TrMupP
198

[WPORTO ~< i

F FACULDADE DE CIENCIAS
UNIVERSIDADE DO PORTO

2cao

Universidade do Minho
ola 4 ]

Isabel Cristina de Sa Correia de Sousa

Interac¢do da Enrofloxacina com modelos
biomembranares: Influéncia das suas propriedades
fisico-quimicas

QD549.2
SOui |
2007




ol |

auog op apepiianun e
seluzl) a9 uumv:..oﬂm » (g \
%
R

e903011918







Isabel Cristina de Sa Correia de Sousa
Licenciada em Quimica (FCUP)

[WPORTO N O

FACULDADE DE CIENCIAS
T UNIVERSIDADE DO PORTQO Universidade do Minho

Escola de Engenharia

Isabel Cristina de Sa Correia de Sousa

Interac¢do da Enrofloxacina com modelos
biomembranares: Influéncia das suas propriedades
fisico-quimicas

b

| o TELPl112
| 1Gbls |

Dissertagdo submetida a Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto para a obtengdo do
grau de Mestre em Tecnologia, Ciéncia e Seguranga Alimentar

Departamento de Quimica
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto
2007




Indice Geral

Indice Geral

INdiCe de FIGUIRS ................coieoeoeeeeeeeeeeeee oo eee e ees e seeses e vii
INAICE de TADEIAS..............cooo oo e xi
AU TR TN 50005000 00583 3 S s s A RS SR A AR AR RO A AR R RS SRS RS RSB IR EFORES PR Xiii
L T T — Xv
RESUMO ...ttt xvii
I i 0 5105 s sramras s AR A A SRR S A SRR S Xix
TRBBMANNIE cosvmssmeasiossoss s esn VoI 3 S A A TR A YT ST IR Xxi
Capitulo I: Introdugio TeOriCa..............ocovoueiiiiiiicicc e 3
1. Quinolonas: Breve introdugdo e caracterizag@o geral ..............cccoovoeviveeveiieicceeee . 3
1.1. Do Acido Nalidixico a0s dias de NOJE ....................oooorsveeeeeeessrecessseesssecessesseesesessesssereen 3
1.1.2. AS FIUOTOQUINOIONAS .....ccuvieiiiiiiiiiecei ittt sttt en s 6
1.1.2.1. Propriedades fiSICO-QUITTICAS .......cc.cceiviiioieeiiccs et et 7
1.3. Mecanismie decacgiome ropiStBNCH. . o ewms i e R g
1.3.1. Mecanismo de ACCHO .........c.ourivirureeriiieteriieteieietsie ettt 9
1.3.2. Mecanismos de TeSIStENCIA......ccevvvirioirrieeieeis et es e 10
1.4. Fluoroquinolonas € Medicing, VeterTnAria . s isioissionseissssamssssonssarssnsssnss 10
1.4:1. Entofloxacing e Enrofloxacina vs. Clprofloxaeing oo 10
1.4.2. Farmacos de uso Veterindrio: Influéncia a nivel alimentar...............c.occcooovevvecnrneenn.n 11
1.4.2.1. Uso de quinolonas em animais na perspectiva da seguranga alimentar ..................... 12
1.5. Estudo da interacgio de quinolonas com modelos biomembranares ............................... 13
2 Batrottra DACTETIIN .couisiiiiiniinmiimnmmsssmsastassmmerysmmsmss amssss suonssesmimemesssssssmssmrs Ksems msassecrsns 14
2.1, CaracteriZagho: BRral vsssacsimssmmssss oo mes o s e v A T s 14
2.2. Membrana Externa da Bactérias Gram (=) ..........coocoveeeuiueeieeririeeeeieeeieeeeeeeeeeeee s 15
2.3. Proteina F da Membrana Externa (OmpEF) ............cooiiioiiooieoeeeeeeeeeee e 16
o8 B T T | R S 16
2.3.2. Selectividade I0MICA. ........eeieerieiseetiieecs ettt ettt ae s 17
2.3.3. Propriedades fiSiCO-QUITIICAS ........c.oveviieuiiieeiiieieiiteeiceeseese ettt ss s 19
2.3.3.1 . BetabiBdades. oo s i e s S S 19
2.3.3.2. Propriedades eSPectrOSCOPICAS ........ccocoioeiirririeiriecies e es sttt 19
3= VIOACLOB IVICTIDIBIBIER o5 50 s AT S s ssasamsrmns s 2 ens SR eTO0 SRS PSR SEPAARAP SRR AR S 20
3.1, LAPOSSOIMAS ...ttt et ettt s sttt et es et ee ettt n e e s e s s eeeens 21
3.1.2. Propriedades fisico-quimicas dos foSfolipidosS. ..............oooeeeeriveiieerseeeeeeeeeeee e, 22
3.1.3. Preparacfo:de LIPOSSOTIAS ....oummisssmusssmsmmissrsisstrssssonenssosssonsesnssssssesnesmmssssessnssnsrese 25
3.2, SiStemas [IPOSSOIMICOS .......curuiuiirieierisesesietesisees ettt et et st eeseseeeenesasensren 26
3.2.1. Reconstitui¢do de proteinas membranares: Proteolipossomas ................ccccocvveevven... 27

iii




Indice Geral

3.2.1.2. Proteolipossomas: Metodologias de reconStituigao. .......c.cooerrivvrrriersineniiensnseseniens 28

Reconstituigdes mediadas por detergente ..........ocvvvvveerrineerienrineniinenes s 28
Capitulo II: Metodologia Experimental ... 33
1 Reagentes e BOLUGDES sussmmssmmunsesvmsvssnmorsonessss s e oo s s smisns oo S b 0 33
2. INSEIUMENTAGAD .cvviiiiiiiiiiiiniiie it e e e s r e bbb b s s e e s ae b bn b 34
A, PISraTAA e PRI, o .. oomiivionniiion daimnaisnoiesos i S s BN R S ST AR DR 35
4. Preparagao de proteOliPOSSOIIAS «ues s essmimaimssmmeissismsmvssiessais e sissiaessiimaissssnsias 35

4.1. Reconstituicio da proteina membranar OmpF em lipossomas pré-preparados por

Cromatografia de EXCIUSAO ..o 36
5. Doseamento de HPIAOS cavsrammsemmmresssimesmmssmmsesms s s s iy v s s 36
6: Doseamento Ae: ProtEINA s imemiossmmiismsssssesvess s s ey s i sssass 36
7. Determinagao de coeficientes de particio por espectrofluorimetria ............covveveiicieiiienenn, 37
8. Estudos de locahizagho tembBranar . ..o umssssssss i ssbesssisss s sisosss sissvessess osss 38
8.1. Extingao de fluorescéncia da Enrofloxacina pelo 180 10deto..........ccocciiiiiiiiiiiiniinns 38
8.2. Anisotropia de Fluorescéncia em lipossomas e proteolipossomas...........occvvvccriniecneiene, 38

8.3. Extingdo de fluorescéncia de OmpF pelo i3o iodeto na presenca e auséncia de

2817003 (6. [k 0 1 R SRR, 39
8.4. Determinagio de constantes de associagdo Enrofloxacina/OmpF .........cc.ccocenveveniennnn. 39
8.5. Estudos de Condutividade Eléctrica de OmpF na presenca de Enrofloxacina................. 40
9. Modelos matematicos EXPETIMENEALS .......ccvervierieeeeecerieeeteeeeeensessenssessesieenesreseaseneesneenes 42
9.1. Coeficientes de PArtilo ..........cccociviiriiiiniiiiiiiiicinicenicie e e s 42
9.1.1. Determinacio de coeficientes de parti¢ao por Espectrofluorimetria..............cccoeeviane 42
9.1.2. Modelos Mateméticos para a determinagio de coeficientes de partigdo..............c........ 43
9.2. Estudos de localizagio MEMDIANAT .........c..ccevermireemrreneriennnreenresserseseesnesessnesesseesesseseenns 44
9.2::1 . Extin¢ao de THore S eI A mmse sy i s sy my 560 o4 S v v VS s s s i 44
9.2.1.1. Extingio de fluorescéncia dinAmiCa...........ccceviiriiininiieniiesinniessiessireseeseessseesaeeseeens 45
9.2.1.2. Extingfio de fluorescencia eStAtiCA. ........ccevvverueriernrirerrieeeniiete et eees s eesae e 45
9.2.1.3. Apentss deextincho de TIIOTEEORNBIA s R s e RanE s 49
0.2.2. Extingdo de fluorescéncia de protefhas ... ...ovminnsmmmsmis s i 49
9.2.3. Anisotropia de FIUOrESCENCIA ........coviverrireriiinrereecrerenriceerreste e see e e 50
9.2.3.1. Sondas de fluorescéncia para estudos de aniSotropia............cccoceevieiiiieiiiiiiiiineinns 52
9.3: Determinagao de constantes de assoCiaghoy . ..o i 52
9.4. Determinagio da transposigdo membranar de farmacos mediada por canais iénicos......54
9.4.1. Aplicagio de BLP no estudo da condutividade i6nica de canais porinicos................... 54
9.4.2. OmpF: Propriedades electrofisioldgicas e difusdo membranar..............cccooniinn. 55
Capitulo III: Resultados e diSCUSSA0............c.ccuviiiiiiiiiiciic s 59
v

-




indice Geral

1. Determinagdo de coeficientes de particdo entre uma solugio aquosa de Enrofloxacina e
lipossomas de DIMPC e DIMPG ... esssovsssmiss e 6sasinss st smisiss 60
1.1. Determinagao de Kp’s por Espectrofluorimetria. ..........cc.oocovveeiiiciiieeceeceeiececees e 61

1.2. Localizagio membranar da fluoroquinolona Enrofloxacina em LUV’s de DMPC e

B 1 L T 63
1.2.1. Extingdo de Fluorescéncia da Enrofloxacina pelo id0 Iodeto ..........ccocovvevirieeecneniennne. 64
L O S OB S ey o T S S B T e e e R o A A S S Fo e et 68
2. Reconstituigio da protefia membranar OmMPR ..usisimsiisssmnmmasiissiissmssssiigsmis 69
2.1.2. Caracterizagio de proteolipossomas por dispersio de Iz ............cc.ooooevveeiiecvieeccnenen. 72
2.1.3. Caracterizagdo de proteolipossomas por Anisotropia de Fluorescéncia ....................... 73
3. Interaegio da Emrofloxacia comiOmMPH..cmmmmssmmssmsmmnsngs sy 78

3.1. Extingdo de Fluorescéncia de OmpF, em proteolipossomas, pelo ido lodeto na auséncia e
presenca da EoroTORBEIIN i ssmmiismnsbressssstssssnsmssn s s s 8 518 AR AT ASESRRS ISP 79
3.2. Extingdio de Fluorescéncia de OmpF, em proteolipossomas, pelo ido lodeto na presenga
T B BTN s st R B S T T 82

3.3. Extingdo de Fluorescéncia de OmpF, em proteolipossomas, em presenca da

BErO ORI oo o o o S T T D I T e T e 84
3.4, CONCIUSOES ..ottt e e as s n e eb et e e b ese st e b e st aeae s et e sbeeseentsns 87
3.5. Alteragdes a condutividade i6nica de OmpE ... 88
BB OSSO s cavussnmmacsuossnmmommmmmmmmisn s ST RS S S RS 92
Capitulo I'V: Consideragoes Finais ........................cc.ocooviiiiiiiiiiceeeeeee e 95
Capitolo Vs BIDBORPBINL 0 iiansmisssasria i ssssss oo st smsseapmpsssnsssaemss 101




Indice de Figuras

Indice de Figuras

Figura 1 — Niicleo base das 4-oxo-1,4-dihidroxiquinolonas vs estrutura do Acido Nalidixico.....4
Figura 2 — Evolugio das quinolonas: as diferentes geragdes, baseada na referéncia'l................ 5
Figura 3 — Estrutura molecular da Enrofloxacina (A) vs Ciprofloxacina (B)........c.ccccooveeiiennin. 11
Figura 4 — Representacao esquemdtica da parede celular de uma bactéria Gram (-). (Adaptado
de: http://diverge.hunter.cuny.edu/~weigang/Lecture-syllabus.html. ......................... 15
Figura 5 — Representagdes esquemdticas da estrutura de OmpF. A) Organizagdo de OmpF em
trimero (estrutura quaterndria) vista do topo da membrana (lado extracelular). B)
Organizago estrutura do monémero (estrutura tercidria) no plano membranar. ™. 17
Figura 6 — Zona de constrigdo de OmpF (vista de topo, perpendicularmente & membrana). A
zona de constri¢do € constituida pelos residuos dcidos Glul 17 e Aspl 13 (provenientes
de L; e carregados negativamente) e por quatro residuos pertencentes a estrutura do
barril B, opostos a L3, Lys16, Argd2, Arg82, Argl32 . ..o, 8
Figura 7 — Aminoicidos, presentes em OmpF, que possuem Fluorescéncia: (A) Triptofano, (B)
Tirosing e (C) Fetilal g .oy e o s e e s s 19
Figura 8 — Representagiio esquemadtica dos diferentes tipos de vesiculas lipossémicas. (adaptado
da pdgina da Internet da Avanti Polar Lipids: www.avantilipids.com) ..................... 22
Figura 9 — Representagio esquemadtica de (A) glicerofosfolipido, (B) esfingofosfolipido e (C)
grupos que podem esterificar 0 grupo fosfato. .........cccovecvreciiecnicc e, 23
Figura 10 — Férmulas estruturais de fosfolipidos (A) naturais e (B) e (C) sintéticos.................. 24
Figura 11 - Representagio esquemdtica da transicdo de fase em bicamadas lipidicas (adaptado
de http://cellbio.utmb.edu/cellbio/membrane_intro.htm).........coocovvvvvrieiiiciiiiinnns 25
Figura 12 — Representacdo esquemdtica da prepara¢do de MLV’s pelo método de hidratagao do
filme lipidico. 1) Dissolu¢do dos lipidos num solvente orginico adequado; 2)
Formagdo do filme lipidico nas paredes do baldo, por evaporagio do solvente
orginico; 3) Hidratacdo do filme por adigdo de solugdo aquosa; 4) Agitagdo e
obtengdo de MLV’s; 5) SUV’s ou LUV’s obtidas por sonicacdo ou extrusio
(adaptado da pagina da Internet da Avanti Polar Lipids: www.avantilipids.com)......26
Figura 13 — (a) Célula de Trabalho, (b) fotografia de microscépio electrénico do orificio da
membrana de Teflon, (c) ilustragdo da bicamada lipidica com OmpF inserida, (d)

registo do aumento de intensidade de corrente por insercio de OmpF na bicamada. "

..................................................................................................................................... 40
Figura 14 — Grifico para determinacio da influéncia do efeito de filtro interno nos ensaios
efectuados com solugdes de Enrofloxacina de Abs>0,1. ........occooveeviiviviiiciiccriiien 43
Figura 15 — Férmulas de estrutura das sondas DPH e TMA-DPH.........c.ccooocoiiiiiiicciccieeienn. 52
Figura 16 — Insergdo de um trimero de OmpF. " .. . .55

vii


http://diverge.hunter.cuny.edu/~weigang/Lecture-syllabus.html
http://www.avantilipids.com
http://cellbio.utmb.edu/cellbio/membrane_intro.htm
http://www.avantilipids.com

Indice de Figuras

Figura 17 — Influéncia da permeagdo de um antibidtico (Ampicilina) na corrente iénica de

Figura 18 — Espectro de emissdo da Enrofloxacina (7,4uM) na auséncia (1) e presenca de
suspensdo de (A) DMPC e (B) DMPG de concentragio crescente (2 a 8).
Concentragoes de DMPC (uM): (2) 106, (3) 211, (4) 338, (5) 436, (6) 551, (7) 634,
(8) 739, (9) 845 e DMPG (UM) (2) 88, (3) 165, (4) 243, (5), 248 (6) 413, (7) 496, (8)
BT DB siinmrsisimssiisammesnsossnssrsmmasssavsassssos sesommn s simnness s AAREER 62

Figura 19 — Ajuste ndo linear da equagio (1.2) aos valores experimentais obtidos ao A maximo
de emissdo (414nm) da Enrofloxacina, para concentragdes crescentes de (A) DMPC e
65 TR0 U S ————— 63

Figura 20 — (A) Espectro de UV-Vis da Enrofloxacina (7,4uM) na auséncia (1) e presenca (2 a
10) de concentragdes crescentes de KI e (B) varia¢do da intensidade de fluorescéncia
corrigida da Enrofloxacina (7,4uM) em fung@o da concentragdo de KI na auséncia (m)
¢ presenga de 500pM de (@) DMPC € (&) DMPG. ...c.oiuioissoiissnssasisssssiosississssisian 65

Figura 21 — Representacdo grafica da equagao de Stern-Volmer, equagio (2.0), para a extingiio
de fluorescéncia da Enrofloxacina em fungao da concentragio de KI na auséncia (m) e
presenga de S00uM de (o) DMPC e (A ) DMPG. Comprimento de onda de excitagdo
22nme eIiRSAO B 3 AN coiues i s G4 it s isnsasi ssnspemmaressansassassnssss 66

Figura 22 — Estratégias de reconstitui¢io mediadas por detergente desde a extrac¢io da proteina
da sua membrana nativa 2 sua reconstituicao. °7 ............cooeeveeeieeeeee e 70

Figura 23 — Espectro de (A) UV-Vis das amostras retiradas da coluna de exclusio e (B) espectro
de Fluorescéncia das amostras que apresentam, no espectro de UV-Vis, sinal de terem
presente lipossomas e proteina. Concentragdo na mistura de OmpF ¢ DMPC: 0,86mM
€ 2,0mM, TESPECTIVAINBINE. +:iiosiiosissssismssic i itssissssmaissnsssmemnenmsentas sareasessesresssesssasmsamms 71

Figura 24 — Distribuicdo de tamanho de (A) lipossomas preparados por extrusio e (B)
proteolipossomas preparados por cromatografia de exclusdo (fracgio mais
COMCETIITATAY, wiciiraavinssiismistisnssinnysmaes savsssssonessnsasn sosess srsss sasenssssnss assssssonsresss insns nrssatass 72

Figura 25 — Representagio esquemdtica " da inser¢io de uma proteina de comprimento
hidrofébico dp em bicamadas fosfolipidicas de espessura d; onde, a espessura
hidrofébica d;, € menor (A) ou maior (B) que dp......cccooveiieirieeieeeeeeeeeceee e 74

Figura 26 — Variacao da anisotropia de fluorescéncia, em func¢do da temperatura, das sondas de
fluorescéncia (A) DPH e (B) TMA-DPH para (m) LUV’s de DMPC e (e)
proteolipossomas (A,) e (B,) por incubagio e (A;) e (B,) por incorporagio. ............. 74

Figura 27 — Orientagdo estrutural de um trimero de OmpF e posicionamento dos residuos de

triptofano em cada monémero — vista de topo O (Trp**) e O (Trp®).H .cooooc... 80

viii



indice de Fi guras

Figura 28 — (A) Espectro de emissdo de fluorescéncia de OmpF inserida em lipossomas de
DMPC na auséncia (---) e presenga (—) de concentragdes crescentes de KI.
Comprimento de onda de excitagio de 290nm e (B) Representagio gréifica da equagio
de Stern-Volmer (2.8) para a extingdo de fluorescéncia de OmpF em lipossomas de
DMPC em fungioda concentragio de KL ...samumvanmasasamssmomiisiimin 80

Figura 29 - (A) Espectro de UV-Vis e (B) Espectro de emissido de fluorescéncia de OmpF
inserida em lipossomas de DMPC (na presenga de Enrofloxacina) na auséncia (--) e
presenga (—) de concentracdes crescentes de KI. Comprimento de onda de excitagio
e 290NN ..ttt ettt 83

Figura 30 — Representagdo grafica da equagio de Stern-Volmer para a extingdo de fluorescéncia
de OmpF em lipossomas de DMPC, em fungio da concentragdo de KI..................... 83

Figura 31 — (A) Espectro de UV-Vis e (B) Espectro de emissio de OmpF inserida em
proteolipossomas de DMPC na auséncia (---) e presenga (—) de concentragdes
crescentes de Enrofloxacina (0 a 18,81tM).Aex=290NM. ......oooovvviiiviiiiicieeeeee 85

Figura 32 - (A) Ajuste ndo linear a equagdo (3.7) e (B) ajuste linear da variacio da
fluorescéncia de OmpF por adigdo de concentragdes crescentes de Enrofloxacina (0-
18,8uM). O comprimento de onda de excitagdo utilizado foi 290nm e a andlise
realizada @ 322N .....o.oiiiiiiiiec ettt 86

Figura 33 — Conduténcia idnica através de OmpF (A) — 50mV e (B) + 50mV, na auséncia (—) e
presenca de 3,5mM de ENR (—) (escala ampliada). ........c...c.ccoooeivieriecviveeiennn, 89

Figura 34 — Espectro de densidade espectral (A) — 50mV e (B) + 50mV, na auséncia (—) e
presenga de concentragdes crescentes de Enrofloxacina: (—) 250uM; (—) 400uM;
(—) 500uM; (—) 1,0mM; (—) 2,0mM; (—) 2,5mM; (—) 3,0mM; (—) 3,5mM. .....90

Figura 35 — (A) Ajuste lorentziano aos resultados obtidos para concentragdes de enrofloxacina
de 3,5mM. (B) Frequéncia angular obtida a partir do ajuste aos espectros de

densidade espectral para as diferentes concentragdes de antibi6tico. ......................... 91




indice de Tabelas

indice de Tabelas

Tabela 1 — Valores de pKa, e pKa, associados as constantes de dissociagao e propriedades
fisico-quimicas para a Enrofloxacina e Ciprofloxacina. " ..., 8
Tabela 2 — Intervalos de concentragdo de Enrofloxacina, em tampdo Hepes, para os quais é
vilida a lei de Lambert-Beer: .o oty 61
Tabela 3 — Coeficientes de parti¢do, entre uma fase aquosa e uma fase lipidica de DMPC e
DMPG, para Enrofloxacina obtidos por espectrofluorimetria. ............cccoooevevienriiennns 63
Tabela 4 — Valores da constante de Stern-Volmer para a extingdo de fluorescéncia da

Enrofloxacina pelo ido iodeto, na auséncia e presenga de LUV’s de DMPC e DMPG.

..................................................................................................................................... 66
Tabela 5 — Tamanho médio dos lipossomas, na presenga de Enrofloxacina, na auséncia e
presenca:de: 0, 220NMde Kl nomsssonasmmmmipessmssssismms o s e s 67
Tabela 6 — Tamanho médio dos proteolipossomas obtidos por cromatografia de exclusio........ 73

Tabela 7 — Valores de temperatura de transigdo para lipossomas de DMPC e proteolipossomas

OmpEF/DMPC, obtidos por ajuste dos resultados & equagao (3.4).......ccccvevvricecneenne, 15
Tabela 8 — Valores das constantes de Stern-Volmer modificadas e respectiva fracgdo acessivel
para a exting¢do de fluorescéncia de Trp e OmpF em diferentes meios. ...................... 81
Tabela 9 - Valores obtidos para a constante de associagao Enrofloxacina/OmpF e

Ciprofloxacina/OmpF através do ajuste ndo linear (3.7) aos dados experimentais.....86

Xi



Abreviaturas

Abreviaturas

ADN (DNA) - Acido desoxirribonucleico
BLP - Bicamada lipidica planar

BSA - Albumina de soro bovino

CIPRO - Ciprofloxacina

CMC - Concentragio micelar critica

DMPC — Dimiristoilfosfatidilcolina

DMPG - Dimiristoilfosfatidilglicerol

DPH - 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno

DPhPC - Difitanoilfosfatidilcolina

ENR - Enrofloxacina

FDA - Food and Drug Administration
HEPES — Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N-etanossulfénico
LPS — Lipopolissacarideo

LUV’s — Large Unilamellar Vesicles

MES — Acido 2-(N-morfilino)etanossulfénico
OmpF — Proteina F da membrana externa
SDS — Dodecilsulfato de sddio

SNS - Sistema Nervoso Central

TMA-DPH — (1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno)

Xxiii




Agradecimentos

Agradecimentos

Na fase final deste trabalho, queria agradecer a todos que contribuiram para a sua
realizacdo.

A Professora Doutora Paula Gameiro por toda a disponibilidade, orientacdo, apoio e
incentivo constantes, pela amizade e ateng¢éo demonstradas.

A comissdo de mestrado em Tecnologia, Ciéncia e Seguranga Alimentar, especialmente
ao Professor Doutor Nuno Mateus e ao Professor Doutor Victor de Freitas pela
possibilidade de desenvolver um trabalho de investigago nesta drea.

Ao Professor Doutor Mathias Winterhalter da “Jacobs University Bremen” pela estadia
agraddvel e a possibilidade de aprender novas técnicas, assim como a todos os membros
do laboratério de Biofisica e Microbiologia da Jacobs Universtity, especialmente a
Marcella, ao Mahendran, ao Tivadar e ao Yannick pela sua amizade, simpatia, boa
disposigao, hospitalidade e ajuda durante a minha estadia na Jacobs University.

A Catarina Gongalves e ao Professor Doutor Miguel Gama do Departamento de
Engenharia Biologica da Universidade do Minho pela possibilidade de utilizagio do
Zeta-Sizer para a caracterizagio dos lipossomas e proteolipossomas.

A todos os Professores Doutores do Departamento de Quimica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade do Porto, pela disponibilidade e transmissio de
conhecimentos ao longo de toda a minha educagéo superior.

Aos meus amigos e colegas do Departamento de Quimica pela ajuda, amizade,
companheirismo e bons momentos, especialmente a Adelaide, Claudia, Daniela, Rosa
Bela, Sonia, ao Pedro e, acima de tudo, a Patricia por tudo.

Aos meus pais por me possibilitarem a frequéncia no mestrado, a0 meu irmio, aos meus
amigos, especialmente a Andreia, Ana Margarida, Ana Isabel, Ana Luisa, Cldudia,
Gabriela, Susana, ao Jodo, Luis ¢ Rui pelos momentos de descontrac¢do e apoio nos

piores momentos, e por fim, ao Frederico pelo apoio, confianga e paciéncia.

XV



Resumo

Resumo

O presente estudo teve como principal objectivo a determinagdo das vias de
permeagdo de uma fluoroquinolona de uso veterindrio, na célula bacteriana, usando
como modelo mimético vesiculas lipidicas (lipossomas), uma vez que as quinolonas sio
um dos principais grupos de antibidticos utilizados em medicina e medicina veterindria.
Este estudo também teve como objectivo secunddrio, a compara¢do da enrofloxacina
com uma fluoroquinolona da mesma geragdo, a ciprofloxacina, por estas diferirem
apenas no substituinte da posi¢@o para do anel piperazinico.

A permeagio ou interac¢do de antibidticos em bicamadas lipidicas € importante
pois permite esclarecer a fungdo da componente lipidica na transposi¢io membranar das
quinolonas. A determinagdo de coeficientes de particdio entre uma fase aquosa e
lipossomas (de diferente composicdo lipidica), num primeiro passo, permite quantificar
a interacgdo do farmaco em estudo. No entanto, os estudos de partigdo ndo permitem
determinar a localizagdo do antibidtico quando este interage com a bicamada lipidica
pelo que foi necessdrio recorrer a estudos de localizagio membranar, através da
extingdo de fluorescéncia da enrofloxacina.

Apés a quantificagio e localizagdo da interac¢do da enrofloxacina com a
componente lipidica, procedeu-se a avaliagio da sua afinidade pela porina OmpF,
presente na membrana externa das bactérias Gram (-), que se sabe ser uma proteina
fundamental na entrada de nutrientes e antibi6ticos (quinolonas) para o interior da célula
bacteriana. No entanto, os estudos existentes focam sobretudo a entrada destas
moléculas na complexidade do ambiente microbiologico mas a sua interacgio a nivel
molecular ainda necessita de esclarecimento.

De modo a poder determinar os diferentes locais de interac¢io da enrofloxacina
com a porina OmpF, reconstituiu-se a protefna numa componente lipidica e procedeu-se
a extingdo de fluorescéncia, com o ido iodeto, dos triptofanos da proteina, que se sabe
terem acessibilidades diferentes. A determinagdo, posteriormente, de constantes de
associagdo OmpF/Enrofloxacina permitiu a quantificagio da afinidade deste antibiético
para a porina, sendo assim um complemento aos estudos realizados anteriormente.

Para a reconstituigdo membranar foi seleccionada uma metodologia de remogio
de detergente por cromatografia de exclusdo, uma vez que maior parte dos estudos
documentados se referem a remogéo de detergente por adsor¢io hidrofébica do mesmo.

A aplicagdo desta metodologia visou a comparagio em termos de tamanho,

XVii




Resumo

homogeneidade e orientagdo da proteina, nos proteolipossomas preparados por outras
metodologias de reconstituigdo. A reconstituicio por cromatografia de exclusido
constitui uma técnica simples e de rdpida execugdo e permite a separagdo das estruturas
(lipido/proteina/detergente) com base no seu tamanho, a obtengdo de proteolipossomas
de tamanho homogéneo € uma remocio eficaz do detergente.

Os estudos efectuados revelaram que a enrofloxacina possui uma maior
afinidade para a componente lipidica do que a ciprofloxacina, provavelmente devido a
um ligeiro aumento da sua hidrofobicidade pela presenga de um grupo etilo no anel
piperazinico.

De modo a verificar se a interac¢do da enrofloxacina com bactérias Gram (-) se
deve a passagem do antibidtico através do canal hidrofilico ou se aproveita, apenas, a
interface lipido/proteina para actuar realizaram-se estudos de condutividade eléctrica.
Este tipo de estudos baseia-se na medicdo de flutuagdes da corrente idnica da proteina
na presenca de enrofloxacina. A interrupgdo da corrente i6nica, na presenga de farmaco,
associada a frequéncia com que as interrupgdes ocorrem e a concentragdo de antibiotico

sugere a passagem do antibidtico pelo canal porinico.
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Abstract

Quinolones are among the main classes of antibiotics used in human and
veterinary medicine. This wide use seems to be responsible for bacteria resistance and
to understand this resistance it is important to determine antibiotics permeation
pathways. The main purpose of this work was to study a veterinary fluoroquinolone, in
order to understand its permeation into the bacterial cell. To achieve: this goal, lipid
vesicles (liposomes) were used as model membranes. This work also envisaged the
establishment of a comparison between Enrofloxacin and Ciprofloxacin, two second
generation fluoroquinolones, since both are very similar and only differ on the para
position of the piperazinyl ring.

The permeation or interaction of antibiotics with lipid bilayers is of great
importance since it allows to clarify the function of the lipid component in the
membrane permeation of quinolones. As a first approach, the determination of partition
coefficients between an aqueous phase and liposomes, of different lipid composition,
allows the quantification of the enrofloxacin/lipid interaction. However, partition
studies are not enough to determine membranar location of the interaction therefore,
fluorescence quenching studies were performed in order to define membranar location
of enrofloxacin in different lipids.

OmpF porin, found in the outer membrane of gram (—) bacteria, has an important
role in the uptake of nutrients and antibiotics (quinolones among others) towards the
interior of the bacterial cell and several studies involving antibiotics and bacterial cells
have been made, approaching the drug/protein interaction in the complex
microbiological environment. Nevertheless, an understanding at a molecular level is
still lacking. Thus, after quantifying the degree of interaction between enrofloxacin and
the lipid phase, by means of partition and quenching studies, the affinity of this
fluoroquinolone towards OmpF was investigated.

In order to establish the different enrofloxacin/OmpF interaction sites, the
protein was reconstituted in a lipid bilayer. Then, quenching studies of the protein
intrinsic tryptophans were performed due to their different accessibilities.

Gel-exclusion chromatography was the detergent removal methodology chosen
since most of the literature reports protein reconstitutions involving hydrophobic
adsorption of the detergent. The main purpose for applying this methodology was to

compare size, homogeneity and protein orientation in proteoliposomes with the ones
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obtained with other reconstitution techniques. Gel-exclusion is a simple and fast
technique that allows separation of the different components (lipid, detergent, protein)
according to their size and also produces homogenous proteoliposome populations as
well as an efficient detergent removal.

The performed studies revealed a stronger affinity of enrofloxacin towards the
lipid component than ciprofloxacin, probably due to the slight increase of its
hydrophobicity because of the ethyl group in the piperazinyl ring of enrofloxacin. This
affinity is expressed by a binding constant that represents the affinity of the drug
towards the protein.

As a way to verify whether the interaction of enrofloxacin with gram (-) bacteria
occurs due to the passage through the hydrophilic channel of OmpF or through the
lipid/protein interface, conductivity studies were performed. This methodology is based
on the observation of fluctuations in the ion current of OmpF in the presence of
antibiotic. The interruption of the ion current in the presence of enrofloxacin and
consequent increase of the number and frequency of these interruptions with increasing

antibiotic concentration suggest that the fluoroquinolone passes through the channel.
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Résumé

Les quinolones sont une classe d’antibiotiques des plus utilisés en médecine humaine
et vétérinaire. Parce que cette utilisation est une des causes de résistance bactérienne ce travail
a eu I'objectif de déterminer les chemins de perméation d’une fluoroquinolone vétérinaire
dans la cellule bactérienne. Dans ce but, les liposomes ont été utilisés comme modeles
membranaires. Ce travail a voulu aussi faire une comparaison entre enrofloxacine et
ciprofloxacine, deux fluoroquinolones de deuxiéme génération qui se ressemblent a
I’exception de la position para du groupe pipérazynile.

La perméation ou I'interaction d’antibiotiques avec des bicouches lipidiques est une
étude importante parce qu’elle permet une compréhension des fonctions de la composante
lipidique dans la perméation membranaire des quinolones. Ainsi, en une premiere approche la
détermination de coefficients de partage entre une phase aqueuse et les liposomes de
différente  composition  lipidique, permet la  quantification de [’interaction
enrofloxacine/lipide. Cependant les études de perméation ne sont pas suffisantes pour
déterminer la localisation membranaire de |’interaction ainsi des études d’extinction de
fluorescence ont été réalisées pour déterminer la localisation membranaire d’enrofloxacine
dans différents lipides.

Il est bien reconnu que OmpF est une porine présente dans la paroi cellulaire des
bactéries gram (—) et qui a un role important dans |’approvisionnement en nutriments et en
antibiotiques (quinolones entre autres) de la bactérie. De nombreuses études impliquant des
antibiotiques et cellules bactériennes ont été effectuées pour cerner ['interaction
médicament/protéine dans un environment microbiologique complexe. Néanmoins une
compréhension de cette interaction au niveau moléculaire manque toujours. Aprés avoir
quantifié¢ I'interaction entre enrofloxacine et la phase lipidique, grice aux mesures de
coefficients de partage et des études de ‘quenching’, I’affinité de cette fluoroquinolone avec
OmpF a été étudice.

Dans le but d’identifier les différents sites d’interaction enrofloxacine/OmpF la
protéine a €t€ reconstituée dans une bicouche lipidique. Ensuite, des études de ‘quenching’ de
la fluorescence intrinséque des tryptophanes ont été effectués parce qu’ils ont différentes
accessibilités. La méthodologie de reconstitution choisie est la chromatographie d’exclusion
en accord avec la littérature concernant les reconstitutions de protéines impliquant
I’adsorption hydrophobe de détergent. La principale raison pour appliquer cette méthodologie
est la comparaison en taille, homogénéité et orientation de la protéine dans les

protéoliposomes avec ceux obtenus par d’autres techniques de reconstitution.

XX1




Resumé

La chromatographie d’exclusion est une méthode simple et rapide qui permet la
séparation de différents composés (lipide, protéine, détergent) en rapport avec leur taille et
produit €également des populations homogenes de protéoliposomes et aussi une méthode
d’élimination efficace de détergent.

Les études menées révelent une affinité plus forte pour la composante lipidique
d’enrofloxacine par rapport a ciprofloxacine ce qui est probablement dii & une augmentation
de son hydrophobicité a cause de la présence d’un groupe éthyle sur le cycle piperazynile
d’enrofloxacine. Cette affinité est représentée par une constante de liaison qui tient compte de
I’affinit€ du principe actif pour la protéine.

Pour vérifier si I’interaction d’enrofloxacine avec les bactéries gram () se produit lors
du passage par le canal hydrophile d’OmpF ou par I'interface lipide/protéine, des études de
conductivité ont été menées. Cette méthodologie est basée sur 1’observation des fluctuations
du courant ionique de OmpF en présence de I’antibiotique. L’interruption de ce courant en
présence de enrofloxacine et I’augmentation consécutive du nombre et de la fréquence de ces
interruptions avec la concentration d’antibiotique suggeére que la fluoroquinolone transite a

travers le canal.
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Capitulo I: Introducao Tedrica

1. Quinolonas: Breve introducio e caracterizacao geral

As quinolonas fazem parte de uma familia de farmacos genericamente
designada por antibidticos. Actualmente sdo uma das maiores classes de agentes
antimicrobianos e, por isso, sdo utilizadas, mundialmente, no tratamento de infecgoes de
origem bacteriana e, as suas indicacOes terapéuticas evoluiram da aplicagdo a infecgdes
urindrias a aplicagdes em infecgbes em quase todo o corpo.

As quinolonas sdo agentes antibacterianos sintéticos utilizados extensivamente
quer em medicina como em medicina veterindria e sdo armas importantes no combate a
organismos Gram (—), Gram (+) e as dltimas geragOes destes agentes chegam mesmo a
ser activas contra bactérias anaerdbias.

Este grupo de farmacos foi-se desenvolvendo de forma a ultrapassar grande
parte das suas adversidades possuindo, actualmente, um espectro de ac¢do bastante mais
abrangente, uma boa disponibilidade oral, uma melhor difusdo para os tecidos, um
tempo de semi-vida maior e uma toxicidade consideravelmente mais reduzida. Assim,
tornam-se na primeira escolha no tratamento dos mais diversos tipos de infecg¢Oes

bacterianas nio sO a nivel humano como também a nivel veterinario.

1.1. Do Acido Nalidixico aos dias de hoje

As quinolonas surgiram, acidentalmente, como produto secundrio da sintese de
um agente antimaldrico, de actividade antibacteriana conhecida e comprovada, a
cloroquina. No entanto, este produto secunddrio revelou possuir, também, actividade
antimicrobiana surgindo assim, no inicio da década de 60, a primeira quinolona: o
Acido Nalidixico. "

O Acido Nalidixico (1-etil-7-metil-1,8-naftiridina-4-ona-3-carboxilico) ¢ um
derivado das 1,8-naftiridinas (ou 4-quinolonas) que foi limitado, originalmente, ao
tratamento de infecgdes urindrias devido ao seu espectro de acgio modesto !, visto a
sua acgdo antibacteriana contra organismos Gram (—) ser moderadamente baixa, possuir
uma pobre difus@o a nivel dos tecidos e problemas de toxicidade a nivel cardiaco e do
sistema nervoso central. Assim, o uso do dcido nalidixico rapidamente entrou em
declinio devido ao crescente nimero de bactérias resistentes & sua actividade surgindo,
deste modo, a necessidade de novos compostos para combater estas dificuldades.

Embora tenha entrado em desuso, as caracteristicas do dcido nalidixico ainda estdo
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presentes nos novos compostos. A sua estrutura € baseada num nicleo 4-oxo-1,8-
naftiridina-3-carboxilo. Devido a complexidade da nomenclatura, estes compostos sdo
geralmente designados de 4-quinolonas (referéncia ao oxigénio exociclico na posigio
4). Todos os compostos, quer as naftiridonas quer as quinolonas, possuem um oxigénio
exociclico na posi¢do 4 do anel e um grupo carboxilo na posi¢do 3 para os quais foi
detectada actividade antibacteriana. '*!

Por alteragdes a sua estrutura base, como a insercdo de atomos de azoto nas
posi¢des 1 e 8, de aminas ciclicas na posi¢do 7, ou de grupos alquilo como substituintes
em N-1, outras quinolonas de 1* gera¢do como o dcido oxalinico, a cinoxacina ou o

acido pipemidico foram surgindo mas, estas novas quinolonas, embora revelassem uma

actividade antibacteriana ligeiramente superior para Gram (-) esta ndo era

suficientemente significativa comparativamente ao Acido Nalidixico. " >*
(@]
=
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Figura 1 — Niicleo base das 4-oxo-1,4-dihidroxiquinolonas vs estrutura do Acido Nalidixico.

A actividade das quinolonas aumentou, consideravelmente, por adigdo de um
atomo de fldor na posi¢ao 6 do nicleo das quinolonas, dando origem a uma nova classe
de compostos designada de fluoroquinolonas (quinolonas de segunda geragdo). No
entanto, é importante referir que, embora se denominem (fluoro)quinolonas, quando na
posi¢do 8 do nicleo base se encontra um dtomo de azoto as quinolonas sdo nafitiridonas
e s0 sdo, verdadeiramente, fluoroquinolonas (ou quinolonas) quando na posi¢do 8 se
encontra um dtomo de carbono. %

A figura 2 representa a classificacdo das quinolonas nas vdrias geracdes, com

base no seu espectro de accao.
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Figura 2 - Evolugio das quinolonas: as diferentes geragdes, baseada na referéncia ',
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As diferentes alteragdes tiveram como intengdo a criagido de compostos com um
maior espectro de ac¢do, melhor farmacocinética, menor nivel de toxicidade e, que
conseguissem ultrapassar a oferta de resisténcia dos diferentes microrganismos. No
entanto, alteragdes nas posi¢des 2, 3, 4 e 6 ndo sdo possiveis, uma vez que levam a
perda da actividade da molécula. Na posi¢do 2, qualquer grupo maior que um atomo de
hidrogénio pode criar interac¢des estereoquimicas com os grupos na posicio 3 e 4 onde
se encontram os grupos oxo e carboxilo, fundamentais para a actividade antibacteriana e
que por esse motivo também ndo podem sofrer alteragdes. Na posi¢io 6, encontra-se um
dtomo de fldor que é um elemento fundamental para a poténcia, a nivel de actividade,
do composto. (2]

Como ja foi referido, o aumento da actividade antimicrobiana das quinolonas, ao
longo das diversas geragoOes, deve-se a alteragdes feitas a estrutura base das quinolonas

(anel 4-quinolona). [6]

1.1.2. As Fluoroquinolonas

Os primeiros compostos de segunda geragdo surgiram na década de 80, com a
combinagdao de um dtomo de fldor (posi¢do 6) e um grupo piperazinil (posigdo 7)
(norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina). Esta combinagdo levou a um maior espectro
de accdo (passou a incluir Pseudomonas spp), a um aumento da capacidade das
quinolonas penetrarem na parede bacteriana levando, consequentemente, a uma melhor
actividade contra bactérias Gram (-), passando a abranger, também, algumas espécies
Gram (+) e, atingiu um perfil farmacocinético melhor, chegando a ter um actividade
antibacteriana 1000 vezes superior & observada pelo 4cido nalidixico. ™ " A adicdo de
grupos alquilo na posi¢do para do anel piperazinico e no azoto na posi¢do 1 aumenta a
lipossolubilidade e o volume de distribuigio dos compostos. ! Destas fluoroquinolonas,
as mais utilizadas sdo a ciprofloxacina e a ofloxacina no entanto, a ciprofloxacina é
mais activa contra Pseudomonas aeruginosa e a primeira quinolona a ser utilizada em
diversas infec¢des e ndo ser, apenas, limitada ao uso em infecgOes urindrias ou
sexualmente transmissiveis. '

A actividade contra bactérias Gram (+) aumentou, significativamente, com a
terceira geracdo (grepafloxacina, gatifloxacina, temafloxacina) e uma maior actividade
contra bactérias anaerdbias permitiu distinguir parte destes novos compostos numa
quarta geracdo de quinolonas (moxifloxacina, trovafloxacina). A vasta pesquisa feita

nesta drea permitiu uma melhor defini¢do das alteracdes ao niicleo base das quinolonas
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que oferecem uma maior eficdcia clinica, resisténcia e toxicidade reduzida. Tais
alteragbes incluem um grupo ciclopropil na posi¢do 1, um grupo metoxi na posigio 8,
um substituinte na posi¢do 7 como um grupo piperazina ou pirrolidina e um dtomo de
fldor na posigdo 6. No entanto, a remogdo do 4tomo de flior na posigiio 6 (suspeito de
provocar genotoxicidade e defeitos a nivel do sistema nervoso central) deu origem a
quinolonas designadas de des-fluoroquinolonas, sendo o primeiro composto desta
geracio a garenoxacina. "’

As fluoroquinolonas sdo os unicos agentes antibacterianos a competir com 0s
antibidticos B-lactimicos (amoxicilina, cefalosporinas) a nivel do seu impacto na
utilizagdo clinica no campo antibacteriano. Existe, actualmente, um enorme niimero de
novas fluoroquinolonas e as modificagdes estruturais efectuadas permitiram que esta
classe de antibidticos se desenvolvesse drasticamente, desde os primeiros compostos
sintetizados (com aplicagio limitada) até aos novos compostos, cujo maior espectro de

acg¢do e farmacocinética permitem uma tnica dosagem didria.

1.1.2.1. Propriedades fisico-quimicas

As fluoroquinolonas, como ja foi referido, pertencem a uma classe de agentes
antibacterianos com um largo espectro de actividade contra organismos Gram (+) e
Gram (), assim como organismos anaerdbios e, a sua ac¢io terapéutica € fundamental
sobretudo em infecgdes causadas por organismos resistentes a outras classes de
farmacos. 7

Deste modo, as propriedades fisico-quimicas das quinolonas véo influenciar o
comportamento destas tanto in vivo como in vitro, especialmente as suas propriedades
acido/base, capacidade para complexar ides metdlicos, assim como o seu caricter

LAl : importante mencionar que, a actividade antibacteriana das

hidro/lipofilico.
quinolonas depende fortemente do pH do meio em que se encontram, visto actuarem
por inibi¢do da DNA girase (enzima alvo destes firmacos) e este € um processo que
depende do pH e concentragdo de 4cido. '

A presenga de um grupo acidico (grupo carboxilo) e de um grupo bésico (amina
tercidria) atribui ao composto propriedades anfotéricas podendo, deste modo, existir
mais do que uma espécie presente em solugdo, dependendo do pH, devido a
protonagio/desprotonagdo destes grupos influenciando assim, o comportamento

farmacologico destes compostos, uma vez que a presenga de grupos carregados é

necesséria para a actividade bioldgica, !'* ' Dependendo do pH a que se encontra o
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meio, as quinolonas podem existir sob as formas catidnica, aniénica, neutra ou de ido-
dipolar (zwitteriénica). A pH 7.4 (fisiol6gico) as quinolonas encontram-se total ou
parcialmente ionizadas, sendo a espécie predominante a forma de ido dipolar podendo,
no entanto, coexistir com as formas aniénica e catiénica, '

Avaliando as constantes de acidez para as diferentes quinolonas verifica-se que,
embora as diferencas entre elas sejam pequenas e exista uma similaridade entre elas,
essas pequenas diferengas sdo suficientes para influenciar as espécies que estardo
presentes a pH fisiol6gico. No caso da Enrofloxacina, € possivel verificar que esta, a pH
7,4 se encontra 92% na forma de ido dipolar, 4% na forma aniénica ¢ 4% na forma
catiénica. "* No entanto, a Ciprofloxacina, que difere apenas da ENR pela presenca de

um dtomo de hidrogénio na posi¢do para no anel piperazinico, em vez de um grupo

etilo, ja se encontra 90% na forma de ido dipolar e 10% na forma aniénica.

; 1 Espécies presentes
Quinolona PM (g.mol ™) pka; pka, o
a pH fisioldgico

Enrofloxacina
92% lao dipolar

F]:)\)TCODH 359,40 6,12+0,05 | 7,68+0,42 4% Ani6nica
O i 4% Cationica

csz/

Ciprofloxacina
o

90% Iao dipolar
E O 331,35 | 6,1550,15 | 8,66x0,11 ;
(\N ) 10% Anionica

aJ A

Tabela 1 — Valores de pKa; ¢ pKa, associados as constantes de dissociagio e propriedades fisico-

z . - . - k)
quimicas para a Enrofloxacina e Ciprofloxacina, !"”

De acordo com as constantes de acidez e diferentes estruturas (diferentes
substituintes) as quinolonas vado exibir diferentes acgdes antibacterianas. Sendo as
porinas uma das principais vias de entrada das quinolonas nas c€lulas bacterianas Gram
(=), a hidrofobicidade, peso molecular, e a forma idnica a pH fisioldgico sdo
propriedades que vao complicar a interac¢do destes farmacos. No caso das bactérias
Gram (+), como estas ndo possuem uma membrana externa, onde se encontram 0s

canais porinicos, a difusao através da membrana celular serd o local de entrada dos
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antibioticos na célula bacteriana e neste caso, a hidrofobicidade do composto € a

propriedade mais importante. '

1.3. Mecanismo de ac¢ao e resisténcia

1.3.1. Mecanismo de ac¢ao

As quinolonas actuam por inibi¢do da actividade catalitica de duas enzimas
responsdveis e essenciais a replicagfio e transcri¢gio do DNA bacteriano: a DNA girase ¢
a topoisomerase IV (topoisomerases do tipo II), "'+ 13!

Na sua forma relaxada, o DNA existe como uma dupla hélice que pode ser
enrolada, e torcida, no sentido contrério ao da hélice, o que leva a um superenrolamento
da dupla hélice. " Para que haja replicagio é necessdrio que as duas cadeias se
separem, ou seja, € importante que a dupla hélice se desenrole. O grau de enrolamento
do DNA depende da ac¢do combinada superenrolamento/relaxamento das duas enzimas.
A DNA girase € responsdvel pelo superenrolamento negativo enquanto que a
topoisomerase TV o remove promovendo o relaxamento da molécula de DNA. " Uma
vez que ambas as enzimas sdo essenciais ao crescimento e divisdo das células
bacterianas, ao bloquearem a acgdo destas enzimas inibem todos os processos
consequentes da sua ac¢do levando, assim, a morte da célula bacteriana.

O modo como as quinolonas acedem ao local onde irfo actuar € determinante
para a sua ac¢do antibacteriana. No caso das bactérias Gram (-), a membrana externa ¢
a principal barreira a entrada destes antibiticos na célula bacteriana. Vdrios estudos

afirmam o local de acgfio das quinolonas & intracelular '”)

e portanto os farmacos
penetrarao a membrana externa através das proteinas transmembranares OmpF ¢ OmpC.
18] Egtes estudos, realizados com estirpes mutantes nestas porinas, evidenciam um
aumento da resisténcia as quinolonas mas também, que a entrada destes firmacos nas
células nfo serd feito apenas através de porinas mas também por vias adicionais, !'* 1°!
De acordo com a estrutura base das quinolonas, existem dois grupos carbonilo
adjacentes, pertencentes ao grupo carboxilo e oxo nas posigdes 3 e 4, que constituem
potenciais locais de complexagdo de ides divalentes. Assim, existe a possibilidade das
quinolonas interagirem com a membrana externa da célula bacteriana como agentes
quelantes dos i0es magnésio ai presentes. Estes ides ligam moléculas de

lipopolissacarideo entre si impedindo a entrada dos farmacos na célula. As quinolonas,

ao complexarem estes catides vdo destabilizar a estrutura da membrana externa
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expondo, deste modo, locais da bicamada lipidica por onde os antibidticos se podem

difundir. Esta via de permeacdo € denominada de via autopromovida. Ha 18

1.3.2. Mecanismos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos por bactérias a ac¢do antibacteriana
das quinolonas ocorrem por dois mecanismos fundamentais:

1. Alteracdes nas moléculas alvo: as enzimas DNA girase e topoisomerase IV,
2. Alteragdes a nivel da acumulagao intracelular dos antibidticos.

Uma acumulagdo intracelular reduzida pode dever-se a uma diminui¢do da
permeabilidade da membrana externa do farmaco pelo facto das proteinas membranares
(porinas) sofrerem alteracdes que afectam a sua expressdo ou pela estimulagdo dos
sistemas de efluxo celular que leva a expulsdo da droga de célula por transporte activo.
[1, 5, 14, 15, 20]

Devido ao uso excessivo das quinolonas, o aparecimento de resisténcias
bacterianas fez com que fosse necessdrio apresentar novas estruturas que possuissem
um espectro de ac¢do maior € que actuassem nas estirpes resistentes. Estas alteragoes
estruturais, provavelmente, influenciam as propriedades fisico-quimicas dos antibiéticos
que por sua vez estardo relacionadas com a maior actividade antibacteriana que as

geragOes mais recentes apresentam.

1.4. Fluoroquinolonas e Medicina Veterinaria

1.4.1. Enrofloxacina e Enrofloxacina vs Ciprofloxacina

A enrofloxacina € uma fluoroquinolona de 2° geragdo eficaz no tratamento das
principais infecgdes bacterianas que afectam animais de quinta (gado, suinos, aves) por
possuir um espectro de ac¢do que inclui bactérias Gram (—) e Gram (+). 21 As suas
propriedades fisico-quimicas sdo idénticas as observadas para as fluoroquinolonas: um
atomo de flior na posi¢io 6 que permite eficicia no combate a bactérias Gram (-) € que
permitiu o alargamento do seu espectro de ac¢do de modo a abranger bactérias Gram
(+), o anel piperazinico na posi¢do 7 que aumenta a sua actividade antibacteriana,
especialmente para Pseudomonas spp e os grupos carbonilo adjacentes, nas posigoes 3
e 4, fundamentais para a actividade antibacteriana e complexacdo da enzima DNA

girase.
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A enrofloxacina e a ciprofloxacina sdo duas quinolonas de 2* geragdo
sensivelmente iguais em termos de estrutura molecular, como se pode observar na
figura 3, porém, a primeira possui um grupo etilo como substituinte na posi¢io para do
anel piperazinico. Este substituinte confere-lhe uma maior lipofilicidade aumentando
deste modo a sua penetragdo nos tecidos, além de diminuir a toxicidade a nivel do

Sistema Nervoso Central (SNC). 12!l

A B 2
F. COOH F COOH
. LY
(\ N N (\ N N

/N\) A HN\) A

CoH5

Figura 3 — Estrutura molecular da Enrofloxacina (A) vs Ciprofloxacina (B).

As diferencas estruturais vado, também, influenciar as propriedades fisico-
quimicas destas fluoroquinolonas como as propriedades 4cido-base (na tabela 1),

coeficientes de particdo ou mesmo localizagdo membranar.

1.4.2. Farmacos de uso Veterinario: Influéncia a nivel alimentar

Entende-se por farmaco de uso veterindrio qualquer substincia aplicada ou
administrada a qualquer animal para consumo. Estes firmacos, tém como objectivo
manter ou melhorar a saide de animais utilizados na alimenta¢do humana. Os animais,
para os quais estd aprovado o uso de farmacos veterindrios, incluem gado, sufnos,
ovinos, caprinos, aves domésticas e peixes.

Actualmente, existe uma vasta variedade de antibiéticos e aditivos alimentares
utilizada tanto para efeitos terapéuticos como na prevengdo de doengas em animais para
consumo. A elevada produgio/criagdo de animais em paises desenvolvidos, levou a um
aumento substancial do uso de medicamentos de uso veterindrio assim como do uso
destes como promotores de crescimento. Consequentemente, a preocupagdo com a
saude publica devido as diferentes utilizagdes destes medicamentos em medicina

veterindria e a presenca de residuos desses medicamentos em alimentos de origem
[22,23]

animal também cresceu significativamente.
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Para além de serem usados na prevencdo de doencas e no crescimento, oS
antibidticos podem, ainda, ser utilizados para retardar a degradag¢do, aumentar a
validade e estabilidade de produtos de origem animal.

A seguranga do consumidor é de extrema importincia quando os animais em
causa foram tratados com farmacos porque, enquanto a administragio de qualquer
medicamento nos humanos € feita por vontade prépria, 0 mesmo ndo acontece quando
residuos destes se encontram nos alimentos ingeridos €, uma vez que a ingestao dos
farmacos ndo € controlada, esta pode contribuir para o aumento da resisténcia a esses
medicamentos por parte dos humanos, como se tem vindo a verificar com os
antibioticos.

Recentemente tém adquirido resisténcia, a Ciprofloxacina, mais estirpes de
Salmonella hader do que qualquer outra Salmonella spp. E possivel que o uso abusivo
de Enrofloxacina, a nivel veterindrio, tenha resultado na persisténcia e propagacio de
Salmonella spp. resistente a Ciprofloxacina em animais para consumo uma vez que esta
dltima, em determinadas condi¢des, pode ser um produto da degradacdo da
Enrofloxacina, %%

1.4.2.1. Uso de quinolonas em animais na perspectiva da seguranca

alimentar

O desenvolvimento de resisténcias bacterianas ¢ um dos maiores problemas no
uso de antibiéticos em animais. Vdrias sondagens, a nivel europeu, demonstraram que a
resisténcia antimicrobiana se desenvolveu, lentamente, com a aprovagio de quinolonas
para uso animal. o]

Uma grande variedade de antibidticos € utilizada na produgdo de gado e o seu
uso leva, inevitavelmente, a selec¢do de bactérias resistentes no ecossistema onde sdo

utilizados. !

O uso de agentes antimicrobianos em medicina veterindria foca,
sobretudo, o tratamento e/ou prevencdo de doencas nos animais porém, a questdo
fundamental € se, efectivamente, os antibidticos utilizados em veterinaria seleccionam
bactérias resistentes que possam ser transferidas para os humanos através da ingestao de
alimentos ou dgua. 125

E do conhecimento piiblico que a administragéo oral de pequenas concentragdes
de antibi6tico, por longos periodos de tempo, aumenta o peso e reduz o aparecimento de
doengas associadas ao stress, devido ao transporte, em animais para consumo. Enquanto

que a maioria da resisténcia bacteriana observada em medicina se deve a uma prescrigdo
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inapropriada de antibidticos aos pacientes, pressupde-se que o uso em medicina
veterindria e agricultura contribui, no caso de alguns agentes bacterianos, para o
problema em causa. >

O uso de quinolonas na produgdo de gado tem vindo a ser uma drea, particular,
de preocupacio devido ao significado que esta familia de agentes antimicrobianos tem
no tratamento de uma vasta gama de infec¢des em humanos, incluindo infec¢des
gastrointestinais provocadas por bactérias zoot6nicas transmitidas a humanos através da
cadeia alimentar. **! O seu uso em animais para consumo resultou num substancial
aumento do nimero de bactérias resistentes a estes antibiticos nos animais e nos
alimentos provenientes destes. A FDA (Food and Drug Administration) baniu,
recentemente, a utilizagdo da enrofloxacina em animais de aviario devido ao rdpido
crescimento de resisténcia a ciprofloxacina, em humanos infectados por Campylobacter.

As fluoroquinolonas possuem uma boa biodisponibilidade oral e penetram bem
em quase todos os tecidos pelo que no passado, estes farmacos eram eficazes contra
quase todas as infec¢cdes provocadas por bactérias Gram (—) e sdo usadas,
frequentemente, no tratamento de infecgdes por E.coli.

No entanto, o aumento de resisténcia, por parte de E.coli as fluoroquinolonas
ameaca aumentar a mortalidade, morbilidade e, provavelmente surgiu como
consequéncia do seu uso em humanos ou em animais. Estudos realizados e
documentados apontam o uso de fluoroquinolonas em animais como motivo para a

A . . . - 4 . " 2
emergéncia e disseminagio de E.coli resistente a quinolonas. >

1.5. Estudo da interac¢iao de quinolonas com modelos biomembranares

A entrada das quinolonas nas células bacterianas e o seu percurso até ao local de
acgdo ¢ um passo fundamental na actividade antibacteriana. A utilizagdo de modelos
membranares, como lipossomas ou proteolipossomas, cuja estrutura e composi¢io sao
conhecidas e semelhantes as membranas celulares, permite o conhecimento e
esclarecimento do mecanismo de entrada das quinolonas na célula bacteriana.

Os modelos membranares, como os lipossomas, permitem a determinagio de
coeficientes de parti¢do e consequentemente uma avaliagio da permeagio do farmaco
na membrana celular enquanto que os proteolipossomas, onde foi inserida uma proteina

membranar, permitem avaliar a via de entrada da quinolona na célula. Actualmente sdo

propostas trés vias de entrada das quinolonas nas células bacterianas:
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I. Via hidrofilica — a permeag@o na membrana € feita pelo interior dos canais
porinicos através de porinas, constituidas por proteinas membranares;

2. Interface Lipido/Proteina;

3. Via hidrofébica — difusdo através da bicamada fosfolipidica.

O estudo da permeacgdo e localizagdo da Enrofloxacina em sistemas miméticos
de membranas celulares (lipossomas e proteolipossomas) permite abordar a interaccdo
da quinolona com uma componente lipidica, no caso dos lipossomas, e deste modo
avaliar o seu nivel de permeagdo por difusdo. Estudos realizados com proteolipossomas,
por sua vez, possibilitam a determinagdo da influéncia dos canais porinicos no acesso
destes farmacos as suas estruturas alvo.

A compreensdo deste mecanismo de entrada fornece informagdes importantes no
combate a resisténcia bacteriana as fluoroquinolonas e também, em termos de seguranca
alimentar, o conhecimento do nivel de permeacdo do antibidtico nas células, quando
estes ndo sdo utilizados devidamente (promotores de crescimento), € possivel
determinar o tempo necessdrio para que o firmaco saia do sistema de modo a ndo
existirem residuos, aquando do abate, que possam ser transferidos, posteriormente, nos

alimentos aos humanos.

2. Estrutura bacteriana

2.1. Caracterizacao geral

As bactérias sdo organismos procaridticos cujas células possuem dimensoes
entre 0,3 e S)um e podem adoptar vérias formas e estruturas.

Nas células procariotas, o DNA consiste numa dupla hélice circular que se
encontra compactada no citoplasma bacteriano. Todas as células possuem uma
membrana celular (membrana plasmadtica), que separa a célula do exterior e a protege
contra danos mecanicos e substincias nocivas impedindo a sua entrada. Esta membrana
consiste numa dupla camada de lipidos, na qual se encontram presentes uma vasta
diversidade de moléculas proteicas. Os poros e canais de transporte permitem a selec¢io
ou expulsdo das substincias presentes no meio em que se encontram. 271

As bactérias possuem, ainda, uma parede celular cuja funcdo ¢ a de protecgio,

contra o ambiente hipoténico em que se desenvolvem, e manutencdo da pressido

osmotica entre 0 ambiente intracelular e o extracelular. Deste modo, a parede celular é




Introdugéo

uma protec¢do mecanica que, devido a sua rigidez, é responsavel pela morfologia da
célula.

Algumas bactérias podem ser classificadas em Gram (-) e Gram (+). A
coloragdo de Gram ¢ um método que permite distinguir estas bactérias, com base na
composigdo da sua parede celular. A parede celular das bactérias Gram (+) € constituida
por uma unica membrana e o seu constituinte principal ¢ o peptidoglicano
(heteropolimero rigido e insolivel em 4gua constituido por cadeias lineares de N-
acetilglucosamina e 4cido N-acetilmuramico). Em contraste, a parede celular das
bactérias Gram (-) € constituida por duas membranas (uma interna e uma externa). A
membrana externa ¢ constituida por varias proteinas e lipopolisacarideo
(macromolécula) enquanto que a membrana interna ¢ fundamentalmente constituida

pelo peptidoglicano. ?*!

Porina

Figura 4 — Representagdo esquemdtica da parede celular de uma bactéria Gram (-). (Adaptado de:

http://diverge hunter.cuny.edu/~weigang/Lecture-syllabus.html.

2.2. Membrana Externa da Bactérias Gram (-)

As bactérias Gram (-), como ja foi referido, possuem duas membranas lipidicas
concéntricas. A membrana externa € acentuadamente assimétrica pois a composi¢do do
seu folheto interno (de igual composi¢do a membrana citoplasmatica, ou seja, a
membrana interna) difere da composi¢do do folheto externo. O folheto interno da
membrana externa de bactérias Gram (—) € fundamentalmente constituido por
fosfolipidos (74% fosfatidiletanolamina, 3% de cardiolipina e 19% fosfatidilglicerol) *”
enquanto que o seu folheto externo ¢ essencialmente constituido pelo lipopolisacarideo
(LPS), embora também esteja presente uma pequena percentagem de fosfatidilglicerol.
)0 LPS é constituido por uma parte lipidica que se designa lipido A (regifio
hidrofébica) que € responsavel pela ancoragem do LPS & membrana externa, e por uma

cadeia polissacaridea (regido hidrofilica) que se estende para o exterior da célula
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bacteriana. ** Moléculas de LPS adjacentes ligam-se entre si através da complexagdo
de catides divalentes e a componente lipidica € sobretudo composta de hidrocarbonetos
saturados 0 que torna a membrana externa uma estrutura mais rigida formando, deste
modo, uma barreira contra a penetragdo de antibidticos ou outro tipo de agentes. %"

Além da componente lipidica, a membrana externa também possui uma
componente proteica. 50% do peso total da membrana deve-se a presenca de numerosas
proteinas ®? quer na forma de proteina integrais, porinas, enzimas ou na forma de
lipoproteinas. [33]

As porinas sdo constituidas por canais hidrofilicos (poros) e constituem o
principal grupo de proteinas (10° porinas por bactéria) responsavel pela difusdo de

32,341 Ag dimensdes

[35, 41]

solutos (de baixo peso molecular) através da membrana externa.
destes canais encontram-se, aproximadamente, entre 36000-38000 Dalton.

As proteinas transmembranares (porinas) podem ser divididas em duas
categorias:

- Porinas gerais, ou ndo especificas, que permitem a passagem de solutos e 1des
de pequena massa molecular sem elevada especificidade (embora demonstrem uma
pequena selectividade para catides — OmpF e OmpC — ou anides — PhoE);

- Porinas especificas, que possuem um local de ligagdo dentro do canal que
permite a difusdo facilitada de solutos especificos (como o caso de LamB uma proteina
especifica na passagem de maltooligossacarideos pelo seu canal). [35]

OmpF pertence a classe das porinas ndo especificas pelo que s0 permite a

passagem de solutos de peso molecular inferior a 600Da e que possui, como ja foi

referido, uma ligeira selectividade cationica.
2.3. Proteina F da Membrana Externa (OmpF)

2.3.1. Caracterizagio geral

OmpF ¢ uma das principais porinas gerais. Estas porinas sdo conhecidas por
formarem homotrimeros na membrana externa. Cada mondmero € constituido por uma
cadeia polipeptidica de 340 aminoacidos que se organizam numa estrutura em barril f3
constituida por 16 folhas [ pregueadas antiparalelas orientadas entre 30 e 60°

relativamente ao eixo do trimero. 2¢3#!
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Figura 5 — Representa¢des esquematicas da estrutura de OmpF. A) Organizagdo de OmpF em trimero

(estrutura quaternéria) vista do topo da membrana (lado extracelular). B) Organizag¢do estrutura do

mondémero (estrutura tercidria) no plano membranar. 138]

Os trimeros sdo formados por interac¢des hidrofobicas entre as cadeias laterais
das folhas B. As 16 folhas pregueadas  encontram-se ligadas entre si através de ansas
(“loops™). As ansas orientadas para a zona periplasmica (figura 5B setas vermelhas) sdo
7 e sdo curtas (1 a 4 residuos) enquanto que as ansas que ligam as folhas [3, na zona
extracelular (figura 5B setas pretas) sdo 8 e geralmente mais longas. 138,39 401 Dyag ansas
presentes em OmpF, existem duas, L; e L3, com caracteristicas especificas na fungéo e
estabilizagdo da molécula. L; é responsavel pela interac¢do entre monomeros adjacentes
fornecendo uma elevada estabilidade ao trimero, enquanto que L3, sendo especialmente
longa (33 residuos de aminoacidos), ndo se expde a superficie celular mas sim, dobra-se
para o interior do canal dando origem a uma zona de constrigdo situada
aproximadamente a meio do poro (altura/2). Esta disposigdo estrutural confere a
proteina uma forma de ampulheta com dimensdes de 7x11 A na zona de constrigéo e

15x22 A na zona periplasmica. *%2*

2.3.2. Selectividade idnica

Embora OmpF ndo seja uma porina especifica, ou seja, selectiva quanto ao
soluto que permeia cada um dos seus mondmeros, as suas restrigdes estruturais vio
influenciar a passagem de determinados solutos. A presenga das ansas, na estrutura de
OmpF, vai ndo s6, por si, estreitar o poro a entrada mas a presenca das cadeias laterais
dos aminoacidos presentes na ansa L3 e na estrutura do monémero vdo provocar um

. 5 i 36 5 Fo i ¢ o
estreitamento ainda maior. 1% Assim, as caracteristicas do canal hidrofilico como a
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selectividade idnica e exclusio de tamanho, sdo definidas pelas propriedades dos
amino4cidos laterais que se estendem para o interior do poro. 1*%!

Os residuos carregados positiva € negativamente na zona de constri¢do estao
dispostos assimetricamente. "*’! Devido as forcas electrostiticas, as cadeias laterais dos
aminodcidos envolvidos estdo estendidas ao maximo, o que leva a que a porina tenha
uma forma rigida definida, requisito necessdrio para excluir, eficazmente, solutos que
excedam o peso molecular limite (~600Da). 351 Egtas forcas electrostdticas também
tornam a entrada de solutos apolares energeticamente desfavoravel. a

Os residuos de aminodcidos presentes em L, sdo determinantes nas
propriedades que estabelecem o tamanho e carga dos solutos que permeiam a porina que
podem ser alterados por modificagdo da sua sequéncia. Em estudos com mutantes de
OmpF 58 H substitui¢do de Aspl13 por Gly, influencia fortemente a selectividade
i6nica da porina pois verifica-se que esta alteragdo torna a selectividade catiénica da
porina quatro vezes menor a da proteina nativa. '**! Deste modo, ¢ possivel afirmar que
a selectividade catiénica de OmpF se deve a presenca de aminodcidos carregados

) . . . 43
negativamente no interior ou préximo da abertura do canal. [43]

Asplll

Figura 6 — Zona de constrigio de OmpF (vista de topo, perpendicularmente 4 membrana). A zona de
constrigiio € constituida pelos residuos 4cidos Glull7 e Aspl13 (provenientes de L; e carregados
negativamente) e por quatro residuos pertencentes a estrutura do barril B, opostos a L, Lys16, Arg42,

Arg82, Argl32.

A zona de constricdo da porina OmpF é delimitada, por um dos lados, pela
cadeia principal de grupos carbonilo e cadeias laterais do aminodcido 4cido aspértico e
dcido glutdmico, presentes na ansa Lj e, do lado oposto, pelas cadeias laterais dos

B a5 . Gk i 2 36
aminodcidos arginina e lisina presentes na estrutura de barril B da porina. D
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2.3.3. Propriedades fisico-quimicas

2.3.3.1. Estabilidade

Os trimeros que constituem OmpF sdo bastante estdveis pois a proteina mantém-
se na sua conformagdo nativa mesmo quando sujeita a temperaturas elevadas, a
presenga de agentes desnaturantes (solucdo 2% SDS a 70°C), sais caotrépicos (5M
Cloreto de Guanidinio), de proteases, solventes orgénicos e ainda num intervalo de pH
bastante largo. [44. 331 Estas propriedades tornam-se fundamentais para a sobrevivéncia
das células bacterianas dentro do tracto gastrointestinal do hospedeiro

A estrutura tridimensional da proteina também vai influenciar a sua estabilidade.
Na conformagdo em barril B, os aminodcidos encontram-se dispostos antiparalelamente
(em sentidos contrdrios no caso especifico de OmpF) e ligam-se entre si através de
pontes de hidrogénio formadas entre os grupos amino e carbonilo pertencentes
segmentos polipeptidicos adjacentes. *”) O estabelecimento de ligagbes de hidrogénio
entre L3 e a parede da proteina, as interacgdes polares e electrostdticas entre a
extremidade de L3 e o barril B, e as ligagdes polares e i6nicas entre mondmeros,

providenciadas por L, contribuem, ainda, para uma maior estabilidade da porina. [44]

2.3.3.2. Propriedades espectroscopicas

As proteinas, como ja foi referido, sdo constituidas por cadeias polipeptidicas.
Cada cadeia polipeptidica é composta por uma sequéncia de aminodcidos, dentro dos
quais se encontram o triptofano (Trp), a tirosina (Tyr) e a fenilalanina (Phe). Os
aminodcidos referidos sdo conhecidos por possuirem uma fluorescéncia intrinseca, visto
serem compostos aromaticos, como se pode observar na figura 7. No entanto, a grande
parte da fluorescéncia emitida por proteinas provém do triptofano, enquanto que as

emissdes de tirosina e fenilalanina sdo bastante menores.

Figura 7 — Aminoécidos, presentes em OmpF, que possuem Fluorescéncia: (A) Triptofano, (B) Tirosina e

(C) Fenilalanina.
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OmpF possui dois triptofanos por cada mondmero, um na posi¢do 61 e outro na
posi¢ao 214. O Trpm encontra-se na interface entre os mondmeros enquanto que o
Trpzm

(47 481 Estudos com mutantes de OmpF, onde se efectuou a substitui¢cdo de um ou outro

se encontra na interface lipido/proteina, ou seja, num ambiente mais hidrofilico.

residuo de triptofano, evidenciaram que a emissdo de fluorescéncia por parte de Trp®'
ocorre a um comprimento de onda de emissdo mais baixo do que para Trp214 €, uma vez
que os comprimentos de onda de emissdo de Trp geralmente decrescem quanto menor
for a polaridade ambiental, este comportamento sugere que Trp®' se encontra num
ambiente muito hidrof6bico. 1**

Embora OmpF possua um elevado nimero de residuos de tirosina por
mondmero (29 residuos de tirosina) a fluorescéncia de OmpF reflecte maioritariamente
a contribui¢do dos triptofanos pois a fluorescéncia proveniente dos residuos de tirosina
se encontra extinta, provavelmente, devido a interac¢cbes com a cadeia peptidica ou

transferéncia de energia para o triptofano. > **!

3. Modelos Membranares

O estudo de modelos membranares experimentais, ou seja, modelos que
mimetizam as membranas celulares, € fundamental na compreensido da relagdo
estrutura-actividade demonstrada pelas membranas biol6gicas. e

Além da &dgua, e juntamente com as proteinas, os dcidos nucleicos e o0s
carbohidratos, os lipidos sdo biomoléculas essenciais na estrutura e fungdo da matéria
viva, sendo os lipidos predominantes os triglicéridos, geralmente designados como
gorduras, e as ceras. Embora estes lipidos sejam fundamentais no fornecimento de
energia para o metabolismo celular, no que diz respeito aos modelos biomembranares,
os lipidos de maior interesse sao 0s que possuem caracteristicas anfifilicas por serem os

[50]

blocos construtores das membranas celulares. Estudos realizados sobre as

propriedades fisico-quimicas dos lipidos, levaram a conclusdo que as membranas
celulares sdo compostas por uma bicamada fosfolipidica continua.

Os lipossomas exibem muitas das propriedades das membranas celulares, como
a discriminacdo de ides ou resposta a uma variedade de agentes fisiol6gicos e
farmacéuticos, o que os torna um modelo membranar valioso no estudo das
propriedades das membranas bioldgicas, que poderdo ser dependentes da sua

composigdo lipidica o que leva a serem bastante utilizados no estudo das propriedades

membranares. °! Com efeito, eles constituem um modelo membranar que tenta
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reproduzir a estrutura e propriedades das membranas bioldgicas. A principal vantagem
da sua utilizagdo € a possibilidade de modular as condi¢des experimentais de modo a
evidenciar a influéncia de determinados factores nas suas propriedades membranares,
como a composigdo lipidica, a temperatura, a forga i6nica, assimetria lipidica e pH do
meio em que se encontram. A maior parte das técnicas desenvolvidas sdo de aplicagio a
nivel dos estudos biomembranares e ddo informagdes ao nivel da permeabilidade,

fluidez ou organizagio das vesiculas. %

3.1. Lipossomas

#

A estrutura dos lipossomas € consistente com as principais fungdes das
membranas biol6gicas pois, definem tamanho e forma de células ou organelos,
estabelecem uma barreira de permeabilidade e sdo um suporte bidimensional no qual se
encontram inseridas proteinas que possuem diferentes fungdes.

Os lipossomas sao definidos como estruturas esféricas (vesiculas) compostas por
uma bicamada fosfolipidica, que encerra no seu interior um determinado volume de
solu¢do aquosa. Uma das maiores vantagens da aplicagdo de lipossomas como modelos
miméticos de biomembranas € o facto dos lipidos que os constituem poderem ser de
origem natural, ou sintética, de modo a serem idénticos & membrana celular que se
pretende estudar. Estes lipidos podem conter ainda na sua composi¢io componentes
membranares como o colesterol. ©*

O tamanho das vesiculas lipossémicas estd compreendido entre 20nm até
dezenas de micrémetros. No entanto, as suas dimensdes dependem do método utilizado
para preparar os lipossomas. Uma vez que lipossomas de diferentes tamanhos,
geralmente, necessitam de diferentes métodos de preparagdo e porque as diferentes
aplicagdes dos lipossomas requerem determinadas dimensdes para os lipossomas, a

classificacdo destes € feita de acordo com o seu tamanho, ™
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Figura 8 — Representagiio esquemdtica dos diferentes tipos de vesiculas lipossémicas. (adaptado da

pagina da Internet da Avanti Polar Lipids: www.avantilipids.com)

A simples dispersdo dos fosfolipidos em dgua dd origem a uma suspensdo
polidispersa de vesiculas multilamelares (MLV’S — MultiLamellar Vesicles). As
MLV’s possuem um tamanho de estrutura relativamente elevado e um volume interno
bastante menor devido a subdivisdo da estrutura em vdrias bicamadas concéntricas.
Embora as MLV’s sejam as vesiculas mais faceis de obter, a sua utilizacdo como
modelos membranares ndo € a mais vantajosa e ¢ possivel obter vesiculas de dimensoes
controldveis através de métodos alternativos de preparacio de lipossomas. As vesiculas
unilamelares pequenas (SUV’s - Small Unilamellar Vesicles) apresentam dimensoes

entre 20 e 50nm e as vesiculas unilamelares grandes (LUV’s — Large Unilamellar

Vesicles) didmetros superiores a 50nm.

3.1.2. Propriedades fisico-quimicas dos fosfolipidos

Os fosfolipidos sdo os principais constituintes das membranas celulares. Estes,
sdo lipidos que, na sua forma mais simples, sdo compostos por uma molécula de
glicerol, ou esfingosina, esterificada com moléculas de dcido gordo e um grupo fosfato
que, por sua vez, se encontra esterificado a um &lcool. Deste modo, verifica-se a
presenca de um cardcter anfifilico pois existe um grupo hidréfobo apolar, do qual fazem
parte as cadeias hidrocarbonadas (4cidos gordos) e um grupo hidrofilico polar
constituido pela molécula de 4cido fosférico e uma molécula hidrossolivel esterificadas
entre si. As suas propriedades fisico-quimicas vao depender nio s6 das propriedades dos
dcidos gordos mas também das caracteristicas dos grupos hidrossoldveis esterificados.
Assim, as moléculas de fosfolipidos poderdo ter um caricter neutro ou negativo, de

acordo com a carga presente nos grupos esterificados ao dcido fosférico (Figura 9). 53
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Figura 9 — Representagdo esquematica de (A) glicerofosfolipido, (B) esfingofosfolipido e (C) grupos que

podem esterificar o grupo fosfato.

Os lipidos presentes nas membranas celulares dividem-se em quatro grupos
principais: fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos e esteréis. ' Os fosfolipidos
derivam de moléculas de glicerol enquanto que os esfingolipidos possuem uma
molécula de esfingosina. Os dacidos gordos esterificados podem ser saturados ou
insaturados e geralmente possuem cadeias hidrocarbonadas entre C;g e C;5. No caso dos
esfingolipidos, a molécula de esfingosina encontra-se ligada a um acido gordo através
do seu grupo amino (formando uma ligagdo amida) e o hidroxilo esterificado a uma
colina ou etanolamina. Na auséncia de uma grupo que esterifique o grupo hidroxilo os
esfingolipidos denominam-se ceramidas.

Os fosfolipidos que contém colina sio os mais abundantes na natureza e
encontram-se sob a forma de ido dipolar a pH fisiologico devido ao atomo de azoto néo
evidenciar propriedades acidas nem basicas a este pH. A fosfatidilcolina (lecitina) e a
fosfatidiletanolamina s@o os tnicos fosfolipidos que se apresentam sob a forma de ido

dipolar, os restantes apresentam-se sob a forma de anido.
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Quanto a sua origem, os fosfolipidos podem ser de origem natural ou sintética.
Os de origem natural sdo extraidos de material biologico como a fosfatidilcolina
(lecitina) da gema de ovo ou da soja. Como constituem uma grande parte membrana da
celular geralmente sdo utilizados como principal componente lipidica em lipossomas
mas, a sua heterogeneidade € elevada no que diz respeito ao comprimento, composi¢io
e saturacdo das suas cadeias hidrocarbonadas. Os lipidos de origem sintética apresentam
uma composi¢io lipidica definida embora as cadeias hidrocarbonadas possam ter maior
ou menor nimero de dtomos de carbono, acidos gordos diferentes ou iguais e cadeias
saturadas ou insaturadas. O facto de possuirem uma maior homogeneidade permite uma

melhor compreensdo, caracterizacdo e manipulacio do seu comportamento

relativamente aos fosfolipidos de origem natural. 50,531
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Figura 10 — Férmulas estruturais de fosfolipidos (A) naturais e (B) ¢ (C) sintéticos.

Propriedades fisicas como permeabilidade, temperatura de transicao de fase (Ty,)
ou estabilidade dependem da composi¢io dos 4cidos gordos que constituem os
fosfolipidos, tanto ao nivel do comprimento das cadeias hidrocarbonadas, do seu grau
de saturacdo/insaturagio, assim como das propriedades dos grupos polares. I

A diferentes temperaturas, as bicamadas fosfolipidicas podem existir em
diferentes fases termodinimicas: uma fase rigorosamente ordenada, chamada de estado
de gel ou, numa fase mais fluida. A temperatura de transicdo de fase (T,) difere entre os
fosfolipidos pois depende da composi¢ido das cadeias hidrocarbonadas que cada um

possui. O aumento do comprimento e saturagdo dos dcidos gordos aumenta o valor de

s,
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Para temperaturas inferiores a T,, dos fosfolipidos, a bicamada apresenta uma
estrutura ordenada, onde os fosfolipidos se encontram empacotados e com movimentos
restritos. No entanto, acima de T,, existe uma maior fluidez da membrana e as

moléculas de fosfolipido possuem uma maior liberdade de movimentos.

Fase gel Fase fluida

P PRy T " )
A A e A S IS s Ly ey
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S PS: "' 'v'fvr,ovaa»., ! :

Figura 11 - Representagdo esquemdtica da transigdo de fase em bicamadas lipidicas (adaptado de

http://cellbio.utmb.edu/cellbio/membrane_intro.htm).

3.1.3. Preparacao de Lipossomas

Os processos de preparagdo de lipossomas descritos na literatura sdo varios.
Estes podem ser preparados por congelacdo/descongelac@o, sonicagdo, extrusdo mas a
escolha do método a utilizar depende do objectivo final da aplicacdo dos lipossomas.
Todos os métodos de preparacdo de lipossomas envolvem alguns passos basicos, sendo
fundamental, para a obtengio de MLV’s, LUV’s ou SUV’s a dispersdo do fosfolipido
num meio aquoso. Como as moléculas fosfolipidicas ndo sdo soliveis em dgua, um dos
passos da preparagdo de lipossomas passa pela solubilizagdo dos fosfolipidos num
solvente adequado (solvente apolar) apés a qual se prepara um filme lipidico por
evaporacio desse solvente. >
Das viérias abordagens a preparacdo de lipossomas a primeira surgiu em 1965,

[89]

por Bangham ", e € conhecida por método de hidratagio do filme lipidico. A simples

dispersio do filme lipidico em solugd@o aquosa, como ja foi referido, produz MLV’s, de
diferentes tamanhos e nimero de camadas lipidicas que podem ser, posteriormente,

tratadas de forma a obter populagdes mais homogéneas e de tamanho definido. ™" **!
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Figura 12 — Representa¢io esquemdtica da preparagdo de MLV’s pelo método de hidratagdo do filme
lipidico. 1) Dissolugio dos lipidos num solvente orgénico adequado; 2) Formagio do filme lipidico nas
paredes do baldo, por evaporagdo do solvente orgnico; 3) Hidratagdo do filme por adi¢io de solugdo
aquosa; 4) Agitagdo e obtengdo de MLV’s; 5) SUV’s ou LUV’s obtidas por sonicagdo ou extrusio

(adaptado da pagina da Internet da Avanti Polar Lipids: www.avantilipids.com).

Destes tratamentos, o mais utilizado para a obtencio de populagdes mais
homogéneas e de tamanho definido sdo os meios mecénicos, mais especificamente, a
extrusdo através de filtros de tamanho de poro fixo ou a sonicagio. P ** Ciclos de
congelagdo/descongelagdo também podem ser utilizados na obtengdo de populagdes de
lipossomas homogéneas uma vez que permitem aumentar o volume interno aquoso dos
lipossomas por eliminagdo das sucessivas camadas de lipido presentes nas MLV’s

A sonicagdo € frequentemente utilizada na preparagdo de SUV’s e pode ser
realizada por inser¢do da suspensdo lipossémica num banho ou por inser¢do de uma
ponta de ultra-sons directamente na suspensao. (50331 A extrusdo consiste na passagem
for¢ada, através de filtros com um didmetro de poro bem definido, sob pressio (< 100
atm), atmosfera inerte e a uma temperatura superior a temperatura de transi¢do de fase
dos lipidos presentes na suspensdo lipossdmica. Extrusdes sucessivas levam a uma
diminui¢do do nimero de lamelas que compdem as MLV’s e, ao fim de
aproximadamente dez passagens, obtém-se uma suspensdo lipossémica
predominantemente unilamelar e homogénea, no que diz respeito ao didmetro das
vesiculas. ®” As LUV’s, de tamanho compreendido entre 50-150nm, permitem uma boa

encapsulacdo e uma boa estabilidade dos lipossomas.

3.2. Sistemas lipossomicos

Presentemente, as aplicagdes de lipossomas s@o inimeras. No entanto, a escolha
do sistema a utilizar vai depender do objectivo final da sua aplicag¢do. Hoje em dia, os

lipossomas sdo bastante tteis, como modelos, em diversas disciplinas cientificas como a
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biofisica (propriedades de membranas celulares e proteinas membranares), quimica
(catélise, fotossintese), bioquimica (funcdo de proteinas membranares) e biologia
(fung@o celular) entre outras.

No entanto, além da sua utilizacdo como modelo membranar, os lipossomas tém
sido frequentemente utilizados como vectores farmacoldgicos no transporte e libertagdo
de farmacos. A sua aplicagdo implica a encapsulacio do farmaco em questdo dentro do
compartimento aquoso da vesicula dependendo, deste modo, das caracteristicas fisico-
quimicas do sistema tais como tamanho, eficicia de encapsula¢io e estabilidade do
lipossoma assim como das suas interacgdes bioldgicas com as células, ou seja, da sua
biocompatibilidade.

As aplicagOes a nivel de mimetizagdo de membranas celulares prendem-se com
o facto de tanto os lipossomas como as membranas serem constituidos, na sua maior
parte, por fosfolipidos. No entanto, a complexidade de uma membrana biolégica ¢
bastante elevada e, embora os lipossomas ndo mimetizem a membrana perfeitamente, é
possivel aumentar o nivel de similaridade entre os dois sistemas (natural e modelo) por
inser¢do de proteinas (que também fazem parte desses sistemas) nas vesiculas
lipossémicas.

O estudo de lipossomas permite, também, avaliar o comportamento de firmacos
nas células. Dependendo da natureza do farmaco, este pode encontrar-se em diferentes
locais membranares quando em contacto com o lipossoma. Assim, em termos de
localizagdo, um farmaco pode actuar com as vesiculas lipossémicas a trés niveis
distintos: Se o farmaco for hidrossolivel vai encontrar-se no compartimento aquoso do
lipossoma enquanto que se for hidrofébico, encontrar-se-d na zona apolar das
membranas, isto €, na zona lipidica da bicamada. Porém, se for anfotérico, o firmaco

rearranja-se de modo a colocar a sua parte hidrofilica junto aos grupos polares da

membrana e a sua parte hidrofébica junto as cadeias hidrocarbonadas.

3.2.1. Reconstituicio de proteinas membranares: Proteolipossomas

As proteinas membranares desempenham papéis essenciais em vdrios processos
celulares como produgdo de energia, transporte ou permeagio membranar de solutos.
No entanto, devido a sua elevada complexidade e heterogeneidade ¢ dificil analisar
algumas das suas propriedades como relagdo estrutura-actividade, a sua actividade ou
funcdo, entre outras in situ. Assim, a extracgio e purificagio da proteina desejada da

membrana nativa e sua inser¢io numa membrana artificial é fundamental para o estudo
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da estrutura e fungdo destas moléculas. [57, 58] Porém, a maior parte das proteinas
membranares s6 expressa a sua actividade quando inserida (reconstituida) e orientada
correctamente numa bicamada lipidica pelo que se torna necessério a escolha de uma
metodologia de reconstitui¢do adequada. 571

Quando as proteinas membranares se encontram reconstituidas em lipossomas,
estes passam a designar-se proteolipossomas ¢ sdo um modelo importante na avaliagdo
da sua estrutura e fungdo. P’ *® Todavia, para que seja possivel a utilizagdo de
proteolipossomas como modelos miméticos de membranas biolégicas € necessario que
sejam obedecidas certas condi¢des: para além da preservacdo da actividade proteica é
importante que exista homogeneidade na inser¢do da proteina, isto €, uma distribui¢@o
homogénea de proteina pelos lipossomas; uma orientacdo final, unidireccional, da
proteina (factor que influenciard qualquer estudo de fendémenos de transporte e
permeabilidade atrav€s de porinas) assim como a morfologia e tamanho dos

proteolipossomas, factores estes que dependem do processo de reconstitui¢éo. Bl

3.2.1.2. Proteolipossomas: Metodologias de reconstituicio

Da vasta literatura existente sobre reconstitui¢do de proteinas membranares k=]

é possivel identificar quatro estratégias base para o processo de reconstituicao:
Reconstitui¢do por meios mecéinicos, por congelagdo/descongelacdo, reconstituicdo com
recurso a solventes orgnicos e reconstituigio mediada por detergentes. 571 No entanto,

o e i i 45
uma vez que estas reconstitui¢des ja se encontram documentadas ad

s6 se procederd a
descricdo das técnicas de reconstituigio mediadas por detergente, pois foram estas as

utilizadas.

Reconstituicoes mediadas por detergente

Uma vez que maior parte das proteinas € extraida e purificada recorrendo a
detergentes os processos de reconstituicdo que envolvem o uso de detergentes sdo,
geralmente, bem sucedidos. L

Todas as reconstituicdes descritas na literatura baseiam-se na co-micelizagdo da
proteina num excesso de fosfolipido e na presenga de uma quantidade adequada de
detergente, de modo a este se encontrar abaixo da sua CMC. Posteriormente, o
detergente € removido levando & formagdo progressiva de lipossomas nos quais se

incorporam as protefnas. °7 Este tipo de processo possui duas abordagens bastante

comuns. A primeira baseia-se na diluigdo de uma mistura proteina/detergente na
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presenca de uma suspensdo lipossomica. A micela formada (por interac¢io do
detergente com o lipossoma) € destabilizada e a proteina insere-se, facilmente, no
lipossoma. A outra abordagem consiste na introdu¢do de detergente na suspensdo
lipossémica de modo a existir uma saturagio dos lipossomas. A presenca do detergente
vai perturbar as interacgdes lipido-lipido o que, consequentemente, leva a uma maior
permeabilidade da membrana. Como existe um aumento da permeabilidade da
membrana, a protefna € facilmente incorporada nos lipossomas. " % A principal
diferenca entre as diferentes abordagens € o processo de remogio de detergente, sendo
0s processos mais comuns a didlise, diluicdo, cromatografia de exclusdo e adsor¢do
hidrofébica (Bio-Beads®). !

E importante referir que a inser¢do de uma proteina em lipossomas saturados
com detergente assegura uma inser¢do unidireccional da proteina na membrana,

58 A maior

produzindo, de um modo geral, proteolipossomas mais eficientes.
desvantagem desta técnica serd a produgdo de proteolipossomas de tamanhos variados
ou a presenca de detergente, mesmo em concentragdes vestigiais, mas que se podem
atenuar com a extrusdo, que uniformiza o tamanho das vesiculas ou a adigdo de material
adsorvente para remogdo de detergente. **!

A determinagio do processo de remocdo de detergente adequado depende das
caracteristicas fisico-quimicas deste, sobretudo da sua CMC, tamanho micelar e do seu
equilibrio hidro-lipofilico. ® A literatura consultada refere ainda que a velocidade de
remogdo do detergente pode influenciar propriedades tdo importantes como a
homogeneidade da distribuicdo proteica assim como a morfologia dos
proteolipossomas. !

Como ja foi referido, serdo apenas abordados os processos de remogio de
detergente e dentro destes os métodos de remogdo por adsor¢do hidrofébica e por
cromatografia de exclusio.

A cromatografia de exclusdo, ou filtracdo por gel, explora a diferenca de
tamanhos presentes na mistura detergente-proteina-lipido. Os proteolipossomas
formam-se ao longo da coluna e, dependendo do seu tamanho, saem em fracgdes
distintas. A maior vantagem desta técnica € o facto de ser uma técnica simples, eficaz na
remogio de detergente e rapida. As suas desvantagens consistem na dilui¢do de material
encapsulado e ndo encapsulado, possivel reten¢do das vesiculas pelo gel e sobretudo o

facto do factor de diluigio ser desconhecido. 1**
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Devido as propriedades anfifilicas dos detergentes, estes facilmente se ligam a
resinas hidrofébicas. A adsor¢ao hidrofobica consiste na adi¢do de esferas adsorventes
de poliestireno (Bio-Beads®) a mistura micelar de modo a que estas possam remover 0O
detergente presente. °*! O processo fisico de remogio de detergente destas duas técnicas
¢ muito semelhante, porém a adsor¢do hidrofébica apresenta algumas vantagens
relativamente a cromatografia de exclusdo: A auséncia de diluigdo dos materiais
envolvidos e a remogdo total do detergente, o que permite uma reconstituicdo das

vesiculas, mesmo quando utilizados detergentes com uma CMC muito baixa. >
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Capitulo II: Metodologia Experimental

Este capitulo terd como objectivo a descri¢do, de um modo geral, de todos os
modelos matematicos utilizados na andlise dos resultados assim como as condigdes e

execugdes experimentais, instrumentagao e reagentes utilizados.

1. Reagentes e solucoes

A Enrofloxacina (ENR) foi adquirida a Sigma, armazenada no frigorifico,
protegida da luz e utilizada sem purificagio adicional.

Os lipidos, 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC), 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfatidilglicerol ~ (DMPG),  1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(DPhPC) foram adquiridos a Avanti Polar Lipids, armazenados a -18°C e utilizados sem
qualquer purificagdo adicional.

As sondas de fluorescéncia 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) e o 1-(4-
(trimetilamino)fenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH) foram adquiridas a Sigma,
dissolvidas em cloroférmio e metanol, respectivamente, armazenadas a 0°C e ao abrigo
da luz.

A solugdo tampdo utilizada em todos os ensaios (Tampéo Hepes) foi preparada a
partir da pesagem rigorosa do dcido N-(2-hidroxietil)piperazina-N-etanossulfénico,
adquirido a Sigma, na concentragdo 10mM, pH 7.4 e forga i6nica ajustada a 0,IM com
NaCl.

As solugdes padrao de diidrogenofosfato de potassio de qualidade pro analisy,
utilizadas no doseamento dos lipidos, foram adquiridas a Merck e preparadas por
diluicdo de uma solugdo mais concentrada (preparada apds pesagem rigorosa). O
reagente de Fiske & Subbarow (Sigma) e o Molibdato de Aménio (Fluka), igualmente
usados no doseamento dos lipidos, foram preparados no momento da sua utilizagio.

A solugdo de iodeto de potéssio (Merck pro analisy), preparou-se por pesagem
rigorosa e dissolugfio em tampdo Hepes no dia da sua utilizacdo. A solugio adicionou-se
tiossulfato de potdssio (10mM) para prevenir a formagéo de I3. A solugio de iodeto de
potédssio, em cada preparagdo, foi doseada por titulagio com uma solugdo padrio de

iodato de potdssio (Merck pro analisy), numa mistura de tetracloreto de carbono e dcido

cloridrico concentrado.
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As solugdes de farmaco utilizadas foram, preparadas em tampéao Hepes (10mM,
pH 7.4, 0,1M NaCl), na sua maioria, por diluicio de solugdes mais concentradas,
armazenadas a 4°C e ao abrigo da luz.

As suspensdes lipossémicas foram preparadas em tampao Hepes, mantidas a 4°C
e sempre ao abrigo da luz.

Na reconstitui¢do membranar da proteina OmpF utilizou-se o detergente n-octil-
polioxietileno (0POE) da Bachem AG e qualidade pro analisy.

As solugdes padrio de BSA (albumina bovina) utilizadas no doseamento da
proteina foram preparadas por diluigio em tampdo hepes de uma solugdo mais
concentrada (Img/mL) adquirida a Sigma. As solug¢des de acido bicinconinico e sulfato
de cobre utilizadas no mesmo doseamento foram adquiridas & sigma e fazem parte de

um kit designado BCA-1, para doseamento de proteinas.

2. Instrumentacao

O espectrofotémetro utilizado, para determinagdes de ultravioleta-visivel, fol um
espectrofotémetro  UNICAM UV-300 equipado com acessério de controlo de
temperatura por circulacdo de adgua termostatizada a 37,0 £ 0,1°C.

As determinagdes de fluorescéncia foram realizadas num espectrofluorimetro
Varian Cary Elipse, ligado a um dispositivo de controlo de temperatura rigoroso
(“peltier single cell holder” da Varian) de modo a permitir estudos realizados a
diferentes temperaturas.

As suspensdes lipossémicas multilamelares (MLV’s) foram extrudidas (para
originar as unilamelares) num extrusor Lipex Biomembranes de capacidade 10mL e
filtros de policarbonato da Nucleopore-Corning.

Os estudos de tamanho dos lipossomas e proteolipossomas foram realizados
num Zeta Sizer Nano ZS da Malvern Instruments.

Todas as pesagens foram efectuadas numa balanga analitica Mettler AT201 (+
2x10°g).

Para as determinacOes de condutividade eléctrica, utilizou-se um par de
eléctrodos Ag/AgCl da World Precision Instruments (Sarasota, FL), ligados a um
amplificador Dagan PC-ONE (Minneapolis, MN, USA).
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3. Preparacao de lipossomas

Para a preparagio de lipossomas, optou-se pelo processo mais usual de
preparagdo, que se designa por método de hidratagdo do filme lipidico descrito por
Bangham. e

Dissolveu-se o lipido (DMPC e DMPG) em cloroférmio e cloroférmio:metanol
(1:1) , respectivamente, e evaporou-se o solvente organico até a secura sob uma corrente
de Argon, num baldo de fundo redondo. Apés a evaporagdo do solvente orgénico, o
filme permaneceu sob uma corrente de vicuo no minimo 3h para eliminar qualquer
vestigio de solvente orgénico.

Ap6s 3h, hidratou-se o filme preparado com solugdo tampéo Hepes (10mM; pH
7,4; 0,1M NaCl) e agitou-se a suspensdo em vortice alternando com imersdo num banho
de temperatura superior a de transicdo de fase formando, deste modo, vesiculas
multilamelares (MLV’s).

Realizaram-se, entdo, 5 ciclos de congelagdo/descongelagio (Azoto liquido a
—=196°C / banho termostitico a 37°C) e deixou-se a suspensdo final estabilizar, durante
30min, num banho termostatizado a 37°C. Apds o periodo de estabilizagdo fez-se passar
a suspensdo lipidica de MLV’s pelo extrusor. A extrusdo foi realizada a 37°C, a uma
pressdo de 250 bar em atmosfera inerte (corrente de 4rgon) fazendo passar a suspensio
lipossémica por filtros de policarbonato de didmetro de 100nm.

No final a suspensio lipidica apresenta um aspecto transliicido e é constituida

por lipossomas unilamelares com ~100nm de didmetro.

4. Preparacao de proteolipossomas

A preparagdo de proteolipossomas foi feita por inser¢do da proteina membranar
OmpF em lipossomas pré-preparados. Esta técnica consiste na encapsulagio da proteina
nos lipossomas, uma vez que o detergente presente na proteina transforma os
lipossomas em micelas e por passagem na coluna de gel, os lipossomas sio formados de
novo inserindo em si a proteina.

O objectivo desta reconstituicdo, em alternativa a reconstituigio de OmpF por
adsorgdo hidrofdbica do detergente, teve como base o facto de ser uma técnica mais

rapida e facil de executar.




Metodologia experimental

4.1. Reconstituiciio da proteina membranar OmpF em lipossomas pré-

preparados por Cromatografia de Exclusao

A reconstitui¢ao foi efectuada por mistura de 1,0mL de suspens@o lipidica, apos
obtengdo das LUV’s, preparada de acordo com o procedimento ja referido, com 1,0mL
de OmpF (0,191mg/mL, ~0,5% oPOE) durante 40min & temperatura ambiente (razio
lipido/proteina final 1000:1 mol/mol).

A suspensdo resultante foi colocada na coluna de gel Sephadex G-50, foram
recolhidas aliquotas de 1mL e o seu comportamento observado por espectroscopia de
UV-Vis e Fluorescéncia. Este processo foi acompanhado pela preparagdo de amostras
de referéncia, preparadas por adicio de 10uL de oPOE (Octyl-POE) a 2,0mL de
suspensdo lipossémica e misturados, suavemente, durante 40min a temperatura
ambiente. A extraccdio de oPOE, em ambas as situagOes, prevé-se que tenha sido
alcangada pela passagem dos lipossomas por uma coluna de gel Sephadex G-50
formando, de novo, as vesiculas. Recolheram-se aliquotas de 1mL e todo o seu

comportamento observado por espectroscopia de UV-Vis.

5. Doseamento de lipidos

Para o doseamento dos lipidos, recorreu-se a um método de determinagio da
quantidade de fosfato em cada amostra, designado por método de Bartlett modificado,
que permite, indirectamente, determinar a concentragio de fosfolipido nas mesmas.

Este doseamento consistiu na adi¢do de 0,4mL de 4cido perclorico 70% a 0,5mL
de cada amostra e solugdo padrio de fosfato de potdssio e posterior incubag¢do em banho
de areia, a uma temperatura controlada entre 180 e 200°C durante 1h.

Apés o arrefecimento a temperatura ambiente das amostras, adicionou-se 4,6mL
de molibdato de aménio e 0,2mL de reagente de Fiske & Subbarrow e deixou-se a
incubar num banho de dgua a 100°C durante 7min. Apés arrefecimento a temperatura

ambiente procedeu-se a leitura da absorvancia das amostras a 830nm.

6. Doseamento de proteina

Para a determinagio da concentragio de OmpF recorreu-se ao método do écido

bicinconinico.
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O kit de doseamento € constituido por 2 reagentes designados por A e B e por
uma solugdo de BSA (1,0mg/mL em solugdo aquosa, 0,15M NaCl e 0,05% azida
sodica). O reagente A € uma solugdo de 4cido bicinconinico, carbonato de sédio,
hidrogenocarbonato de sédio e tartarato de sédio em hidréxido de sédio 0,IN (pH
11,25) enquanto que o reagente B € uma solugdo a 4% de sulfato de cobre (II)
pentahidratado.

O reagente de trabalho preparou-se por mistura de 50 partes de reagente A para
3 partes do reagente B.

A cada tubo contendo 0,ImL de amostra, padrdes de BSA (preparados por
dilui¢do da solucdo mie de BSA) ou solugdo tampdo Hepes (branco) adicionaram-se
2mL de reagente de trabalho e deixou-se a incubar durante 30min a 37°C. Apds
arrefecimento dos tubos a temperatura ambiente mediu-se a absorvéincia de cada tubo a
562nm. A concentragdo de proteina foi determinada com base na recta de calibragio
tracada de acordo com os valores de absorvincia obtidos para as solugdes padrio de

BSA (100-600pg/mL.).

7. Determinacio de coeficientes de particio por espectrofluorimetria

Prepararam-se dois conjuntos de 8 a 10 microtubos de 2,0mL destinados as
amostras ¢ respectivas referéncias. Aos dois conjuntos adicionaram-se volumes
crescentes de suspensdo lipidica unilamelar (iguais volumes para amostras e referéncias)
e, somente as amostras, adicionou-se um volume constante de solugdo de
Enrofloxacina. Preparou-se, ainda, um outro microtubo no qual se adicionou,

unicamente, 0 mesmo volume de solugdo de Enrofloxacina adicionado as amostras.

Perfez-se o volume de todos os microtubos até 1,5mL com tampdo Hepes.

Agitou-se em vértice cada microtubo, sempre protegidos da luz, durante Imin e,
durante 30min procedeu-se a incubagio dos mesmos num banho a 37°C.

A anidlise de todos os microtubos foi feita a 37°C, velocidade de varrimento de

240nm/min, fendas de excitagdo/emissdo de Snm.
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8. Estudos de localizacao membranar

8.1. Extincao de fluorescéncia da Enrofloxacina pelo ido iodeto

s

A extingdo de fluorescéncia € utilizada como método complementar para a
determinagcdo da localizacdo do farmaco na membrana, neste caso, no modelo
membranar.

Para a realizacdo destes estudos trés conjuntos de oito a dez microtubos de
2,0mL foram preparados, sendo dois dos conjuntos destinados s amostras e o outro as
referéncias. Os conjuntos das amostras foram preparados por adi¢do de uma quantidade
constante, a cada conjunto, de suspensio lipossémica de DMPC ou DMPG (500 e 750
uM), seguida por adi¢do de um volume constante, em todos 0os microtubos, de solugdo
de enrofloxacina (7,4 pM) e quantidades crescentes de solugao de KI (0,007 a 0,220 M).
As referéncias foram preparadas do mesmo modo mas, sem adigdo de suspensdo
lipossomica. Posteriormente, amostras e referéncias foram agitadas em vértice durante
Imin, e depois foram incubadas a 37 °C, durante lh. Os espectros de emissdo de
fluorescéncia foram realizados a temperatura de 37 °C, com velocidade de varrimento
de 240nm/min, fendas de excitacdo/emissdo de 5,0nm e ao comprimento de onda de
excitagdo de 272nm, no intervalo de comprimentos de onda de emissdo de 282 e

530nm.

8.2. Anisotropia de Fluorescéncia em lipossomas e proteolipossomas

Os estudos anisotrépicos realizados foram adaptados da literatura. (3]

As sondas fluorescentes utilizadas foram o DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno) e
o TMA-DPH (1-[4-(dimetilamino)fenil]-6-fenilhexatrieno).

Fundamentalmente, para os estudos de incubagdo (estudos onde os
(proteo)lipossomas sdo colocados em contacto com as sondas), adicionaram-se 1,5uL e
2,0uL de DPH (3,23mM) e TMA-DPH (2,64mM), respectivamente a 800 pL de
suspensio lipossomica (lipossoma e proteolipossoma) durante 40min a 37°C, de modo a
que a razdo final lipido/sonda fosse de 300:1 mol/mol.

Para os estudos de incorporacdo, foram adicionados, respectivamente, 10uL e
13uL. de DPH e TMA-DPH ao lipido dissolvido em cloroférmio antes da secagem do

filme lipidico.
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Todos os resultados foram obtidos por incrementos de 3°C na gama de

temperaturas entre 4 e 40°C.

8.3. Extincdo de fluorescéncia de OmpF pelo ido iodeto na presenca e

auséncia de Enrofloxacina

Ap6s a preparagio de proteolipossomas, pela metodologia jd descrita, mediu-se
um volume adequado de proteolipossomas (frac¢do mais concentrada) para a célula de
fluorescéncia e uma quantidade constante de ENR, no estudo envolvendo a presenga de
antibidtico, de modo a obter um volume final de 1,0mL. Apés estabilizagio da mistura a
37°C e sob agitacdo (cerca de 2min) realizou-se um espectro de fluorescéncia da mistura
na auséncia do agente de extingdo. Apds a aquisi¢do deste espectro adicionou-se
sucessivamente volumes constantes de 10 pL iodeto de potdssio, intercaladas por
periodos de 2min de incubagio e agitagdo, ao fim dos quais se adquiriu os respectivos
espectros de fluorescéncia.

A aquisicdo dos espectros realizou-se com agitagdo constante, fendas de
excitagdo/emissdo de Snm, velocidade de varrimento de 240nm/min, comprimento de

onda de excitagdo de 290nm e no intervalo de 300-400nm.

8.4. Determinacio de constantes de associacdo Enrofloxacina/OmpF

Os proteolipossomas foram preparados pela metodologia ja descrita. Mediu-se
um volume adequado de proteolipossomas (frac¢gdo mais concentrada) para a célula de
fluorescéncia de modo a obter um volume final de 1,0mL (perfazendo o volume com
tampio Hepes). Apds incubagiio da mistura a 37°C e sob agitagdo durante 2min,
realizou-se um espectro de fluorescéncia da mistura na auséncia de Enrofloxacina. Apos
a aquisi¢éo deste espectro adicionaram-se, sucessivamente, volumes constantes de 20uL
de ENR 10puM, intercaladas por periodos de 2min de incubagio e agitagio, ao fim dos
quais de adquiriu os respectivos espectros de fluorescéncia.

A aquisicdo dos espectros realizou-se com agitagio constante, fendas de
excitagdo/emissdo de Snm, velocidade de varrimento de 240nm/min, comprimento de

onda de excitagdo de 290nm e no intervalo de 300-400nm.
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8.5. Estudos de Condutividade Eléctrica de OmpF na presenca de

Enrofloxacina

Os ensaios de condutividade eléctrica e consistem na andlise das flutuagdes de
corrente idnica através da proteina OmpF provocadas pela adi¢do de antibidtico.

A preparacdo da c€lula de trabalho consiste na jung@o das duas metades que a
constituem sendo colocada entre elas, uma membrana de Teflon® (tetrafluoroetileno)
com 25um de espessura. A membrana de Teflon possui um orificio central de didmetro
compreendido entre 80-100um realizado por incisdo de um laser na membrana. O
orificio, uma vez que € o elemento de ligacdo entre os dois compartimentos da célula,
vai ser o local onde os lipidos vdo aderir para formar a bicamada lipidica e, por ser
necessdrio aumentar a sua hidrofobicidade, realizou-se um pré-tratamento com uma
solugdo de hexadecano em hexano, nos contornos do orificio central, seguido de um
periodo de espera de 20min para evaporacdo do solvente organico.

De seguida, encheram-se os compartimentos da célula com 250uL de solugao
tampdo MES, adicionou-se 1uL de lipido (DPhPC em pentano) e aguardou-se 10min
para evaporacgdo do solvente orgénico, apds o qual se colocou a célula no interior de
uma gaiola de Faraday. Os compartimentos da célula ligam-se ao circuito externo

através de um par de eléctrodos Ag/AgCl.
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Figura 13 — (a) Célula de Trabalho, (b) fotografia de microscépio electrénico do orificio da membrana de

Teflon, (c¢) ilustragio da bicamada lipidica com OmpF inserida, (d) registo do aumento de intensidade de

corrente por insergdo de OmpF na bicamada. "
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A bicamada lipidica foi formada pela técnica de oposigio de monocamadas
lipidicas, que resulta de uma lenta e gradual remocdo/reposi¢io do tampdo dos
compartimentos apos a formagao da monocamada a superficie da fase aquosa.

A inser¢do de OmpF foi feita por adi¢do de 0,5uL de uma solugdo 1,16mg/mL
de OmpF a um dos compartimentos da célula. A incorporagio da proteina foi facilitada
aplicando “‘agitacdo” (remogao/reposig¢do do tampdo presente no compartimento) e por
aplicagdo de voltagem entre 100-200mV. A insercdo foi observada pelo aumento da
intensidade de corrente.

Ap6s inser¢do “lnica” renovou-se o tampdo presente no compartimento onde foi
inserida a proteina para impedir a inser¢do de mais do que uma porina na bicamada.
Seguiu-se um periodo de espera de +/-1h para certificar que a inser¢do continuava a ser
“lnica”. Seguiram-se as medi¢Oes de intensidade de corrente i6nica, através da porina
OmpF, antes e depois de adigOes sucessivas de solugdes de antibiético. Estas adigdes
foram feitas a0 mesmo lado onde a proteina foi inserida (lado cis), ao lado oposto da
inser¢do (lado trans) e em ambos os compartimentos da célula de trabalho.

Todas as medigGes foram feitas a temperatura ambiente e num compartimento
com controlo de humidade e ruido.

Uma vez que o antibidtico € de dificil dissolucdo para concentragdes elevadas,
todas as medigdes foram feitas com preparagdes extemporancas de Enrofloxacina
(~12mM). O tampdo e o pH do mesmo foram alterados de modo a obter uma melhor
dissoluc@o do antibidtico (referéncias bibliograficas indicam que o antibiético é mais
solivel para pH préximo de 5,2). O tampao utilizado foi MES (3mM, pH 5,5) com
150mM em KCI. A concentracdo das vdrias solu¢des foi determinada com base em
espectros de UV-Vis dessas mesmas solugdes. A lei de Beer-Lambert da Enrofloxacina
foi realizada no tampdo utilizado para todos os ensaios de condutividade i6nica para
posterior determinagdo da concentragio das solu¢bes de Enrofloxacina adicionadas as

c€lulas de trabalho com base nos espectros de UV-Vis tragados.
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9. Modelos matematicos experimentais

9.1. Coeficientes de Particio

9.1.1. Determinacio de coeficientes de particio por Espectrofluorimetria

A caracterizacao da emissdo de fluorescéncia € feita por diversos pardmetros, no
entanto, os pardmetros mais importantes num fluoréforo sdo o seu rendimento quéantico
(P¢) e o seu tempo de vida de fluorescéncia (T). As defini¢Oes de rendimento quéntico e
tempo de vida de fluorescéncia sdo, respectivamente, o nimero de fotdes emitido
relativamente ao nimero de fotdes absorvidos e tempo médio que a molécula

permanece no estado excitado antes de regressar ao estado fundamental. [61]

Efeito de filtro interno

E de elevada importancia referir que as intensidades de fluorescéncia sao
directamente proporcionais a concentracdo do fluor6foro apenas numa gama de
densidades Opticas (absorvancias) limitada. A este fendmeno chama-se efeito de filtro
interno. Este efeito pode levar a um decréscimo da intensidade de fluorescéncia
observada por absor¢do da fluorescéncia. A importincia relativa de cada processo
depende da densidade &ptica das amostras ao comprimento de onda de excitagio e
emissdo. '

A intensidade de fluorescéncia ndo é proporcional a concentragdo de fluoréforo
devido ao efeito de filtro interno. Este efeito € provocado pela absor¢ao de alguma da
luz incidente antes da mesma chegar ao ponto onde a luminescéncia € observada (efeito
de filtro interno) e reabsorcio de alguma da luz emitida antes desta sair da célula (efeito
de filtro interno secundario). Devido ao efeito de filtro interno, a intensidade de
fluorescéncia observada vai depender da densidade optica do fluoréforo ao
comprimento de onda de excitagio e emissao. Ui

Em solugbes consideravelmente diluidas (absorvéncias muito pequenas)
estabelece-se uma relagdo onde € evidente a proporcionalidade entre a intensidade de
fluorescéncia e a concentragdo de fluoréforo. Quando a concentragdo de uma solugio €
baixa o suficiente (Abs<0,1) a luz incidente € ligeiramente atenuada ao longo da cuvette
enquanto que quando a concentragio € elevada uma parte significante da luz incidente €

absorvida antes de chegar ao ponto central da cuvette. Consequentemente € importante

salientar, novamente, que a intensidade de fluorescéncia de um composto € proporcional
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a concentragdo apenas numa gama restrita de densidades Opticas. Para aplicagdes
analiticas, quando € desejada uma relagdo linear entre a intensidade de fluorescéncia e a
concentragdo, € necessdrio construir uma curva de correc¢do nas condigbes em que
todos os futuros ensaios seréo realizados. '*”!

Assim, partindo da densidade 6ptica de solugdes de Enrofloxacina de diferentes
concentragdes e da intensidade de fluorescéncia observada para as mesmas, ¢ possivel a
constru¢do de um grifico que evidencie o comportamento das diferentes solugdes, de

modo a poder determinar se, para absorvincias superiores a 0,1, existe influéncia do

efeito de filtro interno ou nio.
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Figura 14 — Griéfico para determinacio da influéncia do efeito de filtro interno nos ensaios efectuados

com solugdes de Enrofloxacina de Abs>0,1.

O sucesso da utilizacdo da espectrofluorimetria, no estudo da estrutura e
dinimica da matéria ou sistemas vivos deve-se i elevada sensibilidade das técnicas
fluorométricas, a especificidade das caracteristicas da fluorescéncia dado ao
microambiente da molécula emissora e, da capacidade da dltima fornecer informagao
temporal e espacial. 1"

A partigdo de moléculas para bicamadas lipidicas e membranas biolégicas € a
base para o transporte passivo de firmaco e metabolitos através de membranas e pode

. N ~ P 3
estar envolvido no mecanismo molecular da sua ac¢io terapéutica, '*

9.1.2. Modelos Matemaiticos para a determinacio de coeficientes de particio

O coeficiente de parti¢do entre um farmaco em solugdo aquosa e as bicamadas

lipidicas presentes nos lipossomas € dado por:




Modelos Matemdticos Experimentais
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onde, Cr, Cy, e Caq sd0, respectivamente, a concentragdo molar de farmaco total, na fase
lipidica e na fase aquosa e [L] e [Aq] as concentragdes molares de lipido e agua.

Na maior parte dos casos, o coeficiente de parti¢do entre uma fase lipidica e uma
aquosa pode ser determinado desde que existam diferencas na fluorescéncia da
molécula que se vai particionar em solucdo aquosa e quando particionado na membrana
ou quando a molécula ndo possui fluorescéncia, alteragdes nas propriedades fluor6foras
de uma sonda de fluorescéncia. Assim, € possivel reescrever a equagdo (1.0) de modo a
incluir estas alteracGes. Para a espectrofluorimetria € possivel determinar o coeficiente

de particdo, através do método de regressdo ndo linear, a partir da equagio seguinte: [l

KAl L]

:m (1.2)

Os valores de Kp sdo obtidos por ajuste da equagdo (1.2) aos resultados

experimentais obtidos (Al vs [L]) para uma determinada concentragdo de farmaco.
9.2. Estudos de localizacio membranar

9.2.1. Extin¢ao de fluorescéncia

A extingdo de fluorescéncia € uma técnica que ndo s6 permite estudar e
compreender os fendmenos que lhe estdo associados como € uma fonte importante de
informagdo sobre sistemas quimicos e bioquimicos.

Existem dois tipos de extingdo de fluorescéncia: dindmica (colisional) ou
estdtica, em que qualquer um deles implica, obrigatoriamente, a existéncia de contacto
entre o fluor6foro e o agente de extin¢do. A extingdo de fluorescéncia dindmica consiste
na desactivagdo de fluorescéncia do estado excitado por colisdo do fluoréforo com o
agente de extingdo durante o tempo de vida do estado excitado. Geralmente, apds o
contacto entre ambos o fluoréforo regressa ao estado fundamental, sem emissdao de um
fotdo e sem qualquer alteragdo quimica das moléculas envolvidas. Na extin¢do de
fluorescéncia estdtica, existe a formagdo de um complexo, ndo fluorescente, entre o

fluoréforo e o agente de extingio. "
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Outro método de distingdo entre estes dois tipos de extingdo de fluorescéncia
envolve a andlise dos espectros de absorciio das espécies em contacto. Enquanto que a
extingdo de fluorescéncia dindmica afecta apenas os estados excitados dos fluoréforos,
ndo se verificam quaisquer alteracdes aos seus espectros de absor¢do enquanto que na
extingdo de fluorescéncia estdtica a formagdo e presenga do complexo ndo fluorescente
mesmo no estado fundamental vai influenciar as propriedades espectroscépicas do

sistema. 0!

9.2.1.1. Extinc¢io de fluorescéncia dindmica

A extingdo de fluorescéncia dindmica, ou colisional, € descrita pela equagio de

Stern-Volmer: !

F
?“:Hkq.z'o.[Q]:HKD.[Q] (2.0)

presenga do agente de extingdo, k, € a constante bimolecular de velocidade do processo
de exting¢do, Tp o tempo vida na auséncia e presenca do agente de extin¢do e [Q] a

concentragdo de agente de extingdo. A constante de Stern-Volmer € dada por k .o ©

- F -
representa-se por Kp ou Kgy. A representacio grafica de F”v.s‘[Q], geralmente, origina

uma recta de ordenada na origem igual 1 e declive igual a Kp. ("

9.2.1.2. Extinc¢io de fluorescéncia estatica

onde Fy e F representam, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia na auséncia e
Neste tipo de extingao, existe a formagdo de um complexo nao fluorescente entre
o agente de extingdo ¢ o fluoréforo. Este fenémeno pode ser traduzido por uma equagio,
I
I

semelhante a equagdo para a extingdo de fluorescéncia dinimica, mas onde Kg &

constante de formagio do complexo ndo fluorescente. "

F
?":HKS.[Q] (2.1)

O facto de se tratar de uma extingdo de fluorescéncia estdtica ndo influencia a

F, .
relacio entre F“vsLQ] ¢ esta mantém-se linear, tal como para o outro fenémeno de

extingdo. Deste modo, a distingdo entre os dois fendmenos torna-se mais complicada
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mas € possivel distinguir os dois tipos de extingao de fluorescéncia por virios métodos.
De longe, o método mais eficaz ¢ a determinacdo dos tempos de semi-vida de cada um
dos processos. No entanto, também ¢ possivel a sua distincdo pela sua diferente
dependéncia da temperatura e viscosidade. A temperaturas elevadas, a viscosidade do
meio vai diminuir aumentando a difusdo das moléculas e como a extingio de
fluorescéncia dindmica depende da difusdo, o aumento de temperatura vai aumentar a
sua constante de extincdo. Contudo, a temperaturas mais elevadas a estabilidade dos
complexos diminui, levando a uma menor extin¢do de fluorescéncia estitica. Outro
método para a distingdo entre os dois fendmenos, ja foi referido, e consiste na
observacdo de alteragdes aos espectros de absor¢do, que ndo sio observados na extingdo

de fluorescéncia dinamica. '°!

Desvios a linearidade da equacio de Stern-Volmer:

Os fendmenos de extin¢do abordados, apresentam relagdes lineares de Stern-
Volmer o que indica que ocorre apenas um tipo de extingdo de fluorescéncia, no
entanto, podem existir desvios positivos ou negativos a essa linearidade pela
simultaneidade dos fenémenos assim como fenémenos alternativos a extingdo de

fluorescéncia. °Y

Desvios positivos:

Os desvios positivos consistem numa curvatura em direcgdo ao eixo das
ordenadas, na representacdo grifica da relacdo de Stern-Volmer. Quando o desvio
positivo se deve a simultaneidade dos dois processos de extingdo (dindmico e estitico) a

equagao de Stern-Volmer representa-se do seguinte modo: L

% =1+ K, [0+ Kl (2.2)

multiplicando os termos entre paréntesis, obtemos a relagio:

"o 14(K, K, o+ K, K, [of 23)
Outro fenémeno que leva a desvios positivos designa-se por teoria da esfera de

accdo e ocorre quando a extensdo da extingdo de fluorescéncia € elevada. Esta teoria

considera que a componente estdtica se deve a proximidade do agente extintor com o
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fluoréforo no momento de excita¢do, assumindo que existe uma esfera de volume V a ‘
rodear o fluor6foro. Quando tal acontece a desactivagido de fluorescéncia € imediata e

\
\
|
\
unitdria. A equagio de Stern-Volmer que descreve este processo € representada por: (%

0 _ (]+ K, [Q])eV[Q] (2.4)

- |2

onde V € o volume da esfera e Ky a constante de Stern-Volmer para o processo de

extin¢do dinamico.

Desvios negativos:

Quando um sistema possui diferentes populagdes de fluoréforos em diferentes
ambientes, portanto, com diferentes acessibilidades do agente de extingdo, como por
exemplo os triptofanos de uma proteina, a equagdo de Stern-Volmer vai sofrer desvios a
sua linearidade, em direc¢do ao eixo das abcissas. Deste modo, a intensidade de

fluorescéncia total (Fp) na auséncia de agente de extingio ¢ representada por: 1"

Fy=F, +F, (2.5)

Na presenca do agente de extingdo, f, (intensidade de fluorescéncia da fracgdo
acessivel) diminui de acordo com a equagio de Stern-Volmer enquanto que a fracgio
inacessivel f, ndo sofre qualquer alteracdo a sua intensidade de fluorescéncia. Deste

modo, a intensidade de fluorescéncia total é dada por: °"

F,
F,=—=2_+F 2.6
ekl o

onde K, € a constante de Stern-Volmer para a frac¢do acessivel e [Q] a concentragio de
agente extintor. A subtrac¢do das duas equagdes anteriores (2.5) e (2.6) origina a

seguinte equagio:

AF=F,—-F=F, K—LQ] (2.7)
“\1+K,[0]

Fazendo o inverso da equagdo (2.7) e divindo-a pela equagdo (2.5) a equagdo que se

obtém é:
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F, 1 1
B = (2.8)
AF - fKlo] 1,
onde f, € a fraccdo inicial acessivel ao agente extintor e € definida por:
F,
f,=—2— (2.9)
FOa + FOb

A partir destas modifica¢des a equacdo de Stern-Volmer é possivel determinar f, e K, a

: & .5 F 1
partir da representagdo gréfica de EO oy, AL

0]

Correccoes devido a interferéncias espectrais:

Na eventualidade do agente de extingdo absorver ao comprimento de onda de
excitagdo do fluoréforo, € necessario efectuar a correccdo da intensidade de

fluorescéncia observada a partir da equagio seguinte: [651

A, 1-107%
L o v v (3.0)
A, 1-107"
onde Fex € a intensidade de fluorescéncia corrigida para a excitagdo, F a intensidade de
fluorescéncia obtida experimentalmente, At € Ar, respectivamente, a absorvéncia de
uma solugdo contendo o fluoréforo e o agente extintor nas concentragdes utilizadas e a
absorvancia do fluor6foro na auséncia de agente extintor ao comprimento de onda de
excitagao do fluoréforo.
Se, porventura, o agente de extincdo absorver ao comprimento de onda de
emissdo, a seguinte correccao terd de ser realizada:
o = F% (3.1)
1-107%
onde Fgy corresponde a intensidade de fluorescéncia corrigida para a emissdo, Ag a
absorvéancia de uma solucdo do agente de extingdo ao comprimento de onda de emissao

do fluoréforo, nas concentragdes utilizadas.
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9.2.1.3. Agentes de extinc¢ao de fluorescéncia

S@o vdrios os ides e moléculas com capacidade para actuar como agentes de
extingdo de fluorescéncia, entre os quais se encontram o oxigénio molecular (que
extingue a fluorescéncia de praticamente todos os fluoréforos conhecidos), a acrilamida,
0 ido iodeto ou brometo. 1!

Uma vez que a existe uma extensa variedade de substincias que podem actuar
como agentes extintores de fluorescéncia, € comum a indicagio de combinagdes agentes
de extingdo-fluoréforo, pois nem todos os fluoréforos sofrem extingdo pelos agentes
existentes. E importante referir que a extingio de fluorescéncia depende do processo de
extingdo envolvido que, por sua vez, depende das propriedades quimicas das moléculas
(fluoréforo e agente de extingio). 1

No caso da extingdo de fluorescéncia em estruturas organizadas, como em
membranas ou proteinas, convém mencionar que a extingdo vai depender da

vy ey ¢ 5 61
acessibilidade dos agentes extintores ao fluoréforo. "

9.2.2. Extincao de fluorescéncia de proteinas

As proteinas possuem residuos de triptofano, responsdveis pela sua fluorescéncia
intrinseca. Esta fluorescéncia é geralmente utilizada como ferramenta em estudos
estruturais de proteinas. Estudos de extingdo de fluorescéncia sdo frequentemente
utilizados uma vez que permitem determinar as diferentes acessibilidades dos
triptofanos ao agente de extingdo. Esta técnica € frequentemente utilizada em proteinas
em soluc¢do mas, no entanto, quando estas se encontram inseridas em membranas existe
uma maior dificuldade de acessibilidade devido a polaridade da maior parte dos agentes
de extingao. [66]

A extingdo de fluorescéncia € utilizada para distinguir as diferentes localizacdes
dos residuos de triptofano com base nas diferengas quimicas e estruturais dos diferentes
agentes de extingdo existentes, como o ido iodeto, a acrilamida, ou oxigénio. 7!

Relativamente a este trabalho, a localizagdo da enrofloxacina em membranas
assim como o seu local de interacgdo com a proteina OmpF, o agente extintor da
fluorescéncia da fluoroquinolona e triptofanos utilizado, foi o ido iodeto. O ido iodeto,
assim como a acrilamida (ndo utilizada neste estudo) sdo agentes de extingio

hidrossoltiveis no entanto, apresentam diferengas a nivel de tamanho e carga assim

como a nivel de extingdo de fluorescéncia membranar. Contudo, estudos realizados
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mostram que, embora o ido iodeto seja hidrossoldvel, ele possui a capacidade de
penetrar membranas e proceder a extingdo de fluorescéncia de fluoréforos presentes em
ambientes membranares. °

Se a proteina possuir, unicamente, um fluoréforo, a extingdo de fluorescéncia
pode ser determinada directamente através da equagio de Stern-Volmer (2.0). No caso
de OmpF, cada monémero possui dois triptofanos, em posi¢des distintas pelo que €
necessdrio adaptar a equagdo (2.0) ao facto de existirem acessibilidades diferentes.

Assim, a determinac@o da exting¢éo de fluorescéncia € determinada a partir das equagdes

(2.5)-(2.9).

9.2.3. Anisotropia de Fluorescéncia

A anisotropia de fluorescéncia permite obter informagdes sobre varios ambientes
membranares desde a sua fluidez a informagdes sobre tamanho, forma e localizagdo de
proteinas sendo, por este motivo utilizada frequentemente nas aplicacbes bioquimicas
da fluorescéncia. "

O principio de “ac¢@o” da anisotropia de fluorescéncia consiste na excitagdo dos
fluoréforos por luz polarizada e determinado pelo grau de polarizagdo da luz emitida
Deste modo, os fluor6foros absorvem, preferencialmente, fotdes cujos vectores
eléctricos se encontrem alinhados paralelamente a0 momento de transi¢do do fluoréforo
orientado de acordo com os eixos moleculares. Numa solugdo isotrépica os fluor6foros
encontram-se orientados aleatoriamente mas, quando excitados com luz polarizada, as
moléculas cujo vector de absor¢do se encontra paralelo ao vector eléctrico de excitagéo
sdo preferencialmente excitadas (excitagdo selectiva). Esta excitagdo selectiva origina
uma populagdo de fluoréforos parcialmente orientados e uma emissdo de fluorescéncia,
também, parcialmente polarizada. A despolarizacdo da emissdo pode dever-se a
diversos factores, sendo o factor mais comum a difusdo rotacional das moléculas de
fluoréforo. O deslocamento angular de um fluoréforo entre a absor¢@o e consequente
emissdo de um fotdo depende da extensdo da difusdo rotacional durante o tempo médio
de vida do estado excitado e ¢ representado pelos valores de anisotropia (r). 1]

A medicdo da intensidade da emissdo, apds a excitagdo com luz verticalmente

polarizada, € feita por um polarizador. Quando este se encontra orientado paralelamente

a polarizac@o da excitac@o a intensidade observada designa-se por [, e, por analogia,
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quando se encontra perpendicular a excitagdo a sua designacdo ¢ /,,, . Estes valores sido

utilizados para calcular a anisotropia de fluorescéncia que ¢ dada pela equagdo: "

by ~Gl,

. (3.2)
L, 3G,

onde [, corresponde a intensidade de uma excitagdo e emissdo verticalmente
polarizada, I, corresponde a intensidade de uma excitagdo verticalmente polarizada e

uma emissdo horizontalmente polarizada. G denomina-se factor G e corresponde 2

sensibilidade do sistema para a detecgdo de luz polarizada e é determinado a partir de:

Gzl (3.3)

onde 7, e I,, correspondem, respectivamente, as componentes vertical e horizontal

para uma excitagdo por luz polarizada horizontalmente.

Os resultados de anisotropia sao sempre analisados de acordo com a equagao:

Ty — 1y,
r,=r, +—H~ (3.4)
1+105™"
onde T e T, correspondem, respectivamente a temperatura absoluta e 2 temperatura de
transi¢do de fase, rg e rp ao valor mais elevado e mais baixo, respectivamente, de
anisotropia e B’ relaciona-se ao factor de cooperatividade B.

Quando se estd na presenca de um ambiente membranar, a anisotropia de
fluorescéncia vai depender da composi¢do quimica e da fase em que a membrana se
encontra. Por este motivo, a anisotropia de fluorescéncia é geralmente utilizada no
estudo das propriedades e interacgdes de diferentes moléculas com membranas. Quando
fluoréforos se encontram incorporados em membranas, a anisotropia também permite
estimar a viscosidade interna das membranas e o efeito da composicio lipidica na
temperatura de transicdo de fase. "

A anisotropia mede a restricdo dos movimentos dos fluoréforos no ambiente
membranar, embora normalmente se considere que a anisotropia mede a rotacio de

moléculas durante o tempo de vida do estado excitado. ‘"
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9.2.3.1. Sondas de fluorescéncia para estudos de anisotropia

Nos sistemas bioldgicos existem dois tipos de sondas (ou fluoréforos), as sondas
intrinsecas como os residuos de aminodcido presentes em proteinas ou, sondas
extrinsecas, que consistem em moléculas fluorescentes adicionadas aos sistemas ndo
fluorescentes como o caso dos lipidos. (611 Assim, torna-se necessério a adi¢do de uma
sonda de fluorescéncia extrinseca quando se pretende estudar as propriedades de uma
membrana (como o caso dos lipossomas)

O DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno) e o TMA-DPH (1-(4-trimetilamoniofenil)-
6-fenil-1,3,5-hexatrieno) tém vindo a ser das sondas de fluorescéncia extrinsecas mais
utilizadas no estudo da estrutura e propriedades dindmicas das membranas. B2 9 o
DPH, sendo uma molécula hidrofébica, particiona-se completamente para a fase
membranar, levando a que a sua fluorescéncia se verifique apenas na fase membranar e

nunca em fase aquosa. (611

1. [
N NN N \( = N NN N [ N
DPH \,) TMA-DPH PN

TNHCH),

Figura 15 — Férmulas de estrutura das sondas DPH ¢ TMA-DPH.

A inser¢do de um grupo trimetilamonio num dos grupos fenil da molécula de
DPH leva a uma menor hidrofobicidade da sonda e esta, quando adicionada a uma
membrana, vai localizar-se perto da interface dgua/membrana. Deste modo, o grupo
trimetilamonio encontra-se ligado as cabegas polares das membranas enquanto que a

“cauda” DPH se encontra alinhada junto das cadeias hidrocarbonadas.

9.3. Determinacao de constantes de associacio

A fluorescéncia intrinseca das proteinas deve-se aos residuos de triptofano
presentes na estrutura proteica, que sdo extremamente sensiveis a alteragbes no
ambiente em que se inserem. Alteragdes as suas caracteristicas espectrais podem dever-
se a vérias alteragdes ambientais, tais como, a associagdo de ligandos a proteina e

desnaturaciio entre outros, 7'
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Deste modo, a determinacdo de constantes de associag¢do proteina/farmaco pode
ser realizada a partir das diferencas de intensidade de fluorescéncia observadas para a
proteina na auséncia e presenga de farmaco. A associagdo de uma protefna a um
farmaco pode originar um aumento ou decréscimo da intensidade de fluorescéncia
observada. O decréscimo da intensidade de fluorescéncia constitui uma extin¢io de
fluorescéncia estatica, dando origem a um complexo proteina/firmaco nao fluorescente.
Tratando-se de um fenémeno de extingdo de fluorescéncia a equagdo a considerar para

qualquer determinagio € a constante de Stern-Volmer:
F, \
?”:1+K,,F [F] (3.5)

onde Fy e F correspondem, respectivamente, 2 intensidade de fluorescéncia da proteina
na auséncia e presenca de firmaco, [F] a concentragdo molar do farmaco, e Kpr a

constante para a extingdo de fluorescéncia de Stern-Volmer, neste caso designada de
F— ~ Fy -
constante de associagdo. A expressdo de ?—vs[F ] resulta numa relagio linear, tal como

numa extingdo de fluorescéncia estatica ou dindmica, dependendo da grandeza do valor
obtido para Kpr (um valor elevado sugere uma extingdo estdtica, mais provavel para
uma situagdo em que exista associagdo entre moléculas presentes no sistema, enquanto
que um valor pequeno implica uma extingéo de fluorescéncia dindmica).

No caso especifico deste estudo, ao comprimento de onda de excitacio da
proteina o farmaco em estudo absorve radiagido pelo que serd necessério corrigir a
intensidade de fluorescéncia observada para OmpF, de acordo com a equagdo (3.0). A

absorvancia da proteina € dada pela equacio (3.5):
A= 6.8[OmpF]€ (3.6)

onde € representa a absortividade molar do triptofano (a0 comprimento de onda de
excitagdo), [OmpF] a concentragdo molar de protefna presente nos proteolipossomas e
£ o percurso Gptico da cuvette. Como cada monémero de OmpF possui 2 residuos de
triptofano e a proteina em si ¢ um trimero € necessdrio multiplicar os factores
mencionados por 6.

Uma vez que a proteina se encontra inserida em lipossomas ndo existird apenas

uma associagdo mas também existird uma parti¢do do farmaco na membrana lipidica

wh
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dos proteolipossomas. Assim, as constantes de associacdo também podem ser

determinadas a partir de um ajuste nao linear de acordo com a equagao (3.7)

= AlmcixKPf[F]

1+KPF[F] e

9.4. Determinacao da transposicio membranar de farmacos mediada

por canais iénicos

As bactérias Gram (—) necessitam de transportar os nutrientes essenciais ao seu
desenvolvimento para dentro das suas células. Este fluxo de moléculas € feito através de
porinas como OmpkF. Estes canais permitem a passagem de ides € moléculas hidrofilicas
de pequenas dimensdes, que podem ser nutrientes ou moléculas com accdo
antibacteriana. > Uma vez que os ambientes microbiologicos possuem uma elevada
complexidade € frequentemente necessirio reduzir o nimero de parimetros de modo a
compreender todo o seu mecanismo de funcionamento. *”

As Bicamadas Lipidicas Planares (BLP) constituem um sistema membranar
mimético vantajoso, no estudo de proteinas membranares porque além de possuirem
uma estrutura em bicamada permitem avaliar a fun¢ao de transporte destas porinas.

Nos estudos da transposicio membranar, uma das técnicas mais utilizadas

baseia-se nas propriedades condutoras de corrente i6nica destes canais porinicos.

9.4.1. Aplicacio de BLP no estudo da condutividade idénica de canais

porinicos

As bicamadas lipidicas planares, sdo preparadas de acordo com o método

proposto por Montal e Mueller em 1972 1™

e consistem na deposi¢do de monocamadas
lipidicas num orificio presente num filme de teflon®, de superficie hidréfoba. As
bicamadas sdo formadas pela remogdo/reposi¢cdo gradual do tampdo presente nos
compartimentos. 7

A reconstitui¢do nas bicamadas € feita por adi¢do de uma solugdo de proteina,
contendo detergente acima da sua CMC, a um dos compartimentos da montagem.
Embora o detergente se encontre acima da sua concentragdo micelar critica, ao ser
adicionado ao compartimento, que contém solu¢do tampdo, vai ser diluido para
concentragdes abaixo da sua CMC. Deste modo, a proteina deixa de estar associada ao

detergente e a sua componente hidrofébica fica exposta ao solvente aquoso. Neste caso,
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a proteina pode agregar (precipitar) ou inserir-se na membrana dependendo da sua
concentragao. 9]

A grande vantagem da utilizagdo de bicamadas lipidicas membranares face aos
lipossomas € que, nas primeiras, ¢ possivel o acesso directo a ambos 0s compartimentos
aquosos o que facilita uma manipulacdo da composigio das solugdes presentes em cada

um. [70]

9.4.2. OmpF: Propriedades electrofisiolégicas e difusio membranar

A inser¢do de uma molécula de proteina na bicamada planar verifica-se por um

aumento da corrente iénica, como se pode observar na figura 15.

\ 10 ms Figura 16 — Inser¢io de um trimero de OmpE. "

Na auséncia de qualquer substrato no canal i6énico de OmpF a corrente iénica
mantém-se mais ou menos estdvel (oscila a volta de um valor médio). No entanto, sabe-
se que existem diversas moléculas (antibidticos, nutrientes) que utilizam OmpF como
canal de acesso ao interior da membrana externa das bactérias Gram (-). Neste caso,
existem oscilagOes mais acentuadas a corrente i6nica da porina, como se evidencia na
figura 16. 73] Estas oscilagdes podem ser sin6nimo de difuséo pela porina ou de ligagio

(associagio) do substrato ao interior do canal. "
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5.7 mM ampicillina

b

B3 b

condutinecia,nS

condutineia,nS

10 15 ms
Figura 17 — Influéncia da permeagiio de um antibitico (Ampicilina) na corrente idnica de OmpF. "1

Uma andlise estatistica dos tempos caracteristicos de bloqueio/desbloqueio do

i ) % B g 2 T 1
canal permite determinar as constantes cinéticas de associagdo/dissociagio. """ Para

maior conveniéncia, as flutuagdes de corrente idnica em funcdo do tempo sdo

transformadas em amplitudes de frequéncia através de uma andlise de densidade

espectral. O tragado espectral das flutuagdes de corrente pode, deste modo, ser ajustado

a uma funcao lorentziana (3.8): [72]

S
Sy

- (3.8)
3

1] =~

¥,

O ajuste, a funcdo lorentziana S(f), dos espectros permite a determinagdo da

frequéncia angular f, que se pode relacionar com o tempo médio de permeacdo do

il ~ : 72
antibidtico, de acordo com a equagio seguinte: (72

1 1
= = 3.9
i 2792 ka.\'.\' [C] + kdiss ( )
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Resultados

Capitulo ITI: Os resultados

A resisténcia bacteriana tem vindo a tornar-se um dos assuntos mais recorrentes
a nivel de combate a infecgdes bacterianas nos humanos devido, sobretudo, ao uso
abusivo e ndo controlado dos antibiéticos disponiveis para terapia.

No entanto, na drea veterindria, os antibidticos tém sido utilizados ndo s6 no
tratamento de doengas desenvolvidas pelos animais mas também, em alguns casos,
como promotores de crescimento. Assim, a resisténcia bacteriana pode chegar aos
humanos, ndo sé por via directa (administragdo abusiva de antibi6ticos) mas também
via alimentag@o, dgua ou, simplesmente, por contacto directo com os animais.

O conhecimento do mecanismo pelo qual os antibi6ticos actuam € relativamente
desconhecido, no entanto existem fortes provas que, além da mutagio genética, uma das
principais vias de resisténcia bacteriana é a impermeabilizagiio das barreiras celulares
aos antibidticos. Deste modo, torna-se necessério identificar e esclarecer 0s mecanismos
de permeagdo de modo a produzir e adequar novas estruturas antibacterianas 2as
mutagoes/alteragdes impostas pelas bactérias.

O presente estudo teve como objectivo o esclarecimento da via de permeacio
membranar da Enrofloxacina (uma quinolona de 2* geragio vastamente utilizada em
medicina veterindria) ndo s6 pelo interesse de investigacdo do mecanismo, e a sua
influéncia no desenvolvimento de resisténcia bacterianas mas, uma vez que ¢
frequentemente utilizado, segundo a literatura consultada, como promotor de
crescimento, o esclarecimento da extensdo da sua permeagdo permite especular sobre a
sua influéncia a nivel da saide humana, especialmente no sector alimentar.

Existem vdrias vias de permeagdo membranar: hidrofilica (através de canais
denominados porinas), pela interface lipido/proteina ou simplesmente pela difusio do

farmaco pela bicamada fosfolipidica. Assim, os estudos efectuados focaram cada uma

dessas vias e a sua influéncia na permeagio da Enrofloxacina.




Resultados

1. Determinacio de coeficientes de parti¢io entre uma solugido aquosa

de Enrofloxacina e lipossomas de DMPC e DMPG

No estudo da interacgdo de qualquer composto com um modelo biomembranar
a determinagio do seu coeficiente de particdo deve ser o primeiro passo. 31 A particio
de moléculas entre uma solu¢do aquosa e biomembranas é a base ndo s6 para a
compreensdo da extensdo da interaccdo mas também do mecanismo de acgdo e
transporte passivo dessa mesma molécula através de membranas. e

Inicialmente, os estudos de particdo eram realizados recorrendo a um sistema n-
octanol/dgua e os resultados obtidos extrapolados para o sistema biomembrana/fase
aquosa, uma vez que ambos possufam uma fase apolar (octanol/membrana) e uma fase
polar (4gua). No entanto esta extrapolagdo € uma simplificagdo do sistema real pelo que
se passou a utilizar um sistema que mimetizasse uma biomembrana embora a nivel
farmacéutico, o sistema n-octanol/dgua ainda seja uma técnica bastante utilizada.

Os lipossomas, desde a sua descoberta, t€m sido reconhecidos como modelos
biomembranares tteis na previsdo da interac¢do de farmacos com membranas
biol6gicas devido a sua semelhanca estrutural com as mesmas a vdrios niveis. 5% 75l
Deste modo, a determinag@o das constantes de parti¢do entre uma fase aquosa e uma
fase membranar (lipossomas) pode ser um factor relevante na determinagio da via de
permeagdo do fairmaco na membrana.

A fase membranar utilizada nos estudos realizados consistiu numa populagio
homogénea de vesiculas lipossémicas unilamelares de didmetro médio de 100nm.

A espectrofluorimetria foi a técnica espectroscépica escolhida para a realizagao
destes estudos por ser uma técnica que permite a utilizagio de baixas concentragdes de
farmaco, leva a uma pequena perturbagdo das vesiculas e ndo € influenciada pela
dispersdo de luz causada pelos lipossomas.

A concentragdo de farmaco utilizada nos ensaios de espectrofluorimetria foi
seleccionada de acordo com os intervalos de concentragdo (tabela 2) para a

Enrofloxacina obtidos a partir da determinagao da lei de Lambert-Beer para o farmaco,

em tampdo Hepes, com base nos efeitos de filtro interno avaliados para a Enrofloxacina.
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Concentracio (uM)
Espectrofotometria de UV-Vis 2,22 - 28,0
Espectrofluorimetria 222 -=11,1

Tabela 2 — Intervalos de concentragdo de Enrofloxacina, em tampdo Hepes, para os quais ¢ valida a lei de

Lambert-Beer, ¢ nio se verificam efeitos de filtro interno.

1.1. Determinacao de Kp’s por Espectrofluorimetria

A aplicagdo da espectroscopia de fluorescéncia na determinagio de coeficientes
de partigdo € possivel visto a Enrofloxacina possuir propriedades fluorescentes.

A presenga de estruturas micro-heterogéneas causa turbidez, o que provoca
dispersdo de luz, sobretudo a comprimentos de onda inferiores a 400nm. Esta dispersdo
de luz leva a um aumento da absorvincia onde ndo existam croméferos a absorver
radiagdo o que leva a uma diminuicdo da luz que atinge o detector. No caso das
particulas serem menores que o comprimento de onda (L), temos dispersdo de Rayleigh
que € inversamente proporcional a quarta poténcia de A. 7780 Uma vez que 0 Agy da
enrofloxacina se encontra a 414nm a contribuigio das interferéncias espectrais, devido a
presenga da suspensdo lipossémica, ndo € significativa pelo que ndo se efectuou a
subtracgdo das amostras de referéncia (amostras da suspensio lipossémica de DMPC ¢
DMPG de concentragdo crescente) aos resultados obtidos.

As propriedades de um fluor6foro dependem fortemente do meio envolvente
pelo que alteragdes verificadas a essas propriedades permitem a determinagio do

coeficiente de particdo uma vez que existem dois meios distintos nos quais o fluoréforo

se pode particionar.
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Figura 18 — Espectro de emissdo da Enrofloxacina (7,4uM) na auséncia (1) e presenga de suspensio de
(A) DMPC e (B) DMPG de concentragio crescente (2 a 8). Concentragdes de DMPC (uM): (2) 106, (3)
211, (4) 338, (5) 436, (6) 551, (7) 634, (8) 739, (9) 845 e DMPG (UM) (2) 88, (3) 165, (4) 243, (5), 248
(6) 413, (7) 496, (8) 578, (9) 661.

Como se pode observar, o espectro de fluorescéncia da Enrofloxacina sofre
ligeiras alteracGes a medida que se aumenta a concentragdo de DMPC ou DMPG. A
diminui¢do da intensidade de fluorescéncia indica que, a concentracdo de farmaco
presente na fase aquosa € menor a medida que a concentragdo da fase lipidica aumenta,
0 que demonstra um certo nivel de parti¢do entre as duas fases.

Em DMPC observa-se, unicamente, um decréscimo da sua intensidade de
fluorescéncia enquanto que para DMPG, além do decréscimo verificado existe ainda um
ligeiro deslocamento do comprimento de onda maximo de emissdo a partir de
determinada concentragéo de lipido que dd origem a um ponto isosbéstico (indicado
pela seta). Embora o deslocamento seja muito pequeno (2nm) e ndo provoque
diferencgas significativas a nivel do valor obtido para o coeficiente de particdo, a
presenca do isosbéstico indica a existéncia do farmaco, em simultdneo, em dois estados
distintos: livre, na fase aquosa de tampao Hepes, e outro em que o farmaco se encontra
associado a bicamada fosfolipidica

A determinagdo dos coeficientes de particdo foi feita por ajuste nao linear da
equagdo (1.2) aos valores experimentais obtidos, e representada graficamente por (IF,-
IF) vs [Lipido]. Os valores de IF, e IF correspondem, respectivamente, a intensidade de
fluorescéncia da enrofloxacina em tampdo hepes e na presenca de concentragdes

crescentes de lipido, ao comprimento de onda maximo de 414nm.
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Figura 19 — Ajuste ndo lincar da equagdo (1.2) aos valores experimentais obtidos ao A mdximo de

emissdo (414nm) da Enrofloxacina, para concentrages crescentes de (A) DMPC ¢ (B) DMPG.

Os valores de Kp obtidos para DMPC e DMPG, por espectrofluorimetria,
encontram-se resumidos na tabela 3. Os resultados apresentados correspondem a média

e respectivo desvio padrdo dos diferentes ensaios realizados.

DMPC DMPG
Kp M) 11394473 22344519

Tabela 3 — Coeficientes de parti¢do, entre uma fase aquosa e uma fase lipidica de DMPC e DMPG, para

Enrofloxacina obtidos por espectrofluorimetria.

Os valores de Kp obtidos para DMPG (tabela 3) sdo superiores aos obtidos para
vesiculas de DMPC, pelo que supde uma maior interac¢do do antibiético com vesiculas

carregadas negativamente.

1.2. Localizacio membranar da fluoroquinolona Enrofloxacina em
LUV’s de DMPC e DMPG

A determinagdo dos coeficientes de particdio permite uma abordagem
quantitativa sobre a interaccdo da enrofloxacina com estruturas miméticas
biomembranares, na medida em que € possivel a sua quantificagdo através do valor de
coeficiente de parti¢dao no entanto, ndo permite identificar a localiza¢éo do farmaco.

Para um melhor esclarecimento sobre esta interacgdo e sobre o papel da fase
lipidica no mecanismo de ac¢do do farmaco em estudo, é necessdrio recorrer a outro
tipo de ensaios que nos permitam saber qual a zona membranar onde a interac¢io

ocorre, de modo a poder determinar se esta ocorre a um nivel superficial devido a
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orientacdo molecular e consequente adsorcdo da molécula a fase lipidica ou se
efectivamente o farmaco se difunde através da bicamada localizando-se numa zona mais

profunda da membrana.

1.2.1. Extin¢do de Fluorescéncia da Enrofloxacina pelo ido Iodeto

A aplicagdo de fenémenos de extingdo de fluorescéncia permite determinar a
acessibilidade do agente extintor ao farmaco (determinando deste modo a sua
localizacdo), determinagéo da particdo do agente entre uma fase aquosa e a membrana
entre outros fenémenos. '®! O agente extintor escolhido para os ensaios de localizagio

membranar da Enrofloxacina foi o ido iodeto por ser um ido hidrossolivel e cujo efeito

nas propriedades fluoréforas do farmaco se faz sentir, fundamentalmente, na fraccio
disponivel na fase aquosa no entanto, existem casos documentados em que o ido iodeto
actua sobre fluoréforos presentes em membranas. (1]

O intervalo de concentragdes de KI seleccionado (0,007 a 0,220 M) permite-nos
uma observagdo do fenémeno de extingdo de fluorescéncia da Enrofloxacina sem,
contudo, induzir alteracGes na estrutura lipidica utilizada que geralmente se verificam
para concentragdes elevadas de KI. [81]

A extincdo de fluorescéncia da enrofloxacina na auséncia e presenga de vesiculas
lipossdmicas (DMPC e DMPG) foi observada pela diminui¢do da intensidade de
fluorescéncia, por adi¢do de concentragdes crescentes de ido iodeto. O processo de
extingdo também foi seguido por espectrofotometria de UV-Vis, para observacido do

espectro de absor¢do das espécies envolvidas.

Na figura 20 encontram-se representados os espectros de UV-Vis e da variacdo

da intensidade de fluorescéncia por extingdo da fluorescéncia pelo ido iodeto, na

auséncia e presenca de vesiculas unilamelares de DMPC e DMPG.
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Figura 20 — (A) Espectro de UV-Vis da Enrofloxacina (7,4uM) na auséncia (1) e presenga (2 a 10) de
concentragdes crescentes de Kl e (B) variago da intensidade de fluorescéncia corrigida da Enrofloxacina
(7,4uM) em fungdo da concentracio de KI na auséncia (m) e presenga de 500uM de (e) DMPC e (A)
DMPG.

Observando o espectro de UV-Vis representado € possivel observar que, ao
comprimento de onda de absor¢do do firmaco (272nm) existem duas espécies que
absorvem radia¢do: a enrofloxacina e a solugdo de KI. Assim, os resultados
experimentais obtidos terdo de ser corrigidos quanto a intensidade de fluorescéncia
observada, de acordo com a equacdo (3.0).

Também € possivel observar que a medida que se aumenta a concentragio de ido
iodeto se verifica um decréscimo na intensidade de fluorescéncia observada para a
Enrofloxacina tanto na auséncia como na presenga de componente lipidica. Apesar de
existir um decréscimo em todas as situagdes, este € mais acentuado para a Enrofloxacina
na auséncia de lipossomas, como seria de esperar, uma vez que o ido iodeto ¢
hidrossoliivel e o antibiético se encontra em solugdo aquosa, embora para concentragdes
baixas de KI ndo seja possivel uma observa¢do tdo clara desse decréscimo. Esta
variag@o de intensidade de fluorescéncia entre a enrofloxacina livre e incorporada em
lipossomas deve-se 2 particio do farmaco pelas diferentes fases presentes. *'! Na
auséncia de lipossomas, a acessibilidade do ido iodeto ao fiarmaco € quase total,
enquanto que quando existe particdo entre a fase aquosa ¢ os lipossomas existird uma
frac¢do de moléculas inacessivel ao agente de extingdo. A existéncia de uma fracgdo de

farmaco ndo acessivel ao agente de extingdo sugere a permeagio de parte do antibi6tico

para uma parte mais interna da bicamada.
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5 Figura 21 — Representacdo grafica da equagio de
Stern-Volmer, equagdo (2.0), para a extingdo de
fluorescéncia da Enrofloxacina em fungdo da
14 concentragdo de KI na auséncia (m) e presenca de

500uM de (o) DMPC ¢ (A ) DMPG. Comprimento

de onda de excitagio 272nm e emissdo a 314nm.
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A existéncia de uma componente lipidica induz uma diminui¢do nos valores da

constante de Stern-Volmer, na seguinte ordem:

K, Enrofloxacina .., ) K 5, Enrofloxacing e, ) K g Enrofloxacing e,

A ordem observada corrobora os resultados obtidos para a parti¢do entre o
farmaco e as vesiculas lipossOmicas pois uma vez que quanto maior for a parti¢do da
quinolona na fase membranar menor serd o valor da constante de Stern-Volmer.

As constantes de Stern-Volmer (Ksy) para a extingdo da Enrofloxacina pelo iao

iodeto sdo determinadas a partir do declive da recta, obtido por representagdo grafica de

(IF / IFO)—1= I (]KID, onde IF € a intensidade de fluorescéncia corrigida para a

enrofloxacina e IF; a intensidade de fluorescéncia da Enrofloxacina na auséncia de KI.
Os valores de Kgy determinados a partir da equagdo (2.0) estdo representados na
tabela seguinte e correspondem ao valor médio e respectivo desvio padrio para cada
conjunto de ensaios realizados (auséncia e presenga de diferentes composi¢oes
lipidicas). As rectas representadas, para cada uma das varidveis, foram obtidas com um

coeficiente de correlagado igual a 0,999.

Ksv (M)
DMPC DMPG
oM 16,60,3
500pM 16,2+0,2 15,3+0,2
750uM 16,1+0,2 15,1+0,2

Tabela 4 — Valores da constante de Stern-Volmer para a extingdo de fluorescéncia da Enrofloxacina pelo

ido iodeto, na auséncia e presenga de LUV’s de DMPC e DMPG.
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No caso de LUV’s de DMPC verifica-se um decréscimo muito pouco acentuado
dos valores de Kgy provavelmente devido a uma pequena redugio da concentracio de
enrofloxacina em solugdo aquosa por parti¢do do firmaco para a fase membranar. No
entanto, para LUV’s de DMPG observa-se um decréscimo mais acentuado nos valores
das constantes de Stern-Volmer o que indica uma maior ligagdo da fluoroquinolona aos
lipidos carregados negativamente. Embora se previsse uma repulsdo electrostética entre
0 ido iodeto e as cabegas polares do fosfolipido devido a carga negativa em comum, esta
serd superada ndo s6 devido ao facto da bicamada fosfolipidica se encontrar acima da
sua temperatura de transi¢do mas também devido a repulsdo electrostitica entre as
cabegas polares (grupos glicerol) de DMPG, factores estes responséveis por um menor
empacotamento do fosfolipido. "* 5!

Caso o iodeto se difundisse na membrana verificar-se-iam alteragdes no tamanho
e estrutura dos lipossomas. °* *! Estas modificagdes a nivel membranar podem ser
avaliadas através da andlise dos tamanhos dos lipossomas, por dispersio de luz, na
presenga e auséncia de KI. Um aumento no indice de polidispersio dos lipossomas
implicaria um aumento do tamanho das vesiculas em suspensdo o que evidenciaria
alteracOes a sua estrutura.

Deste modo, procedeu-se a andlise, por dispersdo de luz, de algumas das
fracgOes intervenientes na determinagio das constantes de Stern-Volmer.

Na tabela 5 encontram-se resumidos o tamanho dos lipossomas na auséncia e

presenga de 0,220M de KI.

DMPC DMPG
[KI| (M) oM 0,220 M oM 0,220 M
Tamanho médio (nm) 114 115 109 99
Indice de polidispersio 0,09 0,11 0,09 0,10

Tabela 5 — Tamanho médio dos lipossomas, na presenga de Enrofloxacina, na auséncia e presenga de
0,220M de KI.

Como se pode observar pelos valores apresentados, ndo existem alteracdes
significativas, tanto no tamanho como na polidispersio dos lipossomas e, portanto, pode
concluir-se que o ido iodeto nio se difunde na membrana e que a extincdo de

fluorescéncia do farmaco pelo mesmo € feita na interface membranar.
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1.3. Conclusoes

A interac¢do da Enrofloxacina com lipossomas de DMPC e DMPG, isto €, com
lipossomas de diferente composigdo lipidica reflecte uma maior parti¢do para a fase
lipidica, do que aquela reportada para a Ciprofloxacina (sua andloga). A introducdo de
um grupo etilo na posi¢do 4 do anel piperazinico influencia, certamente, as suas
propriedades fisico-quimicas levando a uma maior interac¢do com as vesiculas
lipossémicas, por ser um grupo mais lipofilico do que o hidrogénio presente na estrutura
molecular da Ciprofloxacina. Esta maior particdo era de esperar uma vez que todos 0s
estudos, documentados, sobre a particio n-octanol/dgua da CIPRO e seus andlogos
sugerem que 0s compostos com alteracdes na posi¢ao 4 no anel piperazinico evidenciam
uma maior intensidade de particdo para fases apolares (como € o caso da bicamada
fosfolipidica).

Os resultados de parti¢do estdo de acordo com os resultados obtidos para os
estudos de localizagdo membranar pois ambos sugerem a existéncia de uma interaccdo
entre a fluoroquinolona e a bicamada lipidica. De um modo geral, as quinolonas
interagem sobretudo ao nivel da interface bicamada/agua (zona das cabegas polares dos
fosfolipidos) verificando-se interacgdes maiores na presenga de lipidos carregados
negativamente, como o DMPG, o que indicard uma interaccao electrostatica entre o
lipido e a enrofloxacina.

Avaliando o comportamento da Enrofloxacina, € possivel especular sobre o
modo como a quinolona interage com bicamadas fosfolipidicas. Assim, numa fase
inicial existird uma adsorcfo, puramente electrostatica, & bicamada que serd um passo
fundamental para o desenvolvimento da accdo antibacteriana do firmaco mas, estes
estudos, ndo sdo suficientes para explicar o mecanismo de ac¢do da ENR.

As alteragdes estruturais da Enrofloxacina ndo se verificam, unicamente, a nivel
do aumento da sua componente hidrofébica (a inser¢do do grupo etilo) mas também
sofreu alteragdes ao seu comportamento dcido-base, quando comparada com a
Ciprofloxacina (pKa;=6,08+0,11 e pKay=8,58+0,55) “3], uma vez que as constantes de
acidez possuem valores diferentes, sobretudo para pKa; (Enrofloxacina:
pKa;=6,12+0,05 e pKa,= 7,68+0,42) o que poderd influenciar o seu comportamento na

presenca de vesiculas carregadas negativamente. 131
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2. Reconstituicio da proteina membranar OmpF

Os proteolipossomas sdo frequentemente utilizados como modelos membranares
no sentido de esclarecer a estrutura e fun¢do de proteinas membranares, pois a
complexidade do ambiente microbioldgico torna dificil o seu estudo in sifu. No entanto,
€ necessdrio obedecer a um certo nimero de condig¢oes sendo as mais importantes uma
distribui¢do homogénea de tamanhos e de proteina, pelos lipossomas, assim como uma
actividade bioldgica elevada.

Existem varios métodos de inser¢do de proteinas em lipossomas como meios
mecanicos, congelacao/descongelacio, reconstituicdo mediada por solventes organicos
ou mediada por detergentes. Embora estas técnicas sejam Uleis na preparagio de
vesiculas lipidicas, a inser¢do de uma proteina membranar, durante o processo de
reconstituicdo, impde algumas constricdes e impede a aplicabilidade das vesiculas
fosfolipidicas na reconstitui¢do dos proteolipossomas, pois a maior parte das proteinas
membranares ¢ purificada recorrendo ao uso de detergentes o que vai interferir com o
processo de formagdo dos lipossomas.

Embora a presenca de detergentes interfira com os lipossomas, a maior parte das
técnicas utilizadas para a reconstituicio de proteinas em vesiculas lipossémicas
envolvem detergentes de modo a preservar a actividade biologica da proteina. O
processo de reconstituigdo tradicional, envolve a co-miceliza¢do da proteina com lipido
em excesso € um detergente apropriado. Apds este passo, o detergente € removido
levando a formagao progressiva de vesiculas fechadas nas quais se encontra inserida a
proteina (proteolipossomas). B

Dentro das reconstitui¢des mediadas por detergente as abordadas, neste estudo,
sdo a reconstitui¢do por incorporagdo em lipossomas pré-preparados (dilui¢do da
mistura detergente-protefna em suspensdo lipossémica) e reconstituigdo por
cromatografia de exclusdo. A figura 22 representa os diferentes processos de

reconstitui¢do de proteinas mediados por detergente.
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A literatura existente sobre os processos de reconstituicio refere que
reconstituicdes realizadas a partir de misturas micelares de detergente produzem
proteolipossomas de diferentes tamanhos e composicoes e os factores que, geralmente
influenciam estas propriedades sdo a natureza do detergente, o processo de remogdo do
mesmo, a natureza da proteina e a composicio lipidica.

Os estudos de reconstituicio membranar de OmpF em lipossomas foram
realizados utilizando, como componente lipidica, fosfolipidos de DMPC ¢ a anélise dos
tamanhos dos proteolipossomas, por dispersdo de luz, é importante para determinar
quais os factores que influenciam o processo de reconstituigao.

A composig¢io lipidica utilizada, DMPC, prende-se com o facto da sua cadeia
hidrocarbonada ser saturada e composta por 14 carbonos e, se assemelhar bastante a
componente lipidica do LPS (lipopolissacarideo), que se encontra na membrana externa

das bactérias Gram (—). (48]

2.1. Reconstituicdo em lipossomas pré-preparados por Cromatografia

de Exclusao

Este estudo teve como objectivo a inser¢do da proteina membranar OmpF por
cromatografia de exclusio sobretudo por ser uma técnica simples, de rdpida execugéo e,
teoricamente, eficiente na remocdo de detergente. 7!

O processo de reconstitui¢do envolve a co-micelizagio da proteina, na presenga
de lipido em excesso, formando uma mistura lipido-proteina-detergente ¢ micelas
detergente-lipido, pois ao adicionar a proteina (que vem solubilizada em detergente) aos

lipossomas ja preparados estes vdo se solubilizar, devido a presenca de oPOE
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(detergente) e formar micelas mistas. A cromatografia de exclusido permite a separa¢do
do material ndo encapsulado e do detergente presente na mistura proteina-detergente-
lipossoma e a obtengdo quase imediata das vesiculas. °”

No entanto, esta técnica também traz desvantagens: diluigao das vesiculas e
material encapsulado, possibilidade de retencdo do material no gel, o ndo conhecimento
da exactiddo da dilui¢do exacta e dos factores de retengdo o que torna a cromatografia
de exclusdo uma técnica semi-quantitativa, ©**

Para os estudos com proteolipossomas, apds a recolha de todas as amostras
passadas pela coluna de gel Sephadex, foram seleccionadas as amostras que possuiam
lipossomas (zona indicada com a seta na figura 23) e com maior intensidade de

fluorescéncia, o que indicard uma maior concentragdo de proteina.
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Figura 23 - Espectro de (A) UV-Vis das amostras retiradas da coluna de exclusio e (B) espectro de
Fluorescéncia das amostras que apresentam, no espectro de UV-Vis, sinal de terem presente lipossomas ¢

proteina. Concentragfo na mistura de OmpF ¢ DMPC: 0,86mM e 2,0mM, respectivamente.

Como ji foi referido, a natureza do detergente pode, segundo a literatura,
influenciar o tamanho e a composi¢do dos proteolipossomas obtidos. A literatura
consultada refere, ainda, que quando se utiliza oPOE a proteina serd directamente
incorporada nos lipossomas saturados com detergente. [57]

As percentagens de encapsulacdo de OmpF nos lipossomas foram determinadas
com base nos doseamentos de proteina efectuados as fracgdes recolhidas, pelo método
do édcido bicinconinico.

A partir dos valores obtidos para cada fracgdo e, sabendo o volume de cada

aliquota, € possivel determinar o nimero de moles de OmpF em cada fracgio, e

somando todas essas fracgdes, obtém-se o nimero de moles total de OmpF sendo
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possivel, deste modo, a determinagdo da percentagem de encapsulacdo de OmpF nos
lipossomas e assim, verificar a eficdcia da reconstitui¢co por cromatografia de exclusao.

O que se verificou € que, ao longo dos ensaios efectuados, a percentagem de
encapsulacdo obtida varia entre 60% e 94%, o que poderd comprometer a
reprodutibilidade da técnica, embora as percentagens obtidas sejam relativamente
elevadas. Na origem destas alteragdes podem estar fluxos diferentes ou alteragdes no

empacotamento da coluna.

2.1.2. Caracterizacio de proteolipossomas por dispersao de luz

Processos de reconstituicio membranar a partir de misturas micelares levam a
uma variedade de tamanhos e composi¢do dos proteolipossomas devido & presenca de

detergente o]

, como ja foi mencionado. Assim, torna-se necessdrio determinar quais os
tamanhos de vesiculas presentes nas fracgdes recolhidas de modo a obedecer as
condi¢Oes essenciais para a obtencgido de uma boa reconstitui¢do membranar.

A andlise, por dispersdo de luz, do tamanho das estruturas obtidas permite-nos
avaliar o didmetro das vesiculas de modo a poder realizar futuros ensaios com uma
populagio o mais homogénea possivel e com cerca de 100nm de didmetro.

A figura 24 representa a distribui¢do de tamanhos de uma suspensdo lipossémica

de DMPC preparada por extrusdo e de proteolipossomas reconstituidos por

cromatografia de exclusao.
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Figura 24 — Distribuigdo de tamanho de (A) lipossomas preparados por extrusdo e (B) proteolipossomas

preparados por cromatografia de exclusio (frac¢ido mais concentrada).

Na tabela 6 encontram-se resumidos os valores médios para o tamanho e
polidispersdo das estruturas presentes nas frac¢Oes, mais concentradas, recolhidas. As
fraccdes mais concentradas foram as frac¢Oes utilizadas em todos os ensaios que se

efectuaram posteriormente.
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Tamanho médio (nm) Polidispersao

Lipossomas 109 0,11
Proteolipossomas 112 0,25

Tabela 6 — Tamanho médio dos proteolipossomas obtidos por cromatografia de exclusdo.

A distribui¢do de tamanhos obtida para os lipossomas (preparados por extrusio)
vai de encontro ao esperado perante a técnica de preparacdo utilizada (ver metodologia
experimental) tendo as vesiculas um tamanho médio de 109nm. No que diz respeito aos
proteolipossomas, os estudos de dispersido de luz foram realizados nas fracg¢des (mais
concentradas) utilizadas em todos os estudos sendo o seu valor médio de cerca de
112nm.

Estes resultados permitem-nos verificar que a metodologia de reconstituigdo por
cromatografia de exclusédo origina proteolipossomas de diametro médio ~100nm e que
ndo existe detergente presente nas fracgdes recolhidas para a realizagfo dos ensaios,
uma vez que, como se pode observar (figura 24) temos uma unica populagdo presente

na amostra.

2.1.3. Caracterizacio de proteolipossomas por Anisotropia de Fluorescéncia

As membranas biologicas possuem uma vasta diversidade de proteinas e
ambientes lipidicos.

Qualquer proteina integral possui um dominio hidrofébico, assim como as
bicamadas fosfolipidicas estdo dotadas de uma espessura hidrofébica, directamente
relacionada com o tamanho das cadeias hidrocarbonadas. Uma vez que a exposigdo de
qualquer destes dominios hidrofobicos a uma fase aquosa é desfavoravel do ponto de
vista energético, calcula-se que o dispéndio de energia serd menor se houver uma
compatibilidade de dimensdes entre a proteina e a bicamada. *¥! Se existir um desajuste
hidrofébico entre os dominios da proteina e do lipido existirdo, sem duvida,
consequéncias a nivel da organizagio dos lipidos.

Assim, uma proteina, ao entrar em contacto com uma bicamada vai afectar a sua
ordenagdo estrutural, tornando-a mais fluida ou mais rigida, consoante o tamanho do
dominio hidrofébico da proteina. Estas alteragdes podem verificar-se nos lipidos
adjacentes a proteina ou, se de maior dimensdo, podem estender-se a varias camadas de

lipido até que a bicamada retorne a sua organizagéo estrutural normal. %%

73




Resultados

—aniil
_sssmw

AL
B 1110

Lk “
HHHHE

il 1.
il

Figura 25 — Representagfio esquematica (83]

da insergfio de uma proteina de comprimento
hidrofébico dp em bicamadas fosfolipidicas
de d.
hidrofébica d;. é menor (A) ou maior (B) que
dp.

espessura onde, a  espessura

A variag@o da anisotropia, em fun¢do da temperatura, das sondas DPH e TMA-

DPH

incubadas/incorporadas

cm

lipossomas

de DMPC e proteolipossomas

DMPC/OmpF encontra-se representada na figura 26.
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Figura 26 — Variagio da anisotropia de fluorescéncia, em fungio da temperatura, das sondas de
fluorescéncia (A) DPH e (B) TMA-DPH para (m) LUV’s de DMPC e (e) proteolipossomas (A;) e (B,)
por incubacfio e (A;) e (B;) por incorporagéo.

O objectivo de estudar a variagdo da anisotropia de fluorescéncia de lipossomas

e proteolipossomas por incubagio ou incorporagdo das sondas prende-se com o intuito
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de verificar se existem alteracOes significativas no comportamento das vesiculas por
estes dois métodos de interacgdo entre as sondas e os (proteo)lipossomas. Como se pode
observar, o comportamento das vesiculas, por incubagdo ou incorporagdo, é bastante
semelhante entre as sondas assim como as suas temperaturas de transi¢do (os valores
obtidos ndo diferem significativamente).

No entanto, avaliando os perfis de variagdo de anisotropia de proteolipossomas e
lipossomas de DMPC, verificam-se diferengas claras em termos do comportamento das
vesiculas. Convém mencionar que uma vez que a razdo molar OmpF:DMPC é,
aproximadamente, 1:1000, as variacdes observadas correspondem as sondas e ndo por

L] €, portanto, o comportamento observado deve-se

proximidade destas da proteina
unicamente a alteragdes na estrutura lipidica.

Embora para a sonda DPH o perfil para os lipossomas esteja de acordo com o
conhecido para os lipossomas, com um acentuado decréscimo da anisotropia € com uma
temperatura de transi¢do de fase (Ty,) de acordo com a esperada (cerca de 23°C), para a
sonda TMA-DPH o decréscimo ndo € tdo abrupto quanto o observado para a sonda DPH
mas, no entanto, a Ty, observada encontra-se dentro do erro experimental, sendo a
diferenca de valor muito pouco significativa. Para os proteolipossomas, o perfil ji é
bastante diferente, sendo a anisotropia menor antes de T,, (fase gel) e superior aos
lipossomas para valores acima da Ty, (fase fluida) para ambas as sondas. Os valores de
Tw também variam ligeiramente, quando comparados com os valores obtidos para os
lipossomas, sobretudo para a sonda TMA-DPH. Comparando as variagdes de
anisotropia sofridas por insercio de OmpF, verifica-se que o aumento de anisotropia

sentido apos Ty, embora seja pequeno, foi maior por parte da sonda DPH (Ar=0,02) do
que pelo TMA-DPH (Ar=0,01).

Incubacio Incorporacio

Lipossomas Proteolipossomas | Lipossomas Proteolipossomas

Twm(*C) Tw(*C) Tm("C) Tin(*C)
DPH 23,7+0,2 23,2+0,2 24,1203 23,30,2
TMA-DPH  23,520,2 22,9+0,3 23,510;2 22,240,2

Tabela 7 — Valores de temperatura de transi¢do para lipossomas de DMPC e proteolipossomas

OmpF/DMPC, obtidos por ajuste dos resultados a equag@o (3.4).
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Relativamente as temperaturas de transi¢do verifica-se que, apds a inser¢do da
proteina OmpF, existe um decréscimo de Ty, para ambas as sondas sendo, no entanto,
esse decréscimo ligeiramente mais acentuado para TMA-DPH (AT=0,6°C) do que para
DPH (AT=0,5°C).

Sabendo que a anisotropia de fluorescéncia fornece informagio sobre o
comportamento de proteinas e moléculas, num determinado ambiente, pode-se
especular sobre os efeitos da inser¢do de OmpF nos lipossomas de DMPC. Abaixo de
Tm, os valores de anisotropia (r) para os proteolipossomas sdo inferiores aos das
vesiculas de DMPC, pelo que se pressupde que a sonda inserida tem maior facilidade de
rotacdo dentro da membrana e que, consequentemente, OmpF levou a uma menor
rigidez da estrutura membranar (verificado a partir de 13°C). Para valores acima de Ty,
a inser¢ao de OmpF na bicamada provocou uma maior ordenagio da membrana, dai os
valores mais elevados de r. Ambas as situagdes foram verificadas para as duas sondas
havendo, no entanto, pequenas alteracdes entre elas. Contudo, o facto de Ty, diminuir
para a sonda TMA-DPH, sugere um decréscimo da ordem estrutural na zona da
interface aquosa.

Quando uma proteina entra em contacto com uma bicamada lipidica, esta pode
alterar a estrutura da membrana tornando-a mais rigida ou mais fluida consoante o
tamanho da camada hidrofébica da proteina &, respectivamente, menor ou maior. Uma
vez que o valor médio da espessura da bicamada na fase gel é 3,15+0,1nm ¢ na fase
fluida € 2,3+0,1nm (de onde resulta o valor médio de 2,8+0,6nm) e para OmpF € de
2,4nm, ™! constata-se que OmpF tem um tamanho de camada hidrofébica menor que
DMPC ®* 8 Jevando, como ja foi referido, a uma maior rigidez da bicamada lipidica
aquando da sua insercdo. Estas perturbactes vdo provocar alteragdes na temperatura de
transi¢ao de fase dos lipidos e também, como se verifica, vao influenciar os valores de
anisotropia de fluorescéncia, justificando, deste modo, os valores observados. Assim,
conclui-se que a inser¢do de OmpF em lipossomas pré-preparados, pela técnica de
cromatografia de exclusdo, induz uma desorganizacdo estrutural na membrana,
sobretudo na zona da interface aquosa.

Comparando os resultados obtidos para esta técnica com resultados obtidos para
estudos de anisotropia de fluorescéncia de proteolipossomas preparados pela técnica de

® [45]

adsorcdo hidrofébica do detergente em Bio-Beads os resultados sdao em tudo

semelhantes excepto para a sonda DPH pois as diferencas na anisotropia, dos
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lipossomas para os proteolipossomas, sdo mais acentuadas do que as verificadas neste
estudo.

Deste modo, quando comparadas as metodologias, os resultados obtidos
sugerem uma inser¢do de OmpF diferente, embora a inser¢do leve a uma
desorganizagao estrutural tipica para proteina integrais. O que se deduz € que a inser¢io
da proteina a nivel da interface aquosa, com base no comportamento verificado para a
sonda TMA-DPH provoca o mesmo tipo de alteragdes na fase fluida para as duas
metodologias, enquanto que na zona membranar propriamente dita, zona das cadeias
hidrocarbonadas, o aumento dos valores de anisotropia sugere que parte da ordenagio
estrutural provém desta zona mas, no entanto, os valores obtidos para esta metodologia
ndo permitem determinar, com exactiddo, como se acomodard a proteina a nivel

membranar.
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3. Interacc¢io da Enrofloxacina com OmpF

O progresso das quinolonas a nivel do alargamento do seu espectro de acg¢io
antibacteriana tem vindo a sofrer altos e baixos desde a descoberta do Acido Nalidixico
aproximadamente hd 40 anos atrds devido ao desenvolvimento de resisténcias
antibacterianas de alguns dos elementos das diferentes geragdes de quinolonas. "

As bactérias podem tornar-se resistentes, a acgio terapéutica das quinolonas, por
mutagdes genéticas das moléculas alvo, isto €, onde as quinolonas vdo actuar (enzima
Topoisomerase IV e DNA girase) influenciando, de certo modo, a expressdo bacteriana
de porinas, neste caso especifico, na expressio da porina OmpF. "

Uma vez que a Enrofloxacina é uma fluoroquinolona de uso veterinério, é
necessdrio focar o estudo das interacgdes deste antibidtico sob o ponto de vista da
resisténcia bacteriana nos animais e das consequéncias que o uso excessivo deste
farmaco em veterindria terd na satide humana.

As bactérias que evidenciam resisténcia antimicrobiana tém vindo a ameacar a
saide humana e animal, desde que se identificaram mecanismos de resisténcia
bacteriana para quase todos os antibidticos utilizados em medicina e medicina
veterindria. Embora a satde e producio animal tenha melhorado, significativamente,
com a introdugdo destes agentes, a existéncia de bactérias resistentes ndo sé se torna um
risco em termos de saide animal mas também podem a afectar a satide pdblica, quando
transmitidas aos humanos através de alimentos ou dgua. Escherichia coli — uma bactéria
Gram (=), Salmonella, Enterococcus, Staphylococcus ou Campylobacter sdo algumas
das bactérias que tém vindo a adquirir resisténcia a vdrios antibidticos, sendo as
quinolonas/fluoroquinolonas dos principais grupos terapéuticos aos quais estas bactérias
se tornaram resistentes. >/

OmpF € uma porina que se encontra presente, como ja foi varias vezes referido,
na membrana externa de bactérias Gram (-). A sva importincia no transporte de
quinolonas em E.coli foi comprovada por estudos efectuados com mutantes desta
bactéria. No entanto, consoante a quinolona administrada, a permeagio pode ocorrer por
varias vias (pelo canal hidrofilico de OmpF, pela difusdo através da interface
lipido/proteina ou mesmo somente através da bicamada lipidica) mas este mecanismo
ainda necessita de esclarecimento. '

De acordo com o panorama real da resisténcia bacteriana €, portanto, essencial

entender a interacg¢do, a nivel qualitativo de OmpF com Enrofloxacina, por ser um
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antibidtico frequentemente utilizado em medicina veterindria e por isso poder ser um

risco a nivel de seguranca alimentar.

3.1. Extinciio de Fluorescéncia de OmpF, em proteolipossomas, pelo

ido lodeto

A extingdio de fluorescéncia é um método importante no estudo de interacgdes de
substincias com proteinas por ser uma técnica sensivel, de facil aplicagfo e utilizagdo.
[47]

Como ja foi referido, a intensidade de fluorescéncia de um composto pode ser
extinta por uma vasta variedade de interac¢des moleculares, sendo uma dessas
interacgdes a extingdo de fluorescéncia colisional (ou dindmica).

OmpF adopta a estrutura de um trimero quando inserida numa membrana.
Possui dois residuos de triptofano (Trp) por monomero, o Trp‘51 na interface entre os

214 ha interface lipido/proteina. ¢ *71 O tipo de ambiente em que estes

trimeros e Trp
residuos de triptofano se inserem, de acordo com os espectros de emissdo de
fluorescéncia de OmpF, ocorre para comprimentos de onda baixos, o que sugere uma
localizagio dos Trp em ambientes hidrofobicos. Estudos com mutantes de OmpF
evidenciam um comprimento de onda de emissdo mais baixo para mutantes de Trp® e,
uma vez que os comprimentos de onda de emissfio de Trp geralmente decrescem quanto
menor for a polaridade ambiental, este comportamento ¢ sugestivo de uma maior
hidrofobicidade do ambiente onde se encontra Trp®', isto é, na interface entre os
mondmeros. [*

Agentes de extingdo de fluorescéncia como o iodeto, oxigénio ou a acrilamida
possuem a capacidade de extinguir a fluorescéncia de Trp. Uma vez que tanto o
tamanho como a carga destes agentes ¢ diferente, a observagdo da extingdo da
fluorescéncia da proteina permite distinguir a localizagdo destes residuos assim como
observar alteragdes conformacionais da proteina. A intensidade de emissdo de um Trp
localizado a superficie sera fortemente extinguida na presenga de um agente possuidor
de carga e hidrossoluvel (como o ido iodeto, por exemplo), enquanto que um Trp mais
embrenhado na membrana néo ser4 tio afectado na sua emissdo de fluorescéncia, %
Embora OmpF tenha 29 residuos de tirosina (Tyr) quando excitada a 290nm a

fluorescéncia dos Trp ¢é excitada directamente enquanto que se forem utilizados
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comprimentos de onda menores, ¢ possivel excitagdo dos residuos de Tyr por
[46]

transferéncia de energia.

Figura 27 — Orientagdo estrutural de um trimero de

OmpF e posicionamento dos residuos de triptofano em

cada monémero — vista de topo () (Tmp™*) e O

(Trp6] ).[46]

Os estudos realizados com OmpF inserida em lipossomas pré-preparados
tiveram como objectivo a verificagdo da orientagdo da proteina dentro do lipossoma.
Como os resultados obtidos anteriormente nfio permitem esclarecer o modo como
OmpF se encontra inserida nos lipossomas, estudos de extingfio de fluorescéncia com o
ido iodeto podem confirmar os resultados ja discutidos ou fornecer novas informagdes
que permitam saber como se insere OmpF, em lipossomas, por cromatografia de
exclusdo.

A adigdo sucessiva de KI em concentracdo crescente influencia as propriedades
espectroscopicas de OmpF, como se observa na figura 28. A intensidade de
fluorescéncia observada para a proteina diminui a4 medida que a concentragdo de ido

iodeto presente em solugdo aumenta.
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Figura 28 — (A) Espectro de emissdo de fluorescéncia de OmpF inserida em lipossomas de DMPC na ‘
auséncia (---) e presenga (—) de concentragdes crescentes de KI. Comprimento de onda de excitagio de ‘
290nm e (B) Representagdo grafica da equago de Stern-Volmer (2.8) para a extingdo de fluorescéncia de |

OmpF em lipossomas de DMPC em fung¢do da concentragdo de KI.
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Os resultados foram analisados de acordo com a equagdo de Stern-Volmer para
extingdo de fluorescéncia dindmica. Se OmpF possuisse, unicamente, um residuo de
triptofano, a relagdo com a concentragio de agente de extingio era de se esperar linear,
0 que poderia ndo acontecer para os resultados obtidos, uma vez que OmpF possui dois

residuos de triptofano em posigdes e ambientes diferentes. '’

IF, -
Como se pode observar, a representagio grifica de ]_;VS[K]] origina, em vez

de uma recta, uma ligeira curvatura pelo que ¢ necessdrio ajustar a equacgio aos
resultados, utilizando para este caso a equagido de Stern-Volmer modificada por Lehrer
(2.8), uma vez que os Trp sdo de diferente acessibilidade. [*!

Os resultados da tabela revelam as alteragdes a constante de Stern-Volmer por
extingdo da fluorescéncia de OmpF e Trp em diferentes meios de reconstituigio. Para o
Trp o valor obtido provém de uma relagdo linear (aplicagio directa da equagio de Stern-
Volmer), enquanto que os restantes valores das constantes foram obtidos por aplicagio

da equagdo de Stern-Volmer modificada e que permite a obtengio de uma recta de onde

se retiram os valores da constante e frac¢do acessivel de fluoréforo.

lodeto
Ka (M) f;
Trp micelas mistas DMPC ¥ 8,00, 1,0
OmpF micelas mistas DMPC ! 2,8+0,2 0,4 +0,1
OmpF/proteolipossomas @ 45! 6,4+04 0,3+0,1
OmpF/proteolipossomas 5,301 0,5+0,1

(a) BioBeads ® (b) Cromatografia de exclusdo

Tabela 8 — Valores das constantes de Stern-Volmer modificadas e respectiva fracgio acessivel para a

extingdo de fluorescéncia de Trp e OmpF em diferentes meios.

Uma vez que OmpF € uma proteina com dois residuos de Trp € de esperar que a
extingdo de fluorescéncia seja afectada pela diferente acessibilidade dos dois
triptofanos. A fracg¢io acessivel obtida sugere que o agente de extingdo tem, apenas,

acesso a um dos triptofanos uma vez que f, + f, =1(sendo f, a frac¢io acessivel e f;, a

frac¢do inacessivel, num ambiente mais hidrofébico). Estando o Trp*'*

localizado na
interface lipido/proteina, e portanto num ambiente ligeiramente hidrofilico a sua

fluorescéncia € facilmente extinguida pelo ifo iodeto pelo que o grosso da fluorescéncia
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de OmpF vird do Trp®' uma vez que se encontra num ambiente mais hidrofébico e por
isso de mais dificil acesso.

O valor obtido para os proteolipossomas de OmpF por cromatografia de
exclusdo apresenta-se em tudo muito semelhante ao obtido para OmpF em
proteolipossomas pela reconstituigdo com recurso a adsor¢do hidrofdbica de detergente
(Bio-Beads®). Os resultados obtidos, aliados a distribuicio de tamanhos para a
reconstituicio por cromatografia de exclusdo, levam a supor que ambas as
reconstituigdes membranares produzirdo lipossomas com inser¢des proteicas
semelhantes.

Por andlise dos valores tabelados conclui-se ainda que a acessibilidade da
fluorescéncia dos Trp para ser extinguida pelo ido iodeto diminui a medida que estes se
vdo encontrando em meios mais organizados. A extingdo de fluorescéncia observada
para a mistura micelar OmpF/oPOE/DMPC (micelas mistas) € bastante menor do que a
observada para OmpF em proteolipossomas (obtidos por ambas as metodologias de
reconstitui¢do). Uma explicagdo para tal facto pode residir no tipo de organizagio
estrutural que a proteina adoptard na presenga das diferentes caracteristicas quimicas e
estruturais dos dois meios mencionados. Como j4 foi referido, na reconstituicdo de uma
proteina € necessdrio assegurar a actividade da mesma, entre outras condigdes. Isto s6 €
possivel quando OmpF se encontra inserida em lipossomas, nido sé pela sua
acomodacdo na bicamada lipidica mas também pela presenga do compartimento aquoso
que permite uma melhor acomodag¢do das extremidades hidrofilicas da proteina e da sua
organizagdo como canal i6nico, o que poderd justificar a maior eficiéncia dos agentes de
extingdo com os Trp a que tém acesso. (4]

No entanto um complemento a este estudo seria, sem ddvida, uma anélise do
comportamento da extin¢do de fluorescéncia de OmpF por um agente de extingdo que

actuasse a nivel da proteina, como por exemplo a acrilamida, [

3.2. Extin¢do de Fluorescéncia de OmpF, em proteolipossomas, pelo
iao Iodeto na presenca da Enrofloxacina
A extin¢do de fluorescéncia de OmpF pelo ido iodeto, na presenca de uma

concentragdo fixa de Enrofloxacina permite avaliar a extensdo da permeagdo do

antibidtico na porina.
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A adigdo de farmaco a proteina provoca um ligeiro deslocamento do
comprimento de onda mAaximo de emissdo (OmpFreconst=322nm;
OmpFeconstENR=324nm) o que ja evidencia uma certa interacgao do antibiético com a
porina. Apds adi¢Oes sucessivas de KI, a intensidade de fluorescéncia de OmpF vai
diminuindo, gradualmente, o que implica que um dos Trp estd a interactuar com o
agente de extingdo. Estas alteragOes espectroscopicas sdo observdveis no espectro de

| UV-Vis e espectro de emissao de fluorescéncia representados na figura 29.
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| Figura 29 - (A) Espectro de UV-Vis e (B) Espectro de emissdo de fluorescéncia de OmpF inserida em
% lipossomas de DMPC (na presenga de Enrofloxacina) na auséncia (---) e presenga (—) de concentragdes

crescentes de KI. Comprimento de onda de excitagdo de 290nm.

Como € possivel observar, pelo espectro de UV-Vis, ndo € necessdrio efectuar
qualquer correc¢do a intensidade de fluorescéncia observada e a constante de Stern-

Volmer € calculada a partir da aplicac@o directa da equagfo aos valores experimentais e
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A aplicac@o directa da equacdo de Stern-Volmer (2.0), como se verifica, da
origem a uma recta cujo declive € igual a 0,32+0,08. Deste modo, a fracgdo acessivel de

Trp serd 1,0 o que leva a deduzir que o Trp*™*

, que se encontra num ambiente mais
hidrofilico, terd a sua fluorescéncia extinta pelo 130 iodeto enquanto que a fluorescéncia
do Trp®, mais hidrofébico, serd influenciada pela presenca da Enrofloxacina.

Como a constante de Stern-Volmer € pequena, supde-se que existird uma
permeacgdo da enrofloxacina, na interface lipido/proteina ou para o interior do canal
pois, de outro modo, a fluorescéncia da OmpF seria extinta pelo ido iodeto e a constante
de Stern-Volmer obtida seria semelhante a determinada para a porina na auséncia de
farmaco e presenga de ido iodeto.

Comparando em termos gerais, com a Ciprofloxacina, os valores obtidos sdao
mais baixos mas ¢ importante frisar, novamente, que as estruturas em estudo diferem
das utilizadas nos estudos realizados para a Ciprofloxacina pelo que esta € uma
comparacdo bastante rudimentar e estudos posteriores, como por exemplo, estudos de

alteracdo a condutividade eléctrica de OmpF poderdo fornecer dados mais precisos, uma

vez que nestes casos a estrutura membranar utilizada € igual.

3.3. Extin¢ao de Fluorescéncia de OmpF, em proteolipossomas, em

presenca da Enrofloxacina

OmpF ¢ uma porina que permite a difusdo de moléculas hidrofilicas (de tamanho
inferior a 600 Da), influenciada pelas propriedades fisico-quimicas dos solutos tais
como o tamanho, carga ou lipofilicidade e, embora ndo evidencie uma selectividade

. . .. e, 985
especifica, exibe alguma selectividade i6nica. ! =]

O estudo da associacdo/ligagio de farmacos a proteinas € de extrema
importancia, ndo s6 para entender a extensdo e o mecanismo de interacgdo dos farmacos
com a porina mas também para perceber a funcio “especifica” destes canais. il

A associagdo entre um composto € uma proteina passa, impreterivelmente, pelo
modo de interacgdo entre ambos. Estas interac¢Oes podem ser a nivel estrutural, por
adaptacdo do farmaco a estrutura proteica ou a nivel fisico-quimico, onde o farmaco e a
proteina interactuam a nivel molecular. [43]

Como ja foi referido, a fluorescéncia intrinseca de uma proteina deve-se a

presenca de residuos de triptofano nas cadeias de aminoédcidos que constituem a

proteina e, uma vez que a fluorescéncia dos residuos de triptofano € muito sensivel a
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alteracOes do ambiente em que se encontra (sobretudo a nivel da polaridade do mesmo)
qualquer interac¢do de um ligando com o local onde se encontra o Trp pode influenciar
a emissdo de fluorescéncia de OmpF.

A determinagdo de constantes de associacio (K,s) entre OmpF e a
Enrofloxacina foi realizada a partir das variagdes espectroscOpicas observadas para a
proteina. Neste caso, a constante de associac@o, permite uma avaliacio da afinidade da
fluoroquinolona para o canal porinico o que torna possivel a determinagdo do nivel de
permeacdo deste antibidtico em bactérias Gram (-).

As alteragdes espectroscOpicas observadas pela adicdo sucessiva de ENR

encontram-se representadas na figura 31.
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Figura 31 - (A) Espectro de UV-Vis e (B) Espectro de emissdo de OmpF inserida em proteolipossomas
de DMPC na auséncia (---) e presenga (—) de concentragdes crescentes de Enrofloxacina (0 a

18,80M). A ore = 290nm,

A intensidade de fluorescéncia de OmpF sofreu um decréscimo a medida que a
concentracdo de Enrofloxacina aumentou e também sofreu um ligeiro deslocamento ao
comprimento de onda maximo de emisséo, como se pode observar na figura 31.

Embora exista um deslocamento do comprimento de onda méaximo de OmpF,
para valores inferiores, apos a primeira adigdo de Enrofloxacina, este deslocamento €é
muito pequeno (2nm) o que ndo introduz grandes alteragdes aos resultados obtidos. No
entanto, este pequeno deslocamento pode ser indicativo de uma localizagdo mais
hidrofébica (menos exposto ao solvente) do Trp, cuja fluorescéncia foi extinguida. ¢
Por observagio do espectro de UV-Vis, na figura 31, € notéria a influéncia da

Enrofloxacina em OmpF 4 medida que a concentragdo de farmaco aumenta pois, este

absorve ao comprimento de onda de excitagdo (290nm). Deste modo, € necessirio
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efectuar correcgdes a intensidade de fluorescéncia observada através das equagdes (3.0)
e (3.6) de modo a eliminar a contribui¢do da Enrofloxacina no espectro de fluorescéncia
de OmpF na presenca do farmaco.

Os resultados experimentais foram ajustados de acordo com a equagio (3.7) e
representados graficamente por IFy-IF vs |Enrofloxacinal. Na figura 32, encontram-se

representados os ajustes ndo linear e linear aos valores experimentais.
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Figura 32 — (A) Ajuste ndo linear A equacdo (Kp) ¢ (B) ajuste linear eq y da variagio da fluorescéncia de
OmpF por adi¢do de concentragdes crescentes de Enrofloxacina (0-18,8uM). O comprimento de onda de

excitagdo utilizado foi 290nm e a andlise realizada a 322nm.

A tabela 9 permite-nos estabelecer um nivel de comparag@o entre a afinidade
para a proteina por parte da Enrofloxacina e a Ciprofloxacina, uma vez que os estudos

efectuados com a dltima se referem a presenca de OmpF em proteolipossomas.

Enrofloxacina  Ciprofloxacina

log Ky log Kass

OmpF/proteolipossomas 4,40+0,04 3,58+0,07"

Tabela 9 — Valores obtidos para a constante de associagfio Enrofloxacina/OmpF e Ciprofloxacina/OmpF

através do ajuste ndo linear (3.7) aos dados experimentais.

™) Valores obtidos experimentalmente para estudos de RET. [43]

Como se observa, os valores obtidos para as constantes de associagdo, sio
superiores para a Enrofloxacina quando comparados com a Ciprofloxacina, uma
fluoroquinolona sua anéloga e da mesma geragao, o que evidencia uma maior afinidade

do antibiético em estudo para o canal hidrofilico.
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Com base nos estudos efectuados com lipossomas, onde se verifica uma certa
particdo do farmaco na bicamada lipidica, e nos estudos de associacdo é possivel
especular sobre o mecanismo de interac¢do das quinolonas onde, provavelmente, a
parti¢do pela bicamada lipidica, por difusdo, € o primeiro passo para a interac¢ao com o
canal porinico. Ao inserir, no lipossoma, o canal porinico e pondo-0 em contacto com o
farmaco este vai particionar-se pela bicamada lipidica e a proximidade com a proteina

vai promover, possivelmente, a interac¢do entre os dois.

3.4. Conclusoes

Com base nos resultados apresentados ¢ possivel observar um certo nivel de
interac¢do entre a enrofloxacina e a proteina OmpF. Os estudos de extingdo de
fluorescéncia de OmpF em proteolipossomas, pelo ido iodeto, na presenca de
antibidtico, permitem identificar a zona de interacgdo, isto €, se esta ocorre perto da

interface lipido/proteina (zona do Trp*"*

) ou se por outro lado ocorre no interior do
canal hidrofilico (zona do Trp®'). Os resultados obtidos apontam para uma frac¢io
acessivel de 1,0, ou seja, para uma acessibilidade total de um dos triptofanos por parte
do ido iodeto. Sendo este ido um ido hidrossolivel, deduz-se que a sua acgdo serd

214

apenas verificada no Trp mais hidrofilico, isto € o Trp”". Com base nestes resultados é

possivel, ainda, concluir que, se o ido iodeto extingue a fluorescéncia do Trpm e, uma
vez que o valor para a constante de Stern-Volmer se mostra muito pequeno, supde-se
que a enrofloxacina estard ligada, mais fortemente, a OmpF, o que influenciard a
fluorescéncia do Trp®', que se encontra num ambiente mais hidrofébico, sugerindo uma
maior afinidade da enrofloxacina para a porina.

A interacgdo de OmpF com a fluoroquinolona enrofloxacina pode, também, ser
traduzida pelo valor da sua constante de associagdo, que revela uma afinidade deste
antibiético por OmpF equivalente a das fluoroquinolonas de geragdes mais recentes (3
geragdio). As iltimas geragdes de quinolonas possuem um espectro de acgiio mais
abrangente e deste modo, € possivel especular sobre a facilidade de acesso do farmaco,

ao compartimento intracelular da célula bacteriana, pela difusdo através de OmpF.
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3.5. Alteracoes a condutividade iénica de OmpF

OmpF € uma proteina (porina) que se encontra na membrana externa das
bactérias Gram (-) e tem como fungdo permitir a difusio de ides e moléculas de
pequena massa molecular, portanto funciona como barreira i entrada de solutos dentro
da proteina.

As barreiras de permeagdo membranar sdo um dos factores que mais contribui
para a resisténcia intrinseca das bactérias aos antibiticos e os mecanismos de acgdo
pelos quais os farmacos actuam ainda sdo parcialmente desconhecidos, embora se saiba
que um dos passos essenciais € a translocag@o através da membrana do organismo alvo.

Os estudos de particio e localizagio membranar da fluoroquinolona de 2°
geracdo Enrofloxacina apontam para uma distribuicio membranar mais superficial o
que ndo estd de acordo com uma difusdo exclusivamente membranar. Simultaneamente,
os estudos de extin¢do de fluorescéncia em proteolipossomas com o ido iodeto, na
presenca da enrofloxacina, apontam para uma possivel interac¢io da fluoroquinolona ao
nivel do canal hidrofilico de OmpF. Por fim, a quantificacdo, através da determinagio
de constantes de associagdo, permitiu estabelecer o nivel de afinidade desta
fluoroquinolona para o interior de OmpF.

Uma técnica que permite determinar se existe difusao de moléculas pelo interior
do poro ou se existe mesmo uma ligagdo de um substrato ao interior do canal porinico é
a medi¢do da condutividade i6nica do canal em funcdo do tempo. Os ides tém
dimensdes, em tamanho, semelhantes & porina e os ides atravessam-na através da
aplicacdo de campo eléctrico externo. Assim, qualquer perturbagdo ou obstaculo serd
observada, pois influenciard o comportamento da corrente idnica. Estas flutuagGes

fornecem informagdes sobre o que se passa dentro do poro (difusdo ou ligagdo ao poro).
(71]

3.5.1. Alteracoes a intensidade de corrente de OmpF ao longo do tempo

Uma primeira abordagem da interac¢do da fluoroquinolona Enrofloxacina com
OmpF, consistiu na observagido das variacdes a corrente iénica da proteina provocadas
pela adi¢do de concentragGes crescentes de antibidtico.

A voltagem aplicada foi de £50mV visto a concentra¢do de sal (KCI) utilizada
ser relativamente baixa para esta técnica (150mM) e, porque ao aplicar voltagens

elevadas, o trimero tem tendéncia para fechar (“gating”). Assim, quando se encontra
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inserido um tnico trimero de OmpF, para 150mM KCl e voltagem aplicada de +50mV e
na auséncia de antibidtico, a condutincia da porina € de aproximadamente, 0,9nS
(figura 33) e assim, é possivel verificar se as variagdes de condutincia se devem a
presen¢a ou ndo de um substrato dentro da porina. A aplicagdo de uma voltagem
permite o fluxo de ides através do canal porinico de acordo com o potencial dos
eléctrodos, assim como da voltagem aplicada.

Como a porina OmpF possui uma inser¢do ordenada e assimétrica, foi
necessario verificar se a extremidade a qual se adiciona o antibiético (cis ou trans)
influencia a interacgdo observada, portanto foram feitas adi¢des ao mesmo lado da
adi¢do de OmpF (cis), ao lado oposto (trans) e em ambos os lados. Genericamente,
designa-se o lado cis como o lado do sistema onde se adiciona a proteina e trans o lado
oposto a adi¢do de proteina. [87]

Os resultados apresentados referem-se somente a medi¢des ao lado cis, uma vez
que este lado representa o lado extracelular, portanto o lado onde biologicamente o

antibiodtico sera adicionado.
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Figura 33 — Conduténcia i6nica através de OmpF (A) — 50mV e (B) + 50mV, na auséncia (—) e presenga

de 3,5mM de ENR () (escala ampliada).

A figura 33 representa a corrente i6nica de um trimero de OmpF em fungio do
tempo (para -50/+50mV) e, como se pode observar, existem interrup¢des a corrente
i6nica da proteina quando lhe € adicionada o farmaco. Os espectros apresentam-se com
ampliagdo de escala o que nos permite observar, com maior facilidade, as interrupgoes a
corrente i6nica verificadas. Também € possivel verificar que o bloqueio do canal

porinico € bastante mais significativo quando aplicados -50mV.
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3.5.2. Densidade Espectral

Para uma maior conveniéncia do tratamento de dados, as flutuagdes de corrente
ionica em fun¢do do tempo (dominio temporal) podem ser transformadas num dominio
de frequéncia através da transformada de Fourier. A adigfo de antibidtico, e ligagdo
deste ao interior da porina, como se pode observar (fig. 34), provoca um aumento do
ruido espectral, que pode ser descrito através de uma curva lorentziana e a partir da qual
se podem determinar as constantes cinéticas de ligagéo. %)

Se a presenga de flutuagdes reflecte a permeagfo da enrofloxacina pelo canal
porinico a determinagfo de constantes cinéticas torna-se um factor fundamental na
dedugdo dos pardmetros termodindmicos e cinéticos da translocagdo de antibioticos. A
analise da densidade espectral (fig.34) constitui um dos métodos possiveis para a anélise

estatistica das flutuagdes induzidas pela presenga de farmaco. [88]

Amplitude (pA*/Hz)

Amplitude (pA*Hz)

Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 34 — Espectro de densidade espectral (A) — 50mV e (B) + 50mV, na auséncia (—) e presenga de
concentragdes crescentes de Enrofloxacina: () 250uM; () 400pM; (—) 500uM; (—) 1,0mM; ()
2,0mM; () 2,5mM; () 3,0mM; () 3,5mM.

Na figura 34-A ¢é bastante claro que a adi¢do de enrofloxacina, mesmo em
pequenas concentra¢des, provoca alteragdes espectrais bastante significativas. Uma vez
que OmpF possui um sinal com uma ordem de grandeza 2 vezes inferior aos sinais
obtidos para as diferentes concentragdes de antibiotico, ndo é necessario proceder a
subtrac¢do do sinal obtido para a proteina e, deste modo, o ajuste de uma fung¢do
Lorenztiana (3.8) ¢ efectuado aos sinais em que se encontra presente a enrofloxacina.

A figura 35-A representa o ajuste da fungfo lorentziana, para o sinal que

corresponde a maior concentragéo de antibidtico (3,5mM).
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Figura 35 — (A) Ajuste lorentziano aos resultados obtidos para concentragdes de enrofloxacina de
3,5mM. (B) Frequéncia angular obtida a partir do ajuste aos espectros de densidade espectral para as

diferentes concentragdes de antibidtico.

O ajuste dos resultados a fungdo lorentziana, permite obter o valor da frequéncia
angular (f., representada na figura 35-B como ®) e a partir desta ¢ possivel determinar o
tempo de relaxamento, que corresponde ao tempo médio de transporte através do poro.
De acordo com a equagdo (3.9) € possivel representar graficamente, uma relagéo entre a
frequéncia angular e a concentragdo de enrofloxacina adicionada (figura 35-B), para
adi¢des ao lado cis. A partir de um ajuste linear a representagdo grafica dos resultados
obtidos € possivel obter os valores das constantes cinéticas de associagdo/dissociagdo

(kassocia¢30=2,28x105:i:3,10x104s'1.M" ek d;ssocia¢g0=369ﬂ:63s']). Estas constantes permitem

asseciacdo

calcular a constante de ligagdo, a partir de K = , que € uma expressdo da

dissociagdo
afinidade do antibidtico pelo canal porinico, cujo valor é 617+90 M™.

Comparando com os valores obtidos para outras quinolonas pode-se considerar
que este antibidtico possui uma afinidade para OmpF superior a quinolonas de geragdes
superiores, como a moxifloxacina (K=8M™). O tempo de residéncia (tempo médio que
o antibidtico permanece no canal) para a enrofloxacina ¢ determinado a partir do
nimero de bloqueios do canal (blocking events) que corresponde ao numero de vezes
que uma molécula de ENR se encontra a bloquear o canal porinico por segundo e
também pelo comprimento do bloqueio. O niimero de blocking events é determinado
através do software utilizado para o tratamento de dados. O tempo de residéncia
depende da concentrag@o de antibidtico e para 3,5mM € de aproximadamente 2,3ms o
que ¢ bastante superior aos conhecidos para outros antibioticos, por exemplo,

Moxifloxacina=50us, Ampicilina=120us. Como sdo muito longos para este farmaco, a
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possibilidade de serem devidos a difusdo pelo canal é quase nula e portanto, estes
bloqueios podem ser significativos de uma ligagdo do antibidtico ao interior da porina

em mais que um poro, simultaneamente.

3.5.3. Conclusodes

Os estudos de condutividade eléctrica de OmpF surgem como um complemento
para a compreensdo das vias de permeagdo membranar da quinolonas. Os estudos de
extingdo de fluorescéncia de OmpF por parte da enrofloxacina (fluoroquinolona de 2*
geragio) realizados com proteolipossomas evidenciaram que esta quinolona possui uma
certa afinidade para o canal proteico uma vez que a sua constante de associagdo € mais
elevada do que a que se encontra associada para as restantes quinolonas de 2* geragéo.

Os estudos de condutividade eléctrica constituem, assim, um método mais
directo para a localizagdo do antibiético no interior de cada um dos mondémeros que
formam OmpF.

As flutuagdes da corrente idnica de OmpF provocadas pela presenca de ENR
fazem-se sentir mais intensamente 2 medida que a concentrago de antibidtico dentro do
canal vai aumentando, provocando bloqueios prolongados do canal porinico superiores
aos conhecidos para quinolonas de 4* geragéo.

Este tipo de metodologia permite, ndo sd, verificar as diferentes vias de
permeagdo membranar de OmpF mas também a existéncia de uma ligagdo, efectiva,
entre o interior do canal hidrofilico e a enrofloxacina. Assim, o conhecimento das
propriedades fisico-quimicas e estruturais do antibidtico, assim como a sua associagéo a
este canal proteico tornam-se informagdes pertinentes no desenvolvimento de novos
antibidticos para combate as resisténcias bacterianas conhecidas e prevengdo do

desenvolvimento de novas resisténcias.
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Consideragoes Finais

Capitulo IV: Consideracoes Finais

Com este capitulo pretende-se proceder a uma sintese das conclusdes retiradas
uma vez que a sua discussdo ji foi realizada no capitulo anterior, onde sempre que
possivel, foram estabelecidas comparagdes entre os resultados obtidos e resultados
descritos na literatura ou a partir de outras metodologias.

A permeacdo membranar das quinolonas € referida, geralmente, como um passo
essencial para a sua actividade antibacteriana. No entanto a importincia do estudo a
nivel molecular da permeagdo membranar, como ja foi referido nesta dissertagiio, deve-
se sobretudo ao aumento da resisténcia bacteriana a diversas familias de antibiéticos.
Deste modo, o principal objectivo deste trabalho consistiu na determinagio da
importancia das diferentes vias de entrada da enrofloxacina na célula bacteriana. No
entanto focou-se parte do estudo na importéncia da entrada pela via porinica uma vez
(ue esta se encontra geralmente associada a um aumento da eficdcia antibacteriana.

Para compreender e esclarecer todas as varidveis envolvidas na entrada de um
antibiético numa célula bacteriana € necessdrio a presenga de um sistema mimético que
reproduza a biomembrana relativamente a varidvel que se pretende avaliar. Existem
varios modelos miméticos mas, neste trabalho foram utilizados trés. Inicialmente
realizaram-se estudos com lipossomas, que além de permitirem determinar a
importincia membranar da componente lipidica também permitem quantificar a
permeagdo da enrofloxacina nas membranas, como por exemplo na auséncia de células
bacterianas, permitem saber se o firmaco tem tendéncia para se particionar para um
meio lipidico. Posteriormente, os estudos com proteolipossomas e bicamada lipidica
planar permitiram avaliar a interac¢do da enrofloxacina com componentes proteicas,
mais especificamente com a porina OmpF. Na reconstitui¢do da proteina em lipossomas
foi utilizada uma metodologia de remogido de detergente de fécil execugio, que
resultasse numa inser¢ao da proteina na sua conformagio activa e numa orientagio, de
acordo com o sentido de permeacio, correcta.

No estudo da interacgdo da enrofloxacina com lipossomas a determinagio do
seu coeficiente de partigdo deve ser o primeiro passo, pois nio s6 € essencial para a
compreensdo da extensdo da interac¢do mas também para a do mecanismo de
permeagdo da fluoroquinolona através de membranas. No entanto, o valor do
coeficiente de partigdo ndo permite especular ou determinar a localizagio do antibidtico

dentro da bicamada lipidica, isto €, se a sua permeagdo € na interface lipido/solugio

93



Consideragdes Finais

aquosa ou se a sua permeacdo € mais extensa e este se encontra localizado mais
profundamente na zona hidrocarbonada.

A determinagdo dos coeficientes de particdo da enrofloxacina entre uma fase
aquosa (Hepes) e uma fase lipidica (DMPC e DMPG) revelou valores superiores aos
estabelecidos para a Ciprofloxacina (fluoroquinolona de 2* gerac¢do sua andloga) e
valores semelhantes aos obtidos para fluoroquinolonas de geragdes superiores
(Grepafloxacina ou Moxifloxacina) o que se deverd as alteragdes a nivel estrutural
(maior hidrofobicidade) e propriedades dcido-base. No que diz respeito aos coeficientes
de partigdo entre os lipidos de diferente composi¢io, o coeficiente de particao obtido
para DMPG € cerca de duas vezes superior ao obtido para DMPC o que sugere uma
maior interac¢do do antibidtico com vesiculas carregadas negativamente, isto €, uma
interaccdo electrostdtica entre o farmaco e o lipido. Geralmente as quinolonas interagem
ao nivel da interface bicamada/agua (zona polar dos fosfolipidos) pelo que se supde que
também a enrofloxacina interagird a esse nivel. A extingdo de fluorescéncia da
enrofloxacina na presenga de uma componente lipidica, permite localizar a zona de
interac¢do entre ambos, e os resultados de localizagdo membranar obtidos vém
confirmar a hipétese proposta com base nos coeficientes de parti¢do, isto €, da
existéncia de uma interacgdo electrostatica.

A reconstituicio da porina OmpF em lipossomas pré-preparados por
cromatografia de exclus@o foi seleccionada por ser uma técnica simples e de rapida
execugdo no que diz respeito a remogdo de detergente. A reconstitui¢do por exclusio
permite a facil separagdo do material ndo encapsulado e do detergente presente na
mistura com base no diferente tamanho das estruturas. Uma vez que a natureza do
detergente pode influenciar o tamanho e a composigdo dos proteolipossomas obtidos, a
caracterizagdo por dispersdo de luz permite obter o perfil das estruturas presentes nas
fracgdes recolhidas e avaliar, deste modo, ndo s6 o didmetro das vesiculas de modo a
poder realizar ensaios com uma populagio com cerca de 100nm de didmetro mas
também se existem vestigios de detergente que possam vir a influenciar ensaios futuros.
Estes resultados, aliados aos ensaios de anisotropia de fluorescéncia permitem-nos
verificar se as caracteristicas dos proteolipossomas preparados estdo de acordo com a
influéncia de proteinas membranares nas propriedades fisicas de membranas lipidicas e,
assim, avaliar a inser¢do proteica.

Os estudos de interaccio OmpF/Fluoroquinolona tiveram como objectivo a

avalia¢io da afinidade da enrofloxacina para a porina, a comparacdo desta afinidade

96



Consideragodes Finais

com a da ciprofloxacina e a determinag@o da zona onde o antibidtico actua, ou seja, se a
interac¢do € ao nivel do interior do canal porinico (por difusdo ou ligagdo ao canal) ou
da interface lipido/proteina.

A afinidade da fluoroquinolona para OmpF foi verificada a partir da
determinac@o de constantes de associagdo OmpF/Enrofloxacina. Os resultados obtidos
revelam uma afinidade equivalente a das fluoroquinolonas de 3* geragdo. Como as
geragOes mais recentes possuem um espectro de ac¢ao mais abrangente é possivel
imaginar uma maior facilidade de acesso do farmaco, ao compartimento intracelular da
c€lula bacteriana. A determinagio da afinidade do farmaco para a proteina foi realizada,
apenas, para o sistema OmpF/proteolipossomas. Tal, deve-se ao facto de OmpF ser uma
proteina membranar e a inser¢do desta em lipossomas serd o sistema que melhor
caracteriza e mimetiza o seu ambiente natural.

A extingdo de fluorescéncia de OmpF com diferentes agentes de extingio
permite identificar a zona de interaccdo, isto €, se esta ocorre perto da interface

lipido/protefna (zona do Trp*"*

) ou se por outro lado ocorre no interior do canal
hidrofilico (zona do Trp(’]). A extingdo da porina pelo ido iodeto, na presenga da
enrofloxacina sugere uma acessibilidade total a apenas um dos triptofanos, por parte do
agente extintor. Devido a hidrofilicidade do ido iodeto deduz-se que a extingdo de

fluorescéncia verificada serd a do isto é o Trp*'*

(mais hidrofilico). Deste modo é
possivel concluir que a enrofloxacina estard ligada, mais fortemente a proteina, o que
influenciard a fluorescéncia do Trp mais hidrofébico (Trp®') sugerindo uma maior
afinidade da fluoroquinolona para a porina.

Os estudos de condutividade iénica da porina OmpF fornecem informagdes
sobre a interac¢do da enrofloxacina com o interior do canal hidrofilico, o que permite
verificar qual a via de permeagfio membranar, isto é, se a permeagéo da fluoroquinolona
se faz através da via porinica ou por via hidrofébica. Os resultados obtidos evidenciam a
existéncia de uma ligacdo efectiva entre o interior do canal hidrofilico e a enrofloxacina,
ou seja, uma permeagdo essencialmente por via porinica uma vez que a presenga de
antibidtico provoca bloqueios prolongados do canal porinico.

O esclarecimento da via de permeagdo membranar da Enrofloxacina (utilizada
em medicina veterindria) ¢ importante, ndo s6 pelo esclarecimento do mecanismo de
permeagido € da sua influéncia no desenvolvimento de resisténcia bacteriana mas

também por este farmaco ser frequentemente utilizado como promotor de crescimento

ou mesmo administrado a animais saudaveis como medida preventiva. Assim, o
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esclarecimento da extensdo da sua permeagdo permite especular sobre a sua influéncia a
nivel da saide humana, especialmente no sector alimentar como por exemplo: uma vez
que a enrofloxacina possui uma certa afinidade para componentes lipidicas, como foi
demonstrado pelos coeficientes de parti¢do, se o fairmaco for administrado a um animal
sauddvel, este deixard de ter um alvo de acgio especifico (células bacterianas) podendo
permear através de membranas celulares ou mesmo na gordura animal. Deste modo, o
antibidtico tornar-se-d mais dificil de excretar, uma vez que a sua concentragdo na fase

aquosa diminui por parti¢do para uma fase lipidica.
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