calculado no caso de vesiculas fosfolipidicas na auséncia de outros compostos é 3 A%

Por mais que o efeito da Artepillin C nas vesiculas de DOPC tenham refletido na
alteracdo da distribuicdo da densidade eletrnica das bicamadas lipidicas, o valor médio
calculado da espessura em ambos 0S casos permaneceu 0 mesmo, indicando que
modificagdes estruturais ocorreram sem a alteracdo da espessura média das bicamadas

lipidicas.
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4.4.1.3. Estudo dos efeitos da Artepillin C em
GUVs de DOPC por microscopia confocal de
fluorescéncia

Imagens da projecdo 3D sobre o plano-Z das vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs) de DOPC foram obtidas atraves da técnica de microscopia confocal de
fluorescéncia pela insercdo da sonda fluorescente DilC1g nas bicamadas lipidicas, huma
razdo molar sonda/DOPC 1:200 mol/mol. Concentracdes de Artepillin C foram
adicionadas na suspensdo lipidica e o comportamento das GUVs pelo efeito do
composto foi observado ao longo do tempo, como representado pela Figura 4.13. N&do
foram observadas alteracdes nas estruturas das vesiculas nos primeiros 15 minutos, pela
insercdo de 100 umol.L™* de Artepillin C (Figura 4.13 — 15 minutos). Desse modo, 0
dobro da concentragdo inicial do composto foi adicionado ao sistema, para a
visualizagdo de possiveis efeitos a partir de 200 umol.L™ de Artepillin C nas GUVs. No
tempo de 17 minutos, ou seja, 2 minutos apds injetar o dobro da concentragdo do
composto na amostra, foi possivel observar a liberagdo de um segmento de estruturas
lipidicas, que definimos neste trabalho como corddes lipidicos, criados a partir de uma
regido especifica da bicamada lipidica principal, como pode ser visualizado pela Figura
4.13 — 23 minutos. Um efeito consequente na perda da intensidade fluorescéncia da
sonda DilCsg, distribuida na bicamada lipidica, é observado seguido da criacdo de
regides especificas com alta intensidade de fluorescéncia, que coexistem com 0s
corddes lipidicos (Figura 4.13 — 28 minutos). Num equilibrio final do sistema, onde
modificacdes ja ndo sdo mais perceptiveis, 0s pontos com maior intensidade de
fluorescéncia permanecem distribuidos nas vesiculas na auséncia dos corddes lipidicos
(Figura 4.13 — 32 minutos). Estes efeitos podem estar vinculados a possiveis mudancas
na curvatura espontanea das vesiculas a partir de uma dada concentracdo da Artepillin C
no sistema, resultando numa liberacéo dos lipidios em excesso e, consequentemente, em
regides de alta densidade lipidica na superficie das GUVs. Essas regifes sao criadas a
partir de localizacdes especificas da Artepillin C nas bicamadas, refletindo nos pontos
de fluorescéncia mais intensos observados na Figura 4.13 pelo acumulo da sonda
fluorescente juntamente aos agregados lipidicos formados. Ainda, a diminuicdo da

intensidade de fluorescéncia do DilCig distribuido na bicamada lipidica pode ser
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explicada por uma possivel preferéncia da sonda fluorescente nestas regides de alta
densidade lipidica, conferindo um aumento ainda maior da intensidade de fluorescéncia

nestes pontos.

Figura 4.13. Imagens da projecdo 3D sobre o plano-Z de GUVs constituidas por DOPC, obtidas
por microscopia confocal de fluorescéncia. As imagens foram coletadas na auséncia e na
presenca de Artepillin C no sistema, acompanhadas no tempo.

4.4.1.4. Estudo dos efeitos da Artepillin C em
GUVs de DOPC por microscopia de
fluorescéncia e contraste de fase

Efeitos causados por diferentes concentracBes de Artepillin C em GUVs
formadas por DOPC foram investigados pela técnica de microscopia de fluorescéncia e
contraste de fase. Assim como para a microscopia confocal, a sonda DilC,g foi inserida
nas GUVs para a aquisicdo das imagens por fluorescéncia. No entanto, para estas
medidas, aliquotas da suspensdo lipidica contendo GUVs foram adicionadas em
solugdes aquosas, na auséncia e presenca de Artepillin C nas concentracgdes 10, 30, 50 e
100 umol.L™. E importante ressaltar que para esta metodologia, os efeitos da Artepillin
C causados nas GUVs ocorrem num tempo muito menor que para 0s experimentos

realizados pela técnica confocal, onde, inversamente, aliquotas da solucdo estoque de
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Artepillin C foram adicionadas nas suspens@es lipidicas apds um dado periodo para
obter o tempo de assentamento das GUVs na superficie da laminula, possibilitando
assim a aquisi¢do 3D das imagens no plano-Z. A Figura 4.14 mostra a aquisi¢do de
imagens de GUVs ap6s 60 segundos da insercdo das vesiculas na solugdo contendo as

diferentes concentracdes de Artepillin C.

Concen- 0 10 20 30 50 100

Contraste
de fase

Fluores-
céncia

Figura 4.14. Imagens coletadas por microscopia de contraste de fase (acima) e fluorescéncia
(abaixo) de GUVs de DOPC na auséncia e presenga de concentracGes de Artepillin C.

Para concentracdes de até 30 umol.L™ da Artepillin C em solugdo ndo foram
observadas quaisquer alteracBes nas vesiculas, tanto por fluorescéncia quanto por
contraste de fase. A partir de 50 pmol.L™, o contraste de fase para algumas GUVs foi
perdido ou diminuido, indicando que algum efeito causado pela Artepillin C contribuiu
para trocas entre a parte interna e externa destas GUVs. Ainda, as imagens mostraram a
criagdo de regides que refletem num aumento de contraste de fase bem como no
aumento da intensidade de fluorescéncia em pontos distribuidos pelas GUVs. Esses
efeitos corroboram com os obtidos através das medidas de microscopia confocal: a
interacdo da Artepillin com as GUVs causa um desequilibrio na curvatura espontanea
das vesiculas, fazendo-se necessaria a criagdo de regides com alta densidade lipidica.
Devido a rapidez na ocorréncia destes agregados lipidicos, nessas medidas ndo foram
visualizadas as formacgdes dos corddes como observados através da microscopia

confocal.
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Outro aspecto importante notado nos estudos do efeito da Artepillin C nas
GUVs de DOPC refere-se a forma com que o composto se encontra na solugao aquosa,
verificado pelas medidas de espectroscopia Optica. A criacdo de agregados de Artepillin
C, representado pelo deslocamento do espectro de absor¢do, acontece em concentragdes
acima de 30 umol.L™. Essa analise indica que os efeitos causados pela interacdo do
composto bioativo nas vesiculas acontecem preferivelmente quando este se encontra na
forma de agregados, como ja discutido através de medidas de ITC.

As alteracdes morfologicas das GUVs de DOPC pelo efeito da Artepillin C nas
concentracdes 50 e 100 pmol.L™ foram acompanhadas em funcdo do tempo, como
mostrado pela Figura 4.15. Dois diferentes efeitos podem ser observados no tempo de
10 segundos para estas duas concentragfes: quando as GUVs sdo adicionadas em
solucdo de 50 umol.L™ de Artepillin C, elas sofrem mudancas relacionadas a curvatura
espontanea resultando na perda do formato esférico. Pouco tempo depois, como
observado para as imagens coletadas ap6s 30 segundos, o sistema alcan¢a um equilibrio
e a vesicula retorna ao seu formato esférico, porém, com a formacéo das regides de alta
intensidade de fluorescéncia, que refletem os agregados de alta densidade lipidica ja
verificados. Para as GUVs que sdo inseridas na solucdo contendo Artepillin C numa
concentracdo de 100 pmol.L™?, a criacdo destas regides de alta densidade lipidica é
prontamente observada ap6s 10 segundos, indicando que perturbacdes que acarretam
nas mudancas conformacionais das vesiculas tenham ocorrido antes mesmo do tempo
observado. Ainda, dois fatos importantes podem ser discutidos dentro dessas analises: a
maior concentracdo de Artepillin C acarreta na criacdo de mais regides de alta
densidade lipidica na superficie das GUVs, seguidos de uma maior intensidade de
fluorescéncia. Porém, independente dessas concentracdes estudadas, o contraste de fase
apos um determinado tempo de interacdo Artepillin C/GUVs (300 segundos para
solucdo 50 pmol.L™ e 350 segundos para solugdo 100 pmol.L™) ndo foi completamente
perdido, indicando que a criacdo destes agregados lipidicos, por mais que sejam
dependentes da concentracdo de Artepillin C, ndo afetam na perda total do contraste de

fase das vesiculas.
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Figura 4.15. Imagens de GUVs de DOPC coletadas por microscopia de fluorescéncia ao longo
do tempo, na presenca de 50 pmol.L™ (acima) e 100 umol.L™ (abaixo) de Artepillin C. Analise
das GUVs por microscopia de contraste de fase foi feita para os tempos finais.

4.4.1.5. Extravasamento por microscopia confocal

Medidas de extravasamento do corante Alexa Fluor 488 a partir do interior
de GUVs de DOPC, monitoradas por microscopia confocal de fluorescéncia, foram
realizadas para verificarmos mudancas na permeabilidade das membranas pelo efeito da
Artepillin C. Para isso, analisamos a porcentagem de liberacdo da sonda fluorescente a
partir do interior das GUVs. Como mencionado, este experimento foi realizado através
da microscopia confocal de fluorescéncia, ou seja, neste momento voltamos a
metodologia em que aliquotas da solucdo estoque de Artepillin C sdo inseridas em
suspensdes contendo as vesiculas, retardando os efeitos causados pelo composto como
ja observado pelas medidas de microscopia confocal apresentadas anteriormente. A
intensidade calculada e representada no eixo Y, como mostrado através da Figura 4.16-
A, refere-se a intensidade média de fluorescéncia da sonda Alexa Fluor-488 no interior
das GUVs, em funcdo do tempo. A intensidade medida é perdida significativamente
para as duas concentracGes de Artepillin C estudadas, enquanto um pequeno efeito é
observado devido a processos de photobleaching e pela insercdo de metanol na razéo
volumétrica 1:100 MeOH/agua (v/v) ao longo das medidas. Os resultados obtidos
indicam que a Artepillin C afeta a bicamada lipidica resultando na mudanca de sua
permeabilidade, possivelmente pela abertura de poros que permitem a passagem das
moléculas de Alexa Fluor 488 para o ambiente externo das GUVs. O tempo
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correspondente para este processo de vazamento foi medido ao longo de varios minutos,
e, mesmo apos todo o tempo medido, ndo foi observado vazamento total da sonda
fluorescente, indicando que esse efeito pode estar vinculado a pequenos poros que
impossibilitariam a rapida passagem das sondas fluorescentes do meio interno para o
externo, tornando o tempo do vazamento total maior do que o medido. Isso também
acarretaria a impossibilidade da perda total de contraste de fase das GUVs, como
mostrado na sec¢do anterior, mesmo que o tempo total do processo da formacdo das
regides contendo os agregados lipidicos tenha sido mais curto. Ainda, pela fluorescéncia
da sonda DilCyg, verificamos que o processo da formacdo dos corddes lipidicos e da
criacdo das regides de alta densidade lipidica foram observados em tempos comparaveis
ao processo de diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da sonda Alexa Fluor no
interior das vesiculas de DOPC, mostrando que o vazamento da fluorescéncia ocorre

concomitantemente as alteracdes morfoldgicas das GUVSs.
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Figura 4.16. Extravasamento das sonda fluorescente Alexa Fluor 488 a partir do interior de
GUVs de DOPC por medidas de microscopia confocal. Esquerda: Intensidade de fluorescéncia
da sonda no interior das GUVs de DOPC em funcdo do tempo. Direta: Imagens coletadas das
GUVs de DOPC antes e depois da insercdo de 100 e 200 pmol.L™ da Artepillin C na suspensao.

4.4.1.6. Analises da fluidez das GUVs de DOPC
por medidas de LAURDAN-GP

Os estudos de alteracdo na fluidez das bicamadas lipidicas foram
realizados através de medidas de polarizacdo generalizada do LAURDAN (também
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conhecida como LAURDAN-GP, equacdo 12). Para esse experimento, utilizamos um
microscopio com uma fonte de laser de excitacdo por dois fotons (Aexe = 780 nm),
possibilitando a obtencdo de imagens pela microscopia confocal. Assim como para as
medidas realizadas pela microscopia confocal com excitacdo por um féton (estudo da
estrutura morfologica das GUVs e medidas de extravasamento), aliquotas da solugédo
estoque de Artepillin C foram adicionadas nas suspens@es lipidicas contendo as
vesiculas. Para as medidas de LAURDAN-GP em sistemas contendo lipidios
insaturados, como € o caso do DOPC, devemos levar em consideracdo o principio da
fotosselecdo devido a polarizacdo do laser de excitacdo. Esse fato leva a obtencdo de
imagens com duas regifes de diferentes valores de polarizacdo generalizada do
LAURDAN: uma que corresponde de fato a mobilidade da sonda no ambiente em que é
inserida e que depende da fluidez da bicamada lipidica (regido de mais baixo valor de
LAURDAN-GP, indicada pela seta na Figura 4.17, a qual faz referéncia ao histograma
do valor médio calculado) e a outra relacionada as mudancas da fluidez, porém,
levando em consideracdo a orientacdo da sonda no plano da membrana. Como pode ser
observado através da Figura 4.17, o valor médio encontrado do LAURDAN-GP para as
GUVs de DOPC na auséncia da Artepillin C foi -0,10 £ 0,07. Este valor negativo é
esperado devido ao alto desordenamento dos lipidios insaturados nas vesiculas. Pela
adicdo de 100 pmol.L™* do composto na suspenséo contendo as GUVSs, ainda sem a
visualizacdo de qualquer defeito na superficie da bicamada lipidica, observamos que o
valor médio encontrado para 0 LAURDAN-GP aumentou para 0,03 + 0,09 apds dois
minutos da insercdo. Esse efeito é seguido de uma diminuicdo na intensidade da
fluorescéncia do LAURDAN distribuida nas vesiculas, que corrobora com o observado
para 0s experimentos onde utilizamos a sonda fluorescente DilC,g. De acordo com o
aumento do tempo de interacdo, o efeito na diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
ainda é perceptivel, porém, os valores de LAURDAN-GP diminuem até alcancar
valores proximos ao encontrado na auséncia da Artepillin C. Esses resultados indicam
que a interacdo do composto bioativo inicialmente modula as bicamadas lipidicas
causando um ordenamento lipidico, levando ao aumento do valor de LAURDAN-GP.
Esse processo é seguido de uma instabilidade na curvatura da bicamada lipidica das
vesiculas no sistema, resultando no processo de liberacdo de lipidios a partir da
membrana principal, como observado através das imagens obtidas pela reconstrucéo

3D mostrada pelos estudos morfoldgicos. Um novo equilibrio na curvatura das
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membranas leva a organizacdo lipidica ao mesmo empacotamento inicial encontrado na
auséncia da Artepillin C, refletindo os baixos valores de LAURDAN-GP encontrados,
proximos ao valor encontrado na auséncia do composto. Finalmente, as regifes de alta
intensidade fluorescente que representam as agregacdes lipidicas distribuidas ao longo
das vesiculas sao criadas, e, como esperado, devido ao aumento da densidade lipidica,
os valores de LAURDAN-GP encontrados nestas regides refletem um alto ordenamento

dos lipidios.

100 umol.L™ Artepillin C

av= -0,11850 s0= 0,162 n=96 av= 028118 sd= 0,085 n=123

av="0,39311 sd= 0,113 n=27%

av= 010134 sd= 0,061 n=242 av= -0,04372 sd= 0,127 n=282

.
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Figura 4.17. Imagens de GUVs constituidas de DOPC, obtidas através da microscopia confocal
com excitagdo 2 fotons (Aexe = 780 nm), utilizando-se a técnica LAURDAN-GP. As imagens sao
acompanhadas dos seus respectivos histogramas de valor LAURDAN-GP, calculados na
auséncia e na presenca de: A) 100 umol.L de Artepillin C e B) 200 umol.L de Artepillin C,
ambos em fungéo do tempo.

Os efeitos de 200 pmol.L™ de Artepillin C na suspensdo de GUVs de DOPC
acontecem em tempo relativamente menor, quando comparado com as medidas de 100

umol.L™: o equilibrio do sistema, que resulta na criacdo dos agregados lipidicos
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distribuidos na superficie das vesiculas, acontece em torno de trés minutos apods a
insercdo do composto bioativo seguido de um leve decréscimo no valor do LAURDAN-
GP. Pelas imagens obtidas no tempo de 10 minutos, é possivel observar que houve um
aumento da regido na GUV correspondente ao agregado lipidico, indicando que um
numero maior de lipidios aumenta sua densidade lipidica, refletindo assim no aumento

dos valores de LAURDAN-GP de acordo com o tempo nestas regides.

4.4.2. Efeitos da Artepillin C em vesiculas fosfolipidicas
zwitteridnicas saturadas

4.4.2.1. Medidas de calorimetria diferencial de
varredura

Vesiculas fosfolipidicas de DMPC e DPPC, ambos fosfolipidios saturados,
apresentam temperaturas de transicdo da fase gel (Lg-) para a fase fluida (L), com picos
bem definidos, em 23,89 °C e 41,42 °C, respectivamente, associados a entalpias que
correspondem a 7,2 Kcal/mol e 8,6 Kcal/mol. Ainda, ambos apresentam picos de pré-
transicdo resultante da mudanca conformacional das cadeias de carbono da fase gel para
a fase ripple, que ocorrem, respectivamente, nas temperaturas de 14,32 °C e 34,97 °C,
com a variagdo de entalpia de 1,26 Kcal/mol e 1,30 Kcal/mol (Figura 4.18). Na adigéo
de 1 mol% da Artepillin C em suspens6es lipidicas formadas por DMPC e DPPC (10
mmol.L™), a cooperatividade dos lipidios nas vesiculas é alterada resultando em ligeiras
mudancas nos picos de transicdo principal para ambos os sistemas, associados a uma
variagdo positiva da entalpia. As mudangas mais significativas sdo observadas nos picos
de pré-transicdo de ambos os sistemas, que se tornam menos definidos e sdo deslocados
para temperaturas mais baixas, com decréscimo nos valores das entalpias associadas
(Tabela 4.6). Adicionando concentracdes mais altas de Artepillin C, 5 ou 10 mol%, os
picos de pré-transicdo dos sistemas contendo as vesiculas fosfolipidicas desaparecem
completamente e os que refletem as transi¢cbes principais de ambos, séo alargados e
deslocados para menores temperaturas, seguidos na diminuicdo dos valores das
entalpias associadas. Esses dados confirmam que ambos 0s sistemas contendo vesiculas
que diferem quanto ao tamanho da cadeia de hidrocarboneto séo afetados de forma
similar pela presenca do composto bioativo, porém, as alteragdes nos parametros

termodinamicos do DMPC sdo mais significativas, indicando que a Artepillin C tem
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maior eficiéncia em sistemas contendo fosfolipidios com cadeias de hidrocarboneto de
menor comprimento, possivelmente pela sua localizagdo mais proxima a regido da

cabeca polar.
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Figura 4.18. Curvas DSC de dispersdo lipidica (10 mmol.L™) de vesiculas multilamelares de
DMPC (A) e DPPC (B), na auséncia e presenca de concentraces de Artepillin C, nas razfes
molares Artepillin C:lipidio 1:100, 5:100 e 10:100. O intervalo de temperatura medido para o
sistema contendo DMPC varia de 5 °C a 40 °C, enquanto para o DPPC varia de 25 °C a 55 °C.

Os dados termotrépicos obtidos a partir da analise das curvas obtidas pela
técnica de DSC mostram que, para 0 DMPC, a temperatura de transi¢éo é por volta de
10 °C abaixo da transicdo principal, enquanto que para 0 DPPC essa variagdo € em
torno de 7 °C. Independente do sistema estudado, o processo que reflete o surgimento
do pico de pré-transicdo (com largura a meia altura do pico na faixa de 1 °C) €
consideravelmente menos cooperativo quando comparado a transicdo principal (largura
a meia altura proximo a 0,05 °C). Como j& mencionado, mesmo na mais baixa
concentracdo de Artepillin C adicionada nas suspensdes fosfolipidicas de DMPC e
DPPC (razdo Artepillin C/lipidio 1:100 mol/mol), as mudancas em rela¢do ao processo
de pre-transi¢do séo significativas (deslocamento de T, para menores temperaturas e
diminuicéo no valor de AHy), enquanto que o processo de transicéo de fase que reflete o
surgimento do pico de transicdo principal das vesiculas fosfolipidicas é pouco
modificado. Essas mudancas podem estar associadas & localizacdo da Artepillin C
préxima a interface lipidio/agua da bicamada

lipidica, interagindo com as

biomembranas e afetando propriedades da regido da cabeca polar dos lipidios, como ja

estudado para outros compostos**#8788,
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Um modelo que explica as alteracdes nas propriedades estruturais devido as
mudancas nos parametros termotrépicos de bicamadas lipidicas obtidos por DSC foi
apresentado por Heimberg®, considerando tanto a pré- quanto a transicéo principal
como parte da perda na rigidez das cadeias de hidrocarboneto nas vesiculas vinculada a
formacéo de ripples periddicos na superficie da membrana. Esses ripples sdo referentes
a formacdo de dominios fluidos que surgem como defeitos lineares na fase gel nas
monocamadas individuais, que, devido as restricGes geométricas e topoldgicas, sdo
forcados a permanecerem em arranjos periodicos na superficie. Seguindo a linha deste
modelo, a perda do processo de pré-transicdo pela adicdo da Artepillin C causa uma
desestruturacdo na formacdo destes defeitos lineares, tornando-os como defeitos
pontuais que contribui para as alteracbes dos parametros termotropicos das vesiculas

fosfolipidicas.

Tabela 4.6. Parametros termodinamicos obtidos através da analise das curvas de DSC, medidas
para a suspensdo de vesiculas multilamelares formadas por DMPC e DPPC, na auséncia e
presenca de concentracdes de Artepillin C. T, = temperatura de pré-transicéo; 4H, = variagao de
entalpia correspondente ao pico de pré-transicdo; T, = temperatura da transi¢éo principal; 4H,, =
variacao de entalpia correspondente ao pico de transicéo principal

o DMPC 10 mmol.L™ DPPC 10 mmol.L™
Artepillin
Tp AH, T AHp, Tp AH, T AH,
C (mol%o)
(°C) (Kcal/mol) (°C) (Kcal/mol) | (°C) (Kcal/mol) (°C) (Kcal/mol)
0 14,32 1,26+0,03 23,89  7,2+0,1 |[3497 1,301 4142 8,605
1 10,70  0,68+0,02 23,55  8,3x0,2 | 32,47 0,81#0,03 41,18  10,1+0,4
5 - - 22,33 57402 - - 40,34  9,240,2
10 - - 20,10  5,7%0,2 - - 39,55  8,5x0,4
4.4.2.2. Investigacdo nas mudancas estruturais
das bicamadas lipidicas em vesiculas de DMPC
e DPPC

Assim como para as vesiculas fosfolipidicas constituidas por DOPC, as medidas
de difracdo de raio-X foram realizadas para investigar se a Artepillin C, na razdo 10:100
mol/mol, causa alteracdo estrutural das bicamadas lipidicas de DMPC e DPPC em

temperaturas que correspondem a fase gel e fluida das vesiculas. Como mostrado para o
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experimento realizado para 0 DOPC, as curvas de SAXS para as vesiculas constituidas
por ambos os fosfolipidios, na auséncia da Artepillin C, também apresentam um padréo
de vesiculas unilamelares com uma pequena contribui¢do de estruturas oligolamelares,
refletindo a presenca do pico de Bragg préximo a 0,1 A™ e um ombro préximo a 0.2 A
(Figura 4.19).

Na presenca da Artepillin C, ambos os sistemas contendo as vesiculas fosfolipidicas séo
afetados e a formacdo espontanea de vesiculas unilamelares ocorre significantemente,
desaparecendo assim o pico referente a presenca das estruturas oligolamelares. O efeito
que ocorre é similar ao atribuido para o sistema contendo DOPC: a presenca da carga
negativa na estrutura da Artepillin C introduz uma repulsdo eletrosttica entre as
lamelas e favorece a formacdo esponténea das vesiculas unilamelares. Ainda, através do
perfil de densidade eletrdnica obtido pelo ajuste das curvas (Figura 4.20), foi possivel
comparar os padrdes das curvas de SAXS das vesiculas de DMPC e DPPC com o

padrdo obtido para 0 DOPC na presenga do composto bioativo.
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Figura 4.19. Diagramas de SAXS de vesiculas de DMPC (acima) e DPPC (abaixo), nas fases
gel (esquerda) e fluida (direita), na auséncia e presenca de Artepillin C (razdo molar Artepillin
Cllipidio 1:10).

Nesta analise, observamos que para ambos os sistemas contendo fosfolipidios de
cadeias saturadas o processo de formacdo espontanea das vesiculas unilamelares é mais
pronunciado, resultando na formacdo em torno de 96-97% de vesiculas unilamelares
(Tabela 4.7), enquanto que para o sistema contendo vesiculas de DOPC, a quantidade é
em torno de 74%. Essa caracteristica deve-se a presenca de instauracdes nas cadeias de
hidrocarbonetos dos fosfolipidios de DOPC, onde o empacotamento lipidico nas
bicamadas aumenta, permitindo que a Artepillin C tenha acesso a regibes mais abaixo
da cabeca polar, diminuindo o efeito de repulsdo eletrostatica e consequentemente a

formacéo esponténea de vesiculas unilamelares.
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Figura 4.20. Perfis de densidade eletrénica obtidos através do ajuste dos diagramas de SAXS de
vesiculas de DMPC (acima) e DPPC (abaixo), nas fases gel (esquerda) e fluida (direita), na
auséncia e presenca de Artepillin C (razdo molar Artepillin C/lipidio 1:10).

Uma anaélise qualitativa destas formacdes espontaneas de vesiculas unilamelares foi
feita adicionando-se Artepillin C (na razdo 1:10 mol/mol) nas suspensoes lipidicas ndo
extrusadas, ou seja, contendo vesiculas multilamelares de DMPC, DPPC e DOPC (fase
fluida). Os padrdes de espalhamento obtidos, como podem ser observados pela Figura
4.21, mostram a diminuicéo da contribuigdo dos picos de Bragg e o surgimento de uma
curva representativa de vesiculas unilamelares principalmente para as suspensdes
contendo lipidios saturados, confirmando que o grupo carregado da Artepillin C

localiza-se em regides mais proximas a interface para estes tipos de lipidios.
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Tabela 4.7. Pardmetros de ajuste dos diagramas de SAXS obtidos para medidas de vesiculas de
DMPC e DPPC (nas fases gel e fluida), na auséncia e presenca de Artepillin C, a 25 °C.
espacamento-d: distancia compreendida entre espessura da bicamada lipidica e camada de agua
entre as lamelas, para as vesiculas oligolamelares; zy: centro da distribui¢do gaussiana referente
a cabeca polar dos lipidios; oy: distribuicdo média de zy. pc: amplitude da gaussiana relativa a
on; oc. distribuicdo média da regido das cadeias acilicas; %ULVs: porcentagem de vesiculas
unilamelares no sistema; dg: espessura calculada das bicamadas lipidicas

Fase espacamento-d  zy(A) on (A) Pc oc(A) %ULVs dg(A)
DMPC 65,8+0,1 19,1+0,1 3* -0,90+0,05 4,2+0,3 82 50,2+0,2
DMPC+Artepillin C gel 71,4+0,5 192+0,1 2,4+0,3 -0,97£0,05 3,1+0,3 97 48,0+1,0
DMPC fluida 64,2+0,3 17,2+£0,2 3* -1,0£0,2 4,6x0,8 64 46,4+£0,4
DMPC+Artepillin C 66,9+0,4 16,9+0,2 2,9+0,2 -0,93+0,02 4,9+0,3 97 45,4+0,6
DPPC el 66,5+0,1 21,2+0,1 3* -0,80£0,02 4,1+0,1 63 54,4+0,2
DPPC+Artepillin C 71,2+0,5 21,2+0,1 2,6+0,1 -0,82+0,02 3,9+0,1 96 52,8+0,3
DPPC fluida 66,2+0,1 18,7+0,1 3* -1,0£0,03 4,1+0,1 63 49,4+0,2
DPPC+Artepillin C 68,0+0,3 18,8+0,1 2,3£0,1 -0,91+0,03 4,8+0,2 96 46,8+0,6

I(q) u.a.

*o valor de oy calculado no caso de vesiculas fosfolipidicas na auséncia de outros compostos é 3 A%

* bmpe - Fase fluida - 30 °C 14 - Fase fluida - 50 °C 14
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Figura 4.21. Diagramas de SAXS de vesiculas de DMPC (A), DPPC (B) e DOPC (C), na
auséncia e presenca de Artepillin C (razdo molar Artepillin C:lipidio 1:10).

Ainda, os parametros da Tabela 4.7 que refletem os perfis de densidade
eletrbnica indicam que a introducdo da Artepillin C, tanto em sistemas contendo
vesiculas de DMPC quanto de DPPC, causa um estreitamento das gaussianas que
representam a posicdo e distribuicio média das cabecas polares e modifica a
distribuicdo da densidade eletronica referente as cadeias acilicas. Estas alteragdes
resultam no afinamento das bicamadas, como indicado pelo parametro dg para os dois

sistemas de lipidios saturados estudados, em ambas as fases.

93



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.2.3. Influéncia da Artepillin C em
monocamadas de DMPC

Devido a similaridade dos efeitos causados pela Artepillin C em sistemas
contendo lipidios saturados de DMPC e DPPC, mostrados até agora a partir dos estudos
termodinamicos e estruturais, escolnemos o DMPC para investigar a interacdo da
Artepillin C em monocamadas constituidas por lipidios saturados, estudando alteracoes
em area ocupada por lipidio e também na presséo superficial do sistema, obtendo curvas
que refletem a compressdo da monocamada de Langmuir a uma temperatura constante.
A isoterma de DMPC foi primeiramente obtida com subfase aquosa na auséncia de
Artepillin C, comprimida de 0 mN.m™ até seu colapso, na pressio superficial de 47
mN.m™ (Figura 4.22-A, curva em preto). A area molecular média do DMPC,
determinado pela tangente da curva correspondente a fase liquido-condensada, foi
proximo a 80 A2 A isoterma tornou-se mais expandida quando a Artepillin C foi
adicionada a subfase (Figura 4.22-A, curva em vermelho). Neste sistema, a area
molecular média do DMPC passou a ser 85 A2, aumentando em relagdo a éarea
molecular calculada na auséncia do composto bioativo, confirmando que este interage e
é inserido na monocamada lipidica. Aléem da expanséo na isoterma, a Artepillin C altera
a pressdo superficial de colapso da monocamada de DMPC, atingindo valores proximo
a50 mN.m™.

A érea ocupada pela Artepillin C, calculada pela subtracdo da area ocupada por
lipidio na presenca e na auséncia de Artepillin C, ¢é alterada de acordo com o aumento
da pressdo superficial (Figura 4.22-B). A compressdao da monocamada, resultando no
aumento da pressdo superficial, expulsa a Artepillin C da interface até aproximadamente
n = 30 mN.m™. Apés este valor, a area alcanga um valor constante préximo a 2 A,
correspondendo a area ocupada pela Artepillin C no méximo empacotamento lipidico.
Outro importante parametro obtido através das isotermas refere-se ao moédulo de
compressdo maxima (Cs™): o valor encontrado deste parametro para a monocamada de

DMPC na auséncia de Artepillin C foi préximo a 120 mN.m™.
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Figura 4.22. A) Isotermas de monocamadas de DMPC na auséncia (curva em preto) e presenca
(curva em vermelho) de Artepillin C, obtidas a 25 °C. B) Area ocupada por Artepillin C na
monocamada, em funcdo da pressdo superficial.

O valor diminuido para 100 mN.m™ quando o composto bioativo estd presente na
subfase infere que este interage com a monocamada causando um aumento em sua
fluidez.

A pressdo superficial necessaria para que a monocamada na presenca da
Artepillin C seja colapsada € consistente com o efeito de superficie promovido pelo
composto, que contribui para 0 aumento da carga negativa na interface agua/lipidio.
Esse efeito leva a necessidade de pressdes mais altas para vencer a repulsdo eletrostatica
entre as cargas imposta pela Artepillin C, diferentemente do que ocorre nas

monocamadas constituidas apenas pelo DMPC.

4.4.2.4. Medidas de potencial zeta em vesiculas de
DMPC

A Figura 4.23 mostra as mudancas do potencial zeta na superficie das bicamadas
lipidicas pela insercdo da Artepillin C no sistema. Apesar da neutralidade elétrica dos
lipidios de DMPC, um potencial negativo (- 4,19 mV) é detectado na suspensdo lipidica
na auséncia da Artepillin C devido a carga negativa do grupo fosfatidil do DMPC. Um
ligeiro decréscimo no potencial é observado quando 2,5 mol% de Artepillin C interage

com as vesiculas de DMPC. A medida que a razdo molar Artepillin C/DMPC aumenta,
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como mostrado pelos pontos a partir de 5 mol%, o potencial zeta é reduzido
significantemente, atingindo valores proximos a -16,73 mV quando 20 mol% do
composto interage com as vesiculas. Estes resultados confirmam o que foi discutido até
agora: a Artepillin C é inserida nas bicamadas lipidicas promovendo modificacdes na

densidade de carga negativa da superficie devido sua preferéncia pela regido proxima a
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Figura 4.23. Valores de potencial zeta medidos para vesiculas de DMPC na auséncia e presenga
de Artepillin C, a 25 °C.

4.4.2.5. Investigacdo da interacdo da Artepillin C
com bicamada lipidica de DMPC por simulagdo
de dindmica molecular

Para melhor entender a interacéo entre a Artepillin C com o sistema formado por
bicamadas lipidicas de DMPC, realizamos simulacdes de dindmica molecular
atomistica. Duas diferentes razdes moleculares Artepillin C/DMPC, 5/128 e 10/128
foram investigadas. Todas as moléculas de Artepillin C foram posicionadas no bulk na
configuracdo inicial e as simulag¢fes foram realizadas durante 500 ns. Apds este tempo,
as moléculas de Artepillin C direcionaram-se espontaneamente dentro da bicamada
lipidica (Figura 4.24-F). A dinamica das moléculas de Artepillin C, tanto antes quanto
depois da entrada na bicamada lipidica, pdde ser avaliada pela contagem de contato
entre elas mesmas e elas com outras moleculas do sistema (lipidios e agua). A Figura
4.24-B mostra que todas as moléculas de Artepillin C no sistema agregam-se antes de

atingir a bicamada lipidica. Pelo mapa de contato referente a interagdo Artepillin C-
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Artepillin C (Figura 4.25-A, acima), € possivel observar um aumento nas contagens de
contato nos primeiros 100 ns, indicando que a formacdo dos agregados ocorre logo no
inicio da simulacdo. O estado de agregacdo é promovido devido a efeitos hidrofobicos
da Artepillin C em agua, que favorece a posterior insercdo da Artepillin C dentro da
bicamada lipidica. Esse fato auxilia no entendimento dos resultados obtidos ainda nos
estudos com o DOPC, onde a maior interacgdo e efeitos causados pela Artepillin C nas
bicamadas lipidicas foi a partir de certa concentracdo de agregacdo, alcancado apenas
em solucdo aquosa na auséncia de qualquer outro soluto, tal como o sal na solugédo
tamponada.

O contato da Artepillin C com as moléculas de DMPC e agua (Figura 4.25-A,
abaixo) revela a dindmica da entrada do composto na bicamada lipidica: nos primeiros
100 ns, devido ao posicionamento das moléculas de Artepillin C no bulk, o contato
existe apenas entre elas mesmas e elas com moléculas de agua, ainda sem contato algum
com as moléculas de DMPC até o0 momento em que atingem seu estado de agregacéo.
De 100 a 300 ns, as moléculas de Artepillin C comecam a dinamica de entrada na
bicamada lipidica (Figura 4.24 — C, D e E), aumentando assim a porcentagem de
contato médio com as moléculas de DMPC e, concomitantemente, diminuindo o contato
com a agua. Esse processo é acompanhado de um estado de desagregacdo das moléculas
de Artepillin C, observado mesmo antes da entrada destas moléculas na bicamada. Em
300 ns de simulacdo, a porcentagem de contato médio da Artepillin C com moléculas de
agua e lipidio é invertida: nesse momento, todas as moléculas de Artepillin C
encontram-se dentro da bicamada lipidica, mantendo seu estado desagregado. Ainda, a
dindmica molecular corrobora na afirmacdo de que as moléculas de Artepillin C
localizam-se proximas a interface agua/lipidio, permanecendo com uma porcentagem de

contato constante com as moléculas de dgua nos ultimos 200 ns de simulacéo.

97



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

L
200 ns

Figura 4.24. Interacdo entre Artepillin C e bicamada lipidica de DMPC: imagens coletadas
através de simulagdes de dindmica molecular ao longo de 500 ns.

Ainda foi possivel verificar através da simulacdo parametros que auxiliam nas
alteracdes estruturais causadas nas bicamadas lipidicas de DMPC a partir da entrada da
Artepillin C. Os dados revelam que a area ocupada por lipidio aumentou ao longo da
dindmica, independente da concentragdo de Artepillin C estudada (Figura 4.25-B): a
area media de 61,9 + 1,3 A2, ocupada por lipidio nas bicamadas na auséncia do
composto, alterou no final da simulagdo para 64,6 + 1,0 A2 e 66,3 + 1,1 A2, na presenca
de 5 e 10 moléculas de Artepillin C no sistema, respectivamente. Esse aumento na area
ocorre no momento inicial da interacdo do composto com a bicamada, sugerindo que a
perturbagédo causada pela Artepillin C na membrana ocorre logo a partir do seu estado
de desagregacdo e consequente entrada na bicamada. Estes resultados concordam com o
observado experimentalmente para as monocamadas de Langmuir, onde a presenga de
Artepillin C afeta no acréscimo de area ocupada por lipido em 2 A2, aproximadamente o

mesmao valor encontrado na simulagéo.
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Figura 4.25. A) Mapa de contato em funcdo do tempo de simulagio; B) Area ocupada por
lipidios em funcdo do tempo de simulacdo; C) Mapa de contorno da espessura da bicamada
lipidica para os altimos 10 ns de simulacédo (scala de cor representa a espessura da bicamada ao
longo da diregdo normal da superficie); D) Parametro de ordem das cadeias acilicas do DMPC;
E) Perfil de densidade eletronica obtido nos dltimos 10 ns de simulag&o.

Anédlises na espessura média da bicamada nos ultimos 10 ns de simulagdo revela
que a Artepillin C causa um ligeiro afinamento na membrana, diminuindo cerca de
2,2%, passando de 3,56 nm no sistema de DMPC puro para 3,48 £ 0,14 nm, quando 10
moléculas de Artepillin C interagem com a bicamada lipidica. Os valores tedricos
encontrados da espessura da bicamada lipidica de DMPC em fase fluida, através da
simulacdo computacional, ndo foram os mesmos revelados pela técnica de SAXS neste
mesmo sistema estudado. Na simulacdo a espessura é calculada pela distancia média
entre os atomos do grupo fosfato das camadas interna e externa da membrana, enquanto
que os valores experimentais levam em conta a posicdo média da cabeca polar (zy) e
sua largura (oy). Apesar da diferenca entre os valores das espessuras médias
encontradas tanto experimentalmente quanto teoricamente, o efeito de afinamento de
cerca de 2,2% da bicamada lipidica pela Artepillin C foi similar em ambos 0s casos.

Outro aspecto interessante encontrado pela dindmica molecular relaciona-se ao
afinamento ndo homogéneo da bicamada lipidica, como mostrado pela figura 4.25-C,
que representa um mapa de espessura da bicamada lipidica durante os ultimos 10 ns de
simulacgdo. A regido representada pela cor verde revela que a regido da bicamada que
circunda a Artepillin C tem sua espessura diminuida, contribuindo para o afinamento da

espessura da membrana como um todo.
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As analises de espessura foram seguidas do estudo da densidade eletrénica das
bicamadas lipidicas no periodo final da simulacdo, revelando que o posicionamento
preferencial da Artepillin C na bicamada lipidica é préximo ao grupo fosfato, afetando
as regibes da cabeca polar e também dos carbonos que conferem o inicio da cadeia de
hidrocarboneto. As moléculas séo igualmente distribuidas nas camadas interna e externa
da membrana, posicionando-se com seus grupos prenilados voltados para a cadeia de
hidrocarboneto e o grupo que confere a carga negativa mais proximo a interface
agua/lipidio, como revelado pelo esquema ilustrativo obtido atraveés da simulagédo
(Figura 4.26).

Figura 4.26. llustragdo esquemdtica de moléculas de Artepillin C inseridas na bicamada
lipidica. A carga negativa no oxigénio (vermelho), localizado no &cido carboxilico, posiciona-se
voltado para a interface agua/lipidio, representada aqui pelos atomos de fosfato (roxo) e agua
(pontos azuis), enquanto os grupos prenilados estdo voltados para a regido hidrofébica.

A terceira analise estrutural investigada é revelada pelo parametro de ordem das
cadeias de hidrocarboneto das bicamadas de DMPC. Pela Figura 4.25-D é possivel
observar que a insercdo das moléculas de Artepillin C diminui, quantitativamente, o
parametro de ordem das cadeias hidrofobicas. Apesar das mudancas estruturais e
termotropicas das membranas de DMPC causadas pela Artepillin C mostradas através
de experimentos e da dindmica molecular, a ligeira alteracdo no parametro de ordem,
revelada pelos valores medios equivalentes, infere que estas alteragdes estruturais

afetam minimamente a mobilidade das cadeias acilicas (Figura 4.25-D), sugerindo que
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as alteracdes que mostram o aumento da area ocupada por lipidio é seguida de pequenas
mudangas no pardmetro de ordem. A Figura 4.25-D também revela que as maiores
mudangas no parametro de ordem ocorrem entre o carbono 5 da cadeia e o carbono 11.
Estas mudancas reveladas pelo pardmetro de ordem sdo contréarias a alguns efeitos
observados para outras pequenas moléculas: para o colesterol, alcool e DMSO, em suas
interagBes com membranas modelo constituidas por fosfatidilcolina, 0 aumento na area

ocupada por lipidio implica num aumento do parametro de ordem®®*,

4.4.2.6. Estudo dos efeitos da Artepillin C em
GUVs de DPPC por microscopia confocal de
fluorescéncia

O estudo morfol6gico de membranas modelo formadas por lipidios saturados foi
realizada utilizando-se GUVs de DPPC na fase gel devido ao estudo posterior das
vesiculas constituidas pela mistura de DOPC, DPPC e colesterol, para investigar se este
ultimo composto influencia nos efeitos da Artepillin C nas vesiculas. Assim como para
0 estudo do DOPC, mostrado neste trabalho, as imagens das GUVs foram obtidas
utilizando-se a microscopia confocal de fluorescéncia, inserindo-se a sonda fluorescente
DilCyg no sistema, na razdo molar DilC1g/DPPC 1:200 mol/mol. Seguindo-se a mesma
metodologia apresentada para o experimento com o DOPC, concentrac@es de Artepillin
C foram adicionadas na suspensdo lipidica e 0 comportamento das GUVs pelo efeito do
composto foi observado ao longo do tempo, como representado pela Figura 4.27.
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Figura 4.27. Imagens da projecdo 3D no plano-Z de GUVs constituidas por DPPC, obtidas por
microscopia confocal de fluorescéncia. As imagens foram coletadas na auséncia e na presenca
de Artepillin C no sistema em fungéo do tempo, a 25 °C.

N&o foram observadas alteragdes morfologicas nas estruturas das vesiculas nos
primeiros 20 minutos, pela insercdo de até 120 umol.L™ de Artepillin C (Figura 4.27D -
21 minutos). Neste instante, foi adicionado mais 80 pmol.L™ e em pouco tempo ap6s
esta insercdo, como observado no tempo de 24 minutos, houve uma redistribuicdo na
intensidade de fluorescéncia do DilCyg, resultando em pontos espalhados nas GUVs
com maior intensidade. Essas regides, assim como mostrados nos experimentos
realizados para as GUVs de DOPC, podem estar vinculadas a localiza¢des especificas
da Artepillin C nas bicamadas, refletindo nos pontos de fluorescéncia mais intensos pelo
acimulo da sonda fluorescente juntamente aos agregados lipidicos formados.
Diferentemente do observado para as vesiculas constituidas por DOPC, para o
experimento com o DPPC ndo foram visualizados as liberacfes de lipidios a partir da
membrana principal, indicando apenas a ocorréncia da criagcdo dos pontos fluorescentes

distribuidos nas vesiculas.
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4.4.2.7. Extravasamento por microscopia confocal

A Figura 4.28-esquerda mostra a diminui¢do na intensidade de fluorescéncia
da sonda Alexa Fluor 488 no interior das GUVs constituidas pelo DPPC na fase gel. As
curvas sao referentes as medidas realizadas na auséncia e presenca de Artepillin C ao
longo do tempo. A intensidade medida, assim como ja observado para o experimento
realizado com as GUVs de DOPC, é perdida em até 20% devido a processos de
photobleaching e pela inser¢do de MeOH na razdo volumétrica (1:100 MeOH/4agua) ao
longo das medidas. Para a concentracdo de 100 pmol.L™ de Artepillin C inserida na
suspensdo, o efeito do vazamento de fluorescéncia é bem proximo ao observado para o
experimento realizado na auséncia do mesmo, indicando que nessa concentracdo a
Artepillin C ndo induz abertura de poros ou mudancas na permeabilidade de vesiculas
de DPPC na fase gel. Ainda, como observado atraves da fluorescéncia do DilCig na
bicamada lipidica, essa concentracdo estudada ndo afeta a morfologia da vesicula
(Figura 4.28-direita). No caso de 200 pmol.L™ de Artepillin C inserido na suspenséo, a
intensidade do Alexa Fluor 488 no interior da GUV diminui em até 50% ao longo de 30
minutos e a sua estrutura é alterada, indicando que os efeitos do composto bioativo para

as vesiculas de DPPC ocorrem em altas concentraces.

114 GUVs de DPPC Arteplllln c
1.0 4 E % T T
=09 I ! 100 pmol. L™
SRR .
5] DO 30 minutos
o [
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E 054 | | |
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£ 039 o MeOH 1% () ;
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Figura 4.28. Extravasamento da sonda fluorescente Alexa Fluor 488 a partir do interior de
GUVs de DPPC por medidas de microscopia confocal. Esquerda: intensidade de fluorescéncia
da sonda no interior das GUVs de DPPC em funcdo do tempo. Direta: imagens coletadas das
GUVs de DPPC antes e depois da insergdo de 100 e 200 umol.L™ da Artepillin C na suspens&o.
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4.4.2.8. Analises da fluidez das bicamadas
lipidicas em GUVs de DPPC por medidas de
LAURDAN-GP

As medidas analisadas até agora pela técnica de microscopia confocal
com excitagdo 1-foton, tanto no estudo morfolégico da GUV quanto no efeito da
criacdo de poros e mudanca na permeabilidade, revelam que das duas concentragdes de
Artepillin C estudadas, apenas a de 200 pmol.L™ afeta significantemente suas
propriedades. Com base nesse conhecimento, neste tdpico estdo apresentados o0s
resultados referentes a analise do LAURDAN-GP na GUV de DPPC, na fase gel, na
auséncia e presenca de 200 pmol.L™ de Artepillin C. Independente do tempo de
analise observa-se, através da Figura 4.29, que o valor 0,53 + 0,05 obtido para a GUV
na auséncia de Artepillin C altera ligeiramente, aumentando para 0,55 + 0,05 apds
cinco minutos da insercdo do composto, porém, ainda dentro do valor médio
encontrado no primeiro instante. Isso também ocorre ao longo dos 20 minutos de
medida, tempo em que os efeitos da Artepillin C causados para este sistema ja haviam
sido observados no estudo realizado pela microscopia confocal de um féton. Estes
resultados indicam que, por mais que sejam observados efeitos relacionados a mudanga
estrutural das bicamadas ou a alteraces em sua permeabilidade, o empacotamento

lipidico permanece inalterado, mantendo a rigidez da fase gel da vesicula de DPPC.

200 pmol.L™ Artepillin C

av= 0,55315sd= 0,050 n=4727 av= 0,57440 sd= 0,052 n=4119 av= 054601 sd= 0,061 n=2442

Figura 4.29. Imagens de GUVs constituidas de DPPC, obtidas através da microscopia confocal
com excitagdo 2 fotons (Aexe = 780 nm), utilizando-se a técnica LAURDAN-GP. As imagens sdo
acompanhadas dos histogramas do valor obtido, calculados na auséncia e na presenca de 200
umol.L™ de Artepillin C em funcéo do tempo.
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4.4.3. Efeitos da Artepillin C em vesiculas de mistura
ternaria DOPC/DPPC/Colesterol

Os tdpicos ja trazidos nesta secdo de resultados, relacionados aos estudos dos
efeitos da Artepillin C em vesiculas constituidas por lipidios insaturados (DOPC) e
saturados em fase fluida e gel (DMPC e DPPC), revelam que este composto interage
principalmente com as vesiculas fosfolipidicas a partir de certa concentracdo de
formacéo de agregados, e, como conferido pelos resultados de dinamica molecular, os
efeitos causados ocorrem quando estas moléculas desagregam e afetam principalmente a
regido mais proxima a interface agua/lipidio.

Neste ultimo topico, os resultados apresentados sdo referentes a interacdo da
Artepillin C em um sistema de mistura composta pelos fosfolipidios DPPC e DOPC,
além do colesterol, resultando num sistema ternario que formam duas fases: liquido-
ordenada (lo) e liquido-desordenada (lg). Em temperatura ambiente, a razdo molar da
mistura ternaria DOPC/DPPC/Colesterol 23:47:30 resulta numa vesicula cuja as fracdes
de area correspondentes as fases |, e l4 coexistem e sdo, respectivamente, em termos de
porcentagem, 67,5% e 32,5% da area total, como representado pelo diagrama de fases
(Figura 4.30). A principal investigacao nesta parte do trabalho € analisar se 0 composto
pertencente a familia dos esterodis afeta as propriedades de interacdo da Artepillin C
nestes sistemas fosfolipidicos. Os resultados s&0 mostrados nos subtopicos que seguem.

Cholesterol 1.0 Referéncia N xeol xpoze XpeEc At/A G(AA)

1 045 0.20 0.35 0.816 0.068

2 5 045 0.08 0.47 0.897 0,023

0.8 4 5 0.40 0.25 0.35 0.706 0.064
C 5 5 0.40 0.13 0.47 0.824 0.020

6 4 0.35 0.42 0.23 0513 0.139

7 6 0.35 0.30 0.35 0.669 0.126

0.6 8 5 0.35 0.18 0.47 0.771 0.022
9 5 0.35 0.10 0.55 0.875 0.048

a 10 0.30 0.47 0.23 0.091 0.090

0.4 b 11 0.30 0.35 0.35 0.467 0.098

: Ic 10 0.30 0.23 0.47 0.675 0.044]

d 10 0.30 0.15 0.55 0.850 0.045

10 5 0.25 0.47 0.28 0.314 0.066

0.2 1 5 0.25 0.35 0.40 0.574 0.053
12 5 0.25 0.23 0.52 0.688 0.067

13 5 0.25 0.15 0.60 0.779 0.084

0 14 5 0.20 0.60 0.20 0.190 0.047
15 5 0.20 0.47 0.33 0.431 0.058

16 5 0.20 0.35 0.45 0.535 0.140

17 5 0.20 0.23 0.57 0.704 0.088

18 5 0.20 0.15 0.65 0.850 0.062

Figura 4.30. Diagrama de fases representando as fracdes de area da fase I, depentente da razao
molar da mistura ternaria DOPC/DPPC/Colesterol. A tabela ao lado representa as referéncias
marcadas no diagrama. A mistura ternéria do trabalho corresponde a letra c. Adaptado de [92].
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4.43.1. Medidas de calorimetria diferencial de
varredura em vesiculas de mistura ternaria
DOPC/DPPC/Colesterol

A Figura 4.31 mostra as curvas obtidas para o sistema contendo vesiculas
formadas pela mistura ternaria DOPC/DPPC/Colesterol na razdo molar 23:47:30, no
intervalo de 5 °C a 55 °C. Devido ao DOPC ter uma transicao de fase proxima a -20 °C,
é importante ressaltar que neste intervalo de temperatura medido obtemos apenas a
transicdo de fase da fase liquido ordenada, que consiste na mistura DPPC/Colesterol.
Esta mistura apresenta o pico de transi¢cdo proximo a 32,6 °C, na auséncia de Artepillin
C, indicando que a presenca de colesterol reduz a temperatura de transicdo do DPPC
cerca de 9 °C e alarga o pico referente a sua transicdo, diminuindo a variacdo de
entalpia do processo. Estas alteracdes refletem na fluidificacdo dos lipidios de DPPC. A
presenca de 1 mol% de Artepillin na suspensdo causa um pequeno aumento no valor da
temperatura de transicdo sem uma mudanca significativa na variacdo de entalpia
(Tabela 4.8). Nas concentragfes de 5 e 10 mol% de Artepillin C, a fase |, das vesiculas
sofre uma alteracdo que reflete ainda mais no aumento da temperatura de transicéo,
porém, mantendo-se a variacdo de entalpia do processo de acordo com o encontrado
para as vesiculas na auséncia de Artepillin C. Ainda, é possivel notar que as curvas
obtidas para estes sistemas contendo as mais altas concentragdes de Artepillin C tem o
pico de transicdo compreendido num intervalo de temperatura maior em comparagao
com o dado trazido para estas vesiculas na auséncia do composto, indicando que sua
presenca auxilia na perda de cooperatividade lipidica desta fase, mesmo mantando-se

constante a entalpia necessaria para que ocorra a transicao.
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Figura 4.31. Curvas DSC de dispersdo lipidica (10 mmol.L™") de vesiculas multilamelares de
DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30 mol/mol), na auséncia e presenga de concentragbes de
Artepillin C nas raz6es molares Artepillin C:lipidio 1:100, 5:100 e 10:100. O intervalo de
temperatura medido para o sistema varia de 5 °C a 55 °C.

Tabela 4.8. Parametros termodinamicos obtidos através da analise das curvas de DSC, medidas
para a suspensdo de vesiculas multilamelares formadas pela mistura ternéaria
DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30 mol/mol), na auséncia e presenca de concentragdes de
Artepillin C. T¢ = temperatura da transic¢do principal; 4Hc = variagdo de entalpia correspondente
ao pico de transicédo principal

DOPC/DPPC/Colesterol (23/47/30 mol/mol - 10 mmol.L™?)
Artepillin C (mol%) Tc (°C) AH¢ (Kcal/mol)

0 32,6 1,440,3
1 32,6 1,240,4
5 34,9 1,30,3
10 36,5 1,440,3
4.4.3.2. Investigacdo nas mudancas estruturais

das bicamadas lipidicas em vesiculas de mistura
ternaria DOPC/DPPC/Colesterol

Medidas de difracdo de raio-X foram realizadas para analisar possiveis
alteraces nas membranas constituidas pela mistura ternaria, causadas pela Artepillin C.
Assim como ja observado principalmente para as suspensdes contendo vesiculas
saturadas, a presenca do composto em suspensdes de vesiculas formadas pela mistura

ternaria também auxilia no aumento do nimero de vesiculas unilamelares no sistema,
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refletindo no desaparecimento do pico pronunciado préximo a 0,2 A no diagrama de
SAXS obtido para a suspensdo na auséncia de Artepillin C (Figura 4.32-A). O
pardmetro referente a porcentagem de vesiculas unilamelares no sistema, como
mostrado na Tabela 4.9, mostra que a presenca de Artepillin C influenciou num
aumento de 52% para 87% destas vesiculas no sistema, mais que a quantidade formada
para a suspensdo contendo vesiculas de DOPC e por volta de 10% menos que a
porcentagem obtida para bicamadas formadas pelos lipidios saturados, tanto na fase gel
quanto fluida. Levando em conta que a repulsdo eletrostatica entre as camadas destas
estruturas oligolamelares dependem do posicionamento da Artepillin C nas bicamadas
lipidicas, podemos inferir que a presenca de colesterol na regido do DPPC afeta a sua
fluidez e permite que a Artepillin C tenha acesso a regides mais abaixo da interface
agua/lipidio, diminuindo o potencial eletrostatico que auxilia na formacdo espontanea
de vesiculas unilamelares. Ainda, a possivel presenca de colesterol na fase l4 pode criar
um efeito de enrijecimento do DOPC®, impedindo que a Artepillin C acesse regides
abaixo da cabeca polar como mostrado na analise da interagdo do composto com as
vesiculas formadas apenas por DOPC. Medidas complementares de SAXS para
sistemas contendo vesiculas multilamelares da mistura ternaria foram realizadas para
investigar a influéncia do composto bioativo na formacdo espontdnea de vesiculas
unilamelares (Figura 4.32-B). De acordo com os diagramas, a presenca do composto
auxilia no pronunciamento discreto da curva que reflete a presenca de vesiculas
unilamelares, corroborando com o que foi encontrado nas medidas com as suspensdes
extrusadas.

Com relagdo as propriedades estruturais das membranas, os parametros de ajuste
obtidos através do ajuste do perfil de densidade eletrdnica das vesiculas (Figura 4.33)
indicam que a Artepillin C altera o perfil de densidade eletrdnica das vesiculas, afetando
minimamente a espessura, como observado pelos valores médios calculados de dg
(Tabela 4.9). Estes resultados inferem que o colesterol influencia na agdo da Artepillin
C, impedindo que a ligeira alteracdo na espessura da membrana ndo ocorra nesta

mistura ternaria.
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Figura 4.32. Diagramas de SAXS de vesiculas extrusadas (A) e ndo-extrusadas (B), compostas
da mistura ternaria DOPC/DPPC/Colesterol, na razdo molar 23:47:30, na auséncia e presenca de
Artepillin C (razdo molar Artepillin C/lipidio 1:10), a 25 °C.

Densidade eletrdnica (e/As)

—TM
—— TM + Artepillin C

T T T T T T T
-30 -20 -10 0 10 20 30
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Figura 4.33. Perfil da densidade eletronica de vesiculas constituidas da mistura
DOPC/DPPC/Colesterol na razdo 23:47:30, na auséncia e presenca de Artepillin C (razdo molar
Anrtepillin C/lipidio 1:10), a 25 °C.
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Tabela 4.9. Parametros de ajuste dos diagramas de SAXS obtidos para medidas de vesiculas
formadas por DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30 mol/mol), na auséncia e presenca de Artepillin
C, a 25 °C. espagamento-d: distdncia compreendida entre espessura da bicamada lipidica e
camada de &gua entre as lamelas, para as vesiculas oligolamelares; zy: centro da distribuicdo
gaussiana referente a cabeca polar dos lipidios; oy: distribuicdo média de zy; pc: amplitude da
gaussiana relativa a oy; oc: distribuicio média da regido das cadeias acilicas; %ULVs:
porcentagem de vesiculas unilamelares no sistema; dg: espessura calculada das bicamadas
lipidicas

espagamento-d 4 o pc oc % ULVs ds (A)

DOPC/DPPC/Col 65,8+0,1 19,1+#0,1  3,0+0,1 -0,90+0,05 4,2+0,3 52 50,2+0,4
DOPC/DPPC/Col

71,4+0,5 192+0,1 2,4+0,3 -0,97+0,05 3,1+0,3 87 48,0+1,0
+Artepillin C

4.4.3.3. Visualizacdo dos efeitos em vesiculas de
mistura  ternaria DOPC/DPPC/Colesterol  por

microscopia confocal de fluorescéncia

Vesiculas constituidas de mistura ternaria DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30
mol/mol) foram visualizadas através da microscopia confocal utilizando-se, como para
0S outros sistemas aqui estudados, a sonda fluorescente DilCig, que particiona-se
preferencialmente com a fase Iy nessa mistura®. A Figura 4.34 mostra a projecéo 3D da
GUV na suspensdo, sendo a fase Iq4 representada pela regido com maior intensidade de
fluorescéncia e com menor area de ocupacao na GUV. Os efeitos da Artepillin C nas
vesiculas foram observados ao longo do tempo, em duas condi¢des: na primeira, pela
adicdo de aliquotas do composto aumentando sua concentracdo ao longo do tempo,
partindo de 40 pmol.L™ e atingindo 200 pmol.L™, num periodo de aproximadamente 90
minutos de observacdo (Figura 4.34). Na segunda condicdo, adicionando-se 200
umol.L™ diretamente na suspensdo lipidica (Figura 4.35).

Né&o foram observadas alteracbes morfoldgicas nas GUVs a partir da adicdo de
40 umol.L™ de Artepillin C nos primeiros 20 minutos. Ap6s este periodo, inserindo-se
mais 80 umol.L™ do composto na suspensdo, totalizando 120 pmol.L™?, a separacdo de
fase resultante da mistura lipidica foi desfeita apds alguns minutos de observacao,
resultando-se na criagdo de regides constituidas de DOPC distribuidas pela fase I,
(Figura 4.34 — 30 minutos).
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Figura 4.34. Imagens da projecio 3D de GUVs constituidas pela mistura
DOPC/DPPC/Colesterol  (23:47:30 mol/mol), obtidas por microscopia confocal de
fluorescéncia. As imagens foram coletadas na auséncia e na presenca de Artepillin C no sistema
em funcédo do tempo, a 25 °C.

Quando o tempo de observacdo atingiu 60 minutos, ou seja, 40 minutos apos a adicdo
de 120 umol.L™ de Artepillin C na suspensdo, efeitos relacionados & criagdo de excesso
de érea na GUV pdde ser visualizado (Figura 4.34 — 60 minutos). Apés 15 minutos da
observacao de alteracdes na curvatura média da vesicula, foram adicionados mais 40
umol.L™? de Artepillin C, totalizando 160 pmol.L™ do composto na amostra. Nesta
concentracdo, verificamos que efeitos similares aos j4 observados para 0s outros
sistemas estudados foram obtidos: regides referentes a agregados lipidicos,
representados por pontos distribuidos na GUV com alta intensidade de fluorescéncia,
foram criados concomitantemente a perda significativa na intensidade de fluorescéncia
da regido liquido-ordenada (Figura 4.34 — 75 minutos). Ap0s atingir a concentracdo de
200 pmol.L™ de Artepillin no sistema, ambas as regides referentes as fases I, e lg
sofreram perda na intensidade de fluorescéncia, seguido da criacdo de mais agregados
lipidicos na vesicula (Figura 4.34 — 80 e 90 minutos).

Devido ao longo tempo de observacdo necessario para observar os efeitos
causados pela Artepillin C nas vesiculas constituidas pela mistura ternaria, a segunda

condicdo experimental imposta para estas medidas foi a anélise da interacdo de 200
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umol.L ™! da Artepillin C inserido diretamente nas vesiculas, investigando se 0s mesmos
efeitos observados ao longo dos 60 minutos sdo visualizados em um tempo menor,

como representado pela Figura 4.35.

Figura 4.35. Imagens da projecio 3D de GUVs constituidas pela mistura
DOPC/DPPC/Colesterol  (23:47:30 mol/mol), obtidas por microscopia confocal de
fluorescéncia. As imagens foram coletadas na auséncia e na presenca de 200 umol.L™" de
Avrtepillin C no sistema em funcéo do tempo, a 25 °C.

A primeira representacao nesta série de imagens refere-se a projecdo da GUV no
plano-Z cinco minutos ap6s o momento em que 200 pmol.L™ de Artepillin C foi
inserido na suspensao lipidica (Figura 4.35 — 5 minutos). A separacdo de fases
indicando a coexisténcia o/l pode ser observada com o ligeiro aparecimento de um
ponto com alta intensidade de flurescéncia na regido lg. Em nove minutos, a intensidade
de fluorescéncia em ambas as fases diminui seguida do surgimento de mais pontos
indicando a presenca de agregados lipidicos distribuidos principalmente na fase Ig
(Figura 4.35 — 9 minutos). Nenhuma diferenca foi notada a partir do tempo de 14
minutos, onde 0s mesmos efeitos mostrados no tempo de 9 minutos seguiram com a
criacdo de regides constituidas de DOPC distribuidas pela fase I, (Figura 4.35 — 14
minutos). Estes dados indicam que os efeitos causados pela Artepillin C nas vesiculas
constituidas pela mistura ternaria sdo potencializados de acordo com o aumento da

concentracéo.
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4.4.3.4. Extravasamento por microscopia confocal

A andlise do extravasamento da sonda fluorescente Alexa Fluor 488 a partir
do interior das GUVs formadas pela mistura DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30
mol/mol) indica que, por mais que sejam observadas alteracdes morfoldgicas nas
vesiculas a partir da interacdo destas vesiculas com a Artepillin C, estas ndo sofrem
mudancas relacionadas as altera¢cdes em suas permeabilidades ou aberturas de poros. A
intensidade de fluorescéncia da sonda Alexa Fluor 488 manteve-se acima de 80% dentro
das GUVs durante todo o tempo de observacdo, tanto para os experimentos realizados
na auséncia ou na presenca da Artepillin C (Figura 4.36), indicando que esta ligeira
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia pode ter ocorrido por efeitos de
photobleaching e pela insercdo de metanol na suspensdo, na razdo 1:100 MeOH:agua
(v/v). Este resultado obtido, diferentemente do encontrado para as analises de vesiculas
constituidas apenas por DPPC ou DOPC, indica que presenca do colesterol na
membrana auxilia na manutencdo da sua permeabilidade, mesmo que estas bicamadas
lipidicas sofram alteragdes morfoldgicas na presenca da Artepillin C. As diferencas nos
resultados encontradas para 0s experimentos de extravasamento, na auséncia e presenca
do colesterol, permitem inferir que o modo de acdo da Artepillin C contra o
fitopatdgeno P. aphanidermatum pode influenciar nas mudancas estruturais das
membranas e na desintegracdo citoplasmatica dos micélios e esporos do fitopatdgeno.
Contrariamente, ja foi identificado que outros compostos bioativos ndo inibem a difusédo
de patdgenos que possuem esterdis na composicao de suas membranas citoplasmaticas,
corroborando com o fato de que sua auséncia influencia na atividade destes compostos,
alterado a permeabilidade e desintegrando a membrana citoplasmatica®.

Ainda, as imagens coletadas da regido equatorial das vesiculas indicam o
mesmo observado nas analises apresentadas no subtopico anterior: a sonda DilCyg
inicialmente distribuida na bicamada lipidica perde a intensidade de fluorescéncia ap6s
a insercdo de 200 umol.L™ de Artepillin C no sistema, restando apenas alguns pontos de

alta intensidade fluorescente da sonda.
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Figura 4.36. Extravasamento das sonda fluorescente Alexa Fluor 488 a partir do interior de
GUVs formadas pela mistura DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30 mol/mol) por medidas de
microscopia confocal Esquerda: intensidade de fluorescéncia da sonda no interior das GUVs em
funcdo do tempo. Direita: imagens coletadas das GUVs constituidas pela mistura ternaria antes
e depois da insercdo 200 umol.L™ da Artepillin C na suspensao.

4.4.3.5. Anédlises da fluidez das bicamadas
lipidicas em vesiculas de mistura ternaria
DOPC/DPPC/Colesterol por medidas de
LAURDAN-GP

A Ultima andlise dos efeitos de Artepillin C nas vesiculas constituidas pela
mistura ternaria estudada neste trabalho é relacionada a mudanca na fluidez através da
técnica de LAURDAN-GP, inserindo-se duas diferentes concentraces do composto
bioativo na suspensdo lipidica: 100 e 200 pmol.L™. Os efeitos sdo observados nos
primeiros minutos apos a insercdo da Artepillin C, mesmo em menor concentracdo: O
valor de LAURDAN-GP calculado para a regido da GUV referente a fase |, aumenta de
0,552 + 0,038 para 0,635 + 0,056 e 0,633 + 0,038 para 100 e 200 pmol.L™ da Artepillin
C na suspensao, respectivamente, indicando que sua interagdo com as vesiculas causa
um enrijecimento lipidico desta fase (Figura 4.37). A intensidade de fluorescéncia do
LAURDAN na fase l4 foi diminuida ao longo do tempo de observagdo para ambas as
concentragOes de Artepillin C nas suspensdes lipidicas, principalmente para a amostra
contendo 200 pmol.L™, impossibilitando o calculo de LAURDAN-GP para esta fase,
nesta concentracdo. Na andlise da interacdo de 100 pmol.L™ de Artepillin C, essa
diminuicdo na intensidade da fluorescéncia relacionada a fase lq contribuiu para um

aumento na incerteza no valor do LAURDAN-GP calculado, enquanto para a
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suspensdo contendo 200 pmol.L™ do composto bioativo, apenas foi possivel obter os
valores de LAURDAN-GP em pontos de alta intensidade de fluorescéncia criados e
distribuidos nas GUVs, encontrados fora da regido equatorial das GUVs. Nestas duas
situacOes, os valores de LAURDAN-GP sofreram um aumento referente ao valor inicial
encontrado na auséncia de Artepillin C, inferindo que a regido l4 sofre um aumento em
sua rigidez a partir da interacdo do composto bioativo e que o0s pontos de alta
intensidade de fluorescéncia refletem uma restricdo no movimento lipidico devido a
formacéo de agregados lipidicos, resultando no aumento do valor de LAURDAN-GP

nestes pontos.
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Figura 4.37. GUVs constituidas de DOPC/DPPC/Colesterol (23:47:30 mol/mol), obtidas
através da técnica LAURDAN-GP. A) Valores de LAURDAN-GP calculados nas fases |o/l4; B)
GUVs obtidas em fungdo do tempo, ap6s interagdo de 100 umol.L™ de Artepillin C. C) GUVs
obtidas em funcgdo do tempo, apés interagdo de 200 umol.L™ de Artepillin C. D) Imagens de
GUVs coletadas em plano focal diferente da regido equatorial, ap6s interacdo de 200 pumol.L™
de Artepillin C.
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A propolis verde, coletada pelas abelhas da espécie Apis mellifera na regido do
cerrado brasileiro possui atividades contra o fitopatdgeno da espécie Pythium
aphanidermatum, principalmente devido a presenca da classe de compostos derivados
do &cido cinamico, revelado a partir dos ensaios bioguiados com o auxilio das técnicas
cromatogréaficas e da espectrometria de massa empregadas neste estudo. Dentre 0s
compostos pertencentes & fragdo bioativa, a Artepillin C foi identificada sendo o
composto majoritario nestes produtos e bioativa contra o fitopatdgeno em estudo,
revelado através de testes realizados com este composto isolado numa faixa de
concentragéo.

Anadlises dos espectros de absorcdo Optica da Artepillin C em solucéo contendo
agua milli-Q, tampdo fosfato e metanol revelaram que as interacdes fisico-quimicas no
sistema formado para as solucdes de Artepillin C em metanol e em tampéao permanecem
inalteradas mesmo com o aumento de sua concentracdo no sistema, indicando uma
manutencdo em sua forma monomeérica, enquanto que o sistema contendo agua milli-Q
como solvente revela o surgimento de agregados a partir da concentracdo de 30
umol.L™ da Artepillin C.

Em relacdo aos experimentos realizados para investigar a interacdo da Artepillin
C com os modelos miméticos de membranas bioldgicas, podemos concluir que o carater
anfifilico do composto, elevado pela presenca dos grupos prenilados ligados ao &cido
cinamico, favorecem a inser¢cdo do composto nas vesiculas, principalmente em seu
estado agregado. Estas conclusGes puderam ser inferidas devido as alteracdes nas
propriedades das bicamadas lipidicas na presenca da Artepillin C, podendo causar,
especificamente para o caso de fitopatdgenos como o P. aphanidermatum, perdas
funcionais das proteinas de membranas, liberacdo de eletrolitos intracelulares e
desintegracao citoplasmatica dos micélios e esporos.

Ainda, as diferentes composic@es lipidicas nas vesiculas influenciam no modo
de interacdo do composto com as bicamadas e consequentes alteracdes em suas

estruturas, principalmente na presenca do colesterol, que auxilia na manutencdo da

117



CAPITULO 5- CONCLUSOES

permeabilidade da bicamada lipidica, que pode contribuir para a integridade do
conteldo citoplasmatico da célula. De forma geral, a Artepillin C tende a:

i) permanecer proximo a regido da interface agua/lipidio, na regido polar da
membrana, com a carga negativa voltada para a 4gua e orientacdo na direcdo normal a
superficie;

i) diminuir ligeiramente a espessura das bicamadas, principalmente quando
estas sdo formadas por lipidios saturados;

iii) causar mudancas na curvatura espontanea das vesiculas a partir de uma certa
concentracdo, podendo resultar na liberacdo dos lipidios em excesso e na criacdo de
regides de alta densidade lipidica na superficie das vesiculas;

iv) alterar a fluidez das vesiculas, sobretudo causando um aumento em vesiculas
constituidas de fosfolipidios insaturados e da mistura ternaria DPPC/DOPC/Colesterol
na razdo molar 23:47:30.

V) acarretar o aumento da permeabilidade das bicamadas lipidicas formadas
pelos lipidios saturados e insaturados, com excecdo das vesiculas formadas pela
coexisténcia de fases I, e lg, devido a presenca do colesterol.

Estas informacg6es sdo relevantes para entender os efeitos da Artepillin C em
membranas modelo e ganhar conhecimentos sobre 0s mecanismos moleculares

envolvidos na atividade bioldgica do composto.
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