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Resumo

Germano, Gleice Conceicdo Mendoncga; Louro, Sonia Renaux Wanderley
(Orientadora). Estudo de interacdes do antibidtico norfloxacina e do seu
complexo de cobre-fenantrolina com sistemas de distribuicao controlada
de medicamentos. Rio de Janeiro, 2018. 85p. Dissertagédo de Mestrado -
Departamento de Fisica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

Os sistemas de administracdo controlada de medicamentos (drug delivery)
permitem a introducdo de uma substancia terapéutica no organismo e melhoram sua
eficicia e seguranca, controlando a taxa, o tempo e o local de liberacdo, o que
diminui os efeitos colaterais.Nesse trabalho nos dedicamos a estudar dois possiveis
sistemas de administracdo de farmacos: lipossomos associados a surfactantes, ja
bastante utilizados em farmacologia, e nanobastdes de ouro, cujas propriedades
Unicas tém sido avaliadas em aplicagdes biomédicas. Os lipossomos tém-se
destacado devido a sua estabilidade e baixa toxicidade, os surfactantes sdo
tensoativos muito usados tanto em farmacologia como para estabilizar solugdes
coloidais de nanoparticulas. J& o0s nanobastbes de ouro tém perspectivas
promissoras para utilizacdo em entrega de farmacos devido a suas propriedades
Gticas e biocompatibilidade. Estudamos, por meio de espectrofotometria de
fluorescéncia e de absorcdo UV-visivel, a associacdo entre esses sistemas e uma
classe de farmacos denominada fluorquinolonas, que sdo antibidticos de amplo
espectro bacteriano. A norfloxacina (NFX), pertencente a segunda geracdo de
fluorquinolonas, foi escolhida para esse trabalho por ser naturalmente fluorescente,
0 que facilita a analise das interacdes sem a introducdo de sondas extrinsecas ao
sistema. Segundo a literatura, a associacdo da NFX com ions metalicos produz
modificacbes nas propriedades desse farmaco, como solubilidade e
biodisponibilidade. Essas mudancas tém sido avaliadas como uma possivel solugédo
ao problema de resisténcia bacteriana a antibi6ticos. Esse trabalho foi dividido em
duas partes: na primeira, estudamos a formagdo dos complexos ternérios de NFX
com cobre-fenantrolina em presenca de lipossomos associados a surfactantes que
modificam a distribuicdo de carga elétrica superficial desses sistemas; na segunda
parte estudamos a associacdo de NFX a nanobastBes de ouro estabilizados por

diferentes surfactantes.
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Abstract

Germano, Gleice Conceicdo Mendonca; Louro, Sonia Renaux Wanderley
(Advisor) Study of interactions of the antibiotic norfloxacin and its
copper-phenanthroline complex with drug delivery systems. Rio de
Janeiro, 2018. 85p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Fisica,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Drug delivery systems allow the introduction of a therapeutic substance into
the body and improve its effectiveness and safety by controlling the rate, time and
place of release, which reduces side effects. In this work, we study two possible
drug delivery systems: liposomes associated with surfactants, which are already
widely used in pharmacology, and gold nanorods, whose unique properties have
been evaluated in biomedical applications. Liposomes have been remarkable
because of their stability and low toxicity, and surfactants are widely used both in
pharmacology and to stabilize colloidal solutions of nanoparticles. On the other
hand, gold nanorods have promising perspectives for use in drug delivery due to
their optical properties and biocompatibility.We study the association between
these systems and a class of drugs called fluoroquinolones, which are broad-
spectrum bacterial antibiotics, using fluorescence spectrophotometry and UV-
visible absorption. Norfloxacin (NFX), a second generation fluoroquinolone, was
chosen because it is naturally fluorescent, which facilitates the analysis of
interactions without the introduction of extrinsic probes into the system. According
to the literature, the association of NFX with metal ions produces changes in the
properties of this drug, such as solubility and bioavailability. These changes have
been evaluated as a possible solution to the problem of bacterial resistance to
antibiotics. This work was divided in two parts: first, we studied the formation of
the ternary complexes of NFX with copper-phenanthroline in the presence of
liposomes associated to surfactants that modify the distribution of surface electric
charge of the systems; in the second part, we studied the association of NFX to gold

nanorods stabilized by different surfactants.

Keywords
Fluorescence; UV-Visible spectroscopy; fluoroquinolones; drug delivery;

lipids; gold nanorods.
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Eu te louvarei, de todo 0o meu coracéo; na presenca dos deuses a ti cantarei
louvores. Inclinar-me-ei para o teu santo templo, e louvarei o teu nome pela tua
benignidade, e pela tua verdade; pois engrandeceste a tua palavra acima de todo
o teu nome. No dia em que eu clamei, me escutaste; e alentaste com forga a minha
alma.

Salmos 138:1-3

“I find your lack of faith disturbing”

Darth Vader
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1.
Introducgao

A norfloxacina € um representante da familia das fluorquinolonas, e uma das
escolhas mais frequentes para tratamentos de infeccéo de trato urinario, por ser um
antibidtico que apresentam um largo espectro antibacteriano (Sharma, et al., 2008).

Apesar disso a impossibilidade do uso de concentracBes elevadas desse
farmaco, o tempo de permanéncia do agente terapéutico na circulagcdo sanguinea e,
em especial, os efeitos colaterais inerentes as terapias podem dificultar a utilizacdo
da concentragdo necessaria para 0 sucesso terapéutico. (Santos, et al., 2002)

Em consequéncia disso, a obtencdo de transportadores eficientes para
farmacos tem sido, ha longo tempo, um anseio de médicos e farmacologistas. A
busca por esse objetivo tem propiciado o desenvolvimento de novas tecnologias,
essas novas formas farmacoldgicas tém sido revertidas em beneficio ao paciente,
seja garantindo a dose necessaria e adequada do medicamento, seja diminuindo as
reacOes adversas e as interacbes com outros farmacos.

Ademais disso, de acordo com a literatura, a interacdo da NFX com metais de
transicdo produz modificacdes nas propriedades cinéticas e fotoquimicas desse
farmaco. Tais transformacdes tém sido pesquisadas como uma solucgdo a resisténcia
bacteriana. (Uivarosi, 2013)

Nesse trabalho investigamos interacdo do antibidtico NFX e seu complexos
metalicos com alguns sistemas para distribuicdo controlada de farmacos (drug

delivery), tais como: lipossomos, surfactantes e nanobastfes de ouro.

1.1.
Fluorquinolonas

Fluoroquinolonas pertencem a classe de agentes antibacterianos sintéticos de
amplo espectro com atividade bactericida, com boa absorcdo oral e excelente
biodisponibilidade. O primeiro membro pertencente a familia das quinolonas foi o
acido nalidixico (Fig 1.1), que foi descoberto em 1962 por Lescher (Lesher, et al.,
1962).
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(a)

OH

(\N N
i, P
Figura 1.1. Estrutura molecular (a) acido nalidixico, (b) norfloxacina.

O uso clinico do &cido nalidixico era limitado pelo curto espectro de atividade
bacteriana. Desde a década 1960, as quinolonas tém sido modificadas gerando
novos antibioticos, e melhorando o desempenho dos mesmos, ou seja, propiciando
assim um aumento no espectro de atividade antibacteriana. (Andriole, 2000)

As quinolonas inibem rapidamente a sintese de DNA promovendo a clivagem
do DNA bacteriano nos complexos DNA-enzima DNA girase e topoisomerase tipo
IV, resultando em ré&pida morte bacteriana (Luiz, 2009).

As quinolonas antigas tém melhor atividade contra a DNA-girase do que
contra a topoisomerase 1V em bactérias Gram negativas e melhor atividade contra
atopoisorase IV que a DNA girase nas Gram positivas, porém as quinolonas inibem
ambas enzimas (Maxwell, 1992).

As fluorquinolanas comecaram a ser usadas na clinica a partir dos anos 1980.
Levando em consideracdo 0 seu espectro bacteriano e a suas propriedades
farmacocinéticas, as fluorquinolonas podem ser divididas em quatro classes
(Oliphant, et al., 2002).

A norfloxacina faz parte da 1? classe da segunda geracdo das fluorquinolonas,

sendo muito utilizada ultimamente para tratamentos de infec¢Bes no trato urinario.

1.1.1.
Propriedades quimicas

As Fluorquinolonas (FQs) apresentam uma fungdo acido carboxilico na
posicdo 3, e o radical R’ ¢ substituido pelo anel piperazina que ¢ uma fungao basica,
ou seja, as FQs sdo moléculas zwitteridnicas. Essas duas funcbes sdo fracas e

facilmente ionizaveis em meio aquoso.
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Figura 1.2. Férmula geral das fluorquinolonas modificada (Albini, et al., 2003)
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O equilibrio de protonacdo das FQs tem sido constantemente estudado por

diferentes técnicas como espectrofotometria UV, RMN e potenciometria. (Ross, et

al., 1992). Para as FQs que apresentam a estrutura genérica da Fig. 1-2, podemos

identificar dois sitios de protonacdo. Em solucdo aquosa cada molécula de FQ

apresenta-se em quatro estados de protonacdo diferentes (Fig. 1-3) (Albini, et al.,

1999). Ou seja, podemos encontrar a norfloxacina na forma catiénica em pH mais

baixo que o pKai= 6,23, na forma zwitterionica por volta do pH=7,4 ou na forma

anidnica em pH mais alto que o pKa2= 8,6.

O
L
H,N_ R
AcidoT'
P i M _co,
oW .
+ | N = N - B [
HN.__/ R HN
Base,“
(o}
F P u _CO;~
[ LT
( N TN
HN. R

Figura 1.3. Estados de protanacdo da norfloxacina. (Albini, et al., 2003)

Estudos apontam que os estados de cargas das moléculas alteram de forma

significativa a atividade das FQs, ou seja, em pH neutro elas se apresentam

predominantemente zwitteridnicas, em pH menor que 6 apresentam-se de forma
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predominantemente catiénica e em pH maior que 8,5 de forma predominantemente
anibnica. Abaixo veremos como isso afeta as propriedades fotofisicas dessas
moléculas (Barbosa, et al., 1999).

A micro especiacdo tem sido correlacionada com a biodisponibilidade das
moléculas de FQs, a ligacdo proteica e a atividade antibacteriana (Novak, et al.,
1990). A micro especiacdo € importante também na sintese de complexos metalicos,
pois as moléculas agem como ligante na forma desprotonada em meio basico, e na
forma zwitteridnica em meio neutro. Em meio fortemente acido, as FQs formam

complexos na sua forma catidnica (Uivarosi, 2013).

1.1.2.
Propriedades Fotofisicas

Estudos usando a espectrometria UV indicam que FQs em solugéo aquosa e
pH neutro, isto €, predominantemente zwitteridnicas, apresentam um espectro de
absorcéo caracteristico, com um pico de maxima intensidade num comprimento de
onda entre 260-300nm, com um coeficiente de absor¢do molar £=2,0 - 2,5x10* M1
cm, e uma banda dupla no comprimento de onda em torno 320-340nm com um
coeficiente de absorgdo molar em torno de 10* (Albini, et al., 2003).

Como dito anteriormente, alteragdes no equilibrio acido-base provoca
mudanca no espectro de absorcao. Por exemplo, um deslocamento para um pH mais
acido induz alteracBes no espectro de absorcdo da norfloxacina, que pode ser
observado por um aumento da intensidade na principal banda de absorcéo, além de
um deslocamento do espectro como um todo para o vermelho. O mesmo néo ocorre
para um deslocamento para um pH mais alto (Rangel-Yagui, et al., 2004).

Ademais, a emissao da fluorescéncia também é dependente do meio, ou seja,
do pH e da forca idnica. O deslocamento do equilibrio acido-base pode alterar o
rendimento quantico bem como o comprimento de onda do pico de emissdo de
fluorescéncia (Albini, et al., 2003).

Ao observar a variacdo do espectro de fluorescéncia em funcdo do pH, nota-
se que a intensidade do pico (~435 nm) diminui trés vezes ao passar de pH 3,4 a
1,2. Ao passar de pH 3,4 para o pH fisiologico 7,4, o pico de fluorescéncia desloca-
se para o azul, para cerca de 407 nm, e a intensidade de fluorescéncia diminui

levemente. Ao contrério quando ocorre um aumento de pH da solucéo, a partir de
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7,6, temos uma extincdo da fluorescéncia, o que indica que quando o grupo amino
estd desprotonado a FQs € pouco fluorescente.

Além disso, quando o pH da solugéo varia no entorno de pH 5,0 até 7,4 temos
que o espectro pode ser obtido por uma combinagdo linear entre as formas

zwitterionica e cationica (Luiz, 2009).

1.2.
Sistemas de distribuicdo controlada de farmacos (drug delivery)

Os sistemas de entrega de farmacos tém sido muito estudados pela
medicina moderna, uma vez que permitem, por exemplo, o controle da absorgéo
de farmacos nas regides de interesse, da taxa de liberacdo e minimizacdo da
degradacéo, assim como a diminuicdo da toxicidade dos farmacos. Exemplos
desses sistemas séo os surfactantes e lipossomos. Ademais, tém sido estudados

nanoparticulas e nanobastdes de ouro.

1.2.1.
Surfactantes

Surfactantes sdo compostos que tém propriedade de reduzir a tensao
superficial entre dois liquidos ou duas fases distintas. Devido a essa propriedade,
esses compostos podem agir como detergentes, emulsificadores e tensoativos. O
nome surfactante vem da juncdo dos termos surface active agents (Tadros, 2014).

Os surfactantes possuem peso molecular da ordem de 102, e apresentam
um comportamento anfifilico, ou seja, possuem uma cadeia que contém uma
parte hidrofébica (apolar), pouco solivel em &gua, e uma parte hidrofilica
(polar), ou seja soltvel em agua.

Existem véarias formas diferentes de surfactantes que podem ser
classificados de acordo com o grupo da cabeca polar, isto €, surfactantes que
possuem uma cabeca polar carregada negativamente sdo referidos como
anioénicos. Um exemplo importante é dodecil sulfato de sodio (SDS) como
vemos Fig. 1.4 (Goodwin, 2004).
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Figura 1.4. Estrutura molecular de (a) dodecil sulfato de sédio (SDS) e (b) brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB).

Os surfactantes cationicos sdo aqueles que possuem a cabeca polar com
um grupo carregado positivamente. Uma molécula importante é o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) como vemos na Fig. 1.4 (b).

Os surfactantes ndo carregados sdo geralmente referidos como néo iénicos,
como por exemplo os poloxameros (como o Pluronic F-127). Os zwitterionicos
contém um grupo carregado negativamente e outro carregado positivamente e
nesse caso a molécula se apresenta com carga elétrica nula, apesar de apresentar
um momento de dipolo diferente de zero. A ionizagdo do mesmo €
profundamente dependente das propriedades do meio como por exemplo do pH
e da temperatura.

1.2.2.
Micelas

Devido a sua natureza anfifilica, as moléculas de surfactantes apresentam
uma propriedade de se auto associar em estruturas, gerando assim agregados, que
sdo chamados de micelas. Dependendo da estrutura dos surfactantes diferentes
formatos de micelas podem ser formadas, incluindo esférica, cilindrica e hexagonal
(Boal, 2012).

A concentracdo micelar critica (CMC) é um importante parametro para a
caracterizacdo dessas estruturas, e pode depender da natureza quimica do
surfactante e do solvente, assim como do tamanho da cadeia hidrofobica.

A CMC é definida como a concentracdo a partir da qual os surfactantes se
organizam espontaneamente formando as micelas. Abaixo da CMC os surfactantes
tendem a se organizar na interface reduzindo assim a tenséo superficial. J& acima
da CMC a maior parte das moléculas de surfactantes estdo em meio micelar (Aires,
2012).
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g e GnRe

Figura 1.5. Estruturas de agregados de moléculas anfifilicas (Rangel-Yagui, et al., 2004)

A concentracdo micelar critica tem sido alvo de muitos estudos,
principalmente a influéncia da temperatura, pH e a forga ibnica. Como podemos
observar da literatura temos que a concentracdo micelar critica € uma funcdo da
entropia e da livre energia, e uma vez que essas variaveis dependem do pH,
temperatura e a forca idnica da solucdo, podemos verificar que a CMC também
depende das caracteristicas da solucdo aquosa. (Noudeh, et al., 2012; Rahman, et
al., 1983)

1.2.2.1.
Pluronic F-127

Pluronic ™ ¢ um surfactante formado por uma estrutura polimérica tribloco
do tipo polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno. Os copolimeros s&o
naturalmente ndo idnicos onde a cadeia de polioxietileno (PEO) é hidrofilica e a
cadeia de polioxipropileno (PPO) é hidrofobica (Fig. 1.6 a)

Acima da concentracdo da micelar critica, comeca-se a formar um nimero

consideravel de micelas com a estrutura apresentada abaixo (Fig. 1.6 b).
(a) f|:|-|3 (b)
H~|-:0—CH2—CHﬂ—[O—CHz—CHHO—CHz—CHﬂ-O—H

o y z

Pluronic F127

Figura 1.6. (a) Estrutura quimica Pluronic F-127, x = z = 100, y=65; (b) micelas de Pluronic.
Moléculas de 4gua em amarelo. Figura modificada de (Vilsinskia, 2014)

O bloco central (grupo PPO) forma o nucleo da micela polimérica que é capaz
de acomodar moléeculas que tém pouca afinidade com o meio aquoso. Os blocos

laterais (grupos PEO) formam a casca externa da micela que tem afinidade relativa
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para a agua e serve como uma regiao intermediaria entre 0 meio aquoso e o ndcleo
hidrofobico (Fig. 1.6 b).

Estudos anteriores apontam que a concentracdo micelar critica depende da
temperatura (Fig. 1.7). Acima de uma concentracdo de 20% o Pluronic F-127 se

apresenta em uma fase gel em temperatura ambiente (Lin, et al., 2002).

40 T et

5 )
micelas

T(C)

25

C (%)

Figura 1.7. Formac&o de micela de Pluronic F-127 em agua em fungéo da temperatura e da
concentragdo de copolimero. Modificado de (Lin, et al., 2002)

Além disso, os surfactantes poliméricos sdo mais estaveis, tendo uma CMC
relativamente baixa, cerca de 80 pmol L a 25°C para Pluronic F-127 (de acordo
com Sigma-Aldrich) ou 500 umol L (de acordo com a Fig. 1.8). Portanto, eles sdo
mais resistentes aos efeitos de diluicdo que ocorrem durante a administracdo do
medicamento. Sua biocompatibilidade e tamanho da ordem de 10% a prevenir o
reconhecimento das micelas por proteinas e macréfagos, permitindo um maior
tempo de circulacao (Van Nostrum, 2004).

Usando a grade da Fig. 1.8, podemos calcular aproximadamente o peso
molecular de cada Pluronic, os primeiros dois digitos se o surfactante tiver 3 digitos,
ou o primeiro digito se o surfactante tiver dois digitos, estdo relacionados ao peso
molecular da cadeia hidrofébica. O ultimo digito do surfactante representa 1/10 do
percentual de 6xido de etileno na cadeia total. Lembrando que P, L, F significam
pasta, liquido ou flocos, respectivamente. A toxicidade desse material vem sendo
estudada por mais de 20 anos. De acordo com a literatura, temos que a toxicidade
vai diminuindo conforme a proporcao de oxido de etileno aumenta em relacéo ao
resto da cadeia (Schmolka, 1972).
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Figura 1.8. Grade dos copolimeros Pluronic (estados fisicos Liquido=verde, Pasta=vermelho e
Flocos=laranja) (Barry, et al., 2014)

1.2.3.
Lipossomos

Lipossomos sdo pequenas vesiculas esféricas artificiais, estaveis em solugédo
aquosa, constituidas basicamente por fosfolipidios e glicerofosfolipidios que
tendem a formar uma ou vérias bicamadas concéntricas de lipidios (Fig. 1.9).
Devido a seu tamanho, sua caracteristica anfifilica e a sua biocompatibilidade, os
lipossomos sdo sistemas promissores de liberacdo controlada de farmacos
(Akbarzadeh, et al., 2013).

Os lipossomos podem apresentar diferentes propriedades, dependendo da sua
composic¢do, tamanho, carga superficial e método de preparacdo, e por isso sdo
sistemas muitos versateis, pois podem ter propriedades ajustadas a uma
determinada aplicacdo farmacoldgica.

As preparacGes dos lipossomos podem ocorrer de diversos processos:
agitacdo, sonicacdo, extrusao, liofilizagdo, congelamento entre outros (Fig. 1.10).
Os didmetros dessas vesiculas podem variar de 20 nm a alguns um, dependendo do
modo com que é preparado. O inicio da prepara¢do é comum a todos esses métodos
de preparacdo. No inicio obtemos as vesiculas multilamerares, MLV, que sdo

constituidas de varias bicamadas, e a partir destas se utiliza 0 método de extruséo
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para obtermos as vesiculas unilamelares grandes, LUV, com diametro em torno de
100 nm. Se ao inveés utilizamos o método de sonicacdo, obtemos as vesiculas

unilamelares pequenas SUV com didmetro entre 45 a 80 nm.

...... =500 nm
! g ! s
. :‘P& of 5-25 B_lc.?rpada it
Suv —) 8 5! Lipidica :
gt ' S?‘ o} -

O |

20-100nm bt Ol = =100nm

uma bicamada uma bicamada lipidica

lipidica

Figura 1.9. Estrutura de lipossomos
Para este trabalho usamos basicamente as SUV, que preparamos de acordo

com o método de preparacao fornecido por Avanti Polar Lipids, que seré detalhado
no capitulo de preparacdo e métodos (Avanti Polar Lipids).

filme de lipidico seco agua Hidratacio

Figura 1.10. Esquema de preparagdo de vesiculas modificado (Avanti Polar Lipids)
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1.3.
Nanobastdes de ouro

Nanobastbes de ouro tem aplicacfes promissoras no campo bioldgico e isso
se deve a suas propriedades quimicas, elétricas, Oticas e foto térmicas. Além disso,
a possibilidade de ajustar o tamanho e a forma dos nanobastdes, incentivam muito
0 estudo dessa estrutura (Alkilany, et al., 2012).

Uma das propriedades que devemos destacar é a sua interacdo unica com a
luz incidente, que esta relacionada a sua coloracdo. Na presenca de campo
eletromagnético oscilante da luz, os elétrons da banda de conducdo de uma
nanoparticula metalica sofrem uma oscilacédo coletiva coerente em ressonancia com
determinadas frequéncia da luz, chamada de ressonancia de plasmon.

No caso dos nanobastdes, 0s elétrons oscilar em duas dire¢cdes diferentes
dependendo da luz incindente. A excitacdo plasmdnica no menor eixo induz uma
absorcdo na regido do visivel, também observada nas nanoparticulas de ouro,

relacionada a banda transversal (Fig. 1.11) (Huang, et al., 2009).
6 o€

m "

A: Nanoparticulas

E\

Extincao

x o - - w= e
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Figura 1.11. lustragdo esquematica da interacdo de luz polarizada e nanoesferas de ouro (A) e
nanobastdes (B) para formar a oscila¢do da ressonancia plasménica de superficie coerente
eletrénica (SPR).
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Excitacdo da superficie plasmonica ao longo do eixo mais longo resulta numa
absorcéo na regido de comprimentos de ondas entre comprimento de onda amarelo
e o infravermelho proximo, referente a banda longitudinal que pode sofrer um
deslocamento do visivel para o infravermelho conforme a raz&o de aspecto aumenta
(comprimento/largura). Isso confere aos nanobastes uma anisotropia inerente
(Huang, et al., 2009)

A habilidade de modificar a superficie dos nanobastdes e a conjugacdo com
as moléculas dos farmacos e ainda a biocompatibilidade conferem aos nanobastfes
de ouro a possibilidade de serem estudados como sistemas de liberacdo controlada

de farmacos, drug delivery (Stone, et al., 2011)

1.4.
Objetivos

Mostrar o estudo da interacdo entre a norfloxacina e alguns sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, drug delivery, como os lipossomos, surfactantes,
e nanobastdes de ouro, com o intuito de melhorar a entrega do farmaco diminuindo
assim efeitos perniciosos inerentes a terapia.

Tem-se visto muitos estudos sobre a formacdo de complexos metalicos de
cobre e a norfloxacina, com o intuito de eliminar a resisténcia bacteriana. Nesse
trabalho mostra-se também a interacdo desses complexos com os sistemas de

entrega de farmaco.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612933/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612933/CA

2.
Introducao a Fluorescéncia

2.1.
Luminescéncia

O fendmeno de emissdo fotons com frequéncia ultravioleta, visivel ou

infravermelho por uma espécie num estado eletronico excitado é chamado de

luminescéncia.

Em 1888 o fisico Eilhardt Wiedemann usou pela primeira vez o termo

luminescéncia para descrever os fenémenos de emissao de luz pela matéria que nao

estdo associados ao aumento de temperatura, em oposi¢cdo aos fendmenos

incandescentes. Assim, fendmenos luminescentes originam “luz fria” enquanto

fendmenos incandescentes originam “luz quente”.

Existem varios tipos de fendmenos luminescentes, e esses podem ser

classificados de acordo com o método de excitacdo, na Tabela 1 (Valeur, 2001)

Tabela 2.1. Varios tipos de fendmenos luminescentes

Fendmenos luminescentes

Modo de excitagao

Fotoluminescéncia (fluorescéncia, fosforescéncia,
fluorescéncia atrasada)

Radioluminescéncia

Catodoluminescéncia

Eletroluminescéncia
Quimiluminescéncia
Bioluminescéncia

Triboluminescéncia

Sonoluminescéncia

absorgdo da luz (fétons)

radiagdo ionizante ( raios X, a, B, y)
raios catédicos (feixes de elétrons)

campo elétrico
processos quimicos ( oxidagdo)
processos bioquimicos

forgas eletrostaticas

ultrassom
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Nesse trabalho nos concentramos nos fendmenos referentes a
fotoluminescéncia, mais precisamente fluorescéncia UV-Visivel. Como podemos
ver na tabela acima todos fendmenos fotoluminescentes sdo iniciados por absorcéo

de fotons visivel ou ultravioleta.

2.1.1.
Absorcéo UV-Visivel

A absorcdo de radiacao visivel/ultravioleta é associada a excitacdo de elétrons
de 4tomos e moléculas de um nivel fundamental para um nivel excitado de energia.
Considerando que os estados sdo quantizados, somente os fétons com precisamente
a energia capaz causar transic@es entre dois niveis serdo absorvidos.

Tipos de transicdes eletrénicas em moléculas poliatémicas

Nas moléculas, elétrons ocupam orbitais moleculares. A interpenetracao entre
dois orbitais atdmicos, resultando num orbital molecular pode se dar através de uma
ligagdo do tipo o (formada por dois orbitais atdmicos s, por um s € um p, ou por
dois orbitais p), ou de uma ligac¢ao do tipo © (formada por dois orbitais atdmicos p
sobrepondo-se lateralmente), como por exemplo no caso do etileno CH>=CH> onde
temos uma ligacdo do tipo ¢ e uma ligag@o do tipo n. Considerando a absor¢ao de
um foton com energia apropriada pode promover um elétron de um orbital  para
um orbital ndo ligante denominado por n”, essa transi¢do ¢ chamada de n—n". A
transicdo de um elétron de um orbital ¢ requer energia muito mais alta (absor¢éo da
ordem de UV distante).

Uma molécula pode apresentar também elétrons em orbitais ndo ligantes,
chamados orbitais n, localizados em &tomos como oxigénio e nitrogénio. A
excitacdo de um elétron ndo ligante para um orbital ndo ocupado é possivel e a
transicdo associada € denominada de n—n*. A energia dessas transicoes eletronicas
segue geralmente a seguinte ordem.

n-n* <a-n* <n-o* <o6- ¥ <o6—0c*
Para ilustrar vemos na Figura 2.1 os niveis de energias das possiveis

transicdes do formaldeido. (Valeur, 2001)
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Figura 2.1. Representacéo ilustrativa dos niveis de energia de formaldeido.

Tanto na absorcdo guanto na espectroscopia de fluorescéncia, dois tipos
importantes de orbitais sdo considerados: o nivel molecular ocupado de maior
energia (HOMO) e o nivel molecular desocupado de menor energia (LUMO).
Ambos se referem ao estado fundamental da molécula. Por exemplo, no
formaldeido o HOMO ¢ o orbital molecular n e o LUMO é o orbital ” (Fig. 2.1).

Em geral, complexos de metais de transicdo s&o altamente coloridos
(cromoforos), devido ao desdobramento dos orbitais d no campo ligante, pois assim
alguns dos orbitais d ganham energia e outros perdem energia e as energias de
transicdo entre esses orbitais se localizam na regido visivel do espectro
eletromagnético. O nimero de desdobramentos depende do ion central.

E possivel prever quais comprimentos de onda podem ser absorvidos por uma
determinada substancia. Quando a luz branca passa ou é refletida por uma
substancia, fotons com alguns comprimentos de onda caracteristicos sao
absorvidos, e a luz restante assume a cor complementar ao(s) comprimento(s) de

onda absorvido(s).

2.1.2.
Lei de Beer-Lambert

A absorcdo de luz ultravioleta ou visivel pode ser medida utilizando-se um

espectrofotdbmetro UV-Visivel. Esta técnica pode ser utilizada para obter tanto,
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informacdes qualitativas quanto quantitativas. A fonte de luz fornece luz visivel
bem como radiag&o ultravioleta proxima, cobrindo ent&o o espectro na faixa de 200-
800 nm.

O esquema de um espectrofotdmetro é mostrado na Fig. 2.2. A saida da fonte
é focada sobre uma rede de difracdo, que divide a luz de entrada em suas cores
componentes de diferentes comprimentos de onda. Para as amostras liquidas,
primeiro medimos uma solugdo de referéncia a qual damos o nome de branco. A
intensidade que passa pelo liquido de referéncia chamamaos de loe a intensidade que
passa pela amostra de 1. Entdo, como | € menor que lo, define-se a absorbancia (A)

pela expresséo dada por:

A= Iogm% 2.1)

O detector de luz converte a entrada em corrente. Quanto maior a intensidade

transmitida, maior a corrente medida.

Espelho

2 [a

5 s Referéncia
Lémpada D2 § Lampada de tugsténio

N

Espelh% Foto diodo

_— .
S Firo Processamento

de dados

Leitor de dados

AN

3 Comprimento de onda

D
K :—- ﬁ:ﬂ Foto diodo

Divisor de Feixe
e : Amostra

Absorbance

monocromador

Figura 2.2. Esquema de Espectrofotdmetro UV-Visivel (Wikimedia Commons)

Vamos agora ver uma forma derivacdo simples da Lei de Beer-Lambert, bem
como discutir os limites dessa Lei. Cada molécula tem associada uma se¢do de
choque o, que depende do comprimento de onda. Considerando que uma fina
camada da cubeta dl contém dN moléculas, o dN é dado por:

dN=N_,cSd/( (2.2)
onde S é a secdo de choque do feixe incidente, c é a concentracdo da solugdo e Na é
0 nimero de Avogadro. A se¢do de choque de absorgéo total é dada pela soma das
secdes de choques moleculares. A probabilidade do foton ser absorvido pelo orbital
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molecular é ad?N , que é igual a —dl—l , fracdo da intensidade absorvida pela fina

camada de cubeta, d/.

L2 Nl (23)

Integrando os dois lados, temos:

I I
In-2=N,ocl ou Iog—O:LNaacﬁ (2.4)
| | 2303
Sabendo que ¢ é o caminho 6tico da cubeta e que a secdo de choque
molecular pode ser calculada a partir de € medido experimentalmente,

2.303¢
o=——
N

a

(2.5)

De acordo com Beer-Lambert, a absorbancia € proporcional a concentracdo
da substéncia na solugdo e como resultado disto a espectroscopia UV-visivel pode
ser usada para medir a concentracdo de uma amostra.

Substituindo a expressao 2.5 em 2.4 temos que a Lei de Beer-Lambert pode
ser expressa na forma da equacdo seguinte:

A=¢glcC (2.6)
onde A éabsorbancia, { é o caminho 6ptico, ¢ a concentracéo da solugdo e ¢ uma

constante caracteristica de cada substancia e que depende do comprimento de onda.

Uma vez que a absorbancia para solugdes diluidas é diretamente proporcional
a concentracdo, esta técnica tem muitas aplicacdes, como estudar a cinética das
reacOes dos compostos. A taxa de mudanca na concentracdo pode resultar no
aumento ou diminuicdo da absorcédo de luz pela amostra (Borissevitch, et al., 2016).

Para obter exata conformidade com a Lei de Beer-Lambert algumas
condicdes devem ser satisfeitas. Como por exemplo: os feixes de luz devem ser
monocromaticos, as amostras devem ser solu¢bes moleculares ou idnicas, pois
solugdes coloidais causam espalhamento da luz, alem disso as solugbes devem ser
suficientemente diluidas, para evitar alteracdes na estrutura molecular dentro da

faixa de concentragcdo em estudo (Lewis, 1985).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612933/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612933/CA

33

2.1.3.
Diagrama de Jablonski

Os processos que ocorrem entre a absor¢do e a emissdo sdo comumente
representados no diagrama de Jablonski, em que tal representacdo grafica é um
modo simples e conveniente de se visualizar esses processos tais como: conversao

interna, fluorescéncia, fosforescéncia, cruzamento intersistema (Lakowicz, 1999).

S, AT
, Conversao
) "
_ ,Inte}knla Cruzamento
- o -
Sy ¥ y intersistema
-~ Tl
Absorcao .
Fluorescencia h 4
l\/‘“(
‘hl\),-, 7/ th:v} - n .
Fosforescencia y
2—4 . l
So L y

Figura 2.3. Diagrama de Jablonski (modificado de Lakowicz)

Um tipico diagrama de Jablonski é mostrado na Fig. 2.3, onde os estados
eletronicos singletes fundamental, primeiro e segundo estados excitados séo
representados por So, S1, S2, respectivamente. Ja os estados representados por T1 e
T s&0 os estados eletronicos tripletes.

Um pardmetro importante de se observar € o tempo caracteristico de cada
processo, como podemos notar no quadro abaixo (Tabela 2.2). O tempo de absorcéo
¢ muito rapido comparado ao de todos os outros processos, logo, segundo o
principio de Frank-Condon, ndo existe deslocamento do nucleo durante esse
processo.

Em temperatura ambiente, a maioria das moléculas esta no nivel fundamental
vibracional de So, entdo o primeiro processo que ocorre € de absorcdo, que é
representado como uma seta vertical. Esse processo leva a molécula até o nivel S;

ou S e, a partir de entdo, ocorrem 0s processos de desexcitacdo citados abaixo.
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Tabela 2.2. Tempo caracteristico de diversos processos

Tempo
caracteristico
Absorgio 10 s
Relaxagdo vibracional 1012a101%s
Tempo de vida do estado 10 E A
excitado Sy 10 al1l0~'s Fluorescéncia
Cruzamento intersistemas 1003108s
Conversao interna 101 a10°s
Tempo de vida do estado 10°%a1ls Fosforescéncia

excitado T1

o Converséo interna

A conversdo interna € uma transicdo ndo radiativa entre dois niveis
eletronicos vibracionais de mesma multiplicidade de spin. Esse processo € seguindo
por um relaxamento eletronico vibracional em direc¢do ao nivel vibracional de mais
baixa energia. Durante as colisfes, a molécula excitada pode chocar-se com as
moléculas vizinhas do solvente e o excesso de energia vibracional pode ser
transferido para o solvente.
o Cruzamento Intersistema

O cruzamento intersistema € um processo de desexcitacdo onde a molécula
decai do estado vibracional S1, S» cruzando para o estado vibracional de um triplete
T1 e T», ou seja, cruzamento intersistema € transi¢do nao radiativa entre dois niveis
isoenergéticos pertencentes a estados eletrdnicos de multiplicidades diferentes. O
cruzamento intersistema pode ser rapido o suficiente (107-10° s) para competir
com outras vias de desexcitacdo de S; (fluorescéncia e conversdo interna Sy — So).
o Fosforescéncia

O fenbmeno que ocorre & temperatura ambiente dentro da solucdo é
predominantemente a fosforescéncia, sendo de fato proibido esse processo de
desexcitacdo ndo radiativa a partir do estado triplete T1 (mas pode ser observado
por causa do acoplamento spin-orbita) e, portanto, tem constante de taxa radiativa
muito baixa. Durante esse lento processo, numerosas colisdes ocorrem com a
molécula do solvente, favorescendo o cruzamento intersistema e o relaxamento

vibracional para o nivel fundamental So.
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Mesmo em baixas temperaturas ou em materiais rigidos esse fenémeno pode
ser observado. Nessas condigdes o tempo de vida do estado triplete € maior, a ponto
de se poder ser observado em escalas de segundos ou até mesmo em minutos ou
mais.

O espectro de fosforescéncia pode ser observado com comprimentos maiores
que o espectro de fluorescéncia pois a menor energia do estado triplete € menor que
a energia do estado singlete. (Albani, 1968)

o Fluorescéncia

A transicdo de energia pela emissdo de fétons a partir do estado Si para o
estado So € chamado de fluorescéncia. Vale destarcar que apenas em poucas
excecgOes a emissdo ocorre de nivel diferente de Sy (caso do azulene onde a emisséo
ocorre a partir de Sy e de S simultaneamente). A emisséo fluorescente ocorre
geralmente a partir Sy, ou seja, a forma do espectro de emissdo, em geral, ndo
depende do comprimento de onda de excitacao.

A transicdo 0—0 ¢ a mesma para absor¢do e para fluorescéncia, porém o
espectro de fluorescéncia apresenta comprimentos de onda maiores (mais baixa
energia) que os comprimentos de onda de absorcdo. Isso ocorre devido a perda de
energia por relaxacdo vibracional. No entanto, em alguns casos o espectro de
absorcéo tem alguma superposicdo com o espectro de fluorescéncia, ou seja, uma
fracdo de luz é emitida em comprimentos de onda mais curtos do que a luz
absorvida. Isso é possivel pois a temperatura ambiente algumas moléculas
encontram-se em estados vibracionais de maior energia.

Em geral, a distribuicdo dos niveis de energia vibracional de So e S: sdo
similares. Isso se reflete no fato de que o espectro de fluorescéncia se assemelhar a
forma espelhada da primeira banda do espectro de absor¢do (chamada regra do
espelho). O gap entre 0 maximo da primeira banda de absor¢do (expresso em
numero de onda) e 0 méximo de fluorescéncia é chamado de deslocamento Stokes
(Wardle, 2009).
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2.2.
Supressao de fluorescéncia

A fluorescéncia de um composto pode ser caracterizada pelos seguintes

parametros: intensidade, rendimento quéantico, tempo de vida.

A intensidade da fluorescéncia referente a um dado comprimento de onda é

igual ao numero de fétons multiplicado pela energia de cada féton.
l=nE (2.3)

O rendimento quéntico da fluorescéncia é a razdo entre o nimero de fotons
emitidos e 0 nimero de fétons absorvidos, ou seja, 0 rendimento quantico da a

probabilidade de uma molécula no estado excitado S: decair por emisséo de fotons.
O=——"=Kk1 (2.9)

onde o tempo de decaimento da fluorescéncia, t, é definido por:

1

= 2.5
K K (@5)

No geral o rendimento quantico e a intensidade da fluorescéncia de um
composto sdo proporcionais entre si, j4 o tempo de vida da fluorescéncia é dado

pelo tempo em que o fluoréforo se mantém no estado excitado.

A supressdo da fluorescéncia se refere a qualquer processo que diminui a
intensidade da fluorescéncia e, por assim dizer, diminui o rendimento quéntico da
amostra. Geralmente ocorre quando moléculas externas sao adicionadas a solucao
do fluoréforo. O supressor ird diminuir a fluorescéncia basicamente por dois
processos: ao entrar em colisdo com o fluoréforo, ou quando o mesmo forma um
complexo néo fluorescente com o fluoréforo. No primeiro caso estamos falando de

uma supressdo dinamica, ja no segundo caso a supressdo se da de forma estatica.

Antes de entrar nas discussGes matematicas desses dois modelos, vamos fazer
algumas considerag0es sobre o0 que acontece com tempo de vida nos dois processos
citados acima. Usaremos entdo um exemplo: considere 100 moléculas de fluoroforo
presentes em uma solugdo aquosa. Em uma supresséo estatica, algumas moléculas

vao se ligar ao supressor e deixar de ser fluorescentes. Logo 0 nimero de moléculas
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fluorescentes agora € menor que 100, mas o tempo de decaimento continua o

mesmo. Assim o tempo de vida continua 0 mesmo.

Ja a supressdo dindmica ocorre quando um supressor colide com uma
molécula de fluoréforo e depois as moléculas sdo novamente separadas, ou seja, as
100 moléculas de fluoré6foro continuam fluorescentes, porém, como nesse processo
algumas moléculas perdem energia durante a colisdo e voltam ao estado

fundamental sem emissdo de foton, o tempo de vida diminui (Hof, et al., 2005).

2.2.1.
Supresséao dinamica

Para derivar a equagdo que descreve essa supressao, primeiro temos que
considerar a intensidade da fluorescéncia na auséncia e na presenca de supressor.
Considere [F*] a concentracdo de moléculas do fluoréforo no estado excitado S:

depois da absorcao de um pulso 6 de luz.

A variagdo temporal da concentragdo do fluor6foro no estado excitado vai
depender da constante de decaimento radiativo k;, ndo radiativo k;,., € mais um

termo que deve ser proporcional a concentragdo de supressor.

- kP QU 25)

Da Eqg. (2.5), chamando 7o 0 tempo de vida na auséncia de supressor, tem-se.

d[:t*] :{i—l-kq[Q]}[F*] (2.7)

Resolvendo essa equacdo diferencial temos.
[F1(t) =[F1(0) ol¥ =+ Q) (28)
Como a intensidade de fluorescéncia é proporcional a [F*], esta é dada por:

(Yo +kglQ1)t

k [F*¥]=i(t)=i(0)e (2.9)

Temos entdo que o tempo de vida do fluoroforo no estado excitado é dado

por.
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L) (2.10)
T T,

Multiplicando essa equacéo por 7, , temos:
T =14k, [Q] =1+ K, [Q] (2.11)
T

Os rendimentos quanticos, na auséncia (Eg. 2.4) e na presenga do supressor,
respectivamente, sdo dados por:

k k
PP=—"T =K e @ = r =kt 2.12
TR T TR QD) (212
A razdo entre eles é:
@k, +k, +k,[Q] Kq
—F = =1+ =1+K 2.13
D, Tk, . [Q] «[Q] (2.13)

Como dito anteriormente o rendimento quantico é proporcional a intensidade

da fluorescéncia, entdo:

'|—°:1+ Ky [Q] (2.14)

2.2.2.
Supresséao estatica

Na secdo anterior vimos 0 caso em que a supressdo dindmica, causada pela
colisdo entre fluoroforo e supressor. A supressao também pode ser causada pela

formacdo de complexo ndo fluorescente entre o fluoréforo e o supressor.

Temos que a formacdo do complexo pode ser descrita pela constante de

associacdo, Ky, dada pela seguinte expresséo:

[FQ]
[F1.[Q]

Temos que a concentracdo de fluordforo livre pode ser escrita como:

K, = (2.15)

[F]=[R]-[FQ] (2.16)
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onde [F,] é a concentragéo total do fluordforo e [FQ] é a concentragdo do complexo
do fluordforo ligado ao supressor. Substituindo a equagdo (2.16) na expressao

(2.15) temos que:

[R] 1
K, = - 2.17
b 9 (2.17)

Multiplicando a expresséo acima por [Q] obtemos a expresséo abaixo:

—_

[Fo

[F]

Assim como na supressdo dindmica, o grafico de Stern-Volmer para a

~1+K,[Q] (2.18)

supressdo estatica também € linear. Porém, no caso de supressao estatica a constante

de Stern-Volmer € a propria constante de associacdo. (Albani, 1968)

2.3.
Anisotropia de Fluorescéncia

A anisotropia de fluorescéncia é uma poderosa ferramenta para estudos em
bioquimica além de ser usada em muitos testes médicos. 1sso ocorre porque essa é
uma técnica bastante versatil, sendo possivel medir desde o tamanho e o formato de
proteinas até obter informacgdes sobre interacBes entre proteinas e destas com
fluoréforos. A anisotropia da emissdo fluorescente é medida a partir da excitacao
da amostra por uma luz polarizada e a deteccdo do estado de polarizacdo da luz
emitida subsequentemente. A extensdo dessa polarizacdo pode ser descrita através
da anisotropia, ou seja, amostras que exibem anisotropia diferente de zero emitem
luz polarizada. A anisotropia, r, e a polarizacdo, P, sdo dadas pelas expressdes
abaixo.

—1

—1
r=——+ e p=l_2 (2.19)
IH+2IL L +1,

Onde 1 e, sdo, respectivamente, a intensidade da luz emitida polarizada na

direcdo paralela e perpendicular a luz de excitagdo. (lto, et al., 2016)
Percebe-se que a definicdo de anisotropia € mais adequada que a da
polarizacdo pois € independe da intensidade total da luz por ser normalizada. A

medida da anisotropia é baseada no principio da foto seletividade na excitacdo da
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amostra pela luz polarizada, ou seja, quando expostos a luz polarizada, os
fluoréforos que tém momentos de dipolo de transicdo orientados ao longo do campo
elétrico da luz incidente sdo preferencialmente excitados. Logo as moléculas no
estado excitado ndo séo aleatoriamente orientadas.

A anisotropia revela a média do deslocamento angular do fluoréforo entre a
absorcdo e a emissdo subsequente de um foton. Esse deslocamento angular esta
relacionado ao tempo de vida do estado excitado, o que significa que mudangas na
viscosidade de arrasto da solugcdo implicam em mudancgas na anisotropia de
fluorescéncia. Pequenos fluor6foros em solucdo com baixa viscosidade exibem taxa
de difusdo rotacional tdo rapida quanto a emissdo do féton e assim a anisotropia
fica em torno de zero.

O fato da anisotropia depender do movimento rotacional é o que gera as
principais aplicac@es nas pesquisas em bioquimica e biofisica, porque a escala de
tempo de difusdo rotacional é compardvel ao tempo de decaimento de muitos
fluor6foros. Fatores que alteram o tempo de correlacdo rotacional afetam a
anisotropia.

Como exemplos de aplicacdes da medida de anisotropia de fluorescéncia
temos o0 uso dessa técnica para quantificar a desnaturacao de proteinas, a associacéo
de proteinas com outras macromoléculas, a dindmica interna de proteinas. Ademais,
a anisotropia de fluoréforos ligados a membranas tem sido bastante usada para
estimar a viscosidade interna das membranas além de ser uma ferramenta para

estimar a temperatura da transicdo de fase das membranas (Lakowicz, 1999).

2.3.1.
Medidas de anisotropia de fluorescéncia

Um dos arranjos mais comuns na medida de anisotropia de fluorescéncia é

o formato em L que esta ilustrado na Fig. 2.4.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612933/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612933/CA

41

Excitacao
vertical

- >

IVV

Horizontal
A Excitacdo

X
|

~<v

Figura 2.4. Diagrama esquematico do método de formato L para medida de anisotropia de

fluorescéncia (Lakowicz).

Como podemos ver na equacdo (2.19), tanto a polarizacdo quanto a

anisotropia sdo fungdes das quantidades I, e I,. No entanto, durante a medida

obtemos, na verdade, as seguintes quantidades lvv, Ivn, Inv € IhH. Vamos descrever

a seguir como podemos obter a medida da anisotropia experimentalmente.
Considera-se uma amostra sendo excitada por uma luz polarizada

verticalmente, que pode emitir uma luz também polarizada tanto verticalmente (Ivv)

quanto horizontalmente (lvy). Estas séo dadas pelas seguintes relagdes.
Iy =kS, I, (2.20)
Iy =kS, 1, (2.21)
Sendo k um fator de proporcionalidade que leva em consideragdo o
rendimento quéntico, Sv e Sn que sdo fatores que descrevem a sensibilidade do

sistema de detecgéo para polarizadores vertical e horizontal. Dividindo a primeira

relacdo pela segunda temos que:
I I
S gl (2.22)

A partir da relacdo acima temos que o fator G € dado por:
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G=—\% (2.23)

A razdo entre a emissdo paralela e a emissdo a perpendicular depende do
fator G, que pode ser obtido realizando 0 mesmo experimento, mas agora com a luz
polarizada horizontalmente. Quando a excitacdo é horizontal, como vemos na
Fig. 2.4, a intensidade detectada sera polarizada perpendicularmente & excitag&o,
tanto para o polarizador orientado na vertical Inyv, quanto para o polarizador

orientado na horizontal Inn (Ito, et al., 2016).

Iy =kS, 1, (2.24)
I =kS, 1, (2.25)
Fazendo a raz&o entre essas duas relagdes e usando a equagéo (2.23), temos que:
= _lw (2.26)
SH IHH

Substituindo G na equacéo (2.22):
1

S w | _ |y
(PP YRR N

1
5 (2.27)

L

E assim a anisotropia definida pela equacdo 2.19 pode ser reescrita da

Dt e,

(|| ]+2_ Ly +2G 1,
IJ_

seguinte forma:

r=

(2.28)
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3.
Metodologia

3.1.
Equipamentos

Nos experimentos descritos nesse trabalho foram utilizados os seguintes
equipamentos:
o Espectrofotometro  Perkin-Elmer  Lambda 950 (Fig. 3.1) operando
majoritariamente com passo de 1 nm e com uma varredura de 220 até
900 nm.

Figura 3.1. Fotografia do espectrofotometro Perkin Elmer, Lambda 950.

o Sistema de fluorescéncia PTI QM-1 (Fig.3.2) equipado com controlador de
temperatura operando majoritariamente com fendas de 4 nm e poténcia de luz

de 40 W, utilizando uma taxa de varredura de 1 nm/s.

Figura 3.2. Fotografia do Sistema de Fluorescéncia QM-1 da PTI - Photon Technology
International.
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o Sonicador Sonics Vibra-Cell VCX 130, poténcia 130 W (com ajuste)
(Fig. 3.1), para preparacdo de vesiculas unilamelares pequenas (SUV)

operando majoritariamente (5 minutos ligados e 10 minutos desligado).

Figura 3.3. Fotografia do sonicador. (Sonics)

3.2.
Materiais

Os antibidticos norfloxacina e ciprofloxacina, o complexo cobre-
fenantrolina (Cu:Fen, Sigma 99%, 312,76 g/mol), a lecitina de ovo (La-lecithin
99%, 758 g/mol) e o 4cido estearico (99%, 284,5g/mol) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Os surfactantes Pluronic F-127 (99%, 12600 g/mol), CTAB (99%,
364,45 g/mol) também foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes etanol e
cloroférmio PA ou grau espectroscopico foram adquiridos de Vetec. Em todas as
preparacdes foi utilizada agua ultrapura (Milli Q). Na Fig. 3-4 encontram-se as
estruturas moleculares de norfloxacina, cobre-fenantrolina e uma sugestdo de

associacéo entre a norfloxacina e a Cu:Fen.

a) O 0O
(\N N f_ _\
HN._J LCH,«, N

Figura 3.4. Estruturas moleculares: a) norfloxacina; b) Cu:Fen; c) sugestdo de estrutura do

complexo ternario de NFX:Cu:Fen
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Os reagentes cisteina (L-cys), mercaptopropanosulfonato (MPS), glutationa
(GSH) foram também adquiridos da Sigma-Aldrich. Na Fig. 3-5 encontram-se as

estruturas moleculares de cada um desses reagentes.

a) /\l)k h) 9
HS OH HS\/\\/S*
NH, IC|) ONa
l:‘} o SH
“O0C | H Ccoo"
y ~
:_IHH‘ o

Figura 3.5. Estruturas moleculares: a) L-cisteina, b) mercaptopropanosulfonato, c) glutationa.

Preparamos solucdes estoques de norfloxacina em agua, concentracdo de
1,0 mM. Para que solubilizasse em &gua nessa concentracdo, precisamos adicionar
HCI na mesma concentracédo, para que predominasse sua forma catidnica. Também
preparamos uma solugdo estoque de cobre fenantrolina em concentragdo 5 mM

usando um tampado fosfato (PB) 10 mM, pH 7,4.

3.3.
Métodos

3.3.1.
Preparagédo de Lipossomos

Preparamos inicialmente 7,2 ml de solucdo estoque de lecitina de ovo (La-
lecithin Sigma 99%, 758 g/mol), concentracdo 10 mM, em cloroférmio, CHCls.
Preparamos 1 ml de solucdo estoque de &cido estearico (SA, 284 g/mol), em
concentracdo 30 mM em etanol espectroscopico.

Para a preparagdo das SUVs (vesiculas unilamelares pequenas), em
eppendorfs, adicionamos aliquotas de 1 ml da solucdo estoque de lecitina de ovo,
evaporamos o cloroférmio da lecitina utilizando fluxo de nitrogénio ultrapuro,
deixamos em vacuo durante 2 horas, apds isso acrescentamos 1 ml de tampao

fosfato 10 mM, pH 7,4. Por fim adicionamos uma aliquota de 10 pl da solucéo
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estoque 1 mM de norfloxacina. E entdo agitamos a mistura em vortex. Em seguida
levamos cada um dos eppendorfs para sonicagdo com sonda de 2 mm de diametro
durante 5 minutos, em ciclos de 5 s/10 s (ligado/desligado), com amplitude de pulso
de 75%. Avaliamos a obtencdo das SUVs pela transparéncia da amostra
(diminuicéo do espalhamento). A partir dai adicionamos a suspensao de SUVs a
cubeta e titulamos com Cu:Fen usando a solucdo estoque 5mM preparada
anteriormente.

Preparamos também uma solucdo de controle, sem vesiculas. Em uma
cubeta de 1 ml com tampéo fosfato 10 mM, pH 7,4, adicionamos uma aliquota de
10 pl de norfloxacin e assim titulamos com as mesmas quantidades da solucao

estoque de Cu:Fen.

3.3.2.
Experimentos com Pluronic F-127

O estudo da interacdo do surfactante ndo i6nico Pluronic F-127 com a
norfloxacina e seu complexo com cobre:fenantrolina foi dividido em duas partes.
Na primeira queremos verificar se a interagdo da norfloxacina com Pluronic F-127
¢ capaz de detectar a transicdo de fase sol-gel que o polimero, em altas
concentracgdes, sofre com o aumento de temperatura (hidrogel termosensivel). Para
iss0, preparamos uma solugédo a 18% de PF-127(540 mg/3ml em tampéo PB 20mM,
pH 7,4) e entdo adicionamos uma aliquota de 27 ul da solucdo estoque 1 mM de
NFX.

A partir dai medimos a intensidade da fluorescéncia conforme
aumentavamos a temperatura da solucdo. Medimos também a anisotropia da
fluorescéncia de NFX em PF-127, na temperatura de 17°C, fase sol, e em uma
temperatura de 33°C, ap0s a transicdo de fase do PF-127.

Na segunda parte, estudamos a influéncia de micelas de PF-127 na formagéo
de complexos ternarios de Cu:Fen com NFX. Preparamos uma solugdo 5 mM de
PF-127, que a temperatura ambiente (24°C) esta acima da concentracdo micelar
critica, em tampé&o fosfato 20mM, pH7,4. Adicionamos NFX a uma concentragdo
fixa de 8 uM. Medimos a intensidade da fluorescéncia de NFX conforme titulamos
essa solucdo com Cu:Fen e comparamos a supressdo da fluorescéncia com a de uma

solucéo controle de NFX a 8uM no mesmo tampéo.
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3.3.3.
Experimentos com CTAB

O estudo referente a interacdo com micelas de CTAB sera apresentado em
duas partes: a primeira foi dedicada a estudar a interagcdo entre as micelas e a
norfloxacina; ap0s isso, estudamos a formacdo do complexo ternario de
Cu:Fen:NFX na presenca de micelas de CTAB.

Preparamos uma solucédo estoque de CTAB com uma concentragdo molar de
300 MM em agua miliQ, além disso utilizamos também a solucdo estoque de
norfloxacina a 1mM.

Com o intuito de entender a associacdo entre a norfloxacina e o CTAB
medimos a variacdo da intensidade da fluorescéncia de uma solucéo de 8 uM de
NFX em tampédo 20 mM com pH 7,4 conforme iamos titulando essa solu¢do com
aliquotas da solucéo estoque de CTAB.

Investigamos também a influéncia do pH nesse processo. Para isso
produzimos uma solugdo com 8 uM de NFX e 30 mM de CTAB em tampéo
universal e medimos a variagédo da fluorescéncia ao variarmos o pH, comegando em
pH 11,2 e diminuindo até 4.2 ao adicionar pequenas aliquotas de HCI.

Para investigar a formacdo do complexo ternario de cobre em pH 7,4 e em
presenca de micelas de CTAB, titulamos uma solucdo 8 UM de NFX e 30 mM de
CTAB em tampéao PB 20mM, pH 7,4 com a solucdo estoque de Cu:Fen 5 mM, e
medimos a variacdo da fluorescéncia, comparando com a de solu¢do controle em
auséncia de CTAB.

3.3.4.
Experimentos com nanobastdes de ouro

Os nanobastdes foram sintetizados pela Profa. Greice Kelly Bezerra da Costa,
UFRRJ, usando o método de semente, crescendo em solucdo de CTAB. N0sso
objetivo nessa etapa é testar a associacdo do antibidtico norfloxacina (NFX) com
nanobastdes estabilizados com diferentes camadas de recobrimento, sejam
surfactantes, polimeros ou outros reagentes.

Inicialmente a solucéo coloidal de nanobastdes foi lavada, usando o segunte

procedimento:primeiro centrifugamos, 6000 rpm, 60 min, 0s nanobastoes,
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removemos o sobrenadante e ressuspendemos usando agua deionizadapara reduzir
a concentracdo de CTAB, realizamos trés esse ciclo por trés vezes e assim
obtivemos uma concentracdo de CTAB um pouco abaixo da CMC. Apos isso, a
amostra foi diluida para uma absorbancia Aesso ~ 0,7 em tampéo fosfato pH 7,4,
1 mM.

Com intuito de modificar a superficie dos nanobastbes e estudar sua
estabilidade, submetemos suspensdes a diferentes reagentes:

- Reagentes contendo sulfidrilas: cisteina, mercaptopropanosulfonato (MPS),
glutationa

- Surfactantes: dodecil sulfato de sodio (SDS), Pluronic F-127, CTAB.

- Citrato.

Para isso, produzimos uma solucdo de nanobastdes em tampé&o PB, 1 mM, pH
7,4, e separamos em frascos distintos, aos quais adicionamos 0s respectivos
reagentes para obter uma concentracdo final em torno de 10 mM. Apds isso, as
amostras foram deixadas reagindo por trés dias, sob refrigeracéo, e ao final o
espectro de absorcdo de cada amostra era registrado.

Em seguida, acrescentamos aliquotas da solucdo estoque de norfloxacina, e
fizemos 0 acompanhamento dos espectros de absorgéo e de fluorescéncia.

Para o surfactante CTAB, utilizamos duas concentragdes: uma abaixo da
CMC, com nanobastbes obtidos apds a lavagem, e em concentracdo de 3 mM,
superior a CMC. Acompanhamos a absorbancia dos nanobastdes durante 0s
primeiros quatro dias.

Em seguida, adicionamos aliquotas de NFX a cada uma das suspens@es de
nanobastbes e acompanhamos a absorbancia e fluorescéncia das suspensdes.

Realizamos também medidas de anisotropia de fluorescéncia.

3.4.
Modelos

3.4.1.
Determinagao de constante de estabilidade de complexos metalicos
a partir de titulag6es fluorimétricas

Em uma experiéncia de titulagdo, a concentragdo do ligante (L=NFX) é
mantida constante e 0 metal M, na realidade sal metalico (Cu:Fen), é gradualmente

adicionado. O espectro de fluorescéncia é registrado como fungédo da concentracao
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de M. As mudancas nestes espectros apds a formacdo do complexo misto nos

permitem determinar a constante de estabilidade. (Valeur, 2002)

M +L—=—ML (3.2)

K, =AML (32)
[M][L]

Seja Yo a intensidade de fluorescéncia do ligante livre. Em experimentos de
fluorescéncia, a absorbancia no comprimento de onda de excitacdo deve ser menor
do que ~ 0,1 para evitar correcbes de efeito filtro. Entdo, em determinado
comprimento de onda, Yo é proporcional a concentragéo c:

Y, =ac, (3.3

Na presenca de um excesso de metal de modo que o ligante esteja

completamente ligado ao metal, Y atinge o valor limite Y/im:

Yim =DC, (3.4)
onde, em experimentos de fluorescéncia, a e b sdo proporcionais tanto ao
coeficiente de absor¢do molar na excitacdo quanto ao rendimento quantico do
ligante L e do complexo ML, respectivamente. Deve-se ter em mente que, se M é
um supressor de fluorescéncia, b=0 e Yiim = 0.

Apds a adicdo de uma determinada quantidade de metal a uma concentracao

Cwm, a intensidade de fluorescéncia torna-se:
Y =a[L]+b[ML] (3.5)
Usando a conservacdo de massa temos que a equacdo de equilibrio do
ligante e do metal e dado por:
¢, =[L]+[ML] (3.6)
Cy =[M]+[ML] (3.7)
Usando as equacbes 3.2 a 3.7, acima, além da aproximacdo dada por Benesi-
Hildebrand podemos facilmente derivar a equagéo abaixo: ( Jr, et al., 1968)
Y, -Y
Y -Y,

lim

= K,[M] (38)

Se a concentracdo do metal [M] for aproximadamente igual a concentracéo
total adicionada cwm, e se Yiim ndo for conhecido, porque experimentalmente ndo
daria para atingir uma concentragdo suficientemente alta do metal, é mais

conveniente utilizar a equacao:
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VRV L)
YYo= =) 7 1T (39)

ou na forma de duplo reciproco, para linearizar:

11 1
Y=Y, (Y Y

0)+(Ylim _Yo)Ks[M] (3.10)

Ajustando a equacdo 3.9 ao grafico de (Y—Yo) versus cm~[M], encontra-se Ks

im

e Yiim. Alternativamente, pode se usar o grafico de duplo reciproco (Y-Yo)~! versus
[M] ~'para obter Ks e Yiim através dos coeficientes linear e angular do gréafico (grafico
de Benesi-Hildebrand).

No entanto, o procedimento usado acima (Eg. 3.9 ou 3.10) s6 é valido no caso
de cmx[M]. Em geral essa aproximacgdo ndo é véalida no caso de constantes de
associacdo muito grandes. E surpreendente o nimero de trabalhos em que os autores
ndo se ddo conta de que a aproximacdo ndo € valida. Isto é quando Ks c.>> 1 (ver o

gréfico da Fig. 3-6).

i 1 I 1
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Figura 3.6. Curvas de titulacdo de fluorescéncia para o complexo metal-ligante 1:1,
de acordo a Eq. 3.14.

Vamos, em seguida, obter a equacdo de (Y—Yo) em fungéo de cwm, para o caso
de cm# [M]. Usando 3.6 e 3.7 em 3.2, temos:
[ML]

= 3.11
* (e, —[ML]).(cy, —[ML]) (311)
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[ML]? - (c_ +c,, +Ki)[|\/|L]+cMcL =0 (3.12)

Resolvendo a equagdo de segundo grau (3.12) para [ML], chegamos a

seguinte expressao:

2
1 1 1
[ML] == [CL +C,, +Kj\/(cL +Cy +Zj —4c,c,, (3.13)
Em funcdo da intensidade de fluorescéncia a Eq. 3.11 fica:
2
ML]_ Y=Y 10 G, 1 ) ffg G, 1 | 4% (3.14)
C Yiim _Yo 2 C. G Ks G G Ks C

A constante de associacdo (ou estabilidade, ou ligacdo) Ks pode ser obtida
através de um ajuste por minimos quadrados da equacgdo 3.14 ao grafico de Y-Yo

versus cm. Yiim pode ser deixado como parametro a ajustar.

3.4.2.
Titulacdo acido-base

Como dito anteriormente as propriedades fotoluminescentes das
fluorquinolonas sdo dependentes das propriedades do meio, especialmente o pH.
Por isso é de extrema importancia entender a influéncia do pH na interagcdo dos
surfactantes com as fluorquinolonas.

Nessa secdo discutiremos o modelo amplamente usado para estudar
experiéncias de titulacdo de pH (Aires, 2012). Para isso vamos considerar uma
concentracdo do fluor6foro baixa para se manter a relagdo linear entre essa grandeza
e a intensidade de fluorescéncia.

A intensidade de fluorescéncia, Y, em cada comprimento de onda é dada por
uma combinacdo linear das intensidades devidas as duas espécies do fluoroforo,
uma na forma &cida, A, e a outra na forma basica, B.

Y =a[A]+b[B] (3.13)
onde a e b séo proporcionais ao coeficiente de absor¢do molar e ao rendimento
quéantico de A e B, respectivamente. Quando o fluoréforo estd completamente na
forma &cida ou bésica, a intensidade de fluorescéncia é dada, respectivamente, por:
Y, =ac,

3.14
Y; =bc, (3.14)
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onde
c, =[A]+[B] (3.15)

Substituindo em (3.13), a e b tirados de (3.14) e ¢o de (3.15), temos:

[BI_Y,-Y

= 3.16
[Al Y-Y, (819
Logo usando a conhecida equagao de Henderson-Hasselbalch:
[B]
pH = pK, +log— (3.17)
[A]

Temos que, em funcgéo das intensidades de fluorescéncia,

B

Y,—-Y
H = pK, +log| 2 3.18
o) o

ou

_Y,10™¢ +Y, 107"
Y= 10 +10 (3.19)

O valor do pKa pode entdo ser obtido através de ajuste com a Eq. (3.19), por

minimos quadrados, dos dados de Y em funcéo do pH.
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Resultados e Discussoes

4.1.
Associagédo de norfloxacina e seus complexos de cobre com
lipossomos

Os espectros de fluorescéncia da norfloxacina titulada com cobre fenantrolina
(Cu:Fen) em presenca das vesiculas unilamerares pequenas (SUVs) preparadas com
diferentes concentragdes de acido estearico (AE), estdo apresentadas na Fig. 4.1.

Para realizar essas medidas foram utilizadas SUVs preparadas com diferentes
propor¢Ges molares de AE, com a intensdo de variar a carga superficial das
vesiculas e assim entender a influéncia da carga na formagao do complexo ternéario
NFX:Cu:Fen. Queremos também comparar com os resultados obtidos em presenca
de micelas do surfactante anidnico SDS.

Os espectros se encontram na ordem de 20% ,40% e 60% de AE com relacao
a eggPC. Ao observar as medidas abaixo (Fig. 4.1) podemos notar que houve um
deslocamento do pico de fluorescéncia da NFX de aproximadamente 407 nm para
aproximadamente 417 nm. E importante lembrar que o pico em 407 nm ocorre em
tampdo PB pH 7,4, onde a NFX se apresenta predominantemente zwitterionica.
Tanto em pH mais acido, quanto em micelas de SDS, a NFX apresenta um pico
deslocado para o vermelho (Luiz, 2009).

Sabendo que na vizinhanga das vesiculas aniénicas o pH local se encontra
mais baixo do que na regido longe das micelas, podemos explicar o deslocamento
para o vermelho observado em presenca das SUVs, lembrando que as moléculas de
NFX proximas de vesiculas anidnicas apresentariam o sitio amino protonado, ou
seja no estado catidnico. 1sso é uma indicacdo de que ha uma associacdo entre

moléculas de NFX e as vesiculas.
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Figura 4.1. Espectros de fluorescéncia da norfloxacina com concentragdes crescentes de Cu:Fen,
em presenga de SUVs com diferentes razdes molares AE/eggPC (a) 0,20, (b) 0,40 e (c) 0,60.
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Podemos notar ainda que a supressao de fluorescéncia causada pelos ions de
cobre Cu (1) do complexo Cu:Fen é tanto mais eficiente quanto menor a propor¢éo
de AE na formacdo das vesiculas, ao contrario do que foi observado para
experiéncias com micelas de SDS. (Vignoli, 2013)

Na Fig. 4.2 vemos (a) o gréfico da Stern-Volmer para supressao de
fluorescéncia, (Fo/F - 1) vs [Cu:Fen], e (b) o grafico de (Fo-F)/Fo vs [Cu:Fen], de
acordo com os espectros de fluorescéncia da Fig. 4.1. Fo e F sdo as intensidades de

fluorescéncia na auséncia e presenga do supressor.
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Figura 4.2. (a) Graficos de Stern-Volmer de supressao de fluorescéncia de NFX por Cu:Fen na
presenca de SUVs com diferentes concentracdes de AE:eggPC. (b) Grafico de (Fo—F)/Fo em
funcdo da concentracdo de Cu:Fen, sendo Fo e F as intensidades de fluorescéncia na auséncia e em
presenca de determinada concentracdo de Cu:Fen, respectivamente.
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A partir dos dados experimentais da Fig. 4.2 (b) foi possivel obter as
constantes de ligacdo para a formacdo do complexo ternario Cu:Fen:NFX, usando
a expressdo (Eqg. 3.14) apresentada na secdo 3.4. As constantes de associacdo de
Cu:Fen com NFX foram todas da ordem de 10° M™. Ao analisar os resultados
obtidos, percebemos que a constanste de associagcdo K, de Cu:Fen com NFX
diminui a medida que a carga negativa das vesiculas aumenta (representada pelo
aumento da proporcao de acido estearico): 5,8 > 3,5 > 1,2 > 0,9 x 10° M, para
SUVs com relagdo molar AE/eggPC de 0, 0,2, 0,4 e 0,6, respectivamente. Esse
resultado nos indicaria que a interacdo com as SUVs estaria protegendo as
moléculas de NFX da formagdo do complexo ternario.

No entanto, é preciso destacar que esse resultado ndo se repetiu em outra série
de experimentos, em que obtivemos constantes de associacdo ndo correlacionadas
com a fracdo de AE nas vesiculas. Visto que ndo houve reprodutibilidade,
consideramos que ndo estavamos conseguindo controlar todas as varidveis e ndo

insistimos nesse estudo.

4.2.
Norfloxacina e o complexo Cobre:Fen:NFX em Micelas de Pluronic F-
127

4.2.1.
Associacédo da Norfloxacina com Micelas de PF-127

De acordo com a literatura (Gioffredi, et al., 2016; Boal, 2012) a viscosidade
do Pluronic F-127 tende a aumentar com 0 aumento da temperatura, devido a
transicdo de fase. Buscando ver a alteracdo da associacdo das micelas de PF-127
com a norfloxacina, provocada pela transicdo de fase, medimos a variagdo da
intensidade da fluorescéncia com o aumento da temperatura. O grafico abaixo
(Fig. 4.3) apresenta a variacao de fluorescéncia da NFX em funcéo da temperatura,
em presenca de PF-127. Ao analisar esse gréafico, podemos perceber a transi¢do de
fase, a temperatura em torno dos 20°C, o que corresponde ao encontrado na
literatura (Gioffredi, et al., 2016). Ou seja, a NFX associa-se a micelas de PF-127 e

sua fluorescéncia é capaz de detectar a transicéo de fase desse copolimero.
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Figura 4.3. Variacdo da intensidade de fluorescéncia de NFX (8 pM) em presenga do copolimero
PF-127, com aumento temperatura.

A anisotropia de fluorescéncia, r, dada pela expressdo 2.19 é comumente
usada para fornecer informagdes sobre tamanho e forma das moléculas, além de ser
utilizada para investigar a interagdo entre moléculas. Utilizamos medidas de
anisotropia para verificar se a transicdo de fase de PF-127, associada a variacédo de
temperatura, tem influéncia no tempo de correlacdo rotacional das moléculas de
NFX associadas as micelas de PF-127. Comparamos a anisotropia de fluorescéncia
das moléculas de NFX em presenca de PF-127, 18%, e em solucdo aquosa, que foi
usada como referéncia. Em PF-127, medimos a anisotropia da NFX abaixo e acima
da temperatura critica de transicao de fase do copolimero, ou seja, nas temperaturas
de 18°C e 33°C, respectivamente. A Fig. 4.4 apresenta o grafico da anisotropia (Eq.
2.19) calculada em diferentes comprimentos de onda.

Como podemos observar, a anisotropia de fluorescéncia da NFX em solucéo
aguosa apresentou um valor muito pequeno, praticamente nulo, que pode ser
justificado pelo fato de a NFX ser um fluoréforo muito pequeno, aléem de apresentar
grandes velocidades de rotacdo devido a baixa viscosidade em solugdo aquosa.
Desse modo, a NFX apresenta um tempo de correlagdo rotacional muito menor que
0 tempo de emissdo de fluorescéncia e assim apresenta uma anisotropia nula
(Lakowicz, 1999). Percebemos ainda que a anisotropia em presenca de PF-127
aumentou um pouco, mas se manteve constante, em torno de 0,04, nas temperaturas

abaixo e acima da transigéo de fase. Pode-se inferir que a associacdo de NFX com
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micelas de PF-127 ndo muda consideravelmente o tempo de correlagéo rotacional
das moléculas de NFX. Outrossim, temos ainda que a microviscosidade na regido
do gel onde se localiza a NFX ndo muda com a transicdo de fase, apesar de

macroscopicamente a fluidez mudar drasticamente.
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+ em PF-127, T=18°C
006 « emPF-127, T=33"C
(] A
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Figura 4.4. Anisotropia de fluorescéncia da NFX em tampd&o fosfato, 23°C, e em presenca de PF-
127, 18 %, em temperatura abaixo (18°C) e acima (33°C) da transi¢do de fase sol-gel.

Como mostrado no grafico acima, ndo existem mudancas significativas das
medidas de anisotropia com 0 aumento de temperatura que provoca a transicdo sol-
gel, isto €, apesar da enorme mudanca na macroviscosidade da amostra, devido a

transicdo de fase, a microviscosidade em torno do NFX ndo sofre alteragéo.

4.2.2.
Influéncia de PF-127 na associacao de norfloxacina com o complexo
cobre fenantrolina

Para determinar a influéncia de PF-127 na estabilidade do complexo de cobre,
estudamos a associacdo de Cu:Fen com NFX na presenca de PF-127. Analisamos a
supressao de fluorescéncia da NFX conforme aumentamos a concentracdo de
Cu:Fen, tanto em presencga quanto na auséncia de micelas de Pluronic. Aqui, as
concentragdes de PF-127 foram bem abaixo das necessarias para ocorrer a transi¢ao

sol-gel, mas suficientemente altas para a formacao de micelas.
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Os espectros da Fig.4.5 mostram a diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia (supressdo) causada pela interacao dos ions Cu (Il) de Cu:Fen com a
NFX.

. [NFX] 8uM 5% P127 in PB pH 7.0
3.2x10"
[Cuphen] pMol.L™

—0
—2
—4
—6
—8
—10
—12
—14
— 16
—20

2.4x10°

1.6x10° -

Intensidade

8.0x10°

0.0

360 400 440 480 520
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.5. Variacdo da intensidade da fluorescéncia de NFX com o aumento da concentragdo de
Cu-Fen, na presenca de micelas Pluronic F-127 (5% = 50 mg/ml ~ 4mM).

Ndo € possivel observar muita mudanga na fluorescéncia de NFX, ao
comparar o espectro em presenca (Fig. 4.5) e na auséncia (Fig. 4.6) das micelas de
PF-127. Isso por que o PF-127 é um surfactante ndo idnico e, portanto, ndo ha
interagBes eletrostaticas entre as suas micelas e as moléculas de NFX. Esse
comportamento, contrario ao observado na interacdo de NFX com micelas de SDS
(Vignoli, 2013), reflete a grande influéncia das interacdes eletrostaticas na

interacdo.
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Figura 4.6. Variacdo da intensidade da fluorescéncia de NFX com o aumento da concentragdo de

Cu:Fen, na auséncia de micelas PF-127.

Para obter a constante de associacdo da norfloxacina com Cu:Fen em

presenca e na auséncia de micelas de PF-127, usamos o modelo de um sitio de

ligagdo (Eq. 3.14). Paraisso, plotamos na Fig. 4.7 o gréfico de (Fo - F)/Fo em funcéo

da concentracdo de Cu:Fen, de acordo com os espectros das Figs. 4.5 e 4.6, sendo

Fo e F as intensidades de fluorescéncia em auséncia e presenca do supressor

(Cu:Fen).

1.00

0.75

0.50

Fo- P/ Fg

0.25

0.00

Figura 4.7. Gréfico de (Fo-F)/Fo em fungdo da concentragdo de Cu:Fen, na presenca M e na

m  1- NFX-PF127
® 2-NFX-PB

1

— NFX-PF127 K= 5.0x10°M’

——Controle K= 3.9x10°M™

T T T T T T T
10 20 30 40
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50

auséncia ® de PF-127. Fo e F so as intensidades de fluorescéncia na auséncia e em presenga de
determinada concentracdo de Cu:Fen, respectivamente.
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Usando o modelo descrito no Capitulo 2, secdo 2.2.4, conseguimos
determinar a constante de associacao de Cu:Fen com NFX em presenca de micelas
de PF-127, que foi K, = (5,0 + 0,3) x10° M1, enquanto na auséncia foi K, = (3,9 +
0,2) x10° M1, o que revela uma diferenca pequena, indicando que a presenca das
micelas de PF-127 blinda pouco a associacdo de Cu:Fen com a norfloxacina. O que
é corroborado com as medidas realizadas anteriormente.

Sabemos que a solubilidade da norfloxacina é profundamente depende das
caracteristicas da solucdo, como por exemplo pH, forca ibnica entre outras
caracteristicas. Sabemos também que em pH 7,4 a norfloxacina ndo exibe um
comportamento hidrofébico acentuado. Lembrando que nas micelas de Pluronic as
interagBes mais proeminentes sdo as interagdes hidrofébicas, podemos entender o
motivo da baixa interacdo entre as micelas de PF-127 e a moléculas de NFX.

4.3.
Norfloxacina e o complexo Cobre:Fen:NFX em Micelas de CTAB

4.3.1.
Associacédo da Norfloxacina com Micelas de CTAB

Com intuito de estudar a interacdo da norfloxacina com micelas do
surfactante catibnico CTAB, primeiro titulamos a solucdo aquosa de NFX 8uM
preparada em tampéo fosfato 20 mM, pH 7,4, com concentracfes crescentes de
CTAB. A Fig. 4.8 mostra as mudancas no espectro da fluorescéncia da NFX com o
aumento da concentracdo de CTAB. Esse aumento provoca uma pequena
diminuicdo na intensidade da fluorescéncia e quase nenhuma alteracao na posicao

do pico ou na forma do espectro.
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Figura 4.8. Espectros de fluorescéncia da solugdo de NFX 8 uM titulada com concentragdes
crescentes de CTAB (tampdo fosfato de 10 mM, pH 7,4)

A reducdo da intensidade da fluorescéncia observada nos espectros da
Fig. 4.8 pode ser explicada pelo fato que as moléculas de NFX, por se apesentar no
estado zwitteridnico pode ser atraida para a superficie catibnica da micela de
CTAB, que, por ter o pH local mais basico, promove a desprotonacdo do sitio
carboxilico, tornando anidnica a molécula de NFX. Como no estado anidnico a
NFX ndo é fluorescente, a fluorescéncia da solucdo diminui com o aumento da

concentracdo de CTAB.

Com o objetivo de encontrar a constante de associacéo entre 0o CTAB e a

NFX, plotamos a variacdo dos espectros acima, (Fo—F)/F, em funcdo da

concentracdo de CTAB (Fig. 4.9). Analisamos o grafico da Fig. 4.9 usando modelo
de dois estados (Eq. 3.14).

A partir disso obtivemos uma constante de associacao da norfloxacina com o

CTAB, Kp= (62 + 1) M1, que representa que as micelas de CTAB interagem muito

pouco com a norfloxacina.
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Figura 4.9. Variacéo da intensidade de fluorescéncia de NFX com a concentracdo de CTAB. Foe F
sdo as intensidades dos picos de fluorescéncia na auséncia e na presenca de CTAB,
respectivamente.

4.3.2.
Influéncia do pH na associagéo da Norfloxacina com CTAB

Como a norfloxacina é fortemente afetada por mudancas no equilibrio acido-
base, porque apresenta varios sitios de protonacdo, o pH pode ter grande influéncia
na sua interacdo com micelas de CTAB, catibnicas. Para estudar essa influéncia,
fizemos medidas da absorcdo variando o pH da solucdo de NFX em presenca de
micelas de CTAB. Com base na constante de associacdo NFX-CTAB em pH 7,4,
encontramos que para [CTAB]= 16 mM, 50% de moléculas de NFX encontram-se
ligadas a micelas. Usamos [CTAB] 25 mM para estudar a influéncia do pH na
associacdo com NFX (60% ligada, em pH 7,4). Os espectros de absorcao
encontram-se na Fig. 4.10.

Acompanhamos as alteragbes que ocorrem no espectro de absorcdo
(Fig. 4.10) e medimos a variagdo da intensidade da fluorescéncia (Fig. 4.11)
conforme diminuimos o pH.

No espectro de absor¢do percebemos um deslocamento para o vermelho do
pico de mais alta intensidade, em 260 nm, para valores em torno de 270 nm
conforme o pH diminuia. Percebemos ainda uma perda de resolucdo na banda de

absorcdo como um todo, referente ao comprimento de onda 300-350nm. Tais
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resultados também foram observados por Luiz na auséncia de vizinhanga micelar.
(Luiz, 2009)

0.60
pH
—11.0
0.45 - —299
© ——28.8
% —738
2 0304 7.0
§ —6.0
< —5.3
015 —4.4
0.00 T T T T T T T T
240 300 360 420 480

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.10. Espectros de absorcdo da norfloxacina em diferentes valores de pH. [CTAB]=25 mM.

A norfloxacina em pH alto se apresenta com 0 grupo amino e 0 grupo acido
desprotonados, ou seja, no estado aniénico. Nesse estado a norfloxacina ndo €
fluorescente. A medida que o pH vai abaixando o grupo amina vai ficando
protonado e ela comeca a ficar fluorescente, apresentando um pico de emissao em
torno de 407-410 nm (Fig. 4.11). A medida que o pH vai ficando 4cido, o grupo
acido vai-se protonando (ficando neutro) e a norfloxacina se apresenta em estado
cationico. Com isso, o espectro de emissdo de fluorescéncia comeca a se deslocar
para comprimentos de ondas maiores, deslocamento batocromico (para o

vermelho), com pico em torno de 437-440 nm.
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Figura 4.11. Espectros de fluorescéncia de NFX em micelas de CTAB, com a variacdo do pH.

A variacdo da intensidade de fluorescéncia no comprimento de onda 407 nm
(protonacdo da amina) e 452 nm (protonacdo do 4acido), conforme o pH ia
diminuindo, esté plotada na Fig. 4.12. Podemos notar que os pKa da norfloxacina
em presenca CTAB tiveram uma pequena alteracdo quando comparados com 0s
obtidos na auséncia de CTAB, o que pode indicar que a variacao do pH da solucédo

afeta pouco a associacdo da molécula de norfloxacina com as micelas de CTAB.

6
1.6x10" 4 ® NFX em CTAB
® NFXemPB
PK,
. ——CTAB 6.3
1.2x10 ——tampdo 6,15
——CTAB 8,44
,:._;\ ——tampédo 8,64
H 5
8, 8.0x10°
LL
4.0x10°
0.0 T T T T T
4 6 8 10 12
pH

Figura 4.12. Variacdo da intensidade de fluorescéncia de NFX com o pH, em presenca de micelas
de CTAB. [CTAB]=25 mM. (medidas em tamp&o, (Luiz, 2009).)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612933/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612933/CA

Resultados e discussdes
66

4.3.3.
Influéncia de CTAB na associagéo de Cu:Fen com norfloxacina

Para determinar a influéncia do CTAB na estabilidade dos complexos de
cobre, estudamos a associacdo de Cu:Fen com NFX na presenca de CTAB.
Analisamos as alteracGes no espectro de fluorescéncia conforme aumentamos a
concentracéo de Cu:Fen tanto em presenca quanto na auséncia de micelas de CTAB
(Fig. 4.13).

(@) 0,010 CTAB 25mM_PB10mM
X [Cuphen] umol.L™*
L 6.0x10° 1
©
©
G
c
]
=
3.0x10°
0.0 : , . : .
360 400 440 480 520
Comprimento de onda (nm)
(b) 9.0x10° Controle
.0x10° 1 B
[Cuphen]umol.L™
—0
—2
g —a
® 6.0x10°
S —6
@ —10
2 ——18
- —24
3.0x10° —30
—40
0.0 , . , . , . —__ ,
360 400 440 480 520

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.13. Variacdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo da Cu:Fen.
(a) na presenca e(b) na auséncia de CTAB.
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Os espectros da Fig. 4.13 mostram a variacdo da intensidade de fluorescéncia
da norfloxacina em tampao fosfato em pH 7.4, na presenca (a) e na auséncia (b) de
CTAB, ao adicionamos aliquotas de Cu:Fen. Como o cobre é um supressor de
fluorescéncia, atraves da diminuicao da fluorescéncia da NFX, ligada ou ndo ligada
a micelas de CTAB, podemos obter a influéncia do CTAB na formacgdo do
complexo ternario.

Para comparar a formacdo do complexo ternario, plotamos a variacdo da
intensidade da fluorescéncia da norfloxacina em funcdo da concentragdo de cobre

fenantrolina, como podemos ver na Fig. 4.14.

1.0 4
0.8
0.6

0.4 4

(F-F)F,

® 1- CTAB 25 mM
0.2+ ® 2-ref. PB 10 mM

— K,=50x10°M"

0.0 —— K,=2,0x10°M"

T T T T T T T T T
0 10 20 30 40

[Cu:Fen] (uM)

Figura 4.14. Variacdo de fluorescéncia de NFX, normalizada, em presenca e auséncia de CTAB,
em funcéo da concentragdo de Cu:Fen. Fo e F s8o as intensidades dos picos de fluorescéncia na
auséncia e na presenca de Cu:Fen, respectivamente.

Usando a variagdo de fluorescéncia no comprimento de onda 407 nm
(Fig. 4.14) e considerando 0 modelo de dois estados para determinacdo da constante
de associacao, foi possivel analisar quantitativamente a interacao e obter a constante
de associacédo entre Cu:Fen e NFX em micelas de CTAB. O valor encontrado para
a constante de associacao na presenca de micelas foi duas vezes e meia maior (Kp
= 5.0x10° M1) do que o obtido para NFX em tampéo fosfato (Kp = 2.0x10° M1).

Isso indica que a formacdo do complexo ternario € de fato facilitada pela
presenca de micelas de CTAB. No entanto, a diferenca entre essas duas constantes
ndo € tdo proeminente, o que mostra que a NFX interage fracamente com as micelas
de CTAB. Isso pode ser explicado pela férmula estrutural desse surfactante, ja que,
ao contrario do SDS, a cabeca polar catidnica do CTAB € blindada pelos 3 radicais
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metila, ndo deixando a carga positiva dessa cadeia tdo acessivel como no caso da

cabeca polar anidnica do SDS.

4.4.
Associacéao de norfloxacina com nanobastdes de ouro (AuNR)

Nesses experimentos foram utilizados nanobastdes de ouro, cedidos pela
Profa. Greice Bezerra da Costa, UFRRJ, produzidos por via quimica em presenca
de CTAB. Estes foram caracterizados usando medidas de absorcdo UV-Visivel,
tendo apresentado espectro com duas bandas plasmonicas caracteristicas de
nanobastbes (Fig. 4.15). Percebemos uma em 516 nm, que aparece também em
nanoparticulas de ouro, e a outra, cuja posicdo depende fortemente da razdo de
aspecto dos nanobastdes, apareceu em 680 nm nesse lote. Usamos AuNRs em
concentracdes tais que absorbancia era Aesgo~1,0. De acordo com a literatura
podemos considerar o coeficiente de extingdo é aproximadamente igual a &=
3,3x10° Mcm™ (Orendorf, et al., 2006).

AuNR

1.0
banda longitudinal

0.8 +

banda transversal
0.6 H

Absorbancia

0.4

0.2 T T T T
400 600 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.15. Espectro de extin¢éo dos nanobastfes de ouro utilizados nesse trabalho.

Obtivemos também o espectro de absor¢do da NFX em concentracdo de
20 uM em tampéo PB 1 mM e pH 7,4, para funcionar como controle de todas as
experiéncias subsequentes (Fig. 4.16). O espectro de absorcdo, nessas condices,
apresenta uma banda com méaxima absor¢do em 272 nm e outra com dois picos em

324 e 335 nm. E importante observar que na concentracdo de 20 M Az72~0,6 e
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A3~ 0,2 e com esses valores o efeito filtro em fluorescéncia pode se tornar

relevante.
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] Figura 4.16. Espectro de absorcdo de norfloxacina, pH 7.4.
E importante lembrar que as moléculas de CTAB que recobrem o0s

nanobastfes apresentam carga positiva em solucdo. Assim, os AuNRs tém sua
superficie protegida pelas cadeias hidrofébicas do surfactante e sdo estabilizados
pela interacdo repulsiva entre as cargas elétricas positivas superficiais dos
nanobastfes, mantendo-se em suspensao coloidal.

Para verificar se moléculas do antibidtico norfloxacina associam-se aos
nanobast@es, foi acrescentada uma aliquota de norfloxacina para deixar a solugéo
com uma concentracdo de 20 uM, de NFX.

Logo em seguida medimos a absorbancia da solucdo coloidal de AuNRs
estabilizados com CTAB com a adi¢do de NFX (Fig. 4.17), e percebemos um leve
deslocamento batocrémico da banda plasmonica de 680 nm, além de uma reducéo
do mesmo, sugerindo uma pequena aglomeracéo dos nanobastdes. No dia seguinte
medimos essa mesma amostra e percebemos um deslocamento maior e uma redugéo
mais pronunciada (Fig. 4.17). Ap6s mais algumas horas, foi observado que os

nanobastdes tinham precipitado completamente.
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Figura 4.17. Espectro de extingdo de AuNRs estabilizados com CTAB: (1) sem NFX e
(2 e 3) com NFX 20 pM.

Em seguida, foi utilizada nova solucdo de nanobastdes aumentando-se a
concentracdo de CTAB para 3 mM, que € superior a CMC desse surfactante, para
verificar se nessa configuracdo a suspensdo se apresenta mais estavel em presenca
de NFX. Assim acompanhamos a absorbancia dos nanobastfes durante os primeiros
quatro dias, depois adicionamos uma aliquota de NFX para deixar a solu¢cdo com
uma concentracdo final de 20 uM de NFX e acompanhamos essa solu¢do durante 8
dias, realizando medidas de absorbancia e fluorescéncia além de medidas de
anisotropia de fluorescéncia. No grafico da Fig. 4.18 encontramos 0s espectros dos
nanobastfes tanto em presenca de NFX quanto na auséncia (detalhe inserido). Ao
analisar esses espectros, percebemos que essa solugédo apresentou melhor resolucéo
na banda plasménica longitudinal, referente ao comprimento de onda 680 nm, na
auséncia de NFX, além de ndo ter apresentado mudangas significativas apds a

adicdo de NFX, mesmo ao longo de alguns dias.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612933/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612933/CA

Resultados e discussdes
71

AUNR+CTAB+NFX
2.0 15+
AuNR+CTAB —o0
+5 min
1'0" 15h
—— 4 dias
1.5 \\xj\/ 4dias
0.5 1 \
.© \/\ﬂ\\
8 ] \
© 0.0 , , , ,
2 1.0 400 600 800 1000
3
o AUNR+CTAB+NFX
<
0.5
00 T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000

Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.18. Espectros de absor¢do de NFX com AuNRs estabilizadas com CTAB.

Realizamos também medidas de fluorescéncia e de anisotropia dos
nanobastbes para caracterizar a estabilidade da solucédo e estudar a influéncia do
CTAB na interacdo da NFX com a solucdo coloidal. Ao examinar o grafico
apresentado na Fig. 4.19, verificamos uma pequena flutuacdo do rendimento
quantico de fluorescéncia da NFX. Além disso, ndo foram observados quaisquer
deslocamentos significativos do pico, indicando que 0s nanobastdes recobertos com
CTAB influenciam muito pouco a fluorescéncia da norfloxacina. Os nanobastdes
se apresentaram estabilizados pelas moléculas de CTAB e a NFX ndo apresentou
mudancga significativa nos espectros de absor¢éo e fluorescéncia. Isto esta de acordo
com os resultados obtidos nos experimentos de interacdo de NFX e micelas de
CTAB, onde percebemos que a NFX ndo interage muito com as micelas de CTAB.

Ou seja, uma vez que 0s AuNRs estdo estabilizados com CTAB em
concentracdo acima da CMC, a adicdo de moléculas de NFX ndo afeta a
estabilidades dos AuNRs.
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Figura 4.19. Espectros de emissao de fluorescéncia de NFX em suspensdo de AuNRs estabilizados

com

Investigamos também as alteracBes na anisotropia da fluorescéncia para

CTAB (3 mM) ao longo dos dias.

caracterizar se ocorrem interag0es entre NFX e 0s nanobastdes recobertos com

CTAB. No gréfico da Fig. 4.20, podemos verificar um leve aumento da anisotropia
para r=0,04, quando comparamos com 0s resultados obtidos para NFX em tampéo

(r <0,01). A diferenca é muito pequena, 0 que sugere baixa interacdo entre a NFX

e 0s AuNRs, resultado condizente com 0s dos outros experimentos.
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Figura 4.20. Anisotropia de fluorescéncia de NFX em suspensdo de AuNRs recobertos com

CTAB. [NFX]=20uM


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612933/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612933/CA

Resultados e discussdes
73

Para verificar o efeito da troca de recobrimento dos AUNRS na interagéo com
0 antibidtico, buscamos inicialmente estudar a estabilidade dos nanobastfes sob o
efeito de diferentes substancias que modificam a superficie dos AuNRs, tais como
compostos contendo um grupo tiol e surfactantes. Os reagentes contendo tiol
utilizados foram cisteina, mercaptopropanosulfonato (MPS) e glutationa. Os
surfactantes, além de CTAB, foram dodecil sulfato de sédio (SDS), anibnico, e
Pluronic F-127, neutro. Além desses, tentamos estabilizar os nanobastdes com
citrato. Produzimos sete solucgdes padronizadas de nanobastfes com os respectivos
reagentes citados. Essas solugdes foram deixadas para estabilizar por trés dias e, ao
final, tomamos o espectro de absorcdo de cada amostra, como podemos ver no
gréfico da Fig. 4.21.

1.0 4 ——1-CTAB

—— 2- Glutationa
——3-LCys
— 4- MPS
—5-SDS

—— 6- Citrato
—— 7- Pluronic F-127

57

Absorbancia
o
()]
1

0.0 T T T T T T T T T
220 440 660 880
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.21. Espectros de extin¢do dos nanobastdes estabilizados por diferentes reagentes.

Percebemos que as amostras em SDS, Pluronic F-127, citrato e MPS
permaneceram transparentes e sem mudancga de cor aparente, enquanto as com
cisteina e com glutationa (GSH) precipitaram completamente. Para medir a
absorcdo/extincdo UV-Vis-NIR, ressuspendemos a amostra com L-Cys no
ultrassom e percebemos que esta apresentou uma coloracgdo leitosa, 0 que sugere
uma aglomeragdo das particulas, também observada no espectro da Fig. 4.21.
Quando comparamos o0s espectros de extingdo dos AuNRs submetidos aos
diferentes reagentes, percebemos uma completa descaracterizagdo nos espectros

para L-Cys e glutationa. Nos espectros referentes a estabilizacdo com MPS e com
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citrato (4 e 6) percebe-se pouca alteragdo, com menos espalhamento para o citrato.
Contudo, os espectros das solugdes estabilizadas com SDS e PF-127 apresentaram
uma melhor resolucdo das bandas plasmdnicas, ou seja, um aumento da intensidade
e diminuicéo da largura.

A partir desses resultados, estudamos a estabilidade dos AuNRs com os
diferentes recobrimentos em presenca de norfloxacina. Para tal adicionamos uma
aliquota de 10 pl de uma solucdo estoque, a uma concentracdo de 2 mM, as
amostras (1 ml) que tiveram maior estabilidade, ou seja, as amostras que foram
estabilizadas com SDS, PF-127, MPS e citrato. Em sequéncia, medimos novamente
0s espectros de absorcdo/extingdo de cada amostra, além de realizar um breve
acompanhamento no tempo, como apresentaremos a seguir.

Vamos discutir os resultados obtidos para cada recobrimento
separadamente, comec¢ando pelas amostras que ndo produziram muitos resultados
ou seja MPS e citrato. Depois apresentaremos as amostras estabilizadas por
Pluronic F-127 e SDS, que melhor estabilizaram os AuNRs. As amostras foram
analisadas usando absorbancia e fluorescéncia. O grafico da Fig. 4.22 se refere aos

espectros de absorcao/extingdo dos nanobastfes estabilizados com MPS.

AuNRs + MPS 15-

— 1.CTAB
2. MPS
—— 3. MPS /48h

1.2 4 1.0

0.54

.+ NFX
. +3 min
. +6 min
. +1h
. +3h

Absorbancia

0.0 T T T T T T
220 440 660 880

Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.22. Espectros de absorcdo/extin¢do referentes aos AUNRS estabilizados com MPS, antes e
apos adicdo de NFX 20 uM.

Ao analisar o espectro de AUNR sem NFX (detalhe Fig. 4.22) verifica-se que

com adi¢do de MPS ocorre uma leve diminuigéo na intensidade e um deslocamento
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da banda plasmonica para 660 nm. Ao adicionarmos NFX a solugdo coloidal,
percebemos que essas alteracGes se intensificaram. E assim, em pouco tempo, as
bandas de ressonancia plasmonica foram completamente alargadas, e tdo logo a
solucéo tinha precipitado completamente no fundo da cubeta.

Na Fig. 4.23 temos o0 espectro de nanobastdes estabilizados por citrato.

AuNRs + NFX / citrato

2.0

—1-CTAB
—— 2- Citrato
3- Citrato/48h

1.5

@

o

G

«

2 B(I)O

8 1.0 -

Q

< + NFX

+ 3 min

0.5 4 . +1hrs

0.0 T T T T T T 1
400 600 800 1000

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.23. Espectros de absorcdo/extingéo referentes aos nanobastdes estabilizados com citrato
antes e apo6s adicdo de NFX, 20 pM.

Ao observarmos os graficos referentes aos AUNRS estabilizados com citrato,
percebemos uma reducdo da intensidade das bandas plasmonicas. Apés a adicdo da
aliquota de NFX percebemos que o desaparecimento dessas bandas ocorre muito
rapidamente, assim como 0 que ocorreu com as amostras estabilizadas com MPS.

Como dito anteriormente, os melhores resultados foram obtidos com as
amostras de AuNRs estabilizados pelos surfactantes SDS e Pluronic F-127.
Discutiremos com mais detalhe esses resultados a partir de agora.

As solucGes coloidais estabilizadas com PF-127 (Fig. 4.24) tiveram uma
melhor resolucdo das bandas plasménicas e um aumento da intensidade, passando
de uma absorbancia 0,6 para 0,8, além de apresentarem um pequeno deslocamento
para o azul (blue shift) de 680 nm para 675 nm. Apresentaram também uma
estabilidade maior, evidenciada pelos espectros de absor¢do, mesmo depois de 15 h

apos a primeira medida.
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AuNRs PF-127+NFX

164 —— CTAB
1.2 —— PF-127
—— PF-127 /15h
1.2
©
£ %o @0 ow | @0
A
‘_‘é‘ 0.8
o
8 +NFX
< +1h
0.4 1 +2h
+ 8 dias
+ 9dias
0.0 T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.24. Espectros de absorcdo referentes ao nano bastGes estabilizados com Plurnic F-127
0,2 mM, antes e ap6s adigdo de NFX 20 uM.

Assim como nas outras amostras, ap6s o estudo da estabilidade dos
nanobastBes na presenca de Pluronic F-127, adicionamos uma aliquota de NFX e
acompanhamos as alteracdes que ocorrem na amostra com medidas de absor¢éo e
fluorescéncia. Os espectros de absorcdo/extingdo continuaram a apresentar melhor
resolucdo das bandas plasmonicas, porém ap6s alguns dias a amostra precipitou
completamente na cubeta.

Os AuNRs estabilizados em SDS sem NFX (Fig. 4.25, gréfico inserido)
apresentaram um aumento da intensidade da banda plasmonica longitudinal, além
de melhor resolugcdo dessa banda, quando comparados com nanobastfes
estabilizados com CTAB. Percebemos também um blue shift para 670 nm, assim
como os resultados obtidos com o Pluronic F-127. Apds 15 h, ndo foram observadas
mudancas significativas dos AuNRs e assim continuamos a andlise, agora em
presenca de NFX.

Apods isso, adicionamos uma aliquota de NFX e assim acompanhamos as
alteracdes da amostra (Fig. 4.25). Essas mostraram uma excelente resolu¢do nos
picos referentes as bandas plasmonicas, mesmo depois da adi¢do de norfloxacina,
além de um blue shift da banda plasménica longitudinal, de 680 para 665 nm.
Mesmo depois de dez dias ndo houve alteracao significativa nem na coloragéo da

amostra nem nos espectros de absorcéo.
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1.2 4

1. +CTAB
2.+SDS
3. +SDS+15hrs

AUNRs+SDS

1.6 1

1.2 1

600 800
— + NFX
0.8 —— +5min
—— +1hrs
— +2hrs
—— +10 dias

Absorbancia

0.4 1

T T T T T T
200 400 600 800
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Figura 4.25. Espectros de absorcdo/extincédo referentes ao nanobastdes estabilizados com SDS,
antes e apo6s adi¢do de NFX 20 pM.

Para analise subsequente, também medimos a fluorescéncia apds adicdo da
NFX aos nanobastdes estabilizados com as diferentes substancias. Fizemos ainda
um acompanhamento durante alguns dias da solucdo coloidal estabilizada com
SDS, alem de medir a anisotropia de fluorescéncia dessa amostra, para entender a
interacdo entre os nanobastdes e a norfloxacina. Os espectros de emissdo de

fluorescéncia estdo apresentados na Fig. 4.26.

3.0x10° —— 1. NFXpH 7.4
1 ——2. + AUNR PF-127
—— 3. +AuNR MPS
2_4)(106 . — 4. +AuNR SDS
. +AuNR citrato

S
CU 6
S 1.8x10° 1
)
c
9
k=

1.2x10°

6.0x10°

0.0 T

T T T T T T T 1
360 400 440 480 520
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.26. Espectros de emissdo de fluorescéncia de norfloxacina em suspenséo de AuNRs
estabilizados com diferentes substancias.
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Nos espectros da Fig. 4.26, podemos perceber que, em nanobastdes
estabilizados com PF-127 e MPS, a NFX néo apresentou mudangas significativas
na posicéo do pico de fluorescéncia, em relacéo ao pico em solucéo aquosa pH 7.4.
Apresentaram o pico caracteristico em 407 nm (espectros 1, 2 e 3), que corresponde
a NFX no estado zwitteridnico de protonacdo. Nas amostras estabilizadas com
citrato, vemos que esse pico foi deslocado para o 440 nm, o que de acordo com a
literatura (Albini, et al., 1999) corresponde ao estado cationico de protonacdo da
NFX. A partir disso medimos o pH dessa amostra e percebemos que estava bem
préximo a 2, o que justifica deslocamento do pico caracteristico. Ao ajustar o pH
em 7.4, o pico voltou a 407 nm.

Nas amostras estabilizadas com SDS, percebemos gue esse pico foi deslocado
para 432nm, o que de acordo com a literatura (Vignoli, 2013) revela uma
associacao das moléculas de NFX com as micelas de SDS.

Devido a ter obtido bons resultados de absorbancia, resolvemos fazer um
acompanhamento da fluorescéncia dos nanobastdes estabilizados por SDS durante
varios dias. Percebemos um deslocamento do pico de fluorescéncia para
comprimentos de ondas menores. Ao observar o grafico da Fig. 4.27, vemos que 0
primeiro espectro de fluorescéncia apresenta um pico de emissdo em 432 nm, que
indica que a NFX se apresenta em SDS, na forma catidnica, comportamento
também apresentado em micelas de SDS (Vignoli, 2013). Apds alguns dias
podemos observar que a emissao passou para o comprimento de onda de 414 nm,
como podemos ver no grafico da Fig. 4.27 (detalhe) o que pode sugerir que existe
uma associacdo da NFX com os nanobastBes recobertos com SDS. Percebemos
também que as moléculas de NFX em solucéo coloidal de AuNRs sofreuram menos
fotodegradacgéo que em solucdo aquosa.

No grafico da Fig. 4.28, vemos medidas de anisotropia de fluorescéncia da
norfloxacina tanto em solucgdo aquosa quanto em solugéo coloidal. A anisotropia de
fluorescéncia da NFX em solucdo aquosa ficou em torno de zero, o que ja havia
sido verificado, ja que a taxa de difusdo rotacional em meio aquoso é bem mais
rapida que a taxa de emissdo do fluoréforo (Lakowicz, 1999). J& na medida em
presenca de AuNRs estabilizados com SDS a anisotropia, r, apresentou um valor

em torno de 0,1, o que sugere uma interacdo entre a NFX e 0s nanobastdes.
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Figura 4.27. Espectro de emissdo de fluorescéncia de norfloxacina 20uM em solugdo de
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5.
Consideragodes finais e perspectivas

Analisando as medidas de fluorescéncia referentes a formagdo do complexo
ternario Cu(ll):Fen:NFX na presenca dos lipossomos de lecitina de ovo, devido ao
deslocamento do pico da NFX podemos concluir que as moléculas de NFX
interagem com as vesiculas unilamelares, SUVs.

No entanto, conforme também foi observado, a constante de associacdo
obtida para a formacdo do complexo ternério diminui conforme a concentracdo de
acido estearico aumenta. Ou seja, o aumento da concentracdo de moléculas
anioénicas nas vesiculas dificulta a formacdo do complexo ternario Cu:Fen:NFX, o
que é o contrario do observado na formacdo desse complexo em presenca de
micelas de SDS. Novos experimentos devem ser realizados para corroborar essa
concluséo.

Os experimentos de norfloxacina, em presenca de alta concentracdo de PF-
127 (cerca de 20%), demonstraram que a fluorescéncia da NFX é capaz de detectar
a transicao de fase sol-gel desse surfactante termossensivel. Nos experimentos com
variacdo de temperatura, na faixa de 10 a 35°C, a intensidade de fluorescéncia
apresentou o comportamento caracteristico das curvas sigmoidais de transicdo de
fase. Medidas de anisotropia de fluorescéncia mostraram que existe um pequeno
aumento de anisotropia em presenca de PF-127, tanto na fase sol quanto na fase gel.
Porém esse resultado ndo foi tdo expressivo, indicando que a mobilidade de NFX
ndo varia muito na presenca do polimero, o que esta de acordo com resultados
obtidos anteriormente, de que a interacao eletrostatica é extremamente importante
para a associagdo da NFX as micelas.

Podemos perceber ainda que a inexisténcia de variacdo da anisotropia com o
aumento da temperatura, indica que a transicdo de fase do polimero ndo produz
mudancas na microviscosidade ao redor das moléculas de NFX, apesar da enorme
mudanca na macroviscosidade.

As anélises de formacao dos complexos ternarios em presenca do surfactante

ndo idnico Pluronic F-127, em que foram realizados experimentos de supressdo de
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fluorescéncia, indicaram que as micelas de Pluronic F-127 tém pouca influéncia na
formacédo dos complexos ternarios de Cu:Fen:NFX.

Experimentos em que titulamos NFX com o surfactante catibnico CTAB
permitiram obter a constante de associacdo, que demonstrou baixa interacdo entre
NFX e micelas de CTAB. Isso refletiu-se também na titulacdo acido-base de NFX
em presenga de micelas de CTAB. O ambiente micelar, apesar de cationico, néo
alterou o equilibrio ibnico da NFX, ou seja, a presen¢a de micelas ndo alterou o
valor dos pKa dos grupos amino e carboxilico da molécula de NFX.

As experiéncias realizadas para estudar a formacdo de complexo ternario
NFX:Cu:Fen na presenca de CTAB indicaram constante de associagéo 2,5 vezes
maior na presenca do que na auséncia das micelas. Ou seja, micelas de CTAB de
fato facilitam a formacao de complexo, mas ndo substancialmente.

Por fim, realizamos experimentos com nanobastdes de ouro, com o intuito de
estudar sua estabilidade quando recobertos com diferentes reagentes e surfactantes,
para avaliar sua possivel utilizacdo como carreadores de farmacos. Em seguida,
estudamos a associa¢do da norfloxacina com o0s nanobastdes recobertos que
apresentaram maior estabilidade.

Nessas experiéncias, percebemos que reagentes com grupos sufidrila, cisteina
(L-cys), mercaptopropanosulfonato (MPS) e glutationa (GSH), nas concentragdes
usadas (mM), os nanobastdes de ouro ndo ficaram estaveis, se aglomeraram e
precipitaram em pouco tempo. Esse mesmo resultado foi observado para os
nanobastfes que reagiram com citrato.

Os resultados obtidos com nanobastdes de ouro estabilizados por surfactantes,
indicaram que o Pluronic F-127 estabiliza bem os nanobastbes de ouro,
provavelmente devido ao tamanho de suas trés cadeias, uma hidrofébica e duas
hidrofilicas. Porém, esse comportamento ndo foi observado quando adicionamos
NFX, isto €, ap0os a adicdo 0s nanobastdes estabilizados por PF-127 se aglomeram
e precipitam completamente.

O que percebemos nas experiéncias realizadas com surfactantes iénicos foi
gue o excesso de carga é extremamente importante para a estabilidade dos AuNR.
Podemos concluir isso pois percebemos que as suspensdes coloidais contendo
nanobastdes estabilizados por CTAB e por SDS tiveram os melhores resultados,

mesmo na presenca do antibidtico NFX.
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Os resultados obtidos das experiéncias de fluorescéncia de NFX em amostras
de AuNR@CTAB apontaram uma pequena flutuacdo na intensidade de
fluorescéncia. Assim concluimos que as moléculas de NFX ndo interagem bem com
AUNRs recobertos com CTAB, o que corrobora os resultados obtidos das
experiéncias que realizamos com NFX e micelas de CTAB.

Atraveés dos resultados obtidos em experiéncias de fluorescéncia de NFX em
amostras de AUNR@SDS, percebemos que, no primeiro momento, as moléculas de
NFX estavam majoritariamente interagindo apenas com as micelas de SDS, pois 0
pico de fluorescéncia apresentou-se em 432 nm, caracteristico de NFX e micelas de
SDS. Porém, apds algum tempo percebemos um deslocamento desse pico para
comprimentos de onda menores, 0 que sugere um aumento da interagdo de NFX
com 0s AuNRs.

Esse resultado foi reiterado pela anisotropia de fluorescéncia, em que
obtivemos valores em torno de r = 0,1 para NFX em presenga de AUNR@SDS e
aproximadamente zero para NFX em solucdo aquosa.

Para estudos futuros, pretendemos nos concentrar em experimentos com
nanobastbes de ouro, variando seu encapsulamento para dar a eles diferentes
funcionalidades associadas a distribuicdo de farmacos. Desejamos ainda repetir
alguns experimentos, em condi¢Ges mais controladas, diminuindo o tempo entre
cada medida e usando maior controle para garantir a precisdo dos resultados obtidos

nesse trabalho.
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