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Resumo

A leishmaniose cutanea € uma doenca tropical negligenciada que afeta milhdes
de pessoas em todo mundo, representando um grave problema de saude publica. A mil-
tefosina (MT) € um alquilfosfolipidio aprovado inicialmente para tratamento de cancer me-
tastatico e também foi licenciada para o tratamento da leishmaniose visceral, embora seu
mecanismo de acao a nivel molecular permaneca pouco compreendido. A espectrosco-
pia de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) do marcador de spin lipidico analogo
do acido estearico (5-DSA) e do marcador de spin derivado do maleimido (6-MSL) ligado
covalentemente as proteinas de membrana demonstraram que a MT provoca um grande
aumento na dinamica molecular das membranas de eritrocito (ghosts) e membranas resis-
tentes a extracao por detergente (DRMs) preparadas a partir de membranas de eritrocito. A
técnica também demonstrou que em vesiculas formadas com lipidios constituintes de rafts,
20 mol% de esfingomielina pode ser substituido por 20 mol% de MT, sem qualquer alteracao
em termos de dindmica molecular. Além disso, o efeito da MT em DRMs foi mais pronun-
ciado do que em ghosts de eritrocito, consistente com a hipétese da MT ser um modulador
de raft. Na concentracao de MT presente no plasma sanguineo durante o tratamento de
leishmaniose (31-52 pg/mL), as nossas medidas realizadas diretamente no sangue total
indicaram um nivel de 2-5% de hemolise e também mostrou que a concentragcao de MT
capaz de alterar a fluidez da membrana de eritrocito a nivel detectavel pela espectrosco-
pia de RPE causou cerca de 46% de hemdlise. Posteriormente, estudos de RPE realiza-
dos com os mesmos marcadores de spin na membrana de Leishmania (L.) amazonensis
(forma promastigota) demonstraram alteragcdes similares as encontradas nas membranas
de eritrocito. Os efeitos citotdxicos sobre os parasitas também foram avaliados para in-

vestigar as relacdes entre os potenciais citotoxicos da MT e sua capacidade de alterar



a fluidez da membrana. Os dados de RPE demonstraram que a concentracdo minima
necessaria de MT para causar alteracdo na membrana do parasito ocorreu proximo dos
valores de concentracao que inibe 50% do crescimento celular (/Cs), existindo, portanto,
uma correlacdo entre as alteracdes na membrana e a citotoxicidade. Embora o marcador
de spin lipidico também tenha detectado alteracGes na fluidez da membrana, os experi-
mentos de RPE indicaram que a MT atua predominantemente no componente protéico da
membrana. A lise celular também foi detectada através da anéalise dos sobrenadantes das
amostras centrifugadas onde foram encontrados fragmentos de membranas marcadas e
também proteinas citoplasmaticas. Usando um método para a rapida incorporacao da MT
na membrana, os efeitos de citotoxidade foram medidos imediatamente ap0s o tratamento
e na mesma faixa de concentragdes de MT que causam a inibicdo do crescimento celular.
A citotoxicidade, estimada através da contagem microscopica das células vivas e mortas,
indicou ~ 70% de morte celular na concentracao de MT em que a espectroscopia de RPE
detectou uma alteracao significativa na dinamica da membrana. Ap6s o primeiro impacto
no nimero de parasitas viaveis, o processo de morte e crescimento celular continuou du-
rante as primeiras quatro horas de incubacao. Os espectros de RPE de proteinas de mem-
brana marcadas com o 6-MSL foram consistentes com conformacdes de proteina mais
expandidas e expostas ao solvente, sugerindo uma acao tipica dos detergentes. Nossa
interpretacdo € que a MT pode formar estruturas semelhantes das micelas ao redor das
cadeias polipeptidicas, expandindo as proteinas e que as proteinas com maior hidrofobici-
dade poderiam induzir a penetracao de grupos hidrofilicos da MT no interior da membrana,
causando sua ruptura e consequentemente a morte da célula.

Palavras-chave: Miltefosina; RPE; marcador de spin; membrana do eritrocito;

Raft; Leishmania.



Abstract

Cutaneous leishmaniasis is a neglected tropical disease that infects millions of
people worldwide, representing a serious public health problem. The miltefosine (MT) is an
alkylphospholipid that has been approved for the treatment of breast cancer metastasis and
visceral leishmaniasis, although the mechanism of action at the molecular level is poorly
understood. Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy of the lipid spin lebel
analog of stearic acid (5-DSA) and the maleimide derivative spin label (6-MSL) covalently
bound to membrane proteins showed that the MT causes a large increase in the molecular
dynamics of erythrocyte membranes (ghosts) and detergent resistant membranes (DRMs)
prepared from erythrocyte membranes. In the vesicles of lipid raft constituents, it was shown
that 20 mol% sphingomyelin could be replaced by 20 mol% MT with no change in the mo-
lecular dynamics. Furthermore, the effect of MT on DRMs was more pronounced than in
erythrocyte ghosts, supporting the hypothesis that MT is a lipid raft modulator. At the repor-
ted MT-plasma concentrations found during the treatment of leishmaniasis (31-52ug/mL),
our measurements in blood plasma indicated a hemolytic level of 2-5% and also showed
that the MT concentration that changes the erythrocyte membrane fluidity to an extent that
is detectable by EPR spectroscopy causes about 46% hemolysis. Subsequently, EPR stu-
dies performed with the same spin labels in the membrane of Leishmania (L.) amazonensis
(promastigote) showed changes similar to those found in erythrocyte membranes. Cytoto-
xic effects on the parasites were also evaluated to investigate the relationships between the
cytotoxic potential of MT and its ability to alter membrane fluidity. The EPR data showed
that the minimum concentration of MT required to cause a change in the parasite membrane
occurred near the values of MT concentration which inhibits 50 % of cell growth (1Cj5); thus,

there is a correlation between the cytotoxicity and changes in the membrane. Although these



membrane alterations can be detected using a spin-labeled lipid, our experimental results
indicated that MT interacts predominantly with the protein component of the membrane. Cell
lysis was also detected by analyzing the supernatants of centrifuged samples for the pre-
sence of spin-labeled membrane fragments and cytoplasmic proteins. Using a method for
the rapid incorporation of MT into the membrane, these effects were measured immediately
after treatment under the same range of MT concentrations that cause cell growth inhibi-
tion. Cytotoxicity, estimated via microscopic counting of living and dead cells, indicated ~
70% cell death at the concentration of MT at which EPR spectroscopy detected a significant
change in membrane dynamics. After this initial impact on the number of viable parasites,
the processes of cell death and growth continued during the first 4 h of incubation. The EPR
spectra of spin-labeled membrane-bound proteins were consistent with more expanded and
solvent-exposed protein conformations, suggesting a detergent-like action. Thus, MT may
form micelle-like structures around polypeptide chains, and proteins with a higher hydropho-
bicity may induce the penetration of hydrophilic groups of MT into the membrane, causing
its rupture.

Keywords : Miltefosine; EPR; spin label; erythrocyte membrane; Rafts; Leish-

mania.
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Capitulo 1

Introduc ao

Os estudos sobre as membranas biologicas se tornaram muito importantes
para a producdo de novos farmacos e nos Ultimos anos as pesquisas sobre a acao de
medicamentos na membrana celular ttm chamado a atencdo de muitos pesquisadores,
pois se estima que mais de 70% dos farmacos disponiveis atuam por via de proteinas de
membrana [1]. Apesar de varios farmacos apresentarem os efeitos esperados, alguns ainda
nao possuem os mecanismos de acao bem compreendidos, como € o caso, por exemplo,
da miltefosina (MT).

A MT Figura 1.1 & um alquilfosfolipidio sintético que foi originalmente desen-
volvido como um farmaco anticancerigeno, sendo aprovado como o primeiro medicamento

oral para o tratamento da leishmaniose visceral.
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Figura 1.1: Estrutura da molécula de miltefosina.
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Levando-se em conta a importancia das leishmanioses em todo mundo e as
dificuldades envolvidas em seus tratamentos, tais como resisténcia aos antimoniais, a MT
surgiu como um medicamento promissor para o tratamento da leishmaniose visceral, sendo
administrado por via oral e com menos efeitos colaterais. Este farmaco foi registrado na
India em 2002 (como Impavido®), na Alemanha em 2004 e na Coldmbia em 2005 [2, 3],
tendo demonstrado altos indices de cura para o tratamento de leishmaniose visceral [4],
cutanea [5—7] e mucosa [8].

Embora muitos estudos tenham sido realizados para identificar os mecanis-
mos de acdo da MT contra células tumorais [9] e parasitas [10], estes mecanismos ainda
nao estdo bem compreendidos. No entanto, como a MT &€ uma molécula com alta afini-
dade por membrana, tem sido considerado que a membrana plasmatica pode ser seu alvo
primario [9, 11, 12]. Recentemente foi reportado por Dorlo e colaboradores [10], que me-
canismos de acdo da MT propostos contra Leishmania e células cancerosas humanas sao
muito semelhantes e geralmente atribuem a atividade da MT a apoptose desencadeada

pela inibicdo da sinalizacao celular dependente de lipidio e da troca de fosfolipidio [9-12].

1.1 A Leishmaniose

A leishmaniose (tegumentar ou visceral) € uma doencga causada por diferentes
espécies de parasitos protozoarios do género Leishmania (Figura 1.2 B) sendo transmitida
ao hospedeiro vertebrado pela picada da fémea de flebotomineo (inseto vetor) do género
Lutzomyia, conhecido popularmente, dependendo da localizagdo geografica, como mos-
quito palha (Figura 1.2 A). Considerada um grande problema de salde puablica, representa

um complexo de doencas com importante espectro clinico e diversidade epidemiologica.
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(A) | (B)

Figura 1.2: (A) mosquito-palha: género Lutzomyia transmissor da Leishmania. (B) protozoario do género
Leishmania e causador da doenca conhecida como leishmaniose.

Devido a multiplicidade de espécies de Leishmania, fleb6tomos vetores e re-
servatorios vertebrados em diferentes ambientes geograficos, a leishmaniose tegumentar
pode apresentar formas clinicas diversificadas, como por exemplo, a forma cutanea (LC)
localizada, que é a forma mais comum tratando-se de uma infeccdo na pele geralmente
do tipo Ulcera, sendo indolor com formato arredondado ou ovalado, medindo de alguns
milimetros até alguns centimetros com base eritematosa infiltrada e de consisténcia firme,
de bordas bem delimitadas e elevadas, com fundo avermelhado e com granulacdes gros-
seiras (figura 1.3 a). No entanto, a leishmaniose cutanea pode apresentar outros quadros
clinicos.

A forma disseminada da leishmaniose cutanea (figura 1.3 b) é caracterizada
pelo aparecimento de multiplas lesdes papulares e de aparéncia acneiforme que acometem
varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a face e o tronco, sendo relativa-
mente rara e podendo ser observada em até 2% dos casos. A forma difusa da doenca (fi-
gura 1.3 c) também constitui uma forma clinica rara, porém grave, que ocorre em pacientes
com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishma-

nia, iniciando lentamente, com lesdo (nica e ma resposta ao tratamento e evoluindo com
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formacdo de placas e multiplas nodulagdes nado ulceradas, recobrindo grandes extensdes
cutaneas [13]. Dentre as formas de leishmaniose tegumentar, a mucocutanea (figura 1.3 d)
€ a mais grave, sendo clinicamente caracterizada por lesdes desfigurantes localizadas nas

mucosas das vias aéreas superiores.

Figura 1.3: Formas de leishmaniose cutanea: (a) localizada - lesdo ulcerada franca, Gnica, arredondada,
com bordas elevadas e infiltradas e fundo granuloso. (b) disseminada - apresentando mdltiplas lesdes
papulares, algumas com ulceracdo superficial. (c) difusa - lesdes em placa infiltrada, com exulceragao,
tubérculos em face, orelha e membro superior. (d) mucocuténea - edema nasal com areas de ulceragao.
(adaptada de [14]).
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Acredita-se que a lesdo mucosa metastatica ocorra por disseminagdo hema-
togénica ou linfatica. Geralmente surge apos a cura clinica da LC, com inicio insidioso
e pouca sintomatologia. Na maioria dos casos, a forma mucocutanea da doenca resulta
da forma cutdnea de evolucao cronica e curada sem tratamento ou com tratamento ina-
dequado. Pacientes com lesbes cutaneas mdlltiplas e extensas com mais de um ano de
evolucao, localizadas acima da cintura, SA0 0s grupos com maior risco de desenvolver
metastases! para a mucosa [14].

A leishmaniose visceral (LV) € a forma cronica da doenca mais grave, podendo
ser fatal se nao tratada. Os principais sintomas da leishmaniose visceral sao: febres inter-
mitentes com semanas de duracao, fraqueza, perda de apetite, emagrecimento, anemia,
palidez, aumento do bago e do figado, comprometimento da medula 6ssea, problemas res-
piratorios, diarreia, sangramentos na boca e no intestino [16]. A evolucao clinica da LV pode

ser visto na figura (1.4).

bl ]/ /)
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Figura 1.4: Evolucao do quadro clinico da leishmaniose visceral (adaptado de Lindoso [15]).

IMetastase é a formagdo de uma nova leséo tumoral a partir de outra, mas sem continuidade entre elas de
forma que as células neoplasicas se desprendem do tumor primario e caminhando entre as células vao para
um local distante onde formam uma nova colnia neoplasica.
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Além dos sinais clinicos apresentados, a doenca pode ser diagnosticada por
exames laboratoriais, tais como: testes sorologicos (Elisa e reacao de imunofluorescéncia),
e de puncdo da medula 6ssea para detectar a presenca do parasita e de anticorpos. E
fundamental que se faga um diagnostico precoce para evitar complicacoes.

O ciclo de vida do parasito € bem complexo (figura esquematica 1.5), envol-
vendo varias formas de desenvolvimento para se adaptar as diversas condicdes ambientais

encontradas dentro do inseto vetor e do hospedeiro vertebrado, podendo ser roedores,

canideos, marsupiais e humanos.

) Infecgao .
- durante o 5 Fagocitose dos
. repasto ) promastigotas
= j sanguineo ; >
r Promastigotas
Promastigotas migram Promastigotas se

transforma em
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infectando novo

== ‘ macréfago A ;
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Amastigotas sanguineo ' Amastigotas deixando
liberados no intestino células infectadas

Figura 1.5: Representacao do ciclo biol6gico do género Leishmania ( adaptada de [21]).

Durante o repasto sanguineo com hospedeiro contaminado, as fémeas dos
flebotomineos adquirem as formas amastigotas (formas aflageladas) do parasito, que ra-

pidamente se transformam em promastigotas (formas flageladas) no intestino dos vetores.
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Essas formas dividem-se ativamente e, no novo repasto sanguineo, sao injetadas na pele
do hospedeiro. A saliva do inseto auxilia na proliferacdo dos protozoarios, pois apresenta
neuropeptidios vasodilatadores que facilitam a alimentacéo dos vetores e, ao mesmo tempo,
suprime a resposta imune dos hospedeiros [17,18]. No entanto, os parasitos nao conse-
guem penetrar ativamente nas células e ficam dependente da acéo fagocitica da mesma,
principalmente através de interacdes 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, 0s parasitos
se ligam aos macroéfagos, sendo fagocitados, porém, é retardada a acdo do mecanismo

microbicida dos macrofagos, permitindo a adaptacao da Leishmania ao meio [19, 20].

1.2 Prolifera¢ ao da Doenca pelo Mundo

Esta doenca € endémica em 88 paises e de acordo com as estimativas da
Organizacdo Mundial de Salde (OMS) [22], 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao
risco e cerca de 12 milhdes de pessoas no mundo estao infectadas, com 1,5 a 2 milhdes
de novos casos a cada ano. A forma de LV tem uma incidéncia estimada de 500.000 novos
casos e 60.000 mortes a cada ano. Apesar dos 193 paises da Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) terem assinado em 2007 um acordo para tentar controlar e conter os avangos
da leishmaniose, ainda nao se tem uma diminuicao significativa dos casos, principalmente
nos paises mais pobres que € onde se concentra a maioria dos casos.

Mais de 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em seis paises: india, Ban-
gladesh, Suddo, Sudao do Sul, Etibpia e Brasil. Em um grande estudo de fase 4 na India,
com 1.132 pacientes adultos e pediatricos com LV tratados com MT, a taxa final de cura

foi de 82% pela analise de intencdo de tratamento e 95% pela analise por protocolo [4].
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Efeitos adversos deste estudo ocorreram em aproximadamente 3% dos pacientes, e fo-
ram principalmente sintomas gastrointestinais (nauseas e vomitos), elevacao da aspartato
transaminase, alanina transaminase, ou 0s niveis de creatinina sérica (indica danos ao fun-
cionamento de néfrons) [4]. No Brasil, em 2011, foram confirmados 3.894 casos de LV
com 262 o6bitos, sendo a regido norte a mais afetada, correspondendo a mais de 47% dos

casos [23].

1.3 Mecanismo de A¢ ao da MT

Varios mecanismos de acao para MT contra células tumorais e de parasitas
foram relatados e revistos recentemente por Dorlo e colaboradores [10], e tem sido proposto
gue os analogos da MT como o lisofosfolipidio [24—26] e a edelfosina [27-31] posuem uma
afinidade por microdominios de plataforma lipidica “lipid raft” e pode ser absorvido pelas
células de uma forma dependente do raft.

Plataformas lipidicas (rafts) sdo conjuntos de esfingolipidios e colesterol que
seriam associados as proteinas especificas, formando microdominios localizados na mem-
brana com algumas fungdes celulares como, por exemplo, o trafego de lipidios intracelu-
lares e sinalizacao celular [25]. Os rafts tém seu funcionamento sugerido como portas
da membrana, essenciais para entrada celular de alquilfosfolipidios, tais como a edelfosina,
perifosina, erucilfosfocolina e o composto D-21805, em células de linfoma para induzir apop-
tose [24]. Outros relatos propuseram que a capacidade da MT para promover uma morte
celular semelhante a apoptose € critica para a sua atividade leishmanicida [32—-35]. No en-
tanto, sdo apenas propostas sugeridas por estes pesquisadores e que ainda necessitam de
mais estudos para se chegar numa resposta conclusiva do real mecanismo de acao deste

farmaco.
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Neste trabalho sera feita uma investigacao da acdo da MT sobre Leishmania.
Porém, antes de avaliar os efeitos da MT diretamente na membrana dos parasitos, foi re-
alizado um estudo de sua interagcdo com membranas do eritrocito e seus DRMs que sao
de mais facil obtencdo. Além disso, foram estudados os efeitos da MT em concentracdes
sanguineas tipicas do tratamento da leishmaniose sobre a hemdlise e alteracao de fluidez

na membrana do eritrocito.

1.4 Composi¢ ao e Estrutura da Membrana Plasm atica

A membrana plasmatica € composta por lipidios e proteinas de membrana
[36], sendo que os lipidios correspondem a 50% de sua massa. A maioria dos lipidios per-
tence ao grupo dos fosfolipidios que sdo formados pela unido de trés grupos de moléculas
menores: um alcool, geralmente o glicerol, duas moléculas de acidos graxos e um grupo
fosfato, que pode conter ou ndo uma segunda molécula de alcool. A forma esquematica da

estrutura desta molécula esta apresentada na Figura 1.6.

Figura 1.6: Fosfolipidios: possuem uma cabeca polar contendo um grupo fosfato e uma molécula polar
ligada a ele e um ou dois acidos graxos ligados, um dos quais contém uma ligagéo dupla cis.

Membranas de células eucaridticas como os eritrocitos, contém também mais

duas classes de lipidios: esterois e esfingolipidios [37]. Os esfingolipidios que constituem a



1.4 Composi¢ ao e Estrutura da Membrana Plasm atica 31

segunda maior classe dos lipidios sao formados por uma Gnica molécula de acido graxo de
cadeia longa ligada a uma molécula de esfingosina ou um de seus derivados e uma cabeca
polar. Quando o acido graxo esta ligado como uma amida ao grupo N H, da esfingosina o
composto resultante é a ceramida que € o precursor estrutural de todos os esfingolipidios.
Existem trés classes de esfingolipidios dentre elas a esfingomielina que possui como grupo
cabeca a fosfocolina. Embora os niveis precisos destes lipidios variem de acordo com o
tipo de célula, a esfingomielina corresponde entre 10 — 20 mol% dos lipidios da membrana

plasmatica. A Figura 1.7 a seguir mostra a estrutura de um esfingolipidio.

Figura 1.7: Todo esfingolipidio possui uma ceramida com sua base ligada a uma cadeia acila tipicamente
saturada que varia entre 16 — 26 atomos de carbono. O grupo cabeca aqui denotado por R define o nome
do esfingolipidio.

Os esterbis sao baseados em uma estrutura rigida de quatro anéis, sendo
o colesterol a principal forma encontrada nos vertebrados. O colesterol que normalmente
corresponde de 30 — 40 mol% dos lipidios da membrana plasmatica [38] € o lipidio que
mais recebe atencao devido a forte correlacao existente entre seus altos niveis no san-
gue e a incidéncia de doencas do sistema cardiovascular [39]. Sua presenca na célula é
de suma importancia, pois diminui as propriedades de permeabilidade da dupla camada
lipidica tornando a bicamada menos sujeita a deformacdes e, assim, reduz a permeabili-

dade da membrana. A estrutura do colesterol pode ser observada na Figura 1.8.
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Figura 1.8: Colesterol: sua estrutura é constituida por uma regido de 4 anéis de hidrocarbonetos ligados
a um grupo hidroxila em uma ponta e a cauda de hidrocarbonetos na outra, sendo o grupo hidroxila a
Gnica parte hidrofilica da molécula, o que a torna insol(vel no sangue [40].

O colesterol também é considerado um composto essencial para a vida, pois
esta presente nos tecidos de todos os animais, sendo ele um reagente de partida para a

biossintese de varios horménios, do acido biliar e da vitamina D [41].

1.5 Comportamento Lipidico em Meio AqQuoso

A solubilidade dos lipidios em agua & muito baixa assim, as moléculas an-
fifilicas, devido ao efeito hidrofobico, formam agregados com uma estrutura bem definida
em solugdes aquosas. A concentracao a partir da qual esses agregados comecam a ser
formados é conhecida como concentracao micelar critica (CMC). Uma vez atingida a CMC,
todos os lipidios adicionados a solucéo participam na formacdo dos agregados ao invés
de existirem como mondmeros livres em solucado [42]. Os lipidios possuem uma parte
hidrofobica e a outra hidrofilica e quando expostos em agua os grupos da cabeca polar
(extremidade hidrofilica) ficam na interface entre o meio aquoso e o lipidio, e as caudas
hidrofébicas interagem entre si, criando uma regiao interna hidrofobica que exclui a agua.
Essas moléculas dependendo do formato podem formar estruturas tais como as micelas,

bicamandas ou lipossomos.
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As micelas sao estruturas esféricas de lipidios que se agrupam de tal forma
gue suas regides hidrofobicas se agregam no interior, de onde a agua € excluida, expondo
entao os grupos polares na superficie em contato com a agua.

Outro tipo de agregacao de lipidios em agua é a bicamada, onde duas mo-
nocamadas de lipidios formam uma estrutura laminar bidimensional. Este tipo de estrutura
lipidica constitui a base de todas as membranas biol6gicas que geralmente se forma quando
a area ocupada pela cabeca polar no plano da membrana é aproximadamente a mesma dos
acidos graxos que constitui o lipidio. As bicamadas lipidicas constituem estruturas bastante
estaveis, sendo mantidas juntas por interacdes hidrofobicas entre as cadeias de hidrocar-
boneto dos acidos graxos e interagfes idnicas entre 0os grupos carregados da cabeca e
a agua. A medida que esta estrutura laminar se estende, suas extremidades se dobram
espontaneamente isolando o meio aquoso interno do meio externo formando assim, ou-
tro tipo de agregado lipidico denominado vesicula ou lipossomo que pode ter um diametro
médio variando em torno de 20 a 5000 nm [43]. A Figura 1.9 mostra estes trés tipos de

agrupamentos lipidicos.

Micela (b)

Bicamada
lipidica (©)

Figura 1.9: Agregados lipidicos anfipaticos em um meio aquoso. (a) Corte transversal de um lipossomo
(b) Corte transversal da estrutura de uma micela (b) Corte transversal da estrutura de uma bicamada
lipidica. (adaptada de [44])
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Os lipossomas dependendo do formato, tamanho, e algumas caracteristicas
fisico-quimicas, possuem a capacidade de encapsular compostos hidrofilicos no seu interior
aquoso e compostos hidrofébicos nas bicamadas lipidicas, sendo possivel a sua utilizagao

como transportadores de farmacos [45].

1.6 Comportamento da Fase Lipidica

Embora sejam bem estaveis estas estruturas laminares, os fosfolipidios e es-
terbis que a compode exibem algumas liberdades dinamicas. Assim, para obtermos uma
melhor compreenséo das biomembranas, torna-se fundamental conhecermos sua estru-
tura detalhada e os principios termodinamicos que dao a estabilidade da bicamada lipidica.
Quando a bicamada & bém hidratada e possui apenas um tipo de fosfolipidio ela sempre
mostra uma transicao de fase bem definida, de modo que as cadeias lipidicas passam de
um estado ordenado (gel) para um estado fluido (liquido-cristalino).

Do ponto de vista fisico, as bicamadas lipidicas podem ser descritas como
cristais liquidos demonstrando um complexo comportamento de fase dependendo tanto da
temperatura como da concentracédo de lipidio. A fase ordenada & chamada de Ly e a
fase fluida de L., . No entanto, quando se eleva a temperatura da bicamada para alguns
fosfolipidios, existe uma fase de pré-transicdo ou liquido-ordenado Py, onde a bicamada
fica ondulada, entre a fase gel e a fase fluida [46]. A fase ordenada (Ls) surge em baixas
temperaturas por moléculas lipidicas que formam estruturas laminares, sendo que nessa
fase os lipidios se encontram empacotados (muito juntos) e as cadeias hidrocarbonicas se
encontram ordenadas com conformacodes todas trans. A Figura 1.10 mostra as duas fases

bem definidas e o estado de transicao entre elas.
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Figura 1.10: Representacdo da fase ordenada Lg, fase liquido-ordenado Ps: e da fase fluida L,/ [47].

Uma vez que as conformacgdes das cadeias hidrocarbdnicas estao todas trans,
a area transversal das moléculas de fosfolipidios se torna minima, ao passo que a es-
pessura da bicamada se torna maxima, e ambos 0s movimentos internos e externos da
molécula ficam fortemente restringidos. Ja na fase fluida (L./) existe uma maior agitacao
térmica no interior da bicamada de forma que a espessura da bicamada se torna menor do
gue na fase ordenada, sendo geralmente aceito que isto leva ao aparecimento de defeitos
nas estruturas formadas pelas cadeias hidrocarbénicas.

Além dos lipidios, a membrana celular possui uma variedade de proteinas, tais
como as proteinas integrais que sao as principais componentes funcionais da membrana
plasmatica [48], as proteinas periféricas que estdo aderidas nas extremidades das proteinas
integrais ou ancoradas a um lipidio podendo atuar como transportadoras de substancias
para dentro ou para fora da célula, entre elas estdo as glicoproteinas que sao proteinas

ligadas a carboidratos.
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1.7 Proteinas de Membranas

As proteinas sdo macromoléculas organicas, constituidas por um ou mais po-
lipeptidios que por sua vez sao constituidos por aminoacidos sintetizados pelos organismos
vivos através da condensacao de um grande nimero de moléculas alfa-aminoacido, por
meio de ligacbes peptidicas. Os aminoacidos por meio das ligacdes peptidicas formam
estruturas globulares ou fibrosas de alto peso molecular e sdo consideradas as macro-
moléculas mais importantes das células e, para muitos organismos, constituem quase 50%
de suas massas [49]. Do ponto de vista quimico as proteinas sao as estruturas de maior
complexidade apresentando um grau de funcionalidade fantastico. No corpo humano, por
exemplo, sao produzidas cerca de 100.000 proteinas, com cada uma delas podendo possuir
cerca de centenas de aminoacidos como é o caso da hemoglobina.

Todos os 20 tipos de aminoacidos existentes sdo dotados de um grupo amino,
um carbono-«, um grupo carboxila e uma cadeia lateral, sendo esta a Unica diferenca entre
os aminoacidos. Os aminoacidos podem fazer ligacdes peptidicas entre si com diferen-
tes combinacdes capazes de formar uma infinidade de proteinas, possuindo quatro niveis

estruturais chamados: estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.

1.8 Intera¢ ao Proteina-Detergente

Os detergentes (surfactantes) sdao compostos organicos de caracteristicas an-
fifilicas, isto €, possui um grupo apolar de natureza alifatica (hidrofébica), e um grupo polar
(hidrofilica) na mesma molécula. Além dos detergentes, os sabdes e 0s proprios fosfo-
lipidios que formam a estrutura basica das membranas biol6gicas sdao moléculas anfifilicas.

A parte hidrofébica denominada de “cauda” & pouco solavel em agua, mas € soltvel em mui-
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tos solventes apolares. Por outro lado os grupos hidrofilicos denominados de “cabeca” po-
dem ser carregados, tais como os grupos fosfato, amino, sulfato, carboxil, ou neutros como
0s grupos hidroxila, carbonila e éster. Os detergentes quando diluidos em solugdo aquosa
em baixas concentracdes, agem como eletrdlitos normais, mas em altas concentracdes
eles formam micelas com um grande nimero de moléculas como mostrado na Figura 1.9.
A forma e tamanho dos agregados dependem da natureza do grupo polar “cabeca”, da na-
tureza e comprimento do grupo apolar “cauda”, da concentracao, temperatura e do proprio
método de preparagao.

Dentre as aplicacdes dos surfactantes podemos citar o uso do detergente
dodecil sulfato de sodio (SDS) na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). No
entanto, os surfactantes se destacam também na solubilizacdo de membranas, sistemas
de entregas de drogas e aplicagcbes em medicina [50]. Os compostos anfifilicos podem
ser classificados segundo a carga do grupo hidrofilico e o tamanho ou natureza do grupo
hidrofobico, sendo que em relagdo as cargas eles podem ser anibnicos, catidnicos, zwi-
teridnicos ou neutros.

Os detergentes quando interagem com proteinas em concentragdes acima
da CMC atuam como desnaturantes desenovelando-as e descaracterizando suas estru-
turas terciarias [51]. No entanto, em baixas concentracdes podem se ligar as proteinas
mantendo sua estrutura terciaria intacta ou podem causar dissociacao e/ou desnaturacao.
Os surfactantes anionicos ao induzirem a desnaturagcao de proteinas, expdéem os sitios hi-
drofobicos localizados no interior destas, sendo que, quanto maior for a concentracao do
surfactante mais sitios sao expostos e acredita-se que isso possa causar os desdobramen-
tos das proteinas. A interacdo entre surfactante e proteina tem sido representada por 3

modelos mostrados na Figura 1.11.
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Figura 1.11: Representagdo esquematica da interagao entre proteina e surfactante: (a) modelo “colar de
pérolas”; (b) elipsobide prolato; (c) e (d) vista lateral e frontal, respectivamente, do modelo “hélice flexivel”
(adaptada de [51]).

O modelo “colar de pérolas” é caracterizado por estruturas micelares ligadas
a cadeia polipeptidica da proteina, ja no modelo elipsoide prolato, as moléculas de sur-
factantes se agregam formando uma estrutura elipsoidal com o semieixo menor de 18 A
e a cadeia polipeptidica enrolada em torno do agregado. O modelo “hélice flexivel”, des-
creve teoricamente o complexo micelar como um agregado de surfactantes formando um

cilindrico flexivel envolvido pela cadeia polipeptidica em forma helicoidal [51].

1.9 Propriedades Estruturais da Membrana Plasm  atica

Desde os trabalhos pioneiros de Gorter e Grendel [52] e Danielli e Davson
[53] sobre as bicamadas lipidicas das membranas biolégicas, por varios anos foi aceito
este modelo de proteinas incorporadas e livremente difundindas numa bicamada fluida de

lipidios. Assim, a bicamada foi considerada como uma barreira uniforme e semipermeavel
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gue serviu como uma matriz passiva para proteinas de membrana. Porém, muitas dlvidas
sobre o modelo de mosaico fluido surgiram ao longo dos anos a respeito de diversas classes
de lipidios encontradas em membranas biologicas. A Figura 1.12 mostra as caracteristicas

de uma membrana plasmatica de acordo com o modelo mosaico fluido.

Cadeias de
Oligossacaridios
de Glicoproteina

Glicolipidio__

® Exterior

Proteina Periférica

Bicamada
Lipidica

Colesterol

Interior .
Proteina Integral

Proteina Periférica

Figura 1.12: Representacdo esquematica do modelo de membrana (mosaico fluido), formada por lipidios,
colesterol e proteinas, separando o meio interno do meio externo da célula.

Os experimentos tém mostrado que ao longo da via de secrecéao celular, ha
baixas concentracdes de colesterol e esfingolipidos no reticulo endoplasmatico, mas as
concentracGes destes lipidios aumentam a partir da face cis-Golgi? para a trans-Golgi® e,
em seguida, para a membrana plasmatica [54-56]. Uma possivel razdo importante para
as concentracoes relativamente grandes de esfingomielina e colesterol no trans-Golgi e na
membrana plasmatica sao as formacgdes laterais de microdominios transientes denomina-
dos “rafts” [57].

Nos ultimos anos vem crescendo muito o interesse dos pesquisadores nestes

modelos de rafts, pois suas caracteristicas como a capacidade de sequestrar os lipidios

2Face cis: € um das quatro regides funcionais do complexo de Golgi com formato convexo, recebendo
vesiculas transportadoras provenientes de outras organelas intracelulares.
3Face trans: é a face céncava, que libera vesiculas para a membrana plasmatica.
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e proteinas especificas e excluir outros, tem relacado direta com um grande nimero de
processos celulares normais, tais como a transducao de sinal [58,59], a fusao da membrana
[60], a organizacdo do citoesqueleto [61], transicdes proteicas, eventos patologicos tais
como a invasao celular do virus da gripe, do Ebola, da imunodeficiéncia humana-HIV [62] e
a formacéao das placas associadas com a doenca de Alzheimer [63].

O raft constitui uma regido de microdominio dinamico na fase Lz, com uma
capacidade de se deslocar livremente sobre a fase L., da membrana celular. Assim, estas
plataformas lipidicas estao relacionadas com a imiscibilidade entre as fases Lg e L. O fa-
tor causador desta imiscibilidade ainda é incerto, no entanto, a formacao desses dominios
tem como objectivo a minimizacdo da energia livre do sistema [64]. Um modelo aproxi-
mado deste tipo de microdominios pode ser observado ap06s a solubilizagdo das membra-
nas de eritroécitos com um detergente nao i6nico numa temperatura de 4°C. Neste traba-
lho foi usado o triton-X100 (TX-100) na membrana isolada do eritrocito (ghost), que resultou
numa fracao insolUvel ao detergente e rica em colesterol e esfingolipidios denominada DRM

(membrana resistente ao detergente) [65].

1.10 Composi¢ ao Lipidica dos Rafts

Os lipidios que fazem parte deste dominio de plataforma lipidica em mem-
branas sao os fosfolipidios, esfingolipidios e o colesterol. Modelos deste tipo de plataforma
podem ser preparados a partir de concentracoes variadas de PO PC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina), DPPC' (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina), SM (esfingomielina)
e Chol (Colesterol). Uma vez que o colesterol (Figura 1.8) apresenta grandes quantida-
des de ligagdes duplas em seus anéis, isso torna possivel um melhor empacotamento com

alguns lipidios saturados da bicamada, aumentando entdo a capacidade de formacao de
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dominios mais ordenados.

Algumas células eucariotas utilizam-se desta capacidade de empacotamento
de certos lipidios para sintetizar peptideos antimicrobianos, de modo a se defenderem con-
tra (hospedes indesejados) [62]. A Figura 1.13 apresenta de forma esquematica a estrutura

dos lipidios DPPC, POPC e SM.

DPPC POPC SM

Figura 1.13: Representacdo esquematica dos lipidios formadores de membranas modelo de rafts.

Em misturas binarias contendo esfingomielina e outros fosfolipidios, o coles-
terol possui um papel fundamental, pois ele anula preferencialmente a transicao de fase da
esfingomielina, indicando uma possivel interacao preferencial com estas moléculas. Assim,
o modo de acao destes antimicrobianos se baseia na associagcdo com esterois, causando

alteracdes especificas na sua estrutura, sendo o colesterol promovedor da formacao destes
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dominios mais ordenados.

Sabe-se que estes peptideos antimicrobianos possuem maior dificuldade em
se intercalarem nestas membranas preferindo interagir com o esterol majoritario das células
invasoras que normalmente € o ergosterol. Sendo que esta associacao peptideo-esterol &
ainda mais dificultada em dominios de colesterol-esfingomielina [66]. A Figura 1.14 mos-
tra esquematicamente a formacao deste dominio de esterol-esfingolipidio que pode ser

insollvel em detergentes.

Raft Lipl’dico

W Fosfolipidio % Esfingolipidio %Colesterol

Figura 1.14: Representacao esquematica da estrutura de rafts lipidicos (Adaptada de [67]).

Diversas técnicas tém sido empregadas nos estudos relacionados a dinamica
destes dominios lipidicos, dentre elas podemos destacar a espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica (RPE) de varios marcadores de spin derivados de acidos graxos,
a qual foi recentemente usada para demonstrar que a MT ndo causa alteracao em vesiculas
de DPPC em concentracdes de até 25 mol%, quando preparadas por um rigoroso processo
de extruséao [68].

No entanto, outros estudos mostraram que a MT provoca aumento drastico na
fluidez das membranas lipidicas intercelulares de estrato corneo, a camada mais externa

da pele, quando medido diretamente no tecido, mas apenas uma pequena diminuicao de
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fluidez foi observada em vesiculas preparadas com lipidios comerciais, visando representar
as trés classes principais de lipidios do estrato corneo (ceramida de cérebro bovino, acido
beénico e colesterol na razao molar de 2:1:1) [68].

Neste trabalho foram investigados os efeitos da MT em membranas de Leish-
mania fazendo o uso da técnica de RPE, a fim de buscar uma interpretacdo conclusiva
ao seu mecanismo de acdo leishmanicida. No entanto, como a incorporagcao da MT e
dos marcadores de spin has membranas dos parasitos apresentaram algumas dificulda-
des técnicas no inicio, buscamos realizar testes preliminares para implementar a técnica de
incorporacao. A espectroscopia de RPE foi utilizada para verificar a interacdo da MT com
membranas modelo e com os componentes lipidicos e proteicos da membrana de eritrocito
humano que é de facil preparagao além de ser um sistema muito estudado.

Para examinar a relevancia fisiologica dos resultados verificados por RPE,
nos realizamos experimentos incorporando a MT e os marcadores de spin diretamente no
sangue total, afim de comparar com as concentracdes de MT presente no plasma durante
o tratamento da leishmaniose visceral [69, 70] e leishmaniose cutanea [71], pois tem sido
reportada como sendo de 31-52 ug/mL. Também foram realizados ensaios de citotoxidade
da MT em Leishmania em varias condic6es experimentais para melhor comparar com 0s

dados de RPE.



Capitulo 2

Introdu¢c ao a Técnica de RPE e
Aplicac 6es em Sistemas Biol 0gicos

2.1 Breve Hist oOrico

O primeiro experimento de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) foi
realizado ha mais de 60 anos, em Kazan (Tartaristdo), onde os fisicos utilizaram amostras
de CuCly.2H,0, um sinal de radiofrequéncia de 133 MHz e um campo magnético variavel
operando na faixa de poucos militesla fornecido por um solendide. Décadas se passaram
desde o primeiro experimento e a técnica tem progredido muito, e hoje pode ser empre-
gada em varios ramos da ciéncia, tais como: fisica, quimica, biologia, ciéncias da terra,
ciéncias de materiais etc. A RPE & uma técnica que se basea na absorcao de radiacao
eletromagnética, que geralmente se encontra na regidao de frequéncia de microondas, por
uma amostra paramagnética® colocada na presenca de um campo magnético. A absorcdo
ocorre apenas para frequéncias definidas e combinacdes de campos magnéticos, depen-
dendo das caracteristicas da amostra, 0 que significa que a absorcdo é ressonante. Os

espectrometros de RPE modernos possuem uma sensibilidade de resolucdo muito boa e

10 paramagnetismo consiste na tendéncia que os dipolos magnéticos atdmicos tém de se alinharem para-
lelamente com um campo magnético externo.

44
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por isso podem ser utilizados com variagcao de temperatura em amostras soélidas, solucdes

aquosas, pos e etc.

2.2 O Espectr dmetro e a T écnica de RPE

Embora ao longo dos anos varios projetos de espectdmetros vém sendo de-
senvolvidos, a maioria dos instrumentos de RPE utilizados em laboratorio se baseia no

diagrama de blocos simplificado como mostra a Figura 2.1.

Deslocador
Interruptor de fase
Acoplador JJ‘, _— .
direcional & Terminacio
em carga
— 4 40P
W= [= (=8
‘ J LV \=2 I/ ’
Alta  Klystron ~ Atenuador 11 Circulador  Diodo
tensio X detector
Iris | Bobina de

Amostra modulacio

E— Eletroima
Cavidade

Figura 2.1: Diagrama de bloco simplificado de um espectrometro de RPE de banda-X . Todos os compo-
nentes 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 [72].

Como outras formas de espectroscopia, a RPE se baseia numa fonte de

radiacdo, uma unidade de absorcdo onde coloca-se a amostra e um detector. Uma forma
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de se obter o espectro de absorcao seria fazer uma varredura na frequéncia de radiacao
gue incide sobre a amostra e medir a quantidade de radiacao que fica retida na amostra
com a utilizacado de um detector. No entanto, & mais pratico do ponto de vista experimental,
fixar a frequéncia e realizar uma varredura no campo magnético externo.

Neste sistema as microondas plano-polarizadas sao produzidas no klystron, e
sao transferidas através de uma guia de onda retangular e oca para o atenuador, que ajusta
o nivel de poténcia. Em seguida sao encaminhadas para o circulador que funciona como
um direcionador de “trafego,” orientando as microondas para a cavidade, onde se coloca
a amostra. Antes que a microonda chegue a cavidade, ela encontra um dispositivo deno-
minado iris, que ajusta a quantidade de radiacao refletida para fora da cavidade. Assim,
a radiacao refletida da cavidade retorna ao circulador para ser encaminhado ao diodo de
deteccédo e qualquer microonda refletida do diodo é totalmente absorvida e convertida em
calor.

Uma pequena quantidade da radiacado produzida pelo Klystron é desviada an-
tes do atenuador por uma guia de onda de referéncia que direciona a radiacao diretamente
para o diodo detector a fim de produzir uma corrente de trabalho constante. Esta guia
apresenta uma porta que pode ser fechada, juntamente com um dispositivo para inverter a
fase da microonda. Como o diodo produz uma corrente proporcional a poténcia de micro-
onda refletida da cavidade, a microonda absorvida pela amostra é detectada observando
um decréscimo da corrente no microamperimetro [72].

O eletroima que esta conectado a uma fonte de alimentacéo regulada e um
sistema de refrigeracao a agua, também & uma parte muito importante, pois produz um in-
tenso campo magnético estatico essencial para o funcionamento do equipamento de RPE.
Como foi observado na Figura 2.1, entre as bobinas do eletroima existe um espaco onde fica
a cavidade. Ela possui uma adaptacao para ligar um sistema de resfriamento de nitrogénio
liquido capaz de alterar a temperatura da amostra a fim de realizar medidas com variagcédo

térmica. Para que se tenha uma melhor absorcao do sinal de RPE, a cavidade foi projetada
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para que a radiagcao de microonda que chega tenha um valor maximo de campo magnético
e minimo de campo elétrico na regiao onde a amostra € inserida. O campo magnético da
microonda também precisa ser perpendicular ao campo estatico do eletroima, para promo-
ver a transicao dos spins.

A técnica de RPE permite ao pesquisador detectar e caracterizar moléculas
com elétrons desemparelhados, sem causar alteracdes nas moléculas. Por isso, radicais
livres e compostos biologicos contendo elementos de transicdo se tornaram os tipos de
moléculas com elétrons desemparelhados mais investigados por RPE em pesquisas na
area biolégica. Os elétrons possuem uma caracteristica intrinseca chamada de momento
angular de spin cuja magnitude e direcdo no espaco sao controladas pelas leis da mecéanica
guantica. O vetor momento angular de spin sera indicado por S e as componentes ao longo
dos eixos z,y e z do espaco cartesiano por S,, S, e S, respectivamente. Os momentos
angulares das particulas quanticas sao da ordem de h (constante de Planck i dividido
por 27). Momentos magnéticos sao geralmente representados em unidades de # e, nesta

unidade de magnitude, o modulo de S é

S| = /S(S + 1). (2.1)

De acordo com a mecanica quantica, quando o espago cartesiano z,y € z
€ escolhido, apenas uma componente do operador momento angular de spin do elétron
(geralmente assumida como a componente z) possuem autovalores definidos quando atua

nas autofuncdes |«) e |3), respectivamente, como mostram as equacgdes (2.2) e (2.3).

S.|la) = 1/2h|a) (2.2)

S:18) = —1/2h|5) (2.3)
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Desta forma, na presenca de um campo magnético externo aplicado na direcao
z, 0 momento angular de spin ndo consegue se alinhar ao campo e 0 momento magnético
experimenta a acao de um torque, o qual o induz a efetuar um movimento de precessao em
torno do campo externo com uma frequéncia angular w bem definida. Este movimento de
rotacao, analogo ao movimento de precessao de um pido na presenca do campo gravitaci-
onal da Terra, € denominado precessao de Larmor. A Figura 2.2 mostra 0 vetor momento

angular de spin eletronico, cujo moédulo é S = /3/4h.

.................
------
- -
aaaa

Figura 2.2: A componente S, do momento angular de spin assume valor definido e igual a —1/2 4 (no
sentido negativo de z) e caso contrario 1/2 # (no sentido positivo de z). A componente do momento
angular de spin no plano perpendicular ao z ndo esta definido, pois pode apontar em qualquer dire¢cdo no
plano xy.

2.3 Deteccao do sinal de RPE sensivel a fase

Da mesma forma que se detecta a radiacao absorvida pela amostra, também

sao detectados ruidos em todas as frequéncias, levando a uma baixa relacéo sinal-ruido. A
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solucéo para este problema € a introdugcdo de um campo magnético modulado de pequena
amplitude. A aplicacdo deste campo magnético oscilante gerado por duas pequenas bobi-
nas de Helmholtz construidas nas paredes da cavidade (em geral com frequéncia de 100
kHz) faz parte de uma técnica conhecida como deteccao sensivel a fase.

A modulacdo do campo magnético e deteccdo sensivel a fase permitem a
amplificacdo do sinal de RPE, de certa forma somente filtrando o sinal modulado, ja que
ruidos ndo podem ser modulados. Uma ilustracdo desta técnica pode ser observada na
Figura 2.3, que mostra a aplicacao de um campo de modulacao de 100 kHz e com uma
pequena amplitude que modula o campo magnético estatico B entre os limites B, e B,

provocando no detector uma variagdo da corrente entre 0s extremos i, € i,.

sinal de 100 kHz Curva da Primeira
W\ Derivada

Curvade ! ‘

Absorgao
Saida do detector
100 kHz
Absor¢io /N . iy
RPE

corrente

Det”ector de

v

Campo de modulac¢io
100 kHz

Figura 2.3: Efeito de um campo de modulacdo de pequena amplitude e frequéncia de 100 kHz na saida
do detector de corrente. O campo magnético estatico B € modulado entre os limites B, e By, que gera

uma variacao na corrente do detector entre os limites i, e i,. O diagrama mostra o sinal de 100 kHz
registrado e retificado em funcéo de B [73].
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Se a variacao (i, — i) for pequena, sera proporcional a curva de absorgao,
gue deve exibir um sinal aproximado da primeira derivada desta curva. Devido ao fato do
cristal de detecgao também produzir um ruido que € inversamente proporcional a frequéncia
do sinal detectado, os equipamentos geralmente utilizam uma frequéncia mais alta (100
kHz) para o campo de modulacéo [73,74]. O amplificador “Lock-in", ou detector sensivel a
fase, produz um sinal DC proporcional a amplitude do sinal de RPE modulado. Assim, ele
compara o sinal modulado com o sinal de referéncia e somente amplifica a onda que estiver
na mesma fase e frequéncia do sinal de referéncia.

O valor do campo de modulacao deve ser de algumas vezes menor que as
larguras das linhas de ressonancias dos espectros medidos, pois se o valor for superior,
ou até mesmo comparavel a largura de linha, o sinal ficara “sobremodulado”, ou deformado

pela modulagao, aumentando assim a largura de linha.

2.4 Spin do El étron em um Campo Magn ético (Efeito Zee-
man)

O operador momento magnético, j.., € 0 momento angular de spin do elétron
estao associados, de modo que p. € proporcional a S. Isto significa que seus vetores sao
paralelos conforme foi mostrado na Figura 2.2. Eles tém direcdes opostas, pois a constante

de proporcionalidade é negativa.

He = g%& (24)

onde g € um nimero chamado fator de Landé ou simplesmente fator g e 7, =
70—, sendo -, a constante giromagnética, ¢ a carga e m. a massa de repouso do elétron,

respectivamente. A energia do spin do elétron é dado pelo produto escalar entre 1. € B, e
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seu valor dependera da orientacao de 1, em relacao a B.

E=¢vS-B (2.5)

O produto escalar se reduz a um Unico termo, se a direcdo de B coincidir
com um dos eixos para o qual B e S estao representados. Sendo a escolha do referéncial
arbitraria, pode-se escolher o eixo z ao longo da direcdo de B. Assim, considerando que o
campo magnético tenha intensidade B, e levando em conta que a componente > do spin
atuando no estado « é 1/2h|a) e no estado 5 é —1/2h|), entédo a energia do spin do elétron

pode assumir apenas dois valores conforme mostra a equag¢éo abaixo.

E = +(1/2)g|8|Bo (2.6)

onde j, = ;’i coresponde ao magneton de Bohr e o sinal positivo refere-se ao

Me

estado « e 0 negativo para o estado £.

A divisao do nivel de energia do spin do elétron em dois niveis, na presenca de
um campo magnético € chamada de efeito Zeeman, e a interacdo do momento magnético
de um elétron com um campo magnético externo aplicado € chamado de interacao eletrénica
Zeeman. O spin do elétron no estado 3, que é o estado de menor energia, pode absorver
um quantum de energia de radiacao eletromagnética e passar para o estado «, desde que
o quantum de energia hr coincida com a diferenca de energia entre os estados « e /3, ou

seja,

hv = AE. (2.7)

Esta diferenca de energia hr pode ser observada na Figura 2.4, onde v € a
frequéncia da radiacdo emitida ou absorvida pelo spin eletronico durante a transicdo de um

estado para outro.
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Figura 2.4: O spin do elétron: para campo zero (By = 0) o spin dos estados o e 3 representados por
setas para cima e para baixo tém a mesma energia zero. Na presenca de um campo magnético estatico
(By # 0) o spin do estado 5 tem menor e o maior energia. A separacdo de energia & proporcional a
intensidade do campo magnético. Os niveis de energia sao linearmente dependente do fator g eletrnico.

A equacado (2.7) é a equacao fundamental da RPE; como a magnitude do
campo magnético normalmente utilizado em varios equipamentos de RPE é de 3.5 T, entdo
para g = 2,0023 a frequéncia v da radiacdo absorvida ou emitida &€ de 9,5GHz. Esta
frequéncia cai na regido de radiacdo de microondas da banda-X (8 — 12 GHz). Existem
outras regides de altas frequéncias de microondas usadas em espectréometros de RPE co-
merciais, tais como a banda-L (1 — 2 GHz), banda-S (2 — 4 GHz), banda-Q (30 — 50 GHz) e
a banda-W (75 — 110 GHz).

Para um sistema de spin absorver uma energia irradiada, 0 campo magnético
oscilante B, associado a radiacao eletromagnética deve ser polarizado perpendicularmente
ao campo estatico B, e o spin do elétron deve estar no estado 3. Assim, ap0s a absor¢ao
dependendo da energia do foton o spin do elétron salta para o estado «. No estado « nao
€ permitido absorcao de radiacao, pois ja € o estado de maior energia, porém na presenca
de um campo magnético oscilante de frequéncia adequada pode ocorrer uma transicao
induzida do estado « para o estado 3, com perda de energia e a emissao de um foton huv.
Contudo é importante ressaltar que, para o campo oscilante B; transferir energia para o

sistema € necessario que sua frequéncia seja a mesma do momento magnético de spin em
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torno do eixo 2. Assim, o0 sistema de spins é capaz de entrar em ressonancia com o campo

oscilante e trocar energia.

2.5 Descric ao Semi-Cl assica da Resson ancia Magn ética

Devido as restrincbes quanticas, 0 momento angular de spin nao se orienta
paralelamente ao campo magnético externo By, como foi visto na Figura 2.2. Por esse
motivo 0 momento magnético p, também nao fica alinhado com o campo e assim, sofre a
acao de um torque que pode ser escrito por T = 1. x By. Sendo T’ = % e [, = g%g, temos
a seguinte equacao:

dyie
dt

= nge/Ie X gO- (28)

Invertendo a ordem do rotacional na equacéao (2.8) e fazendo wj, = —g%éo,

onde w;, corresponde a frequéncia de precessao de Larmor, temos:

=Wy, X [l (2.9)

Sabendo que 5. = —.h e que w;, = 27, podemos escrever

hvi, = gB.Bo, (2.10)

sendo que para condicao de ressonancia a frequéncia do campo oscilante B;
deve serigual a v;..
Agora a equacéao diferencial (2.9) pode ser obtida representando cada vetor

em um sistema cartesiano de base ¢, j, k. Sendo assim podemos escrever a seguinte matriz:
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A ~ ~

) ] k . X
0 0 wp|=Wrlez] — Wrlhey? (2.11)
Hex: ey Hez

Desta forma, ao compararmos a equacao (2.9) com a solugao da matriz (2.11)

obtemos as seguintes equacoes diferenciais:

ey
dt = —Wr ey, (212)
die
gty = Wr ez, (213)
dte:
=0. 2.14
7 = (2.14)

Assim as solucdes das equacdes diferenciais (2.12), (2.13) e (2.14) sao triviais

de forma que podemos escrever

flew = COSWLL, (2.15)
ey = SID WL, (2.16)
flez = const. (2.17)

Portanto este modelo semi-classico é consistente com o modelo quantico co-

mentado inicialmente.

2.6 Distribuic ao da Populac ao dos Niveis de Energia

Os spins dos elétrons de um ensemble sao estatisticamente distribuidos nos
estados « e 3, sendo esses estados equivalentes na auséncia de um campo magnético, ou
seja, para By = 0 metade dos spins esta no estado « e a outra metade no estado 5. Nessas
condi¢des, a componente z do momento angular total & zero, como também séo as compo-

nentes ao longo de qualquer outra direcdo. Na verdade, todas as dire¢6es no espago sao
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equivalentes. A situacdo muda na presenca de um campo magnético B, se ao ensemble de
spin é permitido interagir com seu ambiente (rede). Como foi dito anteriormente, se B, # 0,
os estados « e 8 ndo tém a mesma energia. Assim, em equilibrio térmico com a rede,
0s spins se distribuem entre os dois estados de tal forma que exista um pequeno excesso
no nivel de energia mais baixo (estado (). A relacao entre o nimero (/N) de spins a e 0
namero de spins S depende da temperatura e sua expressao é dada pela lei de distribuicao

de Boltzmann:

Nao/Ng = exp(—g|Be|Bo/ksT), (2.18)

onde kg € a constante de Boltzmann e T' a temperatura absoluta da rede. Na
temperatura ambiente (300 K) e para os campos magnéticos da ordem de 0, 3 T, referente
ao espectrometro da banda-X, tem-se g|3.|By < kT, assim a exponencial pode ser ex-
pandida em série, de forma que retendo apenas o termo linear a equacao (2.18) torna-se

aproximadamente

Na/Ns =1 — glBel Bo/k5T. (2.19)

Portanto, de acordo com a equacao (2.19), na temperatura ambiente e com
campo magnético aplicado na faixa da banda-X ocorre um excesso de spins 3 sobre 0s
spins « de aproximadamente 1/1000. Este excesso de pequeno porte é suficiente para a
absorcdo de microondas superar a emissao, tornando possivel a observacdao de um sinal
de absorcao de RPE.

De fato, um campo de microondas induz transicoes de / para «, € um re-
verso de « para 5, em um niamero proporcional ao nUmero de spins no estado inicial. No
entanto, se o sistema de spins nao for associado a rede ou fracamente acoplado a ela, o
campo de microondas atuando continuamente sobre o sistema de spins igualaria o nivel

das populacdes e depois de um curto periodo de tempo a absorcao do sinal de RPE desa-
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pareceria. Por outro lado, interagdes dos spins com a rede restauram o equilibrio térmico,
gue € o excesso de spins no nivel de baixa energia, permitindo a observacao continua do
sinal de absorcdo de RPE. Estes processos de restauracdo sao denominados processos
de relaxacao, sendo responsaveis pela manutencao das populacdes de spin na condi¢ao

de equilibrio.

2.7 Pocessos de Relaxa¢c ao Spin-Rede e Spin-Spin

O processo de relaxacao é dividido em dois na espectroscopia de RPE: relaxa-
cao spin-rede, ou longitudinal e relaxacao spin-spin, ou transversal [75]. No caso do spin
eletrdnico, quando o sistema libera energia para atomos ou moléculas vizinhas, passando
do estado de maior energia o para o estado de menor energia 3, sendo esta energia dissi-
pada na forma de calor, entdo dizemos que ocorreu a relaxacao spin-rede.

A relaxagao spin-rede é caracterizada por um decaimento exponencial de pri-
meira ordem relacionado com um tempo de relaxagao 77, sendo este o tempo de vida médio
dos elétrons no estado de maior energia. No entanto, esta relaxacao depende de quao for-
temente o sitema de spin esta “acoplado” a rede, sendo que geralmente os valores de T
sao pequenos. Numa rede onde a mobilidade das moléculas esta na faixa da frequéncia de
Larmor, o processo de relaxacao spin-rede fica mais eficiente e o T € curto. Caso T, fique
muito curto, as linhas podem se tornar tao largas que a transicao de RPE nao é observada.
No entanto, se ocorrer o contrario (7; muito longo), ha uma grande probabilidade de ocorrer
o fenbmeno de saturacao, ou seja, as transicdes do estado 5 para o estado « acontecerem
e 0 sistema nao ter tempo de relaxar. Pode-se observar o efeito de alargamento da linha
de ressonancia provocada pela relaxa¢ao através do principio de incerteza de Heisenberg

considerando que um determinado estado de energia apresenta um tempo de vida 7.
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AE -7 h, (2.20)

substituindo AFE por h - Av na equacao (2.20) podemos escrever

1
Av - (2.21)

T

onde Av e AE séao as incertezas nos valores de frequéncia e energia desse

estado, respectivamente. Utilizando entdo a equacéao (2.10), podemos escrever

h-Av = gB.AB. (2.22)

Assim substituindo (2.21) em (2.22) temos que

ap= L (2.23)
9B T

Por meio da equacao (2.23) é facil ver que quanto menor o tempo de vida T; do
estado excitado tanto maior sera a largura de linha, isto €, tempos de relaxag¢ao curtos levam
as linhas de ressonancias largas [76]. Varios outros efeitos tendem a diminuir os tempos de
relaxacao e, portanto, alargam as linhas de RPE. Dentre os efeitos mais importantes esta
a interacdo magnética dipolar que ocorre entre dois momentos magnéticos que, em geral,
podem ser divididos em estatico e dinamico. As interacdes estaticas resultam em linhas
de RPE muito largas, obrigando, na maioria das vezes, a realizacao de uma diluicao das
amostras solidas. Um dos efeitos desta interagdo dipolar dinamica sao as mudancgas 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,
portanto, ndo consegue provocar uma reducao na saturacao, mas contribui para o alar-
gamento de linha, devido a reducdo do tempo de vida do spin no estado excitado. Esta

relaxacao esta relacionada com as orientacdes relativas dos spins, cuja distribuicao aleatoria
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de suas direcbes muda exponencialmente no tempo, com uma constante de tempo 7, co-
nhecida como tempo de relaxacdo spin-spin ou transversal. O tempo 75 esta associado

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

1

Ay > ——,
7TT2

I

(2.24)

pois quanto menor for tempo o de relaxacao spin-spin, maior sera a largura de
linha de ressonancia. Este processo depende da intensidade e da distribuicdo dos campos
locais em torno dos centros paramagnéticos, ja que a largura de linha depende da coeréncia
entre 0s movimentos de precessao dos spins em torno do campo magnético e a frequéncia
de precessao é alterada conforme a intensidade do campo local.

Assim a largura de linha intrinseca é determinada por 75, que € menor que T;.
No caso de radicais livres em solucéo (que € o mais comum em RPE) a forma da linha é
Lorentziana e para os so6lidos a forma de linha é geralmente Gaussiana, que é caracteristica

de uma distribuicao aleatéria de linhas superpostas [76].

2.8 Spin Nuclear e Intera¢ ao Hiperfina

Como os elétrons, os nlcleos sao caracterizados por um momento angular
de spin, geralmente indicado por I, e pelo correspondente momento magnético associado,

dado por uma relacdo analoga a equacéo (2.4)

Un = gnpPnl. (2.25)

A presenca deste dipolo magnético nuclear causa uma variacdo no campo
local, pois dependendo de sua orientacdo ele € somado ou subtraido ao campo magnético

externo aplicado. Assim, o spin do eletron desemparelhado sofrera interacdes com o spin
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magnético nuclear do radical que o contém, dando origem ao que chamamos de interagao

hiperfina que é responsavel pelo desdobramento das linhas de ressonancia nos espectros

1
19

de RPE [77]. Dependendo do nimero quantico I (O, 3, 1, % 2, ...), 0 ncleo podera ter (21
+ 1) diferentes orientagdes no espaco e por consequéncia diferentes valores de campos
locais. Portanto, havera (27 + 1) linhas hiperfinas de intensidades iguais [78].

Na interacao hiperfina existem duas contribuicoes. Uma aparece quando um
elétron do orbital p, d, f,... esta proximo do nlcleo de modo que seus respectivos momentos
magnéticos de spins (u.) € (uy) estejam separados por uma distancia . Neste caso, 0
campo local produzido pelo nicleo se parece com o de um dipolo magnético puntiforme.
Porém, esta interagcao classica depende também do angulo formado entre a linha que liga

os dipolos e o campo magnético aplicado B, conforme mostra a Figura 2.5.

Figura 2.5: Interagdo dipolo-dipolo entre o nidcleo e o elétron: a figura representa a interagao entre o
momento magnético p. do elétron no estado quantico mg = f% e 0 momento magnético uy do nlcleo
indicado pelo estado quantico I = % O angulo ¢ é formado entre o vetor 7, que liga os dipolos, e 0 campo
aplicado Bj.
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Devido as caracteristicas das interaces entre os dipolos, ela é classificada
como uma interacao anisotropica, pois depende da orientacdo do campo local. A Hamilto-
niana que descreve esta interacao entre os dipolos é dada por

S1 3(8.7)(1F)

[:Idip = —geBegnbBn [7 T] ) (2.26)

onde gy e By correspondem ao fator g nuclear e o magneton de Bohr nuclear,
respectivamente, S e I sdo os operadores de spin eletrdnico e nuclear, respectivamente, e
7 € a distancia entre o elétron e o nucleo [79].

Expandindo o vetor ¥ em termos das coordenadas cartesianas, reescrevemos

a equacao (2.26) na forma tensorial da seguinte forma:

(=) ()

) ) (5%)
Hap = g.5ugxB5. | (B) (25 (9 | ], (2.27)

ey ydey ek

onde cada elemento da matriz representa uma média da funcdo de onda
do elétron desemparelhado. Para simplificar a equagao (2.27), podemos escrever ﬁdip =

S?I onde ? € um tensor de segunda ordem dado por

(=) (3

r5

)
T =gpanby | () (22 (d) | (2.28)

rd
CoINC O

A segunda contribuicdo para a interacao hiperfina ocorre quando o elétron
desemparelhado se encontra no orbital s. Uma vez que este orbital apresenta simetria
esférica em torno do nicleo, a interacdo entre os dipolos tem média nula. No entanto,
existe uma probabilidade do elétron deste orbital ser encontrado na posi¢cao do nlcleo,

por isto ndo é correto dar tratamento classico para as interacdes dos dois dipolos. Neste
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caso ocorre a interacdo de contato ou de Fermi [80], que depende da aproximacao entre
o elétron e o ndcleo e que somente ocorre se o elétron ocupar o orbital s. A Hamiltoniana

desta interagdo isotropica pode ser escrita por

~ 8 A a
Hiso - ?geﬁegNﬁNW}(O)FS-Ia (229)

sendo [¢(0)|? a probabilidade do elétron ser encontrado na posi¢éo do nlcleo.
Chamando a = %’fgeﬁegNﬁNW(O)P de (constante de desdobramento hiperfino isotropico),

podemos finalmente escrever a Hamiltoniana total para o spin do elétron por

B=g8.85+5T1+aS1, (2.30)

onde os dois Ultimos termos da equacéao (2.30) correspondem a interacao
dipolar e a interacao de contato de Fermi, respectivamente. Juntando estes dois termos
podemos escrevé-la de forma mais compacta, definindo um novo tensor de segunda ordem
PN
(tensor de acoplamento hiperfino) A .
>
A

H=gp.BS+1. A.S (2.31)

2.9 O Fatorg

O fator ¢ num ambiente molecular esta relacionado a facilidade de o campo
aplicado introduzir correntes eletrénicas locais no esqueleto molecular e a intensidade dos
campos gerados por essas correntes. Elétrons podem migrar através do esqueleto molecu-
lar utilizando os estados excitados, de forma que esse caminho adicional para a circulagcao
dos elétrons produz um campo magnético local que se soma ao campo aplicado. Assim,

a facilidade de induzir correntes € inversamente proporcional a separacdo entre os niveis
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de energia, AE, da molécula [81]. E conveniente definir o campo de ressonancia e permitir
gue o fator g varie, em resposta a diferentes magnetizacoes da amostra de acordo com a

equacao abaixo.

hv

- 2.32
Geff 3B, (2.32)

A principal fonte de campo magnético local, a qual causa desvios do fator g
em relacao ao elétron livre, € um momento magnético orbital introduzido por uma mistura
de estados excitados no nivel fundamental. Assim, a anisotropia do fator ¢ &€ usualmente
resumida na forma de um tensor de segunda ordem. Geralmente, em sistemas de eixos
i

cartesianos, € escrito como

N Gzz Gzy YGaz
9 = |\9yz YGyy YGyz|- (233)
9za Yzy Y2z

Para um radical com sinal isotropico, ¢,, = ¢y, = g.. = g.ss. Alguns sistemas
apresentam uma simetria axial onde g,, = ¢g,, # ¢.., OU Seja, 0S €iXx0s = e y S840 equi-
valentes e apenas 0 eixo z possui anisotropia. Nestes casos, o valor de ¢., € conhecido
como g, enquanto que g,, € g,, Sao denominados de g,. Porém, para sistema totalmente

anisotropico temos g,, # gyy 7 Gz--

2.10 O Método de Marcador de Spin

A técnica de RPE s0 se aplica em sistemas que possuem elétrons desempa-

relhados, portanto, para se estudar sistemas biologicos que em sua maioria nao possuem
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elétrons desemparelhados, ou seja, sao sistemas diamagnéticos, foram desenvolvidos mar-
cadores de spin (“spin labels”) que sao radicais livres estaveis ligados a sitios especificos de
uma molécula. O método de marcador de spin consiste em incorporar ao sistema biol6gico
uma pequena porcao de molécula contendo um radical paramagnético que por sua vez é
capaz de desempenhar o papel de sonda, permitindo assim a investigacao do meio em que
se encontram [82].

Marcadores de spins que possuem boa compatibilidade com sistemas biologi-
cos e um sinal de RPE adequado para gerar informacdes sobre o sistema séao geralmente
derivados do nitroxido como mostra a Figura 2.6. No entanto, de forma geral qualquer

espécie paramagnética pode ser um marcador de spin.

R4 'Tz
HiC—C -C—CHs

O

Figura 2.6: Forma quimica do radical nitroxido. R; e R, representam grupos quimicos que variam de
acordo com o marcador de spin.

Os marcadores contendo o grupo nitroxido como elemento paramagnético que
€ um radical bastante estavel pode se ligar covalentemente a grupos funcionais especificos
de proteinas, como € o caso do marcador derivado do maleimido (6-MSL), ou podem ser in-
tercalados em regides lipidicas de sistemas de interesse como é o caso do 5-doxil estearato

(“5-Doxyl Stearic Acid” 5-DSA), ambos apresentados na Figura (2.7).
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OH . ' ‘ 5-DSA

6-MSL

Figura 2.7: Marcador de proteina, 6-MSL, e marcador lipidico 5-DSA (possui grupo nitroxido ligado ao
5 °C carbono numa cadeia acila tipicamente saturada).

A presenca dos quatro grupos metilas adjacentes ao fragmento N — O (como
mostra a Figura 2.6), conferem uma estabilidade aos marcadores e impedem que o elétron
desemparelhado circule pelo anel piperidinico. No nitroxido, o elétron desemparelhado in-
terage com o nlcleo do nitrogénio que tem spin nuclear I = 1, desta forma o radical sente
a acao de trés campos locais diferentes devido aos valores do numero quantico de spin
m; = —1,0,+1, resultando no desdobramento de trés niveis de energia. Para m; = +1,
existe uma contribuicao favoravel ao campo externo, de forma que a ressonancia se da em
um campo externo menor, por outro lado, para m; = 0 ndo existe contribuicdo de campo lo-
cal pra o campo externo e para m; = —1 a contribuicdo é desfavoravel ao campo externo de
forma que a ressonancia ocorre num campo externo maior. No entanto, a ressonancia que
ocorre para este tripleto em campos distintos deve satisfazer a regra de selecdo Am; = 0

conforme é observado na Figura 2.8.
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Figura 2.8: (a) Niveis de energia do elétron desemparelhado interagindo com o spin nuclear do nitrogénio
do grupo nitroxido (estrutura hiperfina) numa regido de campo magnético aplicado ao longo do eixo z. (b)
primeira derivada do espectro de absorgao.

De acordo com a Figura 2.8 a distancia entre duas linhas adjacentes do espec-
tro de RPE corresponde exatamente a média da constante de desdobramento hiperfino, aq,
sendo que o fator ¢ médio define a posicao da linha central em relacdo ao campo magnético

aplicado. Seus valores sao dados respectivamente pelas equacoes (2.34) e (2.35).

1
a= g(Am + A, + A.) (2.34)
1
g = g(gxx + Gyy + gzz) (235)

No entanto, o valor da constante de desdobramento hiperfino, aq, pode sofrer
influéncia do meio onde se encontra o radical nitroxido. Para o marcador de spin dissol-

vido em meio aquoso, o oxigénio do nitroxido também realiza ligacdo de hidrogénio com
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moléculas de agua. Assim, o atomo de hidrogénio da molécula de agua contribui com uma
carga local positiva gerando um campo elétrico sobre a molécula do nitroxido, polarizando
a densidade eletronica da ligacdo N — O. Desta forma, a regido onde esta o atomo de
nitrogénio fica mais positiva. Este efeito esta representado de forma esquematica na Figura

2.9.

Hs \ /CH3 H,C CH,
e N
\ 1=
_ /N_O —> N—OQ e H
R,—C = —C/
Y N
3C 3 H,C  CH,

(A) (B)

Figura 2.9: Representacao esquematica do oxigénio do radical nitroxido realizando ligagao de hidrogénio,
onde o hidrogénio polariza a ligagdo N — O fazendo com que o elétron se localize mais proximo do nicleo
do atomo de nitrogénio, aumentando assim a contribuicao do acoplamento hiperfino isotropico.

Assim, o elétron desemparelhado do radical se aproxima mais do nlcleo do
nitrogénio (Figura 2.9), aumentando a interacao hiperfina isotropica, pois sua localizacao
sobre a ligagdo N — O € pouco restrita, pelo fato do nitroxido ser um radical livre 2. Por este
fato, o valor do desdobramento hiperfino isotropico que pode ser medido no espectro de
RPE, tem a influéncia da constante dielétrica do solvente, sendo um parametro importante

para se acompanhar mudancas de polaridade no meio.

20 elétron se encontra fracamente ligado ao nicleo
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2.11 Anisotropia Espectral e o Par ametro 24,

A anisotropia espectral € a base fundamental da utilidade do método de mar-
cadores de spin. Os eixos dos tensores ‘g’ e ? sao orientados na molécula como mostra
a Figura 2.10. O eixo = se encontra na direcao da ligacado N — O, o eixo z na direcao do
orbital 2p7 do nitrogénio e o eixo y se encontra simultaneamente perpendicular aos eixos x

e z.

Y4

|
)

N—O——>X
RZ_C /

7/ N\

Figura 2.10: Orientacao dos eixos principais dos tensores de segunda ordem g’ e ‘A’ no radical nitroxido.

Normalmente a anisotropia espectral & definida pelos trés valores do fator g e
da constante hiperfina nas diregbes paralelas aos eixos principais: A.., A.., Ay € G2y o
gyy- EmM muitos casos o sistema molecular & simétrico axialmente e os principais valores
sao designados como: Ay = A.., A = A,, = Ay, e similarmente g = g.. € g1 = Gux = Gyy-
As anisotropias de g e A sdo a base do calculo dos parametros de ordem em membranas.
De acordo com a Figura 2.10, grande parte da densidade eletrbnica esta ao

longo do eixo z. Assim, quando se aplica o campo ao longo do eixo z, o valor obtido para a
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constante de acoplamento hiperfino € maior do que dos valores obtidos quando se aplica o
campo ao longo dos eixos z e y (A, = 32, A,, = A,, = 6). Amudanc¢a na direcdo do campo
em relacdo aos eixos do nitroxido também causa deslocamentos da posi¢cao dos espectros
em relacdo aos valores de campo magnético (Figura 2.11), devido a uma variacao no fator
9 (922 = 2,0090G, gy, = 2,0060G, g.. = 2,0027G). Quando a dire¢géo do campo muda do eixo

z para y e para x 0 espectro se desloca para a esquerda como mostrado na Figura 2.11.

B/z (@
B/y (b
B //x (c)
Solugdo (d)
5 N\ 28,
DAY Espectro
| __—  deps ©

Figura 2.11: Espectro de RPE ilustrando a anisotropia do fator g e da constante de acoplamento hiperfino.
(a) Campo magnético aplicado paralelo ao eixo z, (b) paralelo ao eixo y e (c) paralelo ao eixo z. (d)
Espectro do marcador em solucao (o radical gira rapidamente e a anisotropia do espectro desaparece,
sendo observado apenas a média) e (e) espectro obtido de p6 de cristal triturado a -70 °C, onde aparecem
contribuicdes de todas as orientagdes ao mesmo tempo.

Quando o marcador se encontra em solucao podendo se movimentar rapi-
damente, é observado um espectro como o da Figura 2.11d. Isto acontece porque com

0 movimento rapido do marcador de spin em relacdo ao campo magnético externo apa-
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rece a média da interacao dipolar, cujo tensor que a representa tem traco nulo, portanto a
interacdo dipolar tende a desaparecer com o movimento do marcador, enquanto a interacao
isotropica (ou de contato de Fermi) permanece constante, isto €, independe do movimento
do marcador. No entanto, quando o marcador possui movimento lento, as contribuicdes de
interacao dipolar das diferentes orientacdes fazem com que a média temporal nao seja mais
efetiva e, assim, no limite onde o movimento € muito lento (liquido viscoso ou congelado), a
forma espectral corresponde a do “espectro de pd” (Figura 2.11e).

E importante ressaltar que o movimento molecular relevante ndo é o movi-
mento do grupo radical nitroxido, e sim da molécula na qual ele esta ligado. Em membra-
nas biologicas, o eixo principal dos marcadores de spin pode assumir todos 0s possiveis
angulos em relacédo a direcdo do campo magnético externo. Sendo assim, o espectro
de RPE desses marcadores sera uma superposicao dos espectros de todas as possiveis
orientacGes das cadeias carbdnicas em relagdo ao campo magnético externo, cujos des-
dobramentos maximos ocorrerdo quando uma determinada populagcdo de marcadores de
spin possuir suas cadeias carbdnicas alinhadas paralelamente ao campo externo, e minimo
guando estiver alinhada perpendicularmente.

Na medida em que o marcador ganha movimento saindo da situacao rigida
do espectro de po (Figura 2.11e) e indo para situacdo de movimento rapido (espectro de
solugao, Figura 2.11d), o espectro de RPE muda gradativamente, refletindo as mudancas
de movimento rotacional. No espectro de p6 o desdobramento hiperfino maximo € 2A.., e na
medida em que ganha movimento o desdobramento maximo aparente &€ chamado de 24;.
Com o aumento do movimento rotacional o parametro 2A; diminui. Assim, este parametro
tem sido muito utilizado para avaliar o grau de movimento do marcador.

Varios fatores podem alterar a dinamica molecular na bicamada lipidica ou
membrana celular, como por exemplo, pela adicao de moléculas em concentracdes que
causam interferéncia na estrutura da bicamada ou membrana. Esta modificacdo das pro-

priedades fisicas dessa estrutura € justamente na fluidez da bicamada lipidica, a qual pode
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ser monitorada pelo parametro espectral 24;. A Figura 2.12 mostra o parametro 24 obtido

a partir de um espectro do marcador de spin (5-DSA).

A
\/

2A,

Figura 2.12: Espectro de RPE do marcador de spin “5-doxyl stearic acid”(5-DSA) obtido em temperatura
ambiente com a indicagé@o do parametro espectral 24.

2.12 Simula¢ &o do Espectro de RPE

Embora parega ser simples de obter o parametro 24, medindo-o diretamente
nos espectros, outros espectros de RPE podem ser mais complexos e apresentarem mais
de uma componente espectral resolvida ou nao resolvida. Nestes casos torna-se ne-
cessario a aplicacdo de uma simulacédo espectral para se extrair informacdes que se en-
contram codificadas nos espectros de RPE.

Estas componentes espectrais representam populacdes de marcadores de
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spin com diferentes parametros de movimento molecular. Permitindo monitorar duas ou
mais componentes espectrais a0 mesmo tempo, a técnica de simulacao é capaz de forne-
cer informagdes do movimento dos marcadores de cada uma das componentes e também
determinar a fracdo de cada componente no espectro. Neste trabalho foi feito o uso do
programa de simulacao “Non-linear least square” (N LLS) desenvolvido por Jack H. Freed e
colaboradores [83] que usa como base a solugao da equacao estocastica de Liouville (SLE,
de “Stochastic Liouville Equation”), a partir dos valores de entrada de varios parametros, que
sao definidos pelo usuario, a fim de gerar o espectro teérico. A SLE possui como origem a
equacao quantica de Liouville utilizada para determinar uma matriz densidade p, que pela
teoria quantica, contém as informacdes para o calculo de quantidades observaveis de um
sistema quantico.

Desta forma, este método de simulacao permite avaliar quantitativamente os
espectros de RPE em funcéo das taxas de movimento do radical nitroxido, afetadas pelas
restricdes ao movimento que lhe sdo impostas pelas estruturas do meio onde se encontra
inserido, e associar estas taxas de movimento a um tensor de difusdo rotacional, que é

utilizado para se determinar o tempo de correlacao rotacional e um parametro de ordem.

2.13 Tempo de Correla¢ ao Rotacional

Uma analise precisa dos espectros de RPE de marcadores de spin juntamente
com a simulagdo computacional permite uma boa avaliagdo do movimento molecular do
nitroxido. Um dos parametros mais importantes neste tipo de estudo que pode ser medido é
o tempo de correlacao rotacional, 7.. Este parametro de RPE esta relacionado com o tempo
qgue o marcador leva para se reorientar em seu movimento de rotacao e reflete diretamente

a dinamica do meio onde o marcador de spin se encontra.
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Na regido do movimento rapido, com 7. menor que 10~?s, a sensibilidade dos
espectros as mudancas de movimento é boa quando se trabalha em banda-X e pode ser

medido diretamente no espectro com o uso da equacao (2.36),

7. = kW, [, /;—0 - 1] , (2.36)

onde k = 6,5.1071%.G~t, W, € a largura pico a pico da linha central medida
em G (Gauss), hg € a intensidade da linha central e h_; € a intensidade da linha de campo

alto. Estes parametros espectrais podem ser visto na Figura 2.13.

— e

W,

Figura 2.13: Espectro de RPE do marcador de spin “5-doxyl stearic acid”(5-DSA) para movimento rapido,
com a indicac@o dos parametros espectrais usados na determinagéo do tempo de correlagdo rotacional.

Na regido de movimento com 7, compreendido entre 10-?s e < 10~’s, os es-
pectros ainda possuem uma boa sensibilidade as mudancas de 7., mas para se obter uma
melhor avaliacdo pode-se fazer uso da técnica de simulagdo computacional. No entanto,
para valores de 7, > 1077 torna-se dificil avaliar sua dinamica molécular, ficando indis-
pensavel o uso da simul¢cao dos espectros.

O operador do programa de simulacao deve determinar os parametros de en-
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trada utilizados no regime de movimento lento que sao divididos em quatro grupos: (i)
~ s . L. YRR —
parametros magnéticos e estruturais que descrevem os tensores magnéticos ¢ e A (do
fator ¢ e do desdobramento hiperfino descritos anteriormente); (ii) parametros dinamicos
gue incluem as taxas de difusdao rotacional para varios modelos dinamicos; (iii) coefici-
entes do potencial de ordenamento que descrevem a influéncia da orientacao dos fluidos
anisotropicos tais como cristais liquidos e membranas; e (iv) os parametros inteiros que de-
finem o truncamento dos calculos [83]. Estes parametros, com suas descricées e simbolos

estdo apresentados na tabela (2.1).

Tabela 2.1: Lista dos parametros de entrada usados no programa NLLS para a realizacao da simulacao
tedrica dos espectros experimentais [83].

Parametros Descricao

Gzzr Gyys 9=z Tensor g

Aggy Qyyy Qs Tensor A (hiperfino) (G)

Wagy Wyy, Wy Tensor de largura de linha lorentiziana ()

Ry Coeficiente de difusdo rotacional (s!)
€20, €22 Coenficiente para o potencial de orientacao
bo Campo central estatico (G)
lemx, lomx, kmx, mmx Indices de truncamento do calculo

O programa N LLS utiliza um sistema de coordenadas fixo na molécula e ou-
tro fixo no laboratério para descrever a dinamica rotacional e ordenamento do marcador de
spin. De forma que, para o sistema da molécula o tensor g’ é representado nas coordena-
das (z,., Ym, zm), O tensor Z) nas coordenadas da interacao hiperfina (x,, y., z,) € 0 tensor
de difuséo rotacional R nas coordenadas de difuséo rotacional (x., v, z.). Neste programa
sao apresentados quatro modelos de difusao, sendo eles: difusdo rotacional browniana,

difusao rotacional nao-browniana, difusao por saltos discretos e difusdo anisotropica. No



2.13 Tempo de Correla¢ ao Rotacional 74

entanto, apenas o primeiro modelo foi aplicado em nossas simulagdes, devido as carac-
teristicas do marcador de spin de tamanho intermediario e das macromoléculas marcadas
em nossas amostras.

Durante a simulagao € necessario fixarmos as coordenadas do espectrometro
no sistema do laboratorio em (z;, vy, z1), N0 qual 0 campo magnético estatico externo &
definido usualmente na direcao z; [84]. Devera haver ainda um sistema diretor local de
coordenadas (z4, yq4, 24), que pode ser escolhido de forma arbitraria. A Figura 2.14 mostra

estes sistemas de coordenadas para o marcador de spin 5-DSA.

Diretor local zd ‘

O

Tensor de difusdo zr 1

Figura 2.14: Representagdo esquematica do marcador de spin 5-DSA com alguns eixos dos sistemas
de coordenadas. O eixo z4 & o diretor local da membrana, z, € o eixo de simetria da cadeia acila sendo
paralelo ao diretor local, R e R, séo os valores principais do tensor de difuséo, ¢ & o angulo de inclinagcéo
da cadeia acila relativo ao eixo, z, esta relacionado com o parametro de ordem € x.,,, ¥m € 2, SA0 0S
eixos magnéticos do radical nitroxido [84].
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Geralmente a difusao rotacional molecular do marcador inserido em membra-

nas lipidicas € descrita pela média das taxas de difusao rotacional dada por

Ry = R= (R, R, R,)"? (2.37)

em que R representa a média geométrica das constantes de difusdo rotacional
sobre cada um dos eixos de difusdo molecular. De forma analoga, a anisotropia de rotacao

axial pode ser dada por

N = R./(R.R,)"? (2.38)

onde N é a razao entre as taxas das constantes de difusdo rotacional em relagdo aos
eixos perpendiculares e paralelo ao eixo z;. No caso da simetria axial, em que R, = R,, a

definicao de R,,. pode ser escrita como

Rper = logR (2.39)

R=(R.*R))"?, (2.40)

sendo gue esta forma mais simples facilita os calculos no programa, e ainda torna possivel
adicionar o termo que fornece a anisotropia de rotacdo axial [84].

O tensor de difusao rotacional caracteriza o tempo de correlagao rotacional do
marcador de spin. Este tempo possui uma relagdo com a largura de linha dos espectros
de RPE, ou seja, quanto maior a largura de linha, maior o tempo de correlagdo, pois sera
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 anisotropica
W (G), que pode alargar seletivamente a linha do espectro de RPE correspondente a cada

componente (ws,, wy,, w.,). No caso do nitroxido, por exemplo, w,, monitora o alargamento



2.13 Tempo de Correla¢ ao Rotacional 76

das linhas extremas (de campo mais baixo e de campo mais alto) que correspondem a g..
eA,..

Como em nosso trabalho usamos marcadores lipidicos inseridos em uma bi-
camada lipidica devemos considerar que os marcadores sentem um potencial restaurador
gue restringe a amplitude de seu movimento rotacional. Assim, a tendéncia da sonda em
se ordenar neste meio pode ser modelada por um potencial de orientacdo U(f2), sendo
U(3,~) o angulo solido formado entre o eixo diretor e o de difusdo. De forma geral, a funcéo

potencial U(f2) pode ser expandida em uma série de harmonicos esféricos [85].

U(Q) = —kpT Y Cra Vi (Q), (2.41)
k,l

em que kp é a constante de Boltzman, T corresponde a temperatura do sistema, Cj; re-
presentam os coeficientes do potencial e Y;' os harménicos esféricos normalizados. Por
questao de simetria e utilizagdo, geralmente sao considerados somente 0s termos cy €
c2,2 Na expanséo de U(12), resultando em uma equacdo mais simples que pode ser escrita

como

3cos*(8) — 1 ) 2\/532'712(5)005(27)

= —kgT
U(B;”Y) kB 02,0 5 , 5

(2.42)

O coeficiente C,, esta relacionado com a disperséo angular em relacdo ao
eixo diretor z,, de forma que quanto maior o modulo de Cy, menor & o angulo de oscilagcao
em torno de z;. J& o coeficiente 5, representa a ordem na direcdo perpendicular a zg,
assim quanto maior for o seu moédulo menor sera a dispersdo angular, ou seja, maior a
probabilidade de se observar o eixo molecular orientado em 5 = 90° em relacdo a z;. Com
iSto 0 ¢, 5 representa uma medida da anisotropia no plano diretor perpendicular (zy) [84].

Assim que o programa NLLS encontra a solucao, ele realiza um ajuste do
espectro tedrico ao experimental por meio de um algoritmo de minimizacdo envolvendo

o método de minimos quadrados nédo lineares. Neste algoritmo de otimizacdo, o método
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utilizado é o quase-Newton que apresenta a vantagem de incluir convergéncia global, e um
maior controle de flexibilidade sobre os critérios de convergéncia, de tal forma que iteracdes

excessivas sejam evitadas.



Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar as interagcdes da MT em membranas modelo, membranas de eritrocitos
e de seus DRMs e em membranas de Leishmania (L.) amazonensis promastigota através
da técnica de RPE e o método de marcadores de spin. Verificar se ha uma relacéo entre
os efeitos da MT nas membranas com a citotoxidade sobre os parasitos, realizando en-
saios de inibicdo do crescimento dos parasitos bem como sua morte através da contagem

microscopica.

3.2 Objetivos especificos

+ Medir a concentracdo de colesterol nos DRMs e ghosts de eritrocito;
+ Verificar os efeitos da MT em vesiculas preparadas com lipidios constituintes
dos rafts;

+ Utilizar a espectroscopia de RPE para avaliar os efeitos da MT na dinamica

78
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de lipidios e proteinas da membrana do eritrocito, tanto em ghosts como em seus DRMs;

+ Avaliar o potencial hemolitico da MT tanto em solucao tampao fisiol6gico
como diretamente no sangue total;

* Realizar medidas de fluidez em membrana plasmatica da Leishmania por
meio da técnica de RPE para avaliar os efeitos da MT;

* Realizar testes de citotoxidade da MT nos parasitos da Leishmania para as

concentracdes citotoxicas da MT com as que produzem alteracbes na membrana celular.



Capitulo 4

Materias e M étodos

4.1 Reagentes Quimicos e Parasitos

A MT, os marcadores de spin 5-doxil acido estearico (5-DSA), 4-maleimido-1-
oxil-2 ,2,6,6-tetrametilpiperidina (6-MSL) e o colesterol (Chol) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA). A esfingomielina (SM), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(POPC) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), foram comprados da Avanti Polar
Lipids Inc. (Alabaster, EUA). Todos os reagentes foram do mais alto grau de qualidade
disponivel no mercado. As solugdes foram preparadas com agua milli-Q.

O isolado de referéncia (MHOM/BR/75/Josefa) na forma promastigota foram
cultivadas e preparadas no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal de Goias (IPTESP/UFG). Os parasitos foram cultivados em placas de microtitulacédo
com 24 pocos a 26 °C contendo meio Grace (Sigma-Aldrich), suplementado com soro fetal
bovino 20% (FCS), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ mL de penicilina e 100 pg/mL de estrep-

tomicina (Sigma-Aldrich).

80
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4.2 Preparac ao e Marcac ao de Vesiculas de Lipidios Cons-
tituintes de Rafts

As misturas de POPC: CHOL: DPPC, SM: Chol: DPPC ou SM: POPC: Chol
em varias razbes molares, com ou sem MT a 20 mol% foram preparadas em cloroférmio,
e a sonda (marcador de spin) 5-DSA foi adicionado a uma razao 1:100 de lipidio. Filmes
destas misturas lipidicas foram formados em tubos de vidro por evaporagédo do solvente
sob um fluxo de gas de N, e foi mantido sob vacuo durante a noite para remover qualquer
solvente orgéanico residual. Uma solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, 10 mM de
fosfato, 154 mM de NaCl, 500 ;M EDTA, pH 7,4) foi utilizada para hidratar o filme lipidico e
formar as suspensoes de vesiculas multilamelares. Para formar vesiculas unilamelares, as
suspensoes multilamelares passaram por um processo de extrusao usando o0 mini-extrusor
da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA), com um filtro de policarbonato de 0,1 um.
Este processo de extrusdo, que consistiu em uma série de 21 passagens, foi realizado a
55°C. Posteriormente, as suspensdes de vesiculas unilamelares foram transferidas para

tubos capilares, os quais foram selados para as medi¢des por RPE.

4.3 Prepara¢ ao das Membranas de Eritr 4cito

O sangue foi coletado de doadores humanos normais no Instituto Goiano de
Oncologia e Hematologia (INGOH) e mantido a uma temparatura de 4 °C. Primeiramente, 0s
eritrécitos foram isolados por varias centrigugacdes a 300xg a 4 °C utilizando uma solucao
salina tamponada de fosfato (PBS, 5 mM de fosfato, 150 mM NacCl, 0,2 mM EDTA, pH 7,4)
como descrito por Beutler e colaboradores [86]. Os eritrocitos a um hematocrito de 10%

foram hemolisados em uma solugdo tamponante hipoténica de fosfato (5 mM de fosfato,
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pH 8,0) e incubados por 12 horas a 4°C. Apoés este periodo a solugdo de eritrocito foi
centrifugada varias vezes a 18000xg durante 10 minutos mantendo-se a temperatura em
4°C. No final de cada centrifugacao o sobrenadante foi cuidadosamente removido até que
toda hemoglobina fosse retirada de acordo com o método de preparacdo das membranas
de eritrécito [87]. Por fim as membranas ja com aspecto transparente (ghosts) foram entéao

ressuspendidas em PBS.

4.4 Purifica¢c ao do DRM

Nesta etapa de preparacdo das amostras de DRMs, os ghosts de eritrocito
preparados anteriormente foram tratados com o detergente Triton X-100 (Tx-100) a 10%(v/v)
em tampao Tris (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4)(TNE). Depois de 30 minu-
tos a 4 °C, o extrato foi misturado com um volume igual de TNE a 80%(p/v) de sacarose, que
em seguida foi distribuido em fracdes de 900 L e sobreposto com outras fragcdes de 1750
ul e 900 uL de sacarose a 30% e 5%(p/v), respectivamente, nos tubos da ultracentrifuga
de rotor SW41. A ultracentrifugacao foi realizada por 4 horas sob rotagéo de 225000xg com
temperatura de 4 °C, assim, devido ao gradiente de sacarose, uma fracao rica em colesterol
e esfingolipidios surge durante a ultracentrifugacao, sendo correspondente a 560 L da se-
gunda fracdo como descrito por Domingues e colaboradores [88]. As amostras foram entéao

cuidadosamente retiradas e estocadas em freezer a -20°C.
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Membranas de Eritr 6cito

Apos a preparacao das amostras de ghosts e de DRMs, foi feito a quantificacao
das proteinas presentes a fim de obter amostras de igual teor proteico para serem trata-
mento com MT. Neste caso foi feito o uso de um método que utiliza do acido bicinconinico
(BCA) [89] adquirido da empresa Sigma Chem. Co. (St Louis, MO). Este método se baseia
na capacidade dos aminoacidos presentes nas proteinas reduzirem o Cu?t a Cu!™, em
meio alcalino, que juntamente com o BCA, forma um complexo de cor pUrpura conforme
pode ser observado na Figura 4.1, sendo este método o que se tem de melhor atualmente

superando o de Lowry [90].
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Figura 4.1: Principio da quantificagéo de proteina pelo método BCA.

Neste processo uma pequena aliquota da amostra foi adicionada a solugao
de BCA que ficou incubada por 30 minutos a 37°C. ApOs este tempo sua absorbancia
foi medida no espectrofotobmetro a 562 nm. Desta forma, a concentracdo de proteinas

presentes nas membranas de ghosts e DRMs foi determinada por meio da comparacao
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da absorbancia das amostras com uma curva caracteristica de calibracdo preparada com

albumina de soro bovino (BSA) mostrada na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Curva de calibracao utilizada para determinar a concentracdo de proteinas nas amostras de
ghosts e DRMs das membranas de eritrocitos.

O teor de colesterol das amostras de ghosts e DRMs foi medido por um sis-
tema enzimatico utilizando o teste Liquiform Colesterol (Labtest, Minas Gerais, Brasil) e BIO

PLUS modelo BIO 2000 photometer.

4.6 Potencial Hemolitico da Miltefosina

Para fazer os filmes de MT em tubos variando de 3 a 60 g MT/tubo, aliquotas
da solucéo estoque de MT em etanol (3, 30 e 100 mg/mL) foram usadas e 100 pL de plasma

de sangue total foi adicionado ao filme de cada tubo de ensaio. Apos agitacdo moderada,
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os tubos foram incubados a 37°C durante 1,5 h. Os eritrocitos foram entédo precipitados
por centrifugacdo a 300xg a 25°C durante 10 min. O grau de hemolise foi determinado

espectrofotometricamente a 540 nm com base na seguinte equacao:

Aa - Acl

Hemolise(%) = ﬁ
c2 cl

(4.1)

onde A.; corresponde a absorbanica da amostra de controle (0% de MT), A.,
a absorbancia da amostra totalmente hemolisada em agua Milli-Q e A, a absorbancia da

amostra que contém a concentracao desejada MT.

4.7 Incorpora¢c ao dos Marcadores nas Membranas e
Tratamento com Miltefosina

Para a incorporacao do marcador de spin entre os lipidios das membranas de
ghosts e DRMs de eritrocito, um filme do marcador de spin foi formado na parte inferior de
um tubo de ensaio. 1 uL de uma solucao estoque do marcador de spin 5-DSA em etanol
(4 mg/mL) foi transferida para um tubo de vidro. Depois que o solvente foi evaporado, 50
uL de ghosts ou de DRMs (4 mg de proteina por mL) foram adicionados sobre a pelicula
do marcador de spin e o tubo de ensaio foi agitado suavemente. ApOs a incorporacao
do marcador de spin, um procedimento semelhante foi usado para tratar as membranas
com MT. Uma aliquota de uma solucdo estoque de MT em etanol (30 ou 100 mg/mL) foi
utilizada para fazer um filme em um tubo de vidro, na concentracao desejada. As proteinas
das membranas de ambas as amostras de ghosts e/ou DRMs foram marcadas por meio
de incubacdo durante 2 horas a 4°C pela adicao de um excesso do marcador de spin
especifico para grupos tidis (6-MSL). Para remover os marcadores de spin livres (que nao

reagiram), centrifugamos e removemos o sobrenadante (repetindo o processo por 8 vezes),
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no caso das amostras de ghosts e para os DRMs dialisamos as amostras durante 24 horas
a4°Cem PBS.

A interacdo da MT com membranas de eritrocito também foi avaliada adicio-
nando MT diretamente no sangue total. Uma amostra de sangue foi centrifugada e imedi-
atamente o soro foi separado do sangue. ApoOs os eritrocitos serem marcados com 6-MSL
(por 1 h de incubacéao), o soro foi retornado para restaurar o sangue. Em seguida o sangue
foi tratado com MT por um processo semelhante ao utilizado para o tratamento dos ghosts
de eritrocito.

Para incorporar o marcador de spin 5-DSA na membrana plasmatica da Leish-
mania, foi preparado um filme usando o mesmo método utilizado para marcar as membra-
nas de ghosts e DRMs de eritrocito. Apos a evaporacao do solvente, 50 pL de Leishmania
contendo 108 células suspensas em PBS foram adicionados ao filme de marcador de spins,
seguido por agitacao suave. Apds marcar as membranas com 5-DSA, um procedimento se-
melhante ao que foi feito em ghosts e DRMs foi utilizado para incorporar a MT na membrana
de Leishmania. Da mesma forma que nas membranas de eritrocito, o marcador de proteina
especifico para o grupo tiol, 6-MSL, foi utilizado para marcar as proteinas da membrana
da Leishmania, usando um periodo de incubacédo de 2 horas a 26°C. Para remover 0s
marcadores livres, a suspensao de Leishmania foi centrifugada (5000xg, 4 °C) durante 15
min € em seguida ressuspensa em PBS, este procedimento foi repetido por 8 vezes. Cada
amostra marcada e tratada foi entdo introduzida em um tubo capilar de 1 mm de diametro

que foi selado usando chama para em seguida realizar a medicao de RPE.
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Num intervalo de tempo de 1 a 5 minutos ap6s marcar as proteinas da mem-
brana de Leishmania e trata-las com MT, tal como descrito acima, as amostras foram cen-
trifugadas a 18000xg durante 15 min a temperatura ambiente, sendo entdo o sobrenadante
transferido para um tubo capilar para verificar a presenca de fragmentos de membrana
marcada, usando a espectroscopia de RPE. Alternativamente, o teor de proteina no so-
brenadante foi medida usando um kit comercial (Sigma), com base na reacdo do acido

bicinconinico (BCA).

4.9 Ensaios de Atividade Antiproliferativa  in Vitro

As promastigotas em concentraces de 22107 a 2x10° células/mL em meio
de cultura enriquecido com 10% ou 20% de FCS foram incubados durante um periodo de
5 min, 1 h ou 24 h em placas de cultura de 96 pocos (Corning Life Sciences, Corning,
EUA), com concentracdes crescentes de MT (1-80 uM). A viabilidade celular foi avaliada
através do método de ensaio que mede a clivagem do Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazdlio (MTT) (Sigma-Aldrich) pelas células metabolicamente ativas.

Resumidamente, os parasitas foram incubados numa solucéo contendo 5 mg/
mL de MTT durante 3 horas a 26 °C, logo ap6s as células foram lisadas, e os cristais de
formazan solubilizados, primeiro pela adicao de 100 pL de uma solugao de dodecil sulfato
de sodio (10% SDS em 50% de dimetilformamida) em cada pogo, e depois pela incubagcao
das amostras por mais 18 horas a 37°C. Com o término da incubacéo, a absorbancia foi
lida a 550 nm utilizando um espectrofotémetro T80 + (PG Instruments, Wibtoft,England). As

medicdes foram realizadas em triplicata para cada tratamento, e os valores obtidos foram
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utilizados para calcular a percentagem média de células viaveis em relacdo as amostras nao
tratadas com MT (controle). A concentragao inibitoria de 50% (1C5,) foi entdo determinado
com base num ajuste sigmoidal (funcao de Boltzmann) da curva de concentracao-resposta.
O valor médio de IC5, e seu desvio padrao foram obtidos a partir de pelo menos trés expe-
rimentos independentes.

Alternativamente, ap6s o tratamento das promastigotas Leishmanias (L.) ama-
zonensis com MT, a viabilidade das células e a inibicao do crescimento foram avaliadas
através da contagem microscopica das células vivas e mortas utilizando o método de ex-
clusao de azul de tripano. Nessa etapa dos experimentos, as células foram ressuspen-
sas em PBS ou meio de cultura contendo 10® células/50 pL, tratada com MT da mesma
forma utilizada para as medidas de RPE (usando filmes MT na parte inferior do tubo de
vidro). Apos uma diluicao de 40 vezes, foi adicionado 0,1% (p/v) de azul de tripano (Sigma-
Aldrich). As células vivas e mortas em cada amostra foram contadas numa camara de

Neubauer apos varios periodos de incubacgao (5 min, 1 h, 2 h, 4 h e 24 h).

4.10 A Espectroscopia de RPE

Um espectrometro Bruker ESP 300 (Bruker, Rheinstetten, Alemanha) equi-
pado com um ressonador 4102ERST foi utilizado para realizar as medicdes de RPE. Os
parametros do instrumento foram os seguintes: poténcia de microondas, 2 mW, modulacao
de frequéncia, 100 kHz, modulacao de amplitude, 1,0 G; varredura de campo magnético,
100 G; tempo de varredura, 168 s, constante de tempo de deteccédo, 41 ms e temperatura,
25°C. As simulacdes de espectros de RPE foram realizadas utilizando o programa “noli-
near least-square”(NLLS) [91]. Nos calculos espectrais, o programa NLLS inclui os tensores

- Ly 4 I . L
magneéticos ‘g" e A e o tensor de difusao de rotacéo R, que expressa as taxas rotacionais
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em torno dos eixos de um sistema cartesiano fixado na molécula do marcador de spin.
Para reduzir o nUmero de parametros nos ajustes e simplificar a simulacao,
a taxa de difusao rotacional média R, foi calculada pelo programa de ajuste com base
na relacdo Ry, = (Rper.2Rpar)1/3, em que R,.. € a componente perpendicular e R,,. € a
componente paralela da difusdo rotacional. O parametro R, foi convertido para o tempo
de correlacdo rotacional () através da relacdo 7 = 1/6 Ry, [91]. Semelhante a estudos
anteriores [93, 94], os parametros magnéticos foram determinados através de uma analise
global dos espectros obtidos neste trabalho, e todos os espectros de RPE foram simulados

" A . oy
utilizando os mesmos parametros magnéticos dos tensores *g" e A.

4.11 Analise Estatistica

Todos os dados apresentados estao expressos como a média + desvio padrao
de pelo menos trés experimentos independentes. Os dados foram comparados através de
uma analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de comparacdes mdltiplas de Tukey

para diferencas estatisticamente significativas com P < 0, 05.



Capitulo 5

Resultados

5.1 Efeito da Miltefosina em Vesiculas Preparadas com
Lipidios Formadores de Rafts

Misturas lipidicas utilizadas para imitar plataformas lipidicas coexistentes em
dominios-rafts sao geralmente compostas de misturas ternarias de POPC/SM/Chol ou entao
de SM/DPPC/Chol [98-100]. Para examinar as caracteristicas biofisicas destes sistemas
de membranas modelo, com ou sem 20 mol% de MT, preparamos vesiculas com diversas
propor¢coes molares destes componentes lipidicos. Os espectros de RPE do marcador de
spin 5-DSA (Figura 2.7) em vesiculas de POPC/Chol/DPPC/MT e SM/Chol/DPPC/MT, bem
como os valores do parametro espectral 2 A, que mede a separagdo hiperfina das linhas
externas do espectro, tem sido amplamente utilizado para monitorar a fluidez da mem-
brana, no entanto, em principio, 0 2 A; € um parametro estatico associado a distribuicéo e
orientacdo dos marcadores de spin nha membrana (ordem molecular). A Figura 5.1 mostra

o0 comportamento deste parametro para diferentes conbinacdes lipidicas.

90
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POPC:Chol:DPPC:MT SM:Chol:DPPC:MT

(@

2A, (G)

() (d)

£ 70:30:0:0 70:30:0:0

(b) (e)

50:30:20:0 50:30:20:0

58,9

(© (f)

50:30:0:20 50:30:0:20

I T T T T T T T T T T 1 I T T T T T T T T T T 1
3300 3320 3340 3360 3380 3400 3300 3320 3340 3360 3380 3400
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura5.1: Espectros de RPE do marcador 5-DSA em vesiculas de varias composicGes de lipidios e seus
correspondentes valores do parametro 2 A;. Como indica na figura o 2 A € a separag@o em unidades de
campo magnético entre o primeiro pico e o (ltimo vale (indicados por linhas verticais) do espectro. Este
parametro diminui com o aumento da fluidez da bicamada lipidica; seu erro experimental & de 0,5 G.

O espectro (a) correspondente a vesicula de POPC/Chol/DPPC/MT em uma
razéo molar 70:30:0:0, teve como medida um 2 A de 54,7 G. A substituicdo de 20 mol%
do lipidio insaturado POPC por 20 mol% do lipidio saturado DPPC na bicamada lipidica a
tornou menos fluido (2 Ay = 55,3 G espectro b), e quando a MT foi substituida em vez da
DPPC, um resultado equivalente foi observado, (2 A; = 55,6 G espectro c). Isto sugere que
a MT pode substituir a DPPC sem alterar a fluidez da bicamada.

Ao substituir 70 mol% de POPC com a mesma fracao molar de SM, houve uma
grande diminui¢ao da fluidez, tal como indicado pelo valor de 2 A = 61,3 G do espectro (d).
O espectro (d), em comparagdo com (e), mostrou que a presenca de SM tem uma maior
contribuicdo para uma membrana menos fluido do que a DPPC (2 A, de 61,3 e 58,8 G,
respectivamente). A substituicdo de DPPC por MT na vesicula nao resultou em nenhuma

alteracdo na fluidez da bicamada lipidica. De maneira similar a substituicdo de 20 mol%
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de SM por 20 mol% de MT dentro de varias composi¢cdes de SM/POPC/Chol ndo mudou

essencialmente o espectro RPE (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Espectros de RPE sobrepostos e os correspondentes valores do 2 A do marcador 5-DSA
em vesiculas compostas por SM-POPC-Chol-MT em diversas propor¢cdes molares. Os dados acima e
abaixo do par de espectros sobrepostos referem-se a espectros representados por linhas vermelhas e
pretas, respectivamente. As diferengas nos valores do 2 A para os espectros sobrepostos nao excedem
o erro experimental de 0,5 G.

Na Figura 5.2 pode-se observar que a diferenca do parametro 2 A para os

pares de espectros apresentados € menor do que o erro experimental (0,5 G), sugerindo

que o efeito da MT sobre a dinamica dos lipidios nestas composicdes foi semelhante a da

SM.
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A proporcéao de colesterol/proteina obtidos nas amostras de ghosts e DRMs
foram 0,254 + 0,006 e 0,514 + 0,127, respectivamente, para trés preparacoes independen-
tes, indicando uma concentracdo mais elevada de colesterol nos DRMs. Os espectros de
RPE do marcador de spin 5-DSA, em ghosts e DRMs de eritrocito sdo mostrados na Figura

5.3.

[MT]
(mg/mg proteina) 2A,(G)
56,2 ghosts
51,7 ghosts
47,7 ghosts
58,6 DRMs

51,4 DRMs

472 DRMs

3300 3320 3340 3360 3380 3400
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Figura 5.3: Espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA em amostras de ghosts e DRMs de eritrocito
para amostras ndo tratadas e amostras tratadas com miltefosina. As linhas verticais melhoraram a
visualizagdo das mudangas no parametro 2 A;.
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O tratamento com MT causou uma diminuicdo substancial no parametro de
RPE 2 A, o que indica um grande aumento na fluidez da membrana. A Figura 5.4 mostra
a dependéncia da concentragdo de MT com o parametro espectral 2 A;. Os aumentos de
até 10 G nos valores deste parametro sao considerados grandes e correspondem a um
aumento da fluidez que pode ser obtido através da variacao de temperatura dos ghosts de

eritrocito de cerca de 30°C [101].
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Figura 5.4: Parametro espectral 2 A do marcador de spin 5-DSA em amostras de ghosts e DRMs de
eritrocito em funcdo da concentracdo de miltefosina. As médias e desvios padrdo foram calculados a
partir de trés experimentos independentes.

Vale notar que preparamos amostras de DRMs seguindo um protocolo experi-

mental utilizado em diversos trabalhos que tém caracterizado os DRMs por varios métodos.
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Como mostrado na Figura 5.4 para as amostras de controle, o DRM foi mais rigido do que a
membrana de ghost, que esta de acordo com os dados relatados para o marcador de spin
em DRMs de eritrocito [102]. Para examinar as mudancas dinamicas na componente de
proteina de membrana, foi feito o uso do marcador de spin maleimido 6-MSL (Figura 2.7).
Os espectros de RPE do marcador 6-MSL ligado a grupos sulfidrilo tanto nos ghosts como

nos DRMs, tratados e nao tratados com MT, sao mostrados na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Espectros de RPE do marcador de spin 6-MSL covalentemente ligado aos grupos sulfidrila
dos ghosts e DRMs de eritrocito para amostras nao tratadas (controle) e para amostras tratadas com
diferentes concentragdes de MT. A regido do ltimo pico (invertido) no espectro foi ampliada 10 vezes
para facilitar a visualizacdo da posicdo de campo magnético deste pico.

E importante mencionar que o nimero de grupos sulfidrilas livres acessiveis

nas amostras de ghosts foi aproximadamente 20 vezes maior do que nas amostras de DRMs
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para igual teor de proteina, tal como avaliado pela intensidade dos espectros de RPE para
estes dois tipos de amostras. Os espectros encontrados sao tipicos para as proteinas em
geral, incluindo a mobilidade das cadeias de polipeptideos, com um valor de 2 A de 65,8 G
a 26 °C. Este valor € semelhante ao observado para as proteinas do estrato corneo [92—95]
e também para BSA marcada em seu Unico grupo sulfidrila [96,97]. Os espectros de RPE
mostraram que a dinamica das cadeias polipeptidicas das proteinas de ghosts e DRMs de
eritrécito € semelhante e que a adicao de MT resultou em aumentos drasticos na dinamica
de ambas as amostras. A Figura 5.6 mostra que o efeito da MT foi mais pronunciado nas

anostras de DRMs.
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Figura 5.6: Parametro de RPE 2 A do marcador de spin 6-MSL ligado as proteinas de ghosts e DRMs
de eritrocito como uma fungéo da concentragdo de MT.
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5.3 Efeito da Miltefosina em Membranas de Eritr  6cito Me-
dido no Sangue Total

A farmacocinética da MT em pacientes com leishmaniose cutanea foi exami-
nada por Dorlo e colaboradores [71] em 31 pacientes que receberam 150 mg de miltefosina
por dia, durante 28 dias, seguido até 5 meses de acompanhamento apds o término do
tratamento. A concentracdo plasmatica média de MT durante a Ultima semana de tra-
tamento foi de 30,8 pg/mL e atingiu picos de 51,6 ug/mL [71]. Para analisar se estas
concentracdes sanguineas de MT pode produzir qualquer efeito mensuravel sobre mem-
branas de eritrocitos, foram realizadas medidas diretamente no plasma sanguineo (Figura

5.7).
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Figura 5.7: Efeitos da miltefosina em diferentes concentracdes no plasma sanguineo sobre o parametro
de RPE 2 A do marcador de spin 6-MSL nas membranas de eritrocito intacto (quadrados) e percentagem
de hemolise (circulos). Os dois primeiros pontos experimentais indicados pelas setas sdo 30 ug/mL
(2,0 + 0,6% de hemolise) e 52 ug/mL (3,1 + 0,8% de hemolise). Os dados experimentais sdo de dois
experimentos independentes de RPE e trés para a hemolise.
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Neste grafico se observa como a concentracdo de MT modifica o parametro
2 A do marcador de spin 6-MSL nas membranas de eritrocito intactos e causa hemolise
no sangue total. A média e maxima concentracao de MT no sangue observado durante o
tratamento da leishmaniose cutanea foi 30,8 e 51,6 ug/mL, respectivamente [71]. Nestas
concentragdes as percentagens de hemolise foram de 2,0 + 0,3 e 3,1 + 0,8%, respectiva-
mente.

Para os pacientes com leishmaniose visceral, foram encontrados picos ele-
vados de concentragcdo plasmatica de MT (aproximadamente 90 pg/mL) [69], o que corres-
ponde a 5,2 + 1,1% de hemolise (Figura 5.7). No entanto, a concentracao de MT necessaria
para alterar a fluidez da membrana dos eritrocitos foi de 600 pg/mL, que € a concentracao

que provoca 46% de hemolise.

5.4 Efeito da Miltefosina em Membranas de Leishmania

Os espectros de RPE do marcador de spin (5-DSA), incorporado na mem-
brana plasmatica das promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis sem tratamento e
tratado com MT em diferentes concentracdes (Figura 5.8), indicaram através da diminuicao
dos parametros 2 A e do 7. aumentos progressivos na fluidez da membrana a medida que

aumentava a concentracao de MT.
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Figura 5.8: Espectros de RPE do marcador 5-DSA nas membranas plasmaticas de Leishmania, com ou
sem tratamento com MT. Os espectros de melhor ajuste (linha vermelha) foram fornecidos pelo programa
NLLS usando um modelo de duas componentes em todos os ajustes para obter a média do tempo de
correlagao rotacional, 7.. Os valores dos parametros de RPE 7. e 2 A estao indicados. Estes dois

parametros diminuem com o aumento da fluidez da membrana. Os erros experimentais obtidos para o 7.
eo02 Ajsao0,2nse0,5G, respectivamente.

Para examinar as alteracdes na dinamica de proteina da membrana de Leish-
mania, o0 marcador de spin maleimido 6-MSL foi utilizado. O espectro de RPE do marcador
6-MSL ligado aos grupos sulfidrilas da membrana de Leishmania promastigota tratada e

nao tratada com MT estdo mostrados na Figura 5.9.
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Figura 5.9: Espectros de RPE do marcador 6-MSL ligado covalentemente ao grupo sulfidrila da mem-
brana plasmaticas de Leishmania para amostras com ou sem tratamento com MT.

Os graficos apresentados na Figura 5.10 mostram os valores do parametro 2
A de ambos marcadores de spin (5-DSA e 6-MSL) para diferentes concentracoes da MT
em membranas de Leishmania. Um aumento significativo na dinamica dos marcadores de
spins tanto lipidico quanto de proteina sao observados a partir de uma concentracao de

0, 44x10° MT/célula.
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Figura 5.10: O parametro 2 A para os marcadores de spin 5-DSA e 6-MSL em membranas de Leishma-
nia como uma funcéo da concentragéo de MT. As amostras tratadas com uma concentracdo de 0, 44x10°
MT/célula foram significativamente diferentes das amostras de controle P < 0,05 para ambos os marca-
dores de spin, e todas as outras amostras foram diferentes das do controle com P < 0,01.

Os espectros de RPE para marcadores de spin de proteina sao geralmente
compostos por duas componentes espectrais correspondentes a duas populagcdes de spin
associadas a dois estados de mobilidade da sonda, tecnicamente denotadas como com-
ponentes fortemente (S) e fracamente (1/) imobilizadas [93,94]. Embora a espectroscopia
dos marcadores de proteinas tenha sido amplamente utilizada para analisar a estrutura da
proteina através do método de marcacgao de spin sitio dirigido [97], a origem dessas duas
componentes espectrais que aparecem resolvidas no espectro ainda ndao € bem compreen-
dida. A nossa interpretacao atual tem sido descrita em trabalhos anteriores [96], e pode ser

resumida pela descricdo a seguir.
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A componente mais movel, W, apresenta trés linhas de ressonancia nitidas
com uma separagao hiperfina isotrépica, ag, igual a 17,1 G, indicando um radical nitroxido
dissolvido em tampao, enquanto que a componente menos movel, S, exibe um tempo de
correlacao rotacional aproximadamente de uma ordem de magnitude maior do que W, indi-
cando fortes interacdes entre a cadeia lateral do nitroxido e o esqueleto da proteina como

ilustrado na Figura 5.11.

N—O—0

Figura 5.11: llustragcdo esquematica do modelo molecular do marcador de spin 6-MSL ligado covalen-
temente ao grupo sulfidrila da proteina. O radical nitroxido pode formar ligagdes de hidrogénio com o
grupo amida da cadeia principal da proteina, gerando a componente fortemente imobilizada (S), ou com
as moléculas de agua para gerar a componente fracamente imobilizada (17). Também ha uma possivel
formacdo de ligacdo de hidrogénio entre a proteina e os dois atomos de oxigénio do anel maleimido,
prendendo fortemente o marcador a dobra da cadeia polipeptidica.
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Uma interagdo que contribui para a formacdo da componente menos movel,
S, € uma ligacao de hidrogénio entre o radical nitroxido e qualquer doador de hidrogénio na
proteina, tal como deduzido a partir do valor observado da componente =z do tensor hiperfino
A,. do N, que pode ser avaliada por simulagdo espectral ou por meio de medicdes diretas
em -140°C. Campos elétricos locais podem afetar a densidade do elétron nao emparelhado
sobre o ndcleo de nitrogénio e alterar o parametro A.. modulando a interacdo de contato
de Fermi. Quando o radical nitroxido forma ligacao de hidrogénio em um estado cristalino,
o valor do A,. é cerca de 35 G [103] e este valor pode ser menor em cerca de 3 G em
um ambiente hidrofobico. Assim, os valores do 7. das componentes de W e S refletem
a dinamica do marcado de spin da cadeia lateral, quando o radical nitroxido esta livre no
solvente ou presa a cadeia polipeptidica local, respectivamente.

A forma de linha de RPE do movimento rapido (1) apresenta separagao hiper-
fina isotropico consistente com uma cadeia lateral de nitroxido dissolvido num meio aquoso,
0 gue indica que os grupos sulfidrila da membrana acessado pelo marcador de spin sao
essencialmente encontrados na camada externa da membrana, onde eles sdo acessiveis
ao solvente aquoso. Se o radical nitroxido entrar em contato com componentes do cito-
plasma, ele seria reduzido pelo &cido ascorbico, F.(I1) ou outros agentes redutores e,
assim, a intensidade do sinal de RPE diminuiria. A presenca de MT diminuiu a populacao
(ou intensidade) da componente S (Ng), proporcionando suporte para a no¢cado de que a
MT desestabiliza as proteinas da membrana, levando a conformac¢des mais expandidas e
expostas ao solvente.

Desta forma, a medida que as amostras foram tratadas com concentra¢des
maiores de MT aumentou significativamente a dinamica da cadeia polipeptidica das proteinas
ligadas a membrana, como indicado pelos valores de 7. e 2 A da componente S conforme

mostrado na Figura 5.12.
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Figura 5.12: Espectros de RPE experimental (linha preta) e de melhor ajuste (linha vermelha) do 6-MSL
ligado aos grupos SH de proteinas de membrana de Leishmania em amostras nao tratadas e tratadas
com MT. Os espectros de melhor ajuste foram obtidos pelo programa NLLS usando um modelo com
duas componentes em todos 0s ajustes. Os espectros das componentes S e W, que juntos formam o
espectro simulado da amostra de controle (primeiro espectro) sao indicados pela linha verde (S) e linha
azul (W). Os valores de trés parametros de RPE estdo indicados: 7. (tempo de correlacao rotacional) e
N (populagédo da componente S), os quais foram gerados pelo programa de ajuste e 0 2 A que € medido
diretamente no espectro, como indicado pelas linhas verticais. As regides correspondentes as primeiras
e Ultimas linhas de ressonancia do espectro foram amplificados 10 vezes para melhorar a visualizagao
das posi¢cdes do campo magnético.

5.5 Miltefosina Induz Lise em Leishmania

A lise celular foi também observada no intervalo de concentracdes de MT que
alteram a fluidez da membrana de Leishmania. Logo apds o tratamento com MT, as Leish-
manias marcadas com 6-MSL foram centrifugadas, e os espectros de RPE dos sobrenadan-

tes foram registrados. A intensidade do espectro de RPE aumentou com a concentracao de
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MT nas amostras, atingindo um patamar a uma concentracao de 1, 48x10° MT/célula (Figura

5.13).
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Figura 5.13: Os espectros de RPE do marcador de spin 6-MSL ligado covalentemente aos grupos sulfi-
drilas das membranas de Leishmania presentes no sobrenadante das amostras de Leishmania tratadas
com MT. Com o0 aumento na concentracdo de MT, as amostras mostraram um aumento de fragmentos de
membranas marcadas no sobrenadante.

Os espectros de RPE mostrados na Figura 5.13 sédo para os fragmentos de
membranas marcadas presentes no sobrenadante das amostras tratadas com MT. Estes es-
pectros sao semelhantes aos apresentados na Figura 5.9 obtida com concentragcdes mais
elevadas de MT. As amostras nao tratadas apresentaram um sinal de RPE fraco, prova-
velmente porque nem todos os marcadores de spins livres foram removidos das amostras
durante o processo de preparacao. Na Figura 5.14 esta apresentado o grafico da intensi-

dade do sinal RPE em funcao da concentracao de MT em comparacao de medicoes de lise
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celular pelo teor de proteina no sobrenadante das amostras.
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Figura 5.14: Percentagem de lise celular (circulos s6lidos) e contedo de membrana marcada no so-
brenadante (circulos abertos) em amostras de Leishmania tratadas com MT. As medi¢Oes de lise foram
baseadas no contetdo de proteina no sobrenadante das amostras de Leishmania.

O fato da intensidade do sinal de RPE se manter estavel em concentragcbes
acima de 1, 5x10° MT/célula, enquanto que o teor de proteina no sobrenadante aumentou
ainda mais, pode ter como causa a reducao do nitroxido devido o contato com o contetdo

citoplasmatico apos a lise celular.

5.6 Medidas de Citotoxicidade da Miltefosina em Leishma-
nia

Para examinar como as mudanc¢as na dinamica da membrana estao relaciona-

das com os efeitos de toxidade da MT sobre as promastigotas L. amazonensis nos ensaios
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in vitro, realizamos ensaios com as mesmas condi¢cdes experimentais utilizadas nos expe-
rimentos de RPE e logo em seguida (menos de 5 minutos) contamos as células vivas e
mortas para as amostras com diferentes concentragcoes de MT. Para as células tratadas em
PBS, tal como nas experiéncias de RPE, aproximadamente 70% de morte celular foi obser-
vado na concentracdo de MT que produz alteragcdes na membrana detectadas pela espec-
troscopia de RPE. A Figura 5.15 mostra a viabilidade celular em funcao da concentracao de

MT.
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Figura 5.15: Contagem de células nas amostras de Leishmania em funcdo da concentracdo de MT
utilizada no tratamento. Células vivas e mortas foram contadas através do método de exclusao do azul
de tripan, 1 a 5 minutos apos o tratamento das L. amazonensis promastigotas em PBS ou meio de cultura.

Os experimentos também foram realizados com as células em meio de cul-
tura suplementado com 10% de FCS. Neste caso, para atingir 50% de morte celular foi
necessaria uma concentracao de MT mais do que duas vezes a concentracao necessaria

em PBS, o que indica que uma fracdo consideravel de MT permanece ligada na albumina
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presente no FCS (Figura 5.15). Contagens de células registradas para varios periodos de
incubacgdo, a 26 °C (Figura 5.16) demonstram que imediatamente ap6s o tratamento com
MT, uma frac@o significativa das células foram mortas, mas o processo de morte celular e o

crescimento continuou, especialmente nas primeiras 4 h de incubacao.

e

10+ /
- *

i
=
A
- 4@
£ 6] A
= o 1
— i/i/l I
— 4] “
Q
O,
%
2 %t —%— vivas - controle

—A— vivas - MT
—— mortas - controle
—A— mortas - MT

0 5 10 15 20
Tempo (h)

Figura 5.16: NUmeros de células vivas e mortas em amostras de Leishmania nao tratadas e tratadas
com MT (0, 44x10° MT/célula) em meio de cultura para varios periodos de incubagéo a 26 °C.

A viabilidade das células foi também medida usando o ensaio de clivagem de
MTT, onde a atividade celular foi quantificada pela reducdo do MTT (somente as células
vivas reduzem o MTT). Um dos graficos obtidos para a viabilidade celular como funcao da
concentracao de MT esta apresentado na Figura 5.17. Do ajuste da curva sigmoidal (Origin

8.0) foi estimada a concentracdo de MT que inibe 50% do crescimento dos parasitos /C’.
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Figura 5.17: Viabilidade das Leishmanias em fungdo da concentracdo de MT pelo método de MTT.

O teste foi repetido para varias concentracdes de células e também realizado
com 20% de FCS ao invés de 10% e periodos de incubacdo de 5 minutos, 1 h e 24 h
(antes da adicao de MTT). De acordo com nosso protocolo experimental, o farmaco foi
normalmente dissolvido no meio de cultura e aplicado a um nimero variavel de parasitas
(2 —10x107/mL) durante um periodo de 24 h e logo apos o MTT foi adicionado. Os primeiros
trés experimentos usando concentracdes diferentes de parasitas mostraram que os valores
de IC5, expressos em concentragcdo molar aumentaram com o aumento da concentragao de
parasitos usada no ensaio. Em um trabalho recente de nosso laboratério [104] foi mostrado
gue este efeito & causado por um erro no calculo do IC5, que ocorre para a atividade de
moléculas hidrofébicas como € o caso da MT. Para baixas concentracdes de parasitos, tais
como 10° células/mL, este erro fica diminuido e o valor de IC5, tende para o verdadeiro. Os

dados estao apresentados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Atividade in vitro de MT contra promastigotas de L. amazonensis.

Parasitas/mL Incubagéo” I1C50 (uM) IC5, (10° MT/cel.)
2x107 24h 26,4 + 6,4 (A)T | 0,79 £ 0,19 (A)
4x107 24h 43,4+£8,9 (AB) | 0,65 £ 0,14 (AB)
1x10° 24h 59,3 +£9,2(B) | 0,36=+0,06 (BC)

1x10% (20%FCS)® 24h 126,2 £ 31,6 (C) | 0,76 £ 0,19 (A)
1x108 1h 143,9£19,4 (C) | 0,87 +0,12 (AB)
2x10% (filme)© Smin - 0,53 + 0,12 (ABC)

(a) Periodo de incubacgéo ap6s o tratamento e antes da adicao de MTT. (b) 20% de soro fetal
bovino foi utilizado no meio de cultura em vez de 10%. (c) Método para rapida incorporagcao
de miltefosina (ver Materiais e Métodos). (d) significancia estatistica: em cada coluna,
os dados que nédo sao indicados com letras maiUsculas em comum s&o significativamente
diferentes com P < 0, 05.

Para concentragoes altas de células, tais como 10® células/mL, a quantidade
de MT que vai para a membrana da célula é grande e a distribuicdo da molécula ndo pode
mais ser considerada homogénia. Assim, na Tabela 5.1 n6s também expressamos 0s valo-
res de 1C5o em namero de moléculas/célula e, neste caso, foi observado um efeito contrario,
isto €, 0 IC5, diminuiu com 0 aumento na concentracado de parasitos. Conforme o trabalho
recente [104], isto ocorre porque o calculo do ICj5, dessa forma expresso so € preciso para
altas concentracGes de parasito tal como 10° células/mL.

Quando o experimento foi realizado com o mesmo nimero de células/mL,
mas o dobro da concentracdo de albumina (20% de FCS), os valores de (5, aumentaram
de forma significativa. Reduzindo o tempo de incubacao antes da adicao do MTT de 24
h para 1h foi observado um aumento no valor de IC5,. Este dois experimentos indicam
gue a MT é€ inicialmente incorporada na albumina e requer um longo periodo para atingir a
membrana do parasita. Em contraste, quando os tratamentos foram realizados colocando

uma elevada concentracao de células em um tubo de vidro contendo um filme de MT a
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incorporacao do farmaco nas células foi rapida, e o efeito foi observado com apenas 5

minutos de incubacao.



Capitulo 6

Discuss ao

A aplicacdo bem sucedida da espectroscopia de RPE de marcadores de spin
para estudar a membrana celular depende da incorporacgao eficiente do marcador na mem-
brana. Um método que tem se mostrado muito adequado consiste em dissolver o mar-
cador de spin em etanol e formar um filme em um tubo de vidro por evaporacédo do sol-
vente; quando as células sdo colocadas sobre o filme e o tubo agitado moderadamente,
os mondmeros das moléculas marcadas sao transferidos para a membrana. A eficiéncia
da incorporacdo de sonda e uniformidade da distribuicdo na membrana pode ser monito-
rada pelos proprios espectros de RPE. Usando este método, os marcadores de spin de
lipidios foram incorporados com sucesso em membranas intercelulares do estrato corneo
[105, 106], bem como nas membranas celulares de segmentos das pontas de raiz de
café [107, 108], protozoarios Trypanosoma cruzi [109] e de fibroblastos [110]. Devido a
incorporacao rapida do marcador de spin na membrana celular, & possivel obter um sinal
RPE estavel dentro de 10 minutos ap6s a marcacao. Neste trabalho, um procedimento se-
melhante foi utilizado para obter rapida incorporaracdo da MT em membranas de ghosts e
DRMs de eritrocito e membranas de Leishmania.

Os espectros de RPE de marcadores de spin lipidicos em membrana celu-
lar podem ser compostos por duas componentes espectrais devido a coexisténcia de duas

populacdes de marcadores de spin em diferentes estados de mobilidade. A componente

112
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mais restrita tem sido associada aos marcadores de spin que circundam as regides hi-
drofbbicas das proteinas, ao passo que a componente mais movel surge a partir dos mar-
cadores de spin localizados no “bulk” da bicamada, longe da proteina [111]. Somente a
componente espectral correspondente aos marcadores de spin 5-DSA em contato com as
proteinas foi observada no espectro de RPE, indicando que a fracao do marcador de spin,
que ndo entra em contato com a proteina € muito pequena. Isto ocorre provavelmente
devido ao elevado teor de proteina na membrana de eritrécito (aproximadamente 52% da
massa) e de Leishmania. Assim, um marcador de spin lipidico pode refletir alteracbes nas
proteinas da membrana celular. Interessante que as membranas de eritrocito e Leishmania
mostraram uma dinamica molecular muito sememelhante, denotada tanto pelo marcador
lipidico 5-DSA quanto pelo de proteina 6-MSL.

Lisofosfolipidios analogos da MT [24-26] e edelfosina [27—-31] foram conside-
rados moduladores de rafts. Tem sido proposto que a MT e outros alquilfosfolipidios utilizam
rafts para internalizacdo em células cancerigenas para inibir a sintese de fosfatidilcolina, a
gual é supostamente suficiente para induzir a apoptose [24]. Nossos resultados indica-
ram que os efeitos da MT em DRMs foram mais pronunciados do que os observados nas
membranas de ghosts de eritrocito. Em vesiculas preparadas com os constituintes de rafts
lipidicos, os dados demonstraram que a MT poderia substituir a SM sem causar alteracdes
na dinamica dos lipidios. Este Gltimo resultado esta de acordo com estudos recentes que
demonstram que a MT nao altera a fluidez das vesiculas de DPPC em concentragtes de
até 25 mol% [68].

Nossas medidas no sangue total indicaram que nas concentracdes sanguineas
de MT, observadas durante o tratamento da leishmaniose [69-71], ocorre uma pequena
quantidade de hemolise (2-5%). A concentracdo de MT necessaria para causar uma mudan-
ca na fluidez da membrana de eritrocitos (detectavel pela espectroscopia de RPE) foi de 600
ng/mL, o que causou hemadlise de 46%, em ambos os casos utilizando sangue total. Esta

menor sensibilidade da espectroscopia de RPE em relagdo ao potencial hemolitico pode
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ser explicada pelo fato de que os marcadores de spin s6 detectarem alteracdes de flui-
dez generalizada na membrana, pelo fato de estarem esparsamente distribuidos por toda a
membrana, enquanto que o efeito hemolitico € mais sensivel, pois depende de ruptura da
membrana, que € uma modificacdo bem localizada. A razdo molar entre os marcadores de
spin e os lipidios de membrana utilizadas nas nossas medi¢coes por RPE foi de aproximada-
mente 1:150, assim, para a detec¢cao de uma alteracao na fluidez da membrana, o ambiente
da maioria dos marcadores de spin precisa mudar, 0 que requer uma maior concentracao
de MT. O fato de o efeito hemolitico ter sido observado em concentragcdes de MT meno-
res do que para a mudanca na fluidez, sugere que a MT possui acédo bem localizada na
membrana. E importante ressaltar que para concentracdo sanguinea de MT superior a 100
ng/mL a percentagem de hemolise passaria de 10% e, portanto, poderia aumentar conside-
ravelmente os efeitos colaterais da MT durante o tratamento da leishmaniose.

Como demonstrado pelos dados da espectroscopia de RPE de marcadores
de spin, a MT induz alteragbes conformacionais na estrutura da proteina, provocando a
desnaturacdo em concentracdes mais elevadas. Em um estudo recente abordando a intera-
cao de surfactantes com BSA, empregando a mesma técnica, o marcador de spin 5-MSL
ligado covalentemente ao Unico grupo tiol livre da proteina mostrou que os surfactantes
causam uma diminui¢cdo no parametro 2 A; do espectro de RPE e reducédo da populagao
da componente S, indicando que o surfactante favorece conformacgdes de proteina mais
dinamicas e expostas ao solvente [32]. Entre os modelos que tém surgido para descrever a
estrutura dos complexos detergente-proteina resultantes da desnaturacdo de proteinas, o
modelo “colar de pérolas” &€ o mais amplamente discutido na literatura [71]. Neste modelo,
a ligacao cooperativa de surfactantes induz a formacao de estruturas abertas como colar
de pérolas na proteina desdobrada, com agregados similares das micelas envolvendo as
cadeias polipeptidicas [71]. Um mecanismo de acao da MT com base no ataque indiscrimi-
nado de proteinas ligadas a membrana celular &€ consistente com a atividade ampla da MT

contra fungos patogénicos [114], espécies de Leishmania [70], Trypanosoma cruzi [115] e
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varios tipos de células tumorais [11, 116].

A literatura tem mostrado que a MT no seu valor de 15 foi capaz de induzir a
morte celular programada do tipo similar a apoptose em promastigotas (L.) donovani [32,33]
e (L.) amazonensis [34]. A comparacao dos nossos resultados sobre contagem de células
com os dados relatados por Verma e colaboradores [33] é relevante neste contexto. Es-
tes autores trataram promastigotas de (L.) donovani (5x10° células/mL) com 25 uM de MT
(IC5), e nenhum efeito do farmaco foi observado até pelo menos 4 horas apos o trata-
mento. As células tratadas com o farmaco tinham crescido cerca de 50% ap6s 12 horas
de tratamento e, em seguida, manteve-se constante até 96 h, enquanto que as células das
amostras nao tratadas aumentaram 400-500% durante o mesmo periodo.

Um IC5, de 25 uM para 5x10° células/mL é equivalente a 3x10° MT/células,
0 que é aproximadamente 3,8 vezes superior ao valor /C5, encontrado neste estudo para
(L.) amazonensis, em meio de cultura. A explicacdo para a relacao superior de MT/célula
pode ser associado com o menor nimero de células/mL usados pelos autores [33], que &
comumente utilizado, mas parece ser menos relevante para as condi¢cdes fisiologicas. No
sangue humano, a MT deve ser submetida a particao nas membranas de todas as células
presentes no sangue e na albumina, onde existem aproximadamente 5x10° eritrocitos/mL.
A relacdo albumina/parasita aumenta com a diluicdo dos parasitas no meio de cultura, o
gue poderia resultar num efeito retardado do farmaco aumentando os valores do /C5, como
observado neste trabalho.

Para promastigotas (L.) donovani, Paris e colaboradores [32] encontraram um
IC5 de 13,6 M, mas como os autores utilizaram uma concentragao de 10° parasitas/mL,
isto & equivalente a um valor de IC5, de 8,2x10° MT/célula, que € ainda maior ao ICs
obtido por Verma e colaboradores [33]. Além disso, no experimento de fragmentacao
de DNA, Paris e colaboradores [32] aplicaram 40 M de MT durante 24 h, sendo uma
concentracao muito maior da utilizada neste trabalho. No presente estudo, um método para

a incorporacao rapida da MT na membrana de Leishmania permitiu que as medi¢des pu-
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dessem ser feitas pela espectroscopia de RPE e pela contagem microscopica de parasitas,
sem periodo de incubacdo. Os dados apresentados na Figura 5.16 mostraram que logo
apos o tratamento, houve uma queda acentuada no nUmero de parasitas, mas 0 processo
de crescimento e morte celular continuou na presenca de MT. Acreditamos que 0s parasi-
tas que receberam uma concentragdo mais baixa do farmaco sao aqueles que podem ter
sofrido morte celular programada do tipo apoptose.

E interessante que tem sido demonstrado que a MT exibe atividade contra es-
guistossomo in vitro induzindo apoptose [117]. Como mostrado por microscopia eletronica
de varredura, a morte destes parasitos foi precedida por danos progressivos na superficie
da membrana celular que causaram sua ruptura [117]. Em um estudo recente destacando
a Giardia lamblia como novo alvo da MT, a microscopia revelou graves alteragcdes mor-
fologicas induzidas pela MT em trofozoitos Giardia lamblia, principalmente na membrana da
célula [118]. A MT também apresenta atividade in vitro contra Trichomonas vaginalis [119],
isolados clinicos de Acanthamoeba spp. [120], Trypanosoma cruzi [121] e Streptococcus

pneumonie [122], em todos os casos por meio do ataque celular e atividade litica.



Capitulo 7

Conclus oes

A MT nao causa alteracdo na dinamica lipidica de vesiculas formadas com
lipidios constituintes dos rafts. Foi mostrado que 20 mol% de esfingomielina ou 20 mol% de
DPPC podem ser substituidos por 20 mol% de MT sem essencial alteracdo na dinamica da
bicamada.

A espectroscopia de RPE de um marcador lipidico (5-DSA) e de um marcador
de proteina (6-MSL) demonstrou que a MT causa grandes aumentos de dinamica mole-
cular tanto no componente lipidico quanto no proteico de ghosts e DRMs de eritrocito e
membrana de promastigotas Leishmania (L.) amazonensis in vitro.

Medidas de lise da Leishmania indicaram que ela ocorre na mesma faixa de
concentracao de MT que altera a dindmica de membrana. Na medida em que a dinamica
de membrana é aumentada mais lise celular & observada.

Experimentos com sangue total indicaram que na concentracao sanguinea da
MT durante o tratamento da leishmaniose ocorre uma pequena quantidade de hemolise
de 2 a 5% e que a alteracao de fluidez detectada por RPE s6 seria detectada para uma
concentracao de MT que causaria 46% de hemolise, este resultado sendo explicado pela
menor sensibilidade do método de marcador de spin.

No caso da Leishmania, foi demonstrado que a concentracdo de MT que pro-

voca uma alteracao significativa na membrana do parasito, detectada por RPE, leva a apro-
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ximadamente 70% de sua morte.

Ensaios de citoxidade em varias concentracdes de parasitas indicaram que o
IC5, da MT aumenta com a concentracao de células e que para concentracoes mais altas
de células os valores de IC5, tendem para a concentracdo de MT que gera um efeito na
membrana do parasito.

Um método de incorporacao rapida da MT na membrana plasmatica da Leish-
mania mostrou que o efeito da MT pode ser observado logo ap6s o tratamento, sugerindo
que sua acao primaria € sobre a membrana celular.

Os espectros de RPE do marcador de proteina indicaram que na presenca
da MT as proteinas da membrana plasmatica da Leishmania assumem conformacdes mais
expandidas e expostas ao solvente, sugerindo que a MT tem uma ac¢éo do tipo detergente
sobre as proteinas de membrana.

Nossa interpretacdo € que a MT penetra na membrana através de seu compo-
nente lipidico e interage com as cadeias laterais hidrofobicas na interface lipidio-proteina.
Assim, com uma acao do tipo detergente, a MT pode formar estruturas semelhantes a
micelas em torno das cadeias polipeptidicas favorecendo conformag¢des mais dinamicas e
expostas ao solvente, podendo levar a ruptura da membrana devido a penetracao de grupos
hidrofilicos da MT no seu interior, assim causando a morte do parasito.

Um mecanismo de acao da MT baseado no ataque a membrana celular € con-
sistente com o largo espectro de atividade da MT contra fungos patogénicos e protozoarios,

bem como alguns tipos de células tumorais.
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ABSTRACT: Miltefosine (MT) is an alkylphospholipid that has been approved for the treat-
ment of breast cancer metastazizs and vizceral leishmaniazis, although its mechanizm of action
remains poorly understood. Electron paramagnetic resonance spectroscopy of a spin-labeled
lipid and a thiol-specific spin label showed that MT causes an increase in the molecular dy-
namics of erythrocyte ghost membranes and detergent-resistant membranes (DREMz) prepared
from ervthrocyte ghosts. In the vesicles of lipid raft conztituents, it was shown that 20 mol %
zphingomyelin could be replaced by 20mol % MT with no change in the molecular dynamics.
The effect of MT in DHEM= was more pronounced than in ervthrocyte ghostz, supporting the
hypotheszis that MT is a lipid raft modulator. At the reported MT-plasma concentrations found
during the treatment of leishmaniagiz (31-90pg/mL), our measurements in the blood plasma
indicated a hemolytic level of 2%—5%. The experiments indicated that MT acts predominantly
on the protein component of the membrane. MT aggregates may wrap around the hydrophobic
polypeptide chains, forming micelle-like structures that stabilize protein conformations more
exposed to the solvent. Proteins with higher hydrophobicity may induce the penetration of the
hydrophilic groups of MT into the membrane and cause it to rupture. © 2013 Wiley Periodicals,
Inc. and the American Pharmacists Association J Pharm Sci 102:1661-166%, 2013
Eeywords: miltefosine; EPR; 2pin label; erythrocyte membrane; raft; drug interactions; phar-
macokineties; Lipids; Proteins; Nanotechnology
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Miltefosine increases lipid and protein dynamics in Leishmania membranes at

similar concentrations to those needed for cytotoxicity activity
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