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2
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)

21.
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o definidos como
compostos com anéis aromaticos fundidos e que ndo contém nenhum
heteroatomo ou grupo funcional(MOSS, 1998). No entanto, alguns compostos
com heteroatomos ou grupos funcionais sdo normalmente categorizados como
HPAs devido as similaridades das propriedades fisico-quimicas e dificil
separacao(AREY et al., 2010). O termo adequado para estes compostos seria
compostos policiclicos aromaticos (CPAs) ou derivados de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (dHPAs)(MOSS, 1998).

Os HPAs sao originados da combustido incompleta de compostos de
carbono, da reagdo de compostos organicos ou sdo biossintetizados por alguns
organismos(LAFLAMME; HITES, 1978). O ser humano é exposto a HPAs tanto
através da combustdo incompleta de carbono como através do uso de
hidrocarbonetos de origem féssil.

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer tem identificado o
aumento de risco de cancer através de 60 HPAs e exposicbes a materiais
contendo HPAS(AREY et al., 2010). Ndo obstante ela ndo indica ou aconselha a
existéncia de limites para HPAs. Na maioria dos casos os resultados n&do sao
concluintes sobre o aumento de risco de cancer em humanos e se limita a
identificar a possivel carcinogénese quimica de alguns HPAs.

A carcinogénese ¢é definida como a criagao ou indugéo de cancer(AREY et
al., 2010), sendo a carcinogénesis quimica a indugédo de cancer por compostos
quimicos ou mistura de compostos quimicos. Cancer €& existéncia de
neoplasmas malignos(AREY et al., 2010). Um neoplasma ou tumor é um tecido
organico resultado de um crescimento anormal das células, e sdo malignos
quando destroem os tecidos vizinhos.

A carcinogénese pode ser classificada mecanisticamente ou

operacionalmente. O mecanismo pode ser dividido em trés etapas:
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1. Mutacdo. Caracteriza-se por eventos genotdxicos originados por
compostos quimicos que modifica a informacao genética.

2. Eventos epigénicos. Sado alteracdes no momento da transcri¢cao
genética e ndo na informacéo genética.

3. Proliferacdo. E a sobrevivéncia e/ou multiplicacdo da célula. A
célula modificada evita os apoptoses (morte programada da célula).
As células modificadas competem com as células normais e se
multiplicam resultando em cancer.

O modo em que a carcinogénese opera pode ser dividido em trés etapas:

1. Iniciagdo. O composto muda o acido desoxirribonucleico (ADN)
e/ou muda a transcrigdo genética. O ADN pode ser reparado, entao
€ um processo reversivel.

2. Promocgao. Os compostos carcinogénicos podem ser promovedores
por diversos mecanismos: evitar a reparacdo do ADN, ativar a
modificacdo do ADN sem modificar diretamente, aumentar a
atividade dos modificadores do ADN, aumentar a genotoxicidade,
etc. A promocéao é também um processo reversivel.

3. Progresso. Refere-se ao aumento do numero de células com a
nova impressao genética que, se for invasivo, resulta em cancer.
Este é um processo irreversivel.

Em geral, os HPAs ligam-se covalentemente ao ADN e as proteinas,
resultando em modificagcbes da informagdo genética, ou interferindo na
transcricdo genética, na replicagdo do ADN e na sintese de proteinas. Os HPAs
sdo identificados como genotdxicos e como causadores de eventos epigénicos.
Outra importante propriedade que pode determinar a toxicidade dos HPAs é a
afinidade com os receptores Ah (do inglés aryl hydrocarbon receptor, AhR ou
AHR), e consequentemente, com a diminuicdo das regulagdes nas transcrigbes
genéticas, resultando no aumento dos eventos epigénicos. No entanto, a
identificacdo de HPAs que sdo unicamente causadores do aumento de eventos
epigénicos s6 ganharam muito interesse recentemente(AREY et al., 2010;
BERTAZZI et al., 1984).

Até a formagao dos metabdlitos carcinogénicos, os HPAs tém que passar
pelas seguintes etapas(BOSTROM et al., 2002):

1. Intermediarios eletroliticos que sdo metabolizados pelo citocromo
P450.
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2. Desativacao dos reagentes eletroliticos pela enzima epoxi hidrolase
(EH), que tem a funcdo transformar os epoxidos em trans-
dihidrodiois.

3. Transporte ativo de metabdlitos polares, onde o citocromo aumenta

a difusao do HPA epoxidando-o novamente.

Estas trés etapas sao representadas na Figura 2-1.

OOQO . OOOO e,
HO,,,
O P450 O ‘ EH o

Figura 2-1 Esquema das etapas de formacdao do metabdlito
carcinogénico do DBahA. Adaptado de Shou(SHOU et al., 1996)

21.1.
Citocromos

O grupo de enzimas citocromo P450 (CYP ou P450) é reconhecido pela
oxidacdo de drogas, carcinogénicos e esteroides através da
reacdo(GUENGERICH, 2003):

NADPH + H* + R+ 0, - NADP* + H,0 + RO
onde R e RO sao o substrato e o produto, respectivamente.

Em mamiferos, 0s citocromos P450 estao inserido na
membrana(GUENGERICH, 2003). A maioria dos citocromos encontra-se no
reticulo endoplasmatico e outros na mitocondria. O ser humano possui mais de
cinquenta proteinas do citocromo P450(NELSON, 2003) onde quatorze sao
primariamente envolvidas no metabolismo de esterdis, quatro na oxidagao de
vitaminas lipossoluveis, e nove envolvidos no metabolismo de acidos graxos.
N&o obstante, a atividade da maioria dos P450 é desconhecida.

Algumas expressdes do citocromo P450 sao altamente reguladas, outras
variam consideravelmente entre individuos, e também o efeito da auséncia ou
diminui¢ao da expressao de um citocromo P450 individual varia(GUENGERICH,
2003). Ocasionalmente, algumas atividades podem ser feitas por outros
citocromos P450, e em outras ocasides esta diferenca de expressao resulta em
algumas doencas relacionadas a hormonas. Esta natureza difusa da seletividade
do citocromo P450 resulta em pouca atencédo de pesquisas farmacolégicas no
metabolismo dos farmacos, mas nos ultimos 20 anos vém-se publicando muita

informacao no tema, especialmente em pesquisas que caracterizam o citocromo


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1222215/CA

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1222215/CC


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1222215/CC

21
Introducao

P450 no figado humano. E agora alguns dos desvios na farmacocinética das
pesquisas associadas ao citocromo P450 podem ser correlacionados
facilmente(NAKAMURA et al., 1985).

As pesquisas sobre a influéncia do citocromo P450 no cancer sao
influenciados pelos citocromos P450 ativar carcinogénicos, e consequentemente,
pela possibilidade de explorar a regulagao citocromos P450 para a prevencao do
cancer. Demostrou-se que o controle na expressao do citocromo P450 pode
modificar a susceptibilidade de cancer em animais(BUTERS et al., 1999; LIN et
al.,, 2012). Mas ainda é muito dificil relacionar o controle das expressdes do
citocromo P450 e o risco de cancer. Como resultado das pesquisas indicaram-se
varios citocromos P450 como presentes na ativagdo carcinogénica, CYP1A1,
CYP1A2, CYP2E1 e CYP3A4, no entanto existem outros citocromos P450 que
também séo indicados com menor possibilidade.

Os principais citocromos relacionados com os HPAs sdo o P451A1,
P451A2 e P451A3. Deve ser notado que ndo somente estes citocromos atuam
em conjunto com os HPAs. Os HPAs podem ser metabolizados por varios

mecanismos como é mostrado na Figura 2-2.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1222215/CA

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1222215/CC


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1222215/CC

Introducao

Regiao
da baia

\ OO i MFO, :

| _____ Benzofajpireno
OH

O

Fenois

Quinona —_—

:

Conjugados de Glutinona
(excrecdes fecais/urinarias)

Conjugados de Glutinona
(excre cOes fecais/urinarias)

Glucurionideos e ester sulfatos
(excregdes fecais/urinarias)

D

)
I

o
5
=3
5]
o
S}
@
(e}
I

T
Q
:&4—

o
I
(e}
I
o
I

I
o
O
|I

X
o
¢ e
I
o
I

I

o
O
I

I

Fenol-diois ©

22

Conjugados de Glutinona
(excregdes fecais/urinarias)

EH

Abductos
Proteicos

Conjugados de Glutinona
(excrecdes fecais/urinarias)

Reparagao
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ADN mutante

Celula maligna formada |
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)
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Figura 2-2 Esquema apresentando as possiveis etapas de metabolizagdo do BAP. Nos quadros pontilhadod e setas

em negrito, encontram-se as etapas de formacao do metabdlito carcinogénico do BAP. Adaptado de Guillén e
Sopelana(GUILLEN; SOPELANA, 2003).
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21.2.
Propriedades comuns dos HPAs carcinogénicos

Dada a grande variedade de HPAs que podem ser encontrados em uma
simples amostra é conveniente identificar facilmente se um HPA pode apresentar
ou n&o potencial carcinogénico, tanto como mutagénico como promotor. Uma
das caracteristicas facilmente identificaveis é a existéncia de propriedades
estruturais que indicam uma provavel atividade carcinogénica. Pela natureza
planar dos HPAs, esta identificacdo é mais simples do que com farmacos com
estruturas tridimensionais mais complexas.

Demonstrou-se que para os HPAs terem atividade carcinogénica eles
precisam normalmente apresentar algumas propriedades estruturais. Duas
propriedades, independentes entre si, sdo altamente reconhecidas para
identificar possivel atividade mutagénica.

Uma estrutura carateristica que indica potencial carcinogénico em HPAs é
a regiao da baia, mas os HPAs precisam ter no minimo quatro anéis aromaticos.
A estrutura mais simples com a regido da baia que possui atividade mutagénica
é o criseno, que tem quatro anéis aromaticos benzénicos. Outra carateristica
estrutural que pode indicar atividade carcinogénica é a regiao de Fjord. O HPA
mais simples que apresenta a regido de Fjord e o potencial carcinogénico é o
benzo/cjffenantreno, também com quatro anéis aromaticos benzénicos. As
regides da baia e de Fjord sao representadas no Quadro 1.

Para apresentar atividade como promotor foi identificada a capacidade de
poder entrar em um retangulo de 6,8 x 13,7 A% na superficie do receptor Ah. Os
HPAs que possuem esta carateristica apresentam alta atividade como promotor,
e pode ser relacionada a presenga da regido da baia com um aumento na

atividade dos HPAs como promotores.

A

Naftaleno Antraceno Fenantreno

Pireno Benzol[e]pireno Coreno
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B
. Regiao
Regiéo )
da Bal’{\ de FJO
Criseno Benzolc]fenantreno
Dibenzo[a,h]antraceno Dibenzo[a,l]pireno

Quadro 1 A- HPAs sem atividade carcinogénica. B- HPAs
carcinogénicos, ressaltando a regiao da baia e a regiao de Fjord. Adaptado
de Bostrém(BOSTROM et al., 2002).

A primeira pesquisa que relacionou os HPAs indiretamente com o aumento
de incidéncia de cancer foi feita em 1775 onde o britanico Pott (apud(BOSTROM
et al.,, 2002)) observou maior taxa de aparicdo de cancer de escroto em
limpadores de chaminés, que possuem altas exposicoes a HPAs pelo contato
com cinza. Um século depois von Volkman (1875) observou maior incidéncia de
cancer de pele em trabalhadores da industria de carvao (apud(BOSTROM et al.,
2002)). A primeira pesquisa que relacionou diretamente os HPAs e cancer foi
feita por Phillips em 1915 (apud(BOSTROM et al., 2002)). Phillips relacionou a
formacgao de tumores em coelhos com contato cutdaneo aos materiais contendo
misturas de HPAs. Em 1920 provou-se que o Dibenzo[a,h]antraceno (DBahA) é
carcinogénico utilizando testes feitos em ratos expostos a contato cutdneo com
DBahA sintetizado (apud(BOSTROM et al., 2002)). Em 1930 provou-se que o
Benzo[a]pireno (BaP) é carcinogénico através de testes feitos em roedores
expostos a contato cutaneo de BaP isolado de resina(apud(BOSTROM et al.,
2002)). Em conjunto com pesquisas posteriores varios HPAs foram considerados
carcindgenos (BERTAZZI et al., 1984).

Com todas as incertezas existentes atualmente estdo identificados uma
série de HPAs carcinogénicos em humanos, chegando a regulacdo de HPAs

individualmente por véarias agéncias, como mostra no Quadro 2(KIM et al., 2013).
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Agéncia

HPAs

Classificacao carcinogénica

Agéncia de substancias toxicas e
doencas registradas, Brasil.

Benzola]antraceno

Benzo[b]fluoranteno

Benzola]pireno

Dibenzola,h]antraceno

Indeno[1,2,3-c,d]pireno

Carcinogéneses conhecida em animais

Benzola]antraceno Provavel carcinogénico em humanos
Benzola]pireno
Agéncia internacional para | Benzola]fluoranteno Possivel carcinogénico em animais
pesquisa em cancer (IARC) Benzo[k]fluoranteno

Idenol[1,2,3-c,d]pireno

Antraceno

Benzolg,j,ilperileno

Benzole]pireno

Criseno

Fluoranteno

Fluoreno

Fenantreno

Pireno

Nao classificaAvel como carcinogénico em

humanos

Agéncia de protecao ambiental
estadunidense (US-EPA)

Benzolalantraceno

Benzola]pireno

Benzol[b]fluoranteno

Benzo[k]fluoranteno

Criseno

Dibenzo[a,h]antraceno

Indeno[1,2,3-c,d]pireno

Provavel carcinogénico em humanos

Acenaftileno

Antraceno

Benzolg,h,ilperileno

Fluoranteno

Nao classificavel como carcinogénico em

humanos

Quadro 2 HPAs considerados como possiveis carcinogénicos

segundo agéncias. Adaptado de Kim(KIM et al., 2013).

2.1.3.
HPAs no Pulmao

As exposicoes dos HPAs no pulmao ocorrem tanto em estado gasoso

como pelo material particulado. Assim, os HPAs de menor massa molecular

estdo mais presentes no estado gasoso, diferentemente dos HPAs de massa

molecular maior que 210 g mol-1 que estdo mais presentes no material

particulado. Esta dualidade na exposi¢do dos HPAs provoca erro nas estimativas

de HPAs atmosférico. O quadro 3 mostra a porcentagem do total de HPA
encontrado na fase de material particulado(KIM et al., 2013; POSSANZINI et al.,

2004).
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HPA Percentagem total Massa molecular (g mol-1)
encontrado no
material particulado

Naftaleno 2% 128
Fluoreno 5% 166
Acenafteno 4% 154
Acenaftileno 11% 152
Fenantreno 9% 178
Antraceno 8% 178
Fluoroanteno 16 % 202
Pireno 55 % 202
Benzola]antraceno 78 % 228
Criseno 89 % 228
Benzo|b]fluoranteno 85 % 252
Benzola]pireno 100 % 252
Benzo|e]pireno 83 % 252
Perileno 100 % 252
Benzo(ghi)perileno 100 % 276
Indeno[1,2,3- 100 % 276
cd]pireno

Antantreno 100 % 276
Coreno 100 % 300

Quadro 3 Particio de alguns HPAs entre o material particulado e a
fase gasosa. Adaptado de Kim(KIM et al., 2013) e Possanzini(POSSANZINI et
al., 2004).

De acordo com o Quadro 3 pode-se perceber que todos os HPAs maiores
que o Benzo(a)pireno séo distribuidos completamente na fase do material
particulado, ndo se encontrado na fase gasosa. Pode-se inferir entdo o
Dibenzo(a,h)antraceno encontra-se no material particulado, e ndo na fase
gasosa. A capacidade de metabolizagdo é menor no tecido pulmonar do que no
figado(BUTERS et al.,, 1999). Consequentemente, a retencdo de HPAs em
orgaos diferentes do figado aumenta com doses efetivas dos HPAs e pela
substancial diminuicdo da metabolizagcdo dos HPAs(ALEXANDROV; ROJAS;
SATARUG, 2010). Quando os HPAs sao inalados através do material
particulado, a retencdo dos HPAs aumenta no pulméo, especialmente os HPAs
carcinogénicos(SUN et al., 1984).

2.1.4.
HPAs na membrana celular e no surfactante pulmonar

Essencialmente por sua propriedade lipofilica os HPAs se distribuem

preferencialmente no surfactante pulmonar e na membrana celular. No entanto,
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os metabdlitos possuem menor lipofilicidade, mostrando que os HPAs possuem
menor atividade quimica em relag&o a seus metabdlitos(REN et al., 2010).

A lipofilicidade é o fator principal que determina a adsor¢cao de compostos
organicos através do epitélio traqueobrdnquico e na membrana celular.
(BOSTROM et al., 2002). Quanto maior a lipofilicidade, menor a velocidade de
passar através do epitélio traqueobrénquico.

As altas doses de HPAs localizadas no epitélio traqueobrénquico causam o
principal questionamento na utilizacdo das pesquisas em animais para estimar o
aumento de risco de cancer ocasionado pela inalagdo dos HPAs(BOSTROM et
al., 2002), mas também existe o questionamento sobre o uso de dados
epidemiolégicos de trabalhadores de fabricas de alumino, porque a mistura de
HPAs nao necessariamente representa o perfil de outras fontes de emisséo e
existe a presencga de outros compostos carcinogénicos(BOSTROM et al., 2002).

E possivel que, em exposicdes de baixos niveis de HPAs, a contribuicdo
do epitélio traqueobrdénquico na metabolizagcdo domina sobre os metabdlitos
produzidos no figado, que posteriormente transportar-se-iam ao pulmao por
circulacdo sistematica. No entanto, em exposi¢des de altas concentragdes de
HPAs dominaria a metabolizacdo no figado(GUENGERICH, 2003).

Se sdo conhecidas as distribuicbes dos HPAs e seus metabdlitos entre as
membranas celulares e o pulméo, a concentragado no plasma, e a capacidade de
metabolizacdo em distintos 6rgaos, seria possivel estimar o nivel de
concentracdo de HPAs que uma pessoa esta continuamente exposta. Isto
melhoraria a estimativa do risco de cancer associado exclusivamente aos HPAs.
Se a estrutura e a massa molecular influenciam significativamente na difusédo
dos HPAs, para cada HPA individual provavelmente existiriam diferencas no
comportamento e no risco de cancer em altas e baixas concentragdes. Também
é util conhecer como se comporta a difusdo dos HPAs e metabdlitos em relacao
a sua concentragdo para melhorar as metodologias de estimativa de risco de
cancer no pulmao utilizando pesquisas feitas em animais.

2.2.
Modelos de membrana celular e de Surfactante Pulmonar

2.21.
Interfaces

Interface € o contorno entre duas fases que estdo em contato. Estas fases

podem ser solidas, liquidas ou gasosas. A existéncia de fases distintas em lugar
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de uma fase homogénea é resultado das interagbes menos favoraveis entre os
componentes das distintas fases(PASHLEY; KARAMAN, 2005). Assim, a energia
que resulta das interagdes entre fases (energia interfacial) e area interfacial
tendem a ser minima. Se a energia interfacial for favoravel, a area interfacial
aumentaria e tenderia ao infinito, ocorrendo a mistura completa das fases, que
acontece quando os compostos das distintas fases sdo completamente
misciveis.

Quando a area superficial for a menor area possivel, significa que existe
uma energia associada ao aumento da area, que € resultado da coeséo das
moléculas na mesma fase. De uma maneira geral, as moléculas na superficie
possuem maior energia do que as moléculas no interior da fase liquida. No caso
de fluidos, as interagbes de coesao resultam em uma forga que mantém a area
interfacial minima.

A tensao superficial pode ser definida com temperatura (T), pressao (P) e

numero de moléculas (n) constantes através de:

r=o =G
aA T,Pn

onde G é a energia livre de Gibbs e A é a area interfacial. Assim, para aumentar
a area deve ser adicionada energia com T, P e n constantes. A mudanga na
energia livre pode ser resultado de uma mudanga na entropia

dq = TdS = TSP dA

(66) _ s
aT/p

<605up>
= —Ssup
aT P

como resultado a entalpia de superficie € indistinguivel com a energia de

podemos chegar a

superficie a temperatura e pressao constante
ES=H=G+TS®
sendo esta energia mais facil de modelar.
No entanto, é possivel relacionar a energia livre de superficie GP com a
pressao e volume, que é mais pratico de medir ou modelar do que a entalpia € a
entropia superficiais. Assim, a energia livre de superficie esta relacionada com a

pressao, o volume e a area de superficie por

dy av
39,0, -
GP AT OA P,T
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onde A denota a area e dVS é a mudanga do volume molar entre as moléculas
na fase e as moléculas na interface. Estas propriedades sdo mais adequadas de
medir em métodos computacionais, ndo obstante deve-se ter cuidado nos erros
ocasionados pela existéncia de mais de um componente (devido a diferenca de
compressibilidade isotérmica) ou no método utilizado para manter a presséo e a
temperatura constantes.

Se a pressao é expressa como

2
P = W(Ecin —E)

onde E_;, € a energia cinética dos compostos e

. 1
== —EZ Tij®Fij

i<j
€ o tensor do virial, que é resultado das forgas F;; das interagbes da particula j
sobre a particula i@. Assim, a pressao também pode ser descrita a través do

tensor:

Supondo que a interface seja perpendicular ao eixo z, a tenséo superficial

¥, €m uma célula unitaria de comprimento [, é

Ys = | P2z — (@)

No caso da interface agualar, o valor observado da tensao superficial € de
72,8 mN m™. Quando aumenta-se as interagdes ndo polares, a tensdo superficial
diminui (as interagbes sdo mais favoraveis). Na interface agua/octano, esta
energia interfacial reduz-se a 50 mN m™. Caso as interagdes entre as fases
aumentem, a energia interfacial é reduzida. Por exemplo, aumentando a
polaridade e possibilitando liga¢gdes de hidrogénio entre a agua e o 1-octanol, a
energia interfacial cai para 8,5 mN m'1.(MYERS, 2005)

E evidente que um método simples para diminuir a tensdo superficial entre
fases é adicionar compostos com caracteristicas similares as duas fases. E
importante ressaltar que uma diminuicdo na tensdo superficial significa uma
diminuicdo na energia necessaria para aumentar a area entre as fases. O uso de
tensioativos equivale criar uma terceira fase, o que ndo necessariamente facilita

o transporte de compostos entre as fases.
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2.2.2.
Tensioativos

Os tensioativos sdo compostos que possuem atividade na superficie ou na
interface, ou seja, modificam a tensdo superficial ou a energia de interface
existente na area entre as duas fases (ADAMSON; GAST, 1997). Esta atividade
sobre a energia de superficie resulta em varios fenbmenos, como a formagao de
filmes, micelas, membranas, mudang¢a na difusdao de substancias entre fases,
etc.

Estas propriedades s&o resultado da existéncia de forgas de coeséo e
repulsdo dos tensioativos e dos componentes das distintas fases. Assim, os
tensioativos sdo chamados de anfifilicos, isto €, possuem forcas de coesao entre
os compostos das distintas fases, normalmente uma parte hidrofilica e uma parte
hidrofébica. No entanto, existem tensioativos que possuem forgas de repulsado
entre as duas fases, como é o caso dos perfluorocarbonetos, sendo TEFLON® o
mais conhecido, que € muito utilizado como antiaderente. Em resumo, o que
determina muitas das propriedades de um tensioativo € a combinacio das partes
polar e apolar. Estas duas caracteristicas em conjunto determinam a maioria das
propriedades como a solubilidade, a capacidade de reducdo da tensédo
superficial, detergéncia, molhabilidade, espumacao, emulsificacdo, dispersao,
etc. Estas caracteristicas dirigem a aplicagao ou funcgéo final de cada tensioativo.

Tipicamente, o interesse em surfactantes esta relacionado a alguma fase
aquosa. Consequentemente, € comum dividir a estrutura dos tensioativos em
uma parte hidrofilica e uma parte hidrofébica. Através do tamanho e forma
comum destas partes, os surfactantes podem ser caracterizados. A parte
hidrofilica € chamada cabeca polar e a parte hidrofébica € chamada cauda
hidrofébica. A chamada cabeca usualmente € menor em tamanho relativo a
cauda. Normalmente, é altamente polar ou ibnica e algumas vezes permite a
formacgéo de ligagcdes de hidrogénio. Ja a chamada cauda normalmente é um
grupo de tamanho maior em relagdo a cabeca, e usualmente € uma cadeia
hidrocarbdnica, uma cadeia fluorocarbdnica ou uma cadeia polimérica.

As propriedades da parte hidrofébica (ou lipofilica) dos tensioativos muda
pouco. Portanto, € comum classificar os tensioativos segundo seu componente
hidrofilico. Pode-se entao classifica-los em:

e Tensioativos anibnicos: onde a parte hidrofilica possui carga

negativa ou anion.
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o Tensioativos catidnicos: onde a parte hidrofilica possui carga
positiva ou cation.

e Tensioativos zwitteribnicos: sdo tensioativos neutros que possuem
um cation e um anion em sua estrutura.

e Tensioativos n&o idnicos: sdo tensioativos que nao possuem
grupos com cargas.

e Tensioativos anfotéricos: sao substancias com dupla polaridade,
podem formar cations e anions, dependendo do pH do meio onde
se encontram em dissociacdo. Em meio alcalino os anféteros
formam tensioativos anibnicos enquanto em meio acido sao
tensioativos catidnicos.

Os tensioativos podem pertencer a varias categorias, normalmente os
tensioativos com partes inorganicas sao anidnicos ou catibnicos, mas nao
anféteros. Tensioativos ibnicos (anibnicos ou catibnicos) anféteros contém
grupos que influem o pH, como os grupos amoénio (catibnico) ou sulfato
(anibnico). Os zwitteribnicos anfoteros normalmente apresentam dois grupos
com anfoterismo, um aniénico e um catiénico. Alguns tensioativos podem ser
somente nao idnicos, como é caso de alguns fluorotensioativos.

Os usos comuns dos tensioativos sdo como detergente, emulsificante,
espumacao, dispersante, umectacido, aditivos em tintas e pinturas, adesivos,
antiaderentes, cobrimento de pontos quanticos, transporte de farmacos,
producdo de nanoparticulas, e peliculas protetoras.

Como foi mencionado anteriormente os tensioativos agem diminuindo a
energia interfacial, minimizando a repulsdo e/ou maximizando as interagdes
favoraveis. Na maioria das vezes, a adsorgao do tensioativo na interface atinge o
ponto de saturagdo da interface. No entanto, os compostos sempre procuram
estar em um estado de menor energia. Entdo, para diminuir esta energia, os
tensioativos utilizam outros mecanismos que conduzem a formagao de outra
estrutura(PASHLEY; KARAMAN, 2005). Tipicamente, os compostos cristalizam
ou precipitam apods exceder sua solubilidade, no entanto os surfactantes

apresentam mesofases termodinamicamente estaveis mostradas na llustragéo 1.
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interfaces S/L Interface L/L

llustracdo 1 Possiveis mesofases formadas por surfactantes.
Adaptado de Myers(MYERS, 2005).

Normalmente, o tipo de estrutura depende da proporcdo entre o
surfactante e os componentes da fase, temperatura e pressao. Os tensioativos
podem se aderir as interfaces liquido-gas, liquido-liquido, liquido-sdélido, formar
micelas, bicamadas, vesiculas, cristais e cristais liquidos, dependendo das fases
que estdo presentes e da geometria e propriedades estruturais. O potencial
tecnoldgico destas estruturas mantém o interesse da academia durante anos. No
entanto, pelo fato do estado liquido ser o mais aleatério entre as fases
condensadas, ¢ dificil detectar estas estruturas.

Foi encontrado que existem dois fatores fundamentais que controlam qual
estrutura pode se formar a partir de tensioativos: a temperatura e suas
propriedades estruturais(ISRAELACHVILI; MITCHELL; NINHAM, 1976). Nesta
area de pesquisa, é fundamental determinar as propriedades estruturais que sao
necessarias para a formagao de uma estrutura. Israelachvili(ISRAELACHVILI;
MITCHELL; NINHAM, 1976) mostrou que fatores de geometria controlam o
empacotamento dos tensioativos e dos lipidios em distintas estruturas. Estes

fatores de geometria sdo dados principalmente pelo pardmetro critico de

empacotamento (PCE) dado por ﬁ onde v é o volume da por¢ao hidrofdbica
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da molécula, a, € a area da porcao hidrofilica do tensioativo e [, é o

comprimento critico da parte hidrofébica. Os agregados esperados em relagao

ao parametro de empacotamento critico sao:

Lipidio

Parametro critico de

empacotamento
v

aolc

Forma critica de

empacotamento

Estrutura formada

Lipidios de uma cauda
com cabeca polar com
grande area

<1/3

Micela Esférica

Lipidios de uma cauda
com cabeca polar com

pouca area.

1/3-1/2

Cone
truncado

Lipidios de duas
caudas com cabeca

polar com grande area.

1/2-1

Cone
truncado

Bicamada flexivel,
Vesicula

Lipidios de duas
caudas com cabeca

polar de area pequena.

~1

Cilindro

Bicamada Plana

Lipidios de duas
caudas com cabeca

polar menor.

>1

Cone Truncado Invertido

Quadro 4

Estruturas

formadas

segundo forma

critica de

empacotamento e valores do parametro critico de empacotamento.
Adaptado de Pashley e Karaman (PASHLEY; KARAMAN, 2005).

Em relagdo ao pardmetro de empacotamento critico,

algumas

generalizagdes tém sido feitas para prever intuitivamente a estrutura que sera

formada pelo tensioativo:
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¢ Moléculas com cabecga relativamente pequena e grandes valores

— formam normalmente bicamadas, grandes vesiculas ou
o‘c

micelas inversas.

e Moléculas que contém cadeias de hidrocarbonetos insaturadas,
especialmente com estrutura cis, terdo pequenos valores de I,
tendendo formar grandes vesiculas e estruturas invertidas.

¢ Moléculas com multiplas cadeias permitem uma grande variedade
de movimento, reduzindo o valor efetivo de 1. e resultando em uma
facil mudanga de fase na estrutura do agregado. Esta
generalizacao é importante nas membranas bioldgicas.

Em sistemas biolégicos, as estruturas de maior importadncia sdo as
vesiculas e as bicamadas. Estas estruturas sao parte fundamental dos sistemas
vivos, incluindo os mais simples.

2.2.3.
Membranas

A membrana biolégica ou membrana plasmatica € a estrutura que separa a
o interior da célula do exterior. Todas as membranas biolégicas mantém um
certo padrdo, uma bicamada continua anfifilica, majoritariamente composta de
fosfolipidios(LODISH, 2004). A membrana tipica € de aproximadamente 5 nm de
espessura(KOOLMAN; ROHM, 2005), onde uma série de proteinas
transmembranas estio inseridas. Além disso, muitas membranas tém no exterior
da bicamada carboidratos ligados aos lipidios ou proteinas. A proporcao e
diversidade dos componentes anteriores determinam as propriedades da
membrana. Em geral, as membranas s&o muito heterogéneas, contendo em uma
mesma membrana, setores com componentes muito diferentes. Além disso, as
membranas ndo sdo simétricas em suas camadas, podendo ter camadas
externas e internas com propriedades muito diferentes entre elas, e tendo uma
composi¢ao muito diferente(SCHICK; KURICA; CHACKO, 1976).
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llustragdo 2 Componentes da membrana biolégica. Adaptado de
Koolman e R6hm(KOOLMAN; ROHM, 2005).

Tanto os lipidios como as proteinas e os outros componentes podem se
difundir através do plano da membrana celular(SINGER; NICOLSON, 1972).
Esta difusédo ocorre facilmente, no entanto a difusdo entre uma camada e outra é
um processo menos favorecido, pois é especialmente dificil para os fosfolipidios
e praticamente impossivel para as proteinas ocorrer sem utilizar outros
mecanismos, diferentes do que uma simples translagcdo de camada. Nos lipidios,
a translacao entre camadas é assistida por proteinas chamadas flipases.

Os lipidios mais importantes encontrados na membrana celular biolégica
sdo fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol e
fosfatidilserina(KOOLMAN; ROHM, 2005).

Em principio a fluidez da membrana depende dos lipidios. Em geral, ela
tem alto conteudo de lipidios insaturados, dificultando o estado semicristalino e
fazendo com que a membrana seja mais fluida. Assim, quanto maior a proporgéo
de lipidios insaturados menor sera a temperatura de transicdo de fase
semicristalina. Um lipidio ndo tensioativos que também aumenta a fluidez da
membrana é o colesterol. Em temperaturas baixas, o colesterol aumenta a
fluidez da fase semicristalina, mas também estabiliza a fase fluida da
membrana(HOFSASS; LINDAHL; EDHOLM, 2003).

As membranas animais mais importantes sdo a membrana plasmatica,
membrana nuclear interna e externa, o reticulo endoplasmatico, o aparelho de

Golgi e as membranas mitocondriais. Todas estas membranas apresentam
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polaridade, fazendo com que as camadas internas e externas apresentem
diferentes potenciais elétricos(LODISH, 2004).

2.2.4.
Permeabilidade

Normalmente s6 compostos pouco polares e de pequeno tamanho cruzam
a membrana celular por livre difusdo. Portanto, moléculas pequenas como
gases, agua, amonio e glicerol, por exemplo, podem cruzar a membrana por livre
difusdo. As maiores moléculas de acucares ndao cruzam a membrana no
processo de difusdo simples(SEYDEL; WIESE, 2002). Outro fator importante que
determina a permeabilidade da membrana celular em relacido a um composto é a
polaridade. Moléculas pouco polares entram na membrana celular, mas as
membranas sdo impermeaveis a compostos muito polares e compostos idnicos.
Nao obstante, existem outros mecanismos pelos quais estas moléculas podem
cruzar a membrana celular. Este tipo de difusdo normalmente é assistida por
canais ou transportadores(LODISH, 2004).

O cruzamento dos compostos pelas fases é determinado por algum
gradiente de concentragdo. A direcao do transporte € em direcdo a fase com
menor concentracdo. No entanto, a membrana deve ser considerada como uma
terceira fase e o coeficiente de particao entre a membrana e ambos extremos da
membrana devem ser considerados.

2.2.5.
Surfactante Pulmonar

O surfactante pulmonar € uma mistura de lipidios e proteinas que formam
a filme na interface de transferéncia entre o alvéolo pulmonar € o ar. A fungao
principal do surfactante pulmonar é facilitar a respiracao(NAG et al., 2005), mas
também aumentar a complacéncia do pulmao, para facilitar o restabelecimento
das vias respiratérias colapsadas, e para prevenir o colapso do pulmao
(atelectasia).

O surfactante pulmonar consiste principalmente de fosfatidilcolina, com
dipalmitoilfosfatidilcolina como o maior componente. Também contém
fosfatidilglicerol anidnico, colesterol e outros lipidios. A diferenca da membrana
celular tipica para o surfactante pulmonar € que a primeira contém lipidios
saturados e lipidios insaturados quase na mesma medida. Isto proporciona uma
maior capacidade de modificar sua estrutura. Existem principalmente quatro

proteinas interagindo com o surfactante pulmonar: duas hidrofobicas, SP-B e
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SP-C, associadas principalmente as propriedades tensioativas, e outras duas

associadas ao surfactante A (SP-A) e ao surfactante D (SP-D).

Liquido condensado

Liquido ordenado

e sz ss bt tptp s s

Liquido expandido

Taes FARRREN
_ggiéiiﬁﬁiﬁi’iﬁﬂmf}'ﬂ,g,: v

Liquido desordenado  Liquido ordenado

llustragao 3 Estruturas formadas pelo surfactante pulmonar e pelas
proteinas asociadas. Adaptado de Pérez-Gil(PEREZ-GIL, 2008).

A forma principal do surfactante pulmonar facilitar a respiracdo é diminuir a
tensdo superficial da fase aquosa do alvéolo. Os alvéolos sao estruturas
globulares presentes na superficie interna do pulmao. Os milhdes de alvéolos de
raios da ordem de 100 ym produz uma area de intercambio perto de 70 m2. Sem
o surfactante pulmonar a tenséo interfacial agua/ar é da ordem de 70 mN m™,
que faz com que nao ocorra o cobrimento da area total do alvéolo durante o
processo de respiragao.

O surfactante pulmonar reduz o valor da tensao superficial a valores perto
de 0 mN m™. No entanto, estes valores s&o obtidos por compressao e expansio,
e é pouco provavel que chegue em algum momento ao equilibrio termodinédmico
no processo de respiragdo. Isto é, sdo mais influenciados pela dinamica do
surfactante, pois estes valores baixos de tenséo superficial sdo obtidos pelo
colapso da monocamada e a coexisténcia de agregados na subfase. A proteina
associada ao surfactante A (SP-A) e a proteina associada ao surfactante D (SP-
D) tém um papel muito importante no funcionamento do pulmé&o.

A teoria mais aceita sobre a dindmica do surfactante pulmonar durante a
respiracdo propde que, durante a compressdo na expiragdo, os lipidios sdo

transladados da monocamada para os reservatorios de fosfolipidios. Durante a
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expansao na inspiracao, os fosfolipidios s&o reincorporados no surfactante
pulmonar. No entanto, existem outros possiveis mecanismos pelos quais o
surfactante pulmonar pode chegar a baixos niveis de tensdo superficial.
Pesquisas recentes indicam que a redistribuicdo de lipidios ndo necessariamente
resulta em uma diminuicao da tensao superficial. Outras pesquisas mostram que
tampouco é necessaria a utilizagdo de proteinas para chegar a tensdes
superficiais baixas e as proteinas funcionam mais para intercambio de lipidios
entre os reservatorios e a monocamada(NAG et al., 2005).
No ser humano adulto o surfactante pulmonar € composto de acordo com
a seguinte a percentagem em massa:
e (~80%) Fosfolipidios (FL):
o 40-60% de fosfatidilcolina (PC), onde a estrutura
mais abundante é a dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
o ~20% de fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilinositol (PI) e
fosfatidiletanolamina (PE).
e (5-10 %) outros lipidios (principalmente colesterol)
e (5-10%) proteinas tais como SP-A, SP-B, SP-C e SP-D.

2.2.51.
Surfactante pulmonar artificial

A obtengdo de surfactante pulmonar artificial € de grande interesse no
tratamento de doengas ligadas ao pulm&o. No entanto, 0 mecanismo exato pelo
qual o surfactante pulmonar chega a niveis baixos de tenséo superficial € ainda
desconhecido. Em consequéncia, ndo se tem desenvolvido um surfactante
pulmonar que possa substituir o natural(ZHANG et al., 2011).

No mercado existem duas fontes de surfactante pulmonar artificial: o
surfactante pulmonar natural de origem animal e o surfactante pulmonar total ou
majoritariamente artificial. Os surfactantes diferem em composicédo e/ou
presenca de proteinas e lipidios. Normalmente, a composi¢ao determina o uso
do surfactante, mas o maior uso do surfactante pulmonar artificial € no
tratamento de deficiéncia respiratéria em neonatos(WILLSON; NOTTER, 2011).
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Alguns exemplos de surfactante pulmonar comercialmente disponiveis, e

sua respectiva composig¢ao, sao:

Surfactante Proteinas totais Fosfolipidios SP-B SP-C

Natural totais

Survanta 1mg/mL 25 mg/mL, DPPC | 0,01 mg/mL 0,99 mg/mL
50%,PG

Infasurf 0,65 mg/mL 35 mg/mlL, DPPC | 0,26 mg/mL 0,39 mg/mL
53%

Curosurf 1 mg/mL 80 mg/mL, DPPC | 0,3 mg/mL 0,7 mg/mL
35%

Surfactante

sintético

Surfaxin KL4 (SP-B | DPPC 75% SP-B sintética, analogo K1.4 (0,8mg)

sintética)

Quadro 5 Composicao de surfactante natural e sintético adaptado de
Bisssinger e Carlson(BISSINGER; CARLSON, 2006)

2.2.6.
Simulagao de Modelos de Membrana Celular e de Surfactante
Pulmonar.

Os modelos contém uma certa variedade de lipidios e proteinas. Esta
grande complexidade da membrana bioldgica dificulta o entendimento de sua
dindmica, estrutura e termodindmica através de modelos atomisticos. No
entanto, simulacbes moleculares tém revelado a dindmica, estrutura e
mecanismos de interacdo fisica de modelos simplificados de modelos de
membrana celular(BENNETT; TIELEMAN, 2013). Uma das vantagens do uso de
simulacdes moleculares de membranas é a obtencao da informacao da posi¢ao
e da velocidade de todas as particulas que constituem a membrana durante o
tempo total do fenbmeno analisado, mas com limitacdes na escala de tempo.

As simulagdes moleculares de modelos de membrana celular sao
tipicamente simulagdes de dindmica molecular classica, em geral de bicamadas
de fosfolipidios com ou sem esteréis. Fenbmenos como a mobilidade lateral,
automontagem do modelo de membrana e transi¢goes de fase sdo amplamente
investigadas. Como resultado destas pesquisas, os componentes comuns da
membrana celular sdo bem parametrizados e suas limitagbes sdo bem
conhecidas, existindo modelos de membrana celular confiaveis.

Usualmente a dinamica molecular de modelos de membranas enfoca-se
na investigacdo de sua estrutura e nas interagdes com diversas moléculas e
macromoléculas. Comparagbes diretas com dados experimentais mostram a

efetividade e precisdo dos modelos de membrana celular(FALLER et al., 2009).
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Normalmente o perfil da pressao lateral de uma membrana € definido por
v = dm@) = | dslPrx) - Py
onde o perfil da presséo lateral através da bicamada é m(z) = Pr(z)-Py(z), z € a
direcdo normal da bicamada, Py(z) € a componente normal do tensor virial da
pressdo E, e Pr(z) € o componente tangencial do tensor de pressédo Z. Em
dinAmica molécular, o tensor da pressao € calculado, ndo obstante deve-se ter
cuidado na escolha de qual barostato é usado.

2.2.6.1.
Difusao de compostos e modelos de membrana celular

A permeabilidade de uma molécula através da membrana celular depende
principalmente da solubilidade da molécula na fase aquosa e da difusdo dentro
da membrana. Estes valores podem variar de 10 a 10®° cm s (SEYDEL; WIESE,
2002). Em especial, moléculas de massa molecular entre 50 a 300 Daltons (D)
dependem da hidrofobicidade e de pardmetros de difusdo simples(SEYDEL;
WIESE, 2002).

O principal problema das investigacbes de permeabilidade de moléculas
através de membrana celular com metodologias usando dindmica molecular é a
escala de tempo e o nivel de amostragem necessario. No entanto, com um
namero menor de amostras e algumas simplificagcdes, a dindmica molecular
pode ser usada para caracterizar a difusdo e/ou o mecanismo de diferentes
compostos. E, no caso de sistemas onde as caracteristicas dos fendmenos em
questdo nao sao facilmente acessiveis, como nas analises complexas de
sistemas bioldgicos, a dindmica molecular de modelos simplificados destes

sistemas é uma alternativa bastante razoavel.
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