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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doencga causada por parasita do género Leishmania, seu tratamento € feito
por meio de medicamentos, sendo antimoniato de meglumina, anfotericina B (AmB) e miltefosina
(MTF) a ordem de escolha segundo orientagdo da secretaria de saide. A espectroscopia Espec-
troscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) com marcador de spin foi utilizada
para mostrar que os medicamentos MTF e AmB, causam rigidez na membrana do parasita L. ama-
zonensis. A rigidez da membrana foi associada a peroxidagdo lipidica e/ou oxidag@o de proteinas
de membrana, resultantes do aumento na formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ndao
foi observada pelos medicamentos. Testes semelhantes foram feitos para macrofago J774A.1 nédo
foi observada rigidez de membrana, sugerindo que sua producdo de 6xido nitrico (NO) pode
reduzir o estresse oxidativo. Para a MTF, a rigidez da membrana em Leishmania ndo € resultado
de suas interagdes diretas com a membrana, pois imediatamente apds o tratamento, a MTF causa
fluidez. Para medi¢Ges imediatamente apds o tratamento, para as quais o periodo de incubagdo é
insuficiente para ocorrer estresse oxidativo, a AmB também causa rigidez de membrana, mas esse
efeito foi observado para uma concentragdo do medicamento 100 vezes maior. Esse resultado
mostra que, para concentragdes mais elevadas de AmB, a espectroscopia RPE € capaz de detectar
interacoes diretas de AmB com a membrana do parasita, provavelmente formando os putativos
agregados AmB/ergosterol, que causam rigidez da membrana. No macréfago J774A.1, os efeitos
da fluidez da MTF e da rigidez da AmB também foram observados. Esses efeitos ocorreram para
periodos curtos de incubagdo e nas respectivas concentragdes do medicamento que mostraram
citotoxicidade. Nossos estudos mostraram que esses medicamentos sdo ativos na membrana e
sugerem que os mecanismos de acdo de suas atividades antileishmaniais estao associados aos
seus efeitos primdrios na membrana celular. A alteracdo da membrana pode causar desequilibrio
idnico, o que pode afetar o potencial de membrana mitocondrial e, assim, aumentar a formacao
de ROS.

Palavras-chave: miltefosina; anfotericina B; ressonincia paramagnética eletronica.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of the genus Leishmania, and its treatment involves
the use of medications, with meglumine antimoniate, amphotericin B (AmB), and miltefosine
(MTF) being the preferred choices according to health department guidelines. Electron param-
agnetic resonance (RPE) spectroscopy with spin labels was employed to demonstrate that the
drugs MTF and AmB induce rigidity in the membrane of the L. amazonensis parasite. Mem-
brane rigidity was associated with lipid peroxidation and/or oxidation of membrane proteins,
resulting from an increase in the formation of reactive oxygen species (ROS) promoted by the
medications. Similar tests were conducted on J774A.1 macrophages, but membrane rigidity
was not observed, suggesting that their production of nitric oxide (NO) may reduce oxidative
stress. For MTF, membrane rigidity in Leishmania is not the result of its direct interactions with
the membrane because immediately after treatment, MTF induces fluidity. For measurements
immediately after treatment, where the incubation period is insufficient for oxidative stress to
occur, AmB also induces membrane rigidity, but this effect was observed at a drug concentration
100 times higher. This result indicates that for higher concentrations of AmB, EPR spectroscopy
can detect direct interactions of AmB with the parasite membrane, probably forming putative
AmB/ergosterol aggregates that cause membrane rigidity. In J774A.1 macrophages, the effects
of MTF-induced fluidity and AmB-induced rigidity were also observed. These effects occurred
for short incubation periods and at the respective drug concentrations that showed cytotoxicity.
Our studies have shown that these drugs act on the membrane and suggest that the mechanisms
of action of their antileishmanial activities are associated with their primary effects on the cell
membrane. Membrane alteration can cause ionic imbalance, which may affect mitochondrial

membrane potential and, thus, increase ROS formation.

Keywords: miltefosine; amphotericin B; electron paramagnetic resonance.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A leishmaniose constitui um conjunto de doencas infecciosas ocasionadas por parasitas
do género Leishmania. Diferentes espécies de Leishmania desencadeiam trés manifestagoes
clinicas predominantes: leishmaniose cutanea, leishmaniose mucocutanea e leishmaniose visceral.
Enquanto a leishmaniose cutinea, a forma mais comum, € provocada principalmente por L. major,
L. tropica e L. aethiopica no Velho Mundo, ou por L. americana, L. amazonensis, L. braziliensis,
L. panamensis e L. guyanensis no Novo Mundo, a leishmaniose visceral ¢ majoritariamente
causada por L. donovani na Asia e na Africa, e por L. infantum na Bacia do Mediterraneo, Oriente
Médio, Asia Central, América do Sul e Central [1].

A leishmaniose € uma doencga tropical endémica negligenciada que se distribui em
mais de 90 paises, com cerca de 350 milhdes de pessoas em risco de contrair a enfermidade
anualmente [1, 2]. Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) braziliensis
sdo consideradas as espécies de maior relevancia epidemiolégica no Brasil [3]. Embora L.
amazonensis normalmente resulte em doenga cutanea, ocasionalmente pode se manifestar como
leishmaniose cutanea difusa, caracterizada pelo crescimento descontrolado de parasitas em lesodes

difusas na pele [3].

Atualmente, as opgdes terap€uticas para o tratamento sistémico da leishmaniose incluem
antimoniais pentavalentes, AmB, MTF e isetionato de pentamidina [4]. No entanto, diversas
desvantagens limitam a utilizacdo desses medicamentos, tais como custo elevado, alta toxicidade,
necessidade de administracdo prolongada e desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos [5].
Os antimoniais pentavalentes ainda sdo considerados tratamentos de primeira linha em muitos
paises em desenvolvimento [4, 6]. Entretanto, devido ao surgimento de resisténcia em larga escala
no estado de Bihar, a AmB ¢ atualmente considerada uma opc¢do de tratamento de primeira linha

para a leishmaniose na India [6].

Essa perspectiva destaca a imperatividade de buscar novos agentes terapéuticos [7]. Uma
compreensao abrangente dos mecanismos de acdo dos medicamentos existentes pode facilitar
a busca por novos agentes terapéuticos, sejam eles naturais ou sintéticos, com melhor eficicia
e menos efeitos colaterais. Apesar dos avangos significativos nos ultimos anos para ampliar
a compreensao dos mecanismos de acdo das atividades leishmanicidas da MTF e da AmB ,

persistem muitas dividas para estabelecer os mecanismos finais.

A AmB ¢ uma molécula anfifilica e zwitterionica com elevada afinidade pelas membranas
bioldgicas [8]. O modelo mais amplamente aceito para explicar os mecanismos de a¢do da AmB
contra parasitas e fungos € o do canal idnico. Conforme esse modelo, a AmB forma complexos

com moléculas de esterol na membrana celular, originando canais idnicos que conduzem a
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morte celular. Curiosamente, o vazamento iOnico através desses canais resulta em diversas
consequéncias celulares semelhantes as observadas na acao da MTF. Relatos indicam que no
parasita Leishmania, a AmB provoca a entrada de C'a®* na célula [9], despolarizagio do potencial
de membrana mitocondrial, formacao interna de espécies reativas de oxigénio (ERO) e apoptose
[6, 10].

1.2 LEISHMANIOSE

As leishmanioses representam antropozoonoses que englobam um amplo espectro clinico
e diversidade epidemioldgica, constituindo um desafio significativo para a satide publica, nao
apenas no Brasil, mas também em diversas partes do mundo. A Organiza¢do Mundial da Saide
estima cerca de dois milhdes de novos casos anualmente, abrangendo diversas formas clinicas da

doencga [11].

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca infecciosa, causada por
diversas espécies de protozodrios do género Leishmania, afetando pele e mucosas. Primariamente
zoonotica citeswartz1972, ela afeta animais silvestres, e mais raramente domésticos, incluindo
marsupiais, carnivoros e até primatas, sendo o homem um hospedeiro acidental[12]. No Brasil

ela foi inicialmente identificada em Sao Paulo em 1895 por Moreira [11].

A confirmacdo da presenca de formas de leishmanias em tlceras cutaneas e nasobucofa-
ringeas ocorreu em 1909, quando Indenberg encontrou o parasito em individuos que trabalhavam
em areas de desmatamento para a construcdo de rodovias no interior de Sao Paulo. Em 1911,
Splendore diagnosticou a forma mucosa da doencga, e Gaspar Vianna atribuiu ao parasita o nome
de Leishmania brazilienses. Em 1922, Aragao realizou a primeira demonstracdo do papel do
flebotomineo na transmissao da LTA, enquanto Forattini, em 1958, identificou roedores silvestres

parasitados em dreas florestais do Estado de Sao Paulo[11].

No Brasil, as principais espécies de Leishmania envolvidas na LTA sdo Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi,
Leishmania (V.) lainsoni e Leishmania (Leishmania) amazonensis [12]. A primeira € a espécie
mais prevalente em humanos, causando lesdes cutaneas e mucosas, e estd associada a presenca
de animais domésticos. E transmitida por diferentes espécies de flebotomineos como Lutzomyia
whitmani, Lu. wellcomei e Lu. intermedia, entre outras [13]. A segunda, L.V. guyanensis, causa
predominantemente lesdes cutineas na margem norte do Rio Amazonas, com os principais
vetores sendo Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. whitmani [13]. A terceira, L.V. naiffi, ocorre
na AmazoOnia, nos Estados do Pard e Amazonas, tendo o tatu como reservatorio natural e Lu.
squamiventris, Lu. paraensis e Lu. Ayrozai como principais vetores [14]. A quarta, L.V. shawi,
tem baixa incidéncia no Amazonas e Pard, com macacos e preguicas como reservatorios, e Lu.
whitmani como vetor [15]. A quinta, L.V. lainsoni, ocorre exclusivamente na Amazonia, com a
paca como suspeito de reservatdrio natural e Lu. ubiquitalis como vetor [15]. Por dltimo, L.L.

amazonensis causa LTA, incluindo leishmaniose cutanea difusa, com roedores e marsupiais como
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reservatorios e Lu. flaviscutellata e Lu. olmeca como principais vetores [15].

Outra forma da doenga € a leishmaniose visceral (LV), uma variante mais grave e com
alta taxa de letalidade, causada por L. donovani ou L. infantum, dependendo da 4rea geogréfica. L.
infantum infecta principalmente criangas e individuos imunossuprimidos, enquanto L. donovani
infecta todas as faixas etdrias. Estima-se que ocorram 500 mil novos casos de LV e mais de 50 mil
mortes pela doenca a cada ano[16]. No Brasil, epidemias urbanas foram observadas em vdrias
cidades, com a letalidade aumentando de 3,4% em 1994 para 5, 7% em 2009, representando
um incremento de 67,6%. A letalidade média nos tdltimos quatro anos foi de 5, 8%, sendo as

complicagdes infecciosas e hemorragias os principais fatores associados a morte na LV [17].

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS

A apresentacdo clinica da LTA revela uma variedade de sintomas, e a intensidade dos sinais
também varia consideravelmente. Tradicionalmente, a doenga se manifesta predominantemente
em duas formas: leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa. Pode ocorrer também uma infec¢ao
assintomadtica, quando nao ha evidéncia de manifestacdes clinicas, sendo identificada por meio
de testes soroldgicos e Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM). Adicionalmente, existe a
variante de Leishmaniose Linfonodal, caracterizada por linfadenopatia localizada na auséncia de

lesdo tegumentar [18].

Na Leishmaniose Cutanea, a ferida caracteristica é geralmente insensivel e tende a surgir
em dreas expostas da pele. Apresenta uma forma arredondada ou ovalar, variando de alguns
milimetros a alguns centimetros. Sua base € avermelhada, infiltrada e possui uma consisténcia
firme, com bordas bem definidas e elevadas. A parte inferior da ferida é avermelhada, com
granulacdes grosseiras. Pode ocorrer uma infec¢do bacteriana associada, provocando dor local e
formacdo de crostas sobre a base da ferida. Essa variante pode se manifestar de diversas maneiras,
incluindo a forma cutanea localizada, que pode aparecer como uma ou vdrias lesdes; a forma
cutanea disseminada, caracterizada por multiplas lesdes cutaneas distantes do local das picadas;
a forma cutanea difusa, presente em pacientes considerados anérgicos, com uma resposta imune
celular deficiente aos antigenos da Leishmania; e, por ultimo, a forma de recidiva cutis, que se
destaca pela cicatrizac@o espontanea ou mediada por medicamentos na regiao central da lesao
[18].

A forma mucosa da LTA € provocada pela disseminagdao hematogénica dos parasitas para
as mucosas, incluindo as nasais, orofaringe, palato, 1dbios, lingua, laringe e, de forma excepcional,

a traqueia e a 4rvore respiratoria superior [18].

1.4 AGENTE ETIOLOGICO

O protozoario causador da Leishmaniose pertence ao género Leishmania [19] e est4 classi-

ficado na ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Este grupo compreende protozodrios
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unicelulares, digenéticos (heteroxenos), encontrados nas formas promastigota e paramastigota,
flageladas livres ou aderidas ao trato digestivo dos hospedeiros invertebrados, e amastigota, sem
flagelo livre, como parasitas intracelulares em hospedeiros vertebrados. A reprodugio ocorre por
meio de divisdo bindria simples em ambos os hospedeiros. Dentre os hospedeiros vertebrados,
incluem-se uma variedade de mamiferos, incluindo o homem, enquanto os hospedeiros inverte-
brados sdo exclusivamente as fémeas de insetos hematéfagos conhecidos como flebotomineos. A

transmissao ocorre através da picada do inseto infectado no momento da hematofagia [20].

A morfologia dos parasitos do género Leishmania é semelhante entre as diferentes
espécies, podendo ser encontrados na forma amastigota no interior das células fagocitarias ou
livres. As formas amastigotas apresentam-se ovais, esféricas ou fusiformes, com um nucleo
grande e arredondado, ocupando até um terco do corpo do parasito. Nao possuem flagelo livre, e
a por¢do intracitoplasmética raramente € observada. J4 as formas flageladas, promastigotas, sao
encontradas no trato digestivo do hospedeiro invertebrado. Sdo alongadas, com um flagelo longo
e livre emergindo da por¢ao anterior do corpo do parasito. O nucleo € arredondado ou oval e esta

localizado na regiao mediana ou ligeiramente na porcao anterior do corpo [20].

O ciclo biolégico da Leishmania inicia-se quando hospedeiros vertebrados sdo infectados
por formas promastigotas megaciclicas, que sao inoculadas pelas fémeas dos insetos vetores
durante o repasto sanguineo. A internalizacdo da Leishmania ocorre por meio da endocitose
mediada por receptores na superficie do macréfago. A promastigota transforma-se em amastigota,
tornando-se capaz de desenvolver-se e multiplicar-se no meio 4cido encontrado no vacuolo
digestivo. Quando saturado, o vactolo se rompe, e as leishmanias extravasadas sao internalizadas
por outros macréfagos. A infeccao para o hospedeiro invertebrado ocorre durante a ingestao
das formas amastigotas, que acompanham o sangue ou a linfa intersticial durante o repasto
sanguineo em individuo ou animal infectado. As amastigotas e o sangue sao envolvidos por
uma membrana quitinosa no intestino médio do inseto, onde as amastigotas se transformam
em flagelados pequenos, ovoides e pouco méveis. Apds trés dias, ocorre a transformacao em
formas promastigotas delgadas e longas. Estas se ligam as microvilosidades intestinais do inseto
através do flagelo. Apds a digestdo do alimento e a excrecdo, as formas flageladas migram para a
por¢do tordcica do intestino médio, onde ocorre a transformacao em (1) promastigotas curtas e
largas livres na luz intestinal, (2) paramastigotas arredondadas fixadas pela cuticula através de
hemidesmossomos e (3) promastigotas metaciclicas, sendo esta a forma virulenta da Leishmania
[20].

1.5 TRATAMENTO

O tratamento da Leishmaniose no Brasil, tanto para a Leishmaniose Tegumentar (LT)
quanto para a Leishmaniose Visceral (LV), € realizado de forma ambulatorial ou hospitalar,
utilizando medicamentos de administracao oral e intravenosa. Os medicamentos empregados

incluem o antimoniais pentavalentes (Sb™°), AmB e AmB lipossomal. A escolha entre eles leva
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em consideracdo a faixa etdria, a presen¢a de gravidez e comorbidades[17].

Os antimoniais pentavalentes (Sb"5) sdo as drogas de primeira escolha no tratamento das
leishmanioses. A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) recomenda que a dose desse antimonial
seja calculada em mgSb™° /kg/dia. No Brasil, o antimoniato de N-metilglucamina € o principal
representante dessa classe. Ele € indicado para o tratamento de todas as formas clinicas da LT e

LV, agindo como leishmanicida especialmente nas formas amastigotas de Leishmania [11].

As drogas de segunda escolha sdo indicadas em casos de pacientes gravidas ou quando
nao hd resposta satisfatéria ao tratamento com antimoniais pentavalentes. Nesses casos, as opcoes
incluem AmB e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina), sendo a
AmB a tnica escolha para o tratamento de gestantes [17]. Esses medicamentos sdo indicados para
todas as formas clinicas da LT e LV [11, 17]. A AmB € reconhecida como a droga leishmanicida
mais potente comercialmente disponivel, agindo nas formas promastigotas e amastigotas do

parasita.
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2 TECNICAS EXPERIMENTAIS

2.1 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

A técnica de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) teve sua
origem em 1945, desenvolvida pelo fisico Evgeniy Zavoisky na extinta Unido Soviética [21].
No contexto biolégico, a RPE possibilitou a aplicacdo de moléculas como cédtions metdlicos
e nitroxidos as amostras. Essas moléculas atuam como sondas, desempenhando o papel de
marcadores de spin, e monitoram a dindmica molecular do sistema. Elas fornecem informagdes
valiosas sobre a mobilidade ou rigidez do sistema, polaridade do meio, tor¢ao da cadeia molecular,
entre outros aspectos, utilizando uma quantidade relativamente baixa de amostra [22]. Além
disso, a redu¢ao dos radicais de nitréxido possibilita a determinacdo da atividade metabdlica do

sistema em analise.

O espectrometro de RPE, conforme representado no diagrama de bloco da Figura 1, é
composto essencialmente por quatro elementos bésicos: a fonte de radiacdo (Klystron), a amostra
irradiada, um eletroima e um detector que mede a intensidade transmitida da radiacdo incidente.
O processo experimental se inicia com o Klystron, responsdvel por gerar micro-ondas plano
polarizadas. Essas micro-ondas sdo transmitidas pela guia de onda retangular até o atenuador, que
controla a poténcia. Em seguida, as micro-ondas sao direcionadas pelo circulador, redirecionando-
as pela guia de onda retangular para a cavidade onde a amostra esté localizada. Ao passar pela iris,
um dispositivo que ajusta a quantidade de radiacdo refletida para fora da cavidade, as micro-ondas
incidem na amostra. Apds a interacdo com a amostra, a radiacao € refletida para fora da cavidade,
retornando ao circulador. Neste ponto, as micro-ondas sao novamente direcionadas pela guia
de onda retangular para o diodo de deteccao. A interferéncia das micro-ondas na corrente que
passa pelo diodo permite a avaliacdo da quantidade absorvida para diferentes valores de campo
magnético (a variacdo do campo magnético € mais conveniente instrumentalmente do que a
variacdo da frequéncia de micro-ondas). As ondas refletidas ap6s a passagem pelo detector sao

conduzidas pelo circulador a um absorvedor, onde sao completamente eliminadas.

2.2 CONCEITOS BASICOS E EFEITO ZEEMAN

Quando um elétron esta na eletrosfera, ele apresenta dois tipos de momentos magnéticos
distintos. O primeiro € o momento angular orbital (J), que resulta do movimento orbital do elétron
em torno do nicleo atdmico. O segundo é o momento magnético devido ao préprio giro do elétron
em torno do seu eixo, chamado de spin (S). A soma desses dois momentos magnéticos fornece o
momento magnético total do elétron. Vale ressaltar que para a técnica de RPE, o momento de

Spin tem uma contribui¢ao predominante.

Um dipolo magnético do elétron apresenta energia de interacao:
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Figura 1 — Representacdo esquemadtica de um espectrometro de RPE de banda X. Adaptado
de[23].

E——ji-B 2.1)

Onde E € a energia, ;© 0 momento magnético e B o campo magnético externo aplicado.

Tal energia pode ser derivada de uma Hamiltoniana na forma:

H=—ji-B 2.2)

Para o campo magnético na dire¢ao do eixo z:

H = —ji.- By (2.3)

O momento magnético /i,, como citado anteriormente, tem uma dependéncia quase que

integral do spin, de modo que podemos expressar uma relacao linear entre ambos:

fiz =75 2.4)
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sendo 7y a razdo giromagnética, que € proveniente da razdo entre 0 momento magnético e

o momento angular. De forma geral, a mesma € dada por:

= 9Q (2.5)
2m

Onde Q € a carga, m a massa da particula e g o fator de Landé (g = 2.00232 para o elétron
livre). Tal constante descreve a interacao spin-Orbita entre a molécula e o elétron desemparelhado.

Para o elétron, temos que:

_ —9¢

=5 (2.6)

sendo e a carga elementar do elétron e considerando Q= -e. Agora aplicando a Equacdo
2.6 na Equagdo 2.4:

i, =—2°.3, 2.7)
2m

multiplicando o numerador e o denominador por % e substituindo § = % temos:

= _J7. 2.
i . S, (2.8)

Sendo 3 o magnéton de Bohr.

Ainda no eixo z, consideremos o operador diferencial S, que possui dois autoestados,
sendo estes |a) e |3), onde o primeiro representa o spin do elétron para cima e o segundo, o spin

do elétron para baixo. Aplicando o operador S, sobre seus autoestados, temos que:

; h
Sola) = 5 la) 1 (2.9)
; h
S 18) = % 18) 4 (2.10)

Podemos aplicar Equacdo 2.8 na hamiltoniana da Equagao 2.3, de modo que obtemos:

_ 9BBy

H 2.11
9 (2.11)

Ao aplicarmos a hamiltoniana nos autoestados de .S, , temos:

Hla) = 95230 ) (2.12)
B
118 = 2252 ) (2.13)

2
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De modo que a energia pode assumir somente os valores:

98By
2

E=+

(2.14)

Erargia
4 dos= estados de spin
do elétron +1/2

H=0  H>0
-1J2

Figura 2 — Niveis de energia Zeeman em func¢do da intensidade do campo magnético. Em
H > 0, ocorre a quebra da degenerescéncia, resultando em dois estados associados a
My =+1/2e My =—1/2..

A magnitude negativa descreve o estado de energia mais baixa, enquanto a positiva
representa o estado de energia mais elevada. A energia (E) € influenciada pelo campo magnético
externo, e a diferenca entre esses valores corresponde a energia de separagdo entre esses estados.
Antes da aplicacdo de um campo magnético, os autovalores de energia da amostra paramagnética
sdao degenerados. Irradiando a amostra com micro-ondas de frequéncia fixa, f6tons do feixe
eletromagnético sdao absorvidos pela amostra para valores especificos de energia, levando o
autoestado |«) a absorver um féton com energia hv = gf B, resultando na transi¢ao para o
estado |3). Da mesma forma, o processo inverso ocorre, onde o autoestado |«) pode emitir um
f6ton hv irradiado, retornando ao estado |5). Esse fendmeno é conhecido como efeito Zeeman,
responsavel por eliminar a degenerescéncia do sistema, e a energia resultante desse efeito é

denominada Energia de Zeeman.

Além de o spin do elétron estar no estado de energia mais baixa, a componente magnética
da micro-onda deve ser polarizada perpendicularmente a componente do campo externo. Isso
permite a absorcao da energia hv, e essa € a fungao do polarizador no aparelho de RPE. Além
disso, o campo precisa ter uma frequéncia igual a do spin do elétron em torno do eixo z, garantindo
a ressonancia com o campo oscilante e possibilitando as trocas de energia entre os estados. Essas
trocas de energia sdo essenciais para a leitura no equipamento de RPE. Somado a estas condicoes,

temos a distribuicao de Boltzman:
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& — e KT (2.15)

Aqui N, e Ng sdo os nimeros de Spins do auto estado de maior e menor energia res-
pectivamente, k a constante de Boltzman e T a temperatura absoluta do sistema. Aplicando a

Equacdo 2.14 na Equacdo 2.15, temos que:

B e (2.16)

—Jele0) (2.17)

No estado de equilibrio térmico, os autoestados de menor energia sao mais populados em
relagdo aos de maior energia. Essa assimetria na distribuicao de populacdes entre os estados de
energia € uma condi¢do crucial para a ocorréncia do fendmeno conhecido como Efeito Zeeman.
Se as populacdes dos estados de menor e maior energia fossem iguais, ndo haveria a ocorréncia
do fendmeno de ressonancia. Nesse cendrio, o nimero de spins excitados seria equivalente ao
numero de spins em estados de emissao induzida. Isso resultaria na auséncia de absor¢cdo ou
emissao liquida de energia, anulando qualquer sinal de ressonancia que seria necessdrio para a

leitura do espectro [22].

2.3 PROCESSOS DE RELAXACAO

A equagdo 2.17 indica que o estado |5) tem uma populag¢@o de spins maior do que o
estado |a). Com a aplicagdo de um campo externo, o estado |5) absorve um féton de energia e
passa por uma transi¢do para o estado |«), que possui uma energia mais elevada. Esse processo
continua até que as populacdes dos estados |3) e |a) se igualem, cessando o Efeito Zeeman e o

fendmeno de ressonancia, resultando no desaparecimento do sinal no espectro.

Entretanto, devido a interacao do spin do elétron com a vizinhanga e a0 movimento
aleatorio dos atomos, ocorre a troca de energia dentro do sistema. Isso aumenta novamente
o nimero de spins no estado de menor energia, possibilitando o reinicio do Efeito Zeeman.
Esse processo € conhecido como relaxamento e ocorre de duas maneiras distintas: Relaxamento

Spin-Rede (longitudinal) e Relaxamento Spin-Spin (transversal) [24].

O relaxamento longitudinal acontece quando o spin de maior energia cede energia aos
dtomos vizinhos (rede) na forma de calor, retornando ao estado |3). O tempo caracteristico para
esse processo € chamado de tempo de relaxacao spin-rede (7), que representa a meia-vida do
spin de maior energia. Partindo do principio da incerteza de Heinsenberg, podemos relacionar 77

com a energia do sistema e obter:
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AE-Ty ~h (2.18)

Aqui AF € aincerteza da energia, T} o tempo de relaxamento e / a constante de Planck.

Substituindo £ = hv, temos:

1
Ay ~ T (2.19)

1

Onde Av € a incerteza da frequéncia. Tomando a equacgdo Eq. (2.8), em termos de fétons:

h-Av ~ gBfeAB (2.20)

Tirando o valor da incerteza da frequéncia e aplicando em Eq. (2.18):

Av
gBeT)

Sendo A B a varia¢dao do campo magnético externo e representa as linhas de ressonincia

AB ~ h

(2.21)

do espectro. Para um tempo 77 pequeno, haverd um aumento na largura das linhas de ressonéncia,
estas linhas se tornardo tao largas e ndo serd possivel observar as transi¢coes de RPE. Para T
longo, A B tende a zero, significando que o sistema passara do estado |3) para o estado |«), ndo

ocorrendo o inverso, saturando o processo e extinguindo o efeito Zeeman [24].

Devido a distribui¢c@o na sua direcdo variar exponencialmente no tempo, a orientacao do
Spin contribui para o relaxamento via Spin-Spin, ndo reduzindo a saturacdo, mas contribuindo

para o alargamento da linha.

1
Av ~ i (2.22)

2

Aqui 75 € o tempo de relaxacdo Spin-Spin. Quanto menor seu valor, maior serd o alar-
gamento da linha . Como v representa a frequéncia de precessdo, e depende da intensidade e
distribui¢do dos campos locais em torno dos centros paramagnéticos, pois a largura de linha

depende dos movimentos de precessao dos spins em torno do campo magnético [25].

2.4 FATOR DE LANDE

O fator g (fator de Landé) € uma constante relacionada ao elétron livre, que descreve
interacdo spin-Orbita da molécula ao qual o elétron desemparelhado esta interagindo. Com a
transicoes de energia, os elétrons transitam pela estrutura molecular, produzindo um campo
magnético local, interagindo com o campo externo, variando o valor de g, que é descrito na

forma:
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B hv
~ BH,

g (2.23)

Com H, é o campo magnético ressonante, 3 € o magnéton de Bohr, e g € o fator de
Landé.

2.5 INTERACAO NUCLEAR HIPERFINA

A interacao nuclear hiperfina se dd quando o elétron desemparelhado interage com o
momento magnético do nicleo, gerando um desdobramento das linhas espectrais. Tal interacao é

dada pela soma vetorial dos campos local e externo, resultando no campo efetivo:

Hefet = He:vt + Hlocal (224)

Devemos levar em consideragdo o nimero quantico /, com este variando de 0, %, 1.,
onde para o spin nuclear Ml , temos (21+1) valores possiveis para o H;ocal. Desta forma, a
ressondncia serd observada em valores de (21 + 1) e o espectro serd separado em (2 + 1) linhas,
por consequéncia das regras de selecdo AM; = +1 e AM; = 01. A separacdo das linhas de

desdobramento € o desdobramento hiperfino e esta representado na Figura 3 .
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Figura 3 — Niveis de energia do elétron desemparelhado na presenca de um campo magnético
aplicado, de um grupo nitréxido.
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O fendmeno se da por conta da contribui¢c@o do elétron dos orbitais, p, d, f. Aqui o elétron
estd préximo ao nicleo, onde o momento de dipolo magnético do elétron (p. = gA.S) e o

momento magnético do niicleo (i, = gS1I), estdo separados por uma distincia r.

Nesse caso nicleo gera um campo local que se comporta como um dipolo magnético
puntiforme. E hd uma dependéncia do angulo que € formado entre a linha que liga os dipolos e
o campo externo aplicado. Portanto a interacdo dipolo-dipolo € anisotrépica, pois depende da

orientacdo do Hjocal [26]. A Hamiltoniana deste sistema é descrita por:

(2.25)

r3

- ST 3(S-A(I-F
HD = _geﬁegnﬁn [_ - %]

Onde g 3 € o fator de Landé e o  magnéton de Bohr respectivamente, r € a distancia
entre os dipolos, Séo operador momento de Spin e Io operador momento nuclear. A quantidade

r pode ser expandida em termos cartesianos, resultando na forma:
5
Hp =1-9.BegnBn | (3) (25) (%) |-S (2.26)

Hy=1-T-8 2.27)

Cada elemento da matriz, representa a média da fungdo de onda do elétron desempare-

lhado. ? € o tensor de segunda ordem dado por:

T = guBegabn | (Bzy (B () (2.28)
(32) () (35
Na diagonal:
3i2 —r?

T’ii = geﬁegnﬂn<7> (229)

Nas demais colunas:

31

T‘ij = geﬂegn6n<r_5> (230)

A outra contribuicdo para a interag¢do hiperfina ocorre com os elétron desemparelhado no
orbital s. Devido s simetria esférica, neste orbital a interagdo dipolo-dipolo tenha média nula.
Entretanto, o elétron deste orbital pode interagir com o nicleo. Para quantificar esta interagao,
utiliza-se a interagdo de Fermi, a qual € caracterizada por ser isotropica. A Hamiltoniana € escrita

na forma:
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81

Hiyo = ggeﬁegnﬁnmf(owf .S (2.31)
Hi =al-S (2.32)

Sendo a a constante de desdobramento hiperfino e |¥(0)|* a probabilidade de encontrar o
elétron na posi¢do do niicleo. Com isso, podemos escrever o hamiltoniano da interacao hiperfina

de forma geral, com as interacdes de todos os orbitais:

B =1 T . $+4af-§=7-A-8 (2.33)

—
Otensor A = (? + a) é definido como o tensor hiperfino.[27]

2.6 O METODO DO MARCADOR DE SPIN E ANISOTROPIA ESPECTRAL

Materiais bioldgicos sdo geralmente diamagnéticos, o que significa que nao possuem
elétrons desemparelhados, tornando-os inapropriados para a aplicacdo da RPE. Para superar
essa limitacdo, foi desenvolvido o conceito de marcadores de spin, ou Spin Labels, por Onishi e
McConnell em 1965. Essas moléculas sdo compostas por um radical livre que se liga a sitios
especificos da molécula e por elementos quimicos paramagnéticos, essenciais para a aplicacao
da técnica de RPE.

Os marcador de spin possibilitam a obtenc¢ao de dados sobre a localizacdo do marcador
em um determinado momento, incluindo informagdes sobre polaridade, dindmica e orientacao
molecular, anisotropia do movimento molecular, entre outros aspectos. Vale ressaltar que o
marcador de spin ndo reage com a amostra; ele € incorporado em seu meio biol6gico. Em
biofisica, os marcadores de spin derivados de nitroxido sao amplamente utilizados devido a
sua estabilidade em diferentes condi¢des, como variagdes de pH, forcas idnicas e variagdes de
temperatura em meios biolégicos, conforme discutido por Swartz em 1972 [22]. Esses marcadores
sdo valiosos para estudar a dindmica e a estrutura molecular em sistemas bioldgicos através da
RPE.

Figura 4 — Marcador de spin 5-DSA que possui o anel do radical nitréxido ligado ao 5° carbono
da cadeia acila.
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O 5-doxil estearato (5-Doxyl Stearic Acid), também conhecido como 5-DSA representado
na parte inferior da Figura 4. Neste marcador, os radicais R ligam-se as regioes lipidicas, e
o atomo de Nitrogénio possui nimero quantico magnético I =1, fazendo com que seu spin
nuclear apresente trés orientagcdes possiveis 1 = -1, 0, +1. Com isto, por conta do fendmeno de
desdobramento hiperfino, o espectro fornece em solucio, um triplete com intensidades préximas

e iguais distancias entre as linhas conforme ilustra a parte superior da Figura 3.

24,

" —

24,

Figura 5 — Espectro de RPE do marcador de spin 5-DSA obtido em temperatura ambiente com a
indicagdo dos pardmetros espectrais 24 e 24, .

Se o marcador consegue se movimentar rapidamente, o espectro formado serd o de
solugdo, o tensor da interagc@o dipolo-dipolo possui trago nulo, apresentando apenas interacao de
Fermi que é constante no tempo e independe do movimento do marcador ndo sendo possivel mais
observar entre os valores 24 e 24 | . mas quando o marcador possui movimento lento, exibindo
um espectro de p6 . Aqui as contribuicdes das diferentes orientagdes da interacao dipolar fazem
com que a média temporal nio seja mais efetiva, logo o tensor interacao dipolo-dipolo ndo mais
possui traco nulo [28]. Com tudo, o movimento do grupo nitréxido nao € relevante, mas sim
o movimento da molécula a qual ele se encontra ligado. Nas membranas bioldgicas, o eixo do
marcador pode assumir qualquer direcdo em relacdo a orientacdo do campo magnético externo,
cujos valores mdximos de desdobramentos ocorrem quando uma determinada populagdo de spins
possuirem as cadeias carboOnicas paralelas ao campo. Quando tais cadeias estiverem dispostas de
forma perpendicular a tal campo, o desdobramento serd minimo. Onde os fatores 24 e 24,
refletem a anisotropia dos fatores g e A. coordenadas do grupo nitréxido representado na Figura
5.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVOS GERAIS

Nosso objetivo € avaliar a rigidez de membrana para diferentes concentra¢des dos farma-
cos e comparar os resultados de RPE com os dados de atividade antiproliferativa destes farmacos

em leishmania.
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar por espectroscopia de RPE do marcador de spin os efeitos da AmB e MTF na mem-
brana plasmatica de promastigotas de Leishmania amazonensis e também em macréfagos
apos 24, 48 e 72 h de tratamento;

» Usar o teste de MTT para determinar as concentracdes dos compostos capazes de reduzir a

populagdo dos parasitos em 50% (1C');

* Usar o teste de MTT para determinar as concentragdes citotoxicas dos compostos capazes

de reduzir a populagdo dos macréfagos em 50% (C'Cl);

* Discutir os mecanismos de acdo das atividades leishmanicidas dos firmacos MTF e AmB.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 QUIMICOS UTILIZADOS

Os surfactantes, marcadores de spin dcido 5-doxil-estedrico (5-DAS), brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2, 5- difenil-2H-tetrazélio (MTT), azul de metileno e os meios de cultura
Grace e RPMI 1640 foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os tampdes € meios de

cultura foram utilizados com o maior grau de pureza possivel e preparados com dgua Mili-Q.

4.2 CULTIVO DAS CELULAS PARASITAS

Foi usado nos experimentos a cepa L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa), na
forma promastigota, que foi cultivada a 20 °C' em placas de 24 pogos contendo 2 m L de meio
Grace suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 2 mM de L-glutamina,
100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. e foram obtidos do Leishbank (Banco
de leishmanias do Laboratério de Imunobiologia das Leishmanioses, no Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica, Universidade Federal de Goids (UFG)). E foram expandidas retirando
toda a solucao contida em um pogo e colocado em tubo falcon, completando o volume com meio
Grace 20% até alcangar 50 ml. E armazenado na estufa a 26 °C' durante 6 ou 7 dias, para alcangar

o maior nimero formas metaciclicas das leishmanias.

4.3 CULTIVO DOS MACROFAGOS J774.A1

Os Macroéfagos foram cultivados em garrafas de 100 m!/ preenchidas num volume de
10 ml com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, 100 U/ml penicilina, 100 mM
de bicarbonato de sédio e 100 pg/ml estreptomicina. Depois de preparadas, as mesmas foram
mantidas a temperatura de 37 °C, sendo realizada a troca de meio RPMI 1640 a cada trés dias. Os
Macrofagos foram obtidos do Leishbank (Banco de leishmanias do Laboratério de Imunobiologia
das Leishmanioses, no Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica, Universidade Federal de
Goids (UFG)). E foram expandidas em garrafas de mesma capacidade e usando o mesmo volume
de meio RPMI, por 15 dias apés o inicio do cultivo das células, sendo necessdria apenas uma

troca de meio para continuar o cultivo na garrafa inicial.

4.4 VIABILIDADE CELULAR PELO TESTE DE MTT NOS PARASITAS

O MTT € um sal de tetrazélio de coloracdo amarelada e sensivel a luminosidade [29].
Sua func¢do € embasada na acdo mitocondrial, o processo de respiragdo celular dos parasitas
reduz o MTT, por meio da acdo da dehidrogenase, transformando-o em outro composto de

coloracdo roxa, conhecido como Formazan. Quanto mais intensa for a coloragcdo roxa, maior
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serd a viabilidade celular naquele local. O teste MTT iniciou com a contagem de células que
¢ feito medindo a coluna das mesmas em um tubo capilar de 1 mm de didmetro interno para
determinar a concentracio de parasitas, em seguida foi colocado 100 p+L em cada pogo de uma
placa de 96 pogos, o Meio Grace a 10% de SFB, a primeira coluna foi adicionada a molécula e
completada com o mesmo meio usado anteriormente até chegar a um volume de 200 L, nessa
coluna as concentragdes serdo méaximas, em foi retirado 100 pL e adicionado a segunda coluna e
homogenizado, foi retirado 100 ;L e adicionado a terceira coluna, e esse processo foi repetido
até a ultima coluna reduzindo a concentracdo do medicamento pela metade a cada procedimento,
também adicionada em todos os pacos da placa 100 L para a concentragdo de 10 parasitas/mL,
diluidos em meio Grace a 10% de SFB. Ap0s estd etapa, a placa foi levada a estufa na temperatura
de 26 °C' durante um periodo de 24 h. Ao fim desse tempo cada poco recebeu 20 ;L de MTT,
retornando a placa a estufa as mesmas configuragcdes durante 4 h, tempo necessario para o MTT
reagir completamente. Entdo cada pogo recebeu 50 de SDS, para diluir os cristais de Formazan
formados e, finalmente, foi determinado a concentragao do /C'sy e c¢C'sg analisando a transi¢ao

dos pogos roxo (100% vivos) e amalelos (100% mortos).

4.5 PREPARACAO E MARCACAO DAS AMOSTRAS PARA A ESPECTROSCOPIA DE
RPE

Tanto os macréfagos quanto as promastigotas de L. amazonensis foram primeiramente
diluidas em meio Grace suplementado com 10% de PBS (tampao fosfato-salino, do inglés:
phosphate buffered saline) em placas de 24 pogos para uma concentracao final de parasita de
5210”7 /mL e de macréfago de 5x10° /mL tratados com diferentes concentragdes de AmB e
MTF. O volume final de cada amostra foi de 2 m L. Ap6s incubacdo a 26 °C' por 24 h, as amostras
foram transferidas para tubos eppendorfs e centrifugadas a 25.000 RP M para retirada do meio
de cultura. O sobrenadante foi retirado e os parasitas foram ressuspensos em PBS. Apds nova
centrifugacdo o sobrenadante foi retirado deixando junto com os parasitas precipitados um volume

de aproximadamente 50 p L.

As amostras foram marcada aplicando uma quantidade de 0,25 L de uma solugdo
etandlica contendo o marcador de spin 5-DSA diluido a 2 mg/mL em cada amostra de 50 . Para
a medicdo de RPE, a amostra foi transferida para um tubo capilar de 1 mm de didmetro interno.
O capilar de vidro foi selado de um dos lados, usando chama, e em seguida foi centrifugado a
25000 RP M por 2 min para decantacao dos parasitas ou macréfagos no fundo do tubo capilar.
A regido do capilar contendo as células foi posicionada bem no centro da cavidade de ressonancia
para realizar as medidas de RPE. E foi utilizado um espectrometro de RPE EMX-Plus da Bruker
(Rheinstetten, Alemanha) para realizar as medi¢cdes de RPE. Os espectros foram adquiridos
usando as seguintes configuracdes do instrumento: poténcia de micro-ondas, 10 mW; frequéncia
de modulagédo, 100 k H z; amplitude de modulagio, 1, 0 GG; varredura de campo magnético, 100 G;

tempo de varredura, 168 s; e temperatura da amostra, 25°C..
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AS DROGAS MILTEFOSINA E ANFOTERICINA B CAUSAM RIGIDEZ NA MEM-
BRANA DO PARASITA LEISHMANIA.

A Figura 6 ilustra espectros de RPE de 5-DSA na membrana plasmadtica de promastigotas
de L. amazonensis para células ndo tratadas e aquelas tratadas com diferentes concentracoes de
MTF e AmB. Como o erro experimental estimado do pardmetro 24 € apenas 0,5 G, observa-se
que ap6s 24 h a membrana tornou-se mais rigida, mesmo para concentracdes de drogas tao baixas
quanto 5 M MTF e 0,05 M AmB, que correspondem a concentragdes aproximadamente pela
metade dos valores relatados para essas duas drogas [8, 30]. Os dados de RPE também mostram
que, para periodos de incubacdo de 48 e 72 h, a rigidez observada na membrana aumenta ainda
mais, atingindo aumentos no pardmetro 24 de até ~ 7(, indicativos de mudangas dramaticas
na célula. O pardmetro 24 (separagdo hiperfina externa) estd indicado para cada espectro de
RPE, sendo medido diretamente no espectro e dado pela separagdo do campo magnético entre
o0 primeiro pico e o dltimo pico invertido. O erro experimental estimado de 24 € de 0,5 G. A
intensidade dos espectros estd em unidades arbitrarias (eixo Y), e a faixa total de varredura do

campo magnético em cada espectro de RPE foi de 100 G (eixo X).

Na Figura 7, estdo apresentados grificos dos valores obtidos para 24 em diferentes
concentracdes de drogas e periodos de incubacdo. Esses graficos mostram de forma mais evidente
que os efeitos de rigidez na membrana aumentam ainda mais para periodos de incubagdo de 48 e
72 h

5.2 A RIGIDEZ DA MEMBRANA CAUSADA POR MTF E AMB EM LEISHMANIA E
ATRIBUIDA AO ESTRESSE OXIDATIVO.

Em estudos anteriores, foi demonstrado que o tratamento de promastigotas de L. amazo-
nensis com MTF e AmB causa alteracdes na fluidez da membrana. No entanto, os tratamentos
foram realizados em PBS e por curtos periodos de incubagdo, como 1 ou 2 h. MTF causa aumen-
tos notdveis na fluidez, atuando principalmente no componente proteico da membrana plasmatica

[31, 32], enquanto AmB causa aumentos pronunciados na rigidez da membrana [8, 33].

No painel A da Figura 8A, sao mostrados espectros de RPE para Leishmania tratada com
MTF, obtidos imediatamente apds o tratamento, com aumento na fluidez da membrana observado
a partir de uma concentragdo de 5 M. Como MTF inicialmente cria um efeito de fluidez na
membrana e, apés 24 h, reverte para um efeito de rigidez, sugere-se que essa rigidez seja causada

pela peroxidacao lipidica e/ou oxidacdo de proteinas de membrana.

O painel B da Figura 8B mostra que os efeitos de rigidez do AmB observados imediata-

mente apods o tratamento do parasita Leishmania ocorrem em concentracdes aproximadamente
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Figura 6 — Espectros de RPE representativos do marcador de spin 5-DSA inserido na membrana
plasmadtica de promastigotas de L. amazonensis apés 24,48 e 472 h de tratamento
com MTF (A) e AmB (B) nas concentragdes indicadas. O volume da amostra foi de
2mL com 52107 parasitas/mL. Os valores do parAmetro RPE 24 (separagdo
hiperfina externa) estdao indicados para cada espectro RPE. Este parametro é medido
diretamente no espectro RPE e ¢ determinado pela separacdo do campo magnético
entre o primeiro pico e o tltimo pico invertido. O erro experimental estimado de 24
¢ de 0,5 G. A intensidade dos espectros estd em unidades arbitrarias (eixo Y) e a faixa
total de varredura do campo magnético em cada espectro RPE foi de 100 G (eixo X).

100 vezes maiores do que aquelas observadas durante 24 h de tratamento em meio de cultura.
A rigidez da membrana observada logo apds o tratamento € causada pela presenca fisica da
droga, que hipoteticamente forma particulas dentro da membrana, os complexos esterol/AmB

que formam canais i0nicos.



32

62 62
A A B
60 - 60 - A
58 - 58
) C)
< <
N 56 N 56
54 - 54 4
52 T v T . I - T - T 52 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
[MTF] (uM) [AmB] (uM)

Figura 7 — O pardmetro de 24 para diferentes concentracdes de MTF (A) e AmB (B) é
apresentado. Este € um parametro medido no espectro de RPE, conforme mostrado na
Figura 6.

No caso dos macréfagos J774.A1 em meio de cultura e periodos de incubag@o de apenas
5 minutos, o MTF ndo aumentou a fluidez para todas as amostras. No entanto, a rigidez da
membrana nao foi observada ap6s 24 h de tratamento, mesmo para concentragdes tao altas quanto
600 pM (o painel A da Figura 8). Nessa concentragdo, observa-se um aumento em componentes

livres.

Sondas foram observadas na amostra, indicadas pela presenca de trés linhas de ressonincia
estreitas (setas azuis), sugerindo que esta concentracdo de MTF causa lise no macréfago e que

houve uma pequena perda de membrana.

O AmB mostrou efeitos de rigidez na membrana do macréfago apds 48 h de tratamento,
mas efeitos semelhantes também foram observados logo apds o tratamento e nas mesmas con-
centracoes de AmB, tanto em macréfagos quanto em Leishmania (Figura 8B). O fato de esses
efeitos de rigidez na membrana do macréfago também serem observados logo apds o tratamento
e nas mesmas concentragdes de AmB sugere que, para o macréfago, a rigidez da membrana ndo
¢ gerada pelo estresse oxidativo, pois isso levaria um certo periodo de tempo para ocorrer. Assim,
nossa interpretacao € que a rigidez observada na membrana do macréfago € causada exclusiva-
mente pelas interacdes do AmB com a membrana. Além disso, somente em concentragdes muito
altas de AmB € observada rigidez na membrana de Leishmania quando o periodo de incubagao é
apenas 5 min. Os efeitos do estresse oxidativo do AmB na membrana de Leishmania observados
apods 24 h de tratamento ocorrem em concentragdes muito mais baixas da droga (o painel B da

Figura 6).
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A Leishmania Macrophage Macrophage
5 min 5 min 24 h
[MTF]
(uM)
0 53.4 0 54.2 0 54.4
5 525 50 53.7 75 54.0
10 51.9 100 53.5 150 53.1
20 51.6 200 53.4 300 53.3
40 50.5 300 534 600 54.4
(I
B Leishmania Macrophage Macrophage
5 min 5 min 48 h
[AmB]
(uM)
0 53.8 54.3 54.4
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Figura 8 — Espectros representativos de RPE do marcador de spin 5-DSA incorporado na
membrana plasmadtica de promastigotas de L. amazonensis ou macréfagos, conforme
indicado em cada coluna. As células foram tratadas com MTF (A) e AmB (B) nas
concentracoes indicadas, e os valores do parametro 2A|| sao indicados ao final de cada
espectro. Os periodos de incubag¢do usados apds o tratamento também estdo indicados
em cada coluna. As trés setas azuis indicam as posi¢oes de trés linhas de ressonancia
provenientes de marcadores de spin que estdo fora da membrana, girando livremente
na solu¢do aquosa. Essas linhas estreitas indicadas com setas azuis, representam uma
pequena fracdo de sondas livres e estdo presentes em quase todos os espectros.
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Curiosamente, as concentracdes relatadas de AmB que sdo citotoxicas para os macréfagos
sdo proximas a 5 pM [8], e esta € uma concentragdao na qual o AmB causa forte rigidez na
membrana (o painel B da Figura 8B). Assim, é provavel que os efeitos de rigidez causados pela
presenca fisica do AmB na membrana do macréfago sejam suficientes para gerar os efeitos
citotoxicos observados. Também no caso do MTF, as concentracdes que aumentam a fluidez da
membrana do macréfago sao semelhantes as que apresentam atividade citotoxica. A concentragdo
citotoxica para 50% das células (C'Csg) € aproximadamente 50 M para MTF em macrdfagos
J774A.1 [8, 34], e esta € a concentracdo aproximada de MTF que aumenta a fluidez da membrana

celular (o painel A da Figura 8).

5.3 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA CONTRA PROMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS
DE L. AMAZONENSIS

Embora as atividades de MTF e AmB contra L. amazonensis e macrofagos J774.A1 ja
tenham sido relatadas, novas medicdes foram realizadas neste estudo para obter uma comparagao
sob as mesmas condi¢des dos experimentos de RPE. A Tabela 1 mostra os valores de ICj
(concentragio inibitéria para 50% dos parasitas) e C'Cso (concentragio citotéxica para 50% dos

macréfagos) para um periodo de incubagdo de 24 h e os respectivos indices de seletividade (SI).

Teste MTF para parasita protozodrio L. amazonensis e citotoxicidade em células J774A.1

L. amazonensis

JT714A.1 - -
Amostra Promastigotas Amastigotas
MTF 54.2+£5.2 10.7£1.2 5.0 8.0£2.1 6.8
AmB 4.2+ 1.2 0.1£0.1 420 02431 21.0

Tabela 1 — Atividade antiproliferativa contra o parasita protozodrio L. amazonensis e
citotoxicidade em células J774A.1 onde C'C5q = concentragéo citotéxica para 50%
das células. 1Cyp) = concentragdo inibitdria para 50% dos parasitas. DP = desvio
padrdo. SI = indice de seletividade (C'C5)/I1C5p)).

Para MTF em L. amazonensis, foram encontrados valores de IC5q de 12 uM [30] e
21 pM para promastigotas, e 13 MM [30] e 2 pM para amastigotas [35]. No caso do AmB, os
valores de (5 foram 0, 8 M em promastigotas [35] e 0,1 M em amastigotas [8]. Para os
macréfagos, foram relatados valores de C'Clsy de 55 M para MTF e 4 M para AmB [35, 36].

5.4 A RIGIDEZ DA MEMBRANA ESTA ASSOCIADA AO AUMENTO DA PRODUCAO
DE ERO

E bem conhecido que a producio aumentada de ERO causa lipoperoxidacdo, resultando
na formacao de aldeidos reativos, como malondialdeido (MDA) e 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE).
O 4-HNE € um dos alcenais lipidicos mais bioativos e bem estudados [37, 38]. Sendo um com-

posto anfifilico, o 4-HNE tende a se concentrar em biomembranas, onde modifica covalentemente
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a fosfatidiletanolamina (PE) para formar diferentes adutos 4-HNE-PE, o que resulta no aumento
da permeabilidade de fons de s6dio na membrana [37]. Além disso, o 4-HNE também pode reagir
com proteinas de membrana, como transportadores, canais iOnicos e receptores [39], especial-
mente devido a sua capacidade de ligacdo covalente a residuos de Cisteina (Cys), Lisina (Lys) e
Histidina (His) [39, 40]. Interessantemente, foi recentemente demonstrado que promastigotas de
L. amazonensis tratadas com a forma pura de 4-HNE sofreram rigidez na membrana plasmatica,
produzindo espectros de RPE de 5-DSA muito semelhantes aos encontrados aqui para parasitas
tratados com MTF e AmB [41].

O alto grau de rigidez da membrana causado pelos dois medicamentos estudados no
parasita Leishmania sugere a formacao de ligacdes cruzadas entre as proteinas de membrana.
Espectros de RPE de 5-DSA indicando niveis tdo elevados de rigidez foram observados em
eritrécitos oxidados com peréxido de hidrogénio e uso de azida como inibidor de catalase
[42]. Apés o tratamento de eritrécitos com 200uM de H,O,, foram observados valores de até
60G para o parametro 24 [42]. No caso de eritrécitos oxidados com peréxido de hidrogénio,
foi demonstrada a formagao de ligagdes cruzadas entre hemoglobina e proteinas esqueléticas
de eritrécitos humanos [43]. A espectroscopia de RPE com rétulos de spin mostrou ser uma
ferramenta adequada para detectar lipoperoxidagdo e oxidagdo de proteinas em membranas
bioldgicas [44]. Em membranas celulares, aumentos no pardmetro 24 de até ~ 2 G foram
observados apds a peroxidac@o lipidica [45, 46]. No entanto, para aumentos em 24, de até
~ 6 (G, como os observados neste trabalho, a ocorréncia de ligacdes cruzadas entre proteinas de

membrana é muito provdvel [42].

5.5 A PRODUCAO AUMENTADA DE ERO PARECE SER UMA CONSEQUENCIA DO
DESEQUILIBRIO IONICO NA MEMBRANA PLASMATICA

Dignos de nota sio os estudos sobre a atividade antileishmanial da ivermectina. E bem
conhecido que a ivermectina ativa os canais de cloreto sensiveis ao glutamato no parasita,
resultando em aumento do influxo de fons de cloreto e hiperpolarizacdo da membrana plasmatica
[47, 48]. Com um valor de /C5y de ~ 4 M em Leishmania infantum, a ivermectina também
causou despolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial e aumento nos niveis de ERO
nos parasitas [1]. Outro estudo realizado em nosso laboratério demonstrou que a ivermectina se
acumula em alta concentracdo na membrana plasmatica do parasita promastigota L. amazonensis
e que, apos 24 h de tratamento, ela leva a rigidez da membrana, produzindo espectros de RPE
de 5-DSA semelhantes aos encontrados aqui para tratamentos com MTF e AmB [49]. Esses
resultados sugerem que MTF, assim como a ivermectina e a AmB, causam um desequilibrio

idonico na membrana plasmadtica do parasita Leishmania.

MTF € uma molécula anfifilica e zwitteridnica que, assim como detergentes iOnicos,
possui interacdes importantes com proteinas de membrana [50]. Além de suas possiveis interagdes

com canais iOnicos, suas interagdes na interface lipidio-proteina da membrana podem gerar
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desordem na organizacao dos lipidios, promovendo a formagao de poros e vazamento de eletrdlitos.
O desequilibrio no potencial da membrana celular causado por MTF poderia afetar o potencial da
membrana mitocondrial devido a interdependéncia entre esses dois potenciais. Nesse sentido, foi
demonstrado que hd um aumento abrupto na concentracdo intracelular de C'a** em L. donovani
apos a adicdo de MTF [51].

5.6 MTFE AMB NAO INDUZIRAM RIGIDEZ DE MEMBRANA NO MACROFAGO J774A.1

Ao contrdrio do caso do parasita promastigota L. amazonensis, a rigidez da membrana
nao foi demonstrada ocorrer em macrofagos J774A.1 tratados com MTF ou AmB por 24 ou 48
horas. Como é bem sabido, os macréfagos sdo bons produtores de 6xido nitrico (NO), que €
utilizado para reduzir infecgoes. Foi demonstrado que o NO nao apenas desempenha um papel na
atividade antimicrobiana do macr6fago, mas também pode restringir a entrada de outros fagocitos
mononucleares nos tecidos infectados, o que permitiria a proliferacdo do patégeno [52]. O NO
foi relatado por inibir a peroxidagao lipidica por um mecanismo de quebra de cadeia antioxidante,
onde reage rapidamente com intermedidrios LOO. e LO. para formar as espécies nao radicais
LOONO e LONO [53, 54]. Além disso, o NO pode reagir rapidamente com anion superéxido
para formar peroxinitrito. Essa reacdo pode resultar em uma diminui¢c@o na formagao de ERO;
no entanto, o peroxinitrito € um oxidante potente e versatil que pode reagir com dcidos graxos

insaturados e, portanto, causar a iniciacdo da peroxidacao lipidica [55, 56].
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSAO

Os dados da espectroscopia RPE com marcadores de spin indicaram que tanto a MTF
quanto a AmB induzem rigidez na membrana de L. amazonensis nas mesmas condi¢des experi-
mentais dos ensaios antiproliferativos, sendo observada rigidez nas mesmas concentracdes de
medicamento que inibem o crescimento do parasita. A rigidez da membrana foi atribuida ao
estresse oxidativo gerado na célula a partir do aumento na formacao interna de espécies reativas
de oxigénio (ERO) promovido pelos medicamentos. No entanto, a rigidez da membrana induzida
por estresse oxidativo ndo foi observada no macréfago J774A.1. Em vez disso, descobriu-se que a
citotoxicidade ocorre no macréfago nas mesmas concentracdes em que a MTF aumenta a fluidez
e a AmB causa rigidez na membrana celular, indicando baixa toxicidade nas concentragdes
de IC5p nas duas drogas testada. Para medidas RPE logo apds o tratamento de Leishmania, a
MTF induz fluidez da membrana em vez de rigidez, e a concentra¢ao necessaria é semelhante
ao seu valor de /Cj. E, no caso da AmB, a rigidez da membrana € observada imediatamente
apods o tratamento, mas a uma concentragdo aproximadamente 100 vezes maior do que a que
causa rigidez apos 24h de tratamento. Nossa interpretagdo € que os mecanismos de agao das
atividades antileishmaniais desses dois medicamentos estio associados aos seus efeitos primarios

na membrana celular, resultando em desequilibrios idnicos.

6.2 PERSPECTIVAS

Este estudo marcou um avanco significativo na compreensao dos intricados aspectos
da membrana em promastigotas de L. amazonensis interagindo com as moléculas de MFT e
AmB, bem como nos macréfagos. Os resultados obtidos sd@o promissores e representam um passo

importante na busca por novas moléculas com potencial terapéutico.

Na 4drea da fisica médica, que € minha drea de interesse, essas metodologias podem ser
aplicadas para investigar os mecanismos de acdo das radiagdes ionizantes em células cancerigenas.
Isso sugere a possibilidade de estender essas abordagens analiticas para compreender melhor
como agentes terapéuticos, como a radiacdo, afetam as propriedades da membrana celular em
contextos relevantes para o tratamento do cancer. O conhecimento adquirido nessas investigacdes
pode contribuir significativamente para o avanco da pesquisa em fisica médica e terapias contra

o cancer.
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