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Resumo

A leishmaniose cutânea é uma doença tropical negligenciada que afeta milhões

de pessoas em todo mundo, representando um grave problema de saúde pública. A mil-

tefosina (MT) é um alquilfosfolipı́dio aprovado inicialmente para tratamento de câncer me-

tastático e também foi licenciada para o tratamento da leishmaniose visceral, embora seu

mecanismo de ação a nı́vel molecular permaneça pouco compreendido. A espectrosco-

pia de ressonância paramagnética eletrônica (RPE) do marcador de spin lipı́dico análogo

do ácido esteárico (5-DSA) e do marcador de spin derivado do maleimido (6-MSL) ligado

covalentemente às proteı́nas de membrana demonstraram que a MT provoca um grande

aumento na dinâmica molecular das membranas de eritrócito (ghosts) e membranas resis-

tentes à extração por detergente (DRMs) preparadas a partir de membranas de eritrócito. A

técnica também demonstrou que em vesı́culas formadas com lipı́dios constituintes de rafts,

20 mol% de esfingomielina pode ser substituı́do por 20 mol% de MT, sem qualquer alteração

em termos de dinâmica molecular. Além disso, o efeito da MT em DRMs foi mais pronun-

ciado do que em ghosts de eritrócito, consistente com a hipótese da MT ser um modulador

de raft. Na concentração de MT presente no plasma sanguı́neo durante o tratamento de

leishmaniose (31-52 µg/mL), as nossas medidas realizadas diretamente no sangue total

indicaram um nı́vel de 2-5% de hemólise e também mostrou que a concentração de MT

capaz de alterar a fluidez da membrana de eritrócito a nı́vel detectável pela espectrosco-

pia de RPE causou cerca de 46% de hemólise. Posteriormente, estudos de RPE realiza-

dos com os mesmos marcadores de spin na membrana de Leishmania (L.) amazonensis

(forma promastigota) demonstraram alterações similares às encontradas nas membranas

de eritrócito. Os efeitos citotóxicos sobre os parasitas também foram avaliados para in-

vestigar as relações entre os potenciais citotóxicos da MT e sua capacidade de alterar
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a fluidez da membrana. Os dados de RPE demonstraram que a concentração mı́nima

necessária de MT para causar alteração na membrana do parasito ocorreu próximo dos

valores de concentração que inibe 50% do crescimento celular (IC50), existindo, portanto,

uma correlação entre as alterações na membrana e a citotoxicidade. Embora o marcador

de spin lipı́dico também tenha detectado alterações 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 análise dos sobrenadantes das

amostras centrifugadas onde foram encontrados fragmentos de membranas marcadas e

também proteı́nas citoplasmáticas. Usando um método para a rápida incorporação da MT

na membrana, os efeitos de citotoxidade foram medidos imediatamente após o tratamento

e na mesma faixa de concentrações de MT que causam a inibição do crescimento celular.

A citotoxicidade, estimada através da contagem microscópica das células vivas e mortas,

indicou ∼ 70% de morte celular na concentração de MT em que a espectroscopia de RPE

detectou uma alteração significativa na dinâmica da membrana. Após o primeiro impacto

no número de parasitas viáveis, o processo de morte e crescimento celular continuou du-

rante as primeiras quatro horas de incubação. Os espectros de RPE de proteı́nas de mem-

brana marcadas com o 6-MSL foram consistentes com conformações de proteı́na mais

expandidas e expostas ao solvente, sugerindo uma ação tı́pica dos detergentes. Nossa

interpretação é que a MT pode formar estruturas semelhantes das micelas ao redor das

cadeias polipeptı́dicas, expandindo as proteı́nas e que as proteı́nas com maior hidrofobici-

dade poderiam induzir a penetração de grupos hidrofı́licos da MT no interior da membrana,

causando sua ruptura e consequentemente a morte da célula.

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

Raft; Leishmania.
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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 (31-52µg/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 (IC50); thus,

there is a correlation between the cytotoxicity and changes in the membrane. Although these
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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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1.2 (A) mosquito-palha: gênero Lutzomyia transmissor da Leishmania. (B) pro-

tozoário do gênero Leishmania e causador da doença conhecida como leish-

maniose. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
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cadeia acila relativo ao eixo, zr está relacionado com o parâmetro de ordem
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de lipı́dios e seus correspondentes valores do parâmetro 2 A‖. Como indica
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DRMs de eritrócito para amostras não tratadas e amostras tratadas com mil-

tefosina. As linhas verticais melhoraram a visualização das mudanças no
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SDS Dodecil sulfato de sódio
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Capı́tulo 1

Introduç ão

Os estudos sobre as membranas biológicas se tornaram muito importantes

para a produção de novos fármacos e nos últimos anos as pesquisas sobre a ação de

medicamentos na membrana celular têm chamado a atenção de muitos pesquisadores,

pois se estima que mais de 70% dos fármacos disponı́veis atuam por via de proteı́nas de

membrana [1]. Apesar de vários fármacos apresentarem os efeitos esperados, alguns ainda

não possuem os mecanismos de ação bem compreendidos, como é o caso, por exemplo,

da miltefosina (MT).

A MT Figura 1.1 é um alquilfosfolipı́dio sintético que foi originalmente desen-

volvido como um fármaco anticancerı́geno, sendo aprovado como o primeiro medicamento

oral para o tratamento da leishmaniose visceral.

H

O

O- RO

P

O

N+H H

Figura 1.1: Estrutura da molécula de miltefosina.
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Levando-se em conta a importância das leishmanioses em todo mundo e as

dificuldades envolvidas em seus tratamentos, tais como resistência 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 fármaco foi registrado na

Índia em 2002 (como Impavidor), na Alemanha em 2004 e na Colômbia em 2005 [2, 3],

tendo demonstrado altos ı́ndices de cura para o tratamento de leishmaniose visceral [4],

cutânea [5–7] e mucosa [8].

Embora muitos estudos tenham sido realizados para identificar os mecanis-

mos de ação da MT contra células tumorais [9] e parasitas [10], estes mecanismos ainda

não estão bem compreendidos. No entanto, como a MT é uma molécula com alta afini-

dade por membrana, tem sido considerado que a membrana plasmática pode ser seu alvo

primário [9, 11, 12]. Recentemente foi reportado por Dorlo e colaboradores [10], que me-

canismos de ação da MT propostos contra Leishmania e células cancerosas humanas são

muito semelhantes e geralmente atribuem a atividade da MT a apoptose desencadeada

pela inibição da sinalização celular dependente de lipı́dio e da troca de fosfolipı́dio [9–12].

1.1 A Leishmaniose

A leishmaniose (tegumentar ou visceral) é uma doença causada por diferentes

espécies de parasitos protozoários do gênero Leishmania (Figura 1.2 B) sendo transmitida

ao hospedeiro vertebrado pela picada da fêmea de flebotomı́neo (inseto vetor) do gênero

Lutzomyia, conhecido popularmente, dependendo da localização geográfica, como mos-

quito palha (Figura 1.2 A). Considerada um grande problema de saúde pública, representa

um complexo de doenças com importante espectro clı́nico e diversidade epidemiológica.
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(A) (B)

Figura 1.2: (A) mosquito-palha: gênero Lutzomyia transmissor da Leishmania. (B) protozoário do gênero
Leishmania e causador da doença conhecida como leishmaniose.

Devido a multiplicidade de espécies de Leishmania, flebótomos vetores e re-

servatórios vertebrados em diferentes ambientes geográficos, a leishmaniose tegumentar

pode apresentar formas clı́nicas diversificadas, como por exemplo, a forma cutânea (LC)

localizada, que é a forma mais comum tratando-se de uma infecção na pele geralmente

do tipo úlcera, sendo indolor com formato arredondado ou ovalado, medindo de alguns

milı́metros até alguns centı́metros com base eritematosa infiltrada e de consistência firme,

de bordas bem delimitadas e elevadas, com fundo avermelhado e com granulações gros-

seiras (figura 1.3 a). No entanto, a leishmaniose cutânea pode apresentar outros quadros

clı́nicos.

A forma disseminada da leishmaniose cutânea (figura 1.3 b) é caracterizada

pelo aparecimento de múltiplas lesões papulares e de aparência acneiforme que acometem

vários segmentos corporais, envolvendo com frequência a face e o tronco, sendo relativa-

mente rara e podendo ser observada em até 2% dos casos. A forma difusa da doença (fi-

gura 1.3 c) também constitui uma forma clı́nica rara, porém grave, que ocorre em pacientes

com anergia e deficiência especı́fica na resposta imune celular a antı́genos de Leishma-

nia, iniciando lentamente, com lesão única e má resposta ao tratamento e evoluindo com



1.1 A Leishmaniose 25

formação de placas e múltiplas nodulações não ulceradas, recobrindo grandes extensões

cutâneas [13]. Dentre as formas de leishmaniose tegumentar, a mucocutânea (figura 1.3 d)

é a mais grave, sendo clinicamente caracterizada por lesões desfigurantes localizadas nas

mucosas das vias aéreas superiores.

Figura 1.3: Formas de leishmaniose cutânea: (a) localizada - lesão ulcerada franca, única, arredondada,
com bordas elevadas e infiltradas e fundo granuloso. (b) disseminada - apresentando múltiplas lesões
papulares, algumas com ulceração superficial. (c) difusa - lesões em placa infiltrada, com exulceração,
tubérculos em face, orelha e membro superior. (d) mucocutânea - edema nasal com áreas de ulceração.
(adaptada de [14]).
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Acredita-se que a lesão mucosa metastática ocorra por disseminação hema-

togênica ou linfática. Geralmente surge após a cura clı́nica da LC, com inı́cio insidioso

e pouca sintomatologia. Na maioria dos casos, a forma mucocutânea da doença resulta

da forma cutânea de evolução crônica e curada sem tratamento ou com tratamento ina-

dequado. Pacientes com lesões cutâneas múltiplas e extensas com mais de um ano de

evolução, localizadas acima da cintura, são os grupos com maior risco de desenvolver

metástases1 para a mucosa [14].

A leishmaniose visceral (LV) é a forma crônica da doença mais grave, podendo

ser fatal se não tratada. Os principais sintomas da leishmaniose visceral são: febres inter-

mitentes com semanas de duração, fraqueza, perda de apetite, emagrecimento, anemia,

palidez, aumento do baço e do fı́gado, comprometimento da medula óssea, problemas res-

piratórios, diarreia, sangramentos na boca e no intestino [16]. A evolução clı́nica da LV pode

ser visto na figura (1.4).

Figura 1.4: Evolução do quadro clı́nico da leishmaniose visceral (adaptado de Lindoso [15]).

1Metástase é a formação de uma nova lesão tumoral a partir de outra, mas sem continuidade entre elas de
forma que as células neoplásicas se desprendem do tumor primário e caminhando entre as células vão para
um local distante onde formam uma nova colônia neoplásica.
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Além dos sinais clı́nicos apresentados, a doença pode ser diagnosticada por

exames laboratoriais, tais como: testes sorológicos (Elisa e reação de imunofluorescência),

e de punção da medula óssea para detectar a presença do parasita e de anticorpos. É

fundamental que se faça um diagnóstico precoce para evitar complicações.

O ciclo de vida do parasito é bem complexo (figura esquemática 1.5), envol-

vendo várias formas de desenvolvimento para se adaptar as diversas condições ambientais

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

canı́deos, marsupiais e humanos.

Figura 1.5: Representação do ciclo biológico do gênero Leishmania ( adaptada de [21]).

Durante o repasto sanguı́neo com hospedeiro contaminado, as fêmeas dos

flebotomı́neos 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 sanguı́neo, são injetadas na pele

do hospedeiro. A saliva do inseto auxilia na proliferação dos protozoários, pois apresenta

neuropeptı́dios vasodilatadores que facilitam a alimentação dos vetores e, ao mesmo tempo,

suprime a resposta imune dos hospedeiros [17, 18]. No entanto, os parasitos não conse-

guem penetrar ativamente nas células e ficam dependente da ação fagocı́tica da mesma,

principalmente através de interações entre receptores celulares do hospedeiro (CR1, CR3,

manose-fucose) e moléculas de superfı́cie do micro-organismo, principalmente os lipofosfo-

glicanos (LPG) e a protease de superfı́cie (GP63). Através destes receptores, os parasitos

se ligam aos macrófagos, sendo fagocitados, porém, é retardada a ação do mecanismo

microbicida dos macrófagos, permitindo a adaptação da Leishmania ao meio [19,20].

1.2 Proliferaç ão da Doença pelo Mundo

Esta doença é endêmica em 88 paı́ses e de acordo com as estimativas da

Organização Mundial de Saúde (OMS) [22], 350 milhões de pessoas estão expostas ao

risco e cerca de 12 milhões de pessoas no mundo estão infectadas, com 1,5 a 2 milhões

de novos casos a cada ano. A forma de LV tem uma incidência estimada de 500.000 novos

casos e 60.000 mortes a cada ano. Apesar dos 193 paı́ses da Organização Mundial da

Saúde (OMS) terem assinado em 2007 um acordo para tentar controlar e conter os avanços

da leishmaniose, ainda não se tem uma diminuição significativa dos casos, principalmente

nos paı́ses mais pobres que é onde se concentra a maioria dos casos.

Mais de 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em seis paı́ses: Índia, Ban-

gladesh, Sudão, Sudão do Sul, Etiópia e Brasil. Em um grande estudo de fase 4 na Índia,

com 1.132 pacientes adultos e pediátricos com LV tratados com MT, a taxa final de cura

foi de 82% pela análise de intenção de tratamento e 95% pela análise por protocolo [4].
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Efeitos adversos deste estudo ocorreram em aproximadamente 3% dos pacientes, e fo-

ram principalmente sintomas gastrointestinais (náuseas e vômitos), elevação da aspartato

transaminase, alanina transaminase, ou os nı́veis de creatinina sérica (indica danos ao fun-

cionamento de néfrons) [4]. No Brasil, em 2011, foram confirmados 3.894 casos de LV

com 262 óbitos, sendo a região norte a mais afetada, correspondendo a mais de 47% dos

casos [23].

1.3 Mecanismo de Aç ão da MT

Vários mecanismos de ação para MT contra células tumorais e de parasitas

foram relatados e revistos recentemente por Dorlo e colaboradores [10], e tem sido proposto

que os análogos da MT como o lisofosfolipı́dio [24–26] e a edelfosina [27–31] posuem uma

afinidade por microdomı́nios de plataforma lipı́dica “lipid raft” e pode ser absorvido pelas

células de uma forma dependente do raft.

Plataformas lipı́dicas (rafts) são conjuntos de esfingolipı́dios e colesterol que

seriam associados às proteı́nas especı́ficas, formando microdomı́nios localizados na mem-

brana com algumas funções celulares como, por exemplo, o tráfego de lipı́dios intracelu-

lares e sinalização celular [25]. Os rafts têm seu funcionamento sugerido como portas

da membrana, essenciais para entrada celular de alquilfosfolipı́dios, 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 é crı́tica para a sua atividade leishmanicida [32–35]. No en-

tanto, são apenas propostas sugeridas por estes pesquisadores e que ainda necessitam de

mais estudos para se chegar numa resposta conclusiva do real mecanismo de ação deste

fármaco.
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Neste trabalho será feita uma investigação da ação da MT sobre Leishmania.

Porém, antes de avaliar os efeitos da MT diretamente na membrana dos parasitos, foi re-

alizado um estudo de sua interação com membranas do eritrócito e seus DRMs que são

de mais fácil obtenção. Além disso, foram estudados os efeitos da MT em concentrações

sanguı́neas tı́picas do tratamento da leishmaniose sobre a hemólise e alteração de fluidez

na membrana do eritrócito.

1.4 Composiç ão e Estrutura da Membrana Plasm ática

A membrana plasmática é composta por lipı́dios e proteı́nas de membrana

[36], sendo que os lipı́dios correspondem a 50% de sua massa. A maioria dos lipı́dios per-

tence ao grupo dos fosfolipı́dios que são formados pela união de três grupos de moléculas

menores: um álcool, geralmente o glicerol, duas moléculas de ácidos graxos e um grupo

fosfato, que pode conter ou não uma segunda molécula de álcool. A forma esquemática da

estrutura desta molécula esta apresentada na Figura 1.6.

Figura 1.6: Fosfolipı́dios: possuem uma cabeça polar contendo um grupo fosfato e uma molécula polar
ligada a ele e um ou dois ácidos graxos ligados, um dos quais contém uma ligação dupla cis.

Membranas de células eucarióticas como os eritrócitos, contêm também mais

duas classes de lipı́dios: esteróis e esfingolipı́dios [37]. Os esfingolipı́dios que constituem a
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segunda maior classe dos lipı́dios são formados por uma única molécula de ácido graxo de

cadeia longa ligada a uma molécula de esfingosina ou um de seus derivados e uma cabeça

polar. Quando o ácido graxo está ligado como uma amida ao grupo NH2 da esfingosina o

composto resultante é a ceramida que é o precursor estrutural de todos os esfingolipı́dios.

Existem três classes de esfingolipı́dios dentre elas a esfingomielina que possui como grupo

cabeça a fosfocolina. Embora os nı́veis precisos destes lipı́dios variem de acordo com o

tipo de célula, a esfingomielina corresponde entre 10 − 20 mol% dos lipı́dios da membrana

plasmática. A Figura 1.7 a seguir mostra a estrutura de um esfingolipı́dio.

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

Os esteróis são baseados em uma estrutura rı́gida de quatro anéis, sendo

o colesterol a principal forma encontrada nos vertebrados. O colesterol que normalmente

corresponde de 30 − 40 mol% dos lipı́dios da membrana plasmática [38] é o lipı́dio que

mais recebe atenção devido à forte correlação existente entre seus altos nı́veis no san-

gue e a incidência de doenças do sistema cardiovascular [39]. Sua presença na célula é

de suma importância, pois diminui as propriedades de permeabilidade da dupla camada

lipı́dica tornando a bicamada menos sujeita a deformações 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 constituı́da por uma região 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
única parte hidrofı́lica da molécula, o que a torna insolúvel no sangue [40].

O colesterol também é considerado um composto essencial para a vida, pois

está presente nos tecidos de todos os animais, sendo ele um reagente de partida para a

biossı́ntese de vários hormônios, do ácido biliar e da vitamina D [41].

1.5 Comportamento Lipı́dico em Meio Aquoso

A solubilidade dos lipı́dios em água é muito baixa assim, as moléculas an-

fifı́licas, devido ao efeito hidrofóbico, formam agregados com uma estrutura bem definida

em soluções aquosas. A concentração a partir da qual esses agregados começam a ser

formados é conhecida como concentração micelar crı́tica (CMC). Uma vez atingida a CMC,

todos os lipı́dios adicionados a solução participam na formação dos agregados ao invés

de existirem como monômeros livres em solução [42]. Os lipı́dios possuem uma parte

hidrofóbica e a outra hidrofı́lica e quando expostos em água os grupos da cabeça polar

(extremidade hidrofı́lica) ficam na interface entre o meio aquoso e o lipı́dio, e as caudas

hidrofóbicas interagem entre si, criando uma região interna hidrofóbica que exclui a água.

Essas moléculas dependendo do formato podem formar estruturas tais como as micelas,

bicamandas ou lipossomos.
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As micelas são estruturas esféricas de lipı́dios que se agrupam de tal forma

que suas regiões hidrofóbicas se agregam no interior, de onde a água é excluı́da, expondo

então os grupos polares na superfı́cie em contato com a água.

Outro tipo de agregação de lipı́dios em água é a bicamada, onde duas mo-

nocamadas de lipı́dios formam uma estrutura laminar bidimensional. Este tipo de estrutura

lipı́dica constitui a base de todas as membranas biológicas que geralmente se forma quando

a área ocupada pela cabeça polar no plano da membrana é aproximadamente a mesma dos

ácidos graxos que constitui o lipı́dio. As bicamadas lipı́dicas constituem estruturas bastante

estáveis, sendo mantidas juntas por interações hidrofóbicas entre as cadeias de hidrocar-

boneto dos ácidos graxos e interações iônicas entre os grupos carregados da cabeça e

a água. À 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 lipı́dico denominado vesı́cula ou lipossomo que pode ter um diâmetro

médio variando em torno de 20 a 5000 nm [43]. A Figura 1.9 mostra estes três tipos de

agrupamentos lipı́dicos.

Figura 1.9: Agregados lipı́dicos anfipáticos 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
lipı́dica. (adaptada de [44])
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Os lipossomas dependendo do formato, tamanho, e algumas caracterı́sticas

fı́sico-quı́micas, possuem a capacidade de encapsular compostos hidrofı́licos no seu interior

aquoso e compostos hidrofóbicos nas bicamadas lipı́dicas, sendo possı́vel a sua utilização

como transportadores de fármacos [45].

1.6 Comportamento da Fase Lipı́dica

Embora sejam bem estáveis estas estruturas laminares, os fosfolipı́dios e es-

teróis que a compõe exibem algumas liberdades dinâmicas. Assim, para obtermos uma

melhor compreensão das biomembranas, torna-se fundamental conhecermos sua estru-

tura detalhada e os princı́pios termodinâmicos que dão a estabilidade da bicamada lipı́dica.

Quando a bicamada é bém hidratada e possui apenas um tipo de fosfolipı́dio ela sempre

mostra uma transição de fase bem definida, de modo que as cadeias lipı́dicas passam de

um estado ordenado (gel) para um estado fluido (lı́quido-cristalino).

Do ponto de vista fı́sico, as bicamadas lipı́dicas podem ser descritas como

cristais lı́quidos demonstrando um complexo comportamento de fase dependendo tanto da

temperatura como da concentração de lipı́dio. A fase ordenada é chamada de Lβ′ e a

fase fluida de Lα′ . No entanto, quando se eleva a temperatura da bicamada para alguns

fosfolipı́dios, existe uma fase de pré-transição ou lı́quido-ordenado Pβ′, onde a bicamada

fica ondulada, entre a fase gel e a fase fluida [46]. A fase ordenada (Lβ′) surge em baixas

temperaturas por moléculas lipı́dicas que formam estruturas laminares, sendo que nessa

fase os lipı́dios se encontram empacotados (muito juntos) e as cadeias hidrocarbônicas se

encontram ordenadas com conformações todas trans. A Figura 1.10 mostra as duas fases

bem definidas e o estado de transição entre elas.
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Figura 1.10: Representação da fase ordenada Lβ′ , fase lı́quido-ordenado Pβ′ e da fase fluida Lα′ [47].

Uma vez que as conformações das cadeias hidrocarbônicas estão todas trans,

a área transversal das moléculas de fosfolipı́dios se torna mı́nima, ao passo que a es-

pessura da bicamada se torna máxima, e ambos os movimentos internos e externos da

molécula ficam fortemente restringidos. Já na fase fluida (Lα′) existe uma maior agitação

térmica no interior da bicamada de forma que a espessura da bicamada se torna menor do

que na fase ordenada, sendo geralmente aceito que isto leva ao aparecimento de defeitos

nas estruturas formadas pelas cadeias hidrocarbônicas.

Além dos lipı́dios, a membrana celular possui uma variedade de proteı́nas, tais

como as proteı́nas integrais que são as principais componentes funcionais da membrana

plasmática [48], as proteı́nas periféricas que estão aderidas nas extremidades das proteı́nas

integrais ou ancoradas a um lipı́dio podendo atuar como transportadoras de substâncias

para dentro ou para fora da célula, entre elas estão as glicoproteı́nas que são proteı́nas

ligadas a carboidratos.
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1.7 Proteı́nas de Membranas

As proteı́nas são macromoléculas orgânicas, constituı́das por um ou mais po-

lipeptı́dios que por sua vez são constituı́dos por aminoácidos sintetizados pelos organismos

vivos através da condensação de um grande número de moléculas alfa-aminoácido, por

meio de ligações peptı́dicas. Os aminoácidos por meio das ligações peptı́dicas formam

estruturas globulares ou fibrosas de alto peso molecular e são consideradas as macro-

moléculas mais importantes das células e, para muitos organismos, constituem quase 50%

de suas massas [49]. Do ponto de vista quı́mico as proteı́nas são as estruturas de maior

complexidade apresentando um grau de funcionalidade fantástico. No corpo humano, por

exemplo, são produzidas cerca de 100.000 proteı́nas, com cada uma delas podendo possuir

cerca de centenas de aminoácidos como é o caso da hemoglobina.

Todos os 20 tipos de aminoácidos existentes são dotados de um grupo amino,

um carbono-α, um grupo carboxila e uma cadeia lateral, sendo esta a única diferença entre

os aminoácidos. Os aminoácidos podem fazer ligações peptı́dicas entre si com diferen-

tes combinações capazes de formar uma infinidade de proteı́nas, possuindo quatro nı́veis

estruturais chamados: estrutura primária, secundária, terciária e quaternária.

1.8 Interaç ão Proteı́na-Detergente

Os detergentes (surfactantes) são compostos orgânicos de caracterı́sticas an-

fifı́licas, isto é, possui um grupo apolar de natureza alifática (hidrofóbica), e um grupo polar

(hidrofı́lica) na mesma molécula. Além dos detergentes, os sabões e os próprios fosfo-

lipı́dios que formam a estrutura básica das membranas biológicas são moléculas anfifı́licas.

A parte hidrofóbica denominada de “cauda” é pouco solúvel em água, mas é solúvel em mui-
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tos solventes apolares. Por outro lado os grupos hidrofı́licos denominados de “cabeça” po-

dem ser carregados, tais como os grupos fosfato, amino, sulfato, carboxil, ou neutros como

os grupos hidroxila, carbonila e éster. Os detergentes quando diluı́dos em solução aquosa

em baixas concentrações, agem como eletrólitos normais, mas em altas concentrações

eles formam micelas com um grande número de moléculas como mostrado na Figura 1.9.

A forma e tamanho dos agregados dependem da natureza do grupo polar “cabeça”, da na-

tureza e comprimento do grupo apolar “cauda”, da concentração, temperatura e do próprio

método de preparação.

Dentre as aplicações dos surfactantes podemos citar o uso do detergente

dodecil sulfato de sódio (SDS) na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). No

entanto, os surfactantes se destacam também na solubilização de membranas, sistemas

de entregas de drogas e aplicações em medicina [50]. Os compostos anfifı́licos podem

ser classificados segundo a carga do grupo hidrofı́lico e o tamanho ou natureza do grupo

hidrofóbico, sendo que em relação às cargas eles podem ser aniônicos, catiônicos, zwi-

teriônicos ou neutros.

Os detergentes quando interagem com proteı́nas em concentrações acima

da CMC atuam como desnaturantes desenovelando-as e descaracterizando suas estru-

turas terciárias [51]. No entanto, em baixas concentrações podem se ligar às proteı́nas

mantendo sua estrutura terciária intacta ou podem causar dissociação e/ou desnaturação.

Os surfactantes aniônicos ao induzirem a desnaturação de proteı́nas, expõem os sı́tios hi-

drofóbicos localizados no interior destas, sendo que, quanto maior for a concentração do

surfactante mais sı́tios são expostos e acredita-se que isso possa causar os desdobramen-

tos das proteı́nas. A interação entre surfactante e proteı́na tem sido representada por 3

modelos mostrados na Figura 1.11.
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Figura 1.11: Representação esquemática da interação entre proteı́na e surfactante: (a) modelo “colar de
pérolas”; (b) elipsóide prolato; (c) e (d) vista lateral e frontal, respectivamente, do modelo “hélice flexı́vel”
(adaptada de [51]).

O modelo “colar de pérolas” é caracterizado por estruturas micelares ligadas

à cadeia polipeptı́dica da proteı́na, já no modelo elipsoide prolato, as moléculas de sur-

factantes se agregam formando uma estrutura elipsoidal com o semieixo menor de 18 Å

e a cadeia polipeptı́dica enrolada em torno do agregado. O modelo “hélice flexı́vel”, des-

creve teoricamente o complexo micelar como um agregado de surfactantes formando um

cilı́ndrico flexı́vel envolvido pela cadeia polipeptı́dica em forma helicoidal [51].

1.9 Propriedades Estruturais da Membrana Plasm ática

Desde os trabalhos pioneiros de Gorter e Grendel [52] e Danielli e Davson

[53] sobre as bicamadas lipı́dicas das membranas biológicas, por vários anos foi aceito

este modelo de proteı́nas incorporadas e livremente difundindas numa bicamada fluida de

lipı́dios. Assim, a bicamada foi considerada como uma barreira uniforme e semipermeável
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que serviu como uma matriz passiva para proteı́nas de membrana. Porém, muitas dúvidas

sobre o modelo de mosaico fluido surgiram ao longo dos anos a respeito de diversas classes

de lipı́dios encontradas em membranas biológicas. A Figura 1.12 mostra as caracterı́sticas

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

Figura 1.12: Representação esquemática do modelo de membrana (mosaico fluido), formada por lipı́dios,
colesterol e proteı́nas, separando o meio interno do meio externo da célula.

Os experimentos têm mostrado que ao longo da via de secreção celular, há

baixas concentrações de colesterol e esfingolı́pidos no retı́culo endoplasmático, mas as

concentrações destes lipı́dios aumentam a partir da face cis-Golgi2 para a trans-Golgi3 e,

em seguida, para a membrana plasmática [54–56]. Uma possı́vel razão importante para

as concentrações relativamente grandes de esfingomielina e colesterol no trans-Golgi e na

membrana plasmática são as formações laterais de microdomı́nios transientes denomina-

dos “rafts” [57].

Nos últimos anos vem crescendo muito o interesse dos pesquisadores nestes

modelos de rafts, pois suas caracterı́sticas como a capacidade de sequestrar os lipı́dios
2Face cis: é um das quatro regiões funcionais do complexo de Golgi com formato convexo, recebendo

vesı́culas transportadoras provenientes de outras organelas intracelulares.
3Face trans: é a face côncava, que libera vesı́culas para a membrana plasmática.
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e proteı́nas especı́ficas e excluir outros, tem relação direta com um grande número de

processos celulares normais, tais como a transdução de sinal [58,59], a fusão da membrana

[60], a organização do citoesqueleto [61], transições proteicas, eventos patológicos tais

como a invasão celular do vı́rus da gripe, do Ébola, da imunodeficiência humana-HIV [62] e

a formação das placas associadas com a doença de Alzheimer [63].

O raft constitui uma região de microdomı́nio dinâmico na fase Lβ′ , com uma

capacidade de se deslocar livremente sobre a fase Lα′ da membrana celular. Assim, estas

plataformas lipı́dicas estão relacionadas com a imiscibilidade entre as fases Lβ′ e Lα′ . O fa-

tor causador desta imiscibilidade ainda é incerto, no entanto, a formação desses domı́nios

tem como objectivo a minimização da energia livre do sistema [64]. Um modelo aproxi-

mado deste tipo de microdomı́nios pode ser observado após a solubilização das membra-

nas de eritrócitos com um detergente não iônico numa temperatura de 4 ◦C. Neste traba-

lho foi usado o triton-X100 (TX-100) na membrana isolada do eritrócito (ghost), que resultou

numa fração insolúvel ao detergente e rica em colesterol e esfingolipı́dios denominada DRM

(membrana resistente ao detergente) [65].

1.10 Composiç ão Lipı́dica dos Rafts

Os lipı́dios que fazem parte deste domı́nio de plataforma lipı́dica em mem-

branas são os fosfolipı́dios, esfingolipı́dios e o colesterol. Modelos deste tipo de plataforma

podem ser preparados a partir de concentrações variadas de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-

glicero-3-fosfocolina), DPPC (1,2-dipalmitoı́l-sn-glicero-3-fosfocolina), SM (esfingomielina)

e Chol (Colesterol). Uma vez que o colesterol (Figura 1.8) apresenta grandes quantida-

des de ligações duplas em seus anéis, isso torna possı́vel um melhor empacotamento com

alguns lipı́dios saturados da bicamada, aumentando então a capacidade de formação de
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domı́nios mais ordenados.

Algumas células eucariotas utilizam-se desta capacidade de empacotamento

de certos lipı́dios para sintetizar peptı́deos antimicrobianos, de modo a se defenderem con-

tra (hóspedes indesejados) [62]. A Figura 1.13 apresenta de forma esquemática a estrutura

dos lipı́dios DPPC, POPC e SM .

Figura 1.13: Representação esquemática dos lipı́dios formadores de membranas modelo de rafts.

Em misturas binárias contendo esfingomielina e outros fosfolipı́dios, o coles-

terol possui um papel fundamental, pois ele anula preferencialmente a transição de fase da

esfingomielina, indicando uma possı́vel interação preferencial com estas moléculas. Assim,

o modo de ação destes antimicrobianos se baseia na associação com esteróis, causando

alterações especı́ficas na sua estrutura, sendo o colesterol promovedor da formação destes
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domı́nios mais ordenados.

Sabe-se que estes peptı́deos antimicrobianos possuem maior dificuldade em

se intercalarem nestas membranas preferindo interagir com o esterol majoritário das células

invasoras que normalmente é o ergosterol. Sendo que esta associação peptı́deo-esterol é

ainda mais dificultada em domı́nios de colesterol-esfingomielina [66]. A Figura 1.14 mos-

tra esquematicamente a formação deste domı́nio de esterol-esfingolipı́dio que pode ser

insolúvel em detergentes.

Figura 1.14: Representação esquemática da estrutura de rafts lipı́dicos (Adaptada de [67]).

Diversas técnicas têm sido empregadas nos estudos relacionados a dinâmica

destes domı́nios lipı́dicos, dentre elas podemos destacar a espectroscopia de ressonância

paramagnética eletrônica (RPE) de vários marcadores de spin derivados de ácidos graxos,

a qual foi recentemente usada para demonstrar que a MT não causa alteração em vesı́culas

de DPPC em concentrações de até 25 mol%, quando preparadas por um rigoroso processo

de extrusão [68].

No entanto, outros estudos mostraram que a MT provoca aumento drástico na

fluidez das membranas lipı́dicas intercelulares de estrato córneo, a camada mais externa

da pele, quando medido diretamente no tecido, mas apenas uma pequena diminuição de
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fluidez foi observada em vesı́culas preparadas com lipı́dios comerciais, visando representar

as três classes principais de lipı́dios do estrato córneo (ceramida de cérebro bovino, ácido

beénico e colesterol na razão 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 interpretação conclusiva

ao seu mecanismo de ação leishmanicida. No entanto, como a incorporação da MT e

dos marcadores de spin nas membranas dos parasitos apresentaram algumas dificulda-

des técnicas no inı́cio, buscamos realizar testes preliminares para implementar a técnica de

incorporação. A espectroscopia de RPE foi utilizada para verificar a interação da MT com

membranas modelo e com os componentes lipı́dicos e proteicos da membrana de eritrócito

humano que é de fácil preparação além de ser um sistema muito estudado.

Para examinar a relevância fisiológica dos resultados verificados por RPE,

nós realizamos experimentos incorporando a MT e os marcadores de spin diretamente no

sangue total, afim de comparar com as concentrações de MT presente no plasma durante

o tratamento da leishmaniose visceral [69, 70] e leishmaniose cutânea [71], pois tem sido

reportada como sendo de 31-52 µg/mL. Também foram realizados ensaios de citotoxidade

da MT em Leishmania em várias condições experimentais para melhor comparar com os

dados de RPE.



Capı́tulo 2

Introduç ão à Técnica de RPE e
Aplicaç ões em Sistemas Biol ógicos

2.1 Breve Hist órico

O primeiro experimento de ressonância paramagnética eletrônica (RPE) foi

realizado há mais de 60 anos, em Kazan (Tartaristão), onde os fı́sicos utilizaram amostras

de CuCl2.2H2O, um sinal de radiofrequência de 133 MHz e um campo magnético variável

operando na faixa de poucos militesla fornecido por um solenóide. Décadas se passaram

desde o primeiro experimento e a técnica tem progredido muito, e hoje pode ser empre-

gada em vários ramos da ciência, tais como: fı́sica, quı́mica, biologia, ciências da terra,

ciências de materiais etc. A RPE é uma técnica que se basea na absorção de radiação

eletromagnética, que geralmente se encontra na região de frequência de microondas, por

uma amostra paramagnética1 colocada na presença de um campo magnético. A absorção

ocorre apenas para frequências definidas e combinações de campos magnéticos, depen-

dendo das caracterı́sticas da amostra, o que significa que a absorção é ressonante. Os

espectrômetros de RPE modernos possuem uma sensibilidade de resolução muito boa e

1O paramagnetismo consiste na tendência que os dipolos magnéticos atômicos têm de se alinharem para-
lelamente com um campo magnético externo.

44
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por isso podem ser utilizados com variação de temperatura em amostras sólidas, soluções

aquosas, pós e etc.

2.2 O Espectr ômetro e a T écnica de RPE

Embora ao longo dos anos vários projetos de espectômetros vêm sendo de-

senvolvidos, a maioria dos instrumentos de RPE utilizados em laboratório se baseia no

diagrama de blocos simplificado como mostra a Figura 2.1.

Figura 2.1: Diagrama de bloco simplificado de um espectrômetro de RPE de banda-X . Todos os compo-
nentes acima da linha pontilhada geralmente não ficam expostos, sendo construı́dos 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

radiação, uma unidade de absorção onde coloca-se a amostra e um detector. Uma forma
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de se obter o espectro de absorção seria fazer uma varredura na frequência de radiação

que incide sobre a amostra e medir a quantidade de radiação que fica retida na amostra

com a utilização de um detector. No entanto, é mais prático do ponto de vista experimental,

fixar a frequência e realizar uma varredura no campo magnético externo.

Neste sistema as microondas plano-polarizadas são produzidas no klystron, e

são transferidas através de uma guia de onda retangular e oca para o atenuador, que ajusta

o nı́vel de potência. Em seguida são encaminhadas para o circulador que funciona como

um direcionador de “tráfego,” orientando as microondas para a cavidade, onde se coloca

a amostra. Antes que a microonda chegue à cavidade, ela encontra um dispositivo deno-

minado ı́ris, que ajusta a quantidade de radiação refletida para fora da cavidade. Assim,

a radiação refletida da cavidade retorna ao circulador para ser encaminhado ao diodo de

detecção e qualquer microonda refletida do diodo é totalmente absorvida e convertida em

calor.

Uma pequena quantidade da radiação produzida pelo Klystron é desviada an-

tes do atenuador por uma guia de onda de referência que direciona a radiação 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 à potência de micro-

onda refletida da cavidade, a microonda absorvida pela amostra é detectada observando

um decréscimo da corrente no microamperı́metro [72].

O eletroı́mã que está conectado a uma fonte de alimentação regulada e um

sistema de refrigeração a água, também é uma parte muito importante, pois produz um in-

tenso campo magnético estático essencial para o funcionamento do equipamento de RPE.

Como foi observado na Figura 2.1, entre as bobinas do eletroı́mã existe um espaço onde fica

a cavidade. Ela possui uma adaptação para ligar um sistema de resfriamento de nitrogênio

lı́quido capaz de alterar a temperatura da amostra a fim de realizar medidas com variação

térmica. Para que se tenha uma melhor absorção do sinal de RPE, a cavidade foi projetada
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para que a radiação de microonda que chega tenha um valor máximo de campo magnético

e mı́nimo de campo elétrico na região onde a amostra é inserida. O campo magnético da

microonda também precisa ser perpendicular ao campo estático do eletroı́mã, para promo-

ver a transição dos spins.

A técnica de RPE permite ao pesquisador detectar e caracterizar moléculas

com elétrons desemparelhados, sem causar alterações nas moléculas. Por isso, radicais

livres e compostos biológicos contendo elementos de transição se tornaram os tipos de

moléculas com elétrons desemparelhados mais investigados por RPE em pesquisas na

área biológica. Os elétrons possuem uma caracterı́stica intrı́nseca chamada de momento

angular de spin cuja magnitude e direção no espaço são controladas pelas leis da mecânica

quântica. O vetor momento angular de spin será indicado por S e as componentes ao longo

dos eixos x, y e z do espaço cartesiano por Sx, Sy e Sz, respectivamente. Os momentos

angulares das partı́culas quânticas são da ordem de ℏ (constante de Planck h dividido

por 2π). Momentos magnéticos são geralmente representados em unidades de ℏ e, nesta

unidade de magnitude, o módulo de S é

|S| =
√

S(S + 1). (2.1)

De acordo com a mecânica quântica, quando o espaço cartesiano x, y e z

é escolhido, apenas uma componente do operador momento angular de spin do elétron

(geralmente assumida como a componente z) possuem autovalores definidos quando atua

nas autofunções |α〉 e |β〉, respectivamente, como mostram as equações (2.2) e (2.3).

Sz|α〉 = 1/2ℏ|α〉 (2.2)

Sz|β〉 = −1/2ℏ|β〉 (2.3)
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Desta forma, na presença de um campo magnético externo aplicado na direção

z, o momento angular de spin não consegue se alinhar ao campo e o momento magnético

experimenta a ação de um torque, o qual o induz a efetuar um movimento de precessão em

torno do campo externo com uma frequência angular ω bem definida. Este movimento de

rotação, análogo ao movimento de precessão de um pião na presença do campo gravitaci-

onal da Terra, é denominado precessão de Larmor. A Figura 2.2 mostra o vetor momento

angular de spin eletrônico, cujo módulo é S =
√

3/4ℏ.

S
SZ

Z   B

m
w

Figura 2.2: A componente Sz do momento angular de spin assume valor definido e igual a −1/2 ℏ (no
sentido negativo de z) e caso contrário 1/2 ℏ (no sentido positivo de z). A componente do momento
angular de spin no plano perpendicular ao z não está definido, pois pode apontar em qualquer direção no
plano xy.

2.3 Detecç ão do sinal de RPE sensı́vel à fase

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

são detectados ruı́dos em todas as frequências, levando a uma baixa relação sinal-ruı́do. A
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solução para este problema é a introdução de um campo magnético modulado de pequena

amplitude. A aplicação deste campo magnético oscilante gerado por duas pequenas bobi-

nas de Helmholtz construı́das nas paredes da cavidade (em geral com frequência de 100

kHz) faz parte de uma técnica conhecida como detecção sensı́vel à fase.

A modulação do campo magnético e detecção sensı́vel à fase permitem a

amplificação do sinal de RPE, de certa forma somente filtrando o sinal modulado, já que

ruı́dos não podem ser modulados. Uma ilustração desta técnica pode ser observada na

Figura 2.3, que mostra a aplicação de um campo de modulação de 100 kHz e com uma

pequena amplitude que modula o campo magnético estático B entre os limites Ba e Bb,

provocando no detector uma variação da corrente entre os extremos ia e ib.

Figura 2.3: Efeito de um campo de modulação de pequena amplitude e frequência de 100 kHz na saı́da
do detector de corrente. O campo magnético estático B é modulado entre os limites Ba e Bb, que gera
uma variação na corrente do detector entre os limites ia e ib. O diagrama mostra o sinal de 100 kHz
registrado e retificado em função de B [73].
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Se a variação (ia − ib) for pequena, será proporcional a curva de absorção,

que deve exibir um sinal aproximado da primeira derivada desta curva. Devido ao fato do

cristal de detecção também produzir um ruı́do que é inversamente proporcional à frequência

do sinal detectado, os equipamentos geralmente utilizam uma frequência mais alta (100

kHz) para o campo de modulação [73, 74]. O amplificador “Lock-in”, ou detector sensı́vel à

fase, produz um sinal DC proporcional à amplitude do sinal de RPE modulado. Assim, ele

compara o sinal modulado com o sinal de referência e somente amplifica a onda que estiver

na mesma fase e frequência do sinal de referência.

O valor do campo de modulação deve ser de algumas vezes menor que as

larguras das linhas de ressonâncias dos espectros medidos, pois se o valor for superior,

ou até mesmo comparável à largura de linha, o sinal ficará “sobremodulado”, ou deformado

pela modulação, aumentando assim a largura de linha.

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

O operador momento magnético, µe, e o momento angular de spin do elétron

estão associados, de modo que µe é proporcional a S. Isto significa que seus vetores são

paralelos conforme foi mostrado na Figura 2.2. Eles têm direções opostas, pois a constante

de proporcionalidade é negativa.

µe = gγeS, (2.4)

onde g é um número chamado fator de Landé ou simplesmente fator g e γe =

e
2me

, sendo γe a constante giromagnética, e a carga e me a massa de repouso do elétron,

respectivamente. A energia do spin do elétron é dado pelo produto escalar entre µe e B, e
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seu valor dependerá da orientação de µe em relação a B.

E = gγeS · B (2.5)

O produto escalar se reduz a um único termo, se a direção de B coincidir

com um dos eixos para o qual B e S estão representados. Sendo a escolha do referêncial

arbitrária, pode-se escolher o eixo z ao longo da direção de B. Assim, considerando que o

campo magnético tenha intensidade B0 e levando em conta que a componente z do spin

atuando no estado α é 1/2ℏ|α〉 e no estado β é −1/2ℏ|β〉, então a energia do spin do elétron

pode assumir apenas dois valores conforme mostra a equação abaixo.

E = ±(1/2)g|βe|B0 (2.6)

onde βe = eℏ
2me

coresponde ao magneton de Bohr e o sinal positivo refere-se ao

estado α e o negativo para o estado β.

A divisão do nı́vel de energia do spin do elétron em dois nı́veis, na presença de

um campo magnético é chamada de efeito Zeeman, e a interação do momento magnético

de um elétron com um campo magnético externo aplicado é chamado de interação eletrônica

Zeeman. O spin do elétron no estado β, que é o estado de menor energia, pode absorver

um quantum de energia de radiação eletromagnética e passar para o estado α, desde que

o quantum de energia hν coincida com a diferença de energia entre os estados α e β, ou

seja,

hν = ∆E. (2.7)

Esta diferença de energia hν pode ser observada na Figura 2.4, onde ν é a

frequência da radiação emitida ou absorvida pelo spin eletrônico durante a transição de um

estado para outro.
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Figura 2.4: O spin do elétron: para campo zero (B0 = 0) o spin dos estados α e β representados por
setas para cima e para baixo têm a mesma energia zero. Na presença de um campo magnético estático
(B0 6= 0) o spin do estado β tem menor e α maior energia. A separação de energia é proporcional à
intensidade do campo magnético. Os nı́veis de energia são linearmente dependente do fator g eletrônico.

A equação (2.7) é a equação fundamental da RPE; como a magnitude do

campo magnético normalmente utilizado em vários equipamentos de RPE é de 3.5 T, então

para g = 2, 0023 a frequência ν da radiação absorvida ou emitida é de 9, 5GHz. Esta

frequência cai na região de radiação de microondas da banda-X (8 − 12 GHz). Existem

outras regiões de altas frequências de microondas usadas em espectrômetros 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, o campo magnético

oscilante B1 associado à radiação eletromagnética deve ser polarizado perpendicularmente

ao campo estático B0 e o spin do elétron deve estar no estado β. Assim, após a absorção

dependendo da energia do fóton o spin do elétron salta para o estado α. No estado α não

é permitido absorção de radiação, pois já é o estado de maior energia, porém na presença

de um campo magnético oscilante de frequência adequada pode ocorrer uma transição

induzida do estado α para o estado β, com perda de energia e a emissão de um fóton hν.

Contudo é importante ressaltar que, para o campo oscilante B1 transferir energia para o

sistema é necessário que sua frequência seja a mesma do momento magnético de spin em
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torno do eixo z. Assim, o sistema de spins é capaz de entrar em ressonância com o campo

oscilante e trocar energia.

2.5 Descriç ão Semi-Cl ássica da Resson ância Magn ética

Devido às restrinções quânticas, o momento angular de spin não se orienta

paralelamente ao campo magnético externo B0, como foi visto na Figura 2.2. Por esse

motivo o momento magnético µe também não fica alinhado com o campo e assim, sofre a

ação de um torque que pode ser escrito por ~T = ~µe× ~B0. Sendo ~T =
d~S

dt
e ~µe = gγe~S, temos

a seguinte equação:

d ~µe

dt
= gγe ~µe × ~B0. (2.8)

Invertendo a ordem do rotacional na equação (2.8) e fazendo ~ωL = −gγe ~B0,

onde ωL corresponde a frequência de precessão de Larmor, temos:

d ~µe

dt
= ~ωL × ~µe. (2.9)

Sabendo que βe = −γeℏ e que ωL = 2πνL, podemos escrever

hνL = gβeB0, (2.10)

sendo que para condição de ressonância a frequência do campo oscilante B1

deve ser igual a νL.

Agora a equação diferencial (2.9) pode ser obtida representando cada vetor

em um sistema cartesiano de base î, ĵ, k̂. Sendo assim podemos escrever a seguinte matriz:
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∣

∣

∣

∣

∣

∣

î ĵ k̂
0 0 ωL

µex µey µez

∣

∣

∣

∣

∣

∣

= ωLµexĵ − ωLµey î (2.11)

Desta forma, ao compararmos a equação (2.9) com a solução da matriz (2.11)

obtemos as seguintes equações diferenciais:

dµex

dt
= −ωLµey, (2.12)

dµey

dt
= ωLµex, (2.13)

dµez

dt
= 0. (2.14)

Assim as soluções das equações diferenciais (2.12), (2.13) e (2.14) são triviais

de forma que podemos escrever

µex = cosωLt, (2.15)

µey = sinωLt, (2.16)

µez = const. (2.17)

Portanto este modelo semi-clássico é consistente com o modelo quântico co-

mentado inicialmente.

2.6 Distribuiç ão da Populaç ão dos Nı́veis de Energia

Os spins dos elétrons de um ensemble são estatisticamente distribuı́dos nos

estados α e β, sendo esses estados equivalentes na ausência de um campo magnético, ou

seja, para B0 = 0 metade dos spins está no estado α e a outra metade no estado β. Nessas

condições, a componente z do momento angular total é zero, como também são as compo-

nentes ao longo de qualquer outra direção. Na verdade, todas as direções no espaço são
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equivalentes. A situação muda na presença de um campo magnético B0 se ao ensemble de

spin é permitido interagir com seu ambiente (rede). Como foi dito anteriormente, se B0 6= 0,

os estados α e β não têm a mesma energia. Assim, em equilı́brio térmico com a rede,

os spins se distribuem entre os dois estados de tal forma que exista um pequeno excesso

no nı́vel de energia mais baixo (estado β). A relação entre o número (N) de spins α e o

número de spins β depende da temperatura e sua expressão é dada pela lei de distribuição

de Boltzmann:

Nα/Nβ = exp(−g|βe|B0/kBT ), (2.18)

onde kB é 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 espectrômetro da banda-X, tem-se g|βe|B0 ≪ kBT , assim a exponencial pode ser ex-

pandida em série, de forma que retendo apenas o termo linear a equação (2.18) torna-se

aproximadamente

Nα/Nβ = 1− g|βe|B0/kBT. (2.19)

Portanto, de acordo com a equação (2.19), na temperatura ambiente e com

campo magnético aplicado na faixa da banda-X ocorre um excesso de spins β sobre os

spins α de aproximadamente 1/1000. Este excesso de pequeno porte é suficiente para a

absorção de microondas superar a emissão, tornando possı́vel a observação de um sinal

de absorção de RPE.

De fato, um campo de microondas induz transições de β para α, e um re-

verso de α para β, em um número proporcional ao número de spins no estado inicial. No

entanto, se o sistema de spins não for associado à rede ou fracamente acoplado a ela, o

campo de microondas atuando continuamente sobre o sistema de spins igualaria o nı́vel

das populações e depois de um curto perı́odo de tempo a absorção do sinal de RPE desa-
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pareceria. Por outro lado, interações dos spins com a rede restauram o equilı́brio térmico,

que é o excesso de spins no nı́vel de baixa energia, permitindo a observação contı́nua do

sinal de absorção de RPE. Estes processos de restauração são denominados processos

de relaxação, sendo responsáveis pela manutenção das populações de spin na condição

de equilı́brio.

2.7 Pocessos de Relaxaç ão Spin-Rede e Spin-Spin

O processo de relaxação é dividido em dois na espectroscopia de RPE: relaxa-

ção spin-rede, ou longitudinal e relaxação spin-spin, ou transversal [75]. No caso do spin

eletrônico, quando o sistema libera energia para átomos ou moléculas vizinhas, passando

do estado de maior energia α para o estado de menor energia β, sendo esta energia dissi-

pada na forma de calor, então dizemos que ocorreu a relaxação spin-rede.

A relaxação spin-rede é caracterizada por um decaimento exponencial de pri-

meira ordem relacionado com um tempo de relaxação T1, sendo este o tempo de vida médio

dos elétrons no estado de maior energia. No entanto, esta relaxação depende de quão for-

temente o sitema de spin está “acoplado” à rede, sendo que geralmente os valores de T1

são pequenos. Numa rede onde a mobilidade das moléculas está na faixa da frequência de

Larmor, o processo de relaxação spin-rede fica mais eficiente e o T1 é curto. Caso T1 fique

muito curto, as linhas podem se tornar tão largas que a transição de RPE não é observada.

No entanto, se ocorrer o contrário (T1 muito longo), há uma grande probabilidade de ocorrer

o fenômeno de saturação, ou seja, as transições do estado β para o estado α acontecerem

e o sistema não ter tempo de relaxar. Pode-se observar o efeito de alargamento da linha

de ressonância provocada pela relaxação através do princı́pio de incerteza de Heisenberg

considerando que um determinado estado de energia apresenta um tempo de vida τ .



2.7 Pocessos de Relaxaç ão Spin-Rede e Spin-Spin 57

∆E · τ ∼= h, (2.20)

substituindo ∆E por h ·∆ν na equação (2.20) podemos escrever

∆ν ∼= 1

τ
, (2.21)

onde ∆ν e ∆E são as incertezas nos valores de frequência e energia desse

estado, respectivamente. Utilizando então a equação (2.10), podemos escrever

h ·∆ν = gβe∆B. (2.22)

Assim substituindo (2.21) em (2.22) temos que

∆B ∼= h

gβe

1

τ
. (2.23)

Por meio da equação (2.23) é fácil ver que quanto menor o tempo de vida T1 do

estado excitado tanto maior será a largura de linha, isto é, tempos de relaxação curtos levam

às linhas de ressonâncias largas [76]. Vários outros efeitos tendem a diminuir os tempos de

relaxação e, portanto, alargam as linhas de RPE. Dentre os efeitos mais importantes está

a interação magnética dipolar que ocorre entre dois momentos magnéticos que, em geral,

podem ser divididos em estático e dinâmico. As interações estáticas resultam em linhas

de RPE muito largas, obrigando, na maioria das vezes, a realização de uma diluição das

amostras sólidas. Um dos efeitos desta interação dipolar dinâmica são as mudanças de

estados simultâneos dos spins, o que limita o tempo de vida de um spin no estado excitado.

A relaxação spin-spin não é capaz de dissipar a energia do sistema de spin,

portanto, não consegue provocar uma redução na saturação, mas contribui para o alar-

gamento de linha, devido à redução do tempo de vida do spin no estado excitado. Esta

relaxação está relacionada com as orientações relativas dos spins, cuja distribuição aleatória



2.8 Spin Nuclear e Interaç ão Hiperfina 58

de suas direções muda exponencialmente no tempo, com uma constante de tempo T2 co-

nhecida como tempo de relaxação spin-spin ou transversal. O tempo T2 está associado

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

∆ν ∼= 1

πT2
, (2.24)

pois quanto menor for tempo o de relaxação spin-spin, maior será a largura de

linha de ressonância. Este processo depende da intensidade e da distribuição dos campos

locais em torno dos centros paramagnéticos, já que a largura de linha depende da coerência

entre os movimentos de precessão dos spins em torno do campo magnético e a frequência

de precessão é alterada conforme a intensidade do campo local.

Assim a largura de linha intrı́nseca é determinada por T2, que é menor que T1.

No caso de radicais livres em solução (que é o mais comum em RPE) a forma da linha é

Lorentziana e para os sólidos a forma de linha é geralmente Gaussiana, que é caracterı́stica

de uma distribuição aleatória de linhas superpostas [76].

2.8 Spin Nuclear e Interaç ão Hiperfina

Como os elétrons, os núcleos são caracterizados por um momento angular

de spin, geralmente indicado por I, e pelo correspondente momento magnético associado,

dado por uma relação análoga à equação (2.4)

µN = gNβNI. (2.25)

A presença deste dipolo magnético nuclear causa uma variação no campo

local, pois dependendo de sua orientação ele é somado ou subtraı́do ao campo magnético

externo aplicado. Assim, o spin do eletrón desemparelhado sofrerá interações com o spin
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magnético nuclear do radical que o contém, dando origem ao que chamamos de interação

hiperfina que é responsável pelo desdobramento das linhas de ressonância nos espectros

de RPE [77]. Dependendo do número quântico I (0, 1

2
, 1, 3

2
, 2, ...), o núcleo poderá ter (2I

+ 1) diferentes orientações no espaço e por consequência diferentes valores de campos

locais. Portanto, haverá (2I + 1) linhas hiperfinas de intensidades iguais [78].

Na interação hiperfina existem duas contribuições. Uma aparece quando um

elétron do orbital p, d, f,... está próximo do núcleo de modo que seus respectivos momentos

magnéticos de spins (µe) e (µN ) estejam separados por uma distância ~r. Neste caso, o

campo local produzido pelo núcleo se parece com o de um dipolo magnético puntiforme.

Porém, esta interação clássica depende também do ângulo formado entre a linha que liga

os dipolos e o campo magnético aplicado B0 conforme mostra a Figura 2.5.

Figura 2.5: Interação dipolo-dipolo entre o núcleo e o elétron: a figura representa a interação entre o
momento magnético µe do elétron no estado quântico mS = − 1

2
e o momento magnético µN do núcleo

indicado pelo estado quântico I = 1

2
. O ângulo θ é formado entre o vetor ~r, que liga os dipolos, e o campo

aplicado B0.
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Devido às caracterı́sticas das interações entre os dipolos, ela é classificada

como uma interação anisotrópica, pois depende da orientação do campo local. A Hamilto-

niana que descreve esta interação entre os dipolos é dada por

Ĥdip = −geβegNβN
[

Ŝ.Î

r3
− 3(Ŝ.~r)(Î.~r)

r5

]

, (2.26)

onde gN e βN correspondem ao fator g nuclear e o magneton de Bohr nuclear,

respectivamente, Ŝ e Î são os operadores de spin eletrônico e nuclear, respectivamente, e

~r é a distância entre o elétron e o núcleo [79].

Expandindo o vetor ~r em termos das coordenadas cartesianas, reescrevemos

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

Ĥdip = geβegNβN Ŝ.





〈3x2−r2

r5
〉 〈3xy

r5
〉 〈3xz

r5
〉

〈3xy
r5
〉 〈3y2−r2

r5
〉 〈3yz

r5
〉

〈3xz
r5
〉 〈3yz

r5
〉 〈3z2−r2

r5
〉



 .Î , (2.27)

onde cada elemento da matriz representa uma média da função de onda

do elétron desemparelhado. Para simplificar a equação (2.27), podemos escrever Ĥdip =

Ŝ.
←→
T .Î, onde

←→
T é um tensor de segunda ordem dado por

←→
T = geβegNβN





〈3x2−r2

r5
〉 〈3xy

r5
〉 〈3xz

r5
〉

〈3xy
r5
〉 〈3y2−r2

r5
〉 〈3yz

r5
〉

〈3xz
r5
〉 〈3yz

r5
〉 〈3z2−r2

r5
〉



 . (2.28)

A segunda contribuição para a interação hiperfina ocorre quando o elétron

desemparelhado se encontra no orbital s. Uma vez que este orbital apresenta simetria

esférica em torno do núcleo, a interação entre os dipolos tem média nula. No entanto,

existe uma probabilidade do elétron deste orbital ser encontrado na posição do núcleo,

por isto não é correto dar tratamento clássico para as interações dos dois dipolos. Neste
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caso ocorre a interação de contato ou de Fermi [80], que depende da aproximação entre

o elétron e o núcleo e que somente ocorre se o elétron ocupar o orbital s. A Hamiltoniana

desta interação isotrópica pode ser escrita por

Ĥiso =
8π

3
geβegNβN |ψ(0)|2Ŝ.Î , (2.29)

sendo |ψ(0)|2 a probabilidade do elétron ser encontrado na posição do núcleo.

Chamando a = 8π
3
geβegNβN |ψ(0)|2 de (constante de desdobramento hiperfino isotrópico),

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

Ĥ = geβeB̂.Ŝ + Ŝ.
←→
T .Î + aŜ.Î, (2.30)

onde os dois últimos termos da equação (2.30) correspondem a interação

dipolar e a interação de contato de Fermi, respectivamente. Juntando estes dois termos

podemos escrevê-la de forma mais compacta, definindo um novo tensor de segunda ordem

(tensor de acoplamento hiperfino)
←→
A .

Ĥ = geβeB̂.Ŝ + Î .
←→
A .Ŝ (2.31)

2.9 O Fator g

O fator g num ambiente molecular está relacionado à facilidade de o campo

aplicado introduzir correntes eletrônicas locais no esqueleto molecular e à 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 circulação

dos elétrons produz um campo magnético local que se soma ao campo aplicado. Assim,

a facilidade de induzir correntes é inversamente proporcional à separação entre os nı́veis
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de energia, ∆E, da molécula [81]. É conveniente definir o campo de ressonância e permitir

que o fator g varie, em resposta a diferentes magnetizações da amostra de acordo com a

equação abaixo.

geff =
hν

βBr
(2.32)

A principal fonte de campo magnético local, a qual causa desvios do fator g

em relação ao elétron livre, é um momento magnético orbital introduzido por uma mistura

de estados excitados no nı́vel fundamental. Assim, a anisotropia do fator g é usualmente

resumida na forma de um tensor de segunda ordem. Geralmente, em sistemas de eixos

cartesianos,←→g é escrito como

←→g =

∣

∣

∣

∣

∣

∣

gxx gxy gxz
gyx gyy gyz
gzx gzy gzz

∣

∣

∣

∣

∣

∣

. (2.33)

Para um radical com sinal isotrópico, gxx = gyy = gzz = geff . Alguns sistemas

apresentam uma simetria axial onde gxx = gyy 6= gzz, ou seja, os eixos x e y são equi-

valentes e apenas o eixo z possui anisotropia. Nestes casos, o valor de gzz é conhecido

como g‖, enquanto que gxx e gyy são denominados de g⊥. Porém, para sistema totalmente

anisotrópico temos gxx 6= gyy 6= gzz.

2.10 O Método de Marcador de Spin

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

relhados, portanto, para se estudar sistemas biológicos que em sua maioria não possuem
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elétrons desemparelhados, ou seja, são sistemas diamagnéticos, foram desenvolvidos mar-

cadores de spin (“spin labels”) que são radicais livres estáveis ligados a sı́tios especı́ficos de

uma molécula. O método de marcador de spin consiste em incorporar ao sistema biológico

uma pequena porção de molécula contendo um radical paramagnético que por sua vez é

capaz de desempenhar o papel de sonda, permitindo assim a investigação do meio em que

se encontram [82].

Marcadores de spins que possuem boa compatibilidade com sistemas biológi-

cos e um sinal de RPE adequado para gerar informações sobre o sistema são geralmente

derivados do nitróxido como mostra a Figura 2.6. No entanto, de forma geral qualquer

espécie paramagnética pode ser um marcador de spin.

Figura 2.6: Forma quı́mica do radical nitróxido. R1 e R2 representam grupos quı́micos que variam de
acordo com o marcador de spin.

Os marcadores contendo o grupo nitróxido como elemento paramagnético que

é um radical bastante estável pode se ligar covalentemente a grupos funcionais especı́ficos

de proteı́nas, como é o caso do marcador derivado do maleimido (6-MSL), ou podem ser in-

tercalados em regiões lipı́dicas 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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Figura 2.7: Marcador de proteı́na, 6-MSL, e marcador lipı́dico 5-DSA (possui grupo nitróxido ligado ao
5 ◦C carbono numa cadeia acila tipicamente saturada).

A presença 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 piperidı́nico. No nitróxido, o elétron desemparelhado in-

terage com o núcleo do nitrogênio que tem spin nuclear I = 1, desta forma o radical sente

a ação de três campos locais diferentes devido aos valores do número quântico de spin

mI = −1, 0,+1, resultando no desdobramento de três nı́veis de energia. Para mI = +1,

existe uma contribuição favorável ao campo externo, de forma que a ressonância se dá em

um campo externo menor, por outro lado, para mI = 0 não existe contribuição de campo lo-

cal pra o campo externo e para mI = −1 a contribuição é desfavorável ao campo externo de

forma que a ressonância ocorre num campo externo maior. No entanto, a ressonância que

ocorre para este tripleto em campos distintos deve satisfazer a regra de seleção ∆mI = 0

conforme é observado na Figura 2.8.
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Figura 2.8: (a) Nı́veis de energia do elétron desemparelhado interagindo com o spin nuclear do nitrogênio
do grupo nitróxido (estrutura hiperfina) numa região de campo magnético aplicado ao longo do eixo z. (b)
primeira derivada do espectro de absorção.

De acordo com a Figura 2.8 a distância entre duas linhas adjacentes do espec-

tro de RPE corresponde exatamente à média da constante de desdobramento hiperfino, a0,

sendo que o fator g médio define a posição da linha central em relação ao campo magnético

aplicado. Seus valores são dados respectivamente pelas equações (2.34) e (2.35).

a =
1

3
(Axx + Ayy + Azz) (2.34)

g =
1

3
(gxx + gyy + gzz) (2.35)

No entanto, o valor da constante de desdobramento hiperfino, a0, pode sofrer

influência do meio onde se encontra o radical nitróxido. Para o marcador de spin dissol-

vido em meio aquoso, o oxigênio do nitróxido também realiza ligação de hidrogênio com
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moléculas de água. Assim, o átomo de hidrogênio da molécula de água contribui com uma

carga local positiva gerando um campo elétrico sobre a molécula do nitróxido, polarizando

a densidade eletrônica da ligação N − O. Desta forma, a região onde está o átomo de

nitrogênio fica mais positiva. Este efeito está representado de forma esquemática na Figura

2.9.

Figura 2.9: Representação esquemática do oxigênio do radical nitróxido realizando ligação de hidrogênio,
onde o hidrogênio polariza a ligação N−O fazendo com que o elétron se localize mais próximo do núcleo
do átomo de nitrogênio, aumentando assim a contribuição do acoplamento hiperfino isotrópico.

Assim, o elétron desemparelhado do radical se aproxima mais do núcleo do

nitrogênio (Figura 2.9), aumentando a interação hiperfina isotrópica, pois sua localização

sobre a ligação N −O é pouco restrita, pelo fato do nitróxido ser um radical livre 2. Por este

fato, o valor do desdobramento hiperfino isotrópico que pode ser medido no espectro de

RPE, tem a influência da constante dielétrica do solvente, sendo um parâmetro importante

para se acompanhar mudanças de polaridade no meio.

2O elétron se encontra fracamente ligado ao núcleo
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2.11 Anisotropia Espectral e o Par âmetro 2A‖

A anisotropia espectral é a base fundamental da utilidade do método de mar-

cadores de spin. Os eixos dos tensores ←→g e
←→
A são orientados na molécula como mostra

a Figura 2.10. O eixo x se encontra na direção da ligação N − O, o eixo z na direção do

orbital 2pπ do nitrogênio e o eixo y se encontra simultaneamente perpendicular aos eixos x

e z.

C

X

Y

Z

O

C

R
1

R
2

N

Figura 2.10: Orientação dos eixos principais dos tensores de segunda ordem←→g e
←→
A no radical nitróxido.

Normalmente a anisotropia espectral é definida pelos três valores do fator g e

da constante hiperfina nas direções paralelas aos eixos principais: Azz, Axx, Ayy e gzz, gxx,

gyy. Em muitos casos o sistema molecular é simétrico axialmente e os principais valores

são designados como: A‖ = Azz, A⊥ = Axx = Ayy e similarmente g‖ = gzz e g⊥ = gxx = gyy.

As anisotropias de g e A são a base do cálculo dos parâmetros de ordem em membranas.

De acordo com a Figura 2.10, grande parte da densidade eletrônica está 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 é maior do que dos valores obtidos quando se aplica o

campo ao longo dos eixos x e y (Azz
∼= 32, Axx

∼= Ayy
∼= 6). A mudança na direção do campo

em relação aos eixos do nitróxido também causa deslocamentos da posição dos espectros

em relação aos valores de campo magnético (Figura 2.11), devido a uma variação no fator

g (gxx = 2, 0090G, gyy = 2, 0060G, gzz = 2, 0027G). Quando a direção do campo muda do eixo

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

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 x. (d)
Espectro do marcador em solução (o radical gira rapidamente e a anisotropia do espectro desaparece,
sendo observado apenas a média) e (e) espectro obtido de pó de cristal triturado a -70 ◦C, onde aparecem
contribuições de todas as orientações ao mesmo tempo.

Quando o marcador se encontra em solução podendo se movimentar rapi-

damente, é observado um espectro como o da Figura 2.11d. Isto acontece porque com

o movimento rápido do marcador de spin em relação ao campo magnético externo apa-
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rece a média da interação dipolar, cujo tensor que a representa tem traço nulo, portanto a

interação dipolar tende a desaparecer com o movimento do marcador, enquanto a interação

isotrópica (ou de contato de Fermi) permanece constante, isto é, independe do movimento

do marcador. No entanto, quando o marcador possui movimento lento, as contribuições de

interação dipolar das diferentes orientações fazem com que a média temporal não seja mais

efetiva e, assim, no limite onde o movimento é muito lento (liquido viscoso ou congelado), a

forma espectral corresponde a do “espectro de pó” (Figura 2.11e).

É importante ressaltar que o movimento molecular relevante não é o movi-

mento do grupo radical nitróxido, e sim da molécula na qual ele está ligado. Em membra-

nas biológicas, o eixo principal dos marcadores de spin pode assumir todos os possı́veis

ângulos em relação à direção do campo magnético externo. Sendo assim, o espectro

de RPE desses marcadores será uma superposição dos espectros de todas as possı́veis

orientações das cadeias carbônicas em relação ao campo magnético externo, cujos des-

dobramentos máximos ocorrerão quando uma determinada população de marcadores de

spin possuir suas cadeias carbônicas alinhadas paralelamente ao campo externo, e mı́nimo

quando estiver alinhada perpendicularmente.

Na medida em que o marcador ganha movimento saindo da situação rı́gida

do espectro de pó (Figura 2.11e) e indo para situação de movimento rápido (espectro de

solução, Figura 2.11d), o espectro de RPE muda gradativamente, refletindo as mudanças

de movimento rotacional. No espectro de pó o desdobramento hiperfino máximo é 2Azz e na

medida em que ganha movimento o desdobramento máximo aparente é chamado de 2A‖.

Com o aumento do movimento rotacional o parâmetro 2A‖ diminui. Assim, este parâmetro

tem sido muito utilizado para avaliar o grau de movimento do marcador.

Vários fatores podem alterar a dinâmica molecular na bicamada lipı́dica ou

membrana celular, como por exemplo, pela adição de moléculas em concentrações que

causam interferência na estrutura da bicamada ou membrana. Esta modificação das pro-

priedades fı́sicas dessa estrutura é justamente na fluidez da bicamada lipı́dica, a qual pode
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ser monitorada pelo parâmetro espectral 2A‖. A Figura 2.12 mostra o parâmetro 2A‖ obtido

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

Figura 2.12: Espectro de RPE do marcador de spin “5-doxyl stearic acid”(5-DSA) obtido em temperatura
ambiente com a indicação do parâmetro espectral 2A‖.

2.12 Simulaç ão do Espectro de RPE

Embora pareça ser simples de obter o parâmetro 2A‖, medindo-o diretamente

nos espectros, outros espectros de RPE podem ser mais complexos e apresentarem mais

de uma componente espectral resolvida ou não resolvida. Nestes casos torna-se ne-

cessário a aplicação de uma simulação espectral para se extrair informações que se en-

contram codificadas nos espectros de RPE.

Estas componentes espectrais representam populações de marcadores de
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spin com diferentes parâmetros de movimento molecular. Permitindo monitorar duas ou

mais componentes espectrais ao mesmo tempo, a técnica de simulação é capaz de forne-

cer informações do movimento dos marcadores de cada uma das componentes e também

determinar a fração de cada componente no espectro. Neste trabalho foi feito o uso do

programa de simulação “Non-linear least square” (NLLS) desenvolvido por Jack H. Freed e

colaboradores [83] que usa como base a solução da equação estocástica de Liouville (SLE,

de “Stochastic Liouville Equation”), a partir dos valores de entrada de vários parâmetros, que

são definidos pelo usuário, a fim de gerar o espectro teórico. A SLE possui como origem a

equação quântica de Liouville utilizada para determinar uma matriz densidade ρ, que pela

teoria quântica, contém as informações para o cálculo de quantidades observáveis de um

sistema quântico.

Desta forma, este método de simulação permite avaliar quantitativamente os

espectros de RPE em função das taxas de movimento do radical nitróxido, afetadas pelas

restrições ao movimento que lhe são impostas pelas estruturas do meio onde se encontra

inserido, e associar estas taxas de movimento a um tensor de difusão rotacional, que é

utilizado para se determinar o tempo de correlação rotacional e um parâmetro de ordem.

2.13 Tempo de Correlaç ão Rotacional

Uma análise precisa dos espectros de RPE de marcadores de spin juntamente

com a simulação computacional permite uma boa avaliação do movimento molecular do

nitróxido. Um dos parâmetros mais importantes neste tipo de estudo que pode ser medido é

o tempo de correlação rotacional, τc. Este parâmetro de RPE está relacionado com o tempo

que o marcador leva para se reorientar em seu movimento de rotação e reflete diretamente

a dinâmica do meio onde o marcador de spin se encontra.
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Na região do movimento rápido, com τc menor que 10−9s, a sensibilidade dos

espectros às mudanças de movimento é boa quando se trabalha em banda-X e pode ser

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

τc = kW0

[
√

h0
h−1

− 1

]

, (2.36)

onde k = 6, 5.10−10s.G−1, W0 é a largura pico a pico da linha central medida

em G (Gauss), h0 é a intensidade da linha central e h−1 é a intensidade da linha de campo

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

Figura 2.13: Espectro de RPE do marcador de spin “5-doxyl stearic acid”(5-DSA) para movimento rápido,
com a indicação dos parâmetros espectrais usados na determinação do tempo de correlação rotacional.

Na região de movimento com τc compreendido entre 10−9s e < 10−7s, os es-

pectros ainda possuem uma boa sensibilidade às mudanças de τc, mas para se obter uma

melhor avaliação pode-se fazer uso da técnica de simulação computacional. No entanto,

para valores de τc > 10−7 torna-se difı́cil avaliar sua dinâmica molécular, ficando indis-

pensável o uso da simulção dos espectros.

O operador do programa de simulação deve determinar os parâmetros de en-
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trada utilizados no regime de movimento lento que são divididos em quatro grupos: (i)

parâmetros magnéticos e estruturais que descrevem os tensores magnéticos ←→g e
←→
A (do

fator g e do desdobramento hiperfino descritos anteriormente); (ii) parâmetros dinâmicos

que incluem as taxas de difusão rotacional para vários modelos dinâmicos; (iii) coefici-

entes do potencial de ordenamento que descrevem a influência da orientação dos fluidos

anisotrópicos tais como cristais lı́quidos e membranas; e (iv) os parâmetros inteiros que de-

finem o truncamento dos cálculos [83]. Estes parâmetros, com suas descrições e sı́mbolos

estão apresentados na tabela (2.1).

Tabela 2.1: Lista dos parâmetros de entrada usados no programa NLLS para a realização da simulação
teórica dos espectros experimentais [83].

Parâmetros Descrição

gxx, gyy, gzz Tensor g

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

wxx, wyy, wzz Tensor de largura de linha lorentiziana (G)

Rbar Coeficiente de difusão rotacional (s−1)

c20, c22 Coenficiente para o potencial de orientação

b0 Campo central estático (G)

lemx, lomx, kmx, mmx Índices de truncamento do cálculo

O programa NLLS utiliza um sistema de coordenadas fixo na molécula e ou-

tro fixo no laboratório para descrever a dinâmica rotacional e ordenamento do marcador de

spin. De forma que, para o sistema da molécula o tensor←→g é representado nas coordena-

das (xm, ym, zm), o tensor
←→
A nas coordenadas da interação hiperfina (xa, ya, za) e o tensor

de difusão rotacional R nas coordenadas de difusão rotacional (xr, yr, zr). Neste programa

são apresentados quatro modelos de difusão, sendo eles: difusão rotacional browniana,

difusão rotacional não-browniana, difusão por saltos discretos e difusão anisotrópica. No
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entanto, apenas o primeiro modelo foi aplicado em nossas simulações, devido às carac-

terı́sticas do marcador de spin de tamanho intermediário e das macromoléculas marcadas

em nossas amostras.

Durante a simulação é necessário fixarmos às coordenadas do espectrômetro

no sistema do laboratório em (xL, yL, zL), no qual o campo magnético estático externo é

definido usualmente na direção zL [84]. Deverá haver ainda um sistema diretor local de

coordenadas (xd, yd, zd), que pode ser escolhido de forma arbitrária. A Figura 2.14 mostra

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

Figura 2.14: Representação esquemática do marcador de spin 5-DSA com alguns eixos dos sistemas
de coordenadas. O eixo zd é o diretor local da membrana, zr é o eixo de simetria da cadeia acila sendo
paralelo ao diretor local, R‖ e R⊥ são os valores principais do tensor de difusão, θ é o ângulo de inclinação
da cadeia acila relativo ao eixo, zr está relacionado com o parâmetro de ordem e xm, ym e zm são os
eixos magnéticos do radical nitróxido [84].
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Geralmente a difusão rotacional molecular do marcador inserido em membra-

nas lipı́dicas é descrita pela média das taxas de difusão rotacional dada por

Rbar = R ≡ (RxRyRx)
1/3 (2.37)

em que R representa a média geométrica das constantes de difusão rotacional

sobre cada um dos eixos de difusão molecular. De forma análoga, a anisotropia de rotação

axial pode ser dada por

N ≡ Rz/(RxRy)
1/2 (2.38)

onde N é a razão entre as taxas das constantes de difusão rotacional em relação aos

eixos perpendiculares e paralelo ao eixo zd. No caso da simetria axial, em que Rx = Ry, a

definição de Rbar pode ser escrita como

Rbar = logR (2.39)

R = (R⊥
2R‖)

1/3, (2.40)

sendo que esta forma mais simples facilita os cálculos no programa, e ainda torna possı́vel

adicionar o termo que fornece a anisotropia de rotação axial [84].

O tensor de difusão rotacional caracteriza o tempo de correlação rotacional do

marcador de spin. Este tempo possui uma relação com a largura de linha dos espectros

de RPE, ou seja, quanto maior a largura de linha, maior o tempo de correlação, pois será

menor a mobilidade da sonda. Além desses parâmetros que afetam a forma de linha do

espectro, existe também uma matriz de largura de linha lorentziana adicional anisotrópica

W (G), que pode alargar seletivamente a linha do espectro de RPE correspondente a cada

componente (wxx, wyy, wzz). No caso do nitróxido, por exemplo, wzz monitora o alargamento
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das linhas extremas (de campo mais baixo e de campo mais alto) que correspondem a gzz

e Azz.

Como em nosso trabalho usamos marcadores lipı́dicos inseridos em uma bi-

camada lipı́dica devemos considerar que os marcadores sentem um potencial restaurador

que restringe a amplitude de seu movimento rotacional. Assim, a tendência da sonda em

se ordenar neste meio pode ser modelada por um potencial de orientação U(Ω), sendo

U(β, γ) o ângulo sólido formado entre o eixo diretor e o de difusão. De forma geral, a função

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

U(Ω) = −kBT
∑

k,l

Ck,l.Yk
l(Ω), (2.41)

em que kB é a constante de Boltzman, T corresponde à temperatura do sistema, Ck,l re-

presentam os coeficientes do potencial e Yk
l os harmônicos esféricos normalizados. Por

questão de simetria e utilização, geralmente são considerados somente os termos c2,0 e

c2,2 na expansão de U(Ω), resultando em uma equação mais simples que pode ser escrita

como

U(β, γ) = −kBT
[

C2,0
3cos2(β)− 1

2
+ C2,2

√
3sin2(β)cos(2γ)

2

]

. (2.42)

O coeficiente C2,0 está relacionado com a dispersão angular em relação ao

eixo diretor zd, de forma que quanto maior o módulo de C2,0 menor é o ângulo de oscilação

em torno de zd. Já o coeficiente C2,2 representa a ordem na direção perpendicular a zd,

assim quanto maior for o seu módulo menor será a dispersão angular, ou seja, maior a

probabilidade de se observar o eixo molecular orientado em β = 90 ◦ em relação a zd. Com

isto o c2,2 representa uma medida da anisotropia no plano diretor perpendicular (xy) [84].

Assim que o programa NLLS encontra a solução, ele realiza um ajuste do

espectro teórico ao experimental por meio de um algoritmo de minimização envolvendo

o método de mı́nimos quadrados não lineares. Neste algoritmo de otimização, o método
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utilizado é o quase-Newton que apresenta a vantagem de incluir convergência global, e um

maior controle de flexibilidade sobre os critérios de convergência, de tal forma que iterações

excessivas sejam evitadas.



Capı́tulo 3

Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar as interações da MT em membranas modelo, membranas de eritrócitos

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 há uma relação entre

os efeitos da MT nas membranas com a citotoxidade sobre os parasitos, realizando en-

saios de inibição do crescimento dos parasitos bem como sua morte através da contagem

microscópica.

3.2 Objetivos especı́ficos

∗ Medir a concentração de colesterol nos DRMs e ghosts de eritrócito;

∗ Verificar os efeitos da MT em vesı́culas preparadas com lipı́dios constituintes

dos rafts;

∗ Utilizar a espectroscopia de RPE para avaliar os efeitos da MT na dinâmica

78
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de lipı́dios e proteı́nas da membrana do eritrócito, tanto em ghosts como em seus DRMs;

∗ Avaliar o potencial hemolı́tico da MT tanto em solução tampão fisiológico

como diretamente no sangue total;

∗ Realizar medidas de fluidez em membrana plasmática 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

concentrações citotoxicas da MT com as que produzem alterações na membrana celular.



Capı́tulo 4

Materias e M étodos

4.1 Reagentes Quı́micos e Parasitos

A MT, os marcadores de spin 5-doxil ácido esteárico (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

disponı́vel no mercado. As soluções foram preparadas com água milli-Q.

O isolado de referência (MHOM/BR/75/Josefa) na forma promastigota foram

cultivadas e preparadas no Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade

Federal de Goiás (IPTESP/UFG). Os parasitos foram cultivados em placas de microtitulação

com 24 poços 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 µg/mL de estrep-

tomicina (Sigma-Aldrich).
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4.2 Preparaç ão e Marcaç ão de Vesı́culas de Lipı́dios Cons-
tituintes de Rafts

As misturas de POPC: CHOL: DPPC, SM: Chol: DPPC ou SM: POPC: Chol

em várias razões molares, com ou sem MT a 20 mol% foram preparadas em clorofórmio,

e a sonda (marcador de spin) 5-DSA foi adicionado a uma razão 1:100 de lipı́dio. Filmes

destas misturas lipı́dicas foram formados em tubos de vidro por evaporação do solvente

sob um fluxo de gás de N2 e foi mantido sob vácuo durante a noite para remover qualquer

solvente orgânico residual. Uma solução salina tamponada com fosfato (PBS, 10 mM de

fosfato, 154 mM de NaCl, 500 µM EDTA, pH 7,4) foi utilizada para hidratar o filme lipı́dico e

formar as suspensões de vesı́culas multilamelares. Para formar vesı́culas unilamelares, as

suspensões multilamelares passaram por um processo de extrusão usando o mini-extrusor

da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA), com um filtro de policarbonato de 0,1 µm.

Este processo de extrusão, que consistiu em uma série de 21 passagens, foi realizado a

55 ◦C. Posteriormente, as suspensões de vesı́culas unilamelares foram transferidas para

tubos capilares, os quais foram selados para as medições por RPE.

4.3 Preparaç ão das Membranas de Eritr ócito

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, os

eritrócitos foram isolados por várias centrigugações a 300xg a 4 ◦C utilizando uma solução

salina tamponada de fosfato (PBS, 5 mM de fosfato, 150 mM NaCl, 0,2 mM EDTA, pH 7,4)

como descrito por Beutler e colaboradores [86]. Os eritrócitos a um hematócrito de 10%

foram hemolisados em uma solução tamponante hipotônica de fosfato (5 mM de fosfato,
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pH 8,0) e incubados por 12 horas a 4 ◦C. Após este perı́odo a solução de eritrócito foi

centrifugada várias vezes a 18000xg durante 10 minutos mantendo-se a temperatura em

4 ◦C. No final de cada centrifugação o sobrenadante foi cuidadosamente removido até que

toda hemoglobina fosse retirada de acordo com o método de preparação das membranas

de eritrócito [87]. Por fim as membranas já com aspecto transparente (ghosts) foram então

ressuspendidas em PBS.

4.4 Purificaç ão do DRM

Nesta etapa de preparação das amostras de DRMs, os ghosts de eritrócito

preparados anteriormente foram tratados com o detergente Triton X-100 (Tx-100) a 10%(v/v)

em tampão 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 distribuı́do em frações de 900 µL e sobreposto com outras frações de 1750

µL e 900 µL de sacarose a 30% e 5%(p/v), respectivamente, nos tubos da ultracentrı́fuga

de rotor SW41. A ultracentrifugação foi realizada por 4 horas sob rotação de 225000xg com

temperatura de 4 ◦C, assim, devido ao gradiente de sacarose, uma fração rica em colesterol

e esfingolipı́dios surge durante a ultracentrifugação, sendo correspondente a 560 µL da se-

gunda fração como descrito por Domingues e colaboradores [88]. As amostras foram então

cuidadosamente retiradas e estocadas em freezer a -20 ◦C.
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4.5 Quantificaç ão de Proteı́na em Ghosts e DRMs de
Membranas de Eritr ócito

Após a preparação das amostras de ghosts e de DRMs, foi feito a quantificação

das proteı́nas 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 ácido bicinconı́nico

(BCA) [89] adquirido da empresa Sigma Chem. Co. (St Louis, MO). Este método se baseia

na capacidade dos aminoácidos presentes nas proteı́nas reduzirem o Cu2+ a Cu1+, em

meio alcalino, que juntamente com o BCA, forma um complexo de cor púrpura conforme

pode ser observado na Figura 4.1, sendo este método o que se tem de melhor atualmente

superando o de Lowry [90].

Figura 4.1: Princı́pio da quantificação de proteı́na pelo método BCA.

Neste processo uma pequena alı́quota da amostra foi adicionada à solução

de BCA que ficou incubada por 30 minutos a 37 ◦C. Após este tempo sua absorbância

foi medida no espectrofotômetro a 562 nm. Desta forma, a concentração de proteı́nas

presentes nas membranas de ghosts e DRMs foi determinada por meio da comparação
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da absorbância das amostras com uma curva caracterı́stica de calibração preparada com

albumina de soro bovino (BSA) mostrada na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Curva de calibração utilizada para determinar a concentração de proteı́nas nas amostras de
ghosts e DRMs das membranas de eritrócitos.

O teor de colesterol das amostras de ghosts e DRMs foi medido por um sis-

tema enzimático utilizando o teste Liquiform Colesterol (Labtest, Minas Gerais, Brasil) e BIO

PLUS modelo BIO 2000 photometer.

4.6 Potencial Hemolı́tico da Miltefosina

Para fazer os filmes de MT em tubos variando de 3 a 60 µg MT/tubo, alı́quotas

da solução estoque de MT em etanol (3, 30 e 100mg/mL) foram usadas e 100 µL de plasma

de sangue total foi adicionado ao filme de cada tubo de ensaio. Após agitação moderada,
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os tubos foram incubados a 37 ◦C durante 1,5 h. Os eritrócitos foram então precipitados

por centrifugação a 300xg a 25 ◦C durante 10 min. O grau de hemólise foi determinado

espectrofotometricamente a 540 nm com base na seguinte equação:

Hemolise(%) =
Aa − Ac1

Ac2 − Ac1

(4.1)

onde Ac1 corresponde a absorbânica da amostra de controle (0% de MT), Ac2

a absorbância da amostra totalmente hemolisada em água Milli-Q e Aa a absorbância da

amostra que contém a concentração desejada MT.

4.7 Incorporaç ão dos Marcadores nas Membranas e
Tratamento com Miltefosina

Para a incorporação do marcador de spin entre os lipı́dios das membranas de

ghosts e DRMs de eritrócito, um filme do marcador de spin foi formado na parte inferior de

um tubo de ensaio. 1 µL de uma solução 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

µL de ghosts ou de DRMs (4 mg de proteı́na por mL) foram adicionados sobre a pelı́cula

do marcador de spin e o tubo de ensaio foi agitado suavemente. Após a incorporação

do marcador de spin, um procedimento semelhante foi usado para tratar as membranas

com MT. Uma alı́quota de uma solução estoque de MT em etanol (30 ou 100 mg/mL) foi

utilizada para fazer um filme em um tubo de vidro, na concentração desejada. As proteı́nas

das membranas de ambas as amostras de ghosts e/ou DRMs foram marcadas por meio

de incubação durante 2 horas a 4 ◦C pela adição de um excesso do marcador de spin

especı́fico para grupos tióis (6-MSL). Para remover os marcadores de spin livres (que não

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

a 4 ◦C em PBS.

A interação da MT com membranas de eritrócito 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. Após os eritrócitos serem marcados com 6-MSL

(por 1 h de incubação), 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 eritrócito.

Para incorporar o marcador de spin 5-DSA na membrana plasmática da Leish-

mania, foi preparado um filme usando o mesmo método utilizado para marcar as membra-

nas de ghosts e DRMs de eritrócito. Após a evaporação do solvente, 50 µL de Leishmania

contendo 108 células suspensas em PBS foram adicionados ao filme de marcador de spins,

seguido por agitação suave. Após 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 eritrócito, o marcador de proteı́na

especı́fico para o grupo tiol, 6-MSL, foi utilizado para marcar as proteı́nas da membrana

da Leishmania, usando um perı́odo de incubação de 2 horas a 26 ◦C. Para remover os

marcadores livres, a suspensão de Leishmania foi centrifugada (5000xg, 4 ◦C) durante 15

min e em seguida ressuspensa em PBS, este procedimento foi repetido por 8 vezes. Cada

amostra marcada e tratada foi então introduzida em um tubo capilar de 1 mm de diâmetro

que foi selado usando chama para em seguida realizar a medição de RPE.
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4.8 Mediç ões da Ruptura da Membrana de Leishmania

Num intervalo de tempo de 1 a 5 minutos após marcar as proteı́nas da mem-

brana de Leishmania e tratá-las com MT, tal como descrito acima, as amostras foram cen-

trifugadas a 18000xg durante 15 min à temperatura ambiente, sendo então o sobrenadante

transferido para um tubo capilar para verificar a presença de fragmentos de membrana

marcada, usando a espectroscopia de RPE. Alternativamente, o teor de proteı́na no so-

brenadante foi medida usando um kit comercial (Sigma), com base na reação do ácido

bicinconı́nico (BCA).

4.9 Ensaios de Atividade Antiproliferativa in Vitro

As promastigotas em concentrações de 2x107 a 2x109 células/mL em meio

de cultura enriquecido com 10% ou 20% de FCS foram incubados durante um perı́odo de

5 min, 1 h ou 24 h em placas de cultura de 96 poços (Corning Life Sciences, Corning,

EUA), com concentrações crescentes de MT (1-80 µM). 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-tetrazólio (MTT) (Sigma-Aldrich) pelas células metabolicamente ativas.

Resumidamente, os parasitas foram incubados numa solução contendo 5 mg/

mL de MTT durante 3 horas a 26 ◦C, logo após as células foram lisadas, e os cristais de

formazan solubilizados, primeiro pela adição de 100 µL de uma solução de dodecil sulfato

de sódio (10% SDS em 50% de dimetilformamida) em cada poço, e depois pela incubação

das amostras por mais 18 horas a 37 ◦C. Com o término da incubação, a absorbância foi

lida a 550 nm utilizando um espectrofotômetro T80 + (PG Instruments, Wibtoft,England). As

medições foram realizadas em triplicata para cada tratamento, e os valores obtidos foram
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utilizados para calcular a percentagem média de células viáveis em relação as amostras não

tratadas com MT (controle). A concentração inibitória de 50% (IC50) foi então determinado

com base num ajuste sigmoidal (função de Boltzmann) da curva de concentração-resposta.

O valor médio de IC50 e seu desvio padrão foram obtidos a partir de pelo menos três expe-

rimentos independentes.

Alternativamente, após o tratamento das promastigotas Leishmanias (L.) ama-

zonensis com MT, a viabilidade das células e a inibição do crescimento foram avaliadas

através da contagem microscópica das células vivas e mortas utilizando o método de ex-

clusão de azul de tripano. Nessa etapa dos experimentos, as células foram ressuspen-

sas em PBS ou meio de cultura contendo 108 células/50 µL, tratada com MT da mesma

forma utilizada para as medidas de RPE (usando filmes MT na parte inferior do tubo de

vidro). Após uma diluição 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 câmara de

Neubauer após vários perı́odos de incubação (5 min, 1 h, 2 h, 4 h e 24 h).

4.10 A Espectroscopia de RPE

Um espectrômetro Bruker ESP 300 (Bruker, Rheinstetten, Alemanha) equi-

pado com um ressonador 4102ERST foi utilizado para realizar as medições de RPE. Os

parâmetros do instrumento foram os seguintes: potência de microondas, 2 mW, modulação

de frequência, 100 kHz, modulação de amplitude, 1,0 G; varredura de campo magnético,

100 G; tempo de varredura, 168 s, constante de tempo de detecção, 41 ms e temperatura,

25 ◦C. As simulações de espectros de RPE foram realizadas utilizando o programa “noli-

near least-square”(NLLS) [91]. Nos cálculos espectrais, o programa NLLS inclui os tensores

magnéticos ←→g e
←→
A e o tensor de difusão de rotação 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 número de parâmetros nos ajustes e simplificar a simulação,

a taxa de difusão rotacional média Rbar foi calculada pelo programa de ajuste com base

na relação Rbar = (Rper.2Rpar)
1/3, em que Rper é a componente perpendicular e Rpar é a

componente paralela da difusão rotacional. O parâmetro Rbar foi convertido para o tempo

de correlação rotacional (τC) através da relação τC = 1/6Rbar [91]. Semelhante a estudos

anteriores [93, 94], os parâmetros magnéticos foram determinados através de uma análise

global dos espectros obtidos neste trabalho, e todos os espectros de RPE foram simulados

utilizando os mesmos parâmetros magnéticos dos tensores←→g e
←→
A .

4.11 Análise Estatı́stica

Todos os dados apresentados estão expressos como a média± desvio padrão

de pelo menos três experimentos independentes. Os dados foram comparados através de

uma análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey

para diferenças estatisticamente significativas com P < 0, 05.
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Resultados

5.1 Efeito da Miltefosina em Vesı́culas Preparadas com
Lipı́dios Formadores de Rafts

Misturas lipı́dicas utilizadas para imitar plataformas lipı́dicas coexistentes em

domı́nios-rafts são geralmente compostas de misturas ternárias de POPC/SM/Chol ou então

de SM/DPPC/Chol [98–100]. Para examinar as caracterı́sticas biofı́sicas destes sistemas

de membranas modelo, com ou sem 20 mol% de MT, preparamos vesı́culas com diversas

proporções molares destes componentes lipı́dicos. Os espectros de RPE do marcador de

spin 5-DSA (Figura 2.7) em vesı́culas de POPC/Chol/DPPC/MT e SM/Chol/DPPC/MT, bem

como os valores do parâmetro espectral 2 A‖, que mede a separação hiperfina das linhas

externas do espectro, tem sido amplamente utilizado para monitorar a fluidez da mem-

brana, no entanto, em princı́pio, o 2 A‖ é um parâmetro estático associado à distribuição e

orientação dos marcadores de spin na membrana (ordem molecular). A Figura 5.1 mostra

o comportamento deste parâmetro para diferentes conbinações lipı́dicas.
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Figura 5.1: Espectros de RPE do marcador 5-DSA em vesı́culas de várias composições de lipı́dios e seus
correspondentes valores do parâmetro 2 A‖. Como indica na figura o 2 A‖ é a separação em unidades de
campo magnético entre o primeiro pico e o último vale (indicados por linhas verticais) do espectro. Este
parâmetro diminui com o aumento da fluidez da bicamada lipı́dica; seu erro experimental é de 0,5 G.

O espectro (a) correspondente a vesı́cula de POPC/Chol/DPPC/MT em uma

razão molar 70:30:0:0, teve como medida um 2 A‖ de 54,7 G. A substituição de 20 mol%

do lipı́dio insaturado POPC por 20 mol% do lipı́dio saturado DPPC na bicamada lipı́dica a

tornou menos fluido (2 A‖ = 55,3 G espectro b), e quando a MT foi substituı́da 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 fração molar de SM, houve uma

grande diminuição da fluidez, tal como indicado pelo valor de 2 A‖ = 61,3 G do espectro (d).

O espectro (d), em comparação com (e), mostrou que a presença de SM tem uma maior

contribuição para uma membrana menos fluido do que a DPPC (2 A‖ de 61,3 e 58,8 G,

respectivamente). A substituição de DPPC por MT na vesı́cula não resultou em nenhuma

alteração na fluidez da bicamada lipı́dica. De maneira similar a substituição de 20 mol%
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de SM por 20 mol% de MT dentro de várias composições de SM/POPC/Chol não mudou

essencialmente o espectro RPE (Figura 5.2).

Figura 5.2: Espectros de RPE sobrepostos e os correspondentes valores do 2 A‖ do marcador 5-DSA
em vesı́culas compostas por SM-POPC-Chol-MT em diversas proporções molares. Os dados acima e
abaixo do par de espectros sobrepostos referem-se a espectros representados por linhas vermelhas e
pretas, respectivamente. As diferenças nos valores do 2 A‖ para os espectros sobrepostos não excedem
o erro experimental de 0,5 G.

Na Figura 5.2 pode-se observar que a diferença do parâmetro 2 A‖ para os

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

que o efeito da MT sobre a dinâmica dos lipı́dios nestas composições foi semelhante à da

SM.
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5.2 Efeito da miltefosina em ghosts e DRMs de Eritr ócito

A proporção de colesterol/proteı́na obtidos nas amostras de ghosts e DRMs

foram 0,254 ± 0,006 e 0,514 ± 0,127, respectivamente, para três preparações independen-

tes, indicando uma concentração mais elevada de colesterol nos DRMs. Os espectros de

RPE do marcador de spin 5-DSA, em ghosts e DRMs de eritrócito são mostrados na Figura

5.3.

Figura 5.3: Espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA em amostras de ghosts e DRMs de eritrócito
para amostras não tratadas e amostras tratadas com miltefosina. As linhas verticais melhoraram a
visualização das mudanças no parâmetro 2 A‖.
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O tratamento com MT causou uma diminuição substancial no parâmetro de

RPE 2 A‖, o que indica um grande aumento na fluidez da membrana. A Figura 5.4 mostra

a dependência da concentração de MT com o parâmetro espectral 2 A‖. Os aumentos de

até 10 G nos valores deste parâmetro são considerados grandes e correspondem a um

aumento da fluidez que pode ser obtido através da variação de temperatura dos ghosts de

eritrócito de cerca de 30 ◦C [101].

Figura 5.4: Parâmetro espectral 2 A‖ do marcador de spin 5-DSA em amostras de ghosts e DRMs de
eritrócito em função da concentração de miltefosina. As médias e desvios padrão foram calculados a
partir de três experimentos independentes.

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

mental utilizado em diversos trabalhos que têm caracterizado os DRMs por vários métodos.
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Como mostrado na Figura 5.4 para as amostras de controle, o DRM foi mais rı́gido do que a

membrana de ghost, que está de acordo com os dados relatados para o marcador de spin

em DRMs de eritrócito [102]. Para examinar as mudanças dinâmicas na componente de

proteı́na 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 não tratados com MT, são mostrados na Figura 5.5.

Figura 5.5: Espectros de RPE do marcador de spin 6-MSL covalentemente ligado aos grupos sulfidrila
dos ghosts e DRMs de eritrócito para amostras não tratadas (controle) e para amostras tratadas com
diferentes concentrações de MT. A região do último pico (invertido) no espectro foi ampliada 10 vezes
para facilitar a visualização da posição de campo magnético deste pico.

É importante mencionar que o número de grupos sulfidrilas livres acessı́veis

nas amostras de ghosts foi aproximadamente 20 vezes maior do que nas amostras de DRMs
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para igual teor de proteı́na, tal como avaliado pela intensidade dos espectros de RPE para

estes dois tipos de amostras. Os espectros encontrados são tı́picos para as proteı́nas em

geral, incluindo a mobilidade das cadeias de polipeptı́deos, com um valor de 2 A‖ de 65,8 G

a 26 ◦C. Este valor é semelhante ao observado para as proteı́nas do estrato córneo [92–95]

e também para BSA marcada em seu único grupo sulfidrila [96, 97]. Os espectros de RPE

mostraram que a dinâmica das cadeias polipeptı́dicas das proteı́nas de ghosts e DRMs de

eritrócito é semelhante e que a adição de MT resultou em aumentos drásticos na dinâmica

de ambas as amostras. A Figura 5.6 mostra que o efeito da MT foi mais pronunciado nas

anostras de DRMs.

Figura 5.6: Parâmetro de RPE 2 A‖ do marcador de spin 6-MSL ligado às proteı́nas de ghosts e DRMs
de eritrócito como uma função da concentração de MT.
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5.3 Efeito da Miltefosina em Membranas de Eritr ócito Me-
dido no Sangue Total

A farmacocinética da MT em pacientes com leishmaniose cutânea 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 após o término do

tratamento. A concentração plasmática média de MT durante a última semana de tra-

tamento foi de 30,8 µg/mL e atingiu picos de 51,6 µg/mL [71]. Para analisar se estas

concentrações sanguı́neas de MT pode produzir qualquer efeito mensurável sobre mem-

branas de eritrócitos, foram realizadas medidas diretamente no plasma sanguı́neo (Figura

5.7).

Figura 5.7: Efeitos da miltefosina em diferentes concentrações no plasma sanguı́neo sobre o parâmetro
de RPE 2 A‖ do marcador de spin 6-MSL nas membranas de eritrócito intacto (quadrados) e percentagem
de hemólise (cı́rculos). Os dois primeiros pontos experimentais indicados pelas setas são 30 µg/mL
(2,0 ± 0,6% de hemólise) e 52 µg/mL (3,1 ± 0,8% de hemólise). Os dados experimentais são de dois
experimentos independentes de RPE e três para a hemólise.
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Neste gráfico se observa como a concentração de MT modifica o parâmetro

2 A‖ do marcador de spin 6-MSL nas membranas de eritrócito intactos e causa hemólise

no sangue total. A média e máxima concentração de MT no sangue observado durante o

tratamento da leishmaniose cutânea foi 30,8 e 51,6 µg/mL, respectivamente [71]. Nestas

concentrações as percentagens de hemólise 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 concentração plasmática de MT (aproximadamente 90 µg/mL) [69], o que corres-

ponde a 5,2± 1,1% de hemólise (Figura 5.7). No entanto, a concentração de MT necessária

para alterar a fluidez da membrana dos eritrócitos foi de 600 µg/mL, que é a concentração

que provoca 46% de hemólise.

5.4 Efeito da Miltefosina em Membranas de Leishmania

Os espectros de RPE do marcador de spin (5-DSA), incorporado na mem-

brana plasmática das promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis sem tratamento e

tratado com MT em diferentes concentrações (Figura 5.8), indicaram através da diminuição

dos parâmetros 2 A‖ e do τc aumentos progressivos na fluidez da membrana a medida que

aumentava a concentração de MT.
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Figura 5.8: Espectros de RPE do marcador 5-DSA nas membranas plasmáticas 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
correlação rotacional, τc. Os valores dos parâmetros de RPE τc e 2 A‖ estão indicados. Estes dois
parâmetros diminuem com o aumento da fluidez da membrana. Os erros experimentais obtidos para o τc
e o 2 A‖ são 0,2 ns e 0,5 G, respectivamente.

Para examinar as alterações na dinâmica de proteı́na da membrana de Leish-

mania, o 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

não tratada com MT estão 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 plasmáticas de Leishmania para amostras com ou sem tratamento com MT.

Os gráficos apresentados na Figura 5.10 mostram os valores do parâmetro 2

A‖ de ambos marcadores de spin (5-DSA e 6-MSL) para diferentes concentrações da MT

em membranas de Leishmania. Um aumento significativo na dinâmica dos marcadores de

spins tanto lipı́dico quanto de proteı́na são observados a partir de uma concentração de

0, 44x109 MT/célula.
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Figura 5.10: O parâmetro 2 A‖ para os marcadores de spin 5-DSA e 6-MSL em membranas de Leishma-
nia como uma função da concentração de MT. As amostras tratadas com uma concentração de 0, 44x109

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 proteı́na são geralmente

compostos por duas componentes espectrais correspondentes a duas populações de spin

associadas a dois estados de mobilidade da sonda, tecnicamente denotadas como com-

ponentes fortemente (S) e fracamente (W ) imobilizadas [93, 94]. Embora a espectroscopia

dos marcadores de proteı́nas tenha sido amplamente utilizada para analisar a estrutura da

proteı́na através do método de marcação de spin sı́tio dirigido [97], a origem dessas duas

componentes espectrais que aparecem resolvidas no espectro ainda não é bem compreen-

dida. A nossa interpretação atual tem sido descrita em trabalhos anteriores [96], e pode ser

resumida pela descrição a seguir.
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A componente mais móvel, W , apresenta três linhas de ressonância nı́tidas

com uma separação hiperfina isotrópica, a0, igual a 17,1 G, indicando um radical nitróxido

dissolvido em tampão, enquanto que a componente menos móvel, S, exibe um tempo de

correlação rotacional aproximadamente de uma ordem de magnitude maior do que W , indi-

cando fortes interações entre a cadeia lateral do nitróxido e o esqueleto da proteı́na como

ilustrado na Figura 5.11.

Figura 5.11: Ilustração esquemática do modelo molecular do marcador de spin 6-MSL ligado covalen-
temente ao grupo sulfidrila da proteı́na. O radical nitróxido pode formar ligações de hidrogênio com o
grupo amida da cadeia principal da proteı́na, gerando a componente fortemente imobilizada (S), ou com
as moléculas de água para gerar a componente fracamente imobilizada (W ). Também há uma possı́vel
formação de ligação de hidrogênio entre a proteı́na e os dois átomos de oxigênio do anel maleimido,
prendendo fortemente o marcador à dobra da cadeia polipeptı́dica.
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Uma interação que contribui para a formação da componente menos móvel,

S, é uma ligação de hidrogênio entre o radical nitróxido e qualquer doador de hidrogênio na

proteı́na, tal como deduzido a partir do valor observado da componente z do tensor hiperfino

Azz do 14N , que pode ser avaliada por simulação espectral ou por meio de medições diretas

em -140 ◦C. Campos elétricos locais podem afetar a densidade do elétron não emparelhado

sobre o núcleo de nitrogênio e alterar o parâmetro Azz modulando a interação de contato

de Fermi. Quando o radical nitróxido forma ligação de hidrogênio em um estado cristalino,

o valor do Azz é cerca de 35 G [103] e este valor pode ser menor em cerca de 3 G em

um ambiente hidrofóbico. Assim, os valores do τc das componentes de W e S refletem

a dinâmica do marcado de spin da cadeia lateral, quando o radical nitróxido está livre no

solvente ou presa à cadeia polipeptı́dica local, respectivamente.

A forma de linha de RPE do movimento rápido (W ) apresenta separação hiper-

fina isotrópico consistente com uma cadeia lateral de nitróxido dissolvido num meio aquoso,

o que indica que os grupos sulfidrila da membrana acessado pelo marcador de spin são

essencialmente encontrados na camada externa da membrana, onde eles são acessı́veis

ao solvente aquoso. Se o radical nitróxido entrar em contato com componentes do cito-

plasma, ele seria reduzido pelo ácido ascórbico, Fe(II) ou outros agentes redutores e,

assim, a intensidade do sinal de RPE diminuiria. A presença de MT diminuiu a população

(ou intensidade) da componente S (NS), proporcionando suporte para a noção de que a

MT desestabiliza as proteı́nas da membrana, levando a conformações mais expandidas e

expostas ao solvente.

Desta forma, à medida que as amostras foram tratadas com concentrações

maiores de MT aumentou significativamente a dinâmica da cadeia polipeptı́dica das proteı́nas

ligadas à membrana, como indicado pelos valores de τc 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 proteı́nas de membrana de Leishmania em amostras não tratadas e tratadas
com MT. Os espectros de melhor ajuste foram obtidos pelo programa NLLS usando um modelo com
duas componentes em todos os ajustes. Os espectros das componentes S e W , que juntos formam o
espectro simulado da amostra de controle (primeiro espectro) são indicados pela linha verde (S) e linha
azul (W ). Os valores de três parâmetros de RPE estão indicados: τc (tempo de correlação rotacional) e
NS (população da componente S), os quais foram gerados pelo programa de ajuste e o 2 A‖ que é medido
diretamente no espectro, como indicado pelas linhas verticais. As regiões correspondentes as primeiras
e últimas linhas de ressonância do espectro foram amplificados 10 vezes para melhorar a visualização
das posições do campo magnético.

5.5 Miltefosina Induz Lise em Leishmania

A lise celular foi também observada no intervalo de concentrações de MT que

alteram a fluidez da membrana de Leishmania. Logo após 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 concentração de
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MT nas amostras, atingindo um patamar a uma concentração de 1, 48x109 MT/célula (Figura

5.13).

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 o aumento na concentração de MT, as amostras mostraram um aumento de fragmentos de
membranas marcadas no sobrenadante.

Os espectros de RPE mostrados na Figura 5.13 são para os fragmentos de

membranas marcadas presentes no sobrenadante das amostras tratadas com MT. Estes es-

pectros são semelhantes aos apresentados na Figura 5.9 obtida com concentrações mais

elevadas de MT. As amostras não 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 preparação. Na Figura 5.14 está apresentado o gráfico da intensi-

dade do sinal RPE em função da concentração de MT em comparação de medições de lise
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celular pelo teor de proteı́na no sobrenadante das amostras.

Figura 5.14: Percentagem de lise celular (cı́rculos sólidos) e conteúdo de membrana marcada no so-
brenadante (cı́rculos abertos) em amostras de Leishmania tratadas com MT. As medições de lise foram
baseadas no conteúdo de proteı́na no sobrenadante das amostras de Leishmania.

O fato da intensidade do sinal de RPE se manter estável em concentrações

acima de 1, 5x109 MT/célula, enquanto que o teor de proteı́na no sobrenadante aumentou

ainda mais, pode ter como causa a redução do nitróxido devido o contato com o conteúdo

citoplasmático após a lise celular.

5.6 Medidas de Citotoxicidade da Miltefosina em Leishma-
nia

Para examinar como as mudanças na dinâmica da membrana estão 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 condições 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 concentrações de MT. Para as células tratadas em

PBS, tal como nas experiências de RPE, aproximadamente 70% de morte celular foi obser-

vado na concentração de MT que produz alterações na membrana detectadas pela espec-

troscopia de RPE. A Figura 5.15 mostra a viabilidade celular em função da concentração de

MT.

Figura 5.15: Contagem de células nas amostras de Leishmania em função da concentração de MT
utilizada no tratamento. Células vivas e mortas foram contadas através do método de exclusão do azul
de tripan, 1 a 5 minutos após 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

necessária uma concentração de MT mais do que duas vezes a concentração necessária

em PBS, o que indica que uma fração considerável de MT permanece ligada na albumina
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presente no FCS (Figura 5.15). Contagens de células registradas para vários perı́odos de

incubação, a 26 ◦C (Figura 5.16) demonstram que imediatamente após o tratamento com

MT, uma fração significativa das células foram mortas, mas o processo de morte celular e o

crescimento continuou, especialmente nas primeiras 4 h de incubação.

Figura 5.16: Números de células vivas e mortas em amostras de Leishmania não tratadas e tratadas
com MT (0, 44x109 MT/célula) em meio de cultura para vários perı́odos de incubação a 26 ◦C.

A viabilidade das células foi também medida usando o ensaio de clivagem de

MTT, onde a atividade celular foi quantificada pela redução do MTT (somente as células

vivas reduzem o MTT). Um dos gráficos obtidos para a viabilidade celular como função da

concentração de MT está apresentado na Figura 5.17. Do ajuste da curva sigmoidal (Origin

8.0) foi estimada a concentração de MT que inibe 50% do crescimento dos parasitos IC50.
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Figura 5.17: Viabilidade das Leishmanias em função da concentração de MT pelo método de MTT.

O teste foi repetido para várias concentrações de células e também realizado

com 20% de FCS ao invés de 10% e perı́odos de incubação de 5 minutos, 1 h e 24 h

(antes da adição de MTT). De acordo com nosso protocolo experimental, o fármaco foi

normalmente dissolvido no meio de cultura e aplicado a um número variável de parasitas

(2−10x107/mL) durante um perı́odo de 24 h e logo após o MTT foi adicionado. Os primeiros

três experimentos usando concentrações diferentes de parasitas mostraram que os valores

de IC50 expressos em concentração molar aumentaram com o aumento da concentração de

parasitos usada no ensaio. Em um trabalho recente de nosso laboratório [104] foi mostrado

que este efeito é causado por um erro no cálculo do IC50 que ocorre para a atividade de

moléculas hidrofóbicas como é o caso da MT. Para baixas concentrações de parasitos, tais

como 106 células/mL, este erro fica diminuı́do e o valor de IC50 tende para o verdadeiro. Os

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

Parasitas/mL Incubaçãoa IC50 (µM) IC50 (109 MT/cel.)

2x107 24h 26, 4 ± 6, 4 (A)d 0, 79 ± 0, 19 (A)

4x107 24h 43, 4 ± 8, 9 (AB) 0, 65 ± 0, 14 (AB)

1x108 24h 59, 3 ± 9, 2 (B) 0, 36 ± 0, 06 (BC)

1x108 (20%FCS)b 24h 126, 2 ± 31, 6 (C) 0, 76 ± 0, 19 (A)

1x108 1h 143, 9 ± 19, 4 (C) 0, 87 ± 0, 12 (AB)

2x109 (filme)c 5min - 0, 53 ± 0, 12 (ABC)

(a) Perı́odo de incubação após o tratamento e antes da adição de MTT. (b) 20% de soro fetal
bovino foi utilizado no meio de cultura em vez de 10%. (c) Método para rápida incorporação
de miltefosina (ver Materiais e Métodos). (d) significância estatı́stica: em cada coluna,
os dados que não são indicados com letras maiúsculas em comum são significativamente
diferentes com P < 0, 05.

Para concentrações altas de células, tais como 108 células/mL, a quantidade

de MT que vai para a membrana da célula é grande e a distribuição da molécula não pode

mais ser considerada homogênia. Assim, na Tabela 5.1 nós também expressamos os valo-

res de IC50 em número de moléculas/célula e, neste caso, foi observado um efeito contrário,

isto é, o IC50 diminuiu com o aumento na concentração de parasitos. Conforme o trabalho

recente [104], isto ocorre porque o cálculo do IC50 dessa forma expresso só é preciso para

altas concentrações de parasito tal como 109 células/mL.

Quando o experimento foi realizado com o mesmo número de células/mL,

mas o dobro da concentração de albumina (20% de FCS), os valores de IC50 aumentaram

de forma significativa. Reduzindo o tempo de incubação antes da adição do MTT de 24

h para 1h foi observado um aumento no valor de IC50. Este dois experimentos indicam

que a MT é inicialmente incorporada na albumina e requer um longo perı́odo para atingir a

membrana do parasita. Em contraste, quando os tratamentos foram realizados colocando

uma elevada concentração de células em um tubo de vidro contendo um filme de MT a
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incorporação do fármaco nas células foi rápida, e o efeito foi observado com apenas 5

minutos de incubação.



Capı́tulo 6

Discuss ão

A aplicação bem sucedida da espectroscopia de RPE de marcadores de spin

para estudar a membrana celular depende da incorporação 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 evaporação do sol-

vente; quando as células são colocadas sobre o filme e o tubo agitado moderadamente,

os monômeros das moléculas marcadas são transferidos para a membrana. A eficiência

da incorporação de sonda e uniformidade da distribuição na membrana pode ser monito-

rada pelos próprios espectros de RPE. Usando este método, os marcadores de spin de

lipı́dios foram incorporados com sucesso em membranas intercelulares do estrato córneo

[105, 106], bem como nas membranas celulares de segmentos das pontas de raiz de

café [107, 108], protozoários Trypanosoma cruzi [109] e de fibroblastos [110]. Devido à

incorporação rápida do marcador de spin na membrana celular, é possı́vel obter um sinal

RPE estável dentro de 10 minutos após a marcação. Neste trabalho, um procedimento se-

melhante foi utilizado para obter rápida incorporaração da MT em membranas de ghosts e

DRMs de eritrócito e membranas de Leishmania.

Os espectros de RPE de marcadores de spin lipı́dicos em membrana celu-

lar podem ser compostos por duas componentes espectrais devido à coexistência de duas

populações de marcadores de spin em diferentes estados de mobilidade. A componente
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mais restrita tem sido associada aos marcadores de spin que circundam as regiões hi-

drofóbicas das proteı́nas, ao passo que a componente mais móvel surge a partir dos mar-

cadores de spin localizados no “bulk” da bicamada, longe da proteı́na [111]. Somente a

componente espectral correspondente aos marcadores de spin 5-DSA em contato com as

proteı́nas foi observada no espectro de RPE, indicando que a fração do marcador de spin,

que não entra em contato com a proteı́na é muito pequena. Isto ocorre provavelmente

devido ao elevado teor de proteı́na na membrana de eritrócito (aproximadamente 52% da

massa) e de Leishmania. Assim, um marcador de spin lipı́dico pode refletir alterações nas

proteı́nas da membrana celular. Interessante que as membranas de eritrócito e Leishmania

mostraram uma dinâmica molecular muito sememelhante, denotada tanto pelo marcador

lipı́dico 5-DSA quanto pelo de proteı́na 6-MSL.

Lisofosfolı́pidios análogos da MT [24–26] e edelfosina [27–31] foram conside-

rados moduladores de rafts. Tem sido proposto que a MT e outros alquilfosfolipı́dios utilizam

rafts para internalização em células cancerı́genas para inibir a sı́ntese de fosfatidilcolina, a

qual 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 eritrócito. Em vesı́culas preparadas com os constituintes de rafts

lipı́dicos, os dados demonstraram que a MT poderia substituir a SM sem causar alterações

na dinâmica dos lipı́dios. Este último resultado está de acordo com estudos recentes que

demonstram que a MT não altera a fluidez das vesı́culas de DPPC em concentrações de

até 25 mol% [68].

Nossas medidas no sangue total indicaram que nas concentrações sanguı́neas

de MT, observadas durante o tratamento da leishmaniose [69–71], ocorre uma pequena

quantidade de hemólise (2-5%). A concentração de MT necessária para causar uma mudan-

ça na fluidez da membrana de eritrócitos (detectável pela espectroscopia de RPE) foi de 600

µg/mL, o que causou hemólise de 46%, em ambos os casos utilizando sangue total. Esta

menor sensibilidade da espectroscopia de RPE em relação ao potencial hemolı́tico pode



6. Discuss ão 114

ser explicada pelo fato de que os marcadores de spin só detectarem alterações de flui-

dez generalizada na membrana, pelo fato de estarem esparsamente distribuı́dos por toda a

membrana, enquanto que o efeito hemolı́tico é mais sensı́vel, pois depende de ruptura da

membrana, que é uma modificação bem localizada. A razão molar entre os marcadores de

spin e os lipı́dios de membrana utilizadas nas nossas medições por RPE foi de aproximada-

mente 1:150, assim, para a detecção de uma alteração na fluidez da membrana, o ambiente

da maioria dos marcadores de spin precisa mudar, o que requer uma maior concentração

de MT. O fato de o efeito hemolı́tico ter sido observado em concentrações de MT meno-

res do que para a mudança na fluidez, sugere que a MT possui ação bem localizada na

membrana. É importante ressaltar que para concentração sanguı́nea de MT superior a 100

µg/mL a percentagem de hemólise 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 alterações conformacionais na estrutura da proteı́na, provocando a

desnaturação em concentrações mais elevadas. Em um estudo recente abordando a intera-

ção de surfactantes com BSA, empregando a mesma técnica, o marcador de spin 5-MSL

ligado covalentemente ao único grupo tiol livre da proteı́na mostrou que os surfactantes

causam uma diminuição no parâmetro 2 A‖ do espectro de RPE e redução da população

da componente S, indicando que o surfactante favorece conformações de proteı́na mais

dinâmicas e expostas ao solvente [32]. Entre os modelos que têm surgido para descrever a

estrutura dos complexos detergente-proteı́na resultantes da desnaturação de proteı́nas, o

modelo “colar de pérolas” é o mais amplamente discutido na literatura [71]. Neste modelo,

a ligação cooperativa de surfactantes induz a formação de estruturas abertas como colar

de pérolas na proteı́na desdobrada, com agregados similares das micelas envolvendo as

cadeias polipeptı́dicas [71]. Um mecanismo de ação da MT com base no ataque indiscrimi-

nado de proteı́nas ligadas à membrana celular é consistente com a atividade ampla da MT

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

A literatura tem mostrado que a MT no seu valor de IC50 foi capaz de induzir a

morte celular programada do tipo similar à apoptose em promastigotas (L.) donovani [32,33]

e (L.) amazonensis [34]. A comparação 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 (5x106 células/mL) com 25 µM de MT

(IC50), e nenhum efeito do fármaco foi observado até pelo menos 4 horas após o trata-

mento. As células tratadas com o fármaco tinham crescido cerca de 50% após 12 horas

de tratamento e, em seguida, manteve-se constante até 96 h, enquanto que as células das

amostras não tratadas aumentaram 400-500% durante o mesmo perı́odo.

Um IC50 de 25 µM para 5x106 células/mL é equivalente a 3x109 MT/células,

o que é aproximadamente 3,8 vezes superior ao valor IC50 encontrado neste estudo para

(L.) amazonensis, em meio de cultura. A explicação para a relação superior de MT/célula

pode ser associado com o menor número de células/mL usados pelos autores [33], que é

comumente utilizado, mas parece ser menos relevante para as condições fisiológicas. No

sangue humano, a MT deve ser submetida à partição nas membranas de todas as células

presentes no sangue e na albumina, onde existem aproximadamente 5x109 eritrócitos/mL.

A relação albumina/parasita aumenta com a diluição dos parasitas no meio de cultura, o

que poderia resultar num efeito retardado do fármaco aumentando os valores do IC50 como

observado neste trabalho.

Para promastigotas (L.) donovani, Paris e colaboradores [32] encontraram um

IC50 de 13,6 µM, mas como os autores utilizaram uma concentração de 106 parasitas/mL,

isto é equivalente a um valor de IC50 de 8, 2x109 MT/célula, que é ainda maior ao IC50

obtido por Verma e colaboradores [33]. Além disso, no experimento de fragmentação

de DNA, Paris e colaboradores [32] aplicaram 40 µM de MT durante 24 h, sendo uma

concentração muito maior da utilizada neste trabalho. No presente estudo, um método para

a incorporação rápida da MT na membrana de Leishmania permitiu que as medições pu-
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dessem ser feitas pela espectroscopia de RPE e pela contagem microscópica de parasitas,

sem perı́odo de incubação. Os dados apresentados na Figura 5.16 mostraram que logo

após o tratamento, houve uma queda acentuada no número de parasitas, mas o processo

de crescimento e morte celular continuou na presença de MT. Acreditamos que os parasi-

tas que receberam uma concentração mais baixa do fármaco são aqueles que podem ter

sofrido morte celular programada do tipo apoptose.

É interessante que tem sido demonstrado que a MT exibe atividade contra es-

quistossomo in vitro induzindo apoptose [117]. Como mostrado por microscopia eletrônica

de varredura, a morte destes parasitos foi precedida por danos progressivos na superfı́cie

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 alterações mor-

fológicas induzidas pela MT em trofozoı́tos Giardia lamblia, principalmente na membrana da

célula [118]. A MT também apresenta atividade in vitro contra Trichomonas vaginalis [119],

isolados clı́nicos de Acanthamoeba spp. [120], Trypanosoma cruzi [121] e Streptococcus

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

A MT não causa alteração na dinâmica lipı́dica de vesı́culas formadas com

lipı́dios constituintes dos rafts. Foi mostrado que 20 mol% de esfingomielina ou 20 mol% de

DPPC podem ser substituı́dos por 20 mol% de MT sem essencial alteração na dinâmica da

bicamada.

A espectroscopia de RPE de um marcador lipı́dico (5-DSA) e de um marcador

de proteı́na (6-MSL) demonstrou que a MT causa grandes aumentos de dinâmica mole-

cular tanto no componente lipı́dico quanto no proteico de ghosts e DRMs de eritrócito e

membrana de promastigotas Leishmania (L.) amazonensis in vitro.

Medidas de lise da Leishmania indicaram que ela ocorre na mesma faixa de

concentração de MT que altera a dinâmica de membrana. Na medida em que a dinâmica

de membrana é aumentada mais lise celular é observada.

Experimentos com sangue total indicaram que na concentração sanguı́nea da

MT durante o tratamento da leishmaniose ocorre uma pequena quantidade de hemólise

de 2 a 5% e que a alteração de fluidez detectada por RPE só seria detectada para uma

concentração de MT que causaria 46% de hemólise, este resultado sendo explicado pela

menor sensibilidade do método de marcador de spin.

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

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

Ensaios de citoxidade em várias concentrações de parasitas indicaram que o

IC50 da MT aumenta com a concentração de células e que para concentrações mais altas

de células os valores de IC50 tendem para a concentração de MT que gera um efeito na

membrana do parasito.

Um método de incorporação rápida da MT na membrana plasmática da Leish-

mania mostrou que o efeito da MT pode ser observado logo após o tratamento, sugerindo

que sua ação primária é sobre a membrana celular.

Os espectros de RPE do marcador de proteı́na indicaram que na presença

da MT as proteı́nas da membrana plasmática da Leishmania assumem conformações mais

expandidas e expostas ao solvente, sugerindo que a MT tem uma ação do tipo detergente

sobre as proteı́nas de membrana.

Nossa interpretação é que a MT penetra na membrana através de seu compo-

nente lipı́dico e interage com as cadeias laterais hidrofóbicas na interface lipı́dio-proteı́na.

Assim, com uma ação do tipo detergente, a MT pode formar estruturas semelhantes a

micelas em torno das cadeias polipeptı́dicas favorecendo conformações mais dinâmicas e

expostas ao solvente, podendo levar à ruptura da membrana devido à penetração de grupos

hidrofı́licos da MT no seu interior, assim causando a morte do parasito.

Um mecanismo de ação da MT baseado no ataque à membrana celular é con-

sistente com o largo espectro de atividade da MT contra fungos patogênicos e protozoários,

bem como alguns tipos de células tumorais.
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A., Molleda F., Fuentelsaz C., Anders G., Sindermann H., Engel J., Berman J.; (2007)

Treatment of Bolivian mucosal leishmaniasis with miltefosine. Clin Infect Dis. 44, 350–

356.

[9] van Blitterswijk W. J., Verheij M.; (2008) Anticancer alkylphospholipids: mechanisms

of action, cellular sensitivity and resistance, and clinical prospects. Curr Pharm Des

14(21), 2061–2074.

[10] Dorlo T. P. C., Balasegaram M., Beijnen J. H., de Vries P. J.; (2012) Miltefosine: a

review of its pharmacology and therapeutic efficacy in the treatment of leishmaniasis.

J Antimicrob Chemother 67, 2576–2597.

[11] Ruiter G. A., Zerp S. F., Bartelink H., van Blitterswijk W. J., Verheij M.; (2003) Anti-

cancer alkyl-lysophospholipids inhibit the phosphatidylinositol 3-kinase-Akt/PKB sur-

vival pathway. Anticancer Drugs 14(2), 167–173.

[12] Moreira W, Leprohon P, Ouellette M (2011) Tolerance to drug-induced cell death fa-

vours the acquisition of multidrug resistance in Leishmania. Cell Death and Dis 2:e201.
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[26] Bäumer W., Wláz P., Jennings G., Rundfeldt C.; (2010) The putative lipid raft modulator

miltefosine displays immunomodulatory action in T-cell dependent dermal inflamma-

tion models. Eur J Pharmacol 628(1?3), 226–232.

[27] Gajate C., Mollinedo F.; (2001) The antitumor ether lipid ET-18-OCH(3) induces apop-

tosis through translocation and capping of Fas/CD95 into membrane rafts in human

leukemic cells. Blood 98,3860–3863.
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de ressonância paramagnética eletrônica (RPE) através do programa NLSL. Quı́mica

Nova. 30, 124–1248.

[85] Jackson J. D.; (1975) Classical Electrodynamics. 2º ed. New York, U.S.A. John Wiley

and Sons. 75–77.

[86] Beutler E., West C., Blume K. G.; (1976) Removal of Leukocytes and Platelets From

Whole-Blood. Jornal of Laboratory and Clinical Medicine. 88, 328–333.

[87] Dodge J. T., Mitchell C., Hanahan D. J.; (1962) The Preparation and Chemical Charac-

teristics of Hemoglobin-Free Ghosts of Human Erythrocytes. University of Washing-

ton. 14, 119–130.

[88] Domingues C. C., Ciana A., Buttafava A., Balduini C., de Paula E., Minetti G.; (2009)

Resistance of Human Erythrocyte Membranes to Triton X-100 and C12E8. J Membrane

Biol. 227, 39–48.

[89] Smith P. K., Krohn R. I., Hermanson G. T., Mallia A. K., Gartner F. H., Provenzano M.

D., Fujimoto E. K., Goeke N. M., OLson B. J., Klenk D. C.; (1985) Measurement of

protein using bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry. 150, 76–85.



BIBLIOGRAFIA 129

[90] Rhoderick E. B., Kari L. J. K. J. H.; (1989) Protein Measurement Using Bicinchoninic

Acid: Elimination of Interfering Substances. Analytical Biochemistry. 180, 136–13

[91] Budil D. E., Lee S., Saxena S., Freed J. H.; (1996) Nonlinear-Least-Squares Analy-

sis of Slow-Motion EPR Spectra in One and Two Dimensions Using a Modified

Levenberg–Marquardt Algorithm. J Magn Reson 120(2), 155–189.
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