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Resumo

Incio, Jimmy Llontop; Louro, Sonia Renaux Wanderley (Orientadora).
Estudos espectroscépicos de fluorquinolonas e seus complexos de
cobre(ll): interacdo com micelas, lipossomas e nanocompdasitos de ouro.
Rio de Janeiro, 2018. 120p. Tese de Doutorado — Departamento de Fisica,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Norfloxacina (NFX) é um antibidtico fluorescente de amplo espectro
bacterioldgico, membro da familia das fluorquinolonas (FQs). A interacdo das FQs
com ions metélicos pode incrementar a acdo bactericida e agir contra a resisténcia
das bactérias frente aos antibidticos. Diversos exemplos de complexos mistos de
norfloxacina e Cu(ll) podem ser encontrados na literatura. A compreensdao dos
mecanismos moleculares de interacdo desses antibidticos com os diferentes
componentes das células e com nanoparticulas de ouro, como transportadores do
farmaco, é extremamente importante. Para entender essas interacdes, neste trabalho
utilizamos diferentes técnicas espectroscopicas, como espectroscopia de
fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo, absorcdo de luz UV-Visivel e
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE). A interacdo de NFX e do complexo
ternario Cu(ll):L:NFX, onde o ligante L é a 1,10-fenantrolina (Phen) ou 2,2’-
bipiridina (Bipy), com micelas e lipossomas unilamelares pequenos de
fosfatidilcolina de ovo (PC) foi estudada usando espectroscopia de fluorescéncia
em estado estacionario e resolvida no tempo. Foi estudada a estabilidade dos
complexos terndrios formados em micelas. Foram obtidas constantes de
estabilidade no interior de micelas de SDS, as quais mostraram valores muito
maiores do que em tampdo. Ja os espectros de RPE deram maiores detalhes sobre a
estrutura dos complexos e confirmaram a formacgdo do complexo ternario dentro
das micelas. Foram estudadas as interagdes de FQs e seus complexos de cobre com
lipossomas de PC preparados com diferentes densidades superficiais de carga
elétrica negativa. No estudo da interacdo de FQs com nanoparticulas de ouro
sintetizadas por ablacdo a laser (nanocompositos, AUNCs), NFX mostrou maiores
mudancgas, tanto na absorbancia como na fluorescéncia, do que as FQs
ciprofloxacina (CFX) e levofloxacina (LFX). Os resultados sugerem mudancas no
indice de refracdo na superficie dos AuNCs, por associacdo com o farmaco e/ou
formacéo de aglomerados como resultado da interagdo. Observou-se também uma

supressdo lenta, porém significativa, na fluorescéncia da NFX, sem mudanca na
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posicdo do pico, indicando que NFX mantém o seu estado inicial de protonacao
ligando-se a superficie dos AuNCs. Também foi observada a liberacdo de FQs
ligadas a superficie de AuNPs mediante substituicdo por tiois, que ocasiona
recuperacdo parcial da fluorescéncia da fluorquinolona. Por ultimo, como o
surfactante anionico SDS se mostrou promissor na interagdo com NFX, em
comparagdo com surfactantes cationicos e neutros, e como 0s AUNCSs sdo estaveis
em SDS, estudamos a interacdo de NFX com AuNCs sintetizados em presenca de

SDS e, para comparacdo, com AuNCs colocados em solucdo de SDS ap0s a sintese.

Palavras-chave
Complexos de cobre; fluorquinolonas; norfloxacina; micelas; lipossomas;

nanoparticulas de ouro; ablacdo a laser.
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Abstract

Incio, Jimmy Llontop; Louro, Sénia Renaux Wanderley (Advisor).
Spectroscopic studies of fluoroquinolones and their copper(ll)
complexes: interaction with  micelles, liposomes and gold
nanocomposites. Rio de Janeiro, 2018. 120p. Tese de Doutorado —
Departamento de Fisica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Norfloxacin (NFX) is a fluorescent antibiotic of broad bacteriological
spectrum, member of the fluoroguinolone (FQ) family. The interaction of FQs with
metal ions can increase the bactericidal action and act against antibiotics bacterial
resistance. Several examples of mixed-ligand norfloxacin Cu (1) complexes can be
found in the literature. Understanding the molecular mechanisms of interaction of
these antibiotics with different cell components and with gold nanoparticles as drug
transporters is extremely important. To clarify these interactions, we used different
spectroscopic techniques, such as steady-state and time-resolved fluorescence
spectroscopy, UV-Visible light absorption, and electron paramagnetic resonance
(EPR). The interaction of NFX and the ternary complex Cu(ll):L:NFX, where the
L is the ligand 1,10-phenanthroline (Phen) or 2,2'-bipyridine (Bipy), with micelles
and small unilamellar liposomes of egg phosphatidylcholine (PC) was studied using
steady-state and time-resolved fluorescence spectroscopy. The stability of the
ternary complexes formed in micelles was studied, and stability constants were
obtained inside SDS micelles, which showed values much larger than in buffer. The
EPR spectra gave further details on the structure of the complexes, and confirmed
the formation of the ternary complex inside the micelles. The interactions of FQs
and their copper complexes with PC liposomes prepared with different surface
densities of negative electrical charge were studied. In the study of the interaction
of FQs with gold nanoparticles synthesized by laser ablation (hanocomposites,
AuUNCs), NFX showed greater changes than FQs ciprofloxacin (CFX) and
levofloxacin (LFX) in both absorbance and fluorescence. The results suggest
changes in the surface refractive index of the AUNCs and/or cluster formation, as
result of the interaction with the drug. A slow but significant quenching of NFX
fluorescence was also observed, with no change in peak position, indicating that
NFX maintains its initial state of protonation by binding to the surface of the
AUNCs. Release of FQs attached to the surface of AUNCs by thiols has also been
observed, which causes partial recovery of FQ fluorescence. Finally, as the anionic
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surfactant SDS showed to be promising in the interaction with NFX, compared to
cationic and neutral surfactants, and because the AuNCs are stable in SDS, we
studied the interaction of NFX with AuNCs synthesized in the presence of SDS

and, for comparison, with AuNCs placed in SDS solution after synthesis.

Keywords
Copper complexes; fluoroquinolones; norfloxacin; micelles; liposomes; gold

nanoparticles; laser ablation.
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superposicao dos espectros de NFX e AuNCs também é mostrada,
para comparacao.

Figura 5.21. Analise dos espectros de absorcdo e extincdo de
NFX/AuNCs-citr mediante subtracédo entre espectros da Fig. 5.19: (a)
espectros nos diferentes tempos subtraindo o espectro de AuNCs; (b)
espectros nos diferentes tempos subtraindo o espectro inicial (t = 0);
(c) espectros em diferentes tempos apo6s subtrair 40% do espectro de
NFX 40 pM .

Figura 5.22. (a) Espectros de fluorescéncia da NFX 40 uM em AuNCs-
citr em diferentes instantes de tempo. (b) Espectros (a) corrigidos.
Excitacdo em 330 nm.

Figura 5.23. NFX/AuNCs-citr depois de adicionar GSH 6,7, 13 e 40 uM
e depois de dialisar contra citrato. (a) Absorgcao/extingdo. Espectro
preto é o espectro depois da dialise menos 40% antes da dialise. (b)
Efeito da adicdo de GSH na fluorescéncia.

Figura 5.24. Espectros de absorcao/extingdo de LFX 40 uM (magenta)
e de AuNCs tratados com 0,1 mM de citrato de sodio (laranja);
evolucéo temporal dos espectros depois de adicionar LFX 40 puM.

Figura 5.25. Andlise dos espectros de extingdo mediante subtracdo
espectral: espectros em diferentes tempos apés adicdo de LFX
subtraindo o espectro de AuNCs.
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Figura 5.26. (a) Espectros de fluorescéncia da LFX 40 uM em AuNCs-
citr para cada intervalo de tempo. Excitacdo em 335 nm. (b) Espectros
de (a) corrigidos por efeito filtro, de acordo com a Eq. 4.5, com 7, =0,4

cme /_.=1,0cm. 98

Figura 5.27. Espectros de absorcao/extincdo de NFX em &agua
(magenta), AUNP-CTAB antes (laranja) e depois (vermelho) de tratar
com NFX 40 pM. O espectro manteve-se inalterado por 10 dias (azul). 100

Figura 5.28. Espectros de fluorescéncia da NFX 40 uM em AuNP-
CTAB, em diferentes intervalos de tempo apds adi¢cdo. Espectros
corrigidos de acordo com a Eq. 4.5, fexc = 0,4 cm e fem = 1,0 cm. Exc.
330 nm. 101

Figura 5.29. Espectros de absorcdo/extingdo de (a) AUNP-CTAB com
NFX antes e apés adicionar POs4 1 mM. Amostras medidas em
diferentes intervalos de tempo. (b) Controle: AUNP-CTAB antes e apés
adicionar tampéao PO4 1 mM, pH 7,4. 102

Figura 5.30. (a) Espectros de fluorescéncia da NFX 40 uM em AuNP-
CTAB antes e depois de tamponar a solucdo com PB, para cada
instante de tempo. Excitacdo em 330 nm. (b) Espectros de (a)
corrigidos de acordo com Eq. 4.5. 103

Figura 5.31. Espectros de absorcao/extingdo de AuNCs sintetizados
em SDS 10 mM (AuNC-SDS) antes (vermelho) e apés adicionar NFX
10 uM (verde), 20 uM (azul) e 40 uM (magenta). O espectro de NFX
10 uM em SDS (preto) € também mostrado. 105

Figura 5.32. Espectros de fluorescéncia da NFX 10 uM em AuNC-SDS,
para cada instante de tempo. (a) sem correcao; (b) corrigidos conforme
Eg. 4.5. Exc. 330 nm. 106

Figura 5.33. Espectros de fluorescéncia da NFX 20 uM (a) e 40 uM (b)
em AuNC-SDS para cada instante de tempo, corrigidos conforme
Eq. 4.5. Exc. 330 nm. 107

Figura 5.34. Espectros de fluorescéncia corrigidos de NFX 10 (a), 20
(b) e 40 uM (c) em AuNCs adicionando SDS 10 mM apdés ablacao, para
cada instante de tempo. Excitacdo em 330 nm. 109
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Lista de abreviaturas

AUNPs
AUNCs
Bipy
CFX
CMC
CTAB
Cu:Phen

Phen
SA
SDS

Nanoparticulas de ouro

Nanocompasitos de ouro sintetizados por ablagdo a laser
2,2’-bipiridina (2,2’-bipyridine)

Ciprofloxacina

Concentracdo micelar critica

Brometo de cetiltrimetilamonio (cetyltrimethylammonium bromide)
[CuCl2(Phen)]

Eficiéncia quéntica de fluorescéncia

Fluorquinolonas

Glutationa

Constante de associacao

Levofloxacina

Norfloxacina

Tampao fosfato (do inglés, phosphate buffer)

Tampao fosfato salino

Fosfatidilcolina (phosphatidylcholine, lecitina) de ovo
1,10-fenantrolina (1,10-phenanthroline)

Acido estearico (do inglés, stearic acid)

Dodecil sulfato de s6dio
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Talvez ndo tenha conseguido
fazer o melhor,

mas lutei

para que o melhor

fosse feito.

N&o sou

0 que deveria ser,

mas gracas a Deus,

néo sou

“o0 que era antes”.

Martin Luther King
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Introducgao

A resisténcia aos antibioticos € uma preocupacdo crescente na medicinae leva
a necessidade de desenvolver e desenhar novas moléculas, potenciais farmacos, que
possam inibir eficazmente a replicacdo bacteriana. Varias solugdes tém sido
tentadas, entre elas a sintese de complexos metélicos de alguns antibidticos ja
bastante utilizados clinicamente [Mohler et al., 2017; Cuprys et al., 2018].

Fluorquinolonas, FQs, (Fig. 1.1) sdo antibidticos que tém um grande espectro
de acdo contra bactérias, boa absorcdo e biodisponibilidade [Appelbaum et al.,
2000]. Uma estratégia para aumentar sua atuacdo farmacologica, tentar neutralizar
a resisténcia bacteriana e ampliar o espectro de a¢do a outros micro-organismos,
como o Tripanossoma cruzi, é a sua coordenacgdo a ions metalicos e formacao de
complexos mistos [Kopf-Maier, 1994; Psomas et al., 2013; Abd El-Halim et al.,
2011; Sultana et al., 2010]. Esses complexos, relativamente estaveis, modificam a
poténcia e a especificidade das FQs, e podem influenciar sua translocacao através

das membranas bacterianas.

(@) 3 (b)

Figura 1.1. (a) Estrutura molecular geral das quinolona. (b) Estrutura das fluorquinolonas, mostrando

suas duas modificagdes importantes.

Dos processos bioldgicos que ocorrem nas membranas, muitos deles ocorrem
na superficie ou conjuntamente em seu interior hidrofobico. Devido aos grupos
ionizaveis dos lipideos, a superficie das membranas bioldgicas frequentemente se

apresenta carregada, permitindo assim a formacdo de diferentes ligacGes de
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espécies moleculares que apresentam grupos ionizaveis carregados ou nao
carregados. Diversos trabalhos de sistemas bioldgicos e farmacos tém sido
realizados com o fim de analisar os efeitos funcionais no sistema [Kutchai et al.,
2001, Sakaguchi et al., 2006, Cassuto et al., 2006]. A compreensdo dos mecanismos
moleculares de interacdo desses antibidticos com diferentes componentes das
celulas é extremamente importante.

Por outro lado, técnicas experimentais tém sido aplicadas para investigar as
propriedades fisico-quimicas de varios farmacos, como por exemplo, efeitos de
anestésicos na estrutura molecular dentro da bicamada lipidica e na diminuigéo da
liberdade de movimento das moléculas quando ligadas & membrana [Lee, 1976,
Ohki, 1984, Barriviera et al., 2005, Ragsdale et al., 1994].

Para entender interacdes das FQs com sistemas de interesse biologico, neste
trabalho utilizamos diferentes técnicas espectroscdpicas, tais como espectroscopia
de fluorescéncia estacionéria e resolvida no tempo, a absorcdo de luz na faixa do
UV-Visivel e ressonancia de spin eletronico (RPE). As FQs, em sua maioria, sdo
fluorescentes e, portanto, sdo especialmente adequadas ao estudo por fluorescéncia,
pois ndo necessitam de marcadores extrinsecos que podem modificar o sistema
estudado. fons de metais de transicdo, especialmente o cobre (I1), sdo
paramagnéticos, e em geral respondem a técnica de RPE.

Em estudos de interacdo dos farmacos com os componentes celulares, modos
de interacdo de antibiéticos com DNA podem ser avaliados através de titulagdes
espectrofotométricas de absorcdo na regido do UV-Vis. Assim, pode-se medir a
intensidade da interacdo farmaco-proteina e identificar o modo de interacdo
[Paraginski, 2007]. Nesses estudos de interacdo de farmacos com DNA, diversos
estudos in vitro se encontram na literatura, utilizando diferentes associagdes entre
quinolonas e ions de metais bivalentes [Song et al., 2005; Drevensek et al., 2003;
Guo et al., 2011; Robles et al., 2000]. Quando ocorre interacdo eletrostatica ou
intercalagdo farmaco-DNA, observa-se diminuicdo da absortividade molar, e/ou um
desvio para a regido do vermelho da banda de absorcdo do composto
(hipocromismo e batocromismo, respectivamente). Ja quando a estrutura
secundaria do DNA é quebrada, observa-se um aumento da absortividade molar
e/ou um desvio para a regido do azul (hipercromismo e hipsocromismo,

respectivamente) [Paraginski, 2007; Firdaus et al., 2008].
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Nanoparticulas de metais nobres tém sido, atualmente, centro da atengéo de
alguns estudos interessantes, devido as suas propriedades 6pticas Unicas, surgindo
da ressonancia de plasmon superficial (SPR). Entre essas nanoparticulas, o ouro e
a prata sdo considerados bem interessantes devido a banda de ressonancia de
plasmon estar localizada na regido visivel do espectro eletromagnético, e as
mudancas dessas bandas quando interagem com outras moléculas podem ser bem
observadas [Jain et al., 2008]. Nanoparticulas de ouro (AuNPs), como
nanoestruturas bem definidas, tém sido empregadas para diversas aplicacdes
potencias nas areas das ciéncias fisicas, quimicas e bioquimicas.

Supressdo de fluorescéncia é o processo no qual a intensidade de
fluorescéncia de um fluoroforo diminui. Recentemente, devido ao seu alto
coeficiente de extincdo e as suas propriedades Opticas altamente dependentes da
distancia, AuNPs tém sido utilizadas como supressores por transferéncia de energia
[Ghosh et al., 2012; Gao et al., 2011; Guo et al., 2011]. Essa supressao por AuUNPS
pode ser utilizada para sensoriamento de analitos mediante turn-on/off da
fluorescéncia. Apdés a adicdo de um analito alvo, fluor6foros ou moléculas
receptoras marcadas com fluoréforos sdo removidas da superficie das AuNPs.
Como resultado, a intensidade de fluorescéncia dos fluor6foros aumenta com o
incremento da concentracdo do analito [Darbha et al., 2007; Chen et al., 2009].

Em nosso estudo com as AuNPs foram investigadas modificacbes da
fluorescéncia de algumas FQs por AuNPs, utilizando nanoparticulas de ouro
sintetizadas via ablagdo a laser. Estas nanoparticulas possuem uma camada de
carbondides na superficie [Del Rosso, 2016] e por isso serdo aqui chamadas de
nanocompositos de ouro (AuNCs). Entre as FQs utilizadas junto com os AuNCs
temos a norfloxacina (NFX), ciprofloxacina (CFX) e levofloxacina (LFX).
Também se estudou a restauracdo parcial da fluorescéncia da FQ por adicdo de tidis,
devido a forte interacdo entre os tidis e nanoparticulas de ouro para formar ligacoes

Au-S, o que desloca a FQ da superficie das AuNPs [Amjadi e Farzampour, 2013].

1.1
Objetivos

Nesse trabalho, o objetivo geral foi estudar, através de técnicas

espectroscopicas, a formacdo de complexos de fluorquinolonas com ions de
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cobre (1) e os mecanismos de interacdo com as diferentes biomoléculas e
nanoparticulas de ouro sintetizadas via ablacéo a laser.

Nossa abordagem se baseia na sensibilidade das propriedades oOticas das
moléculas e das propriedades magnéticas dos ions de cobre ao interagir com
biomoléculas para formar complexos. Foram estudadas as propriedades das
interacdes das FQs para avaliar associacao, distribuicéo, e influéncia na atividade
antibacteriana.

Usamos as técnicas espectroscopicas de absorcdo e fluorescéncia, tanto
estacionaria como resolvida no tempo, assim como ressonancia paramagnética
eletronica. Estudamos a interagio de NFX com os complexos (1,10-
fenantrolina)cobre(ll) (Cu:Phen) e dicloro(2, 2’-bipiridina)cobre(ll) (Cu:Bipy) em
presenca de biomembranas e de sistemas modelos.

Neste trabalho também estudamos a interacdo de NFX, CFX e LFX com
nanocompositos de ouro, e comparamos com a interacdo de nanoparticulas de ouro
sintetizadas por via quimica. Devido a forte interacdo de AUNCs com tidis, estudou-
se também a liberacdo de FQs ligadas a superficie dos AUNCs causada por adicao
de compostos contendo tiois e analisando a restauracdo da fluorescéncia.

Como objetivos especificos, temos:

« Estudo da formacdo de complexos de metais de transicdo por supressdo de
fluorescéncia da NFX, devido a que ions paramagnéticos sao fortes supressores de
fluorescéncia. Esse estudo permite obter as constantes de formacdo de complexos
mistos em diferentes condic¢des de pH, forc¢a idnica.

« Analise da variacdo dos tempos de vida na supressao de fluorescéncia ao
aumentar a concentracdo do supressor na formacao do complexo ternario.

« Estudo da influéncia da presenca de micelas na formacéo desses complexos.
Anélise dos espectros de RPE (ressondncia paramagnética eletrbnica) dos
complexos e verificagdo das mudancas na estrutura ao interagir com as micelas.

« Estudo da influéncia da presenca de vesiculas na formagdo desses
complexos. Ver como é afetada a formacdo dos complexos mistos de NFX com
Cu:Phen pela associagéo a lipossomas unilamelares de lipidios. Obter constantes de
associacdo do complexo ternario nesses sistemas e, mediante adicdo de moléculas
negativas, como &cido estearico e SDS, verificar se essas moléculas facilitam a

formagéo do complexo.
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« Estudo da interagdo da NFX, CFX e LFX com nanocompgsitos de ouro, e
procura de condigdes adequadas para que se associem a superficie das

nanoparticulas.

1.2

Estrutura dos capitulos

No capitulo 2 fazemos uma breve descricdo dos fundamentos tedricos e
experimentais das técnicas de espectroscopia de absor¢édo e de fluorescéncia, tanto
estacionaria como resolvida no tempo, assim como da técnica de ressonancia
paramagnética eletrbnica.

No capitulo 3 apresentamos uma descricao sobre FQs e sua importancia, em
especial a norfloxacina e sua estrutura molecular. Fazemos também uma breve
apresentacdo sobre biomembranas e as suas interacdes com FQs, AuNCs e
interacdes com NFX, CFX e LFX.

No capitulo 4 descrevemos os materiais, equipamentos e métodos que
empregamos na obtencdo das medidas espectroscopicas e na analise dos espectros.

No capitulo 5 sdo apresentadas os resultados experimentais e discussdes sobre
os resultados obtidos, fazendo um paralelo com os que temos na literatura.

Finalmente, no capitulo 6, se apresentam as conclusdes gerais desse trabalho.
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Espectroscopias de absorc¢ao, fluorescéncia e RPE

Principios basicos das espectroscopias de absor¢do UV-Visivel, fluorescéncia
e RPE sdo descritos em excelentes textos como, por exemplo, Valeur (2001),
Lakowicz (2006), Weil et al. (1994), Swartz et al. (1972). Segue abaixo um breve
resumo dessas técnicas espectroscopicas empregadas nessa tese.

2.1

Absorcao de luz UV-visivel

Quando o elétron passa de um orbital molecular no estado fundamental para
um orbital livre absorvendo um foton, se diz que ocorreu uma transicéo eletrénica.
Nesse caso a molécula se encontra em um estado excitado.

Um orbital molecular é uma funcdo matematica que descreve o0
comportamento ondulatério de um elétron em uma molécula. Os orbitais
moleculares sdo geralmente construidos pela combinacdo de orbitais atbmicos ou
orbitais hibridos de cada 4tomo da molécula, ou outros orbitais moleculares de
grupos de atomos. Existem varios tipos de orbitais moleculares. O orbital o pode
ser formado por dois orbitais atdmicos s, um s e um p, ou por dois orbitais p tendo
um eixo colinear de simetria. A ligacdo formada deste modo é chamada de ligagao o.

Um orbital = é formado a partir de dois orbitais atbmicos p sobrepostos
lateralmente. A ligacéo resultante &€ chamada de ligacdo nt. A absorcao de um foton
com energia apropriada pode promover a passagem de um dos elétrons & para um
orbital ndo ocupado denominado w*. Esta transi¢do € chamada T — =*.

Uma molécula também pode possuir elétrons ndo ligados localizados em
heteroatomos, tais como oxigénio ou nitrogénio. Os orbitais moleculares
correspondentes sdo chamados orbitais n. A excitacdo de um elétron ndo ligado para
um orbital ndo ocupado é possivel e a transi¢éo associada é denotada por n — =*.

A energia dessas transicoes eletronicas esta, geralmente, na seguinte ordem:
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Non*<ag-o>a"<nN-o>oc*<o->n1 <oc—>0c*

Como exemplo, podemos ver na Fig. 2.1 os niveis de energia e as transi¢cdes

possiveis.
A
E G* T ?
* LUMO t t
n(p)—H—Homo —H— - 4l ,
4
n —H— H H 3 i
o —H— ¥ H H H
ground c>»c¢* n>»c* o> n—>x

state

Figura 2.1. Niveis de energia dos orbitais moleculares (HOMO: Highest Occupied Molecular Orbitals;
LUMO: Lowest Unoccupied Molecular Orbitals) e possiveis transi¢cdes eletrdnicas (retirado de
Valeur, 2001).

Em espectroscopia de absorcdo e fluorescéncia consideram-se dois tipos
importantes de orbitais: o orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO)
e o orbital molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO). Ambos se

referem ao estado fundamental de uma molécula.

Lei de Beer-Lambert
Se a luz de intensidade 1° passa através de uma substancia (que pode estar

em solugdo) de espessura d e concentracdo molar c, a intensidade |, da luz

transmitida obedece a lei de Beer-Lambert:

0
1(A) = 1°10°"“ou A(Z) = log :—ﬂ =g,d.c (2.1)

A
em que ¢ é o coeficiente de absorcdo molar, que caracteriza a probabilidade de
absorcdo para um unico comprimento de onda, e A é a absorbancia da amostra. A
espessura d também é denominada de caminho Optico. Quando d = 1cm, a
absorbancia é comumente chamado de densidade ética (OD.), e o indice A informa
o comprimento de onda em que a medida foi feita. A densidade Gtica é conveniente,
pois aqui a absorbancia é igual a &.c. Em alguns casos, se a concentracdo é alta, &
aparece como uma funcéo de c e, portanto, a absorbancia se desvia da linearidade.
Neste caso se diz que a lei de Beer-Lambert ndo é vélida. Isto pode resultar da alta

absorcéo, do espalhamento, agregacéo, etc.
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2.2

Fluorescéncia estacionéria e resolvida no tempo

Medidas de fluorescéncia podem ser classificadas em dois tipos principais:
medidas no estado estacionario e resolvida no tempo. Medidas no estado
estacionario sdo aquelas realizadas com uma fonte de luz emitindo um feixe
continuo sobre a amostra, registrando mediante um software adequado o espectro
de emissdo. Quando a luz atinge a amostra, o estado estacionario € alcancado quase
que imediatamente. J& na fluorescéncia resolvida no tempo, é utilizada para medir
intensidades e tempos de decaimento de fluorescéncia. Aqui a amostra € exposta a
um pulso de luz mais curto que o tempo de decaimento da amostra. Esta intensidade
de decaimento é registrada com um sistema de alta velocidade de detec¢do que
permite medir a intensidade e a anisotropia de fluorescéncia em uma escala de
tempo de nanossegundos.

Dada uma solucéo diluida de espécies fluorescentes de concentracéo [A] (mol
L), um pulso de luz muito curto no tempo t =0 leva uma populagdo de moléculas,
A, ao estado excitado singleto S; através da absorgéo de fotons. Esta populacéo de
moléculas no estado excitado, 'A*, entdo retornam ao estado So, através dos
processos radiativos e ndo radiativos. A populagdo no estado excitado decai a uma

taxa x = (k’ +k: ), descrita na equagéo diferencial dada por:

1 Ax
A A= e @2
cuja solucdo vem dada por:
[AX]=['A*], exp(-t/ z,) (2.3)

onde ['A*], é a concentragéo de moléculas no estado excitado no tempo t=0 e 1s

é o tempo de vida do estado excitado Si, dado por:

11
- - 2.4
o 24)

No tempo t ap0s a excitacdo da amostra por um pulso de luz no tempo igual
a 0, a intensidade de fluorescéncia i- é proporcional, em qualquer tempo, a
concentragdo instantanea de moléculas no estado excitado, [LA*]; o fator de

proporcionalidade é dado pela taxa radiativa k; :
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ie (1) =k; ['A*]=k} ['A*], exp (— TLJ (2.5)

S

onde i (t) é aresposta instantanea do sistema, o qual diminui exponencialmente.

O tempo de decaimento de fluorescéncia 7, é a propriedade mais importante
de uma molécula fluorescente, porque define a janela temporal em que podemos
observar o fendmeno dindmico do sistema.

O rendimento quantico de fluorescéncia®.,, € definido como a fracdo de
moléculas no estado excitado que retornam ao estado fundamental So emitindo
fotons. Assim, temos:

ke

O, =———=K'7

2.6
Fluor krs +k§r r s ( )

Por outro lado, o rendimento quantico de fluorescéncia € a razdo do nimero

de fétons emitidos (ao longo de toda a duragcdo do decaimento) pelo nimero de
fotons absorvidos. De acordo com a equagao (2.5), arazéo de i (t) pelo nimero de

onde a integracdo desta relacdo em toda a duracdo do decaimento nos fornece o

rendimento quantico, de modo que:
1 7. S
WI i (t)dt=k’r, =D, 2.8)
00

Detalhes das técnicas de fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo sdo

descritas nos excelentes textos de Valeur (2001) e Lakowicz (2006).

2.3

Supressao de fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia de uma amostra pode ser diminuida por
muitos processos. Esta diminuicdo é chamada de supresséo e pode ocorrer devido
a reacOes no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de energia,
formacdo de complexos e supressdo por colisdo (dindmica). Adicional aos

processos descritos anteriormente, também pode existir supressdo aparente devido
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a propriedades dpticas da amostra, tais como alta densidade 6tica ou turbidez; mas
este processo contém pouca informagdo molecular, assim que iremos assumir que
tais efeitos séo minimos e ndo influem na supresséo.

Os dois tipos principais de supressdo, colisional e estatica, requerem contato
entre o fluordforo e o supressor. No caso da supresséo colisional, que atraves dos
choques retira energia do estado excitado diminuindo a emissdo fluorescente, o
supressor se difunde no meio e choca-se com o fluoréforo durante o tempo de vida
do seu estado excitado. Apds o contato, o fluoroforo retorna ao estado fundamental
sem a emissdo de fotons (em geral, a supressdo colisional ocorre sem nenhuma
alteracdo permanente na molécula, ou seja, sem reacdo fotoquimica). J& na
supressdo estatica, um complexo ndo fluorescente é formado entre o fluoréforo e o
supressor no estado fundamental. Portanto, para que ocorra o fenémeno da
supressao, em qualquer dos dois casos, o fluor6foro e o supressor devem entrar em

contato.

Supressores de fluorescéncia

Ha uma variedade muito grande de substancias que agem como supressores
de fluorescéncia. Um dos mais conhecidos supressores colisionais é a molécula de
oxigénio, supressor de fluorescéncia de muitos fluor6foros. As aminas arométicas
e alifaticas sdo também eficientes supressores da maioria dos hidrocarbonetos
aromaticos nédo substituidos. Outro tipo de supressao é devido a &tomos pesados tais
como iodeto e brometo. Os compostos halogenados atuam também como
supressores colisionais.

Para mais informacGes, podemos encontrar uma variedade de supresores de
fuorescéncia na Tabela 8.1 do livro Lakovicz, 2006.

A sequir, trataremos com mais detalhes os tipos de supressdo dinamica e

estatica e também falaremos dos outros tipos.

Teoria da supressao dindmica de fluorescéncia

Na supressdo dinamica (também chamada de supressdo colisional), a
diminuicdo da intensidade fluorescéncia é descrita pela equacgdo de Stern-VVolmer:

F

= =1k % [Q1=1+ K, [Q] (2.9)
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onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca do
supressor, respectivamente, kq € a constante bimolecular de supresséo; = é o tempo
de vida do fluoréforo na auséncia do supressor, Kp € constante de supressdo de
Stern-Volmer e [Q] € a concentracdo do supressor. A constante de supressdo
bimolecular, kq, nos da informacéo da eficiéncia da supresséo ou a acessibilidade
dos fluoréforos aos supressores. As medidas de supressdo sdo geralmente
representadas em um gréfico de ((Fo/F) — 1) versus [Q]. Deste modo, espera-se que
(Fo/F — 1) seja linearmente dependente da concentragéo de supressor, para obter as
constantes de supressao.

Um ajuste linear € indicado quando existe uma classe Unica de fluoréforos,
estando todos acessiveis ao supressor. Caso contrario, por exemplo, se duas
populacdes de fluoréforo estiverem presentes e uma classe nao estiver acessivel ao
supressor, entdo os graficos de Stern-VVolmer desviam-se da linearidade em direcéao
ao eixo x. Este resultado € frequentemente encontrado para a supressdo da
fluorescéncia do triptofano em proteinas por supressores polares ou carregados.
Estas moléculas ndo penetram rapidamente no interior hidrofobico das proteinas, e
apenas os residuos de triptofano na superficie da proteina tem a fluorescéncia
suprimida.

Outra importante caracteristica da supressao colisional é a equivaléncia entre

a diminuicédo da intensidade de fluorescéncia e do tempo de vida, ilustrada pelas

equacdes:
%0 —1+4k,7,[Q] (2.10)
T
De modo que,
Fo 7
—=— 2.11
F ( )

A diminuicdo do tempo de vida ocorre devido a diminuicao da populacédo do
estado excitado devido a desexcitacdo por colisdo sem emissdo de fétons. Ja a
supressdo estatica ndo diminui o tempo de vida porque somente moléculas
fluorescentes sdo observadas e os fluoréforos que ndo formaram complexos

possuem 0 mesmo tempo de vida To.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412803/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1412803/CA

30

Teoria da supressdao estatica de fluorescéncia

O fendmeno da supressdo pode também ocorrer como resultado da formacéo
de um complexo néo fluorescente entre o fluoréforo e o supressor. Aqui, quando o
complexo absorve luz, ele retorna imediatamente ao estado fundamental sem a
emissdo de foton. Quando isso ocorre dizemos que a supressao é estatica e é descrita
por:
L} =1+ K, [Q] (2.12)
F

, onde Ks € a constante de associa¢do da reacdo, dada por Ks = [F-0Q]

[FIQI

Note que a dependéncia de Fo/F de [Q] € linear, 0 que é idéntico para a
supressdo dinamica, exceto pelo fato de que a constante de supressdo agora é a
propria constante de associacao.

Medidas de tempo de vida de fluorescéncia sdo as formas mais definitivas de
distinguir entre uma supressao estatica e uma dinamica. A supressdo estatica
remove a fracao de fluoroforos da observacao, pois os complexos formados sdo ndo
fluorescentes. A fracdo de fluoréforos que ndo formaram complexos possui entéo
um tempo de vida to. Para a supressdo estatica w/z = 1. Em contraste com a
supressdo dindmica onde /7= Fo/F.

Outro método para distinguir supressao estatica de supressdo dinamica é
examinando cuidadosamente o espectro de absor¢do do fluoréforo. Supressdo
colisional afeta somente os estados excitados dos fluoréforos e, portanto, ndo altera
0 espectro de absorcdo. Em contraste, a formacdo de complexos no estado
fundamental frequentemente resulta em uma perturbagdo no espectro de absorcéao
do fluordforo.

As supressdes estatica e dinamica também podem serem distinguidas pela sua
diferente dependéncia da temperatura e viscosidade ou, preferencialmente, por
medic¢des de tempo de vida de fluorescéncia. Temperaturas mais elevadas resultam
em uma difusdo mais rapida e, portanto, maiores quantidades de colisdo com
supressores (Fig. 2.2). Por outro lado, uma temperatura mais elevada ira tipicamente
resultar na dissociacdo de complexos fracamente ligados e, portanto, quantidades

menores de supressao estatica.
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Figura 2.2. Comparagao entre supressdo dindmica e estatica respeito ao aumento de temperatura
(modificado de Lakovicz, 2006).

Supressao dindmica e estatica combinada

Em muitas situacdes a fluorescéncia pode ser suprimida por ambos os tipos
de supressdo: dindmica (colidindo com o supressor), e estatica (formando
complexos ndo fluorescentes). Neste caso, a equacao de Stern-Volmer é modificada
e possui um termo néo linear, de segunda ordem em [Q]. O que resulta em uma
concavidade positiva na curva em diregdo ao eixo Y (Fig. 2.3). Deste modo, temos:

T 14K g Q1= 1+ (s + Ko)[Q1+ KoK, [T 213

onde K, = (K, +Kg)+ Ky K [Q] depende da concentragdo de supressor. Além

disso, podemos observar aqui a forma da curva que corresponderia a de uma

parabola quando ambas supressfes dinamica e estatica ocorram.
& FO - . -
Vemos que, um gréafico de F_l versus [Q] conduziria a uma linha reta

atravessando o eixo Y no ponto Ks+Kp, e com inclinacdo Ks*Kp. A componente
dindmica pode geralmente ser selecionada para ser uma solu¢do comparavel em
magnitude ao valor esperado controlado por difuséo, pela temperatura ou pela
dependéncia de valores da viscosidade, ou a partir de outras informacdes

disponiveis sobre a amostra.
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Figura 2.3. Supressdo dindmica e estatica de igual populacdo de fluoréforos (modificado de
Lakovicz, 2006).

Constante de supressao bimolecular

Em muitos relatos sobre supresséo, encontra-se frequentemente a constante
de supressdo bimolecular (kg), que reflete a eficiéncia de supressdo ou a
acessibilidade dos fluoréforos ao supressor. Conforme ilustrado abaixo, a supressao
controlada por difusdo resulta tipicamente em valores de kq proximos de 1 x 10'°
M1 s, Valores de kq menores do que a constante da reagdo controlada por difusio,
Kp [Gordon, 1984], podem resultar da blindagem estérica do fluor6foro ou de uma
baixa eficiéncia de supressdo. Ja valores aparentes de kq maiores do que Kp indicam
usualmente algum tipo de interacdo por ligacéo.

Devido a condicdo de contato entre supressor e fluordforo, existem
numerosas aplicacbes da supressdo. Uma dessas aplicacbes pode revelar a
acessibilidade do fluoréforo ao supressor. Se considerarmos um fluoréforo ligado
ja seja a uma proteina ou a uma membrana, se um deles for impermeavel ao
supressor, e o fluoréforo estiver localizado no interior da macromolécula, nenhuma
supressdo estatica podera ocorrer. Por esta razdo a supressao de fluorescéncia pode
ser usada para localizar fluor6foros em proteinas e membranas, e a acessibilidade

do fluordforo ao supressor.
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2.4

Ressonéncia paramagnética eletrénica (RPE): principios basicos

De entre os diversos autores descrevendo os principios basicos desta técnica,
0 texto de Swartz et al., 1972; foi escolhido para explicar esses conceitos.

Assim como na maioria de técnicas de espectroscopia, 0 campo de radiacdo
interage com os elétrons, causando mudancas na energia. No caso do RPE € o
campo magnético que vai atuar sobre os dipolos magnéticos.

A energia necessaria para ocorrer transicdo entre os estados de energia de uma
molécula é absorvida em forma de féton hyv, onde hé a constante de Plancke v é
a frequéncia do foton. Para que a absorcao ocorra, duas condigdes deveriam ocorrer:

O pacote de energia contida no quantum de luz (féton) deve corresponder a
separacdo de niveis de energia (AE) entre as quais a transicdo ocorre, isto é:

hv = AE (2.14)
Esta condicéo é conhecida como “condigdo de ressonancia”.

A componente elétrica (ou magnética) da radiacdo eletromagnética deve ser
capaz de estimular dipolos elétricos (ou magnéticos) em uma molécula. Se isso
acontece podemos dizer que a transi¢ao ¢ “permitida”.

Dipolos magnéticos sdo usualmente caracterizados por seu momento de

dipolo magnético ., caracterizado em termos da sua interagdo com um campo

magnético externo B . A energia de interagdo E entre u e B ¢ dada por:
E=—u-B=—uBcosd=—u,B (2.15)

Onde u, é a projecdo de x ao longo do eixo z, ou seja, na diregdo do campo

magnético externo. O argumento & representa o angulo entre 0 campo magnético
e 0 momento de dipolo magnético.

Todos os elétrons possuem um spin intrinseco, caracterizado pelo momento
angular de spin S, e momento magnético . proporcional ao spin. A relagéo entre
estas duas grandezas esta dada por:

H=yS, (2.16)

onde y é o fator giromagnético.
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Pelos conceitos de mecéanica quantica, a componente do spin do elétron ao

longo de uma determinada direcdo pode ter apenas dois valores. Se S, é essa

componente, entdo:

S, =LMS=7‘1MS (2.17)
27

onde Mg =+1/2 é chamado de nimero quantico de spin. No movimento cléssico:

y=—_ (2.18)
2mc

com e: carga do elétron, m: massa do elétron, c: velocidade da luz. Reescrevendo a
equacdo (2.15), temos que as energias dos momentos magnéticos de spin do elétron
num campo magnético B é dada por:

E:gﬂBMS:i%gﬂB (2.19)

onde g =eh/2mc é chamado de magneton de Bohr, e g = 2,00232 € o fator g para

o elétron livre. Essas energias E sdo mostradas como uma fungdo do campo
magnético na Fig. 2.4. O desdobramento dos niveis de energia do elétron num
campo magnético é chamado efeito Zeeman.

Aqui é conveniente dizer que apenas espécies contendo elétrons

desemparelhados irdo exibir um espectro de RPE. A quantizagdo do momento
angular de spin do elétron leva apenas a dois valores para . Dessa forma os

elétrons poderdo ocupar um determinado orbital aos pares, e poderdo se acomodar
se 0S seus momentos magnéticos de spin forem opostos, obedecendo ao Principio
de exclusdo de Pauli. Pelo cancelamento de momento magnético eletrénico para
cada par de elétrons, apenas aquelas moléculas contendo elétrons desemparelhados
poderdo ter momento magnético total ndo nulo, detectavel por RPE.

Da condicdo de ressonancia (Eqg. 2.14), se a amostra € irradiada com certa
radiacdo eletromagnética de frequéncia fixa v, existira um campo magnético By
(campo de ressonancia) no qual a ocorrerd absorcao. Esta condigdo de ressonancia
é:

hv = AE = g/B, (2.20)

Entdo, esta energia faz com que 0 momento magnético sofra uma transigéo

de uma posicéo paralela ao campo magnético Br para uma posicao antiparalela. A

energia AE normalmente é fornecida através da exposicao do sistema a um campo
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magnético de micro-ondas com frequéncia fixa, perpendicular ao campo magnético
externo B, que € variado até que ocorra a transi¢do. Quando isto acontecer, em B=B;
(Eq. 2.20), o sistema absorve energia do campo de micro-ondas, e essa absorcao,
ou normalmente sua derivada, pode ser detectada por um sistema eletrénico

adequado que forma parte dos equipamentos de RPE (Fig. 2.4).

me= 4172

= | AE=hv=gpB

g, ’J, ————y
g Campo magnético B
u

&

o

i

5

"3

®

dX"'/dB
w

Figura 2.4. Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrdnico na presenca de um campo
magnético externo B, a curva de absor¢do de energia do campo de micro-onda e sua derivada.
(Modificado de Baffa, 1984)

Nem todos os casos possuem esse nivel de simplicidade dos espectros. Na
maioria de casos, o spin resultante toma valores diferentes de 1/2, alem de estar
rodeado por cargas elétricas e momentos magnéticos nucleares. A intera¢do do spin
eletrdbnico com momentos magnéticos nucleares conduz a interacdo magnética

hiperfina.

O fator g

O fator g na Eg. 2.20 é uma constante universal e caracteristica do elétron
livre (ge = 2,0023), considerando que Br € 0 campo magnético sobre o elétron.

No entanto, a aplicacdo de um campo magnético externo, pode gerar um
campo magnético interno na amostra que ira ser subtraido ou adicionado ao campo
externo. Por conveniéncia, Br na Eq. 2.20 sera definido como o0 campo magnético
externo de ressonancia, e o fator g “efetivo” sera:
_hv

=5 (2.21)

g
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O fator g, deste modo, muda em relacdo ao g do elétron livre, de acordo com
as interagOes vizinhas, e pode refletir as caracteristicas da molécula na qual elétrons
desemparelhados estdo presentes. A medida do fator g para um sinal desconhecido
pode ser importante para auxiliar na identificacdo da origem deste sinal. Por
exemplo, para complexos de Cu?* o g esta na faixa de 2,0 - 2,4, ja para os complexos
de Fe** o g esta na faixa de 1,4-3,1 (spin-baixo) ou 2,0 a 9,7 (spin-alto) [Swartz et
al., 1972, pag. 24].

A principal origem dos campos magnéticos locais, que desviam o valor de g
em relacdo a ge, € 0 momento magnético orbital, introduzido por uma mistura de
estados excitados no estado fundamental.

Para a maioria das moléculas, a mistura de estados excitados é ndo isotropica
(anisotropica), ou seja, desvios do fator g em relacdo a ge dependem da orientagéo
da molécula em relacdo ao campo magnético externo. A anisotropia do fator g é
geralmente reduzida & forma de um tensor de segunda ordem. Se o tensor é
simeétrico (gxy = Qyx, Oyz = Qzy, €tC.), este deve conter seis elementos independentes.
Porém, muitas vezes existe um sistema de eixos principais X,Y,Z no qual o tensor

g contém somente elementos diagonais:

9« 0 O
gdiagonal =1 0 g vy 0 (222)
0 0 g,

Os elementos de gi,qon S80 CONhecidos como valores principais do tensor
g. Se X,Y,Z sdo equivalentes como em um octaedro, tetraedro ou simplesmente em
um cubo, entédo g, =g, =9,

Se o sistema tem simetria axial (g,, = g,, # g,,) € comum designar os fatores
g como g,,, paralelo ao eixo de simetria, e g, , para o fator g perpendicular ao eixo
de simetria (9, =0,, € g, =g, = 0,)-

Para moléculas que ndo possuem simetria axial, isto é, simetria diferentes (
, * 9,, # 0,,), cada fator principal € chamado de g1, g2 € gs para os eixos X, Y e Z.

Na maioria das situagdes bioldgicas, em que as entidades paramagnéticas séo
orientadas aleatoriamente, o espectro representard a média de todos os valores
possiveis de Br (solugdo pouco viscosa, movimento rapido) ou a superposicéo de
todos os valores possiveis de Br, correspondentes a todas as orientacdes possiveis
(espectro de pd ou de solucéo congelada).
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Quinolonas e fluorquinolonas

As quinolonas sdo um grupo de antibidticos sintéticos de amplo espectro com
um alto efeito bactericida, boa absorc¢éo e excelente biodisponibilidade [Appelbaum
et al., 2000]. O desenvolvimento das quinolonas comecou com a descoberta do
acido nalidixico, introduzido em terapia em 1960, durante a sintese e a purificacdo
de um agente contra a malaria (cloroquina) [Lesher et al., 1962]. Com isto se deu
inicio a primeira geracao das quinolonas

No entanto, o uso clinico do acido nalidixico foi limitado pelo seu espectro
de atividade restrito. Foram feitas varias modificagcdes no nucleo base, de modo a
ampliar o espectro antibacteriano e para melhorar as propriedades farmacocinéticas.

Os compostos de segunda geracdo surgiram na década de 80 devido a duas
modificagcdes importantes, dentre varias: a introducdo de um radical anel piperazina
ou outro N-heterociclo na posicéo 7, e a introducdo de um atomo de flior na posicéo
6. Com estas modificagbes da estrutura, o espectro de acdo das quinolonas
aumentou consideravelmente, dando origem a uma nova classe: as fluorquinolonas.

Com base nas propriedades bactericidas e farmacocinéticas, as quinolonas sao
classificadas em 4 geragdes [Oliphant e Green, 2002; King et al., 2000, Zhanel et
al., 1999]. A Tabela 3.1 apresenta algumas destas quinolonas e fluorquinolonas com

suas indicacdes clinicas.
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Tabela 3.1 — Principais quinolonas de cada geracdo com suas indicagdes clinicas.

Geragao Quinolonas Indicagdes clinicas

Primeira Acido Nalidixico Infecgdes no trato urinario
Cinoxacina

Segunda Norfloxacina Infecgdbes no trato urinario, infecgoes
Ciprofloxacina respiratorias, infecgcdes gastro-intestinais,
Ofloxacina inflamacao nos rins, infecgcoes
Levofloxacina ginecologicas, doencas sexualmente
Pefloxacina transmissiveis, prostatites, infecgcoes

oculares, na pele e em tecidos

Terceira Sparfloxacina Pneumonia e bronquite crénica

Gatifloxacina

Quarta Moxifloxacina Todas as indicagdes anteriores

Trovafloxacina

As FQs séo agentes bactericidas que atuam inibindo a replicacdo e transcrigdo
do DNA bacteriano, causando rapidamente a morte celular [Cozzarelli, 1980;
Mitscher 2005]. Elas inibem duas enzimas bacterianas chaves, DNA-girase
(topoisomerase 1) e DNA topoisomerase 1V. As quinolonas interagem com o
complexo DNA-enzima, formando um complexo DNA-enzima-farmaco que
bloqueia a progressédo e o processo de replicacdo [Hooper, 2000; Maxwell, 1992]

Dentre as varias FQs temos como as mais utilizadas a ciprofloxacina,
norfloxacina, ofloxacina, levofloxacina, esparfloxacina, entre outras. Vamos iniciar
nosso estudo com a norfloxacina, pois j& vem sendo estudada em nossos
laboratérios, mas em alguns casos ampliaremos o estudo com a utilizacdo de

ciprofloxacina e levofloxacina.

Norfloxacina

A norfloxacina, patenteada em 1978, foi o primeiro tipo de fluorquinolona a
ser sintetizada com potente acdo antibacteriana por administracdo oral. Durante
anos vem sendo utilizada eficazmente em seres humanos e animais no tratamento
de diversas infecBes [Song et al., 2005]. Este farmaco tem massa molar 319,99
gmol?! e apresenta duas constantes de dissociacio pKa =6,34 e pKa =8,75

correspondentes a dissociacdo do grupo carboxilico e amina do anel piperazina,
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respectivamente [Barbosa et al., 1997; O’Neil, 2006; Esponda et al., 2009]. Sua
estrutura aparece na Fig. 3.1.

Il
F Co0-
pKa = 6,34

pKa = 8,75

Figura 3.1. Estrutura representativa de norfloxacina (1-ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-
piperazinyl)-3-quinolinecarboxylic acid, NFX), indicando os pKa para o grupo amina da piperazina e
0 grupo &cido.

Assim, como varias outras FQs, a NFX possui dois grupos funcionais
aceitadores de protons que correspondem a dois equilibrios quimicos de ionizacéo.
O grupo carboxilico (posicéo 3) protona-se em meio acido. O grupo associado ao
N4 do anel piperazina (posigéo 7) desprotona-se em meio alcalino [Drakopoulos e
loannou, 1997]. Dependendo do pH do meio, as FQs podem existir em trés formas:
cationica Hz-(FQs)* em meio 4cido, neutra ou zwitteridnica: H-(FQs)* em meio
neutro ou fracamente acido, e anibnica: (FQs)~ em meio alcalino (Fig. 3.2). Em
vista disso, sua interacdo com outras moléculas depende fortemente do pH do meio,
da forca idnica e da distribuicdo de cargas dos sistemas.

o
P, ,J'LH, ~CO-H

0y

N

0 o
Fo_~JL__co, F. lﬁ ,Jl‘| _COH
I oW
N "n‘*-Nf o —-':" \-.N T e PII
H2NM\__,/ R HN'\.__/

Figura 3.2. Estrutura representativa do equilibrio quimico de ionizagdo da NFX, nos meios (a) acido,
(b) neutro e (c) alcalino [Mitscher, 2005].
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Complexacdo das fluorquinolonas a metais e a sua importancia.

A microespeciacdo das FQs é importante na formacdo de complexos

metalicos: moléculas de fluorquinolona atuam como ligantes em meio bésico na
forma desprotonada (FQs)™ e na forma zwitteriénica (FQs)H * se o meio for neutro

ou fracamente &cido/basico. Em condicGes fortemente &cidas, as quinolonas

formam complexos i6nicos em sua forma cationica (FQs)H. .

FQs formam complexos metélicos devido a sua capacidade de ligar ions de
metal. Para entender melhor esta ligagdo das FQs nos seus complexos metéalicos,
mostramos na Fig. 3.3 os principais modos de coordenagdo. Nesses complexos
metalicos, as FQs podem se coordenar como ligante bidentado, monodentado.
Frequentemente, as quinolonas sdo coordenadas de uma forma bidentada, através
de um dos atomos de oxigénio do grupo carboxilico desprotonado e o 4&tomo de
oxigénio da carbonila (Fig. 3.3 (a)). Algumas vezes podem atuar como ligante
bidentado coordenado através de dois &tomos de oxigénio carboxilico (Fig. 3.3 (b))
ou através de ambos os atomos de nitrogénio da piperazina (Fig. 3.3 (c)). As
quinolonas também podem formar complexos como ligantes unidentados
coordenados ao ion metalico por meio do nitrogénio terminal do grupo piperazinico
(Fig. 3.3 (d)). Em condic6es fortemente &cidas, as quinolonas sdo protonadas e

aparecem como cations nos complexos idnicos.

Figura 3.3. Principais modos de coordenac¢éo das quinolonas [Uivarosi, 2013].

As quinolonas podem ligar cations divalentes (Mg?*, Ca?*, Cu®*, Zn?*, Fe?*,

etc.), que formam quelatos com estequiometria 1:1 ou 1:2 (metal:ligante) ou cations
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trivalentes (A1%*, Fe®*), que formam quelatos com estequiometria 1:1, 1:2 ou 1:3.
Na Fig. 3.4 esta representada a estrutura geral dos quelatos de quinolonas com
cations divalentes na razdo molar 1:2. Em um estudo de sistema Cu(ll)-
ciprofloxacina se observou que o nimero de ligantes coordenados depende do pH,
na regido acida, a formacdo 1:1 é favoravel, em meio basico a formagdo do

complexo 1:2 é mais favoravel [Turel et al., 1996].

T|
N

Figura 3.4. Estrutura geral do quelato de quinolona 1: 2 (metal: ligante) com cétions divalentes
(Adaptado de Uivarosi, 2013).

Diversos estudos tém mostrado como a formacao dos complexos com cations
altera a biodisponibilidade e a penetracdo celular das quinolonas, alterando
significativamente as propriedades 6ticas das FQs, dependendo do tipo de céation e
do grau de ionizacdo da fluorquinolona [Kopf-Maier, 1994]. Em uma revisao
bastante abrangente, Psomas et al., 2013 apresentaram as estruturas e a atividade
biolégica dos complexos de algumas FQs com Cu(ll), Ni(ll), Co(ll) e Zn(ll); e
analisaram a influéncia do segundo ligante na atividade bioldgica.

Muitos outros fatores devem ser considerados para 0s complexos de metal
com atividade antimicrobiana, tais como a natureza do ion metélico, a natureza dos
ligantes, o efeito quelato, a carga total do complexo, a natureza do contra ion do
complexo idnico, e a nuclearidade do metal central do complexo [Uivarosi, 2013].
Complexos com estequiometria 1:1 de levofloxacina com Cr(l11), Fe(l11), Cu(lll)
etc. ttm demonstrado um efeito antifingico maior do que o ligante livre [Abd EI-
Halim et al., 2011; Sultana et al., 2010].
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Foram também sintetizados complexos organometalicos de ruténio com
algumas FQs [Turel et al., 2010] que mostraram interagdo com DNA e séo
moderadamente ativos contra Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma
cruzi e Plasmodium falciparum.

A atividade das FQs contra o cancer tem sido explorada [Herold et al., 2002;
Sissi et al., 2003; Thadepalli et al., 2005; Ahmed et al., 2012] com base na sua
capacidade de bloquear a enzima topoisomerase |1, inibindo assim a atividade de
reparacao do DNA. N&o é surpreendente que numerosos estudos sobre a atividade
biologica de complexos metalicos de FQs incluam a sua capacidade de interagir

com o DNA, como uma premissa contra o cancer.

3.1

Quinolonas e sua interacdo com alvos bioldgicos

Estudos da interacéo das FQs assim como dos seus complexos metalicos com
as albuminas séricas bovina (BSA) e humana (HSA), e com DNA, foram relatados
[Jayabharathi et al., 2012; Kamat, 2005]. A albumina sérica possui capacidade de
se ligar reversivelmente a uma grande variedade de farmacos, transportando
inimeras substancias através do sangue [Goes, 2005]. A interacdo das FQs e seus
complexos metalicos com estas proteinas pode ser avaliada mediante mudancas na
fluorescéncia intrinseca [Lakowicz, 2006].

A capacidade de ligacdo dos complexos de FQs com o DNA também tem sido
foi estudada. Os modos de interacdo com o DNA podem ser avaliados através de
titulagcdes espectrofotométricas de absorcao na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis). Assim se pode medir a intensidade da interacdo farmaco-proteina e identificar
0 modo de interacdo [Paraginski, 2007]. A interacdo com o DNA foi investigada in
vitro utilizando diferentes associagdes entre quinolonas e ions de metais bivalentes
[Song et al., 2005; Drevensek et al., 2003; Guo et al., 2011; Robles et al., 2000].
Quando ocorre interacdo eletrostatica ou intercalacdo farmaco-DNA, observa-se
diminuicdo da absortividade molar, e/ou um desvio para a regido do vermelho da
banda de absor¢édo do composto (hipocromismo e batocromismo, respectivamente).
Ja quando a estrutura secundaria do DNA ¢ quebrada, observa-se um aumento da
absortividade molar e/ou um desvio para a regido do azul (hipercromismo e

hipsocromismo, respectivamente) [Paraginski, 2007; Firdaus et al., 2008].
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3.1.1
Membranas biol6gicas

Surfactantes, micelas e lipossomas

Os lipideos sao biomoléculas apenas solGveis em solventes organicos. Tém
como funcbes: alimento energético, armazenamento de energia, moléculas
sinalizadoras, componentes estruturais de membranas. Os principais tipos de
lipideos sé&o os triglicerideos (gorduras e 6leos), fosfolipideos, ceras e esteroides

Detergentes ou surfactantes, assim como lipidios, sdo moléculas anfifilicas,
isto €, moléculas que possuem duplo carater, com uma regido hidrofébica e outra
hidrofilica. Elas podem se autoassociar formando uma variedade de estruturas,
como micelas (vesiculas esféricas ou cilindricas, com um interior hidrofébico),
lipossomas (vesiculas com interior aquoso), microtabulos, microemulsdes, etc
(Fig. 3.5). O tamanho dessas estruturas varia de 0,1 nm a 1 um. A associagdo das
moléculas de surfactantes ocorre por interagcdo de natureza entropica, denominada

interacdo hidrofobica.

les§ [/
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SRR
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Bicamada

Figura 3.5. Estruturas formadas por auto-agregacdo de surfactantes e lipidios (modificado de

http://people.umass.edu/mcclemen/Group.html).

A formacgdo das micelas, chamada de micelizagcdo, comega a partir de uma

concentragdo minima chamada concentragdo micelar critica, CMC (Fig. 3.6).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o_micelar_cr%C3%ADtica
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LAY

Tensdo superficial

CMC Concentragao (o9, C)

Figura 3.6. Distribuicdo de surfactante em solugdo aquosa. Efeito na tensdo superficial e formacgéo

de micelas.

Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas de fosfolipidios e colesterol. Podem ser
unilamelares (Fig. 3.7) ou multilamelares, e permitem incorporar drogas
hidrofilicas e hidrofébicas em sua matriz, podendo ser utilizados para transporte de
diversos farmacos e biomoléculas. As estruturas mais simples e conhecidas, como
esquematizada na Fig. 3.7, consistem em uma membrana formada por uma dupla
camada de fosfolipidios, estes podem apresentar uma ou duas longas cadeias
hidrocarbonadas apolares ligadas a uma extremidade polar (cabeca) contendo um
grupo fosfato. Esta membrana, por sua vez, forma uma esfera que normalmente
contém um liquido polar no seu interior, e que pode ser 0 mesmo liquido onde a

esfera esta dispersa.

Bicamada lipida
Fosfolipideos

Figura 3.7. Esquema de distribuicdo de farmacos dentro de um lipossoma unilamelar.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412803/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1412803/CA

45

Dos diversos tipos de lipossomas que existem, podemos classificar como

segue:

Lipossomas unilamelares pequenos (SUV): aqui a membrana é formada por
uma Unica bicamada fosfolipidica, cujo tamanho da membrana varia entre 20
e 80 nm.

Lipossomas unilamelares grandes (LUV): aqui a membrana é formada por
uma unica bicamada fosfolipidica, com diametro variando entre 80 nm e
1 pm.

Lipossomas multilamelares (MLV): aqui a membrana é formada por vérias
bicamadas fosfolipidicas dispostas de forma concéntrica; com didmetro
externo variando entre 400 nm e alguns micrémetros.

Lipossomas multivesiculares (MVL), semelhantes em forma as MLVS,
porém com bicamadas ndo concéntricas, o que torna a vesicula uma estrutura
mais complexa, inclusive as vezes com membranas bastante curvadas,
normalmente sdo estruturas mal formadas nos processos de obtencdo dos
outros tipos; com didametro variando também entre 400 nm e alguns
micrometros.

Lipossomas gigantes (GV), normalmente formadas por uma Gnica bicamada
fosfolipidica, sendo assim designados como lipossomas unilamelares
gigantes (GUV). O tamanho dessas membranas é superior a 1 um, podendo

chegar a dezenas de micrémetros.

Por outro lado, investigacOes referentes ao uso de sistemas lipossomais com

FQs mostram uma diminuic¢do na fototoxicidade de FQs ao diminuir a concentracéo

a ser administrada. Também, se administrados por via intravenosa, lipossomas

conseguem entregar o farmaco preferencialmente nos mesmos locais de infecéo,

devido ao aumento da captura dessas vesiculas pelos macrdéfagos provenientes do

sistema reticuloendotelial [Hooper, 1998]. Outra vantagem € o uso de farmacos de

baixa solubilidade em pH 7, incorporando o mesmo dentro dos lipossomas, devido

a que ndo é possivel a aplicacdo do farmaco em uso parenteral. [Vries e
Henegouwen, 2000; Sacheteli et al., 2000].

Majumdar et al., 1992 descreveram o comportamento de CFX incorporada

em lipossomas para o tratamento de infe¢des causadas por uma bactéria (MAC) que
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frequentemente causa infecdes oportunistas em pacientes com AIDS, mostrando
que o antibidtico incorporado foi 50 vezes mais eficiente que ao utilizar o farmaco
livre [Duzgunes et al., 1996; Koletar, 1997]

De acordo com Nagata et al., 1999; os resultados obtidos para CFX
incorporada em lipossomas induziram ao aumento das func¢des dos macrofagos, da
producdo de dxido nitrico e de citocinas, portanto esses estudos podem também ser
estendidos para trabalhos com outras fluoroquinolonas em terapias antimicrobianas,

cancer e AIDS.

3.1.2

Nanoparticulas metalicas e sua interagcdo com fluorquinolonas

Nanoparticulas de metais nobres tém sido o centro de atencdo de alguns
estudos interessantes até a atualidade devido as suas propriedades éticas unicas,
surgindo da ressonancia de plasmon superficial (SPR). Entre essas nanoparticulas,
0 ouro e a prata sdo considerados bem interessantes devido a que a sua banda de
ressonancia plasmonica esta localizada na regido visivel do espectro
eletromagnético e as mudangas nessa banda quando interagem com outras
moléculas podem ser bem observada [Jain et al., 2008].

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) com nanoestruturas bem definidas tém sido
empregadas para diversas aplicacGes nas areas das ciéncias fisicas, quimicas e
bioquimicas. A riqueza das suas propriedades Unicas as tornam particularmente
adequadas para aplicagdes em campos que abrangem optoeletronica, catalise
quimica, entrega controlada de drogas, entre outros [Fedlheim e Foss, 2001]. Os
conjugados de AuNPs com antibi6ticos e anticorpos também tém sido utilizados
para induzir a morte seletiva de protozoarios e bactérias [Pissuwan et al., 2007;
Huang et al., 2007; Zharov et al., 2006]. Em relacéo a atividade antibacteriana,
Williams et al., 2006, mostraram que as proprias nanoparticulas de ouro néo afetam
0 crescimento bacteriano ou a atividade funcional, mas conjugados de vancomicina
com AuNPs provocaram inibi¢éo do crescimento de bactérias patogénicas [Huang
etal., 2007]. Gu et al., 2003 sintetizaram AuNPs estaveis cobertas com vancomicina
e mostraram 0 aumento significativo da atividade antibacteriana para este

conjugado, em comparagdo com a atividade do antibidtico livre. Um resultado
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semelhante foi relatado com ciprofloxacina conjugada com nanoparticulas core-
shell de Au/SiO. [Rosemary et al., 2006].

Ablagéo a laser pulsado

Ablacdo a laser pulsado em meios liquidos € uma técnica facil, versatil e
limpa que envolve processos fisicos complexos na sintese de diversas
nanoparticulas metélicas em diversos solventes. Brevemente, a técnica consiste na
irradiagdo de um alvo (ouro puro so6lido), absorvendo fotons, os quais aquecem e
foto-ionizam a area irradiada. Alguns outros componentes podem ser arrancados da
superficie alvo, como vapores, gotas liquidas, fragmentos solidos, mistura de ions
metalicos, “contaminantes”, formando um plasma na superficie do metal irradiado.
A quantidade removida depende da energia absorvida. Por exemplo, para produzir
1 mg de nanoparticulas da maioria de materiais nobres, se requer 10° pulsos de
laser, correspondentes a uma ablacdo da ordem de 20 minutos trabalhando em 10
Hz (laser de nanossegundos ou picossegundos) [Amendola and Meneghetti, 2009].
A Fig. 3.8 mostra 0 esquema da técnica, consistindo num laser pulsado, um sistema
de Optica de focalizacdo e um recipiente contendo a placa do metal, o qual é

colocado na proximidade do foco.

laser
Espelho‘ \ Nd_YAG
532 nm

Lente

=@e= focalisadora

. Plasma inducido pelo laser

Ouro solido

Figura 3.8. Representacao esquematica do método de ablagdo a laser, mostrando os principais
componentes (modificado de Palazzo et al., 2017).
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Em nosso caso, foram utilizadas nanoparticulas de ouro sintetizadas por este
método em &gua, mediante introducédo de absorventes de CO> na solucdo, formando
AUNPs cobertas de oxocarbonos, que denominamos nanocompositos (AuNCS).
Esta camada de oxocarbonos é criada durante o processo de irradiacdo do laser
sobre 0 ouro puro sélido, mostrando estabilidade constante durante meses sob
condigdes adequadas [Del Rosso et al., 2016].

Existem diversas técnicas para a sintese de nanoparticulas de ouro. Entre as
mais utilizadas temos métodos quimicos e fisicos. Dentre os métodos fisicos temos
0 processo de condensacdo de ouro, gradiente de temperaturas e ablacdo a laser.
Entre os quimicos o mais conhecido é o método de Turkevich, além de Brust e
outros pesquisadores que desenvolveram diversas técnicas para controlar a forma e
o diametro das particulas [Bonifacio, 2007]. Brevemente, 0 método de Turkevich

se baseia na reducdo e estabilizagdo das nanoparticulas pelo ion citrato (Fig. 3.9).
HO
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Figura 3.9. Representacdo esquematica de AuNPs produzida pelo método de Turkevich

Para que as AuNPs se mantenham estaveis e dispersas em suspensao aquosa
é essencial a presenca de uma camada estabilizante, afim de evitar a aglomeragéo
[Turkevich et al., 1954]. Esta aglomeragdo € facilmente reconhecida pelo
deslocamento da banda de plasmons para regides de menor energia (comprimentos
de onda maiores). Plasmons s&o oscila¢Bes dos elétrons na superficie de um metal,
que apresentam energia quantizada, interferindo em propriedades eletronicas e
oOpticas. Plasmons de superficie interferem na cor da solucdo aquosa das AuNPs,
relacionada & energia de transigdo eletronica, isto €, a cor depende da densidade dos
estados eletronicos e do tamanho das AuNPs. Dimensdes entre 2 e 40 nm

apresentam coloragéo vermelha, devido a transi¢fes entre as bandas eletrénicas que
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acomodam os elétrons superficiais. No entanto, tamanhos maiores apresentam uma
coloragdo violeta devido ao aumento da densidade de estados eletronicos e
consequente diminuicdo da energia de transicdo entre as bandas (aumento do
comprimento de onda).

Como ja sabemos, a supressao de fluorescéncia é o processo no qual a
intensidade de fluorescéncia de um fluor6foro diminui. Recentemente, devido ao
seu alto coeficiente de extincdo e as suas propriedades Opticas altamente
dependentes da distancia, AuNPs tém sido utilizadas como supressores por
transferéncia de energia [Ghosh et al., 2012; Gao et al., 2011; Guo et al., 2011].
Quando os fluor6foros ou moléculas receptoras marcadas com fluoréforos
interagem com AuUNPs, a fluorescéncia sera extinta através de transferéncia de
energia e/ou processos de transferéncia de elétrons a partir dos fluoréforos para as
AuUNPs. Dois mecanismos sdo apresentados para explicar o processo de
transferéncia de energia: transferéncia de energia superficial de nanoparticulas
(NSET) e fluorescéncia por transferéncia ressonante de energia (FRET). [Yun et
al., 2005; Jennings et al., 2006; Jennings, Schlatterer et al., 2006; Ray et al., 2006].
Recuperacdo de fluorescéncia de uma molécula fluorescente ligada as AuNPs pode
ser utilizada para sensoriamento de analitos por “turn-on” da fluorescéncia. Apds a
adicdo de um analito alvo, fluoréforos, ou moléculas receptoras marcadas com
fluoréforos, sdo removidos da superficie das AUNPs. Como resultado, a intensidade
de fluorescéncia dos fluor6foros aumenta com o incremento da concentracdo do
analito [Darbha et al., 2007; Chen et al., 2009]. Ao tirar vantagem da forte
capacidade desta supressdo pelas AuNPs, muitos sensores de fluorescéncia
eficientes foram desenvolvidos para o ensaio de moléculas bioldgicas e ions [Gao
etal., 2011; Guo et al., 2011; Hormozi-Nezhad et al., 2013].

Considerando uma boa sobreposicdo entre o espectro de fluorescéncia das
FQs e o0s espectros de absorcdo de AuNPs, os pares AuNPs-FQs podem ser
escolhidos como um sistema de transferéncia de energia plausivel.

A restauracgdo de fluorescéncia de FQs pode ser realizada mediante adi¢éo de
tiois, devido a forte interacdo entre os tidis e nanoparticulas de ouro para formar
ligacbGes Au-S, o que leva a dissociacdo de FQs das superficies das AUNPs [Amjadi
e Farzampour, 2013].

Com tudo isto, é de vital importancia o estudo das propriedades fisico-

quimicas das FQs e seus complexos metélicos para compreender e melhorar sua
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eficdcia na aplicacdo farmacoldgica. As interacdes dos complexos em sistemas
bioldgicos acarretam normalmente mudancas no espectro de fluorescéncia. Tais
mudancas vao ajudar a conhecer o grau de dissociacdo do farmaco ante o alvo
bioldgico. Em nosso estudo da interacdo de FQs e complexos metalicos com alvos
bioldgicos sdo utilizadas diversas técnicas espectroscépicas: absorcdo UV-Visivel,

fluorescéncia estacionéria e resolvida no tempo e ressonancia de spin eletronico.
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Materiais e métodos

4.1

Materiais

Como farmacos fluorescentes foram utilizadas as FQs norfloxacina (NFX),
levofloxacina (LFX) e ciprofloxacina (CFX), obtidas de Sigma-Aldrich (Fig. 4.1
().

O complexo dicloro(1,10-fenantrolina)cobre(ll) (Cu:Phen) foi adquirido de
Sigma-Aldrich e o dicloro(2, 2’-bipiridina)cobre(ll) (Cu:Bipy) foi sintetizado pelo
grupo da Prof. Leticia Teixeira, Departamento de Quimica da UFMG.

Fosfatidilcolina(L-a-Phosphatidylcholine) de ovo, dodecil sulfato de sddio
(SDS), brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB), glutationa (GSH), &cido estearico
(SA) e DNA de timo de bezerro foram adquiridos de Sigma-Aldrich (Estruturas
moleculares apresentadas na Fig. 4.2).

O tampdo fosfato (PB) foi preparado com mistura dos sais NaH2POs e
Na2HPOs, ajustando o pH em 7,4. O tampéo fosfato salino isoténico foi preparado
usando cloreto de s6dio 0,15 M em PB 10 mM, pH 7,4. Foram preparadas solucdes
estoques de SDS 100 mM e NFX 1 mM em &agua.

Nanocompositos de ouro, fornecidos pelo grupo do Prof. Tommaso Del
Rosso [Del Rosso, 2016], foram sintetizados pela técnica de ablacédo a laser em agua
ultrapura ajustando-se o pH com NaOH. Caracteriza¢do dos AUNCs

Os AuNCs foram caracterizados pelo grupo do professor Del Rosso,
utilizando microscopia eletronica de varredura por transmissao (STEM, do inglés
scanning transmission electron microscope), obtendo a imagem das nanoparticulas
preparadas em NaOH (Fig. 4.3 (a)), revelando que a maioria destas nanoparticulas

tem um didmetro médio em torno de 6 nm.
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Figura 4.1. (a) Estruturas moleculares de levofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina. Estruturas
propostas para os complexos de Cu(ll) de norfloxacina: (b) [CuClz(Bipy)(NFX)ICI], (c)
[CuClz(Phen)(NFX)], (d) [CuCl2(H20)(NFX)].
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Figura 4.2. Estrutura molecular de (a) fosfatidilcolina de ovo (tamanho de cadeia variavel), (b)
dodecilsulfato de sodio (SDS), (c) brometo de cetiltrimetilamdnio, (d) glutationa, (e) acido esteéarico
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Figura 4.3. (a) Micrografia TSEM de AuNCs ajustando o pH do sistema de agua com NaOH. A

insercao representa a distribuigdo estatistica dos diametros das particulas. (b) Imagem HRTEM de
um AuNC: o espagcamento de rede correspondendo a Au (0,235 nm) e grafite (0,330 nm) claramente
visivel no nucleo e na superficie, respectivamente. (c) Imagem HRSTEM e andlise elementar de

EDX (Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia) do mesmo AuNC [Del Rosso, 2016]

Imagens de alta resolucéo e espectroscopia foram aplicadas pelo grupo do Del
Rosso para obter provas diretas e claras da presenca da rede complexa de carbono
e oxocarbonos envolvendo os AUNCs. As Fig. 4.3 (b) e (c) mostram imagens tipicas
de HRTEM (High-resolution transmission electron microscopy) e HRSTEM (high-
resolution scanning transmission electron microscopy), confirmando a presenca de
oxocarbonos na superficie dos AUNCs

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente de 23°C.
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4.2
Técnicas experimentais

421

Absorc¢éo optica

As medidas de absorcdo dptica UV-visivel foram realizadas a temperatura
ambiente no espectrofotdmetro Hewlett Packard (Agilent), modelo HP — 8452 A.
Este espectrofotdmetro opera na faixa de 180-820 nm, com sistema de detecgéo por
arranjos de diodos e resolucdo de 2 nm. O esquema do espectrofotbmetro é
apresentado na Fig.4.3, mostrando simplificadamente a fonte luminosa e o feixe
passando atraves do monocromador e depois para a amostra. Em seguida passa pela
rede de difracdo, para selecdo do comprimento de onda, atingindo o arranjo de
diodos do detector. Finalmente esses dados sdo coletados em um registrador de
dados.

Brevemente, o espectrofotometro realiza a medicdo obtendo primeiro a
intensidade de luz transmitida através da solucdo padréo, contendo o solvente (ex.
tampado, agua, solucdo base), seguida por uma medicao da luz transmitida atraves
da amostra dissolvida na mesma solucdo. A absorbancia ou a transmitancia séo
entdo obtidas através da interface com o computador e do software. Isso é feito ao

mesmo tempo para cada comprimento de onda da luz.

Figura 4.4. Esquema do funcionamento do espectrofotdmetro (retirado da Tese de Doutorado de
Romero, 2013).
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Os espectros foram medidos utilizando-se um tempo de integragdo de 1 s. Em
algumas experiéncias utilizamos dois tipos de cubetas de quartzo, de caminho 6tico

1,0 cm e capacidade 3,0 mL, e de caminho 6ptico 0,4 cm, com capacidade 1,2 mL.

4.2.2

Fluorescéncia

Sistema de fluorescéncia estacionaria

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia estacionaria foram realizadas
utilizando o Sistema de Fluorescéncia PTI-QML1 (Fig. 4.4), do Laboratorio de
Espectroscopia de Biomoléculas (Departamento de Fisica, PUC — Rio).

A Fig. 4.5 mostra o esquema do funcionamento do espectrofluorimetro. Para
resumir, o espectrofluorimetro contém uma lampada de xendnio como fonte de luz
(1), cujo feixe atravessa as fendas de excitacdo (2) para 0 modulo de excitacao (3),
no qual mediante uma rede de difracdo € selecionado o comprimento de onda (4),
que ingressa no compartimento da amostra (5). Parte da luz emitida pela amostra é
captada a 90° e atravessa as fendas de emissdo (10), ingressando no médulo de
deteccdo, passando pelo monocromador (rede de difracdo) de emissdo (7) e
finalmente chegando a fotomultiplicadora como detector fotossensivel (9).
Programas de computador automaticamente varrem o0s comprimentos de onda
detectados e apresentam a intensidade de emissdo como uma funcdo do

comprimento de onda da luz emitida.
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1) LAmpada de
xendnio
2) Fendas

de excitacao

3) Monocromador de
excitacdo

4) Rede de
'8 excitacio

7) Monocromador
de emissdo
8) Rede de emisdo
9) Detector
10) Fendas de emissao

Figura 4.6. Esquema do espectrofluorimetro estacionario utilizado (Adaptado do manual do
equipamento PTI QM1).

Os monocromadores em cada compartimento selecionam a frequéncia dos
fétons da radiacdo incidente e emitida pela amostra. O programa Felix foi utilizado
para o controle de varredura do feixe de emissdo e excitacao.

No caso dos espectros de emissdo, dado um comprimento de onda de
excitacdo, se obtém a intensidade de emissdo em funcdo do comprimento de onda
da luz emitida. No caso dos espectros de excitacao, estes representam a intensidade


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412803/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1412803/CA

57

de emissdo num determinado comprimento de onda, em fungdo do comprimento de
onda de excitagéo.

Todos os experimentos de fluorescéncia de FQs foram feitos excitando a NFX
em 330 nm, levando em conta efeitos de filtro interno. Aberturas das fendas do
fluorimetro foram 3 nm para a excitagdo e 4 nm para a emissao. Todas as medidas
de absorcdo/extingéo e fluorescéncia foram feitas em cubeta de 1 ml, utilizando o
caminho optico £ =0,4 cm para absorbancia e excitagao, ¢ £ =1,0 cm para a

emissao.

Sistema de fluorescéncia resolvida no tempo

A técnica de contagem de féton unico (TSPC) consiste em determinar o
tempo decorrido entre um pulso de excitagdo extremamente curto (~ 10~
segundos, de comprimento de onda bem definido), e o instante em que o primeiro
foton, vindo da relaxacdo das moléculas excitadas, chega ao detector. Ou seja, ha
um reldgio interno que tem o seu disparo junto com a fonte de luz e cessa na
detec¢do do primeiro féton da amostra fluorescente. Esses dados sdo coletados num
histograma (sendo o eixo y o nimero de fétons contados e x o tempo decorrido até

a observacdo dos fétons advindo do fenémeno da fluorescéncia, Fig. 4.6).

Detector Time (ns)
signal:
Photon 1
2 A
7 A
A -
5 -
6
7
8
9 .
10
N A
Photon
distribution
Time (ns)

Figura 4.7. Esquema da técnica da contagem de foton Unico. (Lakowicz;2006).

O equipamento necessita também monitorar o perfil do pulso de luz,

primeiramente porque esses pulsos ndo sdo curtos o suficiente para serem
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considerados deltas de Dirac, de maneira que é necessario aplicar um tratamento
matematico (deconvolucdo) para obter corretamente os tempos de vida. Portanto,
tempos abaixo da largura a meia altura, que estariam dentro do erro experimental,
ainda podem serem estimados.

As experiéncias de tempo de vida de fluorescéncia foram realizadas no
sistema de fluorescéncia resolvida no tempo por contagem de fétons (Fig. 4.7)
TCSPC 5000 U, IBH-Horiba-JobinYvon (Fisica, PUC-RIo, projeto PADCT-RIio).
Este equipamento se baseia na técnica de contagem de foton dnico correlacionada
no tempo (TCSPC — Time Correlated Single Photon Counting). O equipamento
possui um sistema de bombeamento com uma fonte pulsada que possibilita medidas
de tempos de vida ~ 100 ps. Além disso, possui também um conjunto de lasers e
LEDs de estado s6lido (NanoLEDs) com pulsos de curta duragdo (<200 ps) e com
taxa de repeticdo de 1 MHz, que cobre uma larga faixa do espectro desde 280 nm
até 650 nm. Em nosso caso, para todas as medidas de decaimento de fluorescéncia
foi utilizado um LED de estado sélido (NanoLED), com taxa de repeticdo de 1 MHz
e comprimento de onda de 330 nm, de duracdo média de 1ns. O sistema é
controlado por computador atraves de um software comercial adquirido junto com

0 equipamento (DAS6 — Horiba Jobin lvon), compativel com Windows.

Figura 4.8. Equipamento de fluorescéncia resolvida no tempo utilizado para medidas de tempos de

vida.
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Para a determinacdo dos tempos de vida e dos demais parametros da
fluorescéncia resolvida no tempo foi utilizado o modelo multi-exponencial dado
por:

N@) =A+) o exp;—t (4.1),
i i
onde A é uma constante associada ao ruido, 7 Sdo os tempos de vida das espécies
presentes na amostra e «; Sa0 0s fatores pré-exponenciais.

Para ajustar as curvas de decaimento medidas utilizamos dois softwares de
analise, o individual e o global. Na andlise individual, o programa DAS6 - Horiba
Jobin Ivon nos permite realizar ajustes com até cinco exponenciais, ou seja,

considerando cinco tempos de vida na equacdo (Eq. 4.1). A parametrizacdo €
realizada através de uma avaliacdo criteriosa do y*, o qual deve estar entre 0,8 e

1,2, da distribuicdo dos residuos e do comportamento coerente dos parametros

segundo o nosso modelo multi-exponencial.

4.2.3

Ressonancia paramagnética eletrdénica

Ressonancia paramagnética eletrénica (ou ressonancia de spin eletrénico) é
uma técnica espectroscopica que permite detectar e, na maioria dos casos,
caracterizar moléculas com elétrons desemparelhados, sem alterar ou destruir as
moléculas.

Experimentos de ressonancia paramagnética eletrénica dos complexos de
cobre foram realizados no Laboratorio de Ressonancia Paramagnética Eletrénica,
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF, Fig. 4.8)), no espectrometro Bruker
(colaboracdo com E. Wajnberg e O. Cambraia) e no espectrometro Miniscope MS
400, Magnettech, do Departamento de Fisica da UFMG (K. Krambrock). Os
espectros foram obtidos a 77 K utilizando um criostato de imersédo em nitrogénio

liquido.
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Figura 4.9. Laboratério de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE), CBPF, mostrando o
espectrémetro de RPE (http://mesonpi.cat.cbpf.br/matmult/?pgn=Infraestrutura%20AssociadaRPE).

4.3
Procedimentos

4.3.1

Preparacdo de amostras

Preparacéo de micelas de SDS

Iniciamos o estudo de interacdo dos complexos com biomembranas
investigando a interagdo dos complexos com micelas, utilizando o surfactante
anibnico SDS (Fig. 4.2). Nessa experiéncia utilizamos tampdo fosfato 20 mmol.L™,
pH 7,4. Para 0 modelo de membranas utilizamos vesiculas de fosfolipidios,
introduzindo diferentes propor¢des de &cido estearico e SDS para variar o potencial

de membrana.

Preparacéo de vesiculas unilamelares pequenas de fosfatidilcolina de ovo.

Para a preparacdo das vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) foi utilizado
cloroférmio (CHCIs) e PC, ambos adquiridos da Sigma-Aldrich. Brevemente, para
a preparacdo das SUVs foi utilizado 1,2 ml de PC 10 mM solubilizado em CHCls.
Essa solugéo de PC foi secada com fluxo de gés nitrogénio e colocada no vacuo por
2 horas. Depois desse tempo as peliculas formadas foram hidratadas com 1,2 mL

de PB 10 mM pH 7,4 e submetidas a agitacdo mecanica em vortex por 15 segundos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412803/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1412803/CA

61

e logo submetidas trés vezes a sonicagdo, em 12 intervalos de 10 segundos, com
descanso de 5 segundos entre intervalos. Depois desse processo, para retirar as
impurezas deixadas pelo titdnio do sonicador, centrifugamos as amostras e
recolhemos 1 mL do sobrenadante livre de impurezas. Finalmente foi adicionada
uma aliquota de NFX para obter na solu¢do uma concentracéo final de NFX 16 uM
em SUVs.

Preparacéo de vesiculas unilamelares pequenas de fosfatidilcolina de ovo e

acido estearico

Para as experiéncias com acido estearico foi preparada uma solucéo estoque
de acido estedrico 25 mM em etanol, adquiridos da Sigma-Aldrich. Brevemente, foi
preparada uma solucdo estoque 5,5 ml de SUVs PC 10 mM solubilizado em CHCla.
Em seguida distribuimos esta solu¢do em 5 frascos, no qual um deles foi utilizado
como o espalhamento para cada conjunto de medidas, e nos outros frascos
adicionamos aliquotas de SA o suficiente para obter em cada frasco 0, 2, 4 e 6 mM.
Essas solucBes foram secadas com fluxo de gas nitrogénio e colocadas no vacuo
por 2 horas. Depois desse tempo as peliculas formadas foram hidratadas com 1 mL
de PBS 10 mM e neste caso adicionamos logo NFX 16 uM aos frascos 1, 2, 3 e 4;
e submetemos a agitacdo mecanica por 15 segundos e logo submetidas trés vezes a
sonicagdo, em 12 intervalos de 10 segundos, com descanso entre intervalo de 5
segundos. Depois desse processo, para retirar as impurezas deixadas pelo titanio do
sonicador, centrifugamos as amostras e recolhemos 0,8 mL do sobrenadante livre

de impurezas, tendo finalmente nas amostras NFX 16 uM em SUVSs/SA.

Vesiculas unilamelares pequenas de fosfatidilcolina e dodecil sulfato de sodio

Para as experiéncias com SDS se preparou uma solucdo estoque de SDS
30 mM em etanol. A preparagdo foi a mesma do que em A&cido esteérico,
intercambiando apenas o &cido pelo surfactante. Brevemente, foi preparada uma
solugéo estoque 5,5 ml de SUVs PC 10 mM solubilizado em CHCIs. Em seguida
distribuimos esta solu¢do em 5 frascos, no qual um deles foi utilizado como o
espalhamento para cada conjunto de medidas, e nos outros frascos adicionamos
aliquotas de SDS o suficiente para obter em cada frasco 0, 2, 4 e 6 mM. Essas
solucBes foram secadas com fluxo de gas nitrogénio e colocadas no vacuo por 2

horas. Depois desse tempo as peliculas formadas foram hidratadas com 1 mL de
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PBS 10 mM e neste caso adicionamos logo NFX 16 uM aos frascos 1, 2, 3 e 4; e
submetemos a agitacdo mecanica por 15 segundos e logo submetidas trés vezes a
sonicacao, em 12 intervalos de 10 segundos, com descanso entre intervalo de 5
segundos. Depois desse processo, para retirar as impurezas deixadas pelo titanio do
sonicador, centrifugamos as amostras e recolhemos 0.8 mL do sobrenadante livre
de impurezas, tendo finalmente nas amostras NFX 16 uM em SUVs/SDS.

Para o estudo da interacdo de NFX com DNA, foi utilizado DNA de timo de
bezerro, adquirido da Sigma-Aldrich. Nessa experiéncia utilizamos tampéao Tris
5mM pH 7,4 com EDTA 0.25 mM.

Por Gltimo, para a interacdo de AuNCs com as diferentes FQs, utilizaram-se
nanoparticulas de ouro de camada carbonoide, as quais foram sintetizadas pela
técnica de ablacdo a laser em agua ultrapura e ajustando o pH com NaOH em
valores da ordem de 8,0 (cedidas pelo grupo do Prof. Tommaso Del R0sso0).

Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente de 24°C,

com excec¢do dos experimentos de RPE, que foram realizados a 77 K

4.3.2
Interacao de norfloxacina com complexos de cobre e com diferentes

biomoléculas

A interacdo da NFX com diferentes biomoléculas e com ions metalicos é
estudada através de espectroscopia de absorcdo UV-Vis e fluorescéncia. Por um
lado, sdo observadas as mudancas nos espectros de absorcéo. Ja que a NFX e outras
FQs sdo fluorescentes, utilizamos o fluorimetro para detectar a interacdo das FQs
com diferentes biomoléculas.

Mantendo fixa a concentracdo da espécie fluorescente (fluorquinolona) e
variando a concentracdo do composto que se associa a esta (complexos de cobre(l1),
lipossomas, AuNCSs) obtém-se variagdes nos espectros de fluorescéncia, permitindo
tracar as curvas de associacéo.

Para a analise da supressdo de fluorescéncia, usamos a equacdo de Stern-
Volmer ou a expressdo exata para a variagdo da fluorescéncia no modelo de dois
estados (fluoréforo livre/ligado) para obter as constantes de associacao.
Encontramos constantes de associacdo K, mediante ajuste dos graficos com as

equacdes caracteristicas dos modelos.
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Obtencéo da constante de estabilidade na formacédo de complexo 1:1

Em supressdo de fluorescéncia as constantes de estabilidade Ky para o
equilibrio NFX + Cu:L <> NFX:Cu:L foram obtidas utilizando a expressao exata
para a formacdo de um complexo 1:1 [Valeur, 2001], assumindo que a constante de

estabilidade para Cu e L é muito maior do que para Cu e NFX:

Fo—-F c 1 c 1 ? c %
Fp-F=-0_""=Jl14M B P VR S ' (4.2)
2 c.  Kyepo c.  Kyeo CL

onde K} é a constante de ligacdo do complexo binario Cu:L com NFX, c. e cm sdo

as concentrac6es do ligante NFX e do complexo metalico Cu:L, respectivamente;
Fo, F e F« sdo as intensidades de fluorescéncia da NFX na auséncia de Cu:L, a uma
concentracéo dada de Cu:L, e para cL<<Cwm, respectivamente. Quando ha supresséo
completa, F- é nula. E importante notar que a equacio 4.2 se resume na Equacéo
de Stern-Volmer, no caso de a constante de associacdo Kp ser pequena, de modo
que a concentragdo total do supressor (cv) seja da ordem da concentragéo de

supressor livre (cm~[Cu:L]).
Corre¢gdes em medidas de fluorescéncia

Correcéao do efeito de filtro interno

Muitas vezes a intensidade da luz de excitagdo incidente pode ser diminuida
significativamente ao chegar no meio da cubeta contendo a amostra, assim como
ser atenuada a fluorescéncia observada, devido a que a propria amostra pode
absorver a luz incidente e/ou a luz emitida. Isto vai depender da densidade ética da
amostra nos comprimentos de onda de emissdo e excitacdo. Como isto pode
influenciar a intensidade de fluorescéncia e mudar os dados obtidos, se faz a

seguinte correcédo devido a estes efeitos de filtro interno:
FC — F Xlo AEXC(I)+A§m(I): F Xlo (gexc'pﬁxc_'_gem'&m)/z (43)

onde F. é a intensidade da fluorescéncia real (corrigida), F é a fluorescéncia obtida
(dados). Aexc(y € a absorbancia no comprimento de onda de excitacdo e Aemq) € a
absorbancia em cada comprimento de onda de emissdo, associadas ao caminho
Otico até o ponto de excitacdo e emissdo, respectivamente. Na geometria de

fluorescéncia, utilizando-se cubetas quadradas, pode-se aproximar o centro da
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cubeta como o ponto em que ocorre a excitagdo e a emissdo. Entdo o caminho 6tico
sera metade do caminho utilizado para medir a absorbancia (1/2). Sendo assim
utiliza-se Aexcy = Aexc-lexc/2, € Aemty = Aem.Lem/2, para corrigir o efeito de filtro

interno.

Correcgéo da diluicdo

Em medidas de fluorescéncia assim como de absor¢éo, também é importante
corrigir os efeitos de diluigdo quando os volumes das amostras variam mais do que
1% nas titulagcOes. Para esta correcéo, a formula é:

F.=F x(V, +Vyi )V, (4.4)
Aqui, F¢ é a intensidade da fluorescéncia corrigida, F é a fluorescéncia obtida, Vo é
o0 volume da amostra inicial da amostra e Vaiiq 0 volume das aliquotas adicionadas.
Com isto, considerando estas duas correcdes, obtém-se a seguinte expressao para a

intensidade de fluorescéncia corrigida:

+
FC — F (\/O V a“q) 10 (éexc Ae e '%m)/2 (45)

0
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Resultados e Discussoes

51
Interacéo dos complexos [CuClz(Bipy)] e [CuCl2(Phen)] com

norfloxacina em micelas de SDS

Complexos metélicos sintetizados podem se dissociar em solucGes aquosas,
por isto € importante conhecer as constantes de estabilidade K, do metal:ligante.
Para o caso dos complexos binarios Cu:Bipy e Cu:Phen, estas constantes sdo da
ordem de 108 e 10° M [Turkel e Sahin, 2009]. Como estas s&0 bem maiores do que
a constante de associagdo de cobre(ll) com a NFX, a formacdo dos complexos
ternarios de Cu:Bipy e Cu:Phen com NFX pode ser tratada como a associacéo do
complexo binario com o ligante NFX. Nesse caso, a constante de associacdo é dada
por Kp = [Cu:L:NFX] / ([Cu:L][NFX], sendo “L” Bipy ou Phen.

Devido a que o ion de cobre(ll) é bom supressor de fluorescéncia, as
constantes K, podem ser obtidas pela supressé@o da fluorescéncia. Assim, em
trabalho anterior, Muniz, Incio et al., 2017 encontramos as constantes de associacao
Ky da NFX aos complexos de cobre-bipiridina (1) e cobre-fenantrolina (2) em
tampéo fosfato 20 mM:

Kp®= (1,48 + 0,02) x 10°M,

Kp®= (1,80 + 0,02) x 10° M.

Muniz et al., 2014, mostraram que a forca idnica e a presenca de estruturas
eletricamente carregadas nas solugdes influenciam grandemente na associacao da
NFX ao complexo binario.

A interacdo da norfloxacina com micelas do detergente anidnico SDS foi
estudada anteriormente usando a fluorescéncia intrinseca da NFX [Muniz et al.,
2014]. Foi encontrado que as formas cationica e zwiteridnica da NFX (pH 4,0 e
pH 7,4, respectivamente), associadas a micelas de SDS, tém constantes de

associacio 5,48 x 103 Mte 1,7 x 103 M2, respectivamente. O rendimento quéntico
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de fluorescéncia de ambas espécies aumenta quando NFX se liga as micelas de
SDS, deslocando o pico, de 440 nm em pH 4,0 ou de 407 nm em pH 7,4, para
432 nm.

Nessa parte do trabalho, realizamos o estudo da interacdo dos complexos de
Cu:Bipy e Cu-Phen com NFX associada a micelas de SDS. Nosso objetivo foi
analisar como as micelas anionicas influenciam a formacdo e a estrutura dos
complexos ternarios.

Muniz et al., 2014, também mostraram que a NFX encontra-se totalmente
ligada a micelas de SDS, em solugdes de SDS 20 mM, pH 7,4 (concentragdo
micelar critica CMCsps = 2,65 x 103 M). Preparamos entdo uma solugdo de SDS
20 mM e NFX 8 uM (NFX diluida a partir de estoque 1,6 mM em &gua levemente
acidificada para solubilizar NFX), a fim de ter certeza que a NFX se encontra ligada
as micelas.

Titulamos a solucdo contendo NFX em SDS, ambas em concentracdes fixas,
com os complexos Cu:Bipy e Cu:Phen, para observarmos as mudancas nos
espectros de absorcdo, fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo. Como
controle, também titulamos NFX em SDS com cloreto de cobre (I1), para comparar
com os resultados da titulacdo com os complexos. A Fig. 5.1 mostra o esquema da

interacdo dos complexos de Cu-Phen com NFX associada a micelas de SDS.

Micelas de SDS com NFX* + Cu:Phen Cu:Phen:NFX

Figura 5.1. Esquema ilustrando a interagdo de Cu:Phen com NFX dentro das micelas de SDS.
(Adaptado de Muniz, Incio et al., 2017).
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5.1.1
Absorcgéo e fluorescéncia da NFX em micelas de SDS titulada com os

complexos Cu:Bipy e Cu:Phen

Apresentaremos, a seguir, resultados de absor¢cdo UV-Vis assim como os de
fluorescéncia da NFX em micelas de SDS, em presenca de concentragdes
crescentes dos complexos de cobre.

Nas Fig. 5.2 (ay), (b1) e (c1) s&o mostrados os espectros de absorgdo de NFX
titulada com os complexos Cu:Bipy, Cu:Phen e CuCl,. Como os complexos
absorvem na regido UV do espectro, nota-se uma crescente contribui¢do para a
absorcéo nessa regido. Para verificar se 0s espectros sdo apenas superposicéo de
compostos ou se houve modificacdo dos espectros individuais devido a
complexacdo, foram feitas analises mediante subtracdo do espectro inicial de NFX.
Podemos ver na subtracéo de espectros, Figs. 5.2 (a2), (b2) e (c2), uma modificacdo
dos espectros devido a formacdo dos complexos. Na Fig. 5.2 (c2), hd uma leve
modificacdo na absorbancia da NFX em micelas de SDS ao adicionar CuCl,. Ja a
titulacdo com Cu:Bipy e Cu:Phen modifica bastante os espectros de absorcao
(Fig. 5.2 (a2), (b2)), em relacdo aos espectros dos dois complexos Cu:Bipy e
Cu:Phen.

Os espectros de fluorescéncia da NFX em micelas de SDS titulada com os
complexos Cu:Bipy, Cu:Phen e com CuCl, foram obtidos e os resultados s&o
apresentados na Fig. 5.3. Observa-se inicialmente uma diminuicdo da intensidade
de fluorescéncia, sem deslocamento do pico, caracteristica de supressdo de
fluorescéncia. Em concentracdes maiores de complexo, em que a supressao é mais
acentuada, ha um deslocamento do pico para o azul, para 407 nm em ambos
complexos (Cu:Bipy e Cu:Phen). Essa fase ndo ocorre na titulagdo com CuCly,
sendo possivel perceber uma supressdo em 431 nm sem deslocamento do pico.

A NFX em solucdo aquosa, pH 7,4, apresenta pico de fluorescéncia em
407 nm, enquanto que ligada a micelas de SDS o pico desloca-se para 432 nm
[Muniz, 2013]. Logo, o pico inicial em 431 nm dos espectros da Fig. 5.3 (a), (b) e
(c) indicam que praticamente todas as moléculas de NFX estdo realmente

associadas as micelas de SDS num momento inicial.
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Figura 5.2. Espectros de absorcdo da NFX 8 pM em SDS 20 mM, titulada com cobre e seus

complexos (a1) Cu:Bipy, (b1) Cu:Phen e (c1) o sal CuClz. Espectros (az), (b2) e (c2) sdo resultados de

subtrair o espectro inicial de cada série dos espectros (a), (b1), (c1) (NFX em SDS).
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Figura 5.3. Espectros de fluorescéncia da NFX 8 pM em SDS 20 mM, e o efeito da titulagdo com (a)
Cu:Bipy, (b) Cu:Phen e (c) CuClz. Medidas com excitagdo em 330 nm.

Para a interpretacdo dos resultados da Fig. 5.3 deve-se ter em conta que 0s
ions de cobre (1) sdo paramagnéticos e, portanto, supressores de fluorescéncia.
Podemos deduzir que, a fluorescéncia méaxima em 432 nm indicaria que
praticamente todas as moléculas de NFX estdo ligadas as micelas o qual esta de
acordo para uma concentracdo alta de SDS 20 mM, e os complexos de cobre
Cu:Bipy e Cu:Phen, ao se associarem as micelas, suprimem completamente a
fluorescéncia das moléculas de NFX. Ao utilizar como controle CuCl, vemos que
ndo ha deslocamento do pico de fluorescéncia, o deslocamento aparece apenas para
os complexos. Conclui-se que as micelas anidnicas de SDS favorecem a formacéo
dos complexos mistos. O espectro remanescente com maximo em torno de 407 nm
deve-se, provavelmente, a pequena proporcdo de NFX ndo associada as micelas,
cuja fluorescéncia néo estaria suprimida pela ligagdo aos complexos.

AFig. 5.4 apresenta gréaficos de variagdo da fluorescéncia da NFX em micelas
de SDS em 431 nm, como fungdo da concentracdo dos complexos. Esses resultados

serdo analisados de acordo com diferentes modelos de associagéo.
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Figura 5.4. (a) Graficos de Stern-Volmer para a fluorescéncia da NFX em micelas de SDS, em
430 nm, como funcdo da concentracdo dos complexos de cobre e de CuClz.. (b) Variacédo
normalizada da fluorescéncia da NFX como funcdo da concentracdo dos complexos de Cu:Phen,
Cu:Bipy e Cu:Clz. Linhas solidas: ajustes por minimos quadrados usando Eq. 4.2.

Mediante o gréfico de Stern-Volmer (Fig. 5.4 (a)) podemos ver que o grafico
ndo é linear, portanto ndo podemos obter constantes de inclinacdo relacionadas as
constantes de associacdo. Foi necessario utilizar o modelo exato de dois estados
para formacdo do complexo misto (NFX livre, NFX associada a Cu:Bipy ou
Cu:Phen). A partir desses dados experimentais (Fig. 5.4 (b)), foi possivel ajustar e
obter as constantes de estabilidade para a formacdo do complexo ternario
Cu:L:NFX no interior das micelas:

Kp©Wsps = (6,1 + 0,1) x 10° ML, para Cu(I1):NFX,

Kp® sps = (8,0 + 1,8) x 10° M1, para Cu:Bipy:NFX, e

Kp® sps = (6,8 + 1,3) x 10° M1, para Cu:Phen:NFX.

Essas constantes sdo muito maiores do que as obtidas em tamp&o. Por
exemplo, para Cu:Phen:NFX em SDS, o valor da constante, Kx® sps = 6,8 x 10°
M-1, é 60 vezes maior do que em PB, Kp ~ 1,0 x 10° M~ [Muniz, Incio et al., 2017,
Fig. 3].

Podemos concluir entdo, da supressao de fluorescéncia e das constantes de
estabilidade obtidas, que as micelas de SDS favorecem a interagdo da NFX com 0s
complexos Cu:Bipy e Cu:Phen, em pH 7,4, apresentando uma estabilidade maior

do que o complexo ternario em tampao.
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5.1.2
Decaimento da fluorescéncia

Durante a titulacdo com os ligantes foi também analisado o decaimento da
fluorescéncia. A Fig. 5.5 apresenta os graficos do numero de fotons emitidos em
funcdo do tempo apds o pulso de excitacdo, para amostras com diferentes
concentragfes de Cu:Bipy. Uma répida anélise das curvas mostra que ndo ha
variacdo no tempo de vida de fluorescéncia quando aumentamos a concentragéo do

complexo. Os graficos com Cu:Phen e Cu:Cl; tiveram a mesma forma.

10 000 [CuBipy] uM
3 prompt

1000

Foétons

100 -

b B o Mom®e

Tempo (ns)

Figura 5.5. Decaimento da fluorescéncia da NFX em micelas de SDS e concentragBes crescentes

de Cu:Bipy. Excitacdo em 330 nm.

Concluimos que o mecanismo de supressdo da fluorescéncia da NFX é

estatico, por formacdo de complexo ndo fluorescente.

5.1.3
Ressonancia paramagnética eletrdénica

Martins et al., 2016, mostraram, mediante a espectroscopia de RPE, que 0s
complexos mistos ternérios Cu:Bipy:NFX e Cu:Phen:NFX em solu¢fes aquosas e
concentragdes da ordem de mM formam quase exclusivamente complexos
binucleares, com a estrutura de um dimero (Cu:L:NFX)a.

De acordo com a supressao de fluorescéncia da NFX pelos complexos, deduz-
se que Cu:Phen e Cu:Bipy se associam as micelas de SDS, localizando-se muito

préximos as moléculas de NFX. No entanto, estes resultados ndo sdo capazes de
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comprovar que os complexos mistos Cu:Phen:NFX e Cu:Bipy:NFX tenham se
formado, associados as micelas de SDS.

A técnica que pode responder se realmente o complexo misto se formou é
RPE, ja que é capaz de sondar o campo cristalino no entorno do ion Cu(ll).

Os espectros de RPE de Cu:Phen e Cu:Bipy foram obtidos em presenca de
NFX associada as micelas de SDS (Fig. 5.6, espectros (2) e (4)), e em micelas de
SDS (25 mM) na auséncia de NFX (Fig. 5.6, espectros (1) e (3)), como controle.

Os parametros de RPE obtidos dos espectros sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de dos complexos de Cu (ll).

SDS D

(77K) A g Gpinue (gauss)
[Cu:Cl2(phen)] 2,08 2,22
(3) Cu:Bipy 2,051 530
(1) Cu:Phen 2,051 530
SDS o, gl A
(77K) (gauss)
(4) Cu:Bipy: NFX 2,031 2,222 182
(2) Cu:Phen: NFX 2,031 2,226 180

Os espectros mostram que o campo cristalino nas vizinhancgas dos ions de
cobre muda completamente quando as micelas conttm NFX, indicando que
realmente o complexo misto se forma nas micelas.

O espectro dos complexos binarios Cu:L (Fig. 5.6, espectros (1) e (3)) é uma
superposicdo de espécies binucleares e mononucleares, mas o0s parametros das
espécies mononucleares ndo estdo bem definidos. No entanto, os complexos
ternarios formados dentro das micelas (espectros (2) e (4)), possuem parametros
muito bem definidos, de espécie axialmente simétrica, caracteristicos dos

complexos mononucleares.
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Figura 5.6. Espectros de RPE dos complexos Cu:Phen (1,2) e Cu:Bipy (3, 4) em micelas de SDS na
auséncia de NFX (1,3), e em micelas de SDS carregadas com NFX (2, 4). (77°K, PB 10 mM, pH 7,4)
[NFX] = [Cu:Bipy] = [Cu:Phen] = (1 x 103 M); [SDS] = 25 x 103 M.

Os diagramas de Peisach-Blumberg [Peisach e Blumberg, 1974] sdo gréficos
dos parametros de RPE Aj versus g, que refletem a natureza dos atomos ligados ao
Cu(ll). De acordo com esses diagramas, valores de g ~ 2,22 e A = 180 gauss séo
esperados para 2 atomos de nitrogénio e 2 atomos de oxigénio numa geometria
quadrado planar. Isso esta de acordo com a estrutura prevista para os complexos
ternarios Cu:Bipy:NFX e Cu:Phen:NFX, ja que NFX se liga aos ions de cobre
através de dois atomos de oxigénio (da piridona e do carboxilato), e a Bipy e a Phen
se ligam ao cobre através dos dois atomos de nitrogénio da piridina (Fig. 4.1)
[Muniz, Incio et al., 2017].

Portanto, nesta se¢do conclui-se que o ambiente micelar com a superficie
carregada negativamente facilita a formagéo do complexo misto. Os espectros de
RPE mostraram que esses complexos sdo do tipo mononuclear, de parametros

axialmente simétricos correspondentes a presenca de 2 atomos de nitrogénio e 2 de
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oxigénio ligados de forma coordenada ao ion de cobre. Os complexos de cobre do
tipo binuclear apresentam caracteristicas muito diferentes [Martins et al., 2016].
Os resultados desse trabalho mostram a importancia da influéncia micelar
anidnica na formacgdo do complexo ternario com NFX, como importante ligante
zwiteridnico farmacolégico. Essa influéncia modifica a estrutura do complexo e
incrementa a estabilidade. A técnica de RPE foi uma ferramenta importante nessa
experiéncia, mostrando detalhes das variacGes estruturais de diferentes espécies

paramagneticas ligadas a biomembranas.

5.2
Influéncia de vesiculas unilamelares pequenas de fosfatidilcolina de

ovo na interacdo da norfloxacina com o complexo Cu:Phen

A fim de continuar o estudo das interagcdes de NFX com biomembranas, nesta
secdo estudaremos as interacGes de NFX com modelos mais realisticos, como sdo
as vesiculas de lipidios. Lembrando que moléculas de acido estearico (SA) e de
SDS sdo anfifilicas e apresentam-se negativamente carregadas em solucdo aquosa
em pH neutro, preparamos SUVs de PC com diferentes concentra¢fes de cargas
elétricas superficiais negativas variando a proporcao de SA ou SDS em relacéo aos
lipidios.

Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente de 23°C,
utilizando agua Milli-Q nas preparacdes. A concentracdo de PC nas SUVs
preparadas foi 10 mM (se¢do 4.3.1). Quando usado o tampdo fosfato e fosfato
salino, o pH se manteve em 7,4. Em todas as medidas de fluorescéncia, o
comprimento de onda de excitacdo utilizado foi de 330 nm. Aberturas das fendas
do fluorimetro foram 3 nm para a excitagdo e 4 nm para a emissdo, salvo
especificado diferentemente.

Nestas experiéncias tentaremos obter as constantes de estabilidade para os

complexos Cu:Phen:NFX formados na presenca das vesiculas.
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5.2.1
Vesiculas unilamelares pequenas de fosfatidilcolina de ovo

Nesta secdo estudaremos a influéncia de SUVs zwitteribnicas de PC
preparadas em tampédo fosfato 10 mM, pH 7,4 (PB) e em tampéo fosfato salino
10 mM, pH 7,4, NaCl 0,15 M (PBS) na interacdo de NFX com o complexo
Cu:Phen. Ao final se obtém uma solugdo de NFX 16 uM nas SUVs.

NFX na presenca e auséncia de PC foi titulada com o complexo Cu:Phen e o0s
espectros de fluorescéncia foram obtidos em cada tampdo. Os resultados sao
apresentados na Fig. 5.7. Observa-se, a cada espectro obtido em concentragfes
crescentes de Cu:Phen, uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, sem
deslocamento do pico, caracteristica de supressdo de fluorescéncia devido a
presenca do complexo de cobre(ll) como supressor. Na auséncia de PC, o pico de
fluorescéncia da NFX manteve-se em torno de 406 nm para cada tampdo, ja com
PC o pico deslocou-se para 420 nm em ambos tampdes, sugerindo associacdo as
vesiculas. De fato, no caso da associacdo de NFX com micelas de SDS, ja tinha
sido observado o deslocamento de 407 para 432 nm [Muniz et al., 2014].

Ao fazermos uma simples comparacdo qualitativa dos dois graficos de
supressdo, vemos que tanto em PB como em PBS h4a um mesmo comportamento,
deslocamento do pico e supressdo, intuindo que nao ha influéncia significativa da
forca ibnica do tampéo na associacdo de Cu:Phen com NFX, tanto na auséncia de
PC (Fig. 5.7, (a1) e (a2)) quanto na presenca de PC (Fig. 5.7, (b1) e (b2)). Acontece
um mesmo comportamento dos espectros para cada tampéao, sugerindo que ndo ha
diferenca significativa no uso de PB ou PBS para o estudo da influéncia de PC na
interacdo NFX com Cu:Phen. Estas observacbes qualitativas tém que ser

confirmadas com uma andlise quantitativa.
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Figura 5.7. Espectros de fluorescéncia da NFX 16 uM (a1) em tampédo PB 10 mM pH 7,4, (b1) em PB
na presenca de SUVs de PC 10 mM; (az) em tamp&o PBS 10 mM 0.15 M e (b2) em PBS 10 mM na
presenca de PC 10 mM, subtraindo previamente o espalhamento. Titulagdo com Cu:Phen. Excitacdo
em 330 nm.

A Fig. 5.8 apresenta a variagdo em 413 nm da fluorescéncia da NFX em
SUVs, em funcdo da concentracdo do complexo para cada tampao. Esses resultados
serdo analisados de acordo com o modelo de associacdo adequado.

Nas Figs. 5.8 (a1) e (a2) estdo apresentados os graficos de Stern-Volmer para
a supressdo. Tanto em PB quanto em PBS o grafico ndo € linear, apresentando
curvatura em direcdo ao eixo vertical. As curvas em auséncia e em presenca de
SUVs ndo estdo sobrepostas, sugerindo que a presenca das vesiculas altera a
associagao de Cu:Phen a NFX. Utilizando o modelo de dois estados (Eq. 4.2) para
ajustar as curvas da Fig. 5.8 (b1) e (b2), com F» =0 e c. = 16 uM, foram obtidas as
seguintes constantes de associacao:

Ko =1,6 x 10°M, em PB, e Ky"© = 0,7 x 10° M-, com vesiculas de PC.
Kb =2,1 x 10°M1, em PBS, e K,"® = 0,8 x 10° M1, com vesiculas de PC,.

A diferenca ndo é significativa para os casos com PC. Além disso, estas

constantes s30 muito menores do que as obtidas em micelas de SDS (Kp*?° = 6,8 x

108 M. Conclui-se que, os tampdes utilizados, ndo alteram significativamente a
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formacdo do complexo Cu:Phen:NFX nas vesiculas e que as micelas tém uma

influéncia maior (Kp~10°) na formacdo do complexo do que as vesiculas de PC

(Kb~10°). Como os resultados obtidos em PBS apresentaram uma Ky levemente

maior do que apenas em PB, todas as seguintes experiéncias foram feitas em PBS.
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Figura 5.8. Fluorescéncia da NFX (em 413 nm) como fun¢éo da concentra¢éo de Cu:Phen, em SUVs

de PC em Pb e em PBS. (a1) e (a2) Gréficos de Stern-Volmer. (b1) e (b2) Variacdo da fluorescéncia

normalizada a maxima variacdo (completa supressao). Linha solida: curva de ajuste por minimos

guadrados, usando Eg. 4.2.

5.2.2

Vesiculas unilamelares pequenas de fosfatidilcolina de ovo e &cido

estearico

Nesta secdo estudamos a interacdo de NFX com o complexo Cu:Phen na

presenca de SUVs com diferentes proporc6es de SA em relagdo a PC. Titulamos as

solugdes com o complexo de Cu:Phen, para observarmos a supresséo de

fluorescéncia estacionaria. Como controle, utilizamos a titulagdo da solugcdo em

auséncia de vesiculas.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412803/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1412803/CA

78

Os espectros de fluorescéncia da NFX em PC/SA, titulada com o complexo
Cu:Phen, foram obtidos, em duplicata, utilizando-se diferentes proporgdes de SA.
Os resultados das duas séries de medidas foram muito semelhantes e na Fig. 5.9 séo
apresentados os resultados de uma das séries.

Nesses graficos podemos comparar Cu:Phen interagindo com NFX em
presenca de SUVs de PC (10 mM) preparadas em quatro diferentes proporcdes de
SA: (a) na auséncia de SA, (b) na presenca de SA 2 mM, (c) na presenca de SA
4 mM, e (d) na presenca de SA 6 mM. Observa-se que, a medida que a concentracao
de SA aumenta, o pico de fluorescéncia da NFX é deslocado de 413 nm (sem SA)
até 422 nm (SA 60%). Isto sugere maior penetracdo de NFX dentro das vesiculas
ao aumentar a concentracdo de SA nas SUVSs. Ao titular com Cu:Phen, observa-se
a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, sem deslocamento do pico,
caracteristica de supressdo de fluorescéncia devido a formagdo do complexo
ternario Cu:Phen:NFX. Também se observa nos espectros que a supressao é cada

vez menor para concentragdes crescentes de SA.
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Figura 5.9. Espectros de fluorescéncia da NFX 16 uM com PC e SA (a) 0 mM, (b) 2 mM, (c) 4 mM e
(d) 6 mM subtraindo o espectro do espalhamento. Todas as medidas foram em tampé&o PBS titulando

com Cu:Phen. Excitagdo em 330 nm.
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Uma comparacdo qualitativa dos graus de supressao, como porcentagem de
fluorescéncia suprimida, indica que, em [Cu:Phen] = 28 pM, a fluorescéncia decai:
SA 0 mM: 57%, SA 2 mM: 31%, SA 4 mM: 25%, SA 6 mM: 21%. Podemos entéo
perceber que a supressao € menor a medida que a concentracdo de SA aumenta. Isto
indica uma menor associa¢do de NFX ao complexo Cu:Phen quando a porcentagem
de SA nas vesiculas é maior. SA parece restringir a associacdo de Cu:Phen com
NFX.

Essas medidas, assim como todas, foram repetidas pelo menos mais de uma
vez, verificando que elas seguem a mesma tendéncia.

Em continuagéo, sdo apresentadas as variacOes da fluorescéncia da NFX em
416 nm, em SUVs de PC/SA, como fungdo da concentracdo do complexo
(Fig. 5.10).
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Figura 5.10. Fluorescéncia da NFX como fungéo da concentracdo de Cu:Phen, em SUVs de PC com
diferentes proporcdes de SA. (a) Gréafico de Stern-Volmer. (b) Variagdo da fluorescéncia
normalizada a maxima variacdo (completa supresséo). Linha solida: curva de ajuste por minimos

quadrados, usando Eq. 4.2. Curva magenta: NFX em PBS. Pico de anlise em 417 nm.

A Fig. 5.10 (a) apresenta as curvas de Stern-VVolmer, que séo néo lineares. No
entanto, utilizando o modelo de dois estados (Eq. 4.2), com F»= 0 e ¢c,.=16 mM, 0s
dados experimentais em 417 nm (Fig. 5.9 (b)) sdo ajustados com as constantes de
ligagdo apresentadas abaixo. As constantes sdo proximas entre si, mas o modelo de
2 estados apresentou um ajuste pobre 0s pontos experimentais:

(a) para SAOmMM Kp = 5,4 x 10* M,

(b) para SA2 mM Kp = 2,8 x 10* M,

(c) paraSA4mM Ky = 1,6 x 10* M,

(d) para SA6 MM Ky = 1,2 x 10* ML,
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Estas constantes sdo menores do que as obtidas em PB e PBS. Destas
variagOes da intensidade de fluorescéncia, podemos observar que, em vesiculas de
lecitina com SA, a NFX apresenta menor supressdo da fluorescéncia para
concentracdes maiores de SA. Isto indica que a interacdo do complexo metalico
com a NFX associada as vesiculas € tanto menor quanto maior a porcentagem de
acido estedrico. A analise quantitativa também indica que SA restringe a associacdo
de Cu:Phen com NFX.

5.2.3
Vesiculas unilamelares pequenas de fosfatidilcolina de ovo e SDS

Nesta secdo trabalhamos com vesiculas mistas de PC e SDS ao invés de PC e
acido estearico. Titulamos com o complexo de Cu:Phen a solucdo de NFX em
presenca das vesiculas, para observarmos as mudancas nos espectros de
fluorescéncia estacionaria. Como controle, utilizamos a solucdo de NFX sem
vesiculas de PC.

Os espectros de fluorescéncia da NFX em PC com SDS, titulada com o
complexo Cu:Phen foram obtidos utilizando diferentes propor¢des de SDS. Os
resultados sdo apresentados na Fig.5.11. Observa-se que, a medida que a
concentracdo de SDS aumenta, o pico de fluorescéncia da NFX € deslocado de
413 nm (sem SDS) até 431 nm (SDS 60%). Isto sugere maior penetracdo de NFX
dentro das vesiculas ao aumentar a concentragdo de SDS nas SUVs.

Nesses graficos podemos comparar Cu:Phen interagindo com NFX em
presenca de SUVs de PC preparadas em quatro diferentes proporc¢des de SDS: (a)
na auséncia de SDS, (b) na presenca de SDS 2 mM, (c) 4 mM, e (d) 6 mM.
Aumentando-se a concentragcdo de Cu:Phen, observa-se a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia, sem deslocamento do pico, caracteristica de supressao
de fluorescéncia devido a formagdo do complexo ternario Cu:Phen:NFX
(Fig. 5.11). Também se observa nos espectros que a supressao € cada vez maior
para concentragdes crescentes de SDS.

Os espectros também mostram que, contrariamente do observado nos casos

anteriores, a medida que a proporc¢do de SDS aumenta a supressao é cada vez maior.
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Figura 5.11. Espectros de fluorescéncia da NFX 16 uM com PC e SDS (a) 0 mM, (b) 2 mM, (c) 4 mM
e (d) 6 mM, subtraindo o espectro do espalhamento. Todas as medidas foram em tampdo PBS
titulando com Cu:Phen. Excita¢gdo em 330 nm.

Nesses graficos podemos comparar qualitativamente os quatro casos: NFX
interagindo com Cu:Phen (a) na auséncia de SDS, (b) na presenca de SDS 2 mM,
(c) SDS 4mM, e (d) SDS 6 mM. A comparagdo como porcentagem de
fluorescéncia suprimida em [Cu:Phen] = 28 uM, mostra que a fluorescéncia decai:
SDS 0 mM, 57%; SDS 2 mM, 60%; SDS 4 mM, 68%; SDS 6 mM, 76%, ou seja, a
supressdo final é cada vez maior a medida que a concentracdo de SDS nas vesiculas
aumenta. Isto sugere maior associacdo do complexo a NFX quando a concentracdo
de SDS é maior.

A Fig. 5.12 apresenta a variacdo da fluorescéncia em 423 nm de NFX em

SUVs de PC com SDS, como fungéo da concentracdo de Cu:Phen.
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Figura 5.12. Fluorescéncia da NFX (em 422 nm) como fun¢&o da concentragdo de Cu:Phen, em
SUVs de PC com diferentes proporcdes de SDS. (a) Gréaficos de Stern-Volmer. (b) Variacdo da
fluorescéncia normalizada a maxima variagdo (completa supressao). Linha solida: curva de ajuste

por minimos quadrados, usando Eq. 4.2.

AFig. 5.12 (a) apresenta as curvas de Stern-VVolmer, as quais sdo néo lineares.
No entanto, utilizando a Eq. 4.2, com F»=0 e c.=16 mM, as curvas apresentaram
um ajuste dos dados experimentais em 422 nm (Fig. 5.11 (b)) com as constantes de
ligagdo apresentadas na figura. Estas constantes s&o muito menores do que as
obtidas em PB e PBS (Fig. 5.7), mas sdo maiores do que as encontradas com SA
(Fig. 5.10). Podemos observar, destas variacdes da intensidade de fluorescéncia,
que em vesiculas de PC com SDS a NFX apresenta maior supressdo da
fluorescéncia para concentragdes maiores de SDS. Isto poderia indicar que a
interacdo do complexo metalico com a NFX associada as vesiculas é maior quanto
maior a porcentagem de SDS. Provavelmente, como verificado em micelas de SDS,
o surfactante anidnico esta favorecendo a associacdo do complexo Cu:Phen com a
NFX.

Neste estudo espectroscopico de NFX e a formacdo de complexos mistos de
Cu:Phen em SUVs, podemos ver que, em comparacdo com o observado com as
micelas de SDS, as vesiculas (neutras, sem SA nem SDS) tem menor influéncia
(Ks~10°) na formacgio do complexo. A presenca do surfactante aniénico SDS
favoreceu a associagcdo do complexo com a NFX, mesmo sendo menor esta
associacdo do que a encontrada nas micelas de SDS.

Quando SA foi adicionado, observou-se menor associacdo a medida que
utilizadvamos proporgdes maiores de SA, provavelmente devido a uma blindagem
eletronica. Com o SDS, a interagdo incrementou notavelmente a associacdo
deslocando o pico até 431 nm, semelhante ao que aconteceu para NFX em micelas

de SDS [Muniz et al., 2014]. No caso com SA, o pico se deslocou apenas até
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422 nm, sugerindo menor ligagcdo do farmaco fluorescente as SUVs de PC com SA
do que as micelas de SDS. Portanto, utilizando este procedimento de preparacao de
PC, verificamos que as SUVs favorecem também a formacgédo do complexo quando
utilizamos SDS e dificulta a formacao ao usar SA. Pela complexidade das vesiculas,
pode-se estudar em trabalhos posteriores um melhor procedimento a fim de
melhorar esta formacéo do complexo dentro das vesiculas de PC.

5.3
Interacdo da norfloxacina com DNA

Na literatura ha inimeros trabalhos de investigacdo da interacdo de FQs com
DNA, em geral, utilizando modificacdes nos espectros de absor¢do do DNA ou do
farmaco. Esses trabalhos sdo em geral realizados em soluc@es de forca idnica alta
(da ordem de 0.2 M). Como os grupos fosfato da dupla hélice de DNA sdo
carregados negativamente, e foram detectadas interacdes fortes das FQs com grupos
aniénicos em micelas e membranas aniénicas, vamos testar a associacdo da
norfloxacina com DNA introduzindo duas modificacdes em relacdo as descritas na
literatura: (a) forca i6nica mais baixa (5 mM) e (b) utilizagdo da fluorescéncia da
norfloxacina como marcador intrinseco da interacao.

Neste trabalho preliminar, titulamos com DNA uma solucdo contendo NFX
em concentracdo fixa (tampéo Tris 5 mM, pH 7.4) para observarmos as mudancas
nos espectros de absorcdo, fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo. O
comprimento de onda de excitacdo utilizado foi sempre de 330 nm.

Foram preparadas solucbes estoque de DNA 1 mgml? (para calculo da
concentracdo molar de DNA foi utilizado o coeficiente de absor¢ao molar €260nm =
6600 M cm, Reichmann, 1954). A concentragio de norfloxacina foi determinada
espectrofotometricamente  usando o0 coeficiente de absor¢do molar
g273nm = 37500 Mt cm® (para a NFX, em pH 7,4) e de NFX 1,6 mM, esta Gltima
diluida diretamente na cubeta contendo Tris para obter 8 uM de NFX. Em seguida
foram adicionadas aliquotas da solucdo de DNA e 0s espectros eram registrados a
cada adicdo.
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Espectros de absorcdo de DNA em presenca de NFX

A Fig. 5.13 mostra os espectros de absor¢do de concentracfes crescentes de
DNA em presenca de NFX (8 M), ja subtraidos do espectro de NFX. Obtém-se
que a intensidade da absorbancia é proporcional a concentracdo de DNA,
mostrando que a presen¢a de NFX ndo muda a absorcdo de DNA. Vemos também
gue ndo h& mudanca da forma do espectro nem deslocamento do pico (comparar
com espectro tracejado, de DNA em auséncia de NFX), o que sugere fraca ou

nenhuma interacéo.
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Figura 5.13. Espectros de absor¢cdo de DNA em NFX 8 uM, subtraidos do espectro da NFX para

diferentes concentragfes. Linha tracejada: espectro de DNA puro 103 puM.

Estudo dainteracdo com DNA através de fluorescéncia da NFX

Os espectros de fluorescéncia da NFX (Fig. 5.14) também foram obtidos para
concentracdes crescentes de DNA. E possivel observar uma supressdo da
fluorescéncia com pico em 407 nm, caracteristico da NFX em pH 7,4.

A Fig. 5.15 apresenta o grafico de Stern-Volmer para a variagdo da
fluorescéncia da NFX (pico em 407 nm) em funcdo da concentracdo de DNA.
Observou-se um comportamento linear a partir de [DNA] = 20 puM. De acordo com
o modelo de Stern-VVolmer para supressdo estatica, o coeficiente angular do grafico

¢ a propria constante de associacéo (Kb).
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Figura 5.14. Espectros de fluorescéncia da NFX 8 uM, em tampao TRIS, e o efeito da titulagdo com
DNA. Excitacdo em 330 nm.
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Figura 5.15. Grafico de Stern-Volmer para a supressédo da fluorescéncia da NFX como funcgdo da

concentracdo do DNA. A linha sélida representa a curva de ajuste para a obtencao da constante Kp.

Ajustando os pontos experimentais a Equacdo de Stern-Volmer, obteve-se
uma constante de associacgdo, Ky = 1,77 x 10 ML, Essa constante é uma ordem de
grandeza menor do que a encontrada por Zhanguang et al., 2007
(Kp = 1,7 x 10* M~1) usando a técnica de espalhamento ressonante de luz, mas é da
mesma ordem que a encontrada por Patel e Patidar, 2014; utilizando absor¢éo UV-
Vis, Kp=1,13 x 10° M.

Portanto, pode-se concluir que ha pouca interacdo da NFX com o DNA,
mesmo em condicdes de forca idnica bastante baixa, sugerindo que a interagcdo ndo

é dominada por forgas eletrostaticas.
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5.4

Interagcdo de fluorquinolonas com nanoparticulas de ouro

Nesta secdo mostraremos a interacdo de FQs com nanoparticulas de ouro
sintetizadas via ablacdo a laser, as quais vamos denominar nanocompositos de ouro,
AuNCs, ja que contém uma camada de carbonoides na sua superficie [Del Rosso,
2015]. Para comparagao também utilizamos nanoparticulas de ouro sintetizadas por
via quimica.

Todos os experimentos de fluorescéncia estacionaria realizados com AuNCs
foram feitos excitando-se a NFX em 330 nm, caso contrario sera indicado na
descricdo da secdo correspondente.

54.1
Interacéo de NFX, CFX e LFX com AuNCs

Nesta primeira parte titulamos com AuNCs uma solucdo de NFX 8 uM em
tampdo fosfato 2 mM, pH 7,8, para observarmos as mudancas nos espectros de
extincdo, fluorescéncia estacionéria e resolvida no tempo.

Para o calculo da concentracdo de AuNCs usadas na titulacdo, fizemos as
contas considerando que a absorbancia € 1 em 518 nm quando a concentracdo de
AUNCs é 30 mg L, ou 30 ppm [Del Rosso, 2016]. Para obter o coeficiente de
extingdo molar (M-tcm™), calculamos o niimero de particulas de ouro em um grama,
usando a densidade do ouro, 19,3 g cm=, e 0 volume de uma particula de ouro de
5nm de didmetro. Com isto, encontrou-se que €signm = 2,5 x 10’ M cm, para
nanoparticulas com 5 nm de didmetro médio. Isto esta de acordo com o encontrado
por Griffin et al., 2009; cujo valor é proximo para nanoparticulas com diametro

médio de 6,5 nm.

Absorcao e fluorescéncia

A Fig. 5.16 (a) mostra o espectro de extin¢cdo dos AUNCs em tampéo POa,
2 mM, pH 7,8 com pico em 520 nm, e a Fig. 5.16 (b) mostra a absorbancia da NFX
8,0 uM ao titular com quantidades crescentes de AuNCs. A subtracdo desses
espectros (b) e (a) foi com a finalidade de detectar as modificagdes espectrais da
NFX devido aos AuNCs.
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Figura 5.16. Espectros de absorcéo/extingédo de solugdes tituladas com AuNCs. (a) apenas em tam-
p&o PO, 2 mM, pH 7,8; (b) NFX 8,0 pM no mesmo tamp&o; (c) subtracé@o dos espectros: (b) — (a).

Observa-se, a partir da subtracdo de espectros, que a NFX modifica levemente
0s espectros de AuNCs (Fig. 5.16 (c), regido de 500 a 650 nm). Podemos ver que
existe uma leve interacdo de NFX com os AuNCs ao observar as mudancgas na
banda plasménica (500-700 nm). Observa-se também uma diminuicdo da
absorbancia de NFX, sugerindo associacdo de NFX com AuUNCs, que pode
provocar desvios da linearidade entre absorbancia e concentracdo (Lei de Beer-
Lambert).

Para seguir com esses estudos passamos a estudar a fluorescéncia da NFX na
presenca dos AUNCs nessas condi¢bes. Os espectros de fluorescéncia da NFX
também foram obtidos e a influéncia dos AuNCs foi estudada (Fig. 5.17 (a)). E
possivel perceber uma aparente supressao da fluorescéncia da NFX em 407 nm.

No entanto ha trés correcdes que devem ser feitas: a corre¢do por causa da
diluicdo, ja que as aliquotas da solucdo de AuNCs diluiram um pouco a NFX; a
correcdo na intensidade da luz incidente (330 nm), que €é absorvida em parte pela
amostra até chegar ao centro da cubeta e na intensidade da luz emitida, que também

é absorvida em parte pela amostra antes de deixar a cubeta.
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Figura 5.17. (a) Espectros de fluorescéncia da NFX em tampdao e o efeito da titulagdo com aliquotas

de nanocompoésitos de ouro. (b) Espectros de fluorescéncia da NFX corrigidos.

A expressao para essas correcoes é dada pela Eq. 4.5, com Lem=Lexc= 1,0 cm.

Entdo, ao fazer as corre¢des dos volumes e dos efeitos de filtro interno na
excitacdo e na emissdo, podemos ver que a supressdo de fluorescéncia foi nula
(Fig. 5.17 (b)).

Numa outra experiéncia, para verificar se os AUNCs apresentavam
luminescéncia, fizeram-se medidas de fluorescéncia excitando em 510 nm, mas ndo
foi observada luminescéncia alguma.

Durante a titulagdo com AuNCs foi analisado o decaimento da fluorescéncia
da NFX. Uma rapida analise das curvas de decaimento na auséncia e presenca de
concentracdes crescentes de AUNCs (Fig. 5.18) mostrou que ndo ha variacdo no

tempo de vida quando aumentamos a concentracdo de AuNCs, mesmo em altas

concentragoes.
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Figura 5.18. Decaimento da fluorescéncia da NFX em solu¢é@o aquosa e a titulagdo com AuNCs.
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Portanto, desses resultados de absorcéo e fluorescéncia de titulacdo da NFX
com 0s hanocompasitos de ouro, foi visto que:

e Na&o foi detectada fluorescéncia alguma de AuUNCs em tampao fosfato 2 mM,
ao excitar na banda plasmonica. Portanto, esses AUNCs ndo séo fluorescentes,
ou a sua fluorescéncia é desprezivel.

e Observou-se uma aparente supressdo de fluorescéncia da NFX causada por
concentragcdes crescentes de AuNCs, que demonstrou ser inexistente ao
introduzirmos as corregdes do efeito de filtro interno na excitagao e na emisséo,
além da correcéo trivial pela leve diluicdo da amostra, mostrando assim a
importancia de considerar essas correcoes.

e Com respeito a experiéncia de fluorescéncia resolvida no tempo, as curvas de
decaimento da fluorescéncia ndo mostraram mudanca alguma na inclinacéo,
indicando que ndo ha variacdo no tempo de vida da NFX ao aumentarmos a
concentracdo de AuNCs. Isto estd de acordo com a auséncia de supressdo
encontrada no experimento de fluorescéncia estacionéria.

Em resumo, os AuNCs em tampdo fosfato de baixa forca i6nica (2 mM),
pH 7,8, modificam levemente os espectros de absorcdo e fluorescéncia da NFX,

onde a banda plasmonica dos AuNCs sofre um deslocamento batocromico de 4 nm.

54.2

Interacdo com AuNCs tratados com citrato

A pesquisa relacionada com nanoparticulas de ouro sintetizadas por ablacédo
a laser vem se intensificando [Del Rosso et al., 2018; Del Rosso et al., 2016; Palazzo
et al., 2017; Amjadi e Farzampour, 2013; Amendola et al., 2006]. Nesta secéo
utilizamos absorcdo UV-Vis e fluorescéncia para estudar as propriedades opticas e
0s mecanismos de interacdo de FQs com 0s AuNCs.

Particularmente, investigamos a interacdo de CFX, NFX e LFX com os
AUNCs em agua e protegidos com citrato, para controlar a formacdo de
aglomerados. Depois das FQs interagindo com os AuNCs, estudamos a liberagéo
controlada do antibidtico da superficie dos AUNCs usando moléculas que contém
grupos tidis (-SH), ja que estes se ligam fortemente a superficie dos AuNCs.

Finalmente terminamos estudando a possivel reversdo ao estado inicial dos AUNCs.
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Interacdo com ciprofloxacina

Nesta primeira experiéncia utilizamos os AUNCs em agua, sem o tratamento
com citrato de sédio. Adicionamos CFX, 77 uM a solucdo contendo os AUNCs em
agua. Observou-se uma mudanca rapida de cor, de vermelho para roxo, com
precipitacdo visivel das nanoparticulas. As medidas de absorbancia (Fig. 5.19)
mostram um rapido e pronunciado deslocamento batocrémico da banda plasménica
dos AuNCs de 518 para 578 nm, chegando a 591 nm depois de meia hora, com
alargamento da banda. Este deslocamento batocrdmico assim como o
hipocromismo indicam formacdo de aglomerados de AuNCs como resultado da

interacdo da CFX com a superficie dos nanocompasitos.

AuNC
3.5 (2/77) —— CFX 77 uM, t=1m
1 15
3.0 5 —25
1 —35
2.5 4

Absorbancia

o+

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.19. Evolucéo temporal dos espectros de extingdo dos AuNCs depois de adicionar CFX
77 uM. (absorbancia dos AuUNCs A = 1,23 em 517 nm, caminho o6ptico de 1 cm)

Portanto, em &gua, a interagio CFX com o0s AuNCs provoca réapida
aglomeracéo. Para controlar esta aglomeragdo tentamos estabilizar os AUNCs com

citrato de sodio.

Interagdo com norfloxacina

Para compararmos os efeitos da interacdo de FQs-AuNCs com os efeitos
descritos na literatura em AuNPs preparadas por reducdo de HAuCl4 estabilizadas
com citrato [Grace e Pandian, 2007], adicionamos citrato de sodio 0,1 mM aos
AUNCs (AuNCs-citr), mesma concentracdo que a utilizada nessa referéncia, e

obtivemos espectros de absorcdo/extingdo antes e apés a adigdo (Fig. 5.20). Néo
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houve mudanga no espectro dos nanocompdsitos, mantendo-se a banda plasmonica
centralizada em 518 nm, indicando estabilizacdo dos AuNCs ante adicdo direta do
citrato. A Fig. 5.20 também inclui o espectro de NFX 40 uM em &gua e a
superposicdo com o espectro dos AuNCs-citr como controle, mostrando 0s picos

caracteristicos em pH 7,4 de 273 nm, 324 nm e 335 nm.

—— NFX 40 pM
- /271 AuNCs-citr
1.0 - superp
) (272, 0.80) —— NFX+AuNCs-citr,
T 0 min
0.8 (272, 0.74) —— 113 min

—— 3 dias

Absorbancia

0.0 ;

1

T T T T T
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.20. Espectros de absorgdo/extingdo de NFX 40 uM (magenta), AUNCs depois de tratar com
0,1 mM de citrato (laranja) e evolug¢do temporal dos espectros depois de adicionar NFX 40 uM. A

superposicdo dos espectros de NFX e AuNCs também é mostrada, para comparacgéo.

Em seguida, adicionamos NFX 40 uM aos AuNCs-citr e obtivemos a
evolugdo temporal dos espectros UV-Vis (Fig. 5.20). Observa-se, na regido da
banda plasmonica dos AuNCs-citr, um deslocamento batocrémico de 518 para
521 nm em hora e meia, chegando a 532 nm depois de 12 dias, muito mais lento do
que o observado em auséncia de citrato.

Este deslocamento batocromico e incremento de intensidade da banda
plasménica sugerem interacdo de NFX com a superficie dos nanocompoésitos
mediante ligacdo. Neste caso de AuNCs tratados com citrato, a modificagcdo na
banda plasménica foi bem menor do que no caso sem citrato (Fig. 5.19), mas com
precipitacdo desprezivel das nanoparticulas indicando modificacdo da superficie
sem aglomerac&o.

Na Fig. 5.20 o espectro ciano é a superposicao (soma) dos espectros de NFX
40 UM e de AuNCs-citr. Se comparamos essa superposi¢do com 0s espectros dos
AUNCs-citr ao adicionar NFX 40 uM (vermelha e seguintes), podemos observar
que a absorbancia na regido de NFX na presenca de AuNCs € bem menor do que
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na auséncia destas. N&o estamos vendo toda a contribui¢do da NFX, possivelmente
porque, estando NFX ligada a superficie dos AuNCs, ela estaria em parte oculta
para o feixe de luz do espectrofotémetro. Isso sera chamado aqui de “efeito sombra”
dos AuNCs.

Na Fig. 5.21 mostramos a analise das modifica¢cdes espectrais por subtragcdo
de espectros. Na Fig. 5.21 (a) observa-se o resultado de subtrair o espectro de
AUNCs-citr dos espectros da Fig. 5.20 depois de adicionar NFX nos diferentes
tempos. Na regido da banda plasmoénica (de 500a 650 nm) observa-se o
crescimento da banda e deslocamento batocromico. Como discutido no paragrafo
anterior, na regido das bandas de NFX (250 a 350 nm) observa-se uma contribuicéo
menor do que a esperada (comparar com o espectro de NFX 40 uM). Portanto o

espectro UV-Vis detecta interacdo da NFX com os nanocompdsitos em citrato.

(@ NFX40uM (b) 0.4 — Subt NFX+AUNCs-citr(t=0) de
064 21 —— Subt AUNCs-citr de 1 NFX+AUNCs-citr(t=5.7 min)
NFX/AuNCs-citr, 0 min 19
——19.0 min —62
——62.3min 034 — 113
© i —— 113 min © ——3d
5 04 274 12d Q —4d 57
S & 02 124
g ] 578 ] :
2 3
g 0z24qf) 9 014
< < AW, 555
0.0 Sty
OO T T T T T T T — 1 T 1 T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
(C) 271 AuNCs-citr
064 1 531  —— Subtr 40% NFX de

\ NFX/AUNCs-citr, t=0 min
—— 113 min
12d

0.5 1

0.4 1
0.3 1

0.2 1

Absorbancia

0.1

0.0

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
Figura 5.21. Andlise dos espectros de absorcao e extingdo de NFX/AuNCs-citr mediante subtragéo
entre espectros da Fig. 5.19: (a) espectros nos diferentes tempos subtraindo o espectro de AuNCs;

(b) espectros nos diferentes tempos subtraindo o espectro inicial (t = 0); (c) espectros em diferentes

tempos apés subtrair 40% do espectro de NFX 40 uM .

Na Fig. 5.21 (b) podemos notar o efeito temporal da interagcdo da NFX com
0S AuNCs ao subtrair o espectro inicial de NFX/AuNCs-citr dos espectros

posteriores. Observa-se com maior claridade o aumento e deslocamento
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batocrébmico da banda plasmoénica. Um leve deslocamento dos picos
correspondentes a NFX, devido provavelmente a mudancas no pH local, leva as
ondulacGes observadas na regido entre 250 e 350 nm.

Na Fig. 5.20 (c)) vemos em 271 nm que a absorbancia da NFX em solugéo
contendo AUNCs é menos da metade do que em auséncia dos nanocompasitos.
Calculando aproximadamente essa auséncia de absorbancia, vemos que subtraindo
40% do espectro de NFX praticamente se reproduz o espectro dos AuNCs, exceto
por uma leve ondulacéo. Isso indica que em presenca de AUNCs apenas 40% de
NFX aparece no espectro de extin¢cdo, ou seja, ndo estamos vendo toda a
contribuicdo da NFX, devido possivelmente a um efeito sombra dos AuNCs.

Os espectros de fluorescéncia da NFX variando com o tempo depois da adicéo
de NFX aos AuNCs tratados com citrato (AuNC-citr) foram obtidos imediatamente
apos cada espectro de absorcao/extingdo e os resultados sdo apresentados na Fig.
5.22.

,\
)

Fluorescéncia corrigida
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410 ——11.3 min 30
] / —26.7 7 ——11.3 min
144 — 623 —_ 1 70 26.7
c 124 ——100.3 S 254 —— 623
S 1 10d S 1 —100.3
‘S 10 —124d ‘S 20 — 12 dias
\ut ] \ut 1
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e} e}
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Figura 5.22. (a) Espectros de fluorescéncia da NFX 40 uM em AuNCs-citr em diferentes instantes

de tempo. (b) Espectros (a) corrigidos. Excitagdo em 330 nm.

Podemos observar da Fig. 5.22 (a) uma lenta supressdo da intensidade de
fluorescéncia, com deslocamento batocrémico de 5 nm do pico em 409 nm depois
de 12 dias, com significativa reducdo da fluorescéncia. Essa supressdo poderia
indicar que novos complexos de NFX com AuNCs-citr estariam se formando,
suprimindo a fluorescéncia da NFX, mas também deveriamos considerar uma
possivel degradacdo da NFX depois de 12 dias. A NFX se mantém na sua forma
zwitteridnica, pois o pico caracteristico da fluorescéncia nesta forma esta em torno

de 409 nm quando em agua.
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Fazendo as correcdes dos efeitos de filtro interno na excitagdo e na emisséo
(Fig. 5.22 (b)), com Lexc=0,4 cm e fem=1,0 cm, podemos ver 0 mesmo
comportamento da fluorescéncia ndo corrigida, portanto existe supressdao da
fluorescéncia ao passar o tempo.

Todos estes resultados sugerem que a interacdo de FQs com AuNCs em agua
provocam aglomeragéo, mas a interacdo de NFX com AuNCs previamente tratados
com citrato modificam sua superficie sem provocar agregacdo dos mesmos. As
mudancas na banda plasmonica dos AuNCs-citr sdo também consideraveis, em
menor propor¢do do que apenas em agua; e as bandas de absor¢do da NFX ligada
aos AuNCs-citr apresentam hipocromismo. As mudancas na fluorescéncia néo séo
tdo notorias dentro do intervalo de uma hora, mas ao passar um maior tempo se
pode ver uma supressdo significativa. Dita supressdo foi observada em menor
intensidade por Grace e Pandian, 2007 quando aumentada a concentracdo de
AUNPs. Esse resultado de supressao indica que a NFX comega a se ligar a superficie
dos AuNCs lentamente, diminuindo a quantidade de espécies zwiteridnicas livres

em agua.

Efeito de tiois em NFX/AuNCs-citr

Grupos tiodis ligam-se covalentemente as nanoparticulas de ouro. Devido a
que glutationa (Fig. 4.2) contém grupo tiol (-SH), utilizamos esse composto para
estudamos se este é capaz de deslocar as moléculas de NFX ligadas as AuNCs.
Utilizando as amostras anteriores contendo NFX com AuNCs-citr, depois de 12
dias adicionamos GSH 6,7 uM e depois GSH 40 pM.

Na Fig. 5.23 (a) podemos notar pouca diminuigdo da banda plasmonica dos
AUNCs-citr para as concentracbes de GSH 6,7, 13 e 40 uM. J& na regido
correspondente a NFX, vemos uma considerdvel diminuicdo da absorbancia. A
GSH, para reagir com Au, pode ter deslocado algumas moléculas de NFX da
superficie dos AUNCs, mas também nao devemos descartar a possibilidade de GSH
ter deslocado citratos, ou ainda ter se ligado a regides descobertas da superficie dos
AUNCs.
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Figura 5.23. NFX/AuNCs-citr depois de adicionar GSH 6,7, 13 e 40 uM e depois de dialisar contra
citrato. (a) Absorgao/extingdo. Espectro preto é o espectro depois da didlise menos 40% antes da
dialise. (b) Efeito da adicdo de GSH na fluorescéncia.

Para verificar se a GSH desloca moléculas de NFX da superficie dos AUNCs,
devemos também analisar a fluorescéncia depois da adicdo de GSH (Fig. 5.23 (b)).
Observa-se um aumento de aproximadamente 20% na intensidade de fluorescéncia
e um deslocamento do pico de 415 para 420 nm. Isso demonstra que a GSH foi
capaz de liberar moléculas de NFX da superficie de AuNCs aumentando a
fluorescéncia.

Para verificar a reversibilidade das ligagdes dos AUNCs com NFX, a amostra
foi submetida a dialise contra citrato 0,1 mM (por 2 dias, com troca da solugédo de
dialise). Depois da dialise obtivemos uma diminuicdo e alargamento da banda
plasménica (Fig. 5.23 (a)), com deslocamento para 547 nm. Para ver o efeito da
NFX no espectro dos AuNCs, subtraiu-se 40% da absorbancia da NFX. O espectro
resultante (linha preta) mostra uma banda com pico em 611 nm. Na regido
correspondente a NFX, podemos notar claramente que toda a contribuicdo da NFX
foi anulada mediante dialise, sugerindo que toda a NFX se separou dos AuNCs.

Analisando os espectros de fluorescéncia (Fig. 5.23 (b)) vemos que, depois
da diélise, a fluorescéncia caiu abruptamente. Como ja foi visto nos gréaficos de
absorbancia, a presenca da NFX foi praticamente nula, e também por fluorescéncia
podemos ver que ficou pouquissima quantidade de NFX na solucédo, indicando

liberacdo completa de NFX dos nanocompdsitos.

Interacdo com a Levofloxacina

Nesta experiéncia, com o fim de comparar os efeitos produzidos nos AuNCs

em citrato com NFX, repetimos alguns procedimentos nas mesmas condicoes,
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substituindo NFX por LFX. Foi adicionado citrato de sédio 0,1 mM aos AuNCs
sem NFX e obtivemos 0s espectros de extingdo antes e apos a adi¢do em intervalos
de 5 minutos, os quais ndo foram colocados aqui pois mostraram varia¢do nula na
forma dos espectros, indicando estabilidade em citrato.

Na Fig. 5.24 se apresenta o espectro dos AUNCs-citr e LFX 40 UM em &gua,
com picos caracteristicos em pH 7,4 de 256, 288 e 331 nm. Ao adicionar LFX
40 uM a AuNCs-citr obtivemos a evolucao temporal dos espectros. Até 100 min
depois da adicdo de LFX o espectro resultante é praticamente a superposicdo do
espectro de LFX com o dos AuNCs-citr. Apés 3 dias, observa-se na regido da banda
plasmdnica um deslocamento de 518 para 524 nm, sem mudanca observavel de cor
nem formacdo de precipitados até 18 dias. O deslocamento do pico e o ligeiro
alargamento da banda plasménica sugerem pouca modificacdo na superficie e
pouca aglomeracdo dos AuNCs-citr, causada pela fraca interacdo do antibidtico
LFX com a superficie dos AUNCs-citr.

Comparando a superposicdo dos espectros de LFX e AuNCs-citr (curva
ciano) com o espectro dos AuNCs-citr apdés adicdo de LFX, observa-se uma

pequena queda na absorbancia na regido da LFX.

—— LFX 40 uM
AuNCs-citr
superp
—— LFX/AuNCs-citr, 0 min
—— 100 min
—3d
18d

0.8

0.6

0.4
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0.2 S

0.0 : —

| e |
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Comprimento de onda (nm)
Figura 5.24. Espectros de absorcéo/extingdo de LFX 40 uM (magenta) e de AuNCs tratados com

0,1 mM de citrato de sédio (laranja); evolugcao temporal dos espectros depois de adicionar LFX
40 pM.

Na Fig. 5.25 fazemos uma anélise das modificagdes espectrais subtraindo o
espectro de AuNCs-citr dos espectros de AuNCs-citr apo6s adi¢do de LFX, nos
diferentes tempos. Na regido da banda plasmonica observa-se o crescimento da

banda e deslocamento batocrdmico depois de varios dias.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412803/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1412803/CA

97

- = LFX 40 pM
7 (287nm, 0.42) Subt AUNCs-citr de
; t=0 min
0.4 l — 100
(286nm, 0.32) —5d

.g 18d
c
«©
o]
o 0.24
)
_<QE v 567

0.0 P — é T

T T T T T T T T

T T 1
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.25. Andlise dos espectros de extingdo mediante subtracdo espectral: espectros em
diferentes tempos apos adicdo de LFX subtraindo o espectro de AuNCs.

Também da Fig. 5.25 obtivemos uma redugdo de 10% da absorbancia na
regido da LFX em relacdo ao esperado para uma concentracdo de 40 uM, nos 100
primeiros minutos apds adi¢do aos AUNCs. Apoés 5 dias, essa absorbancia da LFX
diminui para 28%, aproximadamente. Assim como ocorreu com a NFX, ndo
estamos vendo toda a contribuicdo da LFX, provavelmente por causa da ligacdo a
superficie dos AuNCs-citr.

Com isto, podemos dizer desses espectros que a absorbancia detecta interacdo
da LFX com os nanocompdsitos em citrato. No entanto, comparando Fig. 5.25 com
Fig. 5.21 (a), esta interacdo foi bem menor do que no caso com NFX.

Os espectros de fluorescéncia da LFX, variam com o tempo decorrido apos
adicionar LFX aos AuNCs-citr. Esses espectros foram obtidos imediatamente ap6s

cada medida de absorbancia e os resultados s&o apresentados na Fig. 5.26.
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Figura 5.26. (a) Espectros de fluorescéncia da LFX 40 uM em AuNCs-citr para cada intervalo de

tempo. Excitagdo em 335 nm. (b) Espectros de (a) corrigidos por efeito filtro, de acordo com a Eq.

45,com /  =04cme £ . =10cm.

Podemos observar aqui uma lenta supressao da intensidade de fluorescéncia,
com deslocamento batocromico de 7 nm do pico em 446 nm depois de 18 dias.
Considerando efeitos de filtro interno na excitacdo e na emisséo (Fig. 5.26 (b)),
podemos ver 0 mesmo comportamento. Observou-se menor reducdo da
fluorescéncia em comparacao ao caso da NFX depois de varios dias. A reducao
pode indicar que ligacbes de LFX aos AuNCs-citr estariam suprimindo a
fluorescéncia da LFX por interagdo eletrénica, como também poderia existir uma
pequena degradacdo da LFX. A LFX se mantém na sua forma catiénica, pois o pico
caracteristico da fluorescéncia nesta forma esta em torno de 449 nm.

Podemos concluir que nanocompdsitos de ouro feitos via ablacéo a laser,
mantidos em agua ultrapura, interagem com as FQs. Esta interagdo provoca rapida
agregacdo dos AuNCs. J& com os AuNCs estabilizados com 0,1 mM de citrato
vemos que a mudanca na banda plasménica foi muito menor, muito mais demorada,
e ocorreu sem precipitacao de particulas.

Ao comparar a interacdo dos AuNCs-citr com LFX e NFX, vemos que ha
maior interacdo com NFX. Os espectros de absorcdo/extin¢do indicam maior
guantidade de moléculas de NFX se ligando aos AuNCs devido ao efeito sombra
presente na regido das FQs.

Mediante fluorescéncia conseguimos verificar a interagdo de AuNCs-citr com
NFX, que provocou supressdo. O pico da fluorescéncia para cada fluorquinolona
ndo mudou significativamente, indicando que a fluorquinolona ndo muda o seu

estado inicial de protonacao.
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Por outro lado, a glutationa, que possui um grupo tiol, liga-se fortemente ao
ouro dos AuUNCs, conseguindo deslocar alguma quantidade de NFX ligada a
superficie dos AuNCs, devido a que a fluorescéncia aumentou quando adicionamos
GSH.

Foi também possivel verificar a reversibilidade das ligacbes dos AuNCs-citr
com NFX mediante dialise contra citrato. Os resultados de espectroscopia UV-Vis
mostraram uma diminuicédo notavel do pico da banda plasménica e alargamento da
banda. Na regido correspondente a NFX quase toda a contribuicdo da NFX foi
anulada mediante didlise. Os espectros de fluorescéncia mostraram uma abrupta
queda da fluorescéncia, confirmando o visto nos espectros de extingdo, que a
contribuicdo de NFX na solucdo apds dialise foi quase nula, indicando separagéao
completa do farmaco dos hanocompositos.

Portanto, nesta secdo podemos ver que as FQs CFX, NFX e LFX interagem
bem com a superficie dos AuNCs, provocando agregacdo e mudancas na banda
plasménica. Tais mudancas, como o deslocamento batocromico e hipocromismo,
sugerem mudanca no indice de refracdo na superficie dos AuNCs, por associacao
com o farmaco e/ou formacdo de aglomerados como resultado da interacdo da
fluorquinolona com a superficie dos nanocompdsitos. Esta interacdo é diferente da
observada com nanoparticulas sintetizadas por via quimica [Grace e Pandian,

2007], sem a presenca de pontos isobésticos.

5.4.3
Interacdo de NFX com nanoparticulas de ouro sintetizadas por via

guimicaem CTAB

Diversos estudos mostram que as FQs interagem com as nanoparticulas de
ouro sintetizadas por via quimica, estabilizadas em citrato. Grace e Pandian, 2007
mostraram mediante o uso de diversas técnicas espectroscopicas a interacdo do
antibidtico NFX com a superficie das nanoparticulas.

Com a finalidade de continuar o estudo das interacbes de FQs com
nanoparticulas de ouro, nesta secdo analisamos a interacdo da NFX com
nanoparticulas sintetizadas por via quimica no surfactante cationico CTAB (AuNP-
CTAB), para compararmos com o estudo feito com as nanoparticulas via ablagéo a

laser.
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Particularmente, nessa secdo estudamos a interagdo do antibiotico
fluorescente NFX com as AuUNP-CTAB em agua, tentando comparar a interacéo
destas nanoparticulas com os AUNCs. No entanto, o recobrimento com surfactantes
diferentes tornou a comparacao imprecisa.

Para as nossas experiéncias, adicionamos NFX as amostras contendo AuNP-
CTAB em &gua (sem tamponar, pH inicial 6.2), e estudamos os efeitos de interacdo
na absorbancia tanto de NFX quanto na banda plasmonica das nanoparticulas, bem
como na fluorescéncia estacionaria de NFX, em diferentes intervalos de tempo.

A Fig. 5.27 mostra o espectro de extin¢do das nanoparticulas (laranja) com
pico em 526 nm e o espectro de NFX em &gua (pH6,5). O espectro de
absorcdo/extincdo das AuUNP-CTAB, ao adicionar NFX 40 uM é também
apresentado na Fig. 5.27 (vermelho). Ele é idéntico a superposicéo dos espectros de
AUNP-CTAB e NFX, e manteve-se estavel por no minimo 10 dias.

Ao adicionarmos NFX as AuNP-CTAB ndo houve mudanga de cor. Na
Fig. 5.27 se observa, na regido da banda plasmonica, um pequeno deslocamento
batocrémico de 2 nm. Esse pequeno deslocamento do pico da banda plasménica
sugere pouca modificacdo na superficie das AuNPs, devido a uma muito fraca
interacdo do antibiotico NFX com a superficie das AUNP-CTAB. Depois de 10 dias
ndo houve precipitacdo, e o pico se manteve em 528 nm, sem mudanca de cor nem
formacdo de precipitados. Isto sugere que a NFX em estado catidnico ndo interage

com nanoparticulas em CTAB.

- - = NFX 40 uM
1.0 276 AUNP-CTAB
1 superp
0.8 4 —— NFX+AuNP-CTAB, Omin
——10d

0.6 [

0.4 5

0.2 4

0.0

Absorbancia

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.27. Espectros de absorgdo/extingdo de NFX em agua (magenta), AUNP-CTAB antes
(laranja) e depois (vermelho) de tratar com NFX 40 puM. O espectro manteve-se inalterado por 10

dias (azul).
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Os espectros de fluorescéncia da NFX, depois da adi¢éo do farmaco as AUNP-
CTAB, foram obtidos imediatamente ap0s cada espectro de absor¢do e 0s
resultados sdo apresentados na Fig. 5.28. Nota-se uma diminuicdo inicial da
fluorescéncia e depois de 10 dias houve um leve incremento da fluorescéncia. O
pico em torno de 439 nm indica que as moléculas de NFX encontram-se com 0
grupo amina e &cido carboxilico protonados, portanto no estado cationico, o qual

estd de acordo em pH &cido.

—— NFX+AuNP-CTAB,

439\ 25 min
i R It 61

Intensidade (10°u.a.)

T T T T T T T T T
400 425 450 475 500
Comprimento de onda (nm)
Figura 5.28. Espectros de fluorescéncia da NFX 40 uM em AuNP-CTAB, em diferentes intervalos de

tempo apos adicdo. Espectros corrigidos de acordo com a Eq. 4.5, fexc = 0,4 cm e fem = 1,0 cm. EXc.
330 nm.

Também ndo podemos descartar que essas pequenas modificacdes da
fluorescéncia sejam devidas a possiveis flutuacGes de intensidade de fluorescéncia.
Todos estes resultados sugerem que a interagdo de NFX em estado catidnico com
as AUNP-CTAB ndo é significativa.

Efeito de tamponamento em pH 7,4 nos espectros de absorcéo/extincéo e

fluorescéncia

Para estudar as modificagdes em pH fisiologico, depois de 10 dias
adicionamos tampao fosfato 1 mM pH 7,4 as amostras anteriores de AUNP-CTAB
com NFX. Com isso foram obtidos os espectros de absorcéo/extincdo das AuNP-
CTAB com NFX em diferentes instantes de tempo (Fig. 5.29 (a)). As amostras

apresentaram uma coloracéo azulada com o passar de minutos.
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(a) —— amostra anterior 10 d (b) AuNP-CTAB
1.0 1 /(277, 0.91) +PB pH 7,4, t=0 min 0.5 —— AUNP-CTAB+PB, t=0min
19 i 59 min
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Figura 5.29. Espectros de absor¢éo/extingdo de (a) AUNP-CTAB com NFX antes e apds adicionar
PO4 1 mM. Amostras medidas em diferentes intervalos de tempo. (b) Controle: AuNP-CTAB antes e
apos adicionar tampdo POs4 1 mM, pH 7,4.

Podemos ver que, quando adicionamos tampéo fosfato pH 7,4 as amostras
anteriores, ha uma mudanca no espectro de absorcdo da NFX, assim como um
deslocamento hipsocrémico, o qual é caracteristica de uma transicdo da forma
catidnica para zwitterionica. Na banda plasmonica das AUNP-CTAB observa-se um
deslocamento batocrdmico no pico de 528 nm e consideravel efeito hipocrémico,
chegando o pico a 597 nm no dia seguinte. Este deslocamento e o alargamento da
banda plasménica indicam mudancas na superficie das AUNP-CTAB, indicando
interacdo com a NFX ao mudar o pH.

A mudanca na carga elétrica das moléculas de NFX, de catidnica para
zwitteribnica teve como consequéncia 0 aumento da interacdo do antibidtico com
as nanoparticulas, recobertas com o surfactante catibnico CTAB. A diminuicdo da
absorbéancia da NFX com o passar do tempo sugere a incorporacdo de NFX a
superficie das AUNP-CTAB.

Como controle da interacdo da NFX com as nanoparticulas, foram obtidos os
espectros de absorcdo das AuNP-CTAB sem NFX em PB 1 mM, pH 7,4, em
intervalos de 5 em 5 minutos (Fig. 5.29 (b)). O pico das AUNP-CTAB se desloca
2 nm, mantendo-se em 530 nm nos diferentes tempos. Também observamos um
efeito hipocrémico e aparecimento de uma banda plasménica larga, sugerindo
aglomeracdo. Podemos dizer que o tampéo fosfato provoca alguma mudanga na
banda plasmoénica das AuNPs, mas em presenca de NFX as mudancgas foram
notavelmente mais significativas.

Os espectros de fluorescéncia (Fig. 5.30) com o tempo, depois da adi¢éo de
tampdo fosfato 1 mM, pH 7,4, foram obtidos imediatamente apds cada espectro de

absorcédo e a influéncia da mudanca de pH na interagdo de NFX com as AuNP-
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CTAB foi estudada. A Fig. 5.30 mostra os espectros de fluorescéncia da NFX sem
correcédo (a) e com correcdo segundo Eq. 4.5 (b). Observa-se que o espectro em
agua (pH 6,5) é bem diferente do da solucdo tamponada em pH 7,4. Ao adicionar
AUNPs, ainda sem tamponar, vemos pouca variacdo, apds correcdo do efeito filtro
(Fig. 5.30 (b)). Apds adicdo de tampdo, houve um deslocamento do pico de 439 nm
para 406 nm, o qual indica a transi¢do da NFX, de espécie catidnica para sua forma
zwitteribnica. Essa transicdo também foi percebida nos espectros de absorcédo
(regido das bandas de NFX, 250 a 350 nm). Observa-se um pegueno incremento de
fluorescéncia com o passar do tempo, que pode estar relacionado com o aumento

do campo elétrico da radiacdo na superficie da nanoparticula.

= = NFX em agua
(a) 40 — = = NFXemPBpH 74
NFX AuNP-CTAB &agua
| 10d
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Figura 5.30. (a) Espectros de fluorescéncia da NFX 40 uM em AuNP-CTAB antes e depois de
tamponar a solugdo com PB, para cada instante de tempo. Excitacdo em 330 nm. (b) Espectros de

(a) corrigidos de acordo com Eq. 4.5.
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Os resultados desta se¢cdo mostram que a NFX em estado catidnico ndo
interage significativamente com as AuNP-CTAB, o que pode ser explicado pela
repulsdo eletrostatica entre NFX e a superficie das nanoparticulas, também
positivamente carregada devido ao grupo polar catiénico das moléculas de CTAB.
Mas, quando alterado o pH do meio, para pH fisiologico 7,4, a NFX torna-se
zwitterionica e passa a interagir com as AuNP-CTAB, provocando mudancgas na
superficie e agregacdo das mesmas. As mudangas na banda plasménica sao
consideraveis e as bandas de absorcdo da NFX apresentam notdrio hipocromismo.
O rendimento quantico de fluorescéncia apresenta um leve incremento,
provavelmente por transferéncia de energia devido a ressonancia de plasmon de

superficie.

5.4.4

Interacdo de NFX com AuNCs sintetizados em SDS

A fim de continuar o estudo da interacdo de NFX com os AuNCs, desta vez
estudamos esta interacdo com nanocompositos produzidos em presenca do
surfactante aniénico SDS (AuNC-SDS). Esse surfactante, que em solucdo aquosa
apresenta cabeca polar negativa, se mostrou promissor por associar-se fortemente
com NFX em comparagdo com surfactantes cationicos e neutros [Muniz et al.,
2014]. Estudos mostram que 0s AUNCs sdo estaveis em agua e instaveis em
tampdes isotdnicos [Del Rosso et al., 2018], mas alguns surfactantes, como é o caso
com SDS [Fong et al., 2010], os tornam estaveis em tampdes isoténicos (forca
idnica ~ 0,15 M). Entdo, aproveitando essa afinidade do SDS com NFX e a
estabilidade de AuNCs em solucGes do surfactante, estudamos a interacdo de NFX
com AuNC-SDS e, para comparacao, estudamos a interacdo de NFX com AuNCs
adicionando SDS depois da sintese (AuNC+SDS). Usamos diferentes
concentracdes de NFX e observamos a estabilidade dos espectros UV-Vis e de
fluorescéncia com o passar do tempo.

Nesta secdo os AuNCs foram preparados em surfactante aniénico SDS
10 mM, pH 6,25 medido depois da preparagéo, com concentragdo da mesma ordem
da utilizada por Fong et. al., 2010. Esta concentracao foi escolhida por encontrar-
se acima da CMC [Shah et al., 2001], pois as micelas de SDS interagem bem com

a NFX, portanto se espera ver uma interacdo adicional entre AUNC-SDS e NFX.
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Para as nossas experiéncias adicionamos NFX em concentracdes de 10, 20 e
40 uM aos AUNC-SDS, e obtivemos a evolucdo temporal dos espectros para cada
concentracdo de NFX. A Fig.5.31 mostra a absorbancia dos AuNC-SDS
(vermelho), com a banda plasménica em 518 nm, e de NFX em SDS (preto), com
picos caracteristicos em 330, 318 e 280 nm, assim como 0s espectros de NFX (para
diferentes concentracfes) ao adicionar aos AUNC-SDS. Os espectros temporais,
para cada concentracdo de NFX, ndo mostraram mudancas na banda plasmonica,
apenas houve uma pequena diminuicdo da banda da NFX no pico de 278 nm, a qual
poderia estar relacionada com um pequeno efeito sombra. Os espectros foram
praticamente iguais a soma dos espectros dos componentes (AUNC-SDS e NFX)
para todas as concentracdes de NFX, pelo menos até 4 horas.

—— NFX 10uM+SDS
—— AuNC-SDS

3.0 4 NFX 10 uM+AuNC-S
1 —— NFX 20 pM+AuNC-S
2.5 —— NFX 40 uM+AuNC-S

(518,0.98)\sem NFX

Absorbancia
=
(6)]
1

_—

(518,0.97) +NFX, 3h

o I S —
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.31. Espectros de absorcéo/extingdo de AuNCs sintetizados em SDS 10 mM (AuNC-SDS)
antes (vermelho) e apdés adicionar NFX 10 pM (verde), 20 uM (azul) e 40 uM (magenta). O espectro
de NFX 10 uM em SDS (preto) é também mostrado.

N&o h& mudancas espectrais com o passar do tempo. Os resultados indicam
gue os espectros de absorcao/extincdo ndo detectam interacdo de NFX com AuNC-
SDS.

Os espectros de fluorescéncia da NFX foram obtidos imediatamente ap0s
registrar cada espectro UV-Vis e foi observada sua variagdo com o tempo. Os
resultados com NFX 10 uM séo apresentados na Fig. 5.32, antes e ap0s a corre¢ao
de efeito filtro. Como a fluorescéncia da NFX depende fortemente do pH do meio,

os valores de pH foram medidos e s&o mostrados nos graficos.
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Os espectros da Fig. 5.32 (b), comparados com os de (a), mostram que a
correcdo de filtro interno € importante para analise dos resultados. O incremento da
fluorescéncia da NFX 3 horas apés adicdo aos AUNC-SDS foi obtido por integracao
dos espectros de fluorescéncia (areas das curvas correspondentes). Esse incremento

foi de 32,8% da area inicial.
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0 min
—— 10min
’(.g 20 —— 20min
= 1 30min
mo 16 429 ——3h
) - pH b.3
Q 12 RS
© e
g 4]
G 8 /413 .
g 4 .
£ 4
1 pH 6.3
0 b=

L e e
380 400 420 440 460 480 500

Comprimento de onda (nm)

(b) — — NFX 10uM+SDS
24 — NFX 10pM+AuNC-SDS,
i 413 0 min

—~ 204 pH[6.5 lom?n

@© —— 20min

o 30min

o

—

N—r

]

©

@©

o

]

c

(]

-

£ g
o~~—————1+—+—7——77

380 400 420 440 460 480 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.32. Espectros de fluorescéncia da NFX 10 uM em AuNC-SDS, para cada instante de tempo.
(a) sem corregéo; (b) corrigidos conforme Eq. 4.5. Exc. 330 nm.

A Fig. 5.33 mostra os espectros de fluorescéncia ja corrigidos para as
concentracdes de NFX 20 e 40 uM.

Vemos que todos os espectros de fluorescéncia da NFX em presenca dos
AUNC-SDS (Fig. 5.32 (b) e 5.33 (a) e (b)) comegam com um rendimento quéantico
menor (t=0 min), mas com o0 passar do tempo apresenta leve aumento e
deslocamento hipsocrémico (para o azul). O deslocamento depois de 4h foi de

13 nm, 6 nm e 5 nm, para NFX 10, 20 e 40 pM, respectivamente. O aumento da
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acontecem devido a interacdo do
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Figura 5.33. Espectros de fluorescéncia da NFX 20 uM (a) e 40 uM (b) em AuNC-SDS para cada
instante de tempo, corrigidos conforme Eq. 4.5. Exc. 330 nm.

A NFX em micelas de SDS apresenta pico de fluorescéncia em 432 nm. E
importante lembrar que cargas elétricas associadas a superficie das nanoparticulas
mudam o pH local. O pH local em superficies negativamente carregadas € menor
do que o pH no bulk.

Muniz et al., 2014; estudando a interacdo de NFX com SDS, relataram um
incremento do rendimento quantico de fluorescéncia e um deslocamento para o
vermelho do pico de fluorescéncia quando NFX se liga as micelas de SDS. O
deslocamento para o azul do pico de fluorescéncia da NFX pode sugerir aumento
no pH préximo a superficie dos AUNC-SDS, em relagdo ao pH na superficie de

micelas de SDS. A NFX pode estar passando do ambiente puramente micelar para
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a superficie dos AuNCs. O incremento do rendimento quantico poderia ser
explicado pela proximidade da NFX a superficie dos AUNC-SDS. A luz incidente
na amostra modifica o campo elétrico das nanoparticulas (ressonancia de plasmon
de superficie) que por transferéncia de energia excitaria com maior intensidade as
moléculas de NFX.

Estes resultados mostram que a interagdo de NFX com AuNCs sintetizados
em presenca de SDS ndo provoca agregacdo das mesmas. As mudangas nos
espectros de absorcdo/extingdo sdo despreziveis. As mudancas na fluorescéncia séo
maiores nas concentrag0es menores de NFX.

Para descartar possiveis efeitos micelares sugere-se trabalhar em
concentragdes de SDS abaixo da CMC, ao invés de SDS 10 mM (Fong et. al., 2010,
sintetizaram AUNC-SDS em concentra¢fes da ordem de SDS 0,1 mM). Mesmo em
forca iGnica mais alta, SDS na presenca de NFX tem CMC em torno de 1,5 mM
[Muniz et al., 2014]. Entdo, se poderia trabalhar em concentragdes abaixo da CMC,

na faixa de 0,5-2 mM, para descartar possiveis efeitos micelares adicionais.

Interacdo de NFX com AuNCs adicionando-se SDS apo0s ablagéo

Para comparar os efeitos de SDS adicionados antes e depois da ablacéo,
adicionou-se SDS 10 mM a AuNCs sintetizados por ablagdo a laser em &gua.
Experimentos analogos aos das Figs. 5.31a 5.33 foram realizados nas mesmas
condicdes. Os resultados dos espectros de absorcdo/extincdo dos AUNC+SDS ao
adicionar NFX foram muito semelhantes aos resultados dos AuNC-SDS, com
modificacOes despreziveis (resultados ndo mostrados por serem muito semelhantes
aos da Fig. 5.31).

Assim como, no caso das nanoparticulas sintetizadas em presenca de SDS,
via ablacdo a laser, houve uma pequena diminuicdo da banda da NFX no pico de
278 nm, a qual poderia estar relacionada com um pequeno efeito sombra. J& no caso
da banda plasménica ndo houve modificagéo.

Os espectros de fluorescéncia da NFX, obtidos imediatamente apds registrar
cada espectro UV-Vis, sdo apresentados na Fig. 5.34, apds a correcdo de efeito
filtro. Podemos observar um aumento da fluorescéncia com deslocamento
hipsocrémico do pico, em fungdo do tempo, como observado com 0s AuNCs
sintetizados em SDS. No entanto, as variagbes foram muito menores. A Tabela 2

mostra resumidamente as comparacdes entre os resultados.
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Figura 5.34. Espectros de fluorescéncia corrigidos de NFX 10 (a), 20 (b) e 40 uM (c) em AuNCs

adicionando SDS 10 mM apés ablacéo, para cada instante de tempo. Excitagdo em 330 nm.
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Tabela 2. Comparacéo das mudancas na fluorescéncia da NFX em AuNC-SDS e em
AUNC+SDS.

Incremento da Fluorescéncia | Deslocamento hipsocromico
Concentracgéo AUNCs .S.DS AUNCs .S.DS
T adicionado i adicionado
de NFX em 4h  sintetizados sintetizados
(LM) em SDS (%) aos AuNCs em SDS (nm) aos AuNCs
(%) (nm)
10 32,8 17,3 13 10
20 17,9 6,3 6 3
40 13,8 3,4 5 1

Todos estes resultados mostram que ambas interagdes de NFX com AuNCs
sintetizados em SDS e com 0s AUNCSs ap6s adicdo de SDS ndo provocam agregacao
dos nanocompdsitos. As mudancas nos espectros de extingdo sdo despreziveis em
todos 0s casos, apenas presenta um pequeno efeito sombra.

As mudangas na fluorescéncia sdo mais notorias nas concentragdes menores
de NFX, tanto por adicdo direta do surfactante como ao usar SDS na sintese dos
AUNCs. O incremento do rendimento quantico pode ser justificado pela
proximidade da NFX & superficie dos nanocompdsitos. Vemos na Tabela 2 que a
interagdo da NFX com os AUNC-SDS ¢é maior do que o caso dos AUNC+SDS.
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Conclusao e perspectivas

A formagao dos complexos ternarios mistos de Cu:Bipy e Cu:Phen com NFX
foi estudada em micelas anidnicas de SDS usando absorc¢édo e fluorescéncia. Para
NFX associada as micelas, as constantes de ligacdo com os complexos Cu:Bipy e
Cu:Phen foram obtidas por supressdo da fluorescéncia do farmaco, sendo estas
constantes cerca de 50 vezes maiores do que em auséncia de micelas. Portanto
vemos que as micelas anidnicas de SDS favorecem a interagdo do complexo binario
Cu:Bipy e Cu:Phen com NFX.

A espectroscopia de RPE mostrou que a interagdo observada entre os
complexos binarios e a NFX é resultado de formagdo do complexo ternério dentro
das micelas de SDS, sendo estes complexos do tipo mononucleares, com
parametros de RPE caracteristicos de centro paramagnético com simetria axial, e
com valores que indicam a presenca de 2 atomos de nitrogénio e 2 de oxigénio
coordenados ao ion cobre.

Portanto, vemos que as interfaces das membranas anibnicas alteram a
estrutura e aumentam a estabilidade dos complexos de cobre com o farmaco
fluorescente. A espectroscopia de RPE foi uma ferramenta valiosa para fornecer
detalhes das variacdes estruturais das diferentes espécies paramagnéticas ligadas a
esse modelo de membranas.

No caso de interacdo de NFX com vesiculas de PC, o estudo espectroscopico
mediante fluorescéncia mostrou interagdo do complexo bindrio com a NFX. A
constante de associacdo obtida foi aproximadamente 80 vezes menor do que a
obtida no estudo com micelas de SDS, mostrando uma menor influéncia na
formacdo do complexo. Portanto, 0 modelo mais realistico de SUVs, em
comparacdo as micelas de SDS, indica interacdo do complexo binario com a NFX
dentro das SUVs, sendo esta associagdo muito menor do que a encontrada nas

micelas.
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Nas experiéncias com a adicdo de cargas negativas do anion de é&cido
estearico a superficie das SUVs, quando maior era a proporg¢do utilizada, menor era
a supressdo de fluorescéncia, sugerindo alguma blindagem na interacdo. J4 com a
adicdo de SDS para variar a carga negativa superficial de SUVs, a supressao
aumentou a medida que a proporcdo de SDS era maior, mostrando constantes de
associacdo levemente maiores do que as obtidas com SA.

A blindagem observada ao utilizar SA poderia ser explicada da seguinte
forma: como a molécula de SA tém uma longa cadeia de carbonos (18), em
comparagdo ao SDS (12 carbonos), € provavel que por esta razao a incorporagdo do
SA nas SUVs deixe mais rigidas as membranas, dificultando assim a difusdo do
complexo binéario dentro das SUVs, diminuindo a supressao da fluorescéncia ao
aumentar a proporcao de SA.

Portanto, utilizando este procedimento de preparacdo de lipossomas mistos
de PC com SDS ou &cido esteéarico, verificamos que as SUVs favorecem também a
interacdo do complexo binario com NFX quando utilizamos SDS e dificulta a
interacdo ao usarmos SA, embora o0s dois sejam aniénicos e a interacdo comparada
as micelas de SDS seja muito menor. Como perspectiva, pela complexidade das
vesiculas, deve-se estudar profundamente esta interacdo do complexo binario com
a NFX dentro das SUVs, verificar com outras técnicas se ocorreu a formacdo do
complexo ternario ou apenas estdo muito proximos entre si 0 complexo binario e a
NFX, e investigar melhor a difusdo do complexo em SUVs carregadas
negativamente com outras moléculas de diferentes tamanhos de cadeia de carbonos
(influéncia da cauda hidrofobica de moléculas aniénicas na incorporacdo as SUVS).

No trabalho com DNA, concluimos que a interacdo NFX-DNA néo ¢ afetada
por forcgas eletrostéaticas.

O trabalho com os nanocompdsitos de ouro sintetizados via ablacdo a laser
mostrou que os AUNCs em agua ultrapura interagem fortemente com NFX, CFX e
LFX, mostrando répida aglomerag&o. Tratando os AUNCs com citrato 0,1 mM, essa
agregacéo € lenta e ocorre em menor propor¢do. Dentre esses antibioticos, a NFX
mostrou maior interagdo. As mudancas espectroscopicas, como deslocamento
batocrémico e hipocromismo, assim como a supressao de fluorescéncia, sugerem
mudanca no indice de refracdo na superficie dos AUNCs, indicando associagdo com

o farmaco e/ou formac&o de aglomerados.
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A glutationa, que contém um grupo tiol, liga-se fortemente a superficie dos
AuNCs, portanto desloca moléculas de NFX associadas aos AuNCs, o que foi
observado pelo incremento da fluorescéncia. Foi também possivel verificar a
reversibilidade das ligacbes AUNCs-NFX mediante didlise contra citrato,
eliminando toda a contribuicio de NFX na solugdo apos dialise, indicando
separagdo completa do farmaco dos nanocompositos.

No estudo das nanoparticulas sintetizadas por via quimicaem CTAB, em pH
baixo elas nao interagem com NFX por ambas se encontrarem em estado catiénico
(repulsdo eletrostatica). Quando tamponamos as amostras em pH fisioldgico (7,4)
se observam consideraveis mudancas tanto na absorbancia como na fluorescéncia,
mostrando um incremento do rendimento quantico (provavel transferéncia de
energia devido ao efeito SPR, afetando as NFX muito proximas as AUNP-CTAB),
assim como formacdo de aglomerados. Portanto, quando a NFX se torna
zwitteridnica interage fortemente com as AUNP-CTAB.

Aproveitando a afinidade do SDS com NFX e a estabilidade de AUNCs em
solucdes desse surfactante, estudamos a interacdo de NFX com AuNCs-SDS e, por
comparagdo, de NFX com AuNC+SDS, mostrando menor interagdo. A interacio
de NFX com AuNCs-SDS ndo provoca agregacao das mesmas. O deslocamento do
pico de fluorescéncia mostrou que NFX pode estar passando de um ambiente
puramente micelar para a superficie dos AuNCs, sofrendo um deslocamento em
sentido oposto ao observado ao ligar-se a micelas de SDS. O pequeno incremento
na fluorescéncia sugere associacdo da NFX a superficie dos AUNCs/SDS (efeito
SPR, afetando as NFX muito préximas a superficie dos AUNCs-SDS), sendo mais
notdrio nas concentracdes menores de NFX.

Estudos futuros de interacdo de FQs com AuNCs poderiam ser realizados
profundamente, utilizando as técnicas de caracterizacdo (HRTEM, espalhamento
dindmico de luz DLS, etc) depois de adicionar as FQs aos AUNCSs e suas variantes.
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