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RESUMO

A ivermectina (IVM) é um antiparasitdrio amplamente utilizado, cujos
mecanismos de acdo ainda ndo estdo completamente elucidados. Devido a sua
elevada hidrofobicidade, apresenta alta afinidade por membranas celulares,
podendo modificar propriedades biofisicas da bicamada lipidica. Este estudo avaliou
o efeito da IVM na permeabilidade de lipossomas unilamelares grandes (LUVs- large
unilamellar vesicles) de palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), livres de proteinas e
contendo calceina encapsulada. As LUVs foram preparadas pelo método de filme
fino seguido de extrusdo e incubadas com IVM (8,3; 16,6; 24,9 e 33,3 mol% em
relagdo ao POPC) por 0,5, 1, 2 e 4 h. A permeabilidade foi avaliada pelo ensaio de
vazamento de calceina, utilizando Triton X-100 como referéncia de permeabilizacao
maxima. A incorporacdo da IVM as LUVs promoveu a liberacdo dose e tempo
dependente de calceina, atingindo aproximadamente 20% de liberagdo de calceina
para o meio externo ao final de 4 h. Esses achados evidenciam o efeito perturbador
da IVM sobre a bicamada lipidica, possivelmente associado a alteracées em sua
organizagao, e reforcam sua capacidade de modular propriedades biofisicas da
membrana, contribuindo para a compreensao de seus mecanismos de acdo e de
seu potencial em estratégias de terapia lipidica de membrana.

INTRODUGCAO

A ivermectina (IVM) & um antiparasitario derivado das avermectinas, cujos
mecanismos de ag¢do ainda nao estdo completamente elucidados (SULIK et. al,
2023). Sua elevada hidrofobicidade favorece a interagdo com membranas celulares
(HIBBS & GOUAUX, 2011), podendo alterar propriedades biofisicas da bicamada
lipidica.

Neste estudo, avaliou-se o efeito perturbador de membrana da IVM utilizando
lipossomas livres de proteinas como modelo biomimético. Alteragbes na
permeabilidade da bicamada foram investigadas pelo ensaio de vazamento de
calceina, no qual o aumento da fluorescéncia decorrente da liberagcdo da sonda
indica aumento da permeabilidade da membrana.
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Figura 1 — Estrutura molecular da IVM. A IVM consiste em uma mistura de dois homdlogos, 80% de
22,23-dihidroavermectina B1a e 20% de 22,23-dihidroavermectina B1b.

MATERIAIS E METODOS

Lipossomas unilamelares grandes (LUVs - large unilamellar vesicles) de
palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC) foram preparados pelo método de filme fino
seguido de extrusdo em membrana de policarbonato de 0,1 um, utilizando tampéo
contendo calceina. A calceina nao encapsulada foi removida por filtragcdo em gel
(Sephadex G-100), e o diametro hidrodindmico das LUVs, determinado por
espalhamento dinamico de luz, foi de aproximadamente 100 nm.

Para o ensaio de vazamento de calceina, as LUVs (240 uM de POPC) foram
incubadas com IVM (8,3; 16,6; 24,9 e 33,3 mol% em relagdo ao POPC) por 0,5, 1, 2
e 4 h. A calceina foi excitada em 490 nm e a emissao coletada em 518 nm. A
porcentagem de calceina liberada foi calculada como: % liberagéo = [(livm — lo)/(liton
- lp)] x 100, em que |, corresponde a intensidade de fluorescéncia inicial, lyw a
intensidade apds incubacao com IVM e Inion @ fluorescéncia apés permeabilizagao
completa das LUVs com triton X-100.

Os resultados apresentados correspondem a um experimento representativo.
Posteriormente, serdo realizados pelo menos trés experimentos independentes para
analise estatistica, considerando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta um ensaio representativo de vazamento de calceina.
Inicialmente, observa-se baixa fluorescéncia devido a auto extingdo da calceina
encapsulada nas LUVs. Apds a adicao de IVM, a fluorescéncia aumentou de forma
gradual e continua ao longo dos 10 minutos de registro, correspondendo a menos de
10% de liberagédo de calceina. Esse resultado indica a saida da sonda para o meio
externo e recuperacao da fluorescéncia, gerado pelo aumento da permeabilidade da
bicamada lipidica. Ao final do ensaio, a adicdo de triton X-100 promoveu a
permeabilizacdo completa das LUVs, estabelecendo a fluorescéncia maxima,
correspondente a 100% de liberacao de calceina.
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Figura 2 — Ensaio de liberagdo de calceina. As setas indicam o momento da adi¢do de IVM e do
triton X-100 a suspensao de LUVs com calceina encapsulada. POPC: 240 pM. Triton X-100 20%: 7,5
HL. Agxe: 490 nm. Aery: 518 nm. Fendas de emissao e excitagéo: 2,5 nm cada.

Como a fluorescéncia nao atingiu um platé ap6és 10 minutos (em detalhe na
Figura 2), o tempo de incubagdo com IVM foi ampliado para até 4 horas. Conforme
observado na Figura 3, a liberacdo de calceina aumentou com o tempo de
incubacao e com a concentracdo de IVM. Apos 4 horas, observou-se tendéncia a
estabilizacao do efeito, com liberagdo maxima de 20% da calceina encapsulada na
maior concentragdo de IVM testada. Esses resultados demonstram que a IVM
aumenta a permeabilidade da bicamada lipidica de maneira dependente do tempo e
da concentragao, caracterizando seu efeito perturbador de membrana.
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Figura 3 — Efeito da concentragdo de IVM e do tempo de incubacao sobre a liberagéo de calceina.
(A) Espectros de emissdo da calceina apds incubagado com IVM (33,3 mol% em relacdo ao POPC)
por 0,5; 1; 2 e 4 h. (B) Liberagao de calceina (%) apds incubagcdo com IVM (8,3-33,3 mol% em
relacdo ao POPC) nos diferentes tempos. POPC: 240 uM; Agye: 490 nm; Aer: 518 nm. As curvas
representam a média de trés registros.
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Esse efeito pode estar relacionado as propriedades fisico-quimicas da IVM e
a sua forma de interagdo com a membrana. Sua elevada hidrofobicidade favorece a
particdo na bicamada lipidica, enquanto sua estrutura molecular volumosa contribui
para o acumulo preferencial no folheto externo (HIBBS; GOUAUX, 2011).
Estruturalmente, o grupamento benzofurano da IVM se insere na regiao hidrofébica
da bicamada, enquanto o dissacarideo permanece proximo a interface aquosa
(KUSTOVSKIY; YEMETS, 2023). Essa orientacado pode interferir no empacotamento
dos fosfolipidios e, consequentemente, aumentar a permeabilidade da membrana.

Como as LUVs de POPC utlizadas neste estudo eram constituidas
exclusivamente por fosfolipidios e desprovidas de proteinas, o aumento do
vazamento de calceina evidencia um efeito direto da IVM sobre a bicamada lipidica,
independente de sua acao sobre alvos proteicos. Assim, os resultados sugerem que
a perturbacao da organizacao lipidica pode contribuir para os mecanismos de acao
da IVM.

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a IVM aumenta a permeabilidade das LUVs
de POPC de forma dependente da concentracdo e do tempo, sem causar ruptura
completa das vesiculas. Esses achados evidenciam seu efeito perturbador sobre a
bicamada lipidica e sua capacidade de modular propriedades biofisicas da
membrana, contribuindo para a compreensdo de seus mecanismos de acédo e
potencial em estratégias de terapia lipidica de membrana.
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