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Resumo

Os calixarenos sdo compostos macrociclicos, os quais, em geral séo
biocompativeis e n&o-citotoxicos, tal como o derivado de calixareno para-terc-
butilcalix[4]areno (Calix4) que é eficiente contra os fungos P. brasiliensis e P. lutzii.
Baseado nessa informacéo, neste trabalho estudou-se a interacdo do Calix4 com
modelos de membrana celular a partir de filmes de Langmuir de fosfolipidios, cujo
meio é eficaz de se compreender o mecanismo de acao de drogas antifungicas e o
efeito em membranas de células saudaveis. Em vista disso, avaliou-se a interacéo
do Calix4 com o lipidio 1,2-dipalmitoil-snglicero-3-fosfocolina (DPPC) e ergosterol
(Erg), os quais sdo compostos majoritarios em membranas celulares de fungos,
pelas isotermas de pressao e potencial vs area por molécula, assim como medidas
de compressibilidade. Dos calculos termodinamicos inferiu-se que o mecanismo de
acao deste do Calix4 pode estar relacionado com a interacdo deste com a
membrana celular do fungo.

Introducao

Os fungos sdo alguns dos patégenos mais negligenciados em termos de
descoberta de novas drogas. A paracoccidiodomicose, uma micose sistémica
causada pelos fungos dimorficos Paracoccidioides brasiliensis € endémica da
América do Sul. O uso frequente e indiscriminado de compostos antifingicos
comerciais levou ao surgimento de fungos resistentes a tratamentos usados
atualmente, sendo que estes apresentam citotoxicidade razoavel frente as células
saudaveis, e eficacia limitada. Entdo, o desenvolvimento de novos antifingicos de
amplo espectro de acdo, que iniba o crescimento de espécies € necessario [1]. Em
estudos de Oliveira e colaboradores o derivado de calixareno para-terc-
butilcalix[4]areno (Calix4) foi o composto mais eficiente contra os fungos P.
brasiliensis e P. lutzii, e o que exibiu menor toxicidade para células de mamiferos,
dentre os derivados avaliados, sendo estes os p-terc-butilcalix[n]arenos, designados
por CX1, CX3 e CX5 (n =4, 6 e 8 unidades fendlicas, respectivamente). [2]

As membranas celulares s&o sistemas complexos, pois apresentam
composicdo variada e dindmica prépria. Os principais constituintes da membrana
celular sdo os lipidios, os quais podem ser alcanos lineares, acidos graxos, esterois,
acilgliceréis, fosfolipidios, glicolipidios, esfingolipidios e lipopolissacarideos. [3]
Dentre os modelos de membrana celular, as monocamadas de Langmuir de
fosfolipidios se destacam, os quais representam a metade de uma membrana,
possibilitando o controle da composicao, estado de compactacéo e estruturacao das
monocamadas. [4] A maioria dos estudos com as monocamadas de Langmuir sdo
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realizadas com materiais anfifilicos, os quais sdo moléculas com uma regido
hidrofilica (alta interacdo com meio aquoso) e uma regido hidrofébica (baixa interacéo
com meio aquoso). Essas moléculas apresentam uma estrutura perfeita para a
obtencdo de filmes monomoleculares porque em subfase aquosa as moléculas se
organizam espontaneamente em monocamadas altamente estaveis. [4,5]

Baseado no fato de que o Calix4 exibiu menor toxicidade para células de
mamiferos, 0 objetivo deste trabalho é estudar a interacdo do Calix4 com modelos
de membrana de células saudaveis e células de fungos pela técnica de Langmuir,
visando compreender o0 mecanismo de acao desta promissora droga antifingica.

Material e Métodos

O para-terc- butilcalix[4]areno (Calix4) foi sintetizado pelo Prof. Dr. Marcio
Lazzarotto (DQ-UFRS), o 1,2- dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) e
Ergosterol (Erg) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids e Sigma-Aldrich
respectivamente. Os modelos de membrana celular foram estudados em uma cuba
de Langmuir (KSV Nima KN2001), disponivel no GDEM-UEPG. As monocamadas
mistas foram obtidas pelo gotejamento de diferentes volumes de solucfes estoque
de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, (DPPC), ergosterol e Calix4, (5,0x10™ mol
LY em CHCIl; sobre subfase de &gua ultrapura. Obteve-se filmes mistos de
DPPC/Calix4, ergosterol/Calix4 e (DPPC-erg 13%)/Calix4 com diferentes proporcdes
de Calix4 (Xcaixsa = 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e 0,9). ApGs 15 minutos para a evaporacao
do solvente, as monocamadas foram comprimidas na velocidade de 10 mm min™. As
monocamadas foram caracterizadas pelas técnicas de Pressédo de Superficie (n-A),
Médulo de Compressdo (Cs™) e Potencial de Superficie (AV-A) e através da analise
termodinamica pelos parametros de area em excesso (AAF), energia livre em
excesso (AGF) e energia livre da mistura (AG"Y).

Resultados e Discusséao

Inicialmente estudou-se as isotermas m-A dos compostos isolados. A partir da
isoterma m-A do DPPC observou-se as fases referentes a formacdo do filme com
area molecular de ~61 A? em seu nivel de maior ordenamento. A fase liquido-
expandida (LE) é observada entre 0 e 4 mN m™ e com a subsequente compresséao,
observa-se um patamar entre 4 e 6 mN m™*, o qual estd de acordo com a
coexisténcia das fases liquido-expandida/liquido-condensada (LE-LC). Ao aumentar
a pressao de superficie, a monocamada atinge a fase liquido-condensada, na qual
as moléculas estdo bem empacotadas e orientadas. Com a continua compresséo, a
monocamada chega ao colapso, o qual ocorre em pressées superiores a 53 mN m™.
Pela técnica de Modulo de Compressdo nota-se que o DPPC apresenta duas
transicfes de fase: gasosa para liquido-expandida e liquido-expandida para liquido
condensada. A fase LE é constatada em m=2 mN m™ com Cs* =22 mN m™ e a fase
LC em m = 36 mN m™ tem Cs'= 191 mN m™. Na isoterma AV-A também se
evidencia as transicdes de fase, e o potencial maximo é de 0,57 V. A isoterma m-A
do ergosterol apresentou menor area (40 A% e o processo de colapso ocorre em
pressdes maiores de 48 mN m™. Pelos dados de Cs™ observam-se as fases gasosa
(m = 0 mN m™), liquido-expandida (m = 5-20 mN m™) e a liquido-condensada (m>20
mN m™) e com Cs™ méximo de 242 mN m™. Pelas isotermas de AV-A observa-se um
potencial maximo em 0,41 V.

Para as monocamadas de Calix4 a area em seu nivel de maior ordenamento é 52
A? e o processo de colapso ocorre em pressées maiores de 57 mN m™. O Cs™
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maximo em 30 mN m™ é 83 mN m™, o qual esta de acordo com a formacdo de uma
monocamada liquido-expandida. Ja o potencial maximo é de 0,28 V.

Com a continua compressdo das monocamadas dos trés compostos puros
(DPPC, Calix4 e ergosterol) um decréscimo da area molecular € evidenciado, sendo
o ergosterol o que possui menor area molecular de 40 A? indicando que este
derivado forma filmes mais organizados. As pressdes de colapso tiveram valores
semelhantes, e estes estdo relacionados com o grau de empacotamento das
moléculas. A partir de dados de moédulo de compressdo, Cs™*, podem-se obter
informacdes sobre a rigidez da monocamada, sendo o Calix4 que teve o menor
valor, 83 mN m™, indicando alta elasticidade interfacial.

Nas membranas celulares das moléculas de Calix4 na presenca da membrana
de fungo DPPC/erg13%, composta de DPPC (87%) e ergosterol (13%), nota-se que
com a inclusédo do Calix4 ocorreu uma diminuicdo da area molecular (Figura 1a) da
mistura demostrando que o calixareno afetou significativamente as propriedades da
monocamada mista da membrana de fungo. Dessa forma, a interacdo e
miscibilidade entre os dois compostos foi comprovada.

Figura 1 — (a) Isotermas de pressao de superficie e (b) potencial de superficie para
os filmes mistos de Langmuir DPPC/ergosterol/Calix4 em diferentes proporgdes de
Calix4 (0, 5, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 %), obtidas sobre subfase de agua ultrapura.(c)
Médulo de compressao vs pressao de superficie.
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Fonte: a autora

O Calix4 afetou também nas propriedades elétricas da monocamada, sendo que
ocorre uma diminuicdo do potencial de superficie maximo a medida que se aumenta
a proporcao de Calix4, evidenciando que a interagdo entre estes afetou na
organizacéo e orientacdo dos dipolos das moléculas da mistura (DPPC/erg13%). O
modulo de compressdo aumentou significativamente indicando uma mudanca no
empacotamento das moléculas da membrana. A interacdo entre as moléculas na
interface ar-agua leva a uma significativa diminuicdo da elasticidade, uma vez que o
modulo de compressdo maximo € menor para as monocamadas mistas em
comparacao a membrana de fungo pura, indicando que a presenca do Calix4 auxilia
na formagdo de monocamadas mais expandidas e menos compressiveis.

Diferente das outras misturas estudadas neste trabalho, a caracterizacao
termodindmica das monocamadas mistas indicou que preferencialmente ocorrem
interacdes atrativas entre as moléculas nos filmes, uma vez que os parametros de
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area e energia em excesso sdo preferencialmente negativos indicando que o modo
de interacdo do Calix4 depende da composicdo do modelo de membrana.

Conclusao

As propriedades das monocamadas da membrana celular de fungo sao
afetadas pelo Calix4, o qual pode interagir tanto com as moléculas de DPPC quanto
com as de ergosterol. Sendo assim, o mecanismo de acdo deste promissor
composto antifingico esta relacionado com a interacdo do Calix4 com a membrana
celular, o que pode estar relacionado a atividade antifingica do calixareno.
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