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Resumo

Parte 1

A espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) de marcadores
de spin foi usada para estudar as principais acomodacgoes estruturais de sondas sensiveis ao
ambiente nas bicamadas de fosfatidilcolinas com cadeias acilas saturadas e de comprimentos
variando de 16 a 22 dtomos de carbono. A andlise mais detalhada foi feita sobre o marcador
de spin 5-metil doxil estearato (5-DMS), cujos espectros de RPE permitiram identificar dois
tipos distintos de componentes espectrais em equilibrio termodinamico para temperaturas
abaixo e acima da principal transicao de fase. A espectroscopia de RPE distingue duas com-
ponentes associando menor movimento com maior polaridade (denotado como componente
1) e maior movimento, com menor polaridade (componente 2), as quais podem ser atribui-
das a duas populagoes de marcadores, sendo uma proxima (estrutura mais rigida) e outra
longe da regiao polar da membrana, respectivamente. Em temperaturas de até 22°C apenas
uma componente pode ser observada nos espectros enquanto que a 30°C a componente 1
coexiste com uma fragao significativa da componente 2. Na fase liquido-cristalina o 5-DMS
mostrou duas componentes espectrais para todos os lipidios estudados e em todo o intervalo
de temperatura medido. Uma analise acurada dos espectros de RPE, realizadas utilizando
dois programas de ajuste (NLLS e EPRSIM), permitiu-nos obter o perfil termodinamico
para estas principais acomodacoes do marcador. Focalizando nossa andlise sobre espectros
de RPE de duas componentes e usando o mesmo modelo de simulacao dos espectros, foi
estudada a influéncia do colesterol e um modificador de permeacao de moléculas através da
pele, examinando principalmente a mobilidade e a distribuicao do marcador de spin nesses

dois principais ambientes da bicamada.
Parte 11

A leishmaniose cutanea é uma doenca tropical negligenciada que infecta milhoes

de pessoas em todo mundo, representando um grave problema de saide ptublica. O tra-



tamento atual, baseado em quimioterapia, utiliza compostos pentavalentes antimoniais que
causam sérios efeitos colaterais. A espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica
(RPE) do marcador de spin anédlogo do acido estedrico (5-DSA) foi utilizada para monito-
rar o efeito dos terpenos a-terpineol, 1,8-cineol, (+)-limoneno e nerolidol sobre a fluidez da
membrana plasmatica de promastigotas de Leishmania amazonensis. Os efeitos citotoxicos
sobre os parasitas também foram medidos para investigar as relagoes entre os potenciais cito-
toxicos dos terpenos e suas capacidades de alterar a fluidez da membrana. Todos os terpenos
aumentaram a fluidez da membrana celular, sem diferencas significativas para concentracoes
mais elevadas. Entretanto, a concentracao minima necessaria para causar a alteracao na
membrana foi muito diferente entre os terpenos e semelhante daquela que causou 50% de
inibigdo do crescimento (IC5), denotando uma correlagao entre alteragoes na membrana e
citotoxicidade. Os valores de IC5y dos terpenos analisados seguiram a relacao nerolidol <
(4)-limoneno < a-terpineol < 1,8-cineol, com um IC5y de 8 uM para o nerolidol e 4700 M
para o 1,8-cineol. Os espectros de RPE do marcador de spin derivado do maleimido (6-MSL)
covalentemente ligado as proteinas de membrana da Leishmania indicaram que os terpenos
essencialmente nao alteram a dinamica do esqueleto protéico e apenas aumentam a mobili-
dade da cadeia lateral do nitroxido. A lise celular nao foi detectada nas concentragoes de
citotoxicidade, quando medida pela presenca de fragmentos de membranas marcadas. Como
os terpenos sao considerados potentes facilitadores da permeacao através da pele com baixo
potencial de irritagao, este trabalho sugere a realizacao de testes para verificar a possibilidade
de aplicacoes no tratamento da Leishmaniose tegumentar, onde os terpenos talvez pudes-
sem desempenhar uma acao dupla, de ser um principio ativo e ao mesmo tempo facilitar a

penetracao de outras moléculas com atividade leishmanicida.

Palavras-chaves: Componentes Espectrais, RPE, Terpenos, Leishmania.
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Abstract

Parte 1

Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy of spin labels was used to
study the main structural accommodations of environment-sensitive probes in the bilayers of
saturated phosphatidylcholines with acyl chains lengths ranging from 16 to 22 carbon atoms.
The more detailed analysis were made on the spin probe 5-doxyl methyl stearate (5-DMS)
whose EPR spectra allowed to identify two distinct spectral components in thermodynamic
equilibrium at temperatures below and above the main phase transition. The EPR spectros-
copy distinguishes two components associating lower motion with higher polarity (denoted
component 1) and higher motion with lower polarity (component 2), which may be assigned
to one shallow (more rigid structure) and one deep population of spin probe, respectively.
At temperatures until 22°C' only one spectral component can be noted in the spectra whe-
reas at 30°C' the component 1 coexists with an appreciable fraction of component 2. In the
liquid-crystalline phase the 5-MSL showed two spectral components for all studied lipids in
the entire range of measured temperatures. An accurate analysis of EPR spectra, performed
using two fitting programs (NLLS and EPRSIM), allowed us to obtain the thermodynamic
profile to these major probe accommodations. Focusing the analysis on two-component EPR
spectra, it was studied the influences of cholesterol and a membrane permeation enhancer

on the mobility and distribution of spin label on these two main bilayer environments.
Parte 11

Cutaneous leishmaniasis is a neglected tropical disease that infects millions of
people worldwide, representing a serious public health problem. The current treatment is
based on chemotherapy, using pentavalent antimonials compounds, which cause serious side
effects. Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy of the spin-label analog of

stearic acid (5-DSA ) was used to monitor the effect of the terpenes a-terpineol, 1,8-cineole,

I1I



(+)-limonene and nerolidol on the plasma membrane fluidity of Leishmania amazonensis
promastigotes. Cytotoxic effects on the parasite were also measured to investigate the re-
lationship between the cytotoxic potential of terpenes and their ability to alter membrane
fluidity. All terpenes increased the fluidity of the cellular membrane, without significant dif-
ferences at higher concentrations. However, the minimum concentration required to cause a
change in the membrane was very different between the terpenes and similar to that caused
50% growth inhibition (1Csq) showing a correlation between membrane alterations and cy-
totoxicity. The IC5y values of terpenes analyzed showed the following relationship: nerolidol
< (+)-limonene < a-terpineol < 1,8-cineole, with an IC5y of 8 uM for nerolidol and 4700 M
to 1,8- cineole. The EPR spectra of the maleimide derivative spin label (6-MSL) covalently
attached to the Leishmania membrane proteins indicated that the terpenes essentially do not
alter the dynamics of protein backbone and only increase the mobility of the nitroxide side
chain. Cell lysis was not detected at cytotoxic concentrations, as measured by the presence
of spin-labeled membrane fragments. Since the terpenes are considered potent skin perme-
ation enhancers with low irritation potential, this work suggests checking the possibility of
terpenes applications in the treatment of tegumentary leishmaniasis, where terpenes could
perhaps perform a dual action of be an active principle and at the same time facilitate the

penetration of other molecules with antileishmanial activity.

Keywords: Spectral Components, EPR, Terpenes, Leishmania.
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Parte 1

COMPONENTES ESPECTRAIS DE RPE DE
MARCADORES LIPIDICOS EM VESICULAS DE
FOSFOLIPIDIOS SATURADOS



Capitulo 1

Introducao

O grande incentivo ao estudo das bicamadas de fosfolipidios é o fato de representa-
rem modelos do componente lipidico das membranas biologicas. Com o desenvolvimento do
método de marcadores de spin, criado em 1965 por McConnell (GRIFFITH; WAGGONER,
1969; HAMILTON; MCCONNELL, 1968; VIEIRA-LACAZ; MALNIC, 1981), a espectros-
copia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) proporcionou contribui¢oes funda-
mentais para a compreensao da estrutura das membranas artificiais e naturais. Este método
consiste em inserir na membrana celular ou membrana modelo um lipidio marcado com um
fragmento paramagnético e, através dos espectros de RPE, obter informagoes sobre o meio
em que estas moléculas se encontram. Para o estudo das membranas celulares ha dezenas
de marcadores lipidicos e outros especificos para proteinas integrais de membrana. Dada a
importancia desta espectroscopia, vem sendo desenvolvidos programas para a simulagao dos
espectros de RPE desde a década de 80, com o intuito de extrair a maxima quantidade de
informagoes que estao codificadas nos espectros.

Durante varias décadas, a espectroscopia de RPE de sondas lipidicas contribuiu
para uma melhor compreensao das membranas celulares, principalmente sobre suas proprie-
dades estruturais e dinamicas. No entanto, os espectros RPE destas sondas em biomembra-
nas sao geralmente muito complexos, tendo normalmente mais de uma componente espectral
que podem aparecer resolvidas ou nao nos espectros. Por exemplo, na presenca de proteinas

integrais de membrana é comum observar espectros contendo duas componentes, indicando



a coexistencia de duas classes de marcadores em diferentes estados de mobilidade. A com-
ponente de menor mobilidade esta associada aos lipidios de contorno das proteinas, onde a
interagao do marcador com regides hidrofébicas das proteinas restringem seu movimento, e a
componente mais mével decorre dos marcadores localizados no “bulk” da bicamada, longe das
proteinas (JOST et al., 1973; GRIFFITH; JOST, 1976). Além disso, espectros de RPE de
duas componentes espectrais também sao comumente observados para marcadores lipidicos
em bicamadas simples e, desde que a dinamica molecular da membrana esta relacionada com
permeabilidade e funcao de membrana, esta é uma questao que certamente merece estudos
mais detalhados.

Na espectroscopia de fluorescéncia, moléculas fluorescentes sao utilizadas como
sondas para investigacao de propriedades fisico-quimica e bioquimica de amostras, geral-
mente bioldgicas. A fluorescéncia comumente se origina de uma transicao do nivel vibra-
cional mais baixo do primeiro estado eletronico excitado para um dos niveis vibracionais
do estado eletronico fundamental onde este fenomeno se diferencia da fosforescéncia pelo
fato das transicoes eletronicas responsaveis pela fluorescéncia nao envolverem uma mudanca
de spin eletronico (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Estudos de membranas modelos
usando espectroscopia de fluorescéncia também mostraram que varias sondas de membrana
podem ocupar na bicamada lipidica pelo menos dois locais distintos, caracterizados por dife-
rentes polaridades e graus de hidratagao (ASUNCION-PUNZALAN; KACHEL; LONDON,
1998; DOROSHENKO et al., 2002). A origem desta distribuigdo bimodal tem sido inter-
pretada com base na capacidade destes marcadores participarem de ligagoes de hidrogénio
dentro da membrana — um sitio polar na interface da bicamada onde a sonda esta ligada aos
grupos polares através de ligacoes de hidrogénio e um sitio apolar sem qualquer ligacao de
hidrogénio (KLYMCHENKO et al., 2004). Interessante, a aplicacdo de uma pressao hidros-
tatica as vesiculas de DMPC faz a sonda fluorescente PRODAN se deslocar na bicamada
para ambientes mais hidrofébicos (CHONG, 1988). Em estudos anteriores, foram analisados

espectros de RPE de duas componentes de varios marcadores de spin em membranas de
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estrato cérneo, a camada mais externa da pele, usando o programa de simula¢ao NLLS (do
inglés: “Non-Linear Least Square”) para monitorar a dindmica e a fragdo da sonda em cada
componente (QUEIR()S; NETO; ALONSO, 2005; ANJOS; NETO; ALONSO, 2007, 2007).
A presenca dos terpenos L-mentol e 1,8-cineol, dois potentes aumentadores de permeacao,
no estrato cérneo na concentragao de 1% (p/p) ou em vesiculas de DPPC na relagao mo-
lar terpeno:lipidio de 0,7:1, aumentaram drasticamente a fluidez dos lipidios, especialmente
transferindo os marcadores da componente mais restrita para a componente mais mobilizada
no interior das membranas (ANJOS; NETO; ALONSO, 2007, 2007). Mais recentemente,
espectros de RPE de marcadores de spin em membranas foram simulados utilizando o mo-
delo de duas componentes para estudar os efeitos do farmaco leishmanicida miltefosina nas
membranas intercelulares do estrato cérneo e da Leishmania (L) amazonensis (ALONSO et
al., 2012; MOREIRA et al., 2014) e acao tripanocida de elatol (DESOTTI et al., 2012), bem
como a toxicidade dos terpenos em cultivo de fibroblastos (MENDANHA et al., 2013).
Para abordar mais cuidadosamente a questao das duas componentes espectrais
comumente encontradas nos espectros de RPE de marcadores lipidicos em membranas mo-
delos, realizamos um trabalho experimental intenso com o marcador metil 5-doxil estearato
(5-DMS) em vesiculas de fosfatidilcolinas saturadas, variando o comprimento de cadeia de
16 a 22 atomos de carbono e a temperatura na faixa de 10 a 78°C. Para obter um melhor
entendimento sobre as interagoes moleculares deste marcador dentro da membrana, foi ava-
liada a dinamica molecular em cada uma destas duas principais acomodagoes estruturais
do marcador, bem como o perfil termodinamico envolvido na sua distribuicao entre estes
ambientes. Além disso, o mesmo modelo de simulacao foi utilizado para estudar as influén-
cias do colesterol e de um aumentador de permeacao na pele tanto na mobilidade como na

populacao de marcador em cada um destes principais locais dentro da bicamada lipidica.

1.1 Modelo de Membrana Biolégica

A membrana biolégica da célula possui a funcao de manter diversas moléculas,
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como proteinas e pequenos solutos no seu interior celular além de regular o fluxo de substan-
cias entre os meios interno e externo. Por apresentar uma permeabilidade seletiva, ela pode
reter certos compostos e ions dentro da célula e de compartimentos intracelulares especificos,
enquanto excluem outras substancias desses locais (NELSON; COX, 2006).

O modelo mais adequado ja apresentado foi proposto por Singer e Nicolson em
1972, denominado modelo do Mosaico Fluido de Membrana (Fig. 1.1), que explica nao sé
a constituicao, como o funcionamento da membrana. Este modelo foi formulado com base
nas evidéncias combinadas da microscopia eletronica e de estudos da composicao quimica,
da permeabilidade e mobilidade individual de moléculas dentro da membrana (NELSON;
COX, 2006; VIEIRA-LACAZ; MALNIC, 1981). Neste modelo, os fosfolipidios formam bi-
camada que apresentam moléculas de proteinas incorporadas nessa estrutura por interacoes
hidrofébicas entre os lipidios. O fato das interacgoes entre os componentes nao serem do tipo
covalentes, deixa as moléculas individuais dos lipidios e proteinas livres para se movimen-

tarem, se alterando constantemente e tornando o mosaico da membrana fluido (NELSON;

COX, 2006).
Cadeias de
Oligossacaridios
Glicolipidio_ . @ Exterior de Glicoproteina

Proteina Periférica

SHOUIHOA0) v ,} " Bicamada
11 IO l EOLAEOLRLO K Lipidica

AAAAA

Interior g
Proteina Integral

Proteina Periférica

Figura 1.1: Representagao esquemaética do modelo do Mosaico Fluido de Membrana, proposto por
Singer e Nicolson, em 1972(VIEIRA-LACAZ; MALNIC, 1981).

A estrutura bésica de todas as membranas celulares é a bicamada lipidica onde
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pode existir, aproximadamente, 5 x 10° moléculas lipidicas em uma drea de 1 um?, corres-
pondendo a cerca de 10° moléculas lipidicas na membrana plasmética de uma pequena célula
animal. Além do efeito hidrofébico, as forcas atrativas de van der Waals, as interagoes ele-
trostaticas e a formagao de ligacao de hidrogénio também exercem importante contribuicao
para a estabilidade desta estrutura (ALBERTS et al., 1997).

As proteinas de membrana se dividem em dois grupos operacionais, as integrais
e periféricas. As proteinas integrais estao firmemente associadas a membrana através de in-
teracoes hidrofébicas, sendo criticas para a sua integridade estrutural, e exigem tratamento
drastico para sua remocao, como a utilizacao de agentes como detergentes, solventes orga-
nicos ou desnaturantes. As proteinas periféricas estao ligadas as membranas por ligacoes de
hidrogeénio e interagoes eletrostaticas que estabelecem com a superficie polar da bicamada
e com os dominios hidrofilicos das proteinas integrais, por isso, sao removidas por trata-
mentos moderados que interferem nas interacoes eletrostaticas ou ligagoes de hidrogénio.
Entretanto, elas podem regular as enzimas ligadas & membrana ou limitar a mobilidade de

proteinas integrais ao se ligar com estruturas intracelulares (NELSON; COX, 2006).

1.2 Os Lipidios das Membranas Biolégicas

A caracteristica principal da membrana bioldgica é a camada dupla de lipidios,
que forma uma barreira estavel entre dois compartimentos aquosos impedindo a passagem
de moléculas polares e ions. Os lipidios sao moléculas anfipdticas, ou seja, uma das extre-
midades é hidrofébica e a outra hidrofilica. As partes hidrofilicas interagem com a agua e
as interagoes hidrofobicas entre as cadeias graxas promovem sua organizagao em bicamadas
lipidicas. Os lipidios sao responsaveis por aproximadamente 50% da massa da maioria das
membranas celulares, sendo que esta proporgao varia com o tipo de membrana (VIEIRA-
LACAZ; MALNIC, 1981; NELSON; COX, 2006).

Em geral, os lipidios das membranas biolégicas tém como base a molécula do

glicerol, onde duas hidroxilas sao substituidas por duas cadeias de acidos graxos, com a
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Formula Geral @ Acidos Graxos
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Figura 1.2: Estruturas de fosfolipidios. No topo, algumas estruturas de dcidos graxos saturados

e insaturados que podem associar-se ao glicerol. Mais ao centro pode ser observado alguns grupos
que podem ligar ao fosfato(VIEIRA-LACAZ; MALNIC, 1981).

terceira posicao sendo ocupada por um grupo polar. Os lipidios podem ser diferenciados
pelas cadeias de acidos graxos ou pelo grupo polar, ou ambos.

Nas membranas bioldgicas, a classe de lipidios mais numerosa é a dos fosfolipidios,
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que sao moléculas compostas de duas cadeias de acidos graxos, ligados a um grupo hidrofilico
contendo fosfato (Fig. 1.2). Geralmente, o fosfolipidio contém um écido graxo saturado e
um insaturado (Fig. 1.2), sendo este, normalmente situado na posicao dois da cadeia do
glicerol. A cabeca polar pode conter varios grupos polares como na lecitina, por exemplo,
onde o fosfato tem um grupo colina ligado.

Outra classe de lipidios encontrados na membrana sao os esfingolipidios, que
apresentam um grupo-cabeca polar e duas caudas nao polares, mas nao contem glicerol.
Basicamente, a estrutura dos esfingolipidios é composta por uma molécula de cadeia longa
de um amino-édlcool, chamada de esfingosina, unida a uma molécula de acido graxo e a um
grupo-cabeca polar (Fig. 1.3) (NELSON; COX, 2006). Alguns esfingolipidios tém o grupo-
cabeca polar ligado a por¢ao hidrofébica por uma ligacao fosfodiéster, sendo chamados de
fosfolipidios. Apesar de se conhecer a funcao especifica de poucos esfingolipidios, sabe que

sao importantes sitios de reconhecimento na superficie da célula.

| /\/ . Fosfato e Colina (Esfingomielina)
© ®
[ J / ¢
© ¥ ©

OH (Grupo Ceramideo)

oS Acucar (Grupo Cerebrosideo)

® \ .

A Polissacarideo (Grupo Gangliosideo)

() \ o

of®

() \ o

o/ ° H d A . . .

"\, ) (TogEmo @ Nitrogénio

o/ Carbono .

. o @ Acido Graxo
o’ ® Oxigénio

Figura 1.3: Estrutura de esfingolipidios(VIEIRA-LACAZ; MALNIC, 1981).

Outra classe de lipidios de grande importancia é a dos esterdis, que esta presente

na maioria das células eucaridticas. Estes lipidios tém como caracteristica um ntcleo este-
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roide constituido por quatro anéis fundidos entre si, trés deles com seis atomos de carbono
e um com cinco. Sendo o ntcleo esterdide quase plano e relativamente rigido, onde os anéis
fundidos nao permitem a rotagao em torno das ligacoes carbono-carbono. O lipidio mais
importante da classe dos esterdis é o colesterol, o qual serd comentado mais adiante.

As membranas contém uma variedade de lipidios. Por exemplo: a membrana
plasmatica de Escherichia coli é composta predominantemente de fosfatidiletanolamina, que
constitui 80% dos lipidios totais. As membranas plasmaticas dos mamiferos sao mais comple-
xas, contendo quatro fosfolipidios principais — fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidileta-
nolamina e esfingomielina — que juntos constituem 50 a 60% dos lipidios totais da membrana.
Além dos fosfolipidios, as membranas plasméticas das células animais contém glicolipidios
e colesterol, que geralmente correspondem a cerca de 40% do total das moléculas lipidi-
cas. Estas diferencas em composicao certamente refletem diferencas na funcao fisiolégica das

membranas, nao sendo possivel definir a relacao entre composicao e funcao, até o momento

(VIEIRA-LACAZ; MALNIC, 1981; COOPER; HAUSMAN, 2007).

1.2.1 Colesterol

O colesterol é um esterol tendo como grupo polar a hidroxila e um corpo de hi-
drocarboneto que em sua forma estendida é quase tao longo quanto um acido graxo com 16
carbonos. B o esterol caracteristico das células animais, com sua concentracao variando de
~10% a ~50% (YEAGLE, 1993), mas os vegetais, fungos e protistas, em vez do colesterol,
sintetizam outros esterdis intimamente relacionados. Todos os tecidos animais em cresci-
mento necessitam dele para a sintese de membranas e alguns érgaos o utilizam como um
precursor para a producao dos hormonios esterdides, sendo ele também um precursor da
vitamina D, além de regular a fluidez da membrana para diversas temperaturas.

Assim como os fosfolipidios, o colesterol é insoluvel em agua, portanto, sendo
insolivel no sangue. Para ser transportado pelo plasma sanguineos, do tecido de origem

para os tecidos em que sera armazenado ou consumido, ele se liga a véarias apolipoproteinas,
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Colesterol

Figura 1.4: Estrutura quimica do colesterol, um importante lipidio das células animais.

que sdo proteinas transportadoras especificas, formando as lipoproteinas plasmaéticas (pro-
tefnas mais lipidios combinados). As lipoproteinas sdo agregados esféricos complexos onde
os lipidios hidrofébicos ficam no centro, e as cadeias laterais hidrofilicas dos aminoacidos das
proteinas, na superficie. Existem varias classes de lipoproteinas, mas pode se destacar as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que sao ricas em colesterol e em ésteres do coles-

terol, associadas a aterosclerose, uma doenca inflamatoria das paredes dos vasos sanguineos

(NELSON; COX, 2006; YEAGLE, 1993).

1.3 Lipossomas

Quando os lipidios entram em contato com a agua, os grupos da cabeca polar
ficam na interface entre o meio aquoso e o lipidio, e as caudas hidrofébicas interagem, criando
um ambiente interior hidrofébico que exclui a dgua. Esta agregacao das moléculas lipidicas
reduz a superficie hidrofébica exposta a dgua, o que minimiza o nimero de camada de agua
organizada na interface dgua-lipidio, resultando no aumento da entropia (NELSON; COX,
2006; DEVLIN, 2007; MURRAY; GRANNER; RODWELL, 2007).

Estruturas micelares sao formadas por moléculas lipidicas com formato de cunha
tais como os dcidos graxos livres, os lisofosfolipidios e os detergentes (Fig. 1.5a). As micelas
sao estruturas esféricas onde os lipidios se arranjam com suas regices hidrofobicas agregadas

no interior, de onde a dgua ¢ excluida, colocando os grupos polares na superficie em contato
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com a agua. O segundo tipo de agregagao dos lipidios na dgua é a bicamada (Fig. 1.5b), onde
duas monocamadas de lipidios formam uma lamina bidimensional. Este tipo de estrutura
lipidica geralmente se forma quando a area ocupada pela cabeca polar no plano da membrana
é aproximadamente a mesma das cadeias graxas do lipidio. Esta conformacao em bicamada
constitui a estrutura lipidica basica de todas as membranas biologicas. As bicamadas lipidicas
sao estruturas bastante estaveis, que sao mantidas juntas por interagoes hidrofébicas das
cadeias hidrocarbonicas e interacgoes ionicas dos grupos carregados da cabeca com a agua.
As laminas de bicamadas se dobram entre si mesma, espontaneamente, formando uma esfera

oca chamada de vesicula ou lipossoma (Fig. 1.5¢), que é o terceiro tipo de agregagao lipidica.

Figura 1.5: Agregacao de lipidios anfipdticos em um meio aquoso. (a) Corte transversal da es-
trutura de uma micela (b) Corte transversal da estrutura de uma bicamada lipidica. (c) Corte
transversal de um lipossomo (NELSON; COX, 2006).

Os lipossomos sao vesiculas esféricas, constituidas de uma ou varias bicamadas
concéntricas composta de lipidios como o glicerofosfolipideo e a fosfatidilcolina. Na presenca
de agua se organizam espontaneamente em estruturas fechadas, isolando os compartimentos
aquosos internos do meio externo, podendo o diametro médio variar em torno de 20 a 5000 nm

(Figura 1.6) (SANTOS; CASTANHO, 2002; FREZARD et al., 2005; ISRAELASCHVILI,

1991). Dependendo do formato, tamanho, morfologia e caracteristicas fisico-quimicas, estas
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estruturas possuem a capacidade de encapsulamento de compostos hidrofilicos no seu nicleo
aquoso e compostos hidrofébicos nas bicamadas lipidicas (Fig. 1.7), assim, sendo possivel a

sua utilizagdo como transportadores de farmacos (BRUNI et al., 1976).

20 - 5000 nm

A

——> meio externo

compartimento
aquoso interno

Membrana

—— regiao hidrofilica
regiao hidrofébica

Lipideos —— regiao hidrofilica

cabeca polar

cadeias hidrofébicas
Figura 1.6: Principais caracteristicas estruturas dos lipossomas (Adaptado de FREZARD et al,
2005) (FREZARD et al., 2005).

A classificacao mais comum dos lipossomas é feita segundo o nimero de lame-
las e tamanho das vesiculas (Fig. 1.7) (FREZARD et al., 2005). Onde podemos destacar
as vesiculas multilamelares (MLV - “multilamellar vesicles”) que possuem varias bicamadas
lipidicas com o diametro superior a 100 nm, apresentando maior capacidade de encapsular
farmacos hidrofilicos. Estas vesiculas sao bastante utilizadas por apresentar um método de
preparacgao simples e rapido, consistindo na formagao de um fino filme de fosfolipidio através
da evaporacao de uma solugao organica, sendo depois hidratado sobre agitacao para me-
lhorar a dispersao dos lipidios (SANTOS; CASTANHO, 2002; SHARMA; SHARMA, 1997).
Também existem os lipossomos unilamelares, formados por apenas uma bicamada lipidica,

sendo uma estrutura mais simples que permite uma interpretacao mais bem definida. Neste
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grupo se destaca as vesiculas unilamelares grandes (LUV — “large unilamellar vesicles”),
com diametro maior que 100 nm, e as vesiculas unilamelares pequenas (SUV — “small uni-
lamellar vesicles”), que apresentam tamanho menor ou igual a 100 nm. A preparagao de
vesicula unilamelares grandes e pequenas inicialmente parte de uma suspensao de vesiculas
multilamelares e diferem no final quanto ao método de preparo. Ou seja, na preparacao de
SUV, os MLV passam por uma sonicacao enquanto para a obtencao de LUV é necessario um
processo de extrusao (SANTOS; CASTANHO, 2002; SHARMA; SHARMA, 1997; HOPE et
al., 1985). Além dessas vesiculas unilamelares mencionadas, existe as vesiculas unilamelares

gigantes (GUV — “giant unilamellar vesicles”), com dimensdes superiores a 1000 nm.

chre

g 77
xs*\‘&vﬁé’l@f’?!f a 45- 50 &

Bicamada fosfolipidica —»

& Composto hidrofobico

& Composto hidrofilico

MLV LUV SUV
(> 100 nm) (> 100 nm) (<100 nm)

Figura 1.7: Representacao esquemética das vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas unilamelares
grandes (LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV) que sao lipossomas classificados quanto
ao didmetro e ao nimero de bicamadas fosfolipidicas (SHARMA; SHARMA, 1997).

Devido a semelhanga e uma menor complexidade estrutural em relacao as mem-
branas celulares, as vesiculas fosfolipidicas ou lipossomas sao constantemente utilizadas em

estudos como modelos de biomembranas artificiais. Neste trabalho, os lipossomas foram
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preparados a partir de fosfatidilcolinas saturadas, variando o comprimento de cadeia de 16
a 22 atomos de carbono, utilizando o método de evaporagao da solucao organica associada

a um processo de extrusao para garantir a homogeneidade das vesiculas.

1.4 Comportamento de Fase dos Fosfolipidios

Embora a estrutura das bicamadas seja bem estével, suas moléculas de fosfoli-
pidios e de esterdis exibem alguma liberdade de movimentacdao. A bicamada totalmente
hidratada com um tunico tipo de fosfolipidio sempre mostra uma transicao de fase bem de-
finida, onde as cadeias lipidicas passam de um estado ordenado ou gel para um fluido ou
estado liquido-cristalino. A fase ordenada é designada por Lg e a fase fluida ou liquido-
cristalina é designada por L,. Além disso, para alguns fosfolipidios, é encontrada uma fase
de pré-transicao ou liquido-ordenado P, onde a bicamada fica ondulada, entre a fase gel e

a fase fluida (Fig. 1.8) (AGUIRRE; MAY, 2008).

iy

O calor produz movimento
térmico das cadeias laterais

[

R

Il

S

Figura 1.8: Representagao das fases Lg/, Py e Ly (CEVC; MARSH, 1987).

i
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Em temperaturas relativamente baixas, os lipidios na bicamada se encontram na
fase gel (Fig. 1.8), onde as cadeias hidrocarbonicas dos fosfolipidios estdao todas estendi-
das numa conformacao trans, a area transversal das moléculas de fosfolipidios ¢ minima, a
espessura da bicamada fosfolipidica é méaxima, e ambos os movimentos intra- e intermolecu-
lares sao severamente restringidos. Em temperaturas intermediarias, os lipidios estao na fase
liquido-ordenada, onde ocorre um aumento da movimentacao térmica das cadeias acila da
bicamada lipidica, ocorrendo uma movimentagao lateral dentro do plano da bicamada. Ja
na fase liquido-cristalina ha uma maior movimentacao térmica no interior da bicamada, de
forma que a bicamada é semelhante a um "mar lipidico”em constante movimento (NELSON;
COX, 2006; CEVC; MARSH, 1987; LEWIS; MCELHANEY, 2004).

A temperatura em que ocorre a transicao de fase é influenciada pela saturacao e
também pelo tamanho da cadeia acila graxas. Os acidos graxos saturados de cadeia longa
ficam mais bem agrupados em um conjunto liquido-ordenado, o que eleva a temperatura de
transicao da fase Lg para a fase L, . Enquanto que os acidos graxos insaturados, as dobras
dificultam o agrupamento dos lipidios, reduzindo a temperatura da transicao da fase gel para
a fase fluida (NELSON; COX, 2006).

As transicoes de fase em bicamadas sao de facil observacao em lipossomos com-
postos de um unico lipidio, entretanto, quando se tem muitos lipidios com diferentes cadeias
graxas, elas nao exibem mudancas nitidas de fase com as variacoes de temperaturas. Isto é
notado na membrana de estrato cérneo (EC), que é a ultima camada da epiderme, contendo
em sua composicao lipidica até nove tipos de ceramidas, além de acidos graxos livres, coles-
terol e sulfato de colesterol. Anjos e Alonso (2008) utilizando a espectroscopia de RPE de
marcadores lipidicos e o programa de simulacao de espectros NLLS, compararam as transi-
¢oes de fase observadas em membranas de estrato corneo e de fosfolipidios através do sinal do
marcador TEMPO. Os graficos apresentados na Fig. 1.9 mostram que enquanto a membrana
de fosfolipidio possui mudancas abruptas no coeficiente de particao do marcador durante a

passagem da transicao de fase, a membrana de estrato cérneo tem como caracteristica uma
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Figura 1.9: Parametro espectral f (circulos fechados), determinado diretamente dos espectros
de RPE, indica a fracdo aproximada do marcador de spin dissolvido na membrana e a populacao
relativa (circulos abertos) das sondas paramagnéticas no ambiente hidrofébico, obtida por simulagao
espectral, para a vesicula multilamelar 1,2 dipamitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) e membrana
de estrato cérneo (EC), versos a temperatura (ANJOS; ALONSO, 2008).

suave transicao de fase, visualizada por uma maior inclinagao da curva no intervalo de ~55°C
e ~72°C (ANJOS; ALONSO, 2008).

Outro fator que influencia a transicao de fase lipidica é a concentragao de esterdis,
em especial o colesterol, que varia muito dependendo do organismo. A estrutura planar rigida
do ntucleo esterodide, inserido entre as cadeias graxas, reduz a liberdade daquelas que lhe sao
vizinhas de se movimentarem por rotacao ao redor das ligacoes carbono-carbono e forcam
essas cadeias a assumirem conformagoes mais lineares. Portanto, a presenca de esteréis reduz
a fluidez no interior da bicamada e aumenta a densidade da monocamada. As alteracoes nas
transicoes de fase devido a concentragao do colesterol em vesicula multilamelar de DPPC
podem ser notadas no diagrama de fase da Fig. 1.10 (SANKARAM; THOMPSON, 1991).
O diagrama de fase para misturas de colesterol com DPPC mostra que sem colesterol a

bicamada apresenta uma transi¢ao de fase importante em torno de 41°C e nas concentragoes
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Figura 1.10: Diagrama de fase em fungao da temperatura do sistema DPPC e colesterol. Modifi-
cado de SANKARAM e THOMPSON, 1991 (SANKARAM; THOMPSON, 1991).

de colesterol de 10 a 25% molar a bicamada apresenta misturas de fase, enquanto acima de
30% de colesterol hé apenas a fase liquida ordenada.

No sistema biolégico, que opera dentro dos limites da temperatura fisiologica
(20 a 40 °C) (NELSON; COX, 2006), as transi¢oes de fase lipidica s@o importantes por
determinar a correta fluidez de uma membrana celular e as caracteristicas de separacao de
fase dos lipidios. Tendo influéncia sobre a elasticidade, permeabilidade, insercao, agregacao

e os movimentos de difusdo dos componentes lipidicos e proteicos da membrana (ALBERTS

et al., 1997).
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Figura 1.11: Representagao esquemédtica dos mecanismos de movimentacao lipidica. (A) Difusao
lateral e (B) Difusao flip-flop ou movimentagao trans bicamada (NELSON; COX, 2006).

Na bicamada, os lipidios podem se difundir lateralmente (Fig. 1.11A), onde
a molécula se desloca rapidamente no plano da membrana, e também podem lentamente
transpor de uma monocamada lipidica para outra. A difusao lateral permite que moléculas
lipidicas vizinhas troquem rapidamente de lugar em uma monocamada com velocidade de até
10~* cm/s. Este movimento distribui aleatoriamente, em poucos segundos, as posigoes das
moléculas individuais dentro do plano da bicamada. Ja na movimentagao trans bicamada ou
flip-flop (Fig. 1.11B), um grupo-cabega polar ou carregado, deixa seu ambiente aquoso e se
desloca para o interior hidrofébico da bicamada com variacao de energia livre. Em algumas
situagoes este movimento é essencial, por permitir que fosfolipidios sintetizados na superficie
interna da membrana sofram difusao flip-flop para a monocamada externa da bicamada.

(NELSON; COX, 2006; ALBERTS et al., 1997).

1.5 Terpenos

Dentro da classe dos facilitadores de permeacao através da pele, os terpenos
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tém recebido notavel atencao, especialmente por apresentarem baixo potencial de irritacao.
Sendo componentes de 6leos essenciais de plantas, apesar de nao serem aromaticos, sao cons-
tituidos basicamente de dtomos de carbono, hidrogénio e oxigénio. A sua estrutura quimica
consiste de grupos isoprenos (C5Hs) repetidos, que pode ser classificada de acordo com o
nimero destes grupos (WILLIAMS; BARRY, 2004). Virios terpenos tém sido utilizados
como medicamentos, agentes de fragrancia e aromatizantes. Como exemplo, pode ser citado
o a-terpineol, um monoterpeno alcodlico de baixa toxicidade doador de hidrogénio, bastante
utilizado pela industria de perfumaria que é isolado do éleo de pinho (ROTTAVA et al.,
2010; VADDI et al., 2002). O terpineol tem sido identificado como eficiente facilitador da
permeacao de moléculas hidrofilicas e seus mecanismos de agao estao relacionados com a

ruptura das ligacoes de hidrogénio entre os grupos das cabegas polares (VADDI et al., 2002).

CH,

Olll-

DN
HsC™ ™SCH,

(+)-limoneno

Figura 1.12: Estrutura quimica do terpeno utilizado neste trabalho.

Em trabalhos anteriores foram estudados os mecanismos pelos quais os terpe-
nos aumentam a permeacao da dgua e outras moléculas através da pele (ANJOS; NETO;
ALONSO, 2007, 2007; ANJOS; ALONSO, 2008; CAMARGOS et al., 2010). Como estes
compostos interagem com as componentes espectrais de marcadores inseridos em bicama-
das e este trabalho focaliza sobre estas componentes, escolhemos o limoneno (Fig. 1.12),
um monoterpeno que nao forma ligagoes de hidrogénio, para testar nosso modelo. Kaidi

e Sing (2007) estudaram a combinacdo dos terpenos limoneno, eugenol, e mentone a uma
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concentragao de 5% em combinagao com 50% de propileno glicol (PG), verificando que os
trés aumentam a permeacao do tamoxifeno em epiderme de porco, porém, o limoneno foi
0 que apresentou o maior aumento. Embora seja é um potente aumentador de permeacao
de moléculas lipofilicas e compostos anfifilicos, o limoneno é pouco efetivo para compostos

hidrofilicos, tal como o manitol (ZHAO; SINGH, 1998).

1.6 Objetivos

Nos espectros de RPE de marcadores de spin lipidicos inseridos em bicamada sim-
ples sao observadas muitas vezes para certas temperaturas a resolucao de duas componentes
espectrais, indicando duas populacoes de spin diferindo em mobilidade. O entendimento
deste fenomeno pode ser de importancia pela sua possivel relacao com a permeabilidade da
bicamada. Focalizando neste estudo, mostramos primeiro que diversos marcadores de spin
das classes metil doxil estearato (n-DMS), doxil 4cido estedrico (n-DAS) e dipalmitoilfosfati-
dilcolina marcada com o grupo doxil (n-PC) podem apresentar duas componentes espectrais
claramente resolvidas para algumas temperaturas em vesiculas de DPPC. Almejando uma
analise mais detalhada, concentramos nossas investigacoes sobre o comportamento do marca-
dor 5-DMS em vesiculas de fosfolipidios saturados com comprimentos de cadeias variando de
16 a 22 atomos de carbono. Os espectros de RPE foram obtidos para um grande intervalo de
temperatura e simulados com os programas NLLS e EPRSIM. Além da andlise da dinamica
molecular, o perfil termodinamico da distribuicao do marcador nas duas componentes foi de-
terminado para cada um dos lipidios com diferentes tamanhos de cadeia a fim de obter uma
base para o entendimento ou interpretacao deste fenomeno. Adicionalmente, investigamos
os efeitos do colesterol (incorporado na razao 40% molar) e do terpeno (+)-limoneno sobre

a dinamica de membrana e formacao das componentes utilizando o mesmo tipo de analise.



Capitulo 2

Ressonancia Paramagnética
Eletronica

2.1 Introducao

Em 1945 na Riussia, Zavoisky detectou uma linha de absorcao de frequéncia de
radio de uma amostra de CuCl2.2H20, sendo a primeira observagao de ressonancia para-
magnética eletronica (RPE) (ZAVOISKY, 1945). Em radicais livres, a primeira observagao
foi realizada em 1952 e, desde entao, a RPE se mostrou uma poderosa técnica nao invasiva
que permite a investigagao de moléculas ou ions com elétrons nao-emparelhados. A RPE é
aplicada no estudo da dinamica molecular ou de determinacao de fases em liquidos, cristais,
membranas bioldgicas ou macromoléculas e também encontra aplicagoes em diversas areas
da fisica, quimica e biologia (FEHERE, 1970; SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY, 1972;
BUDIL et al., 1996).

A absorc¢ao ressonante de uma radiacao em um campo magnético pode ser cha-
mada de ressonancia paramagnética, ressonancia paramagnética eletronica ou ressonancia
de spin eletronica. O termo “ressonancia” é apropriado, por ser bem definida a separacao
entre os niveis de energia que corresponde a um quantum de energia da radiacao incidente
monocromatica. O termo ressonancia paramagnética eletronica foi introduzido por Harry
E. Weaver da Varian Associates (fundada em 1948, foi uma das primeiras empresas de alta

tecnologia no Vale do Silicio nos EUA, inicialmente destinava a comercializacao do klystron e

21
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o desenvolvimento de outras tecnologias) como sendo o termo que representa as contribuigdes
dos orbitais, como o momento angular de spin (BOLTON; WERTZ, 1986).

Devido a grande sensibilidade desta técnica, pode-se tirar vantagem do fato de
que somente alguns ions e moléculas paramagnéticas das amostras podem interagir com
o campo magnético externo. Com isto, esta técnica tem sido amplamente utilizada para
estudar nao somente espécies intrinsecamente paramagnéticas, tais como metaloprotéinas
e metaloenzimas, mas também os radicais livres formados em reagoes bioquimicas. Como
nos sistemas bioldgicos em geral nao apresentam centros paramagnéticos, foi desenvolvido o
uso de sondas especificas, conhecidas como marcadores de spin, que serao comentados mais
adiante. A utilizacdo dos marcadores de spin em RPE tem sido uma importante ferramenta
em varios estudos de Biofisica, em especial ao estudo de membranas e proteinas (BERLINER,

2009).

2.2 O Espectrometro de RPE

Muitos dos projetos de espectrometros foram produzidos ao longo dos anos, mas
a maioria dos instrumentos de laboratério se baseia no diagrama de blocos simplificados
apresentado na Figura 2.1. Assim como em outras formas de espectroscopia, a RPE tem
como base uma fonte de radiacao, uma unidade de absorcao onde é colocada a amostra e um
detector. O espectro de absorcao poderia ser obtido varrendo a frequéncia de radiacao que
incide sobre a amostra e medindo a quantidade de radiacao que fica retida com a utilizacao
de um detector. No entanto, por praticidade, a frequéncia é fixada e o campo magnético
externo é variado.

Em resumo, neste sistema as microondas plano-polarizadas sao produzidas no
klystron, sendo transferidas através de uma guia de onda retangular e oca para o atenuador,
que ajusta o nivel de poténcia. Depois sao encaminhadas para o circulador que funciona como
um direcionador de “trafego”, direcionando as microondas para a cavidade, onde é colocada

a amostra. Antes que a microonda chegue a cavidade, ela encontra a iris, um dispositivo
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Figura 2.1: Diagrama de bloco simplificado de um espectrometro de RPE de banda-X . Todos os
componentes acima da linha pontilhada geralmente nao ficam expostos, sendo construidos dentro

de uma caixa retangular de onde sai uma guia de onda que liga a cavidade ressonante (HAGEN,
2009)

que ajusta a quantidade de radiagao refletida para fora da cavidade. A radiacao refletida
da cavidade retorna ao circulador para ser encaminhado ao diodo de deteccao e qualquer
microonda refletida do diodo é totalmente absorvida (transformada em calor) na terminacao
em carga. Uma pequena quantidade da radiagao produzida no Klystron é desviada antes do
atenuador por uma guia de onda de referéncia que direciona a radiacao diretamente para o
diodo detector para produzir uma corrente de trabalho constante. Esta guia apresenta uma
porta que pode ser fechada, juntamente com um dispositivo para inverter a fase da micro-

onda. Como o diodo produz uma corrente proporcional a poténcia de microonda refletida
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da cavidade, a microonda absorvida pela amostra é detectada observando um decréscimo da
corrente no microamperimetro (HAGEN, 2009; RIEGER, 2007).

Outra parte importante deste conjunto é o eletroima, conectado a uma fonte de
alimentacao regulada e um sistema de refrigeracao a base de dgua. Como o tempo necessario
para coletar um ponto de dado é mais rapido que o tempo para variagao do campo magnético,
ele pode ser considerado como estatico. No espaco entre as bobinas do eletroima, fica a
cavidade que possui a opcao de criogenia para esfriar a amostra. Estes dois componentes
sao bem visiveis no espectrometro, os demais, acima da linha pontilhada da Figura 2.1, sao
montados dentro de uma caixa retangular que apresenta um orificio, onde se conecta a guia
de onda que leva a radiacao para a cavidade ressonante (HAGEN, 2009).

Para melhorar a absorcao do sinal de RPE, a cavidade é projetada para que na
regiao onde a amostra ¢ inserida, a radiacao de microonda tenha um valor maximo de campo
magnético e uma intensidade minima de campo elétrico. E o campo magnético da microonda
precisa ser também perpendicular ao campo estatico, para promover a transicao dos spins.
Outro fator relevante é a eficiéncia da cavidade, determinada pelo fator de qualidade ou
fator Q. Este fator mede o grau com que uma cavidade amplifica a intensidade do campo de
microonda, sendo que seu valor estar intimamente relacionado a condutividade elétrica das
paredes internas e inversamente proporcional as perdas. Assim, o fator de qualidade pode

ser definido pela expressao:

21 (mdxima energia de microondas armazenada na cavidade)

Q= . (2.1)

(energia perdida por ciclo)

Observando a defini¢ao, percebe-se que a energia armazenada aumenta com o
volume da cavidade para uma determinada frequéncia fixa e a diminuicao das perdas de
energia da corrente flutuante nas paredes da cavidade ou na amostra gera um aumento no
fator Q (SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY, 1972; SILVA, 2007).

O fator Q da cavidade também pode ser afetado pela interacao da amostra com os
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componentes da microonda, que aumenta com a constante dielétrica da amostra, principal-
mente, quando a amostra se estende para uma regiao que apresenta campo elétrico diferente
de zero. Como grande parte das amostras de interesse biolégico é constituida de solucoes
aquosas ou suspensoes, tendo como principal solvente a dgua que possui uma constante die-
létrica consideravel, isto pode ocasionar uma reducao no fator Q. Uma forma de contornar
este problema ¢é reduzir a quantidade de 4gua na amostra, através da utilizacao de tubos ca-
pilares, mas este método tem a desvantagem de reduzir o tamanho da amostra que, as vezes,
pode gerar uma reducao do sinal de ressonancia (SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY,

1972).
2.2.1 Deteccgao sensivel a fase

Da forma como é realizada a detecgao da radiacao absorvida pela amostra, tam-
bém é detectado ruidos em todas as frequéncias, tendo uma baixa relacao sinal-ruido. A
solugao para este problema é a introducao de um campo magnético modulado de pequena
amplitude. Este campo magnético oscilante, em geral com frequéncia de 100 kHz, é sobre-
posto ao campo continuo através de duas pequenas bobinas de Helmholtz construidas nas
paredes da cavidade (Fig 2.1). Esta técnica é conhecida como deteccao sensivel a fase.

A deteccao sensivel a fase permite a amplificacao do sinal de RPE, utilizando
a técnica de corrente alternada, assim eliminando a maioria dos ruidos provenientes dos
componentes e reforcando a resolucao do espectro, como pode ser visto na Figura 2.2. Nesta
figura um campo de modulacao de 100 kHz com uma pequena amplitude, modula o campo
magnético estatico B entre os limites B, e By, que provoca no detector uma variagao da
corrente entre os extremos i, e i,. Se a variagao (i, — i) for pequena, serda proporcional a
curva de absorcao, exibindo um sinal que se aproxima da primeira derivada da curva deste
sinal. Como o cristal de deteccao também produz um ruido inversamente proporcional a

frequéncia do sinal detectado, os equipamentos geralmente usam 100 kHz como frequéncia

do campo de modulagao (WEIL; BOLTON; WERTZ, 1994; POOLE, 1994). O amplificador
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“Lock-in”, ou detector sensivel a fase, produz um sinal DC proporcional & amplitude do sinal
de RPE modulado. Ele compara o sinal modulado com o sinal de referéncia (o mesmo que
produziu a modulagdo) e somente amplifica a onda que estiver na mesma frequéncia e fase

do sinal de referéncia.

Curva da Primeira
Derivada

sinal de 100 kHz
detectado

Curva de
Absorgio i
i Saida do detector
<P}
Absor¢ao /N .. ibE *qé
RPE S8
------------------------- o iag 5
Y O
a

Campo de modulacio
100 kHz

Figura 2.2: Efeito de um campo de modulac¢ao de pequena amplitude e frequéncia de 100 kHz na
saida do detector de corrente. O campo magnético estatico B é modulado entre os limites B, e By,
que gera uma variagdo na corrente do detector entre os limites i, e . O diagrama mostra o sinal

de 100 kHz registrado e retificado em fungao de B (WEIL; BOLTON; WERTZ, 1994)

O valor de modulacao deve ser de algumas vezes menor que as larguras das linhas
de ressonancias presentes do espectro medido. Se o valor for superior, ou ate mesmo com-
paravel, a largura de linha, o sinal ficara “sobre modulado”, ou deformado pela modulacao,

aumentando as larguras das linhas.
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2.3 Fenomeno da Ressonancia

Como em outras formas de espectroscopia, a RPE monitora a absorcao da energia
de um campo de radiagao quando as moléculas mudam de um estado de energia para outro.
Sendo a transicao induzida por um campo eletromagnético de frequéncia v, tendo um féton

de energia hrv correspondendo a separacao do nivel de energia AE, tal que:

AE = hv. (2.2)

com v expresso em hertz (Hz) e h é a constante de Planck. Esta equagao é conhecida como
a condicao de ressonancia, sendo uma das duas condig¢oes necessarias para que a absorcao
da radiacao ocorra.

A outra condicao para que transicao seja “permitida” é a interagao de uma com-
ponente magnética (ou elétrica) do campo oscilante da radia¢do com um momento magnético
(ou elétrico) oscilante da molécula. Portando, se a molécula apresenta um momento magné-
tico (que pode ser imaginado como um pequeno ima), esperaria a interagao com a componente
magnética da radiacao. Mas, para este momento magnético ocorrer é necessaria a presenca
de um campo magnético estatico, pois é ele quem orienta os dipolos e consequentemente cria
os niveis de energia (SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY, 1972).

O momento magnético eletronico i, diferente de zero, interage com o campo mag-
nético externo B. A energia potencial de orientacao desta interacao ¢ obtida pelo operador
Hamiltoniano da Mecanica Quantica, que é definido em ternos do produto escalar do campo
magnético estdtico com o operador momento magnético eletronico (SWARTZ; BOLTON;

BORGCULLITY, 1972; NORDIO, 1976):

~

H = —[i.B. (2.3)

Considerando a interacao da componente z do momento magnético eletronico,
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com um campo magnético uniforme B = ByZ, temos
H = —i, By. (2.4)

O elétron possui um spin intrinseco caracterizado por um momento angular de
spin S. S e ji sao proporcionais, de modo que a relagdo entre suas componentes na dire¢ao
z fica como

fiz = 7eS:, (2'5>

e

5— € a razao giromagnética, e ¢ a carga e m, ¢ a massa do elétron. S, apresenta
€

onde vy, = —

duas possiveis autofungoes que sao |a) e |8) sendo que

A

S.lo) = L hla), (2.6)

S.18) = 5116, 2.7

com S, = hmy, onde my = :I:% sao os valores esperados de S, que surge apos o operador
atuar no autoestado. Assim, o Hamiltoniano em funcao do spin do elétron desemparelhado

pode ser escrito como:

7:[ = geﬁeBOmsa (28>

o termo g, o fator de correcao do momento angular para o elétron livre, cujo valor, neste caso,
é 2,00232. A origem deste fator esta relacionado com os efeitos relativisticos e as interacoes
do elétron com as flutuagoes eletromagnéticas no vacuo ao redor do elétron. Agora o termo
B = 7 = 9,27408 x 1072® J/G, é o magnéton de Bohr sendo a unidade fundamental

4rme

quantica de momento magnético (ATKINS; PAULA, 2008).

As energias dos estados podem ser obtidas da Equacao de Schrodinger
H|U)=FE|U). (2.9)

H|a)= %geﬁeBo | a). (2.10)

H|B) = —%geﬁeBo | B). (2.11)
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, Eo = 2 9eBe By
g' Emissio de
qu > foton

Absorcao de AE = ge Be B 0

foton

e e

I FA44114

—

B=0 +Tﬁ

Figura 2.3: Separacao entre os niveis de energia a e 3, provocado pela agdo de um campo magnético

B#0

externo.

Portando as energias de um spin de um elétron num campo sao:
Eoa = il BB (2.12)
% - 296 el20, .

AFE = g.B.By, (2.13)

a Eq. 2.13 representa a variacao de energia entre os niveis « e (3, conforme mostrado na Fig.
2.3.

Na auséncia de um campo magnético os estados de energia de uma amostra
paramagnética se encontram degenerados. Quando um campo é aplicado, a degenerescéncia
¢ removida devido ao Efeito Zeeman. Como o momento magnético angular do spin nao se
orienta perfeitamente na direcao do campo magnético aparece a acao de um torque, que cria
um movimento de precessao do momento magnético em torno da direcao do campo aplicado.
Este movimento de precessao pode ser descrito através da equacao de Heisenberg, que pode

ser usada para calcular a taxa de variacoes temporais das componentes fig, by, € fi.:

i) = ([P ). (2.14)

Esta equacao pode ser escrita em termos de suas componentes

d

iz = =7Bolfi,), (2.15)
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) = Boli) (2.16)
d, .
i) =o. (2.17)

Portanto a Eq. 2.14 pode ser reescrita como:

(2.18)

Figura 2.4: Movimento de precessdo do mometo magnético angular do spin i, em torno da dire¢ao
em que é aplicado o campo externo B com velocidade de precessao de Larmor wy, (SILVA, 2007).

Sabendo que

O .
=

By | = —Bol({tiy)i — {1i)J), (2.19)
(tie) (iy)  (42)

e substituindo a Eq. 2.19 na Eq. 2.18, temos que:

O =

By x (ji) =

9y =3 % (@), (2.20)

onde

&1, = v By. (2.21)

A velocidade angular de precessao de Larmor, &, que é dada pela Eq. 2.21, é

a velocidade com que o vetor momento angular precessiona em torno da dire¢ao do campo
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magnético aplicado (Fig. 2.4). Agora se multiplicarmos os dois membros da Eq. 2.21 por £,

obtemos a condicao de ressonancia, que pode ser expressa como:
hvi, = geBeBo, (2.22)

sendo v, a frequéncia de precessao de Larmor. Onde hrv;, = AFE, ou seja, para que ocorra
ressonancia é necessario que a separacao entre os dois niveis de energia seja exatamente igual
a hVL.

A atuacao do campo eletromagnético nas amostras paramagnéticas produz uma
troca de energia entre o campo e o sistema de spin, induzindo as transicoes eletronicas de
spins entre os dois niveis de energia Zeeman E, e Es. Nestas transicoes a probabilidade de
ocorrer uma absorcao ou emissao é a mesma. Assim, para que ocorra uma absorcao liquida
de energia é fundamental a existéncia de uma diferenca de populacao entre os dois niveis,
entre os quais a transicao serd induzida. As populagoes dos niveis de energia (E, e Eg) sao
dadas pela distribuicao de Boltzmann, sendo que no equilibrio térmico existe uma diferenca

entre as populacoes de spins, cuja razao pode ser determinada por:

ey (5, o2

onde N, é a populagao de spins do estado de energia superior (m, = %), N3 é a populacao
do estado inferior (ms = —31) , k ¢ a constante de Boltzmann (1,38 x 1072 JK!), T ¢ a
temperatura absoluta e (E, — Ez) = AE é definida pela Eq. 2.22, que substituida em 2.23,

resulta em

N [— geﬁeBo} . (2.24)

N, TP

Se as populacoes de spins nos dois estados fossem iguais, nao seria observada

nenhuma absorc¢ao resultante, pois o nimero de spins excitados pela radiacao se igualaria
exatamente ao niimero de spins que produziriam emissao induzida. Expandindo o lado direito

da Eq. 2.24 em série de Maclaurin e truncando a série depois do segundo termo, temos que

Ny KT kT

Na €€B eeB
o q_ 9ePeBo _ geBeBo (2.25)



2.4. PROCESSOS DE RELAXACAO 32

Esta equacao mostra que no equilibrio térmico, o estado quantico de menor ener-
gia apresenta uma populacao de spin ligeiramente superior que a do estado de maior ener-
gia, um sutil acréscimo de populacao de spin que permite a absor¢ao de energia quando
AFE = hVL.

A transicao ocorre do estado 8 para «, devido ao fato que [ apresenta spins
excedentes. E com ela ocorrera uma reducao da populacao de spin do estado § e um pro-
gressivo aumento da populagao do estado « até que as populagoes nos dois estados se igualem.
Ocorrendo este fenomeno, denominado de saturacdo do sinal de ressonancia, nao ha mais
absorcao de energia e o sinal de ressonancia desaparece. Mas gracas as interacoes entre os
spins e a suas vizinhancgas, devido ao movimento aleatério dos dtomos ou moléculas, as quais
promovem troca de energia, a diferenca de populacao de spin entre os niveis é restaurada.
Esses processos de restauracao sao denominados processos de relaxagao que sao responsa-
veis pela manutencao das populagoes de spins na condi¢ao de equilibrio térmico (SWARTZ;

BOLTON; BORGCULLITY, 1972).

2.4 Processos de Relaxacao

Com a absorcao de energia pelo sistema de spin, ocorrem mais transi¢oes do
estado [ para o estado a e se nao houver um mecanismo que promova a dissipacao ou
remocao da energia absorvida pelos spins, em pouco tempo as populagoes dos dois estados
se igualam. Com isto haveria a mesma probabilidade de transicao nos dois sentidos, o que
interromperia a absorcao de energia de microondas extinguindo o sinal de RPE. Felizmente,
através de mecanismos de troca de energia entre os spins e a vizinhanga, devido ao movimento
aleatorio de atomos ou moléculas, a populagao de spin do nivel inferior pode ser reposta.
Este processo pode ser chamado de relaxamento sendo caracterizado por duas constantes,
Ty e T,. O tempo de relaxacao spin-rede, ou longitudinal, descreve a rapidez com que a
magnetizagao retorna seu alinhamento com o eixo z. O tempo de relaxagao spin-spin, ou

transversal, descreve o rapido desaparecimento da magnetizagdo no plano x-y (ATKINS;
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PAULA, 2008).

2.4.1 Relaxacao Spin-Rede

Quando o sistema de spin libera energia para a vizinhanca, que pode ser uma rede
cristalina no sélido ou moléculas vizinhas no liquido, passando do estado de maior energia
mg = —i—% para (no caso do spin eletronico) o de menor energia mg = —% , sendo esta
energia dissipada na forma de calor, dizemos que ocorreu a relaxacao spin-rede. Existem
outros fatores que podem provocar uma transicao entre os estados de spin, sendo que, na
auséncia do campo de microondas as populacoes dos estados de spins acabam chegando ao
que é determinado pela distribui¢do de Boltzmann (Eq. 2.23). A probabilidade de deixar a
rede induzir uma transi¢ao para cima ou para baixo pode ser representador como Wy e W,

respectivamente. Portando na auséncia de um campo de radiagao

% = N,W, — NsWs, (2.26)
ou
d;;\;a = NgW, — N, W;. (2.27)
Definimos n = N, — N, com isto a Eq. 2.26 e Eq. 2.27 pode ser rearranjada de
forma que:

dn
o = (= mo)(Wy 4+ W), (2.28)
onde nq é o valor de n para a distribuicao de Boltzmann na temperatura do ambiente. Este

caso é quando Wy # W, de outra maneira ng seria igual a zero. W é uma transicao de

probabilidade por unidade de tempo, sendo assim, podemos definir um tempo de modo que

T =Wy + W)™ (2.29)
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Assim,

Cfl_?; _ (”_;1”@, (2.30)

A relaxacao spin-rede é um decaimento exponencial de primeira ordem carac-

terizado por um tempo de relaxacao 17, que é uma medida do tempo de vida médio dos
elétrons no estado de maior energia (SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY, 1972). Esta
relaxacao depende de quanto fortemente o sistema de spin esta "acoplado”a rede. Geral-
mente T apresenta pequenos valores, sendo longo nos sélidos cristalinos e liquidos viscosos,
onde a mobilidade é menor. A medida que a mobilidade aumenta, a frequéncia vibracional e
rotacional cresce, elevando assim a probabilidade de uma variagao magnética de intensidade
apropriada para uma transicao de relaxacgao, fazendo 77 ficar mais curto. Se T ficar muito
curto, as linhas podem tornar-se tao largas que a transicao de RPE nao é observada. Agora
se T1 é longo demais, ha uma grande possibilidade de ocorrer o fenomeno de saturagao, ou
seja, as transicoes mg = —% para mg = +% acontecem tao rapido que o sistema nao tem
tempo de relaxar. Esta situagao ainda fica mais intensa quando é aumentada a poténcia de
microondas. Através do principio de incerteza de Heisenberg é possivel visualizar o efeito

de alargamento de linha de ressonancia provocado pela relaxacao. Considerando que um

determinado estado de energia apresente um tempo de vida 7.

h
AFET = o (2.31)
ou
1
Apt = 7 (2.32)
portanto,
1

onde Arv e AFE sao as incertezas nos valores de frequéncia e energia desse estado. Agora

partindo da Eq. 2.22, podemos escrever

hAv = gBAB. (2.34)
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Substituindo a Eq. 2.33 tem que

h1
AB~ ——. (2.35)
9B T
Desta relagao é facil ver que quanto menor o tempo de vida T do estado excitado tanto maior

serd a largura de linha, isto é, tempos de relaxacao curtos levam as linhas de ressonancias

largas (PERUSSI; RUGGIERO; TABAK, 1985).
2.4.2 Relaxacao Spin-Spin

Vérios outros efeitos tendem a diminuir os tempos de relaxagao e, portanto, a
alargar as linhas de RPE. Entre os efeitos mais importantes estd a interacdo magnética
dipolar entre dois momentos magnéticos que em geral podem ser divididas em estéatica e
dinamica. As interagoes estaticas resultam em linhas de RPE muito largas, obrigando,
na maioria das vezes, a realizacao de uma diluicao das amostras solidas. Um dos efeitos
dinamicos da interacao dipolar entre spins idénticos é o de causar mudancas de estados
simultaneos dos spins, o que limita o tempo de vida de um spin no estado excitado.

A relaxacao spin-spin nao é capaz de dissipar a energia do sistema de spin, por-
tanto, nao consegue provocar uma reducao na saturacao, mas contribui para o alargamento
de linha, devido a reducao do tempo de vida do spin no estado excitado. Esta relaxacao
esta relacionada com as orientagoes relativas dos spins, cuja distribuigao aleatéria de suas
direcoes muda exponencialmente no tempo, com uma constante de tempo 7, conhecida como
tempo de relaxacao spin-spin ou transversal (ATKINS; PAULA, 2008). O T, se encontra

associado com a largura de linha do sinal de RPE de modo que

Av= 2.
vE (2.36)

pois quanto menor é o tempo de relaxacao spin-spin, maior sera a largura de linha de resso-

nancia. Este processo depende da intensidade e distribuicao dos campos locais em torno dos

centros paramagnéticos, ja que a largura de linha depende da coeréncia entre os movimentos
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de precessao dos spins em torno do campo magnético, e a frequéncia de precessao é alterada
conforme a intensidade do campo local (COUTO, 2003).

Assim, geralmente, a largura de linha intrinseca é determinada por T3, que é mais
curto, e nao por 77. E no caso de radicais livres em solugao, que é o caso mais comum em
RPE, a forma de linha é Lorentziana. Para os solidos, a forma de linha é geralmente Gaus-

siana, que é caracteristica de uma distribuicao aleatéria de linhas superpostas (PERUSSI;

RUGGIERO; TABAK, 1985).

2.5 Interacao nuclear Hiperfina

A Interacao Hiperfina é a interacao magnética do spin do elétron com os mo-
mentos de dipolo magnético dos nicleos vizinhos resultando no desdobramento das linhas
de ressonancia nos espectros de RPE. O spin de um ntcleo é caracterizado pelo nimero

1 3
7571757

quantico I, podendo ter valores como 0 2, ..., € o numero de estados possiveis é dado
por (21 + 1). Andlogo ao caso do elétron, o momento magnético de spin do nicleo podera
ter (21 + 1) orientagoes diferentes em relagao a um eixo no espago (ATKINS; PAULA, 2008).

O campo By observado na Eq. 2.22 representa o campo magnético a que um
elétron desemparelhado é submetido. Havendo quaisquer campos magnéticos locais, estes
irao se somar vetorialmente ao campo magnético externo B para gerar o campo efetivo Ee -
Isto é

—

Bef = B+ Bige. (2.37)

Conforme a orientacao do spin nuclear, a contribuicao do spin de um ntcleo para
o campo magnético local, EZOC, pode aumentar ou diminuir o campo aplicado. Assim havera
(21 4+ 1) campos locais, desdobrando as linhas do espectro em (27 + 1) linhas hiperfinas de
intensidades iguais (PAKE; ESTLE, 1973).

Para a Interacao Hiperfina existem duas contribui¢oes. Uma aparece quando um
elétron num orbital p, d, f, ... estd préximo do nicleo, de modo que o momento de dipolo do

elétron (fi.) e do nicleo (fi,) fiquem separados por uma distancia 7. Neste caso, o campo
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A

Figura 2.5: Interacao dos momentos de dipolos do elétron (fi.) e do nucleo (ji,). O vetor fi. é

indicado pelo estado mg = —% e o vetor fi, é indicado pelo estado I = —l—%. O angulo 0 é formado

entre o vetor 7, que liga os dipolos, e o campo aplicado B (BUDIL et al., 1996).

local produzido pelo niicleo se parece com aquele de um dipolo magnético puntiforme Fig.
2.5, mas essa interacao classica depende também do angulo formado entre a linha que liga
os dipolos e o campo magnético aplicado B. A interagao resultante é uma interacao dipolo-
dipolo ou anisotropica devido as caracteristicas deste tipo de interacao, pois depende da

orientacio de By (ATKINS; PAULA, 2008; SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY, 1972).

Esta interacao pode ser representada pelo operador

(2.38)

rd

A P8 sinEr
Hp = —gelBegnbn [r—:g - # )
onde gy e By sao o fator g nuclear e o magnéton de Bohr nuclear, respectivamente, Se I sao
os operadores de spin eletronico e nuclear, respectivamente, e r é a distancia elétron-nicleo

(SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY, 1972).

Expandindo o vetor em termos das coordenadas cartesianas, pode-se reescrever a



2.5. INTERACAO NUCLEAR HIPERFINA 38

Eq. 2.38 na forma tensorial, da seguinte forma:

(=) G )

7:[D = f'ge/BegNBN 3Tx_5y <3yi_;r2> <3,f/_52> 'Sa (239>
) () ()
fp = 1.T.8. (2.40)

Cada elemento da matriz representa uma média da funcao de onda do elétron
desemparelhado, sendo ? o tensor de acoplamento hiperfino. Os elementos da diagonal Tj;

do tensor podem ser representados pela matriz

3i% — r?
Tii = geﬁegNBN < 5 > ) (241>

onde os “bracket”, denota o valor esperado em cima de toda a distribuicao eletronica (ATHER-
TON, 1973; SWARTZ; BOLTON; BORGCULLITY, 1972). Similarmente, os elementos do
tensor fora da diagonal sao:
Tij = gePegnDbN <%]> : (2.42)
A segunda contribuicao para a Interacao Hiperfina ocorre quando um elétron
desemparelhado se encontra no orbital s. Como este orbital apresenta simetria esférica em
torno do ntcleo, a interacao dipolo-dipolo tem média nula. Porém, a probabilidade do
elétron deste orbital estar na posi¢ao do nicleo nao é nula, portanto sendo incorreto tratar
esta interacao como a interagao classica entre dois dipolos. Esta interacao, denominada
interacdo de contato ou de Fermi (WEIL; BOLTON; WERTZ, 1994; ATKINS; PAULA,
2008), depende da aproximacao entre um elétron e o ntcleo e, sendo assim, ocorre somente
se o elétron ocupar um orbital s. A energia da interacao isotrépica pode ser aproximadamente

determinada por

8

Eiso - _? W(O)|2 HeltN, (243>
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aqui |w(0)\2 representa a probabilidade de um elétron ser encontrado no nicleo. O operador
Hamiltoniano para a interacao de contato pode ser obtido da Eq. 2.43, bastando substituir

os momentos magnéticos pelos seus operadores correspondentes

fin. = gnBni, (2.44)
0 que permite escrever
~ 8 9 2 A
Hiso = ?geﬁegNﬁN [ (0)]" 1.5 (2.45)
Hio = al.S (2.46)

a é chamado de constante de acoplamento hiperfino (medida em Hertz, podendo ser conver-
tida em unidade de campo) (BOLTON; WERTZ, 1986).
Agora, escrevendo o Hamiltoniano da interacao hiperfina de uma forma mais

generalizada, levando em conta as duas contribuicoes, dipolo-dipolo e a de Fermi temos:

Hiw=1.T.5+al 5 =148, (2.47)

sendo A = (? + a) definido como tensor hiperfino.

2.6 O Método dos Marcadores de Spin

Para a aplicacao da técnica de RPE é necessario que o sistema em estudo tenha
elétrons desemparelhados, ou seja, que apresente centros paramagnéticos. Portanto, o maior
problema é que a maioria dos sistemas, inclusive os sistemas bioldgicos e bioquimicos, sao
diamagnéticos (nao possuem elétrons desemparelhados). Este problema tem sido contornado
utilizando um radical nitréxido ou uma molécula contendo um radical livre estavel (marcador
de spin) que pode ser incorporado na amostra através de ligagdo covalente ou da difusao
simples. Desta forma, é possivel ampliar os sistemas de estudos para além dos que possuem

paramagnetismo intrinseco.
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O método de marcadores de spin foi proposto inicialmente em 1965 por McCon-
nell (MCCONNELL; OHNISHI, 1965), consistindo em incorporar em um sistema biolégico
uma pequena proporcao de moléculas contendo um radical paramagnético, para desempe-
nharem o papel de sonda e assim permitirem a investigacao do ambiente molecular onde
estao (VIEIRA-LACAZ; MALNIC, 1981). Estes marcadores de spin podem ser qualquer
espécie paramagnética, mas na pratica, sao comumente utilizados os derivados do nitroxido
(Fig. 2.6). Isto por possuirem boa compatibilidade com os sistemas biolégicos, além de se-
rem estaveis em pH e temperatura fisiolgica e apresentar um sinal de RPE muito adequado
para gerar informagoes. O sinal de RPE gerado por estas sondas paramagnéticas, apds uma
analise espectral ou simulacao computacional fornece informacoes sobre a dinamica molecu-
lar, polaridade local, orientacao molecular, anisotropia do movimento molecular, interacoes

de espécies moleculares e outros parametros.

CH, CHs
R1—c\
N—O

R,—cC —

4\

CHs  cH,

Figura 2.6: Férmula quimica geral do radical nitréxido, onde R; e Rs representam grupos quimicos
que variam de acordo com o marcador spin.

O nitréxido como elemento paramagnético propicia que o radical livre seja bas-
tante estavel, podendo participar de reacoes quimicas sem o envolvimento do elemento pa-
ramagnético, nos processos de sintese destes marcadores. Os radicais nitréoxidos podem ser
liquidos ou sélidos e apresentarem um brilhante colorido que varia do amarelo ao vermelho
escuro dependendo do tamanho do anel e dos substituintes R; e Ry (Fig. 2.6). Estes substi-

tuintes (R; e R»), sao radicais apropriados que permitem a ligacdo do marcador a molécula

que se pretende estudar (PERUSSI; RUGGIERO; TABAK, 1985; ALONSO, 1986; ROSAN-
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TEV; SHOLLER, 1971). A presenca dos quatro grupos metilas adjacentes ao fragmento
N-O, conferem estabilidade adicional aos marcadores formados e impedem que o elétron de-
semparelhado circule pelo anel piperidinico, permitindo com isto, estudos espectroscépicos
semelhantes as fisiolégicas. O nitréxido é compativel tanto com meios polares quanto apo-
lares; em meios polares o atomo de oxigénio pode forma ligacao de hidrogénio e em meios

apolares os grupos metilas garantem a sua dissolucao.

Z

| =

/&
N\

B (d)

Figura 2.7: (a) Niveis de energia do elétron desemparelhado do grupo nitréxido (N-O) num campo
magnético: (b) sem interagao e (¢) com interagao com o spin do N (estrutura hiperfina). (d) espectro
de absorgao e (e) primeira derivada do espectro de absorgao; a é a constante de desdobramento
hiperfino, a posi¢ao da linha central é definida pelo fator g (COUTO; OLIVEIRA; ALONSO, 2005).
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Nos nitroxidos, o elétron desemparelhado, que é o responsavel pelo paramagne-
tismo, interage com o nicleo do nitrogénio que tem spin nuclear I = 1, fazendo o radical
sentir a atuagao de trés campos locais diferentes. Devido aos valores do niimero quantico de
spin m; = —1,0,+1, os niveis de energia se desdobram em mais trés, o que faz do espec-
tro de RPE em solugao apresentar trés picos com intensidades muito préximas e separadas
pela constante de acoplamento hiperfino isotrépico, ag, Fig. 2.7. Para o caso de m; = +1,
existe uma contribuicao do campo local favoravel ao campo externo; ja quando m; = 0 a
contribuicao do campo local é nula e, quando m; = —1 a contribuicao vai ser desfavoravel
a By. Mas a ressonancia que ocorre para os trés valores distintos de campo, deve satisfazer
as regras de selegao Amg = +1 e Am; = 0 (ANJOS, 2008; NORDIO, 1976). A distancia
entre duas linhas adjacentes do espectro de RPE é medida em Gauss (G), sendo exatamente
a medida de ag, enquanto o fator g define a posicao da linha central em relacao ao campo

magnético aplicado (Fig. 2.7e).

Figura 2.8: Figura esquemaética mostrando o oxigénio do radical nitréxido realizando ligagao de
hidrogénio, onde o hidrogénio polariza a ligagao N - O fazendo que o elétron se localize mais proximo
do nicleo do atomo de nitrogénio aumentando assim a contribuicao do acoplamento hiperfino
isotrépico.

Mas o valor de ap pode sofrer influéncia do meio em que se encontra o radical
nitroxido. Por exemplo, quando o marcador de spin estd dissolvido em meio aquoso, o

oxigenio da ligacao N-O do nitréxido realiza ligacao de hidrogénio com moléculas de agua,

conforme esquematizado na Fig. 2.8. O atomo de hidrogénio da molécula de dgua contribui
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com uma carga local positiva que gera um campo elétrico sobre a molécula do nitréxido
polarizando a densidade eletronica da ligagao N-O. Com isto a regiao onde esta o dtomo de
nitrogénio fica mais positiva. Assim o elétron desemparelhado do radical, cuja localizacao
sobre a ligagdo N-O é pouco restrita, pelo fato do nitréxido ser um radical livre (o elétron
estd fracamente ligado), se aproxima mais do nicleo do nitrogénio, aumentando assim a
interacao hiperfina isotrépica. Por este fato, o valor do desdobramento hiperfino isotrépico
tem a influéncia da constante dielétrica do solvente, sendo um parametro importante para

se acompanhar mudangas de polaridade no meio.

2.7 Anisotropia Espectral

Grande parte das aplicagoes do método de marcadores de spin é realizada em
sistemas bioldogicos em solugao e a dinamica molecular do meio é avaliada pelo céalculo do
tempo de correlagao rotacional (7.). Este calculo é possivel devido as anisotropias de fator-g
e desdobramento hiperfino em relagao ao campo magnético que o radical nitréxido apresenta.

Os efeitos de fator-g e desdobramento hiperfino anisotropicos podem ser repre-

VG 4 . . C - .
sentados por tensores de segunda ordem “¢” e A, cujos eixos principais estdao orientados
na molécula do nitréoxido como mostrado na Fig. 2.9. A ligacao N-O em geral se encontra
sobre o eixo X, o eixo z direcao do orbital 2pm do nitrogénio e o eixo y se encontra perpen-
dicular simultaneamente aos eixos x e z. Apesar dos eixos principais dos tensores 'g" e A
normalmente se coincidirem, isto nao é obrigatorio.

Os valores de g e os efeitos do desdobramento anisotrépico podem ser mais facil-
mente entendidos considerando o espectro de um nitroxido introduzido em um cristal. A Fig.
2.10 apresenta espectros de um marcador de spin orientado em um cristal simples. Foram
obtidos espectros hipotéticos do radical nitroxido com a direcao do campo paralela aos seus
eixos principais, como indicado na figura. Ao longo do eixo z, onde se encontra grande parte

da densidade eletronica, verifica-se o maior valor para a constante de acoplamento hiperfino,

A,, = 32. Ja os desdobramentos observados com a aplicagao do campo nos eixos x e y sao
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Figura 2.9: O radical nitréxido e as orientagoes dos eixos principais dos tensores de segunda ordem
g e A. Os grupos Ry e Ry permitem a reacao do radical sem envolver o elemento paramagnético
N - 0.

geralmente menores, sendo A,, = A,, = 6. A mudanca na direcao do campo em relacao aos
eixos do nitroxido causa também um deslocamento dos espectros devido a um aumento do
fator g (gz» = 2,0090 G, gy, = 2,0060 G, g.. = 2,0027 G), produzindo um deslocamento
para a esquerda. Em muitos casos o sistema molecular é simétrico axialmente e os valores
principais sao designados como A, = A.., A, = A,, = Ay, (Fig. 2.11) e similarmente
9] = 9zzy 9L = Gax = Gyy-

Quando o radical se encontra em uma solugao (por exemplo, em solu¢ao aquosa),
pode girar rapidamente, ocorrendo uma média temporal e a anisotropia do espectro tende a
desaparecer com o aumento do movimento, sendo observadas as médias dos valores de fator

g e da constante de acoplamento hiperfino, da seguinte forma:

1

apg = g(AIz -+ Ayy -+ Azz)7 (248)
1

o = 3(9uw + gy + 9:)- (2.49)

S6 para situagoes onde o movimento é muito rdpido (7. < 1072 s) é observado
um espectro isotrépico com linhas bem finas e de igual intensidade. Entretanto, quando o
marcador de spin tem o movimento lento (7. > 1077 s), tornam-se importante as contri-

buigoes de diferentes orientacoes, fazendo com que a média temporal nao seja mais efetiva.
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Figura 2.10: Espectro de RPE retratando a anisotropia do fator g e da constante de acoplamento
hiperfino. (a) Campo magnético aplicado paralelo ao eixo z, (b) na dire¢ao do eixo y e (c) quando
o campo estd ao longo do eixo x. (d) Espectro do marcador em solugao (NORDIO, 1976).

No limite em que o movimento do marcador estd muito lento (num liquido viscoso) ou con-
gelado, tem-se a forma espectral denominada de espectro rigido ou “espectro de pé”(Fig.
2.11a). O espectro de pé corresponde a soma de todas as orientagoes possiveis (PERUSSI;
RUGGIERO; TABAK, 1985).

Na pratica, o espectro isotropico e o “espectro de pd” sao os dois casos extremos
das situagoes do movimento do marcador de spin. Em ambos os casos se desenvolveram
teorias para extrair o maior nimero de informacoes sobre o movimento do marcador. Nos
casos em que o movimento é intermediario(107% < 7. < 1077 s), a simulagao dos espectros

tem se mostrado de grande importancia e promissora.

2.8 Simulacao

A espectroscopia de RPE possui amplas aplicagoes e geralmente os resultados
podem ser obtidos através de analise simples dos espectros. No entanto, muitas vezes, os

espectros sao complexos, apresentando mais de uma componente espectral resolvida ou nao
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Figura 2.11: Espectro anisotrépico do marcador de spin em diferentes condigoes: (a) espectro de
pé obtido a baixas temperaturas, (b) espectro do radical nitréxido em uma dispersao lipidica e
(c) espectro isotrépico do marcador de spin em uma solug¢ao nao viscosa (PERUSSI; RUGGIERO;
TABAK, 1985).

resolvida. Nestes casos a simulagao espectral se tornou um método importante para se
extrair as informagoes codificadas nos espectros de RPE. A simulacao dos espectros permite
monitorar duas ou mais componentes espectrais ao mesmo tempo, informando o movimento
dos marcadores de cada uma e também determinar a fracao de cada componente no espectro.

Em certos casos de movimento anisotrépico nao é possivel de se obter por andlise simples,
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determinacoes acuradas do movimento do marcador de spin.

A base da simulacao espectral estd na utilizacao de um modelo adequado para
gerar um espectro teérico de melhor convergéncia com o experimental. Este modelo pode
ser de uma ou de duas componentes, ja que os programas nao simulam bem os espectros de
RPE com mais de duas componentes, a nao ser que estejam muito bem resolvidas. Tendo em
vista a complexidade das teorias envolvidas nos programas de simulagao, serd apresentado
aqui somente alguns dos aspectos gerais de dois programas de simulacao utilizados neste

trabalho.

2.8.1 NLLS

A maioria dos espectros deste trabalho foi simulado utilizando o programa “Non
Linear Least Square” (NLLS) desenvolvido por Jack H. Freed e colaboradores (Cornell Uni-
versity) (BUDIL et al., 1996). Este programa tem como base a solu¢do da equagao estocéstica
de Liouville (“SLE, Stochastic Liouville Equation”), a partir dos valores de entrada de va-
rios parametros, definidos pelo usudrio, para gerar o espectro tedrico. Assim, este método
permite um estudo quantitativo dos espectros de RPE em funcao de taxas de movimento
do radical nitroxido e das restrigoes ao movimento impostas pela estrutura do meio em que
o marcador estd inserido. As taxas de movimento e de restricao sao associadas, respectiva-
mente, a um tensor de difusao rotacional, utilizado para determinar o tempo de correlacao
rotacional, e a um parametro de ordem.

A SLE consiste de uma equacao matricial construida em um conjunto de ba-
ses formado por produtos de func¢oes envolvendo os harmonicos esféricos generalizados, que
representam a difusao rotacional da sonda paramagnética, e de funcoes de spin, que repre-
sentam propriedades da ressonancia magnética (SALMON et al., 2007). A SLE tem como
origem a equagao quantica de Liouville utilizada para determinar uma matriz densidade p,
que pela teoria quantica, contém as informacgoes para o calculo de quantidades observaveis

de um sistema quantico. Esta equacao admite a existéncia de uma dependéncia temporal no



2.8.1 NLLS 48

Hamiltoniano de spin, #(t), do radical nitréxido devido a sua interagdo com a vizinhanga.

] (250)

Para o radical nitréxido no regime de movimento lento, as flutuagoes na orienta-
¢ao da molécula podem ser descritas classicamente através do operador de Markoff, T'(Q2),
para a difusao rotacional independente do tempo, onde €2 representa os angulos de Euler
do radical («, B, 7). Desta forma, assume-se que existe um conjunto completo de varidveis
aleatérias suficientes para descrever o comportamento aleatério de #H(t), descrito pelo pro-
cesso de Markoff (FREED; BRUNO; POLNASZEK, 1971). Este processo estocéstico possui
a propriedade de que as probabilidades associadas com o processo num dado instante futuro
dependam somente do estado presente, sendo independentes dos eventos no passado. Assim
a probabilidade, P(€,t), do marcador estar em um estado {2 em um determinado tempo t,
pode ser determinada pela expressao,

0

aP<Q7t) = _F(Q)P(Qvt)v (251>

o termo I'(€2) é conhecido como operador markofiano de evolugao.
Através da utilizagao destas hipoteses Kubo, 1969 (KUBO, 1969) e Freed, et. al,
1971 (FREED; BRUNO; POLNASZEK, 1971) mostraram que a equagao do operador matriz
densidade p(€,t) leva a equacgao estocéstica de Liouville:
0

50 1) = —i[H(), p(2,1)] = T(2)p(2, 1), (2.52)

onde o Hamiltoniano de spin passa a depender de €2, devido a movimentos rotacionais. Como
as variaveis desta equagao estao correlacionadas, ela nao pode ser resolvida analiticamente,
assim o programa NLLS se utiliza de calculos numéricos para encontrar a solucao da SLE,
com base nos valores dos parametros de entrada definidos pelo operador.

Os parametros de entrada utilizados no regime de movimento lento sao divididos
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em quatro grupos: (i) parametros magnéticos e estruturais que descrevem os tensores magné-
ticos do fator g e do desdobramento hiperfino A (veja segao 2.7); (ii) parametros dinamicos
que incluem as taxas de difusdo rotacional para varios modelos dinamicos; (iii) coeficientes
do potencial de ordenamento que descrevem a influencia da orientacao dos fluidos anisotro-
picos tais como cristais liquidos e membranas; e (iv) os parametros inteiros que definem o
truncamento dos célculos (BUDIL et al., 1996). A tabela 2.1 mostra simbolos e descrigdes

dos parametros utilizados na simulacao dos nossos espectros.

Tabela 2.1: Lista dos parametros de entrada usados no programa do NLLS para a realizacao da
simulagao dos espectros experimentais (BUDIL et al., 1996).

Parametros Descricao

gXX, gYY, 827 Tensor g

axx, ayy, azz Tensor A (hiperfino) (G)

WXX, WYY, WZz Tensor de largura de linha lorentiziana (G)
Rbar Coeficiente de difusao rotacional (s™!)

c20, c22 Coeficiente para o potencial de orientacao
b0 Campo central estéatico (G)

lemx, lomx, kmx, mmx Indices de truncamento dos célculos

Para descrever a dinamica rotacional e ordenamento do marcador de spin, o
programa faz uso de um sistema de coordenadas fixo na molécula e outro fixo no laboratoério.
No sistema da molécula é representado o tensor g nas coordenadas (Zp, Ym, zm), O tensor
A com as coordenadas da interacao hiperfina (x,, 3., z4) € 0 tensor de difusao rotacional R
com as coordenadas de difusao rotacional (z,,¥y,,2,). O sistema de laboratério é fixo no
espectrometro com coordenadas (xp,yr, z1), no qual o campo magnético estatico externo é
definido usualmente na dire¢ao z;, (BUDIL et al., 1996; SALMON et al., 2007) e ha ainda
um sistema diretor local (x4, yq, 24), que pode ser escolhido de forma arbitraria.

O programa NLLS apresenta quatro modelos de difusao que sao: difusao rota-
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Z4 diretor local

z, tensor de difusdo

Figura 2.12: Representagao esquematica do marcador de spin 16-PC com alguns eixos dos sistemas
de coordenadas. O eixo z4 é o diretor local da membrana, z,. é o eixo de simetria da cadeia acila
sendo paralelo ao diretor local, R/, e R sao os valores principais do tensor de difusao, ¢ ¢ o angulo
de inclinagdo da cadeia acila relativo ao eixo z, esta relacionado com o parametro de ordem e x,,,
Ym € Zm s@0 0s eixos magnéticos do radical nitréxido (SALMON et al., 2007).

cional browniana, difusao rotacional nao-browniana, difusao por saltos discretos e difusao
anisotropica. Estes modelos estabelecem que o marcador de spin se reoriente em relacao aos
eixos moleculares de rotagao (z,, ¥, z,).0 primeiro modelo é mais utilizado para marcador
de spin de tamanho intermedidrio e para macromoléculas marcadas (BUDIL et al., 1996),
sendo o modelo aplicado em nossas simulacoes. Geralmente a difusao rotacional molecular
do marcador inserido em membranas lipidicas é descrita pela média das taxas de difusao
rotacional dada por Ry, = R = (RnyRx)l/ 3 que representa a média geométrica das cons-
tantes de difusao rotacional sobre cada um dos eixos de difusao molecular. Da mesma forma,
a anisotropia de rotacdo axial N = R,/(R,R,)!/? é a razio entre as taxas das constantes

de difusao rotacional em relacao aos eixos perpendiculares e paralelo ao eixo z4. No caso da



2.8.1 NLLS 51

simetria axial (R, = R,), a definicdo de Ry, pode ser escrita como Ry, = logﬁ, onde a taxa
de difusdo rotacional (R) é dada por R = W , sendo possivel utilizar no programa esta
forma de maior simplicidade, facilitando os calculos, e ainda adicionar o termo que fornece a
anisotropia de rotacao axial. Quando o marcador de spin estd inserido em uma membrana,
o0 eixo z, é definido paralelamente ao eixo de simetria do segmento da molécula onde o radi-
cal nitréxido encontra-se ligado. Por exemplo, em marcadores do tipo n-PC (n especifica a
posigao do radical nitréxido ao longo da cadeia lipidica), o eixo z, é paralelo ao diretor local,
ou seja, a propria cadeia lipidica. Assim, R/, representa a taxa de difusao rotacional em
torno do eixo 2, e R; a taxa em torno de um eixo perpendicular a z,, ou seja, 0 movimento
de oscilagao do radical nitréxido perpendicular ao eixo diretor (Figura 2.12).

O tensor de difusao rotacional caracteriza o tempo de correlagao rotacional do
marcador de spin. Este tempo possui uma relagao com a largura de linha dos espectros de
RPE, ou seja, quanto maior a largura de linha, maior o tempo de correlacao, isto ¢, menor
a mobilidade da sonda. Além desses parametros que afetam a forma de linha do espectro,
existe também uma matriz de largura de linha lorentziana adicional anisotrépica W (em
Gauss). Esta matriz pode alargar seletivamente a linha do espectro de RPE correspondente
a cada componente (wxx, wyy, wzz). No caso do nitréxido, por exemplo, wzz monitora
o alargamento das linhas extremas (a de campo mais baixo e de campo mais alto) que
corresponde a g,, e A,, (SALMON et al., 2007).

Os marcadores lipidicos inseridos em uma bicamada lipidica sentem um potencial
restaurador que restringe a amplitude de seu movimento rotacional. A tendéncia da sonda
em se ordenar neste meio pode ser modelada por um potencial de orientagao U(f2), sendo
Q = (B,7) o angulo sélido formado entre o eixo diretor e o de difusdo. Em sua forma mais
geral, a fungao potencial U()) pode ser expandida em uma série de harménicos esféricos
(JACKSON, 1975)

U(Q) = —kpT Y _ s (), (2.53)

k.l

onde kp ¢ a constante de Boltzman, T corresponde a temperatura do sistema, c;; representam
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os coeficientes do potencial e Y}/ os harmonicos esféricos normalizados. Por questdes de
simetria e utilizacao, geralmente sao considerados somente os termos ¢z € c22 na expansao

de U(), resultando em uma equacao mais simples (SALMON et al., 2007):

2(8) — 2
U(B,v) = —kgT 02’03(:08 B -1 + 6272\/58611 <§) cos(27)

: (2.54)

O coeficiente ¢y estd relacionado com a dispersao angular em relacao ao eixo
diretor zg4, isto ¢, quanto maior o moédulo de ¢z menor é o angulo de oscilagao em torno
de z4. Ja o coeficiente cy 9 representa a ordem na direcao perpendicular a zg, assim quanto
maior for o seu modulo menor sera a dispersao angular, ou seja, maior a probabilidade de se
observar o eixo molecular orientado a 3 = 90° em relacao a zd. Com isto o ¢ representa
uma medida da anisotropia no plano diretor perpendicular (xy) (SALMON et al., 2007).

Depois que o programa NLLS encontra a solugao SLE, ele ajusta o espectro tedrico
ao experimental através de um algoritmo de minimizagao envolvendo o método de minimos
quadrados nao lineares. No algoritmo de otimizacao, o método utilizado é o quase-Newton
que apresenta a vantagem de incluir convergéncia global, e um maior controle de flexibilidade
sobre os critérios de convergeéncia, assim, quando aplicados, permite que iteragoes excessivas
sejam evitadas (BUDIL et al., 1996).

A grande parte dos espectros simulados neste trabalho é composta por duas com-
ponentes espectrais, o que exigiu como dados de entrada dois conjuntos de tensores mag-
néticos e estruturais bem como de parametros dinamicos e de coeficientes do potencial de
ordenamento. Antes de iniciar a simulacao é conveniente fazer inicialmente uma estimativa
adequada dos parametros de entrada tomando com base nas posicoes das linhas do espectro
experimental, e atribuir valores de entrada variando um tensor por vez, pois eles podem
estar fortemente correlacionados. Com a determinacao de todos os parametros de entrada,
os seus valores sao fixados e todos os espectros sao simulados utilizando estes tensores pré-
determinados. Mais detalhes dos parametros de entrada no programa NLLS serao descritos

no Capitulo 3.
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2.8.2 EPRSIM

Em regime de movimento mais rapido como no caso de uma membrana na fase
liquido-cristalina, os espectros podem ser simulados utilizando o programa EPRSIM (versao
4.99) que permite ajustes tao bons quanto ao NLLS, para movimento mais rapido. Este pro-
grama foi desenvolvido por Janez Strancar e colaboradores (Jozef Stefan Institute, Eslovénia)
e os parametros obtidos nesta ressimulagao foram utilizados para confirmar os resultados da
simulagao com o NLLS.

O EPRSIM possui uma facil manipulacao e também permite a decomposicao
de um espectro em varias componentes espectrais, mas o programa somente simula espectro
com 1024 pontos e 100 G de varredura (STRAMCAR; SENTJURC; SCHARA, 2000). Como
no NLLS, o programa utiliza os valores dos tensores magnéticos A e g como parametros de
entrada, que sao inseridos em uma janela especifica, onde também ¢é permitido definir a mag-
nitude e abundancia da interagdo do spin nuclear C-13 (valores informados no Capitulo 3).
Como a sonda estd na membrana em uma fase com maior mobilidade, o movimento do radi-
cal nitréxido foi considerado isotrépico. Neste caso, o préprio programa inicialmente calcula
a média dos tensores g e A, cujos tracos sao linearmente corrigidos através dos parametros p,
e p4, respectivamente, que sao fatores gerados na obtengao do melhor ajuste. Apéds o calculo
das formas de linhas bésicas, em outra janela, sao fornecidos os valores de dois parametros
de linha, sendo um o tempo de correlacao rotacional, 7., que esta relacionado com as linhas
do tipo lorentziana, o outro é a constante de alargamento, W (STRAMCAR; SENTJURC;
SCHARA, 2000; KAVALENKA et al., 2005). No limite do movimento répido, onde a aproxi-
macao na reducao do reequilibrio é valida, o 7. pode ser determinado da expressao (TABAK;

ALONSO; NASCIMENTO, 1983):

o \/ggzsoﬂAH(O)

1(0)
e = Ton(C - B)

m] , (2.55)

onde giso = 1/3(gus + gyy + 92-) € 0 fator g isotrépico f é o magnéton de Bohr, h é a constante

de Planck, H é o campo magnético externo, AH (0) é a linha central de pico-a-pico da largura
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de linha, e 1(0) e I(—1) s@o, respectivamente, as intensidades das linhas de ressonancia de
campo central e alto. Os parametros B e C sao derivados dos tensores magnéticos A e g

anisotropicos através das seguintes equacoes:

—168H 1
B = W(Azz - A:c:c) {E(gx:c - gyy):| 5 (256)
€
2
- %(AZZ _ AL (2.57)

O monitoramento da convergéncia entre os espectros experimental e tedrico é
feito pelo parametro 3 reduzido, que basicamente pode ser determinado pela expressao:

exrp sim)2

1

Xo =

sim
i

os termos y;* e Y™ sao as respectivas intensidades dos espectros experimental e simulado
em um dado ponto, ¢ é o desvio-padrao do ponto experimental e N o nimero de pontos
existentes (1024 pontos). Verificou-se que x3 representa um bom critério para aperfeigoar
espectros com linhas mais pontiagudos, tipicos de marcador de spin em solucao, mas é
menos sensivel para formas de linhas mais largas (STRAMCAR; SENTJURC; SCHARA,

2000; STRANCAR et al., 2005).



Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Os fosfolipidios 1,2-X-sn-glicero-3-fosfocolina, onde a letra X representa dipalmi-
toil (DPPC), e distearoil (PC-18), diaraquidoil (PC-20), dibeenoil (PC-22) e os marcadores
de spin 1-palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)-sn-glicero-3-fosfocolina (5-PC), 10- e 16-PC foram
comprados da Avanti (Avanti Polar Lipideos, Inc., Alabaster, AL). O colesterol e os marca-
dores de spin metil 5-, 12- e 16-doxil-estearato (5-, 12- e 16-DMS) e 5-, 12- e 16-doxil acido
estedrico (5-, 12- e 16- DSA), foram adquiridos da Sigma (Chem. Co., St. Louis, MO). As
formulas moleculares destas moléculas anfifilicas podem ser visualizadas nas Tabelas 3.1 e

Tab. 3.2. O terpeno (+)-limoneno foi adquirido da Acros Organics (Geel, Bélgica).

3.2 Condicao de Operacao do Espectrometro

Todas as medidas deste trabalho foram feitas com o espectrometro de RPE da
marca BRUKER, modelo ESP 300, com cavidade ressonante ER 4102 ST, operando em
banda X («9,4 GHz). As condigbes de operagao foram: poténcia de microondas de 2 mW,
freqiiéncia de modulacao de 100 KHz, amplitude de modulagao de 1,0 G, campo central igual
a 3365 G, varredura de campo magnético de 100 G; tempo de varredura de 168 segundos e
constante de tempo de deteccao, 41 ms. A temperatura foi controlada com uma precisao de

+ 0,3°C pelo sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker, Rheinstetten, Germany).

95
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Tabela 3.1: As férmulas estruturais e moleculares, as massa molares, os nomes completos e as
abreviaturas de cada marcador de spin utilizado neste trabalho.

Massa Férmula
Nome Férmula estrutural Abreviagao | molar
Molecular
(g)
Metil 5-doxil-
estearato WO/CHB 5-DMS 400 023H45 NO4
Metil 7-doxil- S 7DMS | 400 | CyHisNO
estearato PPN PN W B 23545 4
Metil %(
12-doxil- POV PP 12-DMS 400 CosHys NOy
estearato ¢
16-doxil- /M o 16-DMS 400 CoysHys NOy
estearato °
5_dOX11, E%CldO o%ifc” 2 5-DSA 385 022H42NO4
estearico e K,
12-doxil deido S i 12-DSA 385 ConHioNO,
estearico A e~y
16-doxil deido | 5 i 16-DSA 385 ConHisNO,
estedrico PN AN .
1-palmitoil-2-
estearoil-(5- L Svorg
dOXﬂ)—SD— \/\/\/\/\/\/\/\WO%O\E/O\/\;\UL 5-PC 862 Ci6HogoN2O1g P.
glicero-3- ° o
fosfocolina
1-palmitoil-2-
estearoil-(10- R
doxil)-sn- | T e e, 10-PC 862 | CigHooN>0y0P.
glicero-3- T o0
fosfocolina
1-palmitoil-2-
estearoil-(16- | . 0
doxil)}sn- | U0 e e, 16-PC 862 | CugHooNoOsoP.
glicero-3- A &0
fosfocolina

3.3 Preparacao das Vesiculas de Fosfolipidios

Na preparacao das vesiculas, em cada amostra foram utilizados 5,0 mg de fosfo-
lipidio e um marcador de spin na razao molar lipidio:marcador (150:1) dissolvidos em clo-

roférmio na proporcao de 5 mg/mL. A fase organica foi gotejada em agua Milli-Q aquecida
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entre 75-85°C e constantemente agitada em agitador magnético. Apds a completa evapora-
cao da fase organica, a temperatura e agitacao foram mantidas por 30 minutos para garantir
a total eliminacao do cloroférmio. Depois a amostra foi centrifugada duas vezes, retirado
o sobrenadante e substituido pelo tampao PBS (5 mM de fosfato, 150 mM de NaCl e 0,2
mM de EDTA, pH 7.4). O volume da amostra foi ajustado para 0,7 mL e foi realizada a
extrusao através de um filtro de membrana de policarbonato com poro de 0,8 pm usando
o mini-extrusor da Avanti (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL) com o bloco aquecido
a uma temperatura acima da transicao da fase gel para a liquido-cristalina de cada fosfa-
tidilcolina. O processo de extrusao, composto por cerca de 20 passagens de extrusoes, foi
repetido usando filtros de policarbonato com poros de 0,4 e 0,2 um, para obter vesiculas uni-
lamelares de aproximadamente 0,2 ym de diametro. Depois o volume de dgua na amostra foi
reduzido para se obter uma concentracao de cerca de 50 mM do lipidio, usando um fluxo de
gas de nitrogénio. Finalmente, a suspensao de vesiculas foi transferida para um tubo capilar,
selado por chama e deixado na geladeira por «~24 h (para se obter completa hidratagao dos
lipidios das vesiculas). Depois os capilares foram introduzidos em um tubo de quartzo (3
mm de diametro interno) contendo 6leo mineral (para evitar gradientes de temperaturas),
juntamente com um fio de termopar, bem fino, para monitorar a temperatura da amostra.
A qualidade e a reprodutibilidade de cada preparacao foram monitoradas pelos espectros de

RPE do marcador de spin, os quais sao muito sensiveis a presenca de agregados de marcador.

3.4 Preparacao das Vesiculas com Colesterol e (+)-
Limoneno

O colesterol em conjunto com uma quantidade adequada de DPPC e do marcador
de spin 5-DMS na razao molar lipidio:marcador (150:1) foram dissolvidos em uma mistura
de cloroférmio:metanol (2:1) e a fase organica foi evaporada usando um fluxo de nitrogénio.
O solvente residual foi removido por secagem a vacuo do tubo, durante a noite. Na etapa de

hidratagao para formar vesiculas multilamelares, as amostras foram incubadas em PBS por
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Tabela 3.2: As férmulas estruturais e moleculares, os nomes completos, as siglas, as massas molares
e a temperatura de transicao de fase, T;,, das moléculas anfifilicas utilizadas neste estudo.

Massa Férmula
Nome Foérmula estrutural Abreviacao | molar | T},*
Molecular
(8)
]-72_ 0
dipalmitoil- | —~ gy PC-16 / .
Sn-glicero-?)- MO\AO\ETOV\%‘L DPPC 734 41°C C’40}¥80]\[08P
fosfocolina
1a2_ 0
distearoil-sn- NWWW&O% H oo PC-18 / o
glicero—3— MO O\E_/ow,sf, DSPC 790 54°C C’44}[88]\/’08P
fosfocolina
172_ 0
diaracidoil- | ~ ety PC-20 / .
Sn—glicero—?)— \/\/\/\/\/\/\/\/\/EO\/QO\!F“;_/O\A,%L DAPC 846 66°C C4SH96NOSP
fosfocholina
1,2- 0
dibehenoil- | ~ sy L o
Sn—glicerO—B- W\/\/\/\/\/\/\/\/EOJ(/O\ETOV\*L PC‘22 902 75 C C52H1()4N08P
fosfocolina

¢ T,, é a temperatura, aproximada, da transicao de fase, correspondendo a transicao da

fase gel ( Lg ) para a fase fluida ou liquido-cristalina (Ly/).
cerca de 5 minutos a 60°C e, posteriormente, centrifugadas varias vezes antes do processo de
extrusao. Este método de preparacao de vesiculas é o mais comumente relatado na literatura,
mas nao foi adequado para a preparacao das vesiculas de PC-20 e PC-22. Para preparacao
das amostras com terpeno em vesicula de PC-20 com o marcador de spin 5-DMS, foi usado
o primeiro método ja citado. Apds o processo de extrusao e reducao do volume de agua da
amostra, através de um fluxo de gas de nitrogénio, foi incorporado o terpeno (+)-Limoneno
(Acros Organics, Gell, Belgium), na razao molar terpeno:lipideo de 0,8:1. Antes da adi¢ao o
limoneno foi primeiramente dissolvido em etanol a 33% (v/v). Apés ser agitada a amostra
foi transferida para o tubo capilar, o qual foi selado e deixado na geladeira por «~24 h.
As medidas de RPE foram realizadas conforme o procedimento citado anteriormente para

vesiculas de fosfolipidios.
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3.5 Simulacao dos Espectros de RPE

As simulagoes dos espectros de RPE dos marcadores citados foram realizadas
principalmente com o programa NLLS, desenvolvido por Jack H. Freed e colaboradores
(1989 e 1996). O programa permitiu analisar um tinico espectro contendo duas componentes
espectrais com diferentes mobilidades e parametros dos tensores magnéticos, fornecendo a
populacao relativa juntamente com as taxas associadas a difusao rotacional. Na realizacao
dos célculos espectrais do programa incluem-se os valores dos tensores magnéticos g (fator g)
e A (interacao hiperfina) juntamente com o tensor de difusao rotacional, R, que sao expressos
num sistema de eixos cartesianos fixo na molécula do marcador de spin (Fig. 2.9). Para
reduzir o nimero de parametros e simplificar a simulacao, uma forma esférica foi assumida
para o tensor R (movimento isotrépico). Antes da realizacao da simulacao final, foi feita
uma analise geral dos espectros obtidos neste trabalho, para determinar os valores principais
dos tensores magnéticos e somente depois, todos os espectros de RPE foram simulados com

os mesmos parametros (ALONSO et al., 2001; ALONSO; SILVA; TABAK, 2003).

Tabela 3.3: Principais componentes dos tensores magnéticos g (fator g) e A (interagao hiperfina)
usados no programa NLLS (Nonlinear Least-Squares)

Parimetro Componente 1 Componente 2
abaixo T, acima 1),
G 2,0080 2,0080 2,0082
2,0060 2,0060 2,0062
Gyy
s 2,0020 2,0020 2,0027
Aua(C) 6,9 5,5 5,8
6,0 5,4 5,7
Ayy(G)
k
A..(G) 31,6 34,1 31,6
14 1 14,4
CLO(G) 78 570 )

ag = 1/3<Azz + Ayy + Azz)
*Para amostras contendo 40% de colesterol foi utilizado o A, de 32,2 G

Neste trabalho, os espectros foram simulados com um modelo de uma ou duas



3.5. SIMULACAO DOS ESPECTROS DE RPE 60

componentes espectrais. A componente com maior rigidez e polaridade foi denominada
componente 1 e a outra de componente 2. Porém, nas temperaturas acima da transicao
de fase (7,,) gel-liquido cristalino, os parametros magnéticos da componente 1 sofreram
pequenas alteragoes. Os autovalores dos tensores magnéticos utilizados na simulacao estao
apresentados na Tab. 3.3.

Os espectros de RPE também foram simulados em regime de movimento rapido
com o EPRSIM (versao 4.99) (ARSOV; SCHARA; STRANCAR, 2002; STOPAR et al.,
2006). Os parametros de entrada para os tensores magnéticos A e g, foram os mesmos
indicados na Tabela 3.3 e seus valores foram corrigidos linearmente pelo préprio programa
através de fatores de correcao de polaridade aplicados sobre os tracos destes tensores, deno-
tados por p4 e pg, respectivamente. Entretanto, o programa NLLS gera a taxa de difusao
rotacional média, Ryp,,., enquanto o EPRSIM fornecendo parametro de tempo de correlagao

rotacional, 7., que segue a relacao 7. = 1/6R.



Capitulo 4

Resultados

Neste capitulo serao apresentados espectros de RPE de marcadores de spin das
classes metil doxil estearato (n-DMS), doxil dcido estedrico (n-DSA) e dipalmitoilfosfatidil-
colina o grupo doxil (n-PC) em bicamadas de fosfolipidios, mostrando que estes marcadores
também podem formar, em determinadas temperaturas, espectros com duas componentes
em bicamadas simples. Sera visto também que o marcador 5-DMS apresenta espectros mais
simples de serem analisados e seu comportamento é pouco influenciado pela posicao do ra-
dical nitréxido ao longo da cadeia graxa. Por ser um marcador de spin bem comportado,
devido a baixa influéncia da posicao do nitroxido, nossos estudos foram focalizados sobre esse
marcador. A andlise dos espectros através da simulacao do perfil de linha visa determinar a

dinamica molecular e populacao dos marcadores em cada componente.

4.1 Analise dos Espectros de RPE

Espectros de RPE com duas componentes espectrais sao frequentemente obser-
vados para marcadores de spin lipidicos em membranas modelos. A Fig. 4.1 apresenta
espectros de marcadores de spin de trés classes (n-DMS, n-DSA e n-PC) incorporados em
vesiculas de DPPC em trés temperaturas selecionadas para cada sonda. As setas duplas
indicam a posicao do campo magnético, onde as caracteristicas indicativas da presenca de
duas componentes espectrais sao mais claramente visiveis. Com o aumento da temperatura,

a intensidade dos dois picos adjacentes indicados pelas setas na primeira linha de ressonancia
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dos espectros tende a se igualar em intensidade, devido a diminuicao da fracao relativa da

componente 1 (componente menos mével) nos espectros.

DPPC

5-DMS 12-DMS 16-DMS tCC)

——
——
W N
o o

%
x
%%
——
w w N
A o 0]
——
———
%%
H o (o))

5-DSA 12-DSA 16-DSA

%%%
N 'O o
%%
——
N
s 8 'R
;%§>;7§>
AW W
o ' I'p

5-PC

A%
%‘5&
—_—

?

_U

=) 0

& 18 IR
—

®

_U

=50

W IN DN
o o IN

Figura 4.1: Espectros de RPE dos marcadores de spin: 5-, 12- e 16-DMS, 5-, 12- e 16-DSA, 5-,
10- e 16-PC em membrana de DPPC para algumas temperaturas. As setas indicam as posicoes
de campo magnético onde o perfil de linha caracteristico de duas componentes é mais claramente
visivel. A varredura de campo magnético é de 100 G.

Espectros de RPE evidenciando duas componentes apareceram a temperaturas
mais elevadas para os marcadores de spin derivados dos acidos estearicos quando comparadas
aquelas do éster metilico dos acidos estearicos e a temperaturas diferentes para os marca-

dores de cadeias PCs. Para o 5-DMS, 12-DMS e 16-DMS as duas componentes foram mais

evidentes em torno de 30°C e as populagoes relativas foram essencialmente as mesmas para os
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trés marcadores de spin a esta temperatura. Este fato sugere que para estas sondas de spin,
a posicao do nitroxido na cadeia acila nao afeta as populagoes relativas das componentes.
Este comportamento em termos da baixa influéncia da posicao do nitréxido nao aconteceu
com as duas outras sondas. Nos casos dos marcadores 5-DSA e 5-PC as duas componentes
nao sao claramente visiveis. Estes marcadores provavelmente apresentam fortes interacoes
com os grupos polares da membrana fazendo com que o radical nitréxido fique localizado
mais proximo da interface polar e sujeito as interacoes de cargas que podem afetar seus
parametros magnéticos, tornando as suas formas de linha diferente dos outros isomeros de
posicao e, portanto, sao de mais dificil analise.

Os marcadores n-DSA possuem um grupo carboxila que possibilita a formacao de
duas ligacoes de hidrogénio com os grupos polares da membrana, enquanto os marcadores
DMS possuem o grupo carbonila o qual forma apenas uma ligacao de hidrogénio. Compa-
rando os espectros de RPE dos marcadores 12- e 16-DSA (Fig. 4.1) nota-se que o perfil
caracteristico de duas componentes aparece em temperaturas mais altas (38°C). E no caso
dos marcadores 10- e 16-PC este perfil é visto em temperaturas diferentes. Dessa forma,
podemos notar que os espectros dos marcadores da classe DMS sao os mais simples e bem
comportados no sentido de que a posicao do radical nitréxido ao longo da cadeia acila nao
muda a temperatura em que este perfil de duas componentes é observado e, dessa forma,
decidimos fazer uma analise mais detalhada sobre o 5-DMS.

Através da simulacao dos espectros de RPE com o programa NLLS foi possivel se-
parar as contribuicoes de cada componente no espectro composto, como pode ser visualizado
na Fig. 4.2, a qual apresenta varios espectros do marcador 5-DMS em DPPC para tempera-
turas abaixo e acima da transigao de fase (7},,). As duas componentes espectrais representam
duas populagoes de marcadores, diferindo no estado de mobilidade e na polaridade. A com-
ponente 1 predominou entre as temperaturas 2 e 18°C, sendo os espectros simulados com
apenas uma componente, enquanto que a partir de 30°C ja foi possivel observar uma pequena

fragdo da componente 2 (20 — 30%) (Fig. 4.2). Espectros com duas componentes também
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Figura 4.2: Espectros de RPE do marcador de spin 5-DMS em membrana de DPPC (pH 7,4) com
variacao da temperatura. Nos espectros da coluna esquerda as linhas de cor preta representam
0s espectros experimentais e as linhas de cor vermelha os espectros simulados com o programa
NLLS, sendo que o espectro a 66°C também foi simulado com o programa EPRSIM. Os espectros
da coluna direita sao os espectros decompostos pela simulacao em duas componentes espectrais,
onde a componente 1 é a linha verde e a componente 2 estd em azul. Também estao apresentados
os parametros obtidos dos ajustes: Nj, a populagao relativa da componente 1 e 7., o tempo de
correlagao rotacional, das duas componentes, obtidos da simulacao.

foram claramente visiveis na fase liquido-cristalino da membrana, sendo que na simulagao
dos espectros da fase fluida os parametros magnéticos do tensor hiperfino da componente 1

sofreram pequenas alteragoes (Tabela 3.3). Com o intuito de confirmar os resultados obtidos
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com o programa de simulacao NLLS, os espectros também foram simulados com o programa
EPRSIM, mas isto s6 foi realizado no regime de movimento rapido onde este programa
apresentou um bom desempenho.

Pode-se verificar que a populagao relativa da componente 2 aumenta com o au-
mento da temperatura, indicando uma elevacao da particao do marcador para o meio mais
hidrofébico. Nota-se também uma alteracao significativa na forma dos espectros para as
temperaturas de 34 e 46°C, a qual reflete a transicao de fase da membrana. E bem conhe-
cido que em DPPC ocorre uma transicao em ~34°C, correspondendo a transi¢ao da fase gel
(Lg) para a fase de pré-transicao (Py ), e a transigao de fase principal, a ~41°C, correspon-
dendo a transicdo de fase Pg para a fase fluida ou liquido-cristalina (L,) (SHIMSHICKL;
MCCONNELL, 1973; WANG et al., 1993). Nestes espectros também pode ser observado
que com o aumento de temperatura os parametros — populacao da componente 1 e tempo
de correlagao rotacional — decrescem, e que com a transicao da fase gel para a fluida ocorre
um brusco aumento na populacao da componente 1.

E interessante que na fase liquido-cristalina da DPPC os marcadores 5- e 7-DMS
formam duas componentes enquanto o marcador 12-DMS forma apenas uma (Fig. 4.3). A
presenca de duas componentes nesta fase é notada pela assimetria de linha de ressonancia
de campo baixo. Na figura foram apresentados os valores de y dos picos para cima e para
baixo da linha de base. No primeiro espectro (5-DMS), y = 40,59 (para cima) e y = -
0,73 (para baixo) indicando uma assimetria na forma de linha. Isto sugere que este sinal
de ressonancia é formado por duas linhas sobrepostas. No segundo espectro (7-DMS) esta
assimetria é menor, pois os modulos dos valores de y sao menos discrepantes e no caso do
marcador 12-DMS a linha de ressonancia pode ser considerada simétrica.

O grau de penetracao das moléculas de dgua no interior hidrofébico pode ser
deduzido a partir da medicao do perfil de polaridade em membranas modelos. O parametro
de RPE — constante de acoplamento hiperfino isotrépico do *N, ag, aumenta com o aumento

da constante dielétrica ou da polaridade do solvente em que os radicais nitroxidos estao
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1,00 (2)

Figura 4.3: Espectros de RPE experimentais (linhas pretas) e simulados (linhas vermelhas) dos
marcadores de spin 5-DMS, 7-DMS e 12-DMS em membrana de DPPC na fase fluida ou liquido-
cristalina a 44°C. Os espectros foram simulados com o programa NLLS, que decomp0s o espectro
experimental em duas componentes espectrais, a componente 1 (linha verde) e a componente 2
(linha azul), sendo expressos os parametros N, populagao de marcador da componente 1, e 7, o
tempo de correlagao rotacional de cada componente. Os valores de y, indicados na primeira linha
de ressondncia, mostram as intensidades relativas dos picos para cima e para baixo. Variacao do
campo magnético é de 100 G.
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PC18 PC20 PC22

Figura 4.4: Espectros de RPE experimentais (linha preta) e simulados (linha vermelha) do mar-
cador de spin 5-DMS nas membranas PC-18, PC-20 e PC-22 para varias de temperaturas. A
varredura do campo magnético é de 100 G.

dissolvidos. Tem sido encontrado para o marcador de spin glicerofosfolipidio com o grupo
doxil-nitréxido na posicdo n da cadeia da sn-2 (n-PCSL) em membranas de DPPC, um
valor de parametro ag de 15,0 G para a posicao n = 4 e 14,5 G para n = 16, com uma
abrupta reducao da polaridade entre n = 7 e n = 9 (KURAD; JESCHKE; MARSH, 2003).
Como ¢ indicado na Figura 4.3, o espectro de RPE do 5-DMS pode ser simulado com duas
componentes com diferente polaridade e mobilidade. Isto sugere que a espectroscopia de
RPE identifica as duas componentes associando menor mobilidade com maior polaridade
(componente 1) e maior mobilidade com menor polaridade (componente 2). Isto pode ser

entendido imaginando uma flutuacao transversal do 5-DMS entre as localizagoes rasas e
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profundas na membrana. Sempre que o marcador de spin vai para a regiao mais profunda da
membrana, onde o ambiente é caracterizado por uma menor polaridade e maior mobilidade,
contribui para a componente 2, sendo assim visiveis duas populagoes do marcador de spin.
Como ha menor probabilidade do 7-DMS atingir a regiao com maior polaridade, a sua
populacao na componente 1 também é menor. Da mesma forma, o fato do 12-DMS ter apenas
uma componente sugere que maioria dos nitroxidos deste marcador nao alcanca a regiao de
maior polaridade na membrana. Na Fig. 4.5 ha um desenho esquematico representando o

5-DMS em duas posicoes dentro da bicamada lipidica que supostamente gerariam as duas

componentes.
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Figura 4.5: Representagao esquemética das flutuagoes transversais propostas para o marcador de
spin 5-DMS em membranas de DPPC. Os marcadores de spin da componente 1 estdao localizados
essencialmente na regiao rasa da bicamada (marcador de spin de cor verde) e os da componente 2
estao localizados na regiao mais profunda (marcador de cor azul).

A posicao rasa do marcador foi associada a componente espectral 1. Nesta regiao o
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marcador interage mais fortemente com os grupos polares, principalmente através de ligacoes
de hidrogeénio diretamente com os grupos polares da DPPC ou tendo a molécula de agua
como intermediaria. Na localizagdo mais embutida da componente 2 o marcador possui uma
dinamica molecular maior e seu grupo carbonila nao estd formando ligagao de hidrogeénio
com a DPPC ou esta formando ligacao apenas com a agua livre.

Para todas as PCs analisadas foi verificado que até a temperatura de 22°C os
espectros do 5-DMS puderam ser simulados usando apenas uma componente e no restante
do intervalo de temperatura medido foram necessarias duas componentes para um bom ajuste
tedrico do espectro de RPE (Fig. 4.5). A Figura 4.4 mostra os espectros experimentais de
RPE e o melhor ajuste para outras PCs analisadas neste trabalho. Nota-se que a 42°C, o
espectro tende a assumir a forma de linha de uma Unica componente para todas as PCs,
indicando que, a esta temperatura, a diferenca de mobilidade entre as duas componentes ja
estd diminuindo. Quando a temperatura de transicao de fase é superior a 50°C, os espectros
convergem em mobilidade nesta temperatura e as duas componentes nao podem ser separadas

até a chegada da transicao para a fase fluida.

4.2 Dinamica e Particao do 5-DMS nas Bicamadas de
Fosfatidilcolina

As dependéncias com a temperatura dos parametros de RPE — 7. e Ny (populacao
relativa do marcador 5-DMS na componente 1) — nas fases gel e fluida estdo apresentadas
na Fig. 4.6 para as PCs estudadas. Abaixo de 26°C os espectros foram simulados com uma
unica componente. O tempo de correlagao rotacional da componente 2, mostrou a transicao
de fase de cada vesicula e a 30°C foi aproximadamente a metade da componente 1. Ja o
parametro N; mostra o decréscimo da populagao de marcador na componente 1, com as
membranas nas fases gel e fluida. Para a PC-18 verificou-se a transi¢ao da fase Lg para
a fase L, em ~b54°C. Ja para a PC-20 a transicao é observada em ~62°C, para PC-22 a

mesma transicao ocorre em ~74°C. Ou seja, da PC — 18 a PC — 22 as transicoes de fase
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foram acima de 50°C, e nesta temperatura a mobilidade das duas componentes convergiram
para valor similar, de modo que a resolucao espectral foi insuficiente para identificar as duas
componentes. Desta forma, os espectros foram tratados com uma tnica componente para
estas temperaturas. Um aumento pronunciado na populacao da componente 2 em DPPC
foi detectado quando a temperatura se aproxima da transicao de fase. E notdvel que a
dinamica de 5-DMS, foi similar em todas as PCs no intervalo de temperatura de 2 a 30°C. O
parametro de RPE — desdobramento hiperfino maximo, 24,,, ¢ muito sensivel a mobilidade
do marcador e pode ser medido diretamente no espectro de uma tnica componente, sendo
utilizado para confirmar que até 22°C as medidas mostradas na Figura 4.6 nao diferem
significativamente em mobilidade. A medida do 2A4,, a 2°C em todas as PCs foi de 62,5
G, com um erro experimental de +0,5 G. Os espectros de todos os lipidios também foram
muito similares a -78°C. No entanto, mudancgas significativas em ambas as mobilidades e
populagoes de marcadores de spin foram detectadas em temperaturas proximas a T,,.

A mudanca na energia livre padrao de Gibbs, AGY, para transferir o marcador

de spin da componente 1 para a 2, pode ser calculada com base no coeficiente de particao

(ROGERS; WONG, 1980; DA; ITO; FUJIWARA, 1992):
AG = AG" + RTInK, (4.1)

onde AG ¢ a variacao da energia livre de Gibbs, R é a constante dos gases, T é a temperatura
absoluta e K aqui é a constante de equilibrio. Uma vez que as duas componentes espectrais
estao em equilibrio termodinamico e o programa de simulagao permite a determinacao das
populagoes relativas do marcador de spin nas componentes 1, N1, e 2, Ny, pode-se determinar
K entre estas duas componentes (K = Ny/N;). Também no equilibrio térmico a variacao da
energia livre de Gibbs é nula, ou melhor, AG = 0. Assim, AG" pode ser escrito em termos

da energia livre padrao, da seguinte forma:

AG° = —~RTInK, (4.2)
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Figura 4.6: Painel A: Tempo de correlagao rotacional, 7., do 5-DMS nas membranas de vérias
fosfatidilcolina versus temperatura. Painel B: Populacao relativa do marcador na componente 1,
N1, determinado pela simulacao espectral, para as vesiculas de fosfatidilcolina versus a temperatura.

ou

InK = =2 - = (4.3)

onde ASY e AH® correspondem as variacoes de entropia e entalpia padroes, respectivamente,
associadas a transferéncia da molécula marcada da componente 1 para a 2.

Na pratica, os valores dos parametros termodinamicos podem ser determinados
pelo gréfico de van’t Hoff de InK versus 1/T, como mostrado na Fig. 4.7, no qual o coeficiente
angular é dado por ATIfO e a intersecao com o eixo das ordenadas é AT‘éo.O AH° pode ser
entendido como a energia aparente necessaria para dissociar uma fragdo do nitroxido da
componente de movimentacao mais restrita para a menos restrita, por meio de um processo
endotérmico com aumento de entropia. Na Tab. 4.1 estao alguns valores calculados da

energia livre padrao de Gibbs, entalpias e entropias. Na fase liquido-cristalina, o grafico

van’t Hoff da DPPC parece linear no intervalo de temperatura de 42 a 78°C, sugerindo
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Figura 4.7: Logaritmo natural do coeficiente de parti¢ao, In K, do 5-DMS em vesiculas de PC-16,
PC-18, PC- 20 e PC-22 versus o reciproco da temperatura absoluta

que as alteracoes de entalpia e entropia sao constantes. Os parametros termodinamicos dos
outros lipidios nao forma calculados, mas a partir dos graficos pode-se inferir que eles foram
semelhantes aos da DPPC. No estado gel o programa apenas distingue as duas componentes
até 46°C para as PCs com T, acima de 50°C, e no caso da DPPC, a proximidade da
temperatura de fusdo antecipa a transferéncia do marcador de spin para a componente 2,
proporcionando assim maiores mudancas nos valores de entalpia e entropia.

Para a simulacao dos espectros de RPE do marcador de spin 5-DMS foi usado
principalmente o programa NLLS, mas para a membrana de DPPC, também foi realizada
a simulacao dos espectros de RPE com o programa EPRSIM, na fase liquido-cristalina da

membrana, onde este programa apresenta um bom ajuste espectral. Este programa tem a
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Tabela 4.1: Mudangas na energia livre padrao de Gibbs (a 34°C), entalpias e entropias associadas
com a transferéncia do marcador de spin 5-DMS da componente 1 para a 2 em vesiculas de fosfati-
dilcolina (PC-16, PC-18, PC-20 e PC-22) abaixo da transicao de fase principal e apds a transigao
para a PC-16.

Amostras AGY ., AHY ., ASY .,
(kcalmol 1) (kcalmol™1) (cal mol™* K1)

PC-16 0,2 31,07 100,2
PC-18 0,6 16,8 52,7
PC-20 0,7 11,4 34,7
PC-22 0,8 10,0 29,9
PC-16 depois da transicao 1,2 8,0 22,1

0,5 2.8 7.6

PC-16 + Colesterol®
@ Os valores numéricos foram calculados com base nas equacgoes 4.2 e 4.3, usando
os dados da Fig. 4.7

® DPPC+40 mol% de colesterol (26-78°C)

vantagem de fazer corregbes menores nos valores médios dos tensores magnéticos g- e A-
(Tabela 3.3), evitando possiveis imprecisdes nos dados de entrada selecionados. Os parame-
tros obtidos para a simulacao utilizando os dois programas podem ser observados na Fig.
4.8. Nota-se que o parametro 7. das componentes 1 e 2, utilizando tanto o programa NLLS
e EPRSIM, apresentaram comportamentos similares, com poucos pontos se destoando (Fig.
4.8A). Para a populacao relativa do marcador de spin na componente 1, onde para os dois
programas observa-se a reducao deste parametro com o aumento da temperatura, nota-se
que os comportamentos das curvas também se assemelham (Fig. 4.8B). A concordancia entre
os resultados obtidos a partir de simulacoes de espectros com dois programas diferentes da

suporte aos resultados obtidos para os parametros termodinamicos apresentados na Tabela

4.1.

4.3 Comportamento das Componentes Espectrais na
Presenca do Limoneno e Colesterol
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Figura 4.8: Tempo de correlagdo rotacional, 7., (painel A) e populacao relativa da componente
1, Ni, (painel B) do marcador 5-DMS na membrana de DPPC (pH 7,4) versus a temperatura,
simulados com os programas NLLS (circulos) e EPRSIM (quadrados).

Os terpenos sao pequenas moléculas hidrofébicas que penetram em membranas
em altas concentracoes e podem atuar como espacadores, aumentando a fluidez da mem-
brana e enfraquecendo a rede de ligagoes de hidrogénio na interfase polar (ANJOS; NETO;
ALONSO, 2007, 2007; ANJOS; ALONSO, 2008; CAMARGOS et al., 2010). O comporta-
mento das componentes espectrais na presenga do terpeno (+)-Limoneno foi analisado em
membranas de PC-20, na razao molar terpeno:lipidio 0,8:1 Fig. 4.9. Nota-se que com a inser-
¢ao do terpeno, ocorreu uma aumento da mobilidade do marcador 5-DMS nas componentes
1 e 2 na fase gel da membrana (Fig. 4.9A), acompanhada de uma redugao na populagao rela-
tiva da componente 1 (Fig. 4.9B). A componente 1, na fase fluida, ndo apresentou alteracao
significativa com a adi¢ao do terpeno, tanto com relacao a mobilidade do marcador, como
também com respeito a populacao relativa de marcador existente na componente. Nota-se

que o parametro 7. refletiu a transicao de fase da membrana e que o terpeno abaixou a
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Figura 4.9: Populagao relativa da componente 1, Ny, (painel B) e o tempo de correlagao rotacional,
Te, (painel A) do marcador 5-DMS em vesiculas de PC-20. O terpeno (+)-Limoneno foi adicionado
a uma fracao molar terpeno:lipidio 0,8:1.

transicao de fase da membrana tratada de ~66°C para ~57°C.

As dependéncias do 7, ¢ N1 do 5-DMS na DPPC e DPPC contendo 40 mol% de
colesterol sao mostradas na Fig. 4.10. Abaixo de 41°C as duas componentes nao diferen-
claram significativamente em mobilidade, mas apresentaram diferencas em suas populacoes
relativas. Enquanto que na fase fluida a presenca de colesterol reduziu a mobilidade do mar-
cador de spin em ambas componentes. As mudancas de mobilidade nas duas componentes
causadas pela transicao de fase também nao se verifica ou fica bastante suavizada com a
presenca de 40% de colesterol na membrana de DPPC. Observando a Fig. 4.10B referente a
populagao relativa de marcador na componente 1, nota-se para a amostra nao tratada com
colesterol que na fase Lg ocorre uma rapida reducao desta componente e com um brusco

aumento na populagao com a transigao de fase, e na fase L, também se verifica uma reducao
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Figura 4.10: Membrana de PC-16 preparada com 40% de colesterol. No painel A tempo de
correlacao rotacional, 7.. No Painel B, populagao relativa do marcador na componente 1, /NVj.

da componente 1. Ao incorporar o colesterol na membrana, nota-se um decréscimo gradual
desta componente em todo intervalo de temperatura medido, nao mostrando a transicao de
fase da membrana. Os dados da Fig. 4.10 sao representativos de trés preparagoes de amostra
contendo diferentes razoes molares de colesterol (30, 35 e 40%), que apresentaram resultados

muito semelhantes.



Capitulo 5

Discussoes

No presente trabalho, um estudo detalhado do comportamento térmico do mar-
cador de spin 5-MSL em vesiculas de fosfatidilcolina com vérios tamanhos de cadeias indicou
que quando a temperatura de transicao de fase das membranas é superior a 50°C, a mo-
bilidade das duas componentes espectrais converge para valor semelhante e assim as com-
ponentes nao podem ser separadas no intervalo de temperatura de 50°C até a temperatura
de transicao da membrana. Isso indica que as interacoes responsaveis pelo movimento res-
trito de uma fragao do marcador sao diminuidas a 50°C. No entanto, no caso da membrana
de DPPC com uma temperatura de transicao, 71,,, de 41°C, foram observadas alteracoes
significativas na dinamica e distribuicao do marcador para temperaturas proximas da tem-
peratura de transicao de fase (Fig. 4.6). Estas alteragdes também se refletiram nos valores
calculados dos AH® e AS° aparentes (Tabela 4.1). Esta instabilidade do marcador é con-
sistente com as reorganizacoes da membrana que ocorrem em temperaturas perto da T),
e é provavelmente a causa para o aumento da permeabilidade das bicamadas de fosfolipi-
dios para pequenas moléculas soluveis em agua, nas regides de coexisténcia de duas fases
(BRAMHALL et al., 1987; CLERC; THOMPSON, 1995). Este fenomeno bem conhecido
e atribuido ao aumento da permeabilidade nas fronteiras de dominio onde duas fases coe-
xistem em equilibrio (CLERC; THOMPSON;, 1995). Curiosamente, tem sido demonstrado
que o fluxo de 5/6-carboxifluoresceina encapsulada em vesiculas de fosfolipidios seladas tem

permeacao maxima em uma ampla faixa de temperatura perto de 7;,, com taxas de fluxo

7
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inversamente proporcional ao comprimento da cadeia acila (BRAMHALL et al., 1987).

Espectros de RPE de duas componentes do marcador de spin colestano (analégo
do colesterol) tém sido observados em multicamadas bem alinhadas contendo uma mistura
dos lipidios 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, colesterol e dioctanoilglicerol. Estas
componentes sao visiveis tanto com o campo magnético externo paralelo quanto perpen-
dicular ao plano da bicamada (BUDIL et al., 1996). Embora os espectros para as duas
orientagoes de campo magnético foram muito diferentes em 36°C, os autores relataram que
as populacoes relativas das duas componentes espectrais em cada espectro foram essenci-
almente as mesmas e parecem variar quase reversivelmente em funcao da temperatura e
composicao da membrana. No entanto, a origem destas duas componentes dos espectros
em bicamadas simples de fosfolipideos ainda é pouco compreendida e tem sido geralmente
atribuida a heterogeneidade da membrana.

A espectroscopia de RPE tem sido utilizada no estudo da dinamica de lipidios
do estrato corneo, com o objetivo de entender por que a permeabilidade da pele é reduzida
pela desidratagdo da membrana (ALONSO; MEIRELLES; TABAK, 1995; ALONSO et al.,
1996). Ao diminuir o nivel de hidratacao do estrato cérneo, uma diminuigdo gradual da
dinamica foi detectado e, principalmente em consequéncia da desidratacao, a populacao da
segunda componente espectral de diferentes marcadores de spin foi diminuida, tendendo a
desaparecer, em resposta a desidratacao total do estrato cérneo. Resultados semelhantes
foram observados para vesiculas de fosfolipidios (dados ndo mostrados). Esses dados ex-
perimentais sugerem que a componente mais rigida poderia ser atribuida aos marcadores
de spin que formam ligacao de hidrogénio na interface polar, diretamente ou mediada por
moléculas de dgua (estrutura rigida). E a componente mais mdvel pode surgir quando o
grupo polar do marcador no interior da membrana é ligado por hidrogénio a molécula de
dgua livre (estrutura mével) ou entdo nao estd ligado por hidrogénio. No entanto, mesmo
assumindo que as ligagoes de hidrogénio representam um ponto chave para a resolucao de

duas componentes espectrais, obviamente hé outras interacoes decorrentes das interacoes
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hidrofébicas e de van der Waals. Essas interacoes também estao envolvidas no conjunto de
interacoes intermoleculares que definem os dois ambientes distintos do marcador no interior
da membrana e, certamente, contribuem para os valores das mudancas de entalpia e entropia
aparentes observados aqui (Tabela 4.1).

Bicamadas de DPPC contendo 40% molar de colesterol formam a fase liquido-
ordenada caracterizada por varias mudancas, especialmente na faixa de temperatura da
fase fluida para a DPPC pura (SANKARAM; THOMPSON, 1991; IPSEN; MOURITSEN;
BLOOM, 1990). As principais alteragoes sao: melhor empacotamento de fosfolipidios e sua
ordem quanto a orientacao, aumento da espessura da camada hidrofobica e a redugao da area
transversal média por molécula (IPSEN; MOURITSEN; BLOOM, 1990). Os resultados ob-
tidos com o marcador de spin 5-DMS indicaram que abaixo de 41°C, o colesterol adicionado
na proporcao de 40% molar nao afetou significativamente a mobilidade. Vale ressaltar que o
desdobramento hiperfino méximo do espectro, 24,,, aumentou cerca de 1 G, o que poderia
indicar um ligeiro endurecimento da bicamada contendo colesterol. No entanto, uma anélise
mais precisa com o programa NLLS indicou que isto pode ser considerado um artefato do
colesterol e que, de fato, o que o colesterol faz é aumentar a polaridade da bicamada, uma
vez que o melhor ajuste dos espectros de RPE em temperaturas mais baixas (2-10°C) foi en-
contrado com um parametro magnético A,, ligeiramente maior (Tabela 3.3). Este resultado
esta de acordo com as medidas de RPE reportadas do parametro - constante de acoplamento
hiperfino isotrépico *N, ag, para DPPC, onde o colesterol na razao equimolar aumentou
o valor de ay de 0,3 G para o nitréxido na posi¢ao C-5 da cadeia (posi¢ao do nitréxido
no 5-DMS) (MARSH, 2001). Na presenga de 40 mol% de colesterol, o aumento brusco na
dinamica do 5-DMS que ocorre em 41°C com DPPC pura nao foi observado, e acima dessa
temperatura, a dinamica da sonda foi consideravelmente diminuida. E interessante comparar
nossos resultados com os dados do parametro 24/, relatados para esfingomielina contendo
40 mol% de colesterol e obtidos com marcadores de spin andlogos da fosfatidilcolina e esfin-

gomielina marcadas na posigao C-5 da cadeia (COLLADO et al., 2005). Para 22°C, o que
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corresponde a fase gel da bicamada de esfingomielina pura, os valores reportados de 24/,
foram semelhantes aos obtidos aqui para o 5-DMS em DPPC com 40% molar de colesterol, e
os valores de 24, reportados a 50°C foram consistentes com o aumento pronunciado causado
pelo colesterol no tempo de correlagao rotacional aqui observado.

O melhor empacotamento dos fosfolipidios causado pelo colesterol acima de 41°C
induziu o 5-DMS a uma mudanga para a segunda componente (Fig. 4.10B). Os resul-
tados deste trabalho estao de acordo com os estudos por espectroscopia de fluorescéncia,
que também tém demonstrado que varias sondas de membrana podem ocupar locais rasos
e profundos na bicamada (ASUNCION-PUNZALAN; KACHEL; LONDON, 1998; KLYM-
CHENKO et al., 2004; CHONG, 1988; KAISER; LONDOR, 1998; DOROSHENKO et al.,
2002). Um estudo com a sonda fluorescente 4’-dimetilamino-3 dimetoxiflavona em bicamada
de vesiculas de EYPC tem demonstrado que a adigao de 30 mol% de colesterol induziu fortes
mudancas nas concentracoes de sonda ligadas e nao ligadas por hidrogénio, sugerindo uma
redistribuicao do corante da superficie da membrana para a regiao hidrofébica da bicamada
(KLYMCHENKO et al., 2004). Além disso, deslocamentos semelhantes da sonda Prodan
causados pelo colesterol também foram observadas em membranas modelo de fosfatidilcolinas
(BONDAR; ROWE, 1999).

Acreditamos que o estudo da distribuicao bimodal de moléculas marcadas em
membranas, resultando nos espectros de RPE com duas componentes resolvidas, pode con-
tribuir para uma melhor compreensao da permeagao de moléculas em membranas celulares.
Seria interessante verificar se os marcadores de spin com maiores formagoes da segunda com-
ponente espectral, também teria maiores taxas de difusao flip-flop. Pois nossa proposta de
flutuacao transversal de lipidios, entre dois locais principais dentro da membrana, esta de
acordo com alguns mecanismos estruturalmente relevantes propostos para a atividade antio-
xidante do tocoferol (ATKINSON; EPAND; EPAND, 2008). Para exercer o seu papel como
antioxidante, o tocoferol deve ter a capacidade de acessar os lipidios insaturados peroxidados

no interior da membrana e também a fase aquosa onde ocorre sua reducao pelo ascorbato.
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As possiveis profundidades que o grupo cromanol do a-tocoferol pode ocupar em bicama-
das fosfolipidicas foram investigadas através de varias técnicas em termos da ocorréncia de
uma ligacdo de hidrogénio entre o fenol e os grupos polares dos fosfolipidios. (ATKINSON;
EPAND; EPAND, 2008).



Capitulo 6

Conclusoes

Nesta parte de nosso trabalho, examinamos a hipétese de duas acomodacgoes
principais de marcadores de spin lipidicos em bicamadas simples. Um modelo de simulagao
com duas componentes espectrais foi utilizado no programa de ajuste NLLS para monitorar
a dinamica e populacoes relativas de cada componente.

Na transicao da fase gel para fluida, a populacgao relativa dessas componentes para
o marcador de spin 5-DMS em DPPC sofre uma mudanca brusca que é atenuada na presenca
de 40 mol% de colesterol. Além disso, acima de 41°C, o colesterol favoreceu a formacao da
segunda componente, sugerindo que ele pode causar uma mudanga na localizagao do 5-DMS
na bicamada para ambientes mais dinamicos e apolares. E também, a variacao da entalpia
calculada para transferir o 5-DMS da componente 1 para a 2 foi menor para a amostra
contendo colesterol. Com base nos valores AH°, apurou-se também que, acima da transicao
de fase, a capacidade do marcador de avancar para a segunda componente é independente
do comprimento da cadeia acila das fosfatidilcolinas, mas na fase gel a transferéncia do
marcador foi favorecida para fosfolipidios de pequenas cadeias, como deduzido pelo menor
valor do AG°. No entanto, as mudangas de entalpia e entropia aparentes envolvidas nessa
transferéncia foram maiores.

Os terpenos sao pequenas moléculas hidrofébicas que penetram em membranas e
aumentam a fluidez da membrana atuando como espacadores e assim facilitam a permeacao

de pequenas moléculas polares através de membranas. O terpeno (+4)-limoneno na razao
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molar terpeno:lipidico de 0,8:1 em vesicula de PC-20 aumentou a populacao relativa da
componente 2 do marcador 5-DMS na fase gel, mas nao provocou alteragao nas componentes
espectrais na fase liquido-cristalina. A incorporagao do terpeno na bicamada da vesicula
mostrou uma importante redugao na temperatura de transi¢ao de fase da membrana (~9°C).

As componentes espectrais se mostraram sensiveis a adi¢ao de colesterol na mem-
brana de DPPC. As medidas indicaram que a membrana se manteve essencialmente em ape-
nas uma fase, liquido-ordenada, em todo o intervalo de temperatura medido. O colesterol
nao modificou a mobilidade do marcador na fase gel da membrana, no entanto, causou uma
grande reducao do movimento rotacional na fase fluida para ambas componentes espectrais.
Além disso, o aumento abrupto observado na populacao da componente 1 com a passagem
da transicao para a amostra de controle foi completamente atenuado com a presenca de 40%
molar de colesterol.

Espectros de EPR de duas componentes aparecem com mais frequéncia para
marcadores de spin que interagem mais fracamente com grupos polares da bicamada, como
é o caso do 5-DMS, cujos grupos polares sao apenas a carbonila e o radical nitroxido. Nossa
interpretacao é que a espectroscopia EPR identifica as duas componentes associando menor
mobilidade com maior polaridade e maior mobilidade com menor polaridade. Isto pode
ser entendido imaginando uma oscilagao transversal do 5-DMS entre regioes mais e menos
superficiais na membrana. No entanto, a origem da formagao destas componentes espectrais
nos espectros de RPE permanece pouco compreendida e para alcancar uma interpretacao
mais segura sao necessarios mais estudos nao s6 usando a espectroscopia de RPE, mas

também empregando outras técnicas.
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INTERACOES DE TERPENOS COM MEMBRANA
PLASMATICA DE Leishmania



Capitulo 7

Introducao

7.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios flagelados do género Leish-
mania, transmitida aos humanos através da picada da femea do flebotomineo, também cha-
mado de mosquito palha. E uma doenca com ampla variedade de sintomas clinicos e manifes-
tacoes que representa um grave problema de satide publica. Segundo a Organizagao Mundial
da Satude (WHO, 2010), tem ocorréncia estimada em 88 paises em 4 continentes, causando
aproximadamente 1,6 milhoes de novos casos anualmente. Ha basicamente duas formas cli-
nicas da leishmaniose (Visceral e Tegumentar), que estdo associadas a vérios sintomas e

gravidade da doenga.

Figura 7.1: Manifestacao clinica da Leishmaniose Visceral apresentando inchago do figado e do
bago provocado pelos parasitos (DESJEUX, 2013).

A Leishmaniose visceral (LV) ou calazar (Fig. 7.1) é uma enfermidade cronica,
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sistémica, caracterizada por febre de longa duracao, perda de peso, astenia, adinamia e
anemia, dentre outras manifestagoes. Quando nao tratada, o paciente pode evoluir a ébito em
mais de 90% dos casos (BRASIL, 2007a). No Brasil em 2011 foram confirmados 3.894 casos
de LV com 262 6bitos, sendo a regiao norte a mais afetada, correspondendo a mais de 47%
dos casos (BRASIL, 2012a). As espécies Leishmania (L) donovani, Leishmania (L) chagasi
e Leishmania (L) infantum, sdo as espécies de parasitos relacionados com a doenga, mas
nas Américas, a espécie que comumente esta envolvida na transmissao é a Leishmania (L)
chagasi. O tratamento tradicional é por quimioterapia baseada nos antimonios pentavalentes
que sao farmacos téxicas administradas por via parenteral em doses elevadas, apresentando
sérias limitagoes como a necessidade de hospitalizacao do paciente (KEDZIERSKI et al.,

2009; CHAPPUIS et al., 2007).

Figura 7.2: (A) Lesao ulcerada tipica da Leishmaniose Cuténea (LC) localizada, (B) LC disse-

minada e (C) LC difusa. (D) Lesao infiltrada e ulcerada na mucosa do palato duro decorrente da
leishmaniose mucocutanea (BRASIL, 2007b; VELOSO et al., 2006).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenga infecciosa, nao con-
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tagiosa, polimoérfica que afeta a pele e as mucosas, sendo uma infeccao que afeta outros
animais onde o homem pode ser envolvido acidentalmente. Comumente a doenca se ma-
nifesta sob as formas: leishmaniose cutanea (LC) localizada, LC disseminada, LC difusa e
leishmaniose mucocutéanea (Fig. 7.2) (BRASIL, 2007b; CASTELLANO, 1998). Estéd doenga
é endémica em 88 paises, infectando cerca de 1,1 milhoes de pessoas a cada ano em todo
mundo (BRASIL, 2007a). No Brasil no ano de 2011 foram identificados 15.731 casos de
LTA, sendo novamente a regiao norte responsavel com mais da metade dos casos registrados
(BRASIL, 2012b). No Pais existem sete espécies de Leishmania envolvidas na ocorréncia
de casos de LTA, sendo as mais importantes: Leishmania (L) amazonensis, Leishmania (V)
guyanensis e Leishmania (V) braziliensis. O seu tratamento também consiste na utilizagao

dos medicamentos antimoniais pentavalentes e da anfotericina B.

7.2 Tratamento da Leishmaniose

Os antimoniais pentavalentes (Sb°*), como o estibogluconato de sédio (®Pentostan)
e o antimoniato de meglumina (®Glucantime), geralmente sio os formacos de primeira es-
colha para o tratamento da leishmaniose, devido a réapida eliminacao renal do Sb penta-
valente e sua baixa acumulacao nos tecidos, permitindo a continuacao do tratamento apods
curtos periodos de cura (REY, 2008). No Brasil, o medicamento antimonial de escolha é
a ®Glucantime, sendo eficaz ao tratamento das formas de leishmaniose visceral, cutanea e
mucocutanea quando administrada de forma adequada (BRASIL, 2007b). No entanto, as
baixas dosagens e tratamentos descontinuos levam a falhas na terapia e ao aparecimento de
formas resistentes do parasito (RATH et al., 2003).

Apesar dos antimoniais pentavalentes serem bem tolerados, algumas reagoes co-
laterais podem ocorrer, como dor no local da injecao, febre, tosse, disfuncao gastrintestinal,
exantema e mialgias, que o brigam a suspender o tratamento. Doses excessivas causam
envenenamento, com lesdes neurolégicas (polineurite), hepdaticas e renais. A Organizacao

Mundial da Saide (OMS) recomenda tratar os pacientes com 20 mg/kg/dia, por via intra-
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muscular ou intravenosa, por um periodo minimo de quatro semanas, onde a dose diaria
nao deve exceder 850 mg/dia de Sb>*, equivalente a 10 mL ou 2 ampolas de ®Glucantime
(REY, 2008). Os antimoniais pentavalentes ndo devem ser administrados em gestantes, pois
estes farmacos atravessam a barreira transplacentaria e podem impregnar o tecido nervoso
do feto, levando a sindromes severas e retardamento mental (BRASIL, 2007b).

Os farmacos de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose sao a an-
fotericina B e as pentamidinas (sulfato de pentamindina e mesilato de pentamidina). A
anfotericina B (deoxicolato) é um antibiético poliénico cujo mecanismo de agao é decorrente
de sua ligacao ao ergosterol, com consequente alteracao da permeabilidade da membrana e do
equilibrio osmético do parasito (SAHA; MUKHERJEE; BHADURI, 1986; OLLIARO; BRY-
CESON, 1986; URBINA, 1997). No caso de pacientes gestantes com LTA e pacientes com
coinfecgao Leishmania/HIV este fairmaco passa a ser a primeira escolha (BRASIL, 2009). A
administracao é realizada por via intravenosa, gota a gota, com um tempo de perfusao de 3
a 4 horas, podendo ser diario ou trés vezes por semana, durante 3 a 12 semanas. Além de
avaliacao do inicio do tratamento, os pacientes requerem supervisao constante, o que eleva
o custo do tratamento (REY, 2008). Seu uso é bastante restrito devido aos intimeros efeitos
toxicos que apresenta, como febre, calafrios, hipotensao ou hipertensao, diminuicao da fun-
¢ao renal e dos niveis séricos de potdssio (BERMAN, 2005). Visando diminuir a toxicidade,
no final da década de 1990, foi desenvolvido a anfotericina lipossomal uma nova formulagao
onde a anfotericina B é incorporada a lipossomas feitos com fosfatidilcolina, colesterol e dis-
terolfosfatidilglicerol (BRASIL, 2009). As pentamidinas sao medicamentos que se destina
a tratar os casos que nao responderam aos antimoniais e a anfotericina B. Devido a maior
toxicidade e menor eficicia, além de requerer administracao parenteral, seu uso deve ser
limitado a tais pacientes (REY, 2008).

Embora as formulagoes lipidicas da anfotericina B serem um importante avango na
terapia, o seu elevado custo dificulta a sua utilizagdo (PALUMBO, 2008). Nos tltimos anos,

a miltefosina (hexadecilfosfocolina, MT) proporcionou o primeiro tratamento oral bem su-
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cedido da leishmaniose visceral humana em ensaios de campo, com leves efeitos secundarios,
mas por tratar-se de um farmaco teratogénico o seu uso é, portanto, estritamente proibido
em mulheres gravidas ou que possam engravidar dentro de dois meses de tratamento (CHAP-
PUIS et al., 2007; SINDERMANN; ENGEL, 2006; SOTO; SOTO, 2006). Atualmente a MT
é licenciada para o tratamento de leishmaniose cutanea e visceral na Alemanha, Colombia
e India. Em um estudo piloto, realizado na India, envolvendo 249 pacientes infectados com
LV, a miltefosina foi administrada oralmente na concentragao de 100 — 150 mg/dia, por um
periodo de 28 dias, obtendo cura de ~90% dos pacientes (SUNDAR et al., 2006). Arruda
et al. (2005) mostraram que o sesquiterpeno nerolidol na concentragao de 75 pM inibiu o
crescimento, in vitro, da Leishmania (L) chagasi na fase promastigota em 50% (ARRUDA

et al., 2005).

7.3 Agente Etioldgico

Os agentes causadores da leishmaniose humana sao protozoarios da divisao Ki-
netoplastea (ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae) e género Leishmania. Estes
parasitos intracelulares se reproduzem dentro do sistema fagocitico mononuclear dos mamife-
ros suscetiveis, onde a caracteristica deste género é apresentar apenas duas formas evolutivas
durante seu ciclo de vida, a forma amastigota e promastigota (Fig. 7.3).

Na forma amastigota, o parasito apresenta pequenas dimensoes com o corpo acha-
tado e contorno arredondado, medindo de 3 a 6 pum, nao tendo flagelo exteriorizado. Nesta
fase o parasito se multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagoci-
tario (especialmente macréfagos) por divisao bindria simples. Com o aumento do ntimero de
parasitos e a destruicao citoplasmica produzida na célula hospedeira, rompe-se a membrana
e os protozoarios sao liberados no meio intercelular, para serem novamente fagocitados por
outros macréfagos ou ingeridos pelos flebotomos ao sugarem os mamiferos infectados (FO-
CACCIA, 2005; REY, 2008).

No trato digestivo dos flebotomos, as Leishmania se desenvolvem passando por
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Figura 7.3: Tlustragao esquematica das diferentes fases evolutivas de uma Leishmania. (A) A
forma amastigota, que se desenvolve no vaciolo digestivo de macréfagos. (B) Forma promastigota,
que é predominante no intestino de insetos infectados (REY, 2008).

multiplos estagios até atingirem uma forma flagelada denominada promastigota. Nesta fase
o parasito apresenta uma forma com citossomo (corpo celular) longo e achatado, com extre-
midade anterior mais arredondada e a posterior mais fina. Pode alcancar de 14 a 20 pym de
comprimento e apresenta um corpo flexivel que pode se movimentar tracionando o comprido
flagelo que surge da extremidade anterior (FOCACCIA, 2005; REY, 2008).

As espécies de Leishmania possuem uma invaginacao na membrana, localizada
na regiao anterior do corpo do parasito formando a bolsa flagelar, onde se localiza o flagelo.
Neste local, onde nao sao encontrados microtibulos héd maior atividade de excrecao e de
pinocitose. O flagelo que na forma amastigota nao se exterioriza para além do corpo do
parasito, é formado por nove pares de microtibulos, dispostos em circulos, mais um par
central, mergulhados em uma matriz citoplasmatica. Na matriz citoplasmatica nota-se a

presenca do aparelho de Golgi, do reticulo endoplasmatico, ribossomos, vaciiolos e inclusoes.
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O ntcleo pode apresentar varias configuracoes, mas geralmente contém dois nucléolos e
abundante material granuloso forrando a membrana nuclear (REY, 2008; NEVES, 2005;
FOCACCIA, 2005).

A membrana celular é unitdria e sustentada em sua fase interna por varios mi-
crotubulos, distribuidos paralelamente de um extremo a outro do protozoario. O nimero
de microtibulos varia entre cada espécie, por exemplo, na L. donavani é da ordem de 100
a 120, enquanto que na L. mezicana é de 150 a 200 (REY, 2008). Os lipidios predominan-
tes na Leishmania sao os fosfolipidios, correspondendo a aproximadamente 70% dos lipidios
totais (WASSEF; FIORETTI; DWYER, 1985; BEACH; HOLZ; ANEKWE, 1979). Neste
grupo se encontram os fosfatidilcolinas (30 a 40%), fosfatidiletanolamina (~10%) e os fos-
fatidilinositois (~10%) (ZHANG; BEVERLEY, 2010). O restante estda dividido entre os
lipidios neutros, dos quais aproximadamente 60% correspondem a esterdis, e os glicolipidios
que juntamente com as proteinas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GP63) fazem parte
dos glicoconjugados de superficie, sendo importantes para o processo de infeccao do parasito
(YONEYAMA et al., 2006).

Leishmania diferem nos padroes de desenvolvimento em hospedeiros invertebra-
dos naturais, permitindo a divisao do género em dois grupos: o subgénero Viannia, distribui-
das apenas no Novo Mundo (continente americano), e o subgénero Leishmania, localizadas
tanto no Novo quanto no Velho Mundo (continentes europeu, africano, asiatico e ilhas ad-
jacentes). A diferenca entre varias espécies dentro de um subgénero inclui a morfologia
na microscopia ética e eletronica, o comportamento nos hospedeiros, a identificacao tanto
por anticorpos monoclonais como por isoenzimas e a anélise de DNA (BEACH; HOLZ;
ANEKWE;, 1979). A espécie utilizada para o desenvolvimento deste trabalho foi a Leishma-
nia (L) amazonensis, que apresenta uma ampla distribuigao, sendo peculiar & Bacia Amazo-
nica, mas encontrada nas Regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil e também
apresenta ocorréncia na Bolivia, Colombia, Equador, Venezuela, Guiana Francesa e Suri-

name (FOCACCIA, 2005; REY, 2008). Esta espécie estd relacionada com a formagao de
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lesoes cutaneas (Fig. 7.3B) em pequeno nimero, que em algumas vezes se curam espontane-
amente, mas também pode apresentar formas clinicas mais graves (cutaneo-difusa), de longa

evolucao, com lesoes cutaneas bastantes destrutivas e de dificil manejo terapéutico.

7.3.1 Ciclo evolutivo

Os parasitos do género Leishmania apresentam um ciclo de vida bem complexo,
envolvendo varias forma de desenvolvimento para se adaptar as diversas condi¢oes ambien-
tais encontradas dentro do inseto vetor e do hospedeiro vertebrado. O inseto responsavel
pela transmissao da doenca e a femea do flebotomineo hematéfago que pode ser do ge-
nero Lutzomyia, exclusivo das Américas, ou Phlebotomus de outros continentes (PIMENTA;
FREITAS; SECUNDINOA, 2012). J4 o hospedeiro vertebrado atua como um reservatorio,
podendo ser roedores, canideos, marsupiais e humanos que participam do ciclo de transmis-
sao como um hospedeiro acidental quando entra em ambiente de alta transmissao, onde a

doenga se mantém em funcao dos reservatérios naturais (BRASIL, 2007b).
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Figura 7.4: Representagao do ciclo biolégico do género Leishmania (adaptado de Weingartner,
2011 (WEINGARTNER, 2011)).
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No vetor infectado pela Leishmania, o crescimento dos flagelos provoca o bloqueio
do proventriculo, impedindo que o inseto se alimente normalmente, obrigando-o a regurgitar,
junto com o sangue aspirado, as promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro. A sa-
liva do inseto também auxilia na proliferacao do protozodrio, pois apresenta neuropeptideos
vasodilatadores que facilitam a alimentagao do inseto e, ao mesmo tempo, suprime a res-
posta imune do hospedeiro (REY, 2008; PIMENTA; FREITAS; SECUNDINOA, 2012). O
parasito nao consegue penetrar ativamente e fica dependente da acao fagocitica das células,
principalmente através de interagoes entre receptores celulares do hospedeiro (CR1, CR3,
manose-fucose) e moléculas de superficie do micro-organismo, principalmente os lipofosfo-
glicanos (LPG) e a protease de superficie (GP63). Através destes receptores, o parasito se
liga aos macréfagos, sendo fagocitado, porém, é retardada a agao do mecanismo microbicida
dos macréfagos, permitindo a adaptacao da Leishmania ao meio (CASTELLANO, 1998;
NEVES, 2005).

Apoés o parasito estar internalizado no macréfago, se estabelecendo no vactolo
parasitoforo (fagolisossoma) que o separa do citoplasma celular, a forma promastigota se
transforma rapidamente em amastigota. Esta nova forma do parasito mostra uma alta ati-
vidade enzimatica que degrada metabdlitos oxidativos toxicos do macréfago e também é
altamente adaptavel ao pH &cido do fagolisossoma (NETO et al., 2008). Assim, as amasti-
gotas sobrevivem e se multiplicam no interior dos vactiolos fagociticos ao ponto de romper a
célula assim infectando mais células (Fig. 7.4).

As células infectadas ou as formas amastigotas livres podem ser ingeridas por
um flebotomineo, nao infectado, durante o repasto sanguineo. No tubo digestivo desse
inseto a forma amastigota junto ao bolo alimentar, passa rapidamente para promastigota
multiplicando-se ativamente. No intestino dos flebotomineos sao encontradas diversas for-
mas do parasito variando da amastigota, passando pelas esferomastigotas, depois por orga-
nismos piriformes ou fusiformes, e até mesmo ¢é identificada a forma paramastigota, que no

subgénero Leishmania é frequentemente observada presa ao epitélio do intestino anterior de



7.3.2 Terpenos 94

flebotomineos com infeccao exuberante. Apesar da variedade, a forma promastigota ocorre
predominante no intestino do inseto, pois é nessa fase que ocorre intensa atividade multi-
plicadora. Em niimero aumentado, os parasitos invadem as porgoes anteriores do estomago
e do proventriculo do inseto, onde a multiplicacao parasitaria pode provocar uma obstru-
¢ao mecanica ou dificultar a ingestao de sangue do hospedeiro invertebrado. Assim, apods
cada esforgo para ingerir o sangue, os musculos encarregados da succao relaxam e causam a
regurgitacao do material aspirado junto com muitos flagelos, assegurando a inoculacao das

formas infectantes em um novo hospedeiro vertebrado (REY, 2008).

7.3.2 Terpenos

Os terpenos sao componentes de 6leos essenciais de plantas, constituidos basica-
mente de dtomos de carbono, hidrogénio e oxigénio. A sua estrutura quimica consiste de
grupos isoprenos (C5Hg) repetidos, sendo classificada de acordo com o nimero destes grupos
(WILLIAMS; BARRY, 2004). Os mais comuns sao os monoterpenos (C}g) e sesquiterpe-
nos (Cj5), mas também existem os hemiterpenos (Cs), diterpenos (Cy), triterpenos (Csg) e
os tetraterpenos (Cyy) (BAKKALI et al., 2008). Por possuirem uma baixa toxicidade, ge-
ralmente sao utilizados como facilitadores de permeacao percutanea, sendo frequentemente
empregados para aumentar a permeacao de farmacos antiinflamatérios nao-esteroides (CAL;
JANICKI; SZNITOWSKA, 2001). Uma quantidade considerdvel de monoterpenos vem de-
monstrando atividades anticancer, sendo eficazes para a quimioprevengao e quimioterapia do
cancer (CROWELL, 2009; RABI; BISHAYEE, 2009; THOPPIL; BISHAYEE, 2011; BAR-
DON et al., 2002; WU et al., 2012; YANG; DOU, 2010). Os monoterpenos linalol, carvacrol,
gereaniol e terpinen-4-ol tém mostrado atividades leishmanicida na fase promastigota (ROSA
et al., 2010; MORALES et al., 2009), juntamente com o sesquiterpeno nerolidol e os acidos
diterpenos derivados do 6leo da copaiba. Além disso, os sesquiterpenos farnesol e nerolidol
foram relatados por apresentarem atividades antimalaria (GOULART et al., 2009).

Neste trabalho foram estudados quatro terpenos (Fig. 7.5). A seguir é dada uma
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descricao de cada um deles.

e Cineol é um receptor de hidrogénio sendo um monoterpeno ciclico do tipo éter, obtido
do éleo essencial da folha do Fucalyptus globulus ou de outras espécies de eucalipto
(MORIMOTO et al., 2002). Dados obtidos por DSC (do inglés “differential scan-
ning calorimetry”) mostraram que o 1,8-cineol aumenta a permeacao da zidovudina
(AZT, primeiro farmaco anti-HIV), modificando a estrutura lipidica do estrato cérneo
(NARISHETTY; PANCHAGNULA, 2005, 2004). Narishetty e co-autores (2005) mos-
traram que o L-mentol e o 1,8-cineol quando aplicado a 5% (peso/volume), e usando
uma solucao de 66,6% de etanol como veiculo, pode aumentar consideravelmente os
niveis de permeagao da zidovudina através da pele de ratos (menos permeavel do que
a humana) atingindo niveis terapéuticos de permeacao (NARISHETTY; PANCHAG-

NULA, 2005).

e Limoneno é um monoterpeno hidrocarboneto lipofilico, obtido da casca do limao, Ci-
trus limon (CROWELL, 2009; NARISHETTY; PANCHAGNULA, 2004). Este com-
posto que nao forma ligagoes de hidrogénio, por ser constituido exclusivamente de
atomos de carbono e hidrogénio. Zhao e Singh (2007) estudaram a combinagao dos
terpenos limoneno, eugenol, e mentone a uma concentracao de 5% em combinacao
com 50% de propileno glicol (PG), verificando que os trés aumentam a permeagao da
tamoxifena em epiderme de porco, porém, o limoneno foi o que apresentou o maior au-
mento. O limoneno é um potente aumentador de permeagao de moléculas lipofilicas e
compostos anfifilicos, mas é pouco efetivo para compostos hidrofilicos, como o manitol
(ZHAO; SINGH, 1998). Estudos também mostram que o limoneno administrado puro
ou em 6leo de casca de laranja (contendo 95% de D-limoneno), inibiu o desenvolvi-
mento de cancer de mama, pele, figado, pulmao e estomago, induzidos quimicamente
em roedores (CROWELL, 2009; MALTZMAN et al., 1989; DIETRICH; SWENBERG,

1991; ELEGBEDE et al., 1986; WATTENBERG; SPARNINS; BARANY, 1988).
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Figura 7.5: Estrutura quimica dos terpenos utilizados neste trabalho.

e Terpineol é um monoterpeno alcodlico isolado do éleo de pinho (CAMARGOS et
al., 2010; ROTTAVA et al., 2010). E um doador de hidrogénio que apresenta baixa
toxicidade, sendo bastante utilizado pela industria de perfumaria. O terpineol tem
sido identificado como eficiente facilitador da permeacao de moléculas hidrofilicas e
seus mecanismos de acao estao relacionados com a ruptura das ligagoes de hidrogénio
entre os grupos das cabegas polares (VADDI et al., 2002). Estudos realizados com os
terpenos citral, eugenol, nerolidol e a-terpineol, mostraram que eles possuem atividades
antifingicas, inibindo o crescimento de hifas Trichophyton mentagrophytes (PARK et

al., 2009).

e Nerolidol é um sesquiterpeno presente nos éleos essenciais de muitas plantas, aprovado
pelo FDA (do inglés “Food and Drug Administration”) dos EUA como um agente
aromatizante de alimentos. Estudos utilizando a difragao de raios-X a baixo angulo
indicaram que o D-limoneno, 1,8-cineol e nerolidol perturbam a bicamada lipidica do
estrato cérneo humano (CORNWELL et al., 1996). Também tém sido observado que
o nerolidol apresenta atividade contra malaria e Leishmania (CASTELLANO, 1998;

LOPES et al., 1999).

Os facilitadores de permeacao geralmente tém as suas agoes na bicamada lipidica

envolvendo interacgoes tanto nos grupos das cabecas polares dos lipidios quanto nas cadeias
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hidrofébicas da camada (Fig. 7.6) (WILLIAMS; BARRY, 2004). Esta a¢ao pode ocorrer
através de rompimento da estrutura lipidica altamente ordenada, aumento da solubilidade
do permeante ou aumento da particao do farmaco no estrato céorneo. Em trabalhos anteri-
ores foram estudados, através da espectroscopia de RPE, os mecanismos pelos quais varios
monoterpenos aumentam a permeacao da agua e outras moléculas através da pele, onde
ficou demonstrado que sdo potentes aumentadores da dinamica molecular(ANJOS, 2008;
CAMARGOS et al., 2010; ANJOS; NETO; ALONSO, 2007, 2007). Também foi mostrado
que varios monoterpenos e o sesquiterpeno nerolidol causam grandes aumentos de fluidez em
membranas de eritrécitos e fibroblastos (MENDANHA et al., 2013). Neste mesmo trabalho
também foram estudados os efeitos de toxicidade destes terpenos e foi observado que os terpe-
nos a-terpineol e nerolidol foram os mais citotoxicos aos fibroblastos e também apresentaram
maior potencial hemolitico, enquanto o 1,8-cineol mostrou o menor grau de citotoxicidade
e menor efeito hemolitico (MENDANHA et al., 2013). Além de apresentarem baixa toxici-
dade, os terpenos tém sido muito utilizados, recentemente, como facilitadores de permeacao
de varios farmacos na pele. Como exemplo, o L-mentol tem sido utilizado para facilitar a
permeagao in vitro do cloridrato de morfina (MORIMOTO et al., 2002), do cloridrato de
imipramina (JAIN; THOMAS; PANCHAGNULA, 2002) e de hidrocortisona (EL-KATTAN;
ASBILL; MICHNIAK, 2000) através da pele de rato sem pelos. Estudos mostram que mono-
terpenos como o L-mentol (ANJOS; NETO; ALONSO, 2007) e 1,8-cineol (ANJOS; NETO;
ALONSO, 2007) aumentam a fluidez e o coeficiente de particdo de pequenos marcadores de
spin soliveis em dgua em membranas intercelulares de estrato cérneo de rato recém-nascido
(ANJOS, 2008; CAMARGOS et al., 2010).

Uma série de monoterpenos da dieta humana tem demonstrado atividade an-
titumoral e eficicia na prevengao e quimioterapia do cancer (GOULD, 1997; CROWELL,
1999; BARDON et al., 2002; RABI; BISHAYEE, 2009; YANG; DOU, 2010; THOPPIL;
BISHAYEE, 2011; WU et al., 2012). Além disso, os dleos essenciais ou os seus terpenos

também demonstraram atividade antiviral, antialérgica e antiinflamatoria, antiparasitaria,
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Figura 7.6: Tlustragao dos mecanismos de agao dos facilitadores de permeacao nos dominds lipidicos
(WILLIAMS; BARRY, 2004).

antifingica e antibacteriana (THOPPIL; BISHAYEE, 2011; WU et al., 2012). O monoter-
peno terpinen-4-olo demonstrou atividade antifingica (OLIVA et al., 2003) e o monoterpeno
limoneno (CAMARGOS; ALONSO, 2003), bem como o sesquiterpeno nerolidol (ARRUDA
et al., 2005) foram relatados com atividade leishmanicida. Estudos recentes mostraram que
acidos diterpenos derivados do 6leo de copaiba apresentam atividade leishmanicida (SAN-
TOS et al., 2013).Uma mistura composta por terpinen-4-ol, a-terpineol, 1,8-cineol e linalool
mostrou atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, isoladas
da cavidade oral, pele e trato respiratério (PADUCH et al., 2007).

Tem sido verificado em teste in vitro, que macréfagos infectados com Leishmania
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(L) amazonensis, apés um tratamento utilizando 100 pM de nerolidol resultou em uma redu-
¢ao de 95% na taxa de infeccao. Nesse mesmo trabalho, um grupo de ratos, infectados com
esta espécie de Leishmania, recebeu injegoes didrias de nerolidol (100 mg/kg por dia, durante
12 dias, e num segundo grupo foi administrado diariamente sobre a lesao uma pomada com
5% de nerolidol. Em ambos os grupos foi constatada uma reducao significativa na evolucao
das lesoes, sem ser detectado algum efeito téxico (ARRUDA et al., 2005). Santos et al.
(2013) mostraram que acidos diterpenos extraidos do 6leo de copaiba, acidos hidroxi copéa-
lico e kaurenoico, possuem atividade contra a Leishmania (L) amazonensis tanto na forma
promastigota como amastigota axénica, com uma concentragao inibidora de 50% (IC5) de
2,5 ug/mL e 4,0 pg/mL, respectivamente (SANTOS et al., 2013).

A espectroscopia de RPE tem se mostrado como uma técnica importante para
estudar a interagao de compostos com membranas modelo e celular. Usando marcadores
de spin derivados do acido estearico com o radical nitréxido inserido em diferentes posicoes
da cadeia graxa, foi observado que o farmaco leishmanicida miltefosina essencialmente nao
modifica a dinamica molecular de membranas modelos de DPPC e de lipidios extraidos do
estrato cérneo (camada mais externa da pele) de ratos Wistar recém nascidos, quando apli-
cada na concentragao molar de até 25% e realizada rigorosa extrusao (ALONSO et al., 2012).
Entretanto, quando os marcadores foram inseridos diretamente no tecido intacto do estrato
corneo, a miltefosina provocou dréasticos aumentos de fluidez das membranas intercelulares,
as quais sao consideradas como controladoras da barreira fisica da pele (ALONSO et al.,
2012). Em membranas de eritrécitos e seus DRMs (membranas resistentes aos detergentes)
também foram observados fortes aumentos de fluidez (MOREIRA et al., 2014). Neste es-
tudo foi também utilizado um marcador de spin que se liga covalentemente nos grupos tidis
livres das proteinas para mostrar que a miltefosina causa um grande aumento na dinamica
das proteinas de membrana do eritrécito e de seus DRMs (MOREIRA et al., 2013). Mais
recentemente, foi demonstrado que os mesmos efeitos da miltefosina em membrana de eritré-

cito ocorrem também em membrana de Leishmania (L) amazonensis na fase promastigota
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(MOREIRA et al., 2014). Neste trabalho foi utilizado um método de rapida incorporacao da
miltefosina nas membranas de Leishmania para mostrar que as concentracoes que alteram

membrana sao similares aquelas que causam citotoxicidade (MOREIRA et al., 2014).

7.3.3 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi utilizar a espectroscopia de RPE associada a técnica
de marcadores de spin, para investigar os mecanismos de a¢ao dos terpenos sobre a proteina e
matriz lipidica da membrana da Leishmania (L) amazonensis. Os terpenos escolhidos foram
os monoterpenos 1,8-cineol (éter, receptor de hidrogénio), o (+)-limoneno (hidrocarboneto,
nao participa de ligacdo de hidrogénio), o a-terpineol (élcool, doador de hidrogénio) e o
sesquiterpeno nerolidol (4lcool, doador de hidrogénio). Com isto, espera-se identificar o
terpeno de maior efeito sobre a membrana, para assim propor um modelo de acao dos
terpenos contra a Leishmania. Para isso foi utilizado um marcador de spin lipidico da
membrana da Leishmania, o 5- doxil dcido estearico (5-DSA), e um marcador de spin para o
componente protéico da membrana, o 4-maleimido-1-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperina (6-MSL).
Este tultimo marcador se liga covalentemente aos grupos sulfidrilas livres das proteinas da
membrana. Em paralelo, foram realizados experimentos usuais para avaliar a citotoxicidade
dos terpenos a fim de comparar as concentracoes de atividade citotéxicas com aquelas que
levam a uma alteracao na membrana. Para dar mais evidéncias de que os mecanismos da agao
citotoxica dos terpenos em Leishmania é predominantemente a alteracao na membrana, nés
desenvolvemos um método de incorporacao rapida dos terpenos nas membranas dos parasitos
e pudemos verificar que os efeitos podem ser observados com tempo de incubacao de apenas

5 minutos.



Capitulo 8

Materiais e Métodos

8.1 Materiais

Os marcadores de spin 5-doxil 4cido estearico (5-DSA) e 4-maleimido-1-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpiperina (6-MSL) (Fig. 8.1) foram comprados da Sigma Chem. Co. (St.
Louis, MO) e os terpenos foram adquiridos da Acros Organics (Geel, Bélgica) (Fig. 7.5).
Todos os outros produtos quimicos utilizados foram do maior grau de pureza disponivel e
os tampoes foram preparados com dgua milli-Q. A cepa de Leishmania (L) amazonensis
(MHOM/BR/75/Josefa) cedidas pelo Prof. Dr. Milton Adriano Pelli Oliveira (Leishbank-
Banco Imunobiolégico das Leishmanioses da Regiao Centro-Oeste) na forma promastigota,
foi cultivada e preparada no Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica da UFG
(IPTSP/UFG). Apds o descongelamento os parasitos foram cultivados em placas de mi-
crotitulagdo de 24 pogos (Costar, Cambridge, MA, EUA) contendo meio Grace completo
(Grace’s Insect Medium, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO) suplementado com 20% de
soro fetal bovino inativado (SFB) com 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, e
100 pg/mL de estreptomicina (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO). A cultura foi mantida
em estufa a 26°C para crescimento dos parasitos (OLIVEIRA et al., 2010), sendo depois
centrifugados por trés vezes a 5.000xg a 10°C por 15 minutos e ressuspensos em meio de

cultura suplementado com 10% de SFB.
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Figura 8.1: Estrutura quimica dos marcadores de spin utilizados neste trabalho.

8.2 Tratamento e Marcacao das cepas de Leishmania
com terpenos

As cepas de Leishmania (L) amazonensis na forma promastigotas, inicialmente
em meio de cultura a 26°C suplementado com 10% de SFB, foram centrifugadas duas vezes
a 5.000xg a 10°C por 10 minutos e ressuspensas em tampao PBS, acertando a concentracao
final de células para 2,0x10% parasitos/mL. No fundo do tubo de ensaio, inicialmente foi
colocado 2,0 pL. do marcador 5-DSA dissolvido em etanol (4 mg/mL) como feito em traba-
lhos anteriores (MOREIRA et al., 2014). Apdés a evaporacao do solvente organico, foram
introduzidos 50 uL da suspensao de Leishmania contendo 10% células em PBS e agitada
moderadamente por 2 min (este processo assegura a incorporac¢ao do 5-DSA nas membranas
de Leishmania). A seguir foram adicionados os terpenos dissolvidos em etanol a 33% (v/v)
sobre as células de Leishmania (o percentual méximo de etanol utilizado nas amostras foi de
4% e esta quantidade nao alterou o sinal de RPE do 5-DSA em relacao as amostras controle
sem etanol) e a amostra foi novamente agitada. As concentragoes de terpeno utilizadas nos
experimentos de RPE foram de 0,12 - 14,5x10° terpenos/célula (para concentragoes supe-
riores a 2,4x10? terpenos/célula, os terpenos foram aplicados sem diluicao em etanol). As
amostras controle foram preparadas sem a adicao dos terpenos e sem 4% de etanol. Apds a

marcacao e tratamento, as amostras foram transferidas para tubos capilares com 1,0 mm de
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diametro que depois de selados com chama, foram levados para a realizacao das medidas de
RPE. Foram realizados no minimo trés experimentos independentes e os resultados foram

expressos em termos de médias e desvios-padroes.

8.3 Marcacao de proteinas da membrana plasmatica
de Leishmania

Em uma amostra com 100 uL de Leishmania contendo 2,0x10% parasitos/mL em
meio suplementado com 10% de SFB foi adicionada uma aliquota de 1,0 puL. do marcador
6-MSL dissolvido em etanol a 5,0 mg/mL. Para garantir a reacao do marcador de spin com os
grupos sulfidrilas da membrana, a amostra foi incubada por 2 horas a 26°C. Para extrair os
marcadores que nao reagiram, a suspensao de Leishmania foi centrifugada a 5000x g durante
15 minutos a 4°C e ressuspensa em PBS, sendo este procedimento repedido 8 vezes. Apds
o termino da extracao dos marcadores livres, os terpenos foram inseridos nas concentragoes
de 2,4x10° (7,9 mM), 3,6 x10° (12,0 mM) e 4,8x10? (15,9 mM) terpenos/célula, diluidos em
etanol na razao terpeno:etanol 1:2, e as amostras ficaram 30 minutos incubando a 26°C antes
de serem inseridas nos tubos capilares para a realizagao das medidas de RPE. Depois das
medidas de RPE as amostras de Leishmania foram centrifugadas no mesmo capilar e uma
pequena aliquota do sobrenadante foi retirada e transferida para outro capilar, que foi selado
novamente e realizada nova medida de RPE. Para a concentracao de 2,4x10? terpenos/célula
foram realizados trés experimentos independentes, mas para as outras duas concentracoes,

como os resultados foram semelhantes, foi realizado um tnico experimento.

8.4 Citotoxicidade dos terpenos

O IC5p (metade da concentragao maxima inibitéria) de cada terpeno foi determi-
nado através de um ensaio que utiliza o MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil
tetrazolio] (Sigma), um sal de colora¢ao amarela solivel em dgua, conforme descrito previa-

mente (OLIVEIRA et al., 2010). O MTT é reduzido por uma enzima mitocondrial, formando
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cristais de formazan que se acumulam no citoplasma do parasito e pode ser medido espec-
trofotometricamente. Para a realizacao dos experimentos foi inicialmente preparada uma
suspensao estoque de 10? parasitos/mL, de onde foi retirada uma aliquota de 10 uL e intro-
duzida em um dos 96 pogos de uma placa de cultura (Corning Life Sciences, Corning, EUA),
juntamente com 90 pL de terpenos diluidos em meio grace suplementado com 10% SFB para
obter volume final de 100 pL. Os terpenos foram diluidos em oito diferentes concentragoes
variando de 8,2x10'° terpenos/célula (13,6 mM) a 0,015x10'° terpenos/célula (0,027 mM),
inicialmente diluidos em etanol a 33% (v/v). Neste teste, o volume méaximo de etanol no
meio foi de menos de 1%, nao causando toxicidade detectdvel ao parasito. Duas amostras
controles foram preparadas, uma contendo o parasito no meio de cultura sem ser tratado com
os terpenos e a outra com apenas o meio e sem a presenca do parasito. A placa de cultura
contendo todas as amostras de 100 uL foi incubada por 24 h, no escuro e a 26°C, e depois
foi colocado em cada pogo 20 uL. de uma solugao a 5 mg/mL de MTT diluido em PBS. A
placa foi coberta com papel aluminio, evitando a exposicao a luz e incubada por 4 horas a
26°C. Depois deste processo as células foram lisadas, e os cristais de formazan solubilizados,
primeiro pela adi¢ao de 100 pL de uma solugdo de dodecil sulfato de sédio (10% SDS em
50% de dimetilformamida) em cada pogo, e depois pela incubagao das amostras por mais 18
h a 37°C. Com o término da incubacao, a placa foi agitada e a absorbancia correspondente
de cada pogo foi medida a 550 nm no espectrofotometro T80+ de PG Instruments (Wibtoft,
Inglaterra). A absorbancia média das células de controle, nao tratadas com terpenos, foi
considerada como 100% e a amostra composta somente do meio de cultura foi utilizada para
realizar a leitura em branco (MOSMANN, 1983; MOREIRA et al., 2013). Os ensaios foram
realizados em triplicatas e os resultados expressos como média e desvio-padrao. A concentra-
¢ao inibidora 50% (IC5p) foi determinada a partir do ajuste sigmoidal (fun¢ao Boltzmann)
da curva de concentracao-resposta utilizando o programa ®Origin 8.0. Para algumas expe-
riéncias, a atividade antiproliferativa dos terpenos foram determinadas pela adicao de MTT

depois de outros periodos de incubagao ( 5 minutos e 48 horas).
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Para realizar experimentos com rapida incorporacao dos terpenos uma suspensao
de parasitos em meio de cultura suplementado com 10% SFB foi inicialmente centrifugada
duas vezes a 5000xg a 10°C por 10 minutos e ressuspensa em tampao PBS. Apds este
processo uma suspensao estoque foi preparada com 2,0x10% parasito/mL em PBS, de onde
foi retirada uma aliquota de 50 pL para cada amostra e colocada em um tubo eppendorff. O
terpeno diluido em etanol foi adicionado sobre a suspensao de Leishmania em PBS de modo
similar ao realizado nos experimentos de RPE (se¢ao 3.2). A concentragdo maxima de etanol
foi de 4% (v/v) e esta quantidade também foi adicionada em uma das amostras controle.
Cada amostra foi incubada por apenas 5 min e durante esse periodo foi realizada uma
agitacao moderada. Foram utilizadas sete concentracoes de terpenos variando de 7,2x 109
terpenos/célula (239,2 mM) a 0,018 x10'° terpenos/célula (0,598 mM). Apds a incubagao de
5 min na temperatura ambiente, 350 uL do meio grace suplementado com 10% SFB foram
adicionados em conjunto com 80 pul. de MTT e a solugao final dividida em quatro pocos
da microplaca (100 uL cada) que apds ser envolvida em papel aluminio foi incubada por 4
horas a 26°C; a seguir foi acrescentado em cada poco 100 uL. de SDS e levada novamente
a estufa por 18 h a 37°C. No final, as amostras foram novamente agitadas e a absorbancia
correspondente de cada poco foi medida a 550 nm. Novamente, cada ensaio foi realizado com
trés repeticoes e o valor do IC5y foi determinado a partir do ajuste sigmoidal das médias.

Trés experimentos independentes permitiram os cédlculos das médias e desvios-padroes.

8.5 Quantificacao da lise celular produzida em Leish-
mania pela acao dos terpenos

O contetdo de proteinas presente no sobrenadante, apés o preparo das amostras,
foi utilizado para avaliar a fracao de lise celular produzida pelos terpenos ao interagirem
com a membrana de Leishmania. Nos testes, foi usado um kit baseado na reacao do acido
bicinconinico (BCA) (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO) que é mais tolerante a agentes des-

naturantes como ureia, e detergente ionico e nao ionicos como NP-40, Triton X-100. A base
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do teste esta na reacao da proteina com o Cu2+, que reduz para Cul+, sendo proporcional
a concentragao de proteinas na solugao. Duas moléculas de BCA reagem com um ion de
Cul+, resultando em uma mudanca de cor da amostra para roxo, que absorve em 562 nm.
Uma suspensao de parasitos, em meio de cultura suplementado com 10% SFB, foi inicial-
mente centrifugada duas vezes a 5000xg a 10°C por 10 minutos e ressuspensa em tampao
PBS na concentragao de 2,0x10% parasito/mL. Desta suspensiao estoque foi retirada uma
aliquota de 50 ulL para cada amostra e colocada em um tubo eppendorff, onde foi adicionado
o terpeno diluido em etanol de forma similar ao realizado nos experimentos descritos na se¢ao
3.2. Apds b minutos de incubagao as amostras foram novamente centrifugadas a 25.000xg a
temperatura ambiente por 15 minutos e uma pequena aliquota do sobrenadante foi retirada
e adicionada a uma solucao de reagente de BCA. A solucao final foi incubada durante 30
min a 37°C, sendo sua absorbancia medida a 562 nm. Uma amostra foi preparada sem ser
tratada como os terpenos, considerada como 0% de lise para subtrair a pequena fracao de
lise provocada pelos procedimentos empregados. Outra amostra controle foi tratada somente
com 10% de etanol e a amostra com 100% de lise foi obtida com a incorporagao de 2% do

detergente Triton X-100.

8.6 Medidas e simulacao dos Espectros de RPE

Todas as medidas deste trabalho foram feitas com um espectrometro de RPE
da marca BRUKER, modelo ESP 300, com cavidade ressonante ER 4102 ST, operando em
banda X (~9,4 GHz). As condi¢bes de operagao foram: poténcia de microondas de 2 mW,
frequéncia de modulagao de 100 kHz, amplitude de modulagao de 1,0 G, varredura de campo
magnético de 100 G; tempo de varredura de 168 segundos e constante de tempo de deteccao,
41 ms.

Os espectros RPE foram simulados utilizando o programa Nonlinear Least-Squares
(NLLS), desenvolvido por Jack H. Freed e colaboradores (SCHNEIDER; FREED, 1989; BU-

DIL et al., 1996). O programa permite simular um tnico espectro contendo duas compo-
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nentes espectrais com diferentes mobilidades e parametros de tensores magnéticos. Além de
possibilitar a determinacao das populagoes relativas das componentes espectrais também de-
termina as constantes de difusao rotacional associadas aos marcadores de spin na membrana
ou na proteina. O programa NLLS gera a taxa de difusao rotacional média, Ry, com base
na relacio Ry = logR em que R = (Rge,,.Rpm)l/ 3 onde Ry € Ryqr 580, respectivamente,
as componentes perpendicular e paralela da difusao rotacional. Ry, foi convertida para o
parametro tempo de correlagdo rotacional, 7., através da relacdo 7. = 1/6 R (BUDIL et al.,
1996; SALMON et al., 2007). Semelhantemente a estudos anteriores (ALONSO et al., 2001;
ALONSO: SILVA; TABAK, 2003; QUEIROS; NETO; ALONSO, 2005; COUTO, 2003), ini-
cialmente foi feita uma andlise geral dos espectros obtidos neste trabalho para determinar
os valores de entrada dos principais tensores magnéticos para duas componentes espectrais
(Tabela 8.1) e uma vez determinados estes valores foram mantidos em todas as simulagoes

<
do experimento. Os tensores magnéticos g’ (fator g) e A (interagao hiperfina) sdo definidos

em um sistema de referéncia fixo na molécula.

Tabela 8.1: Principais componentes dos tensores magnéticos g (fator g) e A (interagao hiperfina)
usados no programa NLLS (Nonlinear Least-Squares)

Parametro 5-DSA 6-MSL
Componente 1 Componente 2 Componente S~ Componente W

G 2,0078 2,0078 2,0090 2,0082
2,0058 2,0058 2,0060 2,0060

Iyy

s 2,0028 2,0028 2,0026 2,0026

Aua(G) 6,6 5,5 6,3 6,5

7,0 5,5 6,3 6,5

Ayy(G)

A..(G) 31,5 30,8 36,4 35,0

ao(G)° 15,0 13,9 16,3 16

aao — 1/3(Axx + Ayy + AZZ)
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8.7 Analise estatistica

Todos os dados apresentados neste trabalho estao expressos como a média e desvio
padrao de pelo menos trés experimentos independentes. Utilizando o programa ®Origin 8.0,
os dados foram comparados através de uma andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de comparagoes multiplas de Tukey para diferencas estatisticamente significativas em

P <0,05.



Capitulo 9

Resultados

Neste capitulo serao apresentados os espectros de RPE dos marcadores de spin 5-
DSA e 6-MSL em membranas de Leishmania (L) amazonensis e serao analisadas as alteragoes
causadas pelos quatro terpenos estudados. Os parametros espectrais foram obtidos pela
analise dos espectros através da simulacao do perfil de linha, o que permitiu constatar que os
terpenos sao capazes de provocar grandes alteragoes na fluidez da membrana da Leishmania,
mas os efeitos sao predominantemente sobre o componente lipidico da membrana, exercendo
pouca influéncia sobre as proteinas de membrana do parasito. Os resultados de RPE e dos

testes de citotoxicidade foram comparados e verificada uma correlagao.

9.1 Espectros de RPE do 5-DSA em membrana de
Leishmana:a.

Os espectros de RPE do marcador 5-DSA incorporados na membrana de Leish-
mania (L) amazonensis ndo tratada e tratada com os terpenos, em duas concentragoes, estao
mostrados na Fig. 9.1. Os espectros das amostras tratadas com os terpenos sao caracteriza-
dos pela presenca de duas componentes espectrais resolvidas, associadas a duas populagoes
de marcadores de spin em diferentes estados de mobilidade. Os ajustes dos espectros para um
modelo de dois estados permitiu determinar a populacao relativa e parametro de movimento

de cada componente espectral. Em cada espectro foi indicado o valor médio do parametro
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de movimento tempo de correlacao rotacional, 7., determinado através da equacao:
Te = f1* T + fo* Tea, (9.1)

onde os parametros f; e fo representam as fracoes relativas dos marcadores de spin nas

2A (G) r(ns)

Controle : . 56,3+0,4 8,1+0,2

1.8 - Cineol 51,6608 5,702 49,6511 3,0£14

(+)-Limoneno 152410,3  6,4%0,3 549,810,5 4,8+0,8

Nerolidol

152,4£1,3  6,0£0,2 | 50,8£0,9 4,5%0,6

o-Terpineol 150,1:0,7 5,4:0,3 49,3104  4,1:04

Figura 9.1: Espectros de RPE experimentais (linhas pretas) e simulados (linhas vermelhas) do
marcador de spin 5-DSA em membranas de promastigotas de Leishmania (L) amazonensis de
amostras sem tratamento (controle) e amostras tratadas com vérios terpenos nas concentragoes de
2,4x10 terpenos/célula (coluna esquerda) e 4,8x 10% terpenos/célula (coluna direita). Os espectros
foram simulados utilizando o programa de ajuste NLLS usando um modelo de duas componentes
espectrais, que permitiu determinar a média do tempo de correlacao rotacional, 7., para cada
espectro. Outro parametro que ¢ medido diretamente no espectro de RPE , 24/, estd indicado por
linhas verticais na figura. A média e os desvios-padrao do 7. e 24, sdo indicados. Para ambos os
parametros, todos os terpenos foram significativamente diferentes da amostra controle (p < 0,01).
A variacao total do campo magnético em cada espectro é de 100 G.

componentes 1 e 2, respectivamente, ja o 7., € T.o sao os respectivos tempos de correlagao

rotacional (MENDANHA et al., 2013; ALONSO et al., 2012). O tratamento com os terpenos
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causou grandes redugoes nos valores de 7., indicando um aumento dramatico na fluidez da
membrana de Leishmania.

Para a realizagao dos experimentos de RPE é necessario uma alta concentracgao
de células e nés utilizamos 2x10° células/mL. Entretanto, notamos que quanto maior a
concentracao de células era usada no experimento, maior era a concentragao molar de terpeno
necessaria para causar uma alteracao na fluidez de membrana. A concentracao de terpeno
usada para obter os espectros apresentados na Fig. 9.1 (coluna esquerda) foi de 2,4x10°
terpenos/célula que convertida para concentra¢ao molar d4 8 mM. Diante dos valores de 1Cjg
comumente reportados na literatura que caem na faixa dos micromolares, esta concentragao
molar é demasiadamente grande. Em trabalho anterior ( MOREIRA et al., 2014), verificou-se
que o 1C5p da miltefosina em promastigotas de Leishmania (L) amazonensis aumenta com
a concentracao de células usadas no ensaio calorimétrico MTT. Assim, decidimos medir os

valores de 1C’5 dos terpenos em fungao da concentracao de célula utilizada no experimento.

9.2 Analise da citotoxicidade dos terpenos sobre a Leish-
mania

Quando células sao tratadas com moléculas testes hidrofobicas, ou com alta afi-
nidade por membrana, como é o caso dos terpenos estudados neste trabalho, o tratamento
é mais eficaz e rapido quando utilizado um ntmero maior de células. Nos experimentos de
RPE, onde uma alta concentragao de células foi utilizada (2x10% células/mL), o efeito na
membrana pode ser observado em apenas 5 minutos apds o tratamento. Assim, realizamos
ensaios de viabilidade celular aplicando o MTT 5 minutos apds o tratamento com os terpe-
nos e em condicoes idénticas daquelas utilizadas nos experimentos de RPE. Também foram
feitos experimentos aplicando o MTT 24 h apds o tratamento para varias concentracoes ce-
lulares. O mesmo resultado foi observado para uma baixa concentragao de células (5x 108
células/mL) para um periodo de incubacdo de 48 e 24 h, onde os valores do IC5y também

nao foram significativamente diferentes. Uma vez que os resultados encontrados para o 1Cjx
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com 48 h, 24 h e 5 minutos de incubagao nao foram significativamente diferentes, esta ex-
periéncia indica que a atividade de cada um dos terpenos contra a Leishmania nao depende
de um longo periodo de incubacao. Os experimentos também mostraram que os valores do
IC50 aumentam na medida em que se aumenta a concentracao do parasito na amostra (Tab.
9.1). Como os terpenos apresentam uma elevada afinidade pela membrana, também expres-
samos os valores do IC5y em nimero de moléculas/célula. Os valores do IC5y, em nimero
de terpenos/parasitos, apresentaram uma redugao associada ao aumento da concentragao
de células, o que pode ser explicado pelo fato das amostras com elevadas concentragoes de
parasito possuiam uma proporc¢ao inferior de albumina e, assim, uma maior concentragao de
terpeno consegue atingir a membrana. Os valores IC5y dos terpenos estudados indicaram
que o nerolidol possui o maior e o 1,8-cineol o menor potencial citotéxico.

Quando ¢ calculada a concentragao molar de uma molécula com alta afinidade por
membrana em uma suspensao de células, pode ocorrer imprecisao no valor calculado porque
uma parte consideravel das moléculas se aloja nas membranas reduzindo a concentragao do
meio aquoso. Quanto menor a concentragao de células na suspensao, ou seja, quanto mais
diluido estd o sistema, mais preciso € o calculo da concentragao molar da molécula em estudo.

Para examinar em mais detalhes este assunto, vamos considerar um sistema de
células com n,, moles da molécula teste no meio aquoso e n,, moles desta molécula no interior
da membrana. A concentracao molar calculada (cgq.) sera:

S Ny + N (9.2)

calc — ; .
Vi + Vi

onde V,, é o volume de 4dgua e V,,, é o volume de membrana na suspensao. Reescrevendo a

Eq. 9.2 em termos das concentragoes molares na membrana, ¢,,, € N0 mMeio aquoso, ¢, €

introduzindo o coeficiente de partigao K, dado por K = ¢,,/¢,,, temos:

CwVw + K,V
Ceale = )
: Vip + Vin

(9.3)

ou
Ceale - (Vw + Kvm)
Cw  Vo+V,

(9.4)
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Tabela 9.1: Efeito dos terpenos contra promastigotas de Leishmania (L) amazonensis (ensaio de

MTT).
Terpenos Incubagao® IC50 (uM) IC50(10° terpenos/célula)
5,0 x 10° células/mL
Nerolidol 48 h 10,9£0,4 (A)" 1,3140,05 (A)
24 h 7,.940,8 (A) 0,9540,09 (A)
(+)-Limoneno 48 h 339+27 (B) 40,940,3 (B)
24 b 5494169 (BC) 61+17 (BC)
a-Terpineol 48 h 638+112 (C) 77+13 (C)
24 h 678459 (C) 8346 (C)
1,8 - cineol 48 h 46971258 (D) 698+116 (D)
24 h 5798+970 (D) 565+151 (D)
1,0 x 107 células/mL
Nerolidol 2 h 9,5+0,9 (A) 0,5740,06 (A)
(4)-Limoneno 24 h 833+146 (B) 5049 (B)
a-Terpineol 24 h 1115+374 (B) 62418 (B)
1,8 — cineol 24 h 6885+1011 (C) 400+50 (C)
1,0 x 10® células/mL
Nerolidol 24 h 29,2452 (A) 0,17+0,03 (A)
(4)-Limoneno 24 h 1920130 (B) 11,6+0,8 (B)
a-Terpineol 24 h 2203+395 (B) 13,3+2,4 (B)
1,8  cineol 24 h 9637+780 (C) 58+5 (C)
2,0 x 107 células/mL
Nerolidol 24 h 11094148 (A) 0,3140,02 (A)
5 min 10494280 (A) 0,3240,08 (A)
(+)-Limoneno 24 h 4803+315 (B) 1,42+0,09 (B)
5 min 53224559 (B) 1,5740,19 (B)
a-Terpineol 24 h 2950+499 (C) 0,8940,15 (C)
5 min 3402449 (C) 1,02+£0,14 (C)
1,8 — cineol 5 min 8048+848 (D) 2,4240,25 (D)

¢ Tempo de incubagao depois do tratamento e antes da adigao do MTT.

b Significancia estatistica: Os dados de mesma coluna e concentracio de célula foram compara-
dos estatisticamente com P<0,05. Os dados de mesma coluna e concentragao de célula que nao

estao indicados com letras maiusculas em comum sdo estatisticamente diferentes. Para todos os

terpenos as médias para as concentragoes de células de 5,0 x10% e 2,0 x10? células/mL so sig-

nificativamente diferentes com P<0,05.

Se V, > V,,, entao da Eq. 9.4, ceue = cw, Ou seja, o valor calculado é preciso
para sistemas bem diluidos. Na Fig. 9.2A estao mostradas as curvas tedricas de ceqre/Cu
fornecidas pela Eq. 9.4 para dois valores de K e diferentes razoes entre V,, e V,,,. Neste mesmo
grafico também foram plotados os valores relativos das concentracoes molares de 1C5, para o

nerolidol e limoneno (Tabela 9.1). Os valores de ICj, tanto do nerolidol quanto do limoneno,
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foram multiplicados por constantes convenientes para facilitar a comparacao com a curva
tedrica. Neste ajuste foi assumida uma razao V,,/V,, = 5,0x10° para a menor concentragao
de célula utilizada (5x10° células/mL) e para as outras concentragoes celulares as razoes
volumétricas foram calculadas com base nesta relagao. Para o caso do nerolidol, o valor de K
de melhor ajuste foi K = 2x10%, ou LogK = 5, 3, um valor préximo do coeficiente de particao
octanol-dgua para este terpeno (Log P, = 5,33) (UNIVERSITY OF HERTFORDSHIRE,
2013b) e para o limoneno foi utilizado LogK = 4,2 (Log P,/, = 4,23) (UNIVERSITY
OF HERTFORDSHIRE, 2013a). Para o limoneno, o valor de c.q./c, se aproxima de 1
para a menor concentracao de célula utilizada, significando que esta concentracao pode ser
considerada suficientemente diluida para o caso deste terpeno. Entretanto, para o nerolidol
o valor experimental para a menor concentragao de célula utilizada (5x10° células/mL) tem
valor proximo de 2, sugerindo que esta concentracao de célula ainda nao estd suficiente
diluida para evitar erros de célculo no caso deste terpeno.

Como os valores calculados sao imprecisos para concentracoes maiores de células,
tais como as utilizadas nos experimentos de RPE (2x10%/mL), na Tabela 9.1 eles também
foram expressos os valores de 1C'5p em ntimero de terpeno por célula. Entretanto, os valores
de IC5p assim calculados também sao dependentes da concentracao celular utilizada no
experimento. Neste caso, o calculo é mais preciso para altas concentracoes celulares. Isto
ocorre porque quanto mais baixa for a concentracao celular, mais moléculas testes estarao
diluidas no meio aquoso e fora das células. Este calculo pode ser feito através da seguinte

equacao:
N  Ny+N,
Ncélula Ncélula ’

(9.5)

onde N, N, e N,, representam o nimero de moléculas na suspensao, no meio aquoso e na
membrana, respectivamente, e N.gu, representa o nimero de células da suspensao. Rees-

crevendo a Eq. 9.5 em termos das concentragoes molares e nimero de Avogadro temos:

N (cwVw+cmVim)Na

- ) 9.6
Ncélula Ncélula ( )
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Figura 9.2: (A) Curvas tedricas calculadas a partir da Eq. 9.4 para a razao da concentragao
molar (ceq/cw), em comparagao com os valores do ICyy mostrados na Tabela 9.1 para diferentes
concentragoes de células tratadas com os terpenos Nerolidol (quadrado) e (+4)-Limoneno (circulo)
em fungao de V,,/V,,. (B) Curvas tedricas calculada a partir da Eq. 9.8 para a razao N/N,, em
comparagao com o ICsy do Nerolidol e (+)-Limoneno versus V,,/V,,.

Vi
N = CmNA (? + Vw) 5 (97)
e
N V.
N . .
N, ( + Kvm) (9:8)

Se V,, for muito pequeno, entao da Eq. 9.8, N = N,,, ou seja, quase todas as
moléculas teste estao nas membranas celulares, indicando um calculo preciso para suspensao
com alta concentracao de células. Neste cédlculo, o nimero de moléculas que entram no
interior da célula foi negligenciado (estima-se ser inferior a 1% em relagdo ao nimero que
entra na membrana). No grafico da Fig. 9.2 estao apresentadas as curvas teéricas de N/N,,
dadas pela Eq. 9.8, usando LogK = 5,3 para o nerolidol e LogK = 4,0 para o limoneno.

Neste caso, os dados experimentais desses dois terpenos, obtidos da Tabela 9.1, se ajustaram
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melhor quando utilizada a razao de V,,/V,, = 7,4x10° (para 5x10° células/mL). Como
mostrado no gréfico, no caso do nerolidol, valor de N/N,, se aproxima de 1 para as duas
maiores concentracgoes de células utilizadas (2x10° e 1x108 células/mL), sugerindo que para
estas duas concentracoes de células os calculos foram mais precisos, enquanto no caso do
limoneno, N/N,, foi préximo de 10 para a concentragao de 1x10® células/mL, sugerindo que
para este terpeno a concentragao de células estd muito baixa para um calculo mais preciso.

Para altas concentracoes de células, a incorporacao dos terpenos € rapida e o
ensaio de citotoxicidade pode ser realizado adicionando o MTT 5 min apds o tratamento.
Os valores de IC'5y encontrados para tratamento rapido foram significativamente mais altos
quando expressos em concentragao molar e numericamente mais baixos quando expressos
em numero de terpenos por célula. Entretanto, os valores calculados foram consistentes com
a previsao tedrica. A medida da dinamica lipidica na membrana de Leishmania através da
espectroscopia de RPE requer o uso de uma concentracao alta de células, tal como 2x10°
células/mL, de modo que estes estudos foram necesséarios para efeito de comparagao dos
resultados de RPE com os dos ensaios de citotoxicidade. Lembrando que no plasma sanguineo
h4 aproximadamente 5,5x10? eritrécitos/mL, pode-se verificar que a concentracao usada nos
experimentos de RPE esta mais préxima da condigao fisiolégica do que as concentracoes
normalmente utilizadas nos ensaios com cultura de Leishmania (aproximadamente 5x 108

células/mL).

9.3 Comparacao entre os dados de IC;, dos terpenos
e as concentracoes que alteram a fluidez de mem-
brana

Para comparar a concentracao de terpeno capaz de produzir um efeito citotéxico
na Leishmania com a concentracao que altera a fluidez da membrana, foram feitas medidas
da fluidez nas mesmas condigoes dos testes de viabilidade celular. A Fig. 9.3 mostra os espec-

tros de RPE do marcador 5-DSA na membrana da Leishmania (L) amazonensis tratada com
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1,8-cineol (+)-limoneno a-terpineol Nerolidol

(10°/cel.) (ns) (10°/cel.) (ns) (10°/cel.)

9 7,3 0,6 7,2

(10°/cel.)

7.(ns) ns)

8 7,2 0,1 7,3

R
L
T
.

2,2 6,8 1,2 7.1 0,7 7,1 0,2 6,7
2,9 6,6 1,8 6,9 1,2 6,7 0,5 6,6
3.4 6,3 2,1 6,7 1,4 6,1 0,7 57
3,6 6,2 2,4 6,6 1,8 6,1 1,0 5,6

Figura 9.3: Espectros de RPE experimentais (linhas preta) e de melhor ajuste (linhas vermelha) do
marcador 5-DSA nas membranas plasmaticas de Leishmania (L) amazonensis tratada com terpenos
em vérias concentragoes em torno do IC5p (duas concentragbes foram escolhidas abaixo e trés
acima do IC5p). O melhor ajuste espectral foi obtido pelo programa NLLS utilizando um modelo
de duas componentes espectrais. Os valores médios do parametro de RPE tempo de correlacao
rotacional (7.) obtidos de trés experimentos independentes foram indicados. Os espectros das
amostras controle (sem tratamento) foram semelhantes a que ja foi mostrado na Fig. 9.1 (7. =
8,1+ 0,2 ns). A varredura do campo magnético é de 100 G.

os terpenos por 5 minutos em cinco concentracoes préximas aos valores de IC5y para cada
terpeno (Tab. 9.1). O tempo de correlagao rotacional médio, obtido de trés experimentos
independentes, estd também apresentado para uma melhor comparacao entre os espectros.
Todos os terpenos apresentaram aumento na mobilidade do marcador na membrana, con-
forme indicado pela reducao do parametro 7. com o aumento da concentracao de terpeno.
Além do parametro 7., ha outro parametro de RPE muito utilizado para avaliagao da fluidez

de membrana. O desdobramento hiperfino paralelo, 24,,, ¢ medido diretamente no espectro
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Figura 9.4: Parametros de RPE 24, (painel A) e tempo de correlagao rotacional, 7., (painel B)
do marcador de spin 5-DSA em membranas de promastigotas de Leishmania (L) amazonensis em
funcao da concentracao de terpenos utilizada no tratamento. Os valores de ICsg de cada terpeno
estao representados por pontos na parte inferior de cada gréafico indicados por linhas pontilhadas.
Os erros experimentais estimados para 2A /) € Te sao, 0,5 G e 0,2 ns, respectivamente.

experimental. Na Fig. 9.4 estao apresentados os graficos da variacdo do 2A,, (painel A)
e 7. (painel B) em fungdo da concentragao de terpeno na amostra. Pode-se verificar que
os terpenos com os menores valores de IC5, apresentaram a alteracdo na membrana em
menor concentracao de terpeno. Além disso, nota-se que para cada terpeno a concentragao

que altera a membrana estd bem proxima da concentracao que causa 50% de inibicao do

crescimento.

9.4 Interacao dos terpenos com as proteinas de mem-
brana de Leishmania
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Figura 9.5: (a) Espectro de RPE experimental (linha preta) e simulado (linha vermelha) a 26°C
do marcador de spin 6-MSL ligado aos grupos sulfidrilas das proteinas de membrana da Leishmania
(L) amazonensis. O espectro de melhor ajuste foi obtido pelo programa NLLS, usando um modelo
de duas componentes espectrais. (b) As componentes espectrais fortemente (S) e fracamente (W)
imobilizadas. Os parametros desdobramento hiperfino isotrépico 2ag e o 24, sao indicados. (c)
Tlustragao esquemaética do modelo molecular do marcador de spin 6-MSL ligado covalentemente
ao grupo sulfidrila da proteina. O radical nitréxido pode formar ligagoes de hidrogénio com o
grupo amida da cadeia principal da proteina, gerando a componente fortemente imobilizada (S),
ou com as moléculas de dgua para gerar a componente fracamente imobilizada (W). Também h&
uma possivel formagao de ligagoes de hidrogénio entre a proteina e os dois dtomos do oxigénio
do anel maleimido, prendendo fortemente o marcador a dobra da cadeia polipeptidica (COUTO;
OLIVEIRA; ALONSO, 2005).

Em um estudo anterior demonstrou-se que a miltefosina apresenta uma forte acao
sobre as proteinas ligadas as membranas de promastigotas de Leishmania (L) amazonensis,
quando examinadas por um marcador de spin derivado do maleimido covalentemente ligado
aos grupos sulfidrilas da membrana plasmatica (MOREIRA et al., 2014). Para examinar se

os terpenos alteraram a dinamica das proteinas de membrana, realizamos experimentos nas
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mesmas condicoes experimentais deste trabalho anterior.

(10°/Célula) 2A (G)

Controle 0 67,1+0,2
1,8-Cineol 2,4 66,4 +0,2
4,8 66,4

(+)-Limoneno 2,4 66,6 + 0,2

4,8 66,3
Nerolidol 2,4 66,8 + 0,3
4,8 66,3

a-Terpineol 2,4 66,5+ 0,4

4,8 66,0

Figura 9.6: Espectros de RPE experimentais do marcador de spin 6-MLS covalentimente ligado
as proteinas de membrana de Leishmania (L) amazonensis, para as amostras sem tratamento e
tratadas com terpenos. Os valores médios do pardmetro 24, sdo indicados.

A Fig. 9.5 mostra um espectro tipico do marcador de spin 6-MSL ligado cova-
lentemente aos grupos sulfidrilas da membrana plasmética de Leishmania (L) amazonensis.

A andlise do espectro revela que o mesmo é composto por duas componentes espectrais for-
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madas por duas classes de marcadores, cada uma se encontrando em um diferente estado de
mobilidade. Pela simulagao do espectro, utilizando um modelo de duas componentes espec-
trais, uma com rapido e outra com lento tempo de correlacao rotacional, foi possivel separar
as duas componentes. Estas componentes sao denotadas tecnicamente como fortemente (S)
e fracamente (W) imobilizadas. A qualidade do ajuste da simulacao pode ser observada pela
superposigao do espectro simulado (linha vermelha) sobre o espectro experimental (linha
preta). O desdobramento hiperfino isotrépico, ag, é sensivel a polaridade do ambiente no
qual o radical nitroxido estd dissolvido, de forma que o valor observado permite assegurar
que os marcadores de spin na componente W, com trés linhas de ressonancia bem definidas,
estao em contato com o solvente. Os experimentos também indicam que a componente com
menor mobilidade (S), na escala de tempo do RPE em banda X (~9,6 GHz) para o radical
nitréxido (Fig. 9.5b), apresentou tempo de correlagao rotacional uma ordem de grandeza
maior que a da componente W, indicando fortes interagoes da cadeia lateral do marcador
de spin com a estrutura da proteina. A componente S permite medir o desdobramento hi-
perfino das linhas de ressonancia extremas do espectro, 24/, o qual reflete a mobilidade do
esqueleto proteico (COUTO; OLIVEIRA; ALONSO, 2005). Uma ilustragao representando
um possivel modelo molecular do marcador de spin 6-MSL ligado aos residuos de cisteina
das proteinas esta apresentada na Fig. 9.5c.

Na Fig. 9.6 sao mostrados os espectros de RPE experimental e simulado do
6-MLS, ligado a proteina de membrana da Leishmania (L) amazonensis de amostras nao
tratadas e tratadas com varios terpenos. As concentracoes de terpenos utilizadas foram
muito elevadas, sendo o menor deles (4,8x10%), aproximadamente, duas vezes o valor do
IC5y de menor agao entre os quatro terpenos (1,8-cineol). Comparando com a amostra
controle, onde o valor do 24,, ¢ 67,1 G a 26°C, a incorporacao dos terpenos na membrana
de Leishmania produziu somente uma pequena alteracao na mobilidade local do esqueleto
da proteina ligada ao marcador de spin, que pode ser identificada pela baixa alteracao do

2A,/, para valores em torno de ~66,4 G.
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9.5 Verificacao da ocorréncia de lise celular induzida
em Leishmania pela interacao com terpenos
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Figura 9.7: Percentual de lise celular em amostras de promastigotas de Leishmania (L) amazonensis
tratadas com terpenos. O IC5y de cada terpeno é representado pelo seu simbolo correspondente e
uma linha vertical.

A lise celular também foi observada no ambito do intervalo das concentracoes de
terpeno que alteram a fluidez da membrana de Leishmania. As amostras de Leishmania
tratadas com terpenos preparadas sob as mesmas condig¢oes experimentais utilizadas para
medigoes de RPE e ensaio de citotoxicidade (concentragao de células de 2,0x 109 células/mL e
com um perfodo de incubagao de 5 minutos), foram centrifugadas para medir a lise de células
com base no teor de proteina no sobrenadante (Fig. 9.7). As amostras nao tratadas com os
terpenos foram consideradas como 0% de lise, havendo uma pequena fracao de lise que foi

considerada associada aos procedimentos empregados no preparo das amostras, sendo que
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no célculo da percentagem de lise celular este valor descontado. A lise de 100% foi obtida
adicionando 2% de Triton X-100 as amostras. Uma amostra controle foi preparada com
10% de etanol, entretanto, nao apresentou diferenca significativa em relagao a amostra sem
tratamento (0% de lise). Em todas as concentragoes testadas verificou-se que a interagao dos
terpenos com a membrana do parasita foi capaz de induzir a lise celular, e esta aumentou
com a elevacao da concentracao destas moléculas na amostra. Na concentragao de terpeno
que corresponde ao valor de ICy, de cada terpeno, a porcentagem de lise celular observada
para o nerolidol, a-terpineol, (4)-limoneno e 1,8-cineol foi de aproximadamente 6%, 8,5%,
4% e 9%, respectivamente, e na maior concentracao de terpeno medida a lise celular chegou
a ~20% para o limoneno e ~50%. O (+)-limoneno apresentou menor capacidade de lise, por
ser um hidrocarboneto e atuar como um espacador lipidico nao interagindo diretamente com
grupos polares, necessitando de uma maior concentragao para interferir com as interagoes da
regiao polar da bicamada. Entretanto, nas concentragoes estudadas o (+)-limoneno alterou
significativamente a mobilidade lipidica da membrana do parasito, sugerindo que a alteracao
na fluidez da bicamada lipidica seja o principal mecanismo de agao dos terpenos contra a
Leishmania.

Um método alternativo para avaliar a lise celular e fragmentacao de membrana
foi realizado. Apds o tratamento com os terpenos, os parasitos marcados com o 6-MSL foram
centrifugados, sendo retirada uma aliquota do sobrenadante para obtencao os espectros de
RPE. A Figura 9.8 mostra os espectros do marcador de spin 6-MSL ligado as proteinas da
membrana tratada com vérios terpenos na concentragao 4,8x10° terpenos/célula (coluna
esquerda) e apos centrifugacao para verificar se havia fragmentos de membranas marcadas
no sobrenadante (linhas pretas da coluna da direita). Os espectros obtidos do sobrenadante
apresentavam trés linhas de ressonancia bem definidas com o valor médio do ay em torno de
(17,04£0,5) G, indicando que os radicais nitréxidos estao expostos ao solvente e os espectros
apresentaram intensidades semelhantes as dos espectros de controle. A presenca de um

sinal de RPE na amostra nao tratada provavelmente se deve ao fato de que nem todos os
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Figura 9.8: Espectros de RPE experimental (linha preta) e simulado (linha vermelha) a 26°C
do marcador de spin 6-MLS, ligado as proteinas de membrana da Leishmania (L) amazonensis
tratada com vérios terpenos na concentracio de 4,8x10° terpenos/célula (coluna esquerda) e no
sobrenadante (coluna direita).
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marcadores de spin livres foram removidos da amostra durante o processo de preparacao.
Em todas as amostras, independente da concentragao e tipo de terpeno, as caracteristicas do
espectro foram semelhantes, indicando que o tratamento com os terpenos nao desintegra a
membrana celular como observado para a miltefosina em um trabalho anterior (MOREIRA
et al., 2014). Isto mostra que os terpenos nao interagem com as proteinas de membrana e

sim com seu componente lipidico.



Capitulo 10

Discussoes

O complexo das Leishmanioses representa um grave problema de satide publica,
infectando milhoes de pessoas em todo mundo. Dentre as varias manifestagoes clinicas desta
doenga, pode ser destacada a leishmaniose cutanea causada pela Leishmania (L) amazonensis
e Leishmania (V) braziliensis, sendo uma infecgao que causa segregagao social, com maiores
impactos sobre as populacoes menos favorecida economicamente, e também elevadas taxas
de mortalidade (BRASIL, 2007b). O tratamento atual, baseado em quimioterapia, utiliza
compostos pentavalentes como primeira escolha e Anfotericina B e a Pentamidina, que cau-
sam sérios efeitos colaterais e outras séries de limitagoes (KEDZIERSKI et al., 2009; ALVAR;
CROFT; OLLIARO, 2006; PALUMBO, 2008). Nestas perspectivas, o desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos ainda se faz necessario. Estudos de Izumi e colaboradores
(2012) buscando novas terapias vidveis para a doenga de Chagas avaliaram in vitro a a¢ao
de sete acidos diterpenos e um sesquiterpeno, isolados do 6leo-resina de Copaifera, em di-
ferentes formas do Trypanosoma cruzi. Verificaram que os terpenos alteram o metabolismo
oxidativo das células do parasito levando a um processo de morte autofdgica, com maior efi-
ciéncia sobre a forma amastigota e com moderada citotoxicidade em relacao aos eritrécitos e
células nucleadas (IZUMI et al., 2012). Trabalhos mostraram que o sesquiterpeno nerolidol
inibe a biossintese de isoprendides em Leishmania (L) amazonensis (ARRUDA et al., 2005)
e que acidos diterpenos extraidos do 6leo da Copaiba apresentam propriedades leishmanici-

das para este parasito tanto na forma amastigota quanto na promastigota (SANTOS et al.,
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2013, 2012).

A espectroscopia de RPE de marcadores de spin lipidicos tem sido amplamente
utilizada para avaliar a fluidez da membrana celular de eritrécito em suspensao com o hema-
técrito, geralmente variando de 20 - 50% (~2,2 — 5,5 x 10? eritrécitos/mL), e as concentragoes
de farmacos que provocam uma alteracao na fluidez na membrana estao, em geral | na faixa
dos milimolares (MOREIRA et al., 2013). Esta condicao ¢ fisiologicamente relevante uma
vez que o sangue humano tem um hematdcrito normal de 42% e ~5x 10° eritrécitos/mL.
Para medir a atividade antiproliferativa de farmacos em Leishmania pelo ensaio calorimétrico
MTT uma menor concentracao celular de aproximadamente 5x 10? células/mL ¢é geralmente
utilizada. Para meio de cultura suplementado com SFB, a relagdo albumina/célula em sus-
pensao aumenta com a diluicao do sistema e para farmacos hidrofébicos a quantidade de
farmaco sequestrado pela albumina se torna maior o que requer mais tempo para incorpo-
ragdo do farmaco pela membrana celular. Em um estudo prévio (MOREIRA et al., 2014),
ficou demonstrado que a utilizacao de 20% de SFB no ensaio de MTT em vez de 10%, o
valor do IC5y da miltefosina contra promastigotas de Leishmania (L) amazonensis foram
significativamente mais elevados devido a maior concentragao de miltefosina que foi retirada
na albumina. No mesmo estudo, também foi mostrado que o IC5q da miltefosina foi signifi-
cativamente maior, quando um periodo de incubacao de 1 h foi utilizado em vez de 24 h. No
entanto, usando um método de rapida incorporacao da miltefosina na membrana de Leish-
mania, os efeitos de citotoxicidade foram observados com apenas 5 minutos de incubacao
(MOREIRA et al., 2014).

Conforme a teoria de particao, a constante de permeabilidade de uma molécula
através de uma membrana é proporcional ao coeficiente de partigao K (ANJOS; ALONSO,
2008; CAMARGOS et al., 2010). O coeficiente Log P,/,, ¢ comumente utilizado como uma
estimativa do Log K por ser mais facil de medir. Na suspensao com pequenas quantidades
de células, a fracao de moléculas que vai para as membrana pode ser negligenciada, o sistema

pode ser considerado homogénio e, assim, o calculo da concentracao molar de farmacos na
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suspensao € preciso, expressando a concentracao exata de farmacos na fase aquosa. Entre-
tanto, com o aumento do nimero de células, a fracao de farmacos que entra na membrana
nao pode ser desprezada, o sistema nao ¢ mais homogénio e a concentracao de farmaco no
meio aquoso é menor do que a calculada. Como o coeficiente de particao, determinado por
K = ¢, /¢y, é uma constante, uma pequena concentra¢ao no meio aquoso também conduz a
uma reducao na concentragao do farmaco na membrana. Neste estudo foi demonstrado que
o 1C5p de quatro terpenos em promastigotas de Leishmania (L) amazonensis aumenta com
a concentracao de células utilizadas no ensaio de MTT. Este efeito foi atribuido a um erro de
calculo da concentragao molar de farmacos hidrofébicos na suspensao de células, e os valores
de ICsy obtidos foram consistentes com nossa previsao teérica (Fig. 9.2A). No caso do ne-
rolidol, com o maior Log F,/,, entre os terpenos estudados, pode ser observado na Fig. 9.2A
que a pequena concentracao de célula utilizada nas nossas experiéncias nao pode ser conside-
rada suficientemente diluida, sugerindo que o valor de IC5q de 7,9 uM encontrado utilizando
5 x 10% células/mL, pode ser ainda menor com a redugao da concentracao de célula. Um
ICso de 59,3 uM da miltefosina foi relatado para 1,0 x 10® células/mL (MOREIRA et al.,
2014), sendo comparavel ao IC5y do nerolidol de 29,2 uM encontrado aqui (Tab. 9.1) para o
mesmo parasito e condi¢oes experimentais, contudo, (+)-limoneno, a-terpineol e 1,8-cineol
mostraram [C5y muito maior do que os da miltefosina e nerolidol (Tab. 9.1).

Para amostras com elevada concentracao de células é mais conveniente expressar
o valor do IC5y de farmacos hidrofébicos em niimero de moléculas por célula. Neste calculo, o
numero de moléculas que permaneceu na fase aquosa fora da célula foi descartado. Medicoes
do ICsy dos terpenos (Tab. 9.1) e a previsao tedrica (Fig. 9.2B) indicaram que apenas a
concentracao de 2x 109 células/mL foi suficientemente concentrada para um calculo preciso.
Nesta concentracao de célula o ICsq do nerolidol foi de 0,32 x 10? terpenos/célula, semelhante
ao da miltefosina nas mesmas condigoes experimentais (MOREIRA et al., 2014). Para
obter o melhor ajuste do ICjy para o nerolidol e (4)-limoneno com suas curvas tedricas

fornecidas pelas Equagoes 9.4 e 9.8 (Figuras 9.2A e 9.2B) foram assumidas proporgoes de
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Vo /Vin (Volume de 4dgua/Volume de membrana) de 5,0 x 105 e 7,4 x 10° | respectivamente,
para as amostras com 5 x 10% células/mL. Se tomarmos a média destes indices volumétricos
na suspensao (6,2 x 10°), podemos calcular que existe 3,2 x 107 m? de membranas por
Leishmania. Assumindo uma espessura de membrana de Leishmania de 8 x 1072 m e levando
em conta apenas a membrana plasmatica, pode-se calcular a area superficial do parasito
como 4,0 x 107'* m?2. Supondo uma forma esférica para a Leishmania, seu diametro seria
de 3,6 pm. As promastigotas de Leishmania (L) amazonensis sdo células fusiformes, com
aproximadamente 8 ym de comprimento e 2 um de diametro (SANTOS et al., 2013). Esta
estimativa relativamente boa do tamanho do parasito, com base no valor do IC5y do limoneno
e nerolidol, denota uma consisténcia entre os dados do ensaio de MTT para altas e baixas
concentracgoes de células e um periodo de incubacao de 24 h.

Medigoes de citotoxicidade em concentragoes de células elevadas foram necessarias
para mostrar que os terpenos estudados, em concentragoes proximas aos seus IC5g, causam
importantes aumentos na fluidez da membrana do parasito e também pequenas quantida-
des de lise celular de 4 - 9% (Fig. 9.7). Além disso, quando a citotoxicidade foi medida
usando 2 x 10? células/mL, o resultado encontrado para 24 h e 5 min de incubagao nao
eram significativamente diferentes, sugerindo que a incorporacao de terpenos nas membra-
nas de Leishmania é muito rapida em concentracoes células elevadas, provavelmente devido
ao menor volume da fase aquosa e menor quantidade de albumina na suspensao. Semelhan-
temente, medidas utilizando a concentragao de células de 5 x 10° células/mL, também nao
foram identificadas diferencas significativas no valor do IC5y para 48 h e 24 h de incubacao,
indicando os terpenos nao necessitam de um elevado periodo de incubacao para atuarem
contra o parasito. Estes resultados indicam que a citotoxicidade dos terpenos contra pro-
mastigotas de Leishmania estd associada com o aumento na fluidez da membrana e também
por sua ruptura.

Outros estudos tém relatado o IC5p do limoneno (ARRUDA et al., 2009) e neroli-

dol (ARRUDA et al., 2005) contra promastigotas de Leishmania (L) amazonensis utilizando
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o ensaio de MTT. Limoneno induziu efeitos antiproliferativos com um ICyy de 252 yM para
1,0 x 105 células/mL, que é menor do que o encontrado neste trabalho (549 uM, Tabela 9.1)
utilizando uma concentracao de células maior (5,0 x 10%). Entretanto, no caso do nerolidol o
valor de IC5o que encontramos (7,9 uM, Tabela 9.1) foi menor do que a relatada na literatura
(ARRUDA et al., 2005). Um ponto critico nos experimentos de citotoxicidade é a maneira
como o tratamento ¢é realizado, especialmente de moléculas hidrofébicas como os terpenos.
Neste estudo, os terpenos foram diluidos primeiro em etanol a 33% (v/v), antes de serem
aplicados ao meio de cultura e, finalmente, os parasitos foram adicionados. A presenca do
etanol melhorou a reprodutividade dos ensaios e o seu volume maximo utilizado no meio de
cultura foi de 1% (v/v) para adicionar a concentragao mais alta de 1,8-cineol cujo IC5q foi
de ~8 uM (2 x 10 células/mL, Tabela 9.1).

Os terpenos também apresentam destaque dentro da classe dos facilitadores de
permeagao devido aos seus baixos potenciais de irritacao da pele (MENDANHA et al., 2013),
tendo sua atividade baseada na perturbacao reversivel do arranjo lipidico da regiao interce-
lular do estrato cérneo (EC). A interacao com os lipidios do EC pode estar associada com
a capacidade do terpeno de realizar ligagoes de hidrogénio, por exemplo, o a-terpineol e o
sesquiterpeno nerolidol possuem um grupo OH, que forma ligacao de hidrogénio, sendo um
doador de hidrogénio. Talvez por esse motivo estes dois terpenos interajam mais com a
interface polar da membrana, perturbando as redes de ligagao de hidrogénio e, desse modo,
facilitam a permeacao de farmacos através da pele. Ja o éter 1,8-cineol possui um grupo
receptor de hidrogénio e o (+)-limoneno nao forma ligacao de hidrogénio, e assim, nesta con-
cepgao, perturbariam menos os arranjos lipidicos e teriam menor capacidade para facilitar a
permeagao de farmacos (JAIN; THOMAS; PANCHAGNULA, 2002). Apesar dos terpenos
serem considerados como tendo baixo potencial de irritacao da pele, em concentragoes na
faixa dos milimolares apresentaram potencial hemolitico e citotoxicidade em fibroblastos em
cultura (MENDANHA et al., 2013). Em um estudo comparando a citotoxicidade em células

de fibroblastos e potencial hemolitico de sete monoterpenos e o sesquiterpeno nerolidol, o
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maior potencial citotéxico e hemolitico foi do nerolidol e a-terpineol, enquanto os menores
foram do 1,8-cineol e limoneno (MENDANHA et al., 2013). Esta experiéncia também sugere
que a citotoxicidade dos terpenos ¢ associada com a agressividade na membrana celular.

Em trabalhos anteriores (ANJOS; NETO; ALONSO, 2007, 2007; ANJOS; ALONSO,
2008; CAMARGOS et al., 2010; MENDANHA et al., 2013), foi mostrado que quatro mo-
noterpenos (1,8-cineol, a-terpineol, limoneno e mentol) causam fortes aumentos de fluidez
em membranas de estrato cérneo, de eritrocito humano e em vesicula de DPPC, mas nao
foram identificadas diferencas significativas entre eles quanto a magnitude do efeito. Adicio-
nalmente, aqui foi mostrado que embora os terpenos em altas concentragoes alcancem efeitos
semelhantes em aumentos de mobilidade lipidica, entretanto, as concentracoes necessarias
para causar esses aumentos sao muito diferentes, especialmente se compararmos os terpenos
nerolidol e 1,8-cineol (Fig. 9.4).

O espectro de RPE de marcador de spin lipidico em membrana celular pode ser
composto por duas componentes espectrais, formadas pela coexisténcia de duas populacoes
de marcadores com diferentes estados de mobilidade (CAMARGOS; ALONSO, 2003). A
componente mais restrita tem sido associada a uma fracao de marcador em contato com
as proteinas de membrana, enquanto a componente com maior mobilidade foi associada a
uma fragado de sondas paramagnéticas localizadas na bicamada lipidica, mas sem contato
com proteinas (JOST et al., 1973). Na primeira parte deste trabalho foi mostrado que duas
componentes espectrais também podem aparecer em bicamadas simples, onde a componente
mais restrita foi associada aos marcadores de spin ligados por hidrogénio com a interface
polar da bicamada e a menos restrita seria formada pelos marcadores nao ligados por hi-
drogénio a interface polar. Também foi mostrado que a presenca do terpeno limoneno em
bicamadas simples aumenta a dinamica do marcador especialmente pela sua transferéncia da
componente mais restrita para a menos restrita. Em membranas de Leishmania, o aumento
na concentragao dos terpenos resultou em uma substancial elevagao da fluidez lipidica (Fig.

9.1), especialmente pela migracdo de uma fragdo de marcadores 5-DSA da componente 1
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(mais restrita) para a componente 2 (mais mével). Sem a presenga dos terpenos, a contri-
buicao ao tempo de correlacao rotacional vem essencialmente dos marcadores da componente
1, em trono de 8,0 ns, indicando que na amostra nao tratada a grande maioria dos marca-
dores estao em contato com proteinas. Outro parametro que utilizamos para monitorar a
fluidez da membrana de Leishmania foi o 2A,/, o qual é medido diretamente nos espectros de
RPE e muito utilizado para avaliar a dinamica molecular, embora seja um parametro estatico
associado com a distribuigao de orienta¢ao dos marcadores de spin na membrana (ordem mo-
lecular). Nossos resultados mostraram que os terpenos incorporados na membrana, através
do tratamento com 4,8x10% terpenos/célula, causam redugao nos valores do 2A //» passando
de 56,1+0,9 G da amostra sem tratamento para 53,440,3 no caso do nerolidol e 50,4+0,2 G
para o a-terpineol (Fig. 9.4A), também indicando fortes aumentos de fluidez.

E de interesse a comparagao de nossos dados com os reportados em estudos in
vitro sobre a atividade antiproliferativa dos terpenos em outros parasitos e células cancerosas.
Geraniol e limoneno apresentaram atividades antiplasmodiais contra Plasmodium falciparum
com IC%5q de 52 e 66 uM, respectivamente, enquanto que os farmacos de controle cloroquina
e artemisinina deram /Cjp de 291 nM e 7 nM, respectivamente (OLAGNIER et al., 2007).
Estas duas ultimas concentracoes sao demasiadamente baixas para provocar uma alteracao
na fluidez da membrana plasmatica detectavel por espectroscopia de RPE; no entanto, os
dois primeiros sao suficientemente elevados para modificar a fluidez da membrana. O &lcool
perilico inibiu a proliferacao de células humanas de cancer de pulmao de pequenas células nao
humanas (A549 e H520) com valores de 1Cjg superiores a 1 mM, induzindo a interrupcao do
ciclo celular e apoptose com o aumento da expressao de Bely, bax, p21 e caspase-3 (YERUVA
et al., 2007). O éleo da arvore do ché e seu principal componente terpeno ativo, terpinen-
4-ol, demonstrou atividade antiproliferativa contra as duas linhagens de células de tumores
murino, mesotelioma AE17 e melanoma B16, com valores de IC5y iguais ou maiores do que
0,01% (~588 uM), e induziu a morte celular por necrose e interrupgao do ciclo celular em

ambas as linhas de células tumorais (GREAY et al., 2010). Curiosamente, a miltefosina que
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também é capaz de aumentar a fluidez da membrana e induz a lise celular em promastigotas
de Leishmania (L) amazonensis em concentragoes proximas a seu ICsy (MOREIRA et al.,
2014) demonstraram uma redugdo no potencial de membrana mitocondrial e inibi¢do do
citocromo ¢ oxidase ligada ao processo de morte celular por apoptose (DORLO et al., 2012).
Os nossos resultados sugerem mais estudos para examinar se varios mecanismos reportados
para explicar os efeitos antiproliferativos dos terpenos nao seriam desencadeados por um
ataque primario sobre a membrana celular.

Os efeitos citotdxicos do monoterpeno terpinoleno foram recentemente estudados
em cultura de neurdnios primdrios de rato e células de neuroblastoma N2a (AYDIN; TuR-
KEZ; TASDEMIR, 2013). Uma diminuicao significativa na proliferagao celular foi observada
em culturas de neurdnios primadrios, comegando com a dose de 100 mg/L (0,735 mM) e em
células N2A de neuroblastoma a atividade anti-proliferativa comegou com a metade dessa
concentragao. Os autores utilizaram concentragoes de terpinoleno de até 400 mg/L (2,94
mM) e mesmo assim ndo houve queda de 50% na viabilidade celular. Os mecanismos de
acao do monoterpeno nao foram investigados, mas as concentracoes com atividade antiproli-
ferativa sao relativamente altas e nosso trabalho sugere uma possivel ocorréncia de aumento

na fluidez de membrana plasmatica e lise celular.



Capitulo 11

Conclusoes

Neste trabalho, a espectroscopia de RPE de marcadores de spin incorporados no
componente lipidico da membrana plasmatica de Leishmania (L) amazonensis mostrou que
os terpenos causam grandes aumentos na dinamica dos lipidios. Entretanto, a técnica exige
que a amostra contenha uma concentracao de célula maior daquela que geralmente é utilizada
nos ensaios de toxicidade celular. Os espectros podem ser obtidos a partir de concentracoes
de 10® células/mL e neste trabalho foi utilizada a concentracao de 2x10° células/mL. Mas,
para esta concentragao celular alta, as concentragoes de terpenos requeridas para causar
alteracao na membrana foram também altas, caindo na faixa dos milimolares e bem acima
das concentragoes que causam 50% de inibi¢ao do crescimento dos parasitos que geralmente
ocorrem na faixa dos micromolares. Assim, nos realizamos testes de toxicidade dos terpenos
para varias concentracoes celulares no meio de cultura. Estes testes, baseados na clivagem
do composto MTT pelos parasitos vivos, indicaram que para uma maior concentracao de
parasitos uma maior concentracao de terpeno é necessaria para inibir o crescimento. Além
disso, foram realizados ensaios de toxicidade nas mesmas condi¢oes em que foram realiza-
dos os experimentos de RPE, ou seja, mesma concentracao de célula e o mesmo tempo de
incubacao de 5 minutos apds o tratamento com os terpenos. Os ensaios mostraram que as
concentracoes de terpenos que causam efeito na fluidez de membrana sao similares daquelas
que causam 50% de inibicao do crescimento dos parasitos.

Tanto os resultados de RPE, indicando maior dinamica dos lipidios da membrana
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de Leishmania em presenca dos terpenos, quanto os testes de citotoxicidade, mostraram que
as concentracgoes de terpeno necessdarias para gerar estes efeitos seguem a relagao: nerolidol
< a-terpineol = (+4)-limoneno < 1,8-cineol. A concentracdo de atividade do nerolidol foi
muito baixa e comparavel com a atividade in vitro do fairmaco miltefosina (licenciado para
tratamento da leishmaniose), enquanto a concentracao de atividade do 1,8-cineol foi muito
alta e dos a-terpineol e (4)-limoneno foram intermediérias.

A dinamica das proteinas de membrana da Leishmania (L) amazonensis na forma
promastigota foi avaliada através de um marcador de spin especifico para grupos tidis, sendo
que os terpenos nao causaram alteragoes significativas na dinamica proteica nem mesmo
em altas concentracgoes, diferente da miltefosina que em trabalho anterior foi avaliada por
esta metodologia usando condigoes similares e demonstrou fortes aumentos na dinamica
das proteinas de membrana de Leishmania. Adicionalmente, quando as amostras tratadas
com miltefosina foram centrifugadas apareceram no sobrenadante proteinas de membranas
marcadas e no presente trabalho foi mostrado que o mesmo nao ocorre para o tratamento
com terpenos, sugerindo que os terpenos atuam essencialmente no componente lipidico da
membrana.

Em elevadas concentracoes de células ( 2 x 109 parasitos/mL), a incorporacao
dos terpenos na membrana celular se torna rapida e os valores de IC5y por um periodo de
incubagao de 24 h, nao foram significativamente diferentes das observadas com apenas 5
minutos de incubacao. Para baixa concentragoes de células (5 x 10° células/mL), para 48
h e 24 h de incubacao, também nao foram identificadas diferencas significativas no valor
do 1Cjg, sugerindo que o mecanismo de acao dos terpenos estd associado com o ataque a
membrana plasmatica do parasito. Além disso, foi demonstrado que as mesmas concentracoes
de terpenos que inibem o crescimento dos parasitas e alteram a fluidez de membrana. Além
disso, os terpenos tem causado uma pequena quantidade de lise celular que varia de 4 - 9% em
concentragoes proximas ao seus respectivos IC59. Um mecanismo de agao baseado no ataque

na membrana plasmatica da Leishmania é consistente com o amplo espectro de atividade
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relatada dos terpenos contra os protozodrios, fungos patogénicos e células tumorais.
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