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RESUMO

As drogas fenotiazinicas sao amplamente utilizadas
clinicamente como neuroléticos e antipsicéticos. A interacao dessas
drogas com a membrana eritrocitaria induz a mudangas na forma
bem como na permeabilidade do eritrécito. A atividade bioclégica dos
fenotiazinicos pode perturbbar a estrutura da membrana por ligagao
direta com os lipidios ou pela interacgao com as proteinas,

perturbando a interagédo lipidio-proteina.

Nesse trabalho estudamos o efeito de duas drogas de efeitos
clinicos diversos e de estruturas quimicas diferenciados, a
trifluoperazina, um derivado fenotiazinico e a papaverina, um vaso
dilatador inespecifico (Goodman & Gilman, 1975}, sobre os

eritrécitos.

Através de medidas supressaoc de fluorescéncia, dos residuos
de triptofanoc das proteinas da membrana eritrocitaria, em
suspensoes de ghosts, causada pela sonda de membranas ANS,
observamos que a ftrifluoperazina interage com as proteinas da
membrana eritrocitaria. Nessa interagao ocorre um rearranjo na
membrana, expondo o0s residuos de tiriptofano das proteinas da
membrana, ao meic mais hidrofilico alterando de alguma forma =z
interacdo lipidio-proteina. Alem disso, através de medidas de
Ressonancia Paramagnética Eletrdnica com marcadores de spin

derivados do acido estedrico verificamos um aumenioc na fluidez da

membrana, pela acéao da trifluoperazina. Em condicdes



semelhantes, a papaverina, apresentou efeitos discretos sobre a
fluidez da membrana, ndo sendo possivel assinalar alteragbes na

ordem ou mobilidade da membrana gritrocitaria.

Em ghosts isolados de eritrécitos depletados de ATP ou em
suspensdes de ceélulas integras depletadas também foram
detectadas alteracdes, na fluidez da membrana, sendo que essas
modificagcdes ndo parecem estar relacionadas a regides especificas

da membrana eritrocitaria.

Numa segunda abordagem, avaliamos o efeito da TFP sobre a

oxidagdo da hemoglobina provocada por peroxido de hidrogénio.
Nos processos oxidativos a que a Hb foi submetida pelo peroxido de
hidrogénio obtivemos um efeito protetor da TFP. Esse efeito é mais
evidente para a hemoglobina oxigenada (oxiHb). A TFP se liga a
oxiHb, protegendo a proteina da a¢do do perdxido de hidrogénio,
antes da formacdo de qualquer intermediario, sendo que somente
10% da quantidade relativa inicial da Hb & transformada nas

espécies oxidadas: meta e ferrilHb.



SUMMARY

Phenothiazines drugs are mainly used as neuroleptics and
antihistamines. These drugs disturb biological membranes,
modifying the form and permeability of the membranes. Biologically
active phenothiazines may perturb membrane lipid structure through
two possible mechanisms, a direct interaction of the drug with
membrane proteins, reflected in the lipid bilayer, and a perturbation
of lipid structure that leads to perturbation of proteins via lipid-

rontein interactions

protein.in

In this work we studied the effect of two drugs with different
clinical and chemical structure: trifluoperazine (TFP) , a
phenothiazine derivative, and papaverine, an inespecific vasodilator

(Goodman & Gilman, 1975), upon erythrocytes.

Measurements of the quenching of tryptofan residues of the
oroteins of the erythrocyte membrane, by ANS, a membrane probe,
proved that TFP interactes with membrane proteins of the
erythrocytes membrane. in this interaction, a change in the protein
were tridimensional arranjement exposes the tryptophan residues to
a more hydrofilic region, and caused changes on the lipid-protein
interaction of the erythrocyte membrane. Also the membrane fluidity
is increase, as demonsirated by spin labeliing, Eiletron
Paramagnetic Ressonace experiments. At the same conditions

papaverine was demonstrated, papaverine demonstrated a slight



effect, that can not be assigned to a change in the membrane
fluidity.

In the ghosts depletead from ATP or in suspensions of
erytrhocytes (also submited to the ATP depletion) we found
alterations in the membrane fluidity. This changes seens to be
different, dependig on the membrane regions, as seeen by EPR

experiments.

Hemoglobin, treated with TFP, and submited to the action of
hydrogen peroxide, showed a protective effect of this phenothiazine

drug on its oxidation, this effect being more pronounced for

oxigenated Hb (oxiHb). TFP interacts with Hb and protect the
protein from the peroxide action, before the formation of any
intermediary species. Only 10% of the Hb was transformed in the

oxidated species: meta and ferril Hb.



INTRODUCAQ-1

INTRODUCAO

1. ERITROCITO

O eritrécito, a célula vermelha do sangue, € uma célula
anucleada de forma discdide bicénecava, que contem hemoglobina
em concentracdo elevada, de cerca de 22 mM/célula. As células
circulam carregando oxigénio e diéxido de carbono entre o pulméao e
os tecidos através dos vasos sanguineos e capilares. A célula pode
circular através dos capilares de didmeiro menor que a sua
dimensao devido a sua capacidade de deformabilidade. Quando uma
forca é aplicada em uma dire¢ao, sabe-se que as celulas tornam-se
alongadas em cerca de duas vezes do seu didametro na direcdo da
forca (Noji et alit, 1991). A habilidade da célula em sofrer essa
transformacé&o em resposta a uma forga aplicada tem sido

conhecida como deformabilidade celular {Noji et alii, 1991). Desta
forma, a deformabilidade celular é um fator importante para a
realizacao das suas funcbes in vivo. Além disso, a célula resiste a
fragmentacao. Essas duas situacdes requerem uma membrana
extremamente flexivel & muito estavel. E a composicdo da
membrana eritrocitaria que permite a ela desempenhar suas

funcbes, conferindo & céluta sua capacidade de deformacédo e sua

estabilidade (Chasis et alii, 1987}.

A membrana eritrocitaria & composta de uma bicamada lipidica

que contem varias proteinas integrais, uma rede proteica (0
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citoesqueleto proteico), e uma pegqguena porgdo de carboidratos
ligados as proteinas (glicoproteinas) e aos lipidios (glicolipidios)

(Gratzer, W.B. 1981).

Todos os lipidios das células vermelhas estdo na membrana. A
composigdo lipidica da membrana eritrocitaria é (Storch &
Kleinfeld, 1985):
colesterol - 25%
esfingomielina - 17,5%
glicolipidios - 10%
fosfolipidios - 47,5%

Os fosfolipidios estdo distruidos assimetricamente entre as
monocamadas interna e externa da membrana eritrocitaria. As
regides polares dos fosfolipidios, chamadas cabegas polares, estao
expostas ao meio aquoso. A distribuicdo assimetrica nas duas
monocamadas lipidicas é absoluta para a fosfatidilserina (PS) com
todas as moléculas de PS se localizando na camada interna, bem
como para a fosfatidiletanolamina (PE), onde a maior parte das
moléculas, cerca de 80%, estao na monocamada interna (Devaux,
1991, Schroit & Zwall, 1991). Por outro lado a fosfatidilcolina
(PC) (76%) e a esfingomielina (82%), preferencialmente se
localizam na camada externa (Connor et alii, 1990; Devaux,
1991:Schroit & Zwall, 1991). Diferentes mecanismos sao propostos
para a manutencado da assimetria: i) a interagado do esqueleto da
membrana principalmente da espectrina com os amino-fosfolipidios,

fixando esses compostos na monocamada interna, 1ii) uma
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transtocacdo especifica ATP -dependente dos aminofosfolipidios da
camada externa para a camada interna e iii) um lento "flip-flop" de
fosfolipidios endogenos (Middelkoop et alii, 1988; Wilson et alii,
1993). Alteragdes na assimetria transmembranar de PS estao
associadas a condigbes patologicas severas © podem contribuir
para trombose. Eritrocitos de individuos com anemia falciforme
apresentam perda de assimetria de PS e sao procoagulantes.
Eritrécitos de pacientes com diabete tem deformabilidade reduzida
e maior viscosidade membranar além de um aumento espontaneo

de agregacgao, provavelmente associado a um aumento no

monocamada externa da membrana plasmatica (Wilson et alii,

1993).

As proteinas da membrana do eritrécitos sdo subdivididas em
duas classes: as proteinas periféricas e as integrais. As proteinas
integrais tem uma parte central hidrofobica que interage com 0sS
lipidios. A maioria das proteinas periféricas da membrana
eritrocitaria parece estar envolvida na formagao de um extenso
reticulo submembranar, o citoesqueleto eritrocitario. O principal
componente do citoesqueleto eritrocitario é a espectrina, alem da
actina e da proteina 4.1. A coneccao entre as proteinas integrais e
a especirina no ciioesqueleto e feita por uma familia de proteinas,
as ankirinas. Essa interacdo protege a integridade da célula na
circulacdo (Platt et alii 1993). A interagao da membrana com a
especirina tem sido exaustivamente pesquisada. Recentemente tem

sido discutido o papel das interagdes eletrostaticas nessa interagao
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(Kahana et alii 1991), além disso a existéncia de regides
hidrofébicas na molécula de espectrina e na bicamada lipidica,
sugerem que as interacoes hidrofébicas podem tambem ser
importantes para a manutencao da forma do eritrécito (Streichman,
1991).

Um eritrocito humano sobrevive na circulagao por
aproximadamente 120 dias, e depois é removido pelo figado cu pelo
sistema reticuloendotelial. Durante a sua vida na circulagdo, o
eritrécito sofre modificagdes no conteddo de lipidios e proteinas da
membrana, na atividade enzimatica, na permeabilidade io0nica,

tamanho e deformabilidade (Jain 1988).

O eritrécito gera ATP através da glicdlise para manter as suas
condicoes fisiolégicas. A concentragdo intracelular de ATP nos
eritrécitos, influencia as propriedades morfoldgicas e mecanicas
das células (Mosior et alii, 1990-a). Um longo tempo de estocagem
ou o esgotamento metabdlico, causam uma diminuigcao da
microviscosidade da memkbkrana celular (Mosior et alii, 1890-a). O
efeito foi atribuido a uma diminuicdo da concentragédo intracelular
de ATP. O nivel intracelular de ATP influencia o estado tanto dos
lipidics como das proteinas da membrana eritrocitaria indicando
um pape! importante para o ATP na regulagao das propriedades

dinamicas da membrana (Mosior et alii, 1990-a).

Como discutido, o0s lipidios na membrana eritrocitaria
encontram-se assimetricamente distribuidos, e a fosfatidiiserina
ocupa preferencialmente a monocamada interna da membrana.

Sabe-se que a translocacao da fosfatidilserina da monocamada
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exierna para a monocamada interna, requer ATP, uma vez que: a)o
transporte nao ocorre em células depletadas de ATP, b)o transporte
é inibido pelo vanadato e ¢)o transporte pode ser reconstituido em
ghosts de eritrocito reconstituidos na presenga de Mg2?+-ATP
(Schroit e Zwall, 1991). Alem disso, a forma do eritrécito pode
também ser modificada. Eritrdcitos depletados de ATP tornam-se
equinociticos; a regeneracado dos niveis de ATP devoive a forma
discoide da célula e o excesso de ATP produz estomatodcitos.
Esses dados podem ser explicados por uma redistribuicdo dos

fosfolipidios entre as duas bicamadas mediada por uma translocase

fosfolipidio ATP-dependente (Devaux, 1991) .

A principal proteina transmembranar, a banda 3, em eritrécitos
humanos desempenha varias fungdes: o transporte anidnico e a
interacio do citoesqueleto com proteinas citossdlicas (Hb e
determinadas enzimas glicoliticas). Essa interagédo é mediada pelo
extenso dominic citoplasmatico da banda 3, que se estende da

bicamada até o citoplasma.

O dominio citoplasméatico da banda 3 se encontra fosforilado
nio somente nos residuos Ser/Thr, mas também nos residuos de
tirosina (Clari & Moret, 1989: Clari et alii, 1990). Varias quinases
Ser/Thr e Tyr-proteinas bem como fosfatases P-Ser e P-Tyr-
proteinas estdo diferentemente distribuidas entre o citoplasma e as
diferentes estruturas dos eritrécitos humanos e sao afetados de
forma diferente, in vitro, pela forca idnica, pelo 2,3-difosfoglicerato

e por outros metabdlitos fosforilados (Clari et alii, 1890).
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Na deplecdo metabdlica, a fosforilagdo da Ser e da Tyr da
banda 3 encontra-se diminuida. A defosforilacdo da Ser da banda 3
diminui o transporte anidbnico , mediado pela banda 3, da membrana
eritrocitaria. A subsegilente restauragao metabdlica dos eritrocitos
depletados de ATP, restaura a Ser-fosforilagdo da banda 3,
restaurando também o transporte anidnico (Clari et alii, 1990). Tal
paralelismo entre Ser-fosforilagdo da banda 3 e o transporte
anidnico através da membrana, indica que a
iosforilagdo/desfosforitacdo dos residuos de serina da banda 3,
pode estar funcionalmente correlacionada com o transporte

anidénico, mediado por essa proteina (Clari et alii, 1990).

Por outro lado, elevados niveis de glicose podem causar a
peroxidagdo dos lipidios da membrana e aumentar a fragilidade
osmdotica dos eritrocitos  (Jain, 1989). Observou-se gque esses
efeitos sao bloqueados quando os eritrécitos sdo pré-tratados com:
a) fluoreto, um inibidor do metabolismo da glicose, b) com vitamina
E. um antioxidante, ¢) com p-cloromercurio benzoato e metirapone,
inibidores do sistema citocromo P-450, ou d) com dimetilfurano,
difenilamina e tiouréia, sequestradores de radicais oxigénio (Jain,

1989).

5 HEMOLISE HIPOTONICA DE ERITROCITOS
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A lise hipotonica das células vermelhas leva a uma perda da
hemoglobina e outras proteinas citoplasmaticas, através de poros
que se formam na membrana plasmatica. Esses poros resultam de
rupturas criadas quando a presséo interna gerada pela osmose
rapida torna-se muito alta para ser suportada pela membrana
(Chasis & Shohet, 1987). Medidas cinéticas da lise de eritrocitos
humanos, utilizando pulsos elétricos sugerem que a ruptura da
membrana acontece em etapas consecutivas: i) vazamentio dos
ions, ocasionando um desbalanceamento osmético que

conseqlientemente leva 3 ii)hemolise coloidal da membrana e a

syvrformacio-de-poros-gHe tem.um. diametro médio de menos que

500 A° (Lee et alii, 1985).

Embora todo conteudo citoplasmatico seja perdido na ruptura,
indicando que a barreira membranar tenha sido destruida, a
membrana citoplasmética consegue reter, ainda, muito da sua
integridade geométrica. A membrana pode, espontaneamente,
recuperar suas propriedades por re-selagem ("resealing”) em
fungado da temperatura, pelo fato de que nesta opera¢ao O
citoesqueleto proteico € preservado (Connor el alii, 1990). Se a lise
ccorre em tampéo a temperatura fisiolégica (37°C}, o tempo de vida
dos poros € muito curto (alguns segundos), mas a 4° C eles
permanecem na membrana por varias horas. Para explicar o papel
da temperatura no processo de restauracdo da membrana, postulou-
se que 0S POros representam regides de descontinuidade na matriz

lipidica da membrana eritrocitaria (Lee et alii, 1985,).
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Scherier et alii, (1992) utilizando marcadores de spin derivados
dos glicerofosfolipidios observaram que a lise hipotdnica &
acompanhada por uma redistribuicdo dos fosfolipidios. A mudanca
na forma das linhas dos espectros de ressonancia paramagnética
eletrénica (RPE) mostraram que apods a hemdlise, a monocamada
mais rigida (a mais externa) torna-se mais fluida, enquanto o
inverso ocorre com a monocamada interna, que se torna mais
rigida. Eles observaram também que, apods a restauracdo das
membranas, na presenca de Mg-ATP, a assimetria transmembranar

dos fosfolipidios foi restabelecida.

3. ENVELHECIMENTO DOS ERITROCITOS

O termo envelhecimento se refere a destruicdo de eritrocitos,
que ocorre quando essas células sdo removidas da circulagao em
funcdo do seu tempo de vida. Os mais tradicionais metodos para a
separacao de eritrocitos jovens e envelhecidos sao baseados no
gradiente de densidade, uma vez que as células jovens sdo menos
densas gue as envelhecidas. Por ser a Hb a maior constituinte dos
eritrocitos. a densidade celular € principalmente determinada pela
conceniracdo de Hb intracelular. A concentragdao de Hb intraceiular
depende do conteldo de agua celular que, por sua vez, é regulado
pela concentracdc de constituintes citoplasmaticos permeaveis,
principalmente K+ e Na* (L.ee et alii, 1884). As celulas mais densas
possuem  permeabilidade ao K% aumentada, o que resulta na

diminuicac do K+ intracelutar. Com a redugédo do volume de agua
¢



INTRODUCAC-9

intracelular, ha um aumento na viscosidade intracelular, pelo fato
da concentragdo de Hb ser muito elevada no interior dos eritrécitos.
Esse fato contribui para uma diminuigcdo da capacidade de

deformabilidade do eritrécito ( Nash et alil, 1983).

Outro fator que parece estar envolvido com a destruicdo das
células envelhecidas, ¢ alteracdo na membrana, ocasionando a
hemélise osmotica. Observa-se, ainda, deplegdo metabdlica do
eritrécito, levando, conseglentemente, 3 reducdo do nivel
intracelular de ATP, outro fator que pode levar a destruicdo das

células (Stocchi et alii, 1987).

Estando envolvido no transporte do oxigénio, o eritrocito esta
mais exposto a processos oxidativos que outras células. As células
mais densas possuem quantidades maiores de metaHb
acompanhada por uma diminui¢cao na citocromo-bg oxidase e seu
cotator, citocromo bsg (lmanishi et alii, 1985). Esse aumento no
dano oxidative pode ser causado por uma redugado na atividade dos
sistemas enzimaticos de defesa (Clark, 1988; Chen et alii, 1991).
Como consequéncia, observou-se em eritrécitos mais densos
aumento na guantidade de glutationa oxidada ¢ de hemicromo
ligado @ membrana além da presenca de um complexo de espectrina

e globina (Clark 1988, Pradhan et alii, 1990, Sullivan et alii, 1982).

As células mais densas possuem um contetdo menor de lipidios
totais que as células mais jovens, o que representa uma reducéao na
4rea total da membrana, com concomitante diminuigao nas

proteinas da membrana (Ctark, 1988).
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De qualquer forma, as alteragbes decorrentes do ©
envelhecimento celular levam a um reconhecimento imunologico que
permite a ligacdo de anticorpos autélogos, (sinalizando a
senescéncia), permitindo a retirada dessas células da circulacao.

4. DANO O XIDATIVO NO ERITROCITO

O dano oxidativo dos componentes celulares tem sido
estapelecido como um fator importante em varias condigcdes
patolégicas. Os eritrocitos sao particularmente suscetiveis ao dano

oxidativo como resultado do alto conteiGdo de acidos graxos

_____________ poliinsaturados das suas membranas e da alta concentragdo celular

de oxigénio e hemoglobina, sendo a Hb um poderoso promotor de
processos oxidativos (Clemens et alii 1987). Sob condi¢gdes normais
os eritrécitos sdo continuamente expostos a espécies reativas de
oxigénio de fontes internas e externas. No interior do eritrocito,
estima-se que mais que 3% da oxiHb (Fe Il) & convertido em
metaHb (Fe IlI) com a concomitante producdo de radicais
superéxido (0,7) (van den Berg et alii, 1992). Em eritrocitos sadios
o dano oxidativo significante é prevenido por um eficiente sistema
protetor constituide por uma série de compostos antioxidantes e
enzimas, bem como por uma efetiva compartimentalizagdo dos
componentes dos eritrécitos. Os sistemas de defesa antioxidante
inciluem as enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa
peroxidase além da vitamina E. Assim, as espécies de oxigénio
maijs reativas, que sado formadas no citosol atraves da Hb, sao

detoxificadas antes que possam atingir a membrana celular, onde
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através de dano oxidativo, poderia comprometer a integridade da
célula (Halliwell & Gutteridge, 1$89). No entanto, observa-se que
uma peguena quantidade de espécies reativas de oxigénio pode
atingir a a face interna da membrana célular (van den Berg 1991).
Por outro lado, a exposicdo freqiiente dos eritrécitos as celulas
metabolicamente ativas (fagocitos, por exemplo) pode contribuir
para a manutencao de um continuo esiresse oxidativo na membrana
dos eritrécitos. Muitos tipos de eritrocitos patoldgicos tambeém
possuem susceptibilidade aumentada ao estresse oxidativo. Além
disso, em varias patologias que envolvem hemoglobinas anormais,

verifica-se um aumento do dano oxidativo, que acelera a destruicao

dos eritrécitos (Chen et alii, 1991).

Os radicais peroxil lipidicos, que sao formados como resultado
do ataque de radicais livres aos lipidios da membrana, sao
convertidos a hidroperéxidos lipidicos pela acéo da vitamina E. Se
esses hidroperdxidos nao s&o eficientemente removidos, a geracao
continua dos mesmos {ainda que em niveis baixos), pode levar a
cfoitos acdversos na estrutura e na funcao da membrana . Na
nresengca de ferro (em gqualquer forma). os hidroperéxides podem
ser decompostos e formar radicais, resultando numa amplificacao
deo dano oxidativo na membrana. Além dissc, a remocao incompleta
de hidroperéxidos hidrossollveis tal como o perdxido de hidrogénio
(H,0,) pode resultar no aumento da formacao de radicais. que leva
a danos oxidativos no citosol e na membrana (Halliwell &
Gutteridge, 1989). O perdxido de hidrogénio € um hidroperdxido

fisiolégico formado continuamente pela dismutacao do O,- (Cohen &
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Hochstein, 1965; Chance et alii, 1979 Giulivi et alii, 1984) .0
envolvimento de espécies reativas de oxigénio e a peroxidagao
lipidica em estados patolégicos tais como, arteriosclerose, injuria
na isquemia/reperfusdo e anemia falciforme, tem instigado o
interesse cientifico no processo de peroxidacgdo lipidica (van den

Berg et alii, 1992).

A hemoglobina (Hb), a principal hemeproteina das células
vermelhas & responsavel pelo transporte de O, para os tecidos.
Essa funcd@o depende da habilidade do ion Fe ll, no heme, em ligar

e liberar o oxigénio. A oxiHb (Hb-Fell) se autooxida a uma

velocidade relativamente lenta formando metaHb (Hb-Felll) e o
anion superdxido (0,7), que sofre uma dismutacdo para formar
H,0,. O mecanismo pela qual as espécies reativas de oxigénio
podem causar injuria celular em varios tecidos pode estar ligado ao
potencial citotdxico da interacgao hemoproteina/H,O, (Giulivi et alil,
1990). A oxidagdo do ferro hémico da oxiHb (Hb-Fell) um ou dois
equivalentes oxidantes acima do ferroll resuita na formacgao
de Hb-Felll e ferrilHb (Hb-FelV-OH), respectivamente. Embora as
reacdes iniciais entre Hb-Fell-O, e H,0, sejam complicadas pela
seqliéncia de interagbes dos produtos com o peroxide de
hidrogénio, fica claro que a ferrilHb ¢ um forte agente oxidante,
nodendo promover oxidacado, peroxidagao e epoxidacac de varias
hiomoléculas in vitro (Giulivi et alii, 1990). A exposicao prolongada
da Hb ao H,0, causa danos a Hb, tanto in vitro como in vivo. A Hb
que foi desnaturada oxidativamente pelo peroxido é reconhecida ¢

seletivamente degradada em eritr6citos e reticuldcitos (Davies &
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Goldberg, 1987). Embora © complexo ferrilHb tenha todos o0s
atributos necessarios para ser considerado uma espécie importante
nos processos de dano oxidativo por radicais livres, a geracao

dessas espécies nos eritrécitos ainda nao foi demonstrada.

A oxidagdo inicial da oxiHb pelo peroxido de hidrogénio pode
ser descrita pela equagaoc 1, formando O, e ferrilHb:

Quando a concentracadao de Hb-FellO, & alta o suficiente, as

sequintes reacodoes podem ocorrer:

Hb—FelV -~OH + H,0, — Hb-Felll + H,0 + HO; (2)
Hb-Felll + H,O5 + H* — H,O + Hb-FelV-OH (3)
Hb-FelV-0OH + Hb-Fell-O, — 2 Hb-Felll + O, (4)
Essas equacgdes deduzidas por Giulivi (1990). sao

semelhantes, no balanco esteguiomeétrico final, as apresentadas por
Winterbourn (1985), diferem apenas nos passos intermediarios,
onde Winterbourn descreve etapas adicionais, alem dessas

descritas por Giulivi.

Quando ha um fluxo continuoc de H,0O, espera-se que o perdxido
reaja com a ferriiHb produzindo metaHb e o radical hidroxila (HO."),

como descrito na equacado (2). Na presenca de baixa concentracao
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de oxiHb, a quantidade de peroxido pode ser alta o suficiente para
reagir com toda metaHb formada, produzindo desta forma, ferriiHb e
agua (equagao 3). Por outro lado, quando a concentracéao de
hemoglobina é alta, a maioria do H,0, pode ser rapidamente
consumida (equacdo 1) e a reacdo 4, ndo sera favorecida. Sob tais
condigbes toda ferrilHb reage com a oxiHb, produzindo metaHb,

favorecendo, portanto, a reacdo 5 (Winterbourn, 1885; Guilivi,

1990).

A oxidacao da metaHb peio H,0; também leva a formagéoc da
ferrilHb (egquacgdo 4). Embora o estado ferril seja somente um

~squivalente——acima—-do—estado— férrico-.do..mondémero._metalHb, a

oxidagdo consome 2 eq. redox de H,0,, que corresponde a uma
molécula de H,0O,, para alcangar o estado ferril. O outro equivalente
redox esta localizado na apoproteina, como um residuo radicalar
de aminoacido (eHb IV) (Kelder et alii, 1891). Se esse aminoacido
radicalar é formado diretamente pelo H,0, ou via um intermediario
de vida curta como o composto | (cation de ferro 1V oxeno porfirina
« radicalar) ou por radicais hidroxil produzidos na clivagem
homolitica do peroxido de hidrogénio, ainda nao estd bem

esclarecido {Kelder et alii, 1991).

Na reacdo da metaHb com H,0, nao somente ferrilHb &
produzida mas héa tambeém a formacdo de espécies desnaturadas de
hemoglobina. A presenca de hemicromos de dimeros
covalentemente interligados e polimeros tem sido observada (Solar

& Shaklai, 1989: Wyse & Butterfieled, 1989, Kelder et alii 1991-a).
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Os derivados fenotiazinicos protegem O  grupo heme de

modificagdes causadas pelo H,0, (Kelder et alii, 1991-b).

A glutationa reduzida (GSH), tem papel importante como
antioxidante em eritrécitos em diferentes niveis. A oxidacdo da GSH
pode ser resultado do ataque direto de radicais, mas também pode
ocorrer indiretamente, atraveés dos processos de reparo que
necessitam de GSH, como a redugao de grupos tiglicos de proteinas
da membrana, que possam ter sido oxidados (van den Berg et alii,
1992), além de serem capazes de ligar hemina, potente agente

hemolitico proveniente da oxidagao da Hb (Sullivan et alii, 1992) .

5. ACAO DE DROGAS SOBRE A MEMBRANA

541, TRIFLUQPERAZINA: um derivado fenotiazinico

A despeito da compiexidade da interagdo de drogas com as
membranas bioldgicas, a ligacao muitas drogas com as membranas,
pode ter nas propriedades fisico-quimicas, tais como, pK, e carater
linofilico, a sua correlag@do. isto e gspecialmente vélido para
drogas, como anestésicos, sedatives e tranglilizantes (Marroum et
alii 1993). e outras drogas lipofilicas, seus hemaologos, e
metabdlitos. Assume-se amplamente que a atividade biologica de
compostos, tais como antibioticos, tranquilizantes e anestésicos,
resulta da ligacdo a um sitio ativo nas proteinas das membranas,

enquanto os lipidios desempenham um papel mais passivo.
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Entretanto, trabalhos com bicamadas lipidicas artificiais
(membranas modelos) tem demonstrado que as propriedades
estruturais dessas vesiculas podem ser afetados pela presencga de
moléculas associadas & membrana (Jones & Lee, 1985; Zachowski &
Durand, 1988; Hitzemann, 1889, Lissi et alii, 1990; Jorgensen et
alii, 1991).

As drogas de uma forma geral podem penetrar nos eritrécitos,
aderir a superficie das células, ou ambos. A distribuicao entre o
eritrécito e o plasma aquoso, é governada pelas propriedades

biolégicas da membrana e fisicas.

As drogas fenotiazinicas sao largamente utilizadas na pratica
médica principalmente como neuroléticos ou agentes antipsicoticos,
mas sdo também empregados como antiheméticos, antinauseantes e
anithistaminicos. A interac&o dos fenotiazinicos com a membrana
eritrocitaria tem sido estudada largamente (Lieber et alii, 1984;
Yamaguchi et alii, 1985; Luxnat & Galla, 1986; Minetti & Di Stasi,
1987: Rosso et alii, 1988; Zachowski & Durand, 1988; Ondrias et
alii, 1991; Spinedi et alii, 1992; Morroum & Curry, 1993, Thompson
et alii, 1993). Foi mostrado que essas drogas induzem mudangas

na forma bem como na permeabilidade dos eritrécitos.

A estrutura geral dos fenotiazinicos e:
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Os compostos formados pela substituicdo no anel dos
fenotiazinicos por halogénios ou outros grupos funcionais
modificam muito o tipo da atividade e a poténcia farmacoldgica.
para a atividade antipsicotica, ha influéncia da substituicdo na
posigdo 2 e a estrutura da cadeia lateral na posigdo 10 (Tozer &

Tuck, 1965; Vazquez et alii, 1992)

Os fenotiazinicos podem ser divididos em 3 grupos, com
relacdo a substituigcac na posicdo 10 (Tabela I): a) cadeia lateral
alifatica, tal como a clorpromazina (CPZ) e a trifluopromazina
(TPMZ), de Dbaixa poténcia antipsicética; b) cadeia lateral
piperidinica, tal como a tioridazina (THZ), <¢) cadeia lateral
piperizinica, tal como a fluofenazina (FPZ) e a trifluoperazina

(TFP), compostos com alta poténcia psicética (Vazquez et alii,

1692).
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SUBSTITUINTES

FENOTIAZ. POSIGAO 2 POSIGAC 10 TIFO
(CHa)2 _Q
THZ SCH;3 N b
CHs

5. TRIFLUOFENOTIZINICOS

TPMZ CF, (CHgz—N——(CHg), a
- —CH,—— C
__/
TFP (CH,)3—N N—CH
CFS 2)3 - el C
S
Tabela | - Diferentes tipos de fenotiazinicos e seus substituintes (Vazquez &t
alii, 1992)

A maioria dos fenotiazinicos sao bases fracas anfifilicas. Os
valores de pK, do grupamento amina para as principais drogas
fenotiazinicas sdo: CPZ 9,3, TFPZ 9,1 e TFP 8,1. Em pH 7,4, 0s
fenotiazinicos por serem aminas, estardo nas formas ionizadas. A
existéncia da carga positiva na amina confere um certo grau de
polaridade que deve ser O mesmo para todos os membros dessa

classe de drogas (Marroum et alii 1993).
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De todos os derivados fenotiazinicos, o mais estudado &, sem
duvida, a clorpromazina (CPZ), que tem um Atomo de cloro
substituinte na posigao 2 e, na posigao 10, a cadeia lateral da

trifluopromazina (TPMZ) (vide tabela 1).

Os fenotiazinicos, em baixas concentra¢des, tem um efeito
estabilizante na membrana eritrocitaria mas estdo associados a
hemolise em altas concentragbes, efeito que ja foi também
observado em outras membranas (Seeman et alii 1972). Esse efeito
parece ser mediado pela membrana, mas o mecanismo especifico
da alteracdao na permeabilidade nao ¢ claro ainda. Lieber et al.
(1984) notou a formagcao de pequenos poros em membranas
eritrocitarias saturadas com clorpromazina e sugeriu que esse
fenbmeno levaria ao inchamento da hemécia e a hembdlise.
Yamaguchi et alli. (1985) utilizando a técnica de ressonancia
paramagnética eletrénica, com marcadores de spin gue se ligam a
proteinas (TEMPO e maleimida) além de marcadores lipidicos
(derivados do acido estearico}, em "ghosts" de eritrocitos, mostrou
que a CPZ (1-50 mM) se liga preferencialmente as proteinas da
membrana,provocando um aumento da fluidez da membrana, em
baixa concentracdo de droga. Para concentra¢gbtes maiores, a fluidez
da membrana diminui, € ha agregacido dos lipidios com a droga.
Nesse caso, 0os marcadores de spin lipidicos ligam-se
preferencialmente aos dominios hidrofobicos das proteinas ao inves
de se ligarem aos dominios lipidicos rigidos (Yamaguchi et alii,

1985).
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Os fenotiazinicos podem perturbar a estrutura jipidica da
membrana através de dois possiveis mecanismos, segundo Minetti e
Di Stasi (1987): i) uma interagdo direta da droga com alguma
proteina da membrana, refletindo na bicamada ii) uma perturbacao
na estrutura lipidica gue leva a alteracdo nas proteinas via

interacbes lipidio-proteina.

Rosso e colaboradores (1988) utilizando RPE com marcadores
de spin e baseando-se em resultados da literatura mostrando que:
a)a clorpromazina afeta a fluidez lipidica; b)se liga a superficie
hidrofobica de proteinas da membrana; c)é rapidamente acumulada
na monocamada interna dos gritrécitos, produzindo uma
redistribuicdo dos fosfolipidios; e dyinduz a uma rapida
estomacitose devido a sua acumulacao na camada lipidica interna
da membrana; investigaram o efeito da CPZ sobre a translocacao
dos fosfolipidios na membrana eritrocitaria, Os resultados obtideos
mostraram um pequeno efeito inibidor na atividade de translocase
dos fosfolipidios na célula vermelha. Essa diminuigao da atividade
da translocase, resulta em: 1) uma diminuicao na velocidade de
transporte de analogos de fosfatidilserina (PS} e PE e ii) uma
distribuicdo transmembranar modificada dos marcadores de spin
andlogos de PS e PE. Eles interpretaram 0 efeito da CPZ como
sendo devido a uma reorganizacdo da bicamada, acompanhando a

penetracdo rapida da droga na membrana.

Outro efeito da CPZ sobre o eritrécito, ja bem estudado é a
inibicao da atividade da acetilcolinesterase (EC3.1.1.7; AChE} por

interacao molecular direta (Spinedi et alii, 1891). Essa inibigcao &
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dependente da concentracao de droga, é inicialmente nao
competitiva com o substrato, transformando-se no tipo "misto" com
concentracdo de CPZ ao redor de 50 uM (Spinedi et alii, 1992).
Esse resultado leva a possibilidade de que a CPZ interage com a
enzima na forma monomérica e também na forma de agregados
micelares, resultando em  diferentes efeitos inibitérios. Na
concentracdao de 30-50 pM a clorpromazina sofre agregacdo micelar
(Luxnat e Galla 1986). A trifluoperazina tambeém demonstra esse
comportamento, mas para uma concentragao menor 20-30 pM

(Spinedi et alii, 1992).

Por outro lado, os fenotiazinicos sao bons doadores de elétrons
o que leva a formacao de radicais catidnicos (Levy et alii, 1972)
relativamente estaveis. Esses radicais podem estar envolvidos
como intermediarios na oxidacdo in vivo dos fenotiazinicos a
sulféxidos e produtos hidroxilados no anel (Forrest e Green 1972).
Kelder et alii (1991-a) verificaram a formacgéao de radical catidnico
da clorpromazina (CPZ**) durante a reagdo da droga com metaHb,
na presenca de perdxido de hidrogénio. Na reacdo da metaHb com
H,0, ocorrem ligagoes cruzadas ("cross links") entre a
hemeproteina, e os derivados fenotiazinicos protegem a formagao
dessas ligacdes cruzadas. A exiensao da protecdo é dependente da
capacidade de doar elétrons do substituinte na posi¢cao 2 {Kelder et
alii, 1994). Doadores de eliétrons mais eficientes sido convertidos
mais rapidamente a radicais catidénicos e, por reduzirem o radical
proteico formado, protegem a desnaturacdo da Hb ( Kelder

et alii,1991-a, Perez-Gilabert et alii, 1994).
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5 2 PAPAVERINA: um alcaldide benzil-isoquinolinico

Os efeitos farmacolégicos de alcaldides benzil-isoquingclinicos
s3o conhecidos a muito tempo. Desde 1914 a papaverina (PAV,
Figura 1), droga padraoc do grupo dos alcaldides
benzilisoquinolinicos, tem sua ag¢ao descrita na literatura como um
vasodilatador do tono de todos os musculos lisos sem interferir com
a contragcdo normal (Sollmann, 1949). Tanto a PAV, como seu
analogo estrutural, a etaverina, tem sido utilizados no tratamento
doinfarto agudo do miocardio, na angina péctoris, na asma
brénquica e também na colica biliar (Groliman, 1951). A papaverina
(PAV) também diminui a susceptibilidade do coragao a fibrilagao
ventricular provocada tanto pela estimulagcdo elétrica, como peia

ligadura da corondria (Sakamoto 1983).

Atualmente ela é considerada obsoleta para a terapéutica nos
quais foi utilizada, mas a descoberta de agodes detectadas a nivel
bicquimico, reativaram o interesse para o estudo da PAV (Ferrari,
1974). Como por exemplo, a PAV inibe a atividade da enzima
iosfodiesterase e o efluxo de AMP ciclico em diferentes tecidos
(Campbeli & Taylor, 1981).

Meirelles et alii (1985) demostraram que a PAV reduz a
afinidade da Hb pelo oxigénioc e. posteriormente (Paula e Meirelles.
1992) que esse efeito ¢ observado tanto no sangue total como em
preparagoes de Hb purificada. A interagcdo de Hb com a FPAV torna

a molécula de Hb mais estavel na forma desoxigenada e menos
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nte a oxidacdo. Em sangue total foi verificado um aumento

por ag¢ao daPAV (Paula e Meirelles,

resiste

na concentracéo de metaHb,

1992).

Fig.1- Estrutura quimica da papaverina (6,7mdimetoxi—é~veratril~isoquiﬁoieu’na).
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OBJETIVOS

Foram nossos objetivos nesse trabalho:

1) Estudar a interagdo de eritrécitos intactos com as drogas
papaverina e trifluoperazina, e a influéncia dessa interacdo nas
propriedades estruturais e dinamicas da membrana do eritrécito

(fluidez, resisténcia e hemolise)

2) Avaliar o efeito desses farmacos na oxidagao da hemoglobina,
induzida pelo peroxido de hidrogénio, em seus diferentes estdgios
desse processo (formacao de metaHb e ferrilHb) para maior
compreensao dos mecanismos de acdo desses agentes e da

interrelagdao com os efeitos observados na membrana eritrocitaria.

3) Avaliar a peroxidagdo Ilipidica, induzida por perdxido de
hidrogénio em eritrécitos submetidos & deplecdao de ATP e ao
biogueio dos grupos SH, além do efeito da trifluoperazina nesse

processoc.

4) Estudar o efeito da trifluoperazina e da papaverina sobre o

esiresse oxidativo induzido de eritréciios

5yEstudar a interagdo da papaverina com membranas modelo
(micelas de detergente} e seu efeito nas propriedades fisico-

guimicas da PAV.
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MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

O sangue foi obtido de ratos adultos Wistar pesando 180 a

250 g, mantidos em jejum por 12 horas.

As drogas papaverina e tirifluoperazina, bem como
iodoacetamida, metahemoglobina, tetraetoxipropano e ANS foram

adquiridas da Sigma Chemical Company.

Etanol, butanol, azida sédica, acido acético, acido

tricloacético, foram adquiridos da MERCK.

Os marcadores de spin, 5-doxil, 12-doxil e 16-doxil estearato

forma adquiridos da Aldrich.

Os demais reagentes utilizados foram de maximo grau de

pureza encontrados comercialmente, similares aos citados.

2 METODOS

5 1. PARAMETROCS FiSICO-QUIMICOS DA PAPAVERINA

2.1.1. Determinacido do pKa da PAV

A Papaverina foi utilizada na forma de cioridrato,
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Para determinacdo do pKa da droga foram preparadas com 2
solugbes estoques de 10 mM cada, a saber: tampdo acetato (20
mM) para valores de pH (2-5) e com tampédo fosfato (20 mM) para
os pH (6-12). A solucado de PAV (10 pM) foi ajustada em intervaios
de 0,5 a 1,0 unidades de pH, para uma larga I4/Ixfaixa de pH {1,5-
12,5) com NaOH 0,1 Me HCI 0,1 M.

Os espectros de absorcao 6ptica (Espectrofotémetro
Beckmann, DU-70) foram obtidos na faixa de 220 a 280 nm. Para
determinagdo do pKa da droga, um comprimento de onda foi
escolhide (260 nm). Com as leitutas de absorbancia nesse
comprimento de onda, para todos os pH, faz-se o cdalculo do
parametro o , dado por:

ApH_Abase

Aécido - Abase

Onde Ay, Apase © Ascido S&0 as absorbancias determinadas em
260 nm no pH de leitura, para a forma protonada e para a forma
nao protonada da PAV, respectivamente. A partir de um grafico
de log {w/1-a} versus pH determina-se o pKa da droga, no ponto

em que a reta cruza o eixo X (log o/1-a = 0).
2.1.2. Estudos de ligacdo da droga com surfactantes
A ligacao de papaverina em micelas de surfactantes resulta em

mudancas no pKa da droga. Nesse trabalho verificamos o efeito dos

surfactantes, sobre o pKa da PAV: lauril sulfato de sddio (SDS) e o
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cloreto de cetiltrimetilamdnio (CTAC), detergentes anidnico e

catibnico respectivamente.

As solugdes foram as mesmas utilizadas para determinacdo do
pKa da droga. A concentragao de surfactante variou na faixa de 0,2
a 80 mM. A concentracdo de PAV usada foi de 10 uM. Os
espectros de absorgdo foram obtidos na auséncia e na presenca
dos surfactantes e o pKa determinado como descrito anteriormente

(item 1.1, Métodos).

2.2. Preparo das amosiras de material biolégico
2.2.1. Preparo das suspensodes de hemacias

As suspensoes de hemacias foram preparadas a partir de
sangue de ratos. O sangue foi coletado em solugéao anticoagulante,
Alsever (citrato de sédio -8,0 g/L, acido citrico - 0,55 g/L, glicose
- 20.5 g/L e cloreto de sédio - 4,2g/L) e centrifugado a 4°C por 5
minutos a 700xg. O plasma e os leucdcitos foram removidos por
aspiracdo. Os eritrocitos foram entao ressuspenscs em PBS,
solucdo salina tamponada, em osmolaridade e pH fisioldgicos e
centrifugados novamente, por 3 vezes. Obteve-se entdo o
concentrado de heméacias que foi ressuspensc em solucgbes de

hematocritos diferentes, de acordo com o objetivo do experimento.
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2.2.2.Preparacao de Membranas de hemacias ("ghosts")

Para a preparacdao dos ghosts, utilizou-se hemaécias obtidas a
partir de sangue humano. As hemadcias, depois de lavadas 3 vezes
com PBS, foram suspensas em tampao fosfato (5 mM, pH 8), em
volume 40 vezes maior que o seu. Centrifugou-se essa suspensao
por 12.000xg, por 15 minutos. para retirar a hemoglobina. Esse
procedimento foi repetido varias vezes, até que se consiguisse
retirar toda a hemoglobina da amostira e as membranas ficassem
esbranqui¢gadas. Essas membranas foram congeladas e, no
momento da utilizagdo, incubadas por 10 minutos a 37°C e

ressuspensas em PBS.

2.2.3. Preparo das solu¢cdes de hemogliobina

Para determinacédo do efeito da TFP e da PAV na formacgao do
radical ferrilHb (Fe-IV) na presenca de H,0,, foram utilizadas
solucdes de metahemoglobina cristalizada, comercial (Sigma) sem

nenhum tratamento prévio.

No preparo de hemogiobina purificada, as amostras de sangue
adulto foram lavadas 3 vezes em salina (0,154 M NaCl, 1:2 V/V,
centrifugadas 1400xg, 5 min.) ¢ hemclisadas com agua destilada
(V/V) e centrifugadas (1400xg.5min) desprezando-se o precipitado.
C hemolisado foi filtrada em Sephadex G-25, contra tampéo Bis-
TRIS 0,02M, pH 8,0. Nesse procedimento a Hb é purificada de

compostos de baixo peso molecular, como os fosfatos organicos,
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que ficaram retidos no gel (Berman et alii, 1977). Em seguida, a
solucdo de Hb foi dialisada durante a noite (12 horas) contra
tampao bis-Tris 0,02 M, pH 7,4. Nas determina¢bdes essas soluges

foram diluidas até a concentracdo de 10 uM, e ajustadas para pH 5.

2.3. Tratamento das suspensoes de hemacias

2.3.1.Tratamento para a deplecao de ATP

Para a deple¢do de ATP, o concentrado de eritrécitos (secédo
2.1, métodos) foi ressuspenso em igual volume de solugédo I,
contendo KCI (145 mM), Hepes (10 mM), Inosina (30 mM) e
fodoacetamida (5 mM). A suspensao foi entdo incubada a 37°C por
2 horas. Ou o concentrado de eritrocitos foi ressuspenso (V/V) com
uma solucao II, idéntica a solucao I (KCl 145 mM, Hepes 10 mM e
iodoacetamida 5 mM) mas sem a presenca de lInosina . A
suspenssao foi entao incubada por 2 horas a 37°C (Daleke et alii,

1985).

2.3.2. Tratamento com Trifluoperazina e Papaverina

As suspensbes de hemacias foram incubadas com essas
drogas, sempre a 37°C ,por 1 hora. As suspensdes foram entéo
cenirifugadas para retirar o excesso de droga e novamente
ressuspensas no hematdcrito desejado. De acorde com o

experimento foram utilizadas diferentes concentragOes das drogas.
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2.3.3. Tratamento com perodxido

No tratamento com peroxido de hidrogénio o concentrado de
hemdacias foi ressuspenso para hematdcrito de 4%, em salina
tamponada contendo 4 mM de azida sdédica. A azida sédica tem a
finalidade de inibir a acdo da enzima catalase. Apds um periodo de
15 minutos a temperatura ambiente, as solugdes de hemacias foram
incubadas por 1 ou 2 horas,a 37°, com peréxido de hidrogénio em
concentragcoes que variaram de 0,5 a 10 mM. Apés o periodo de
incubacao, as suspenstes de hemacias foram centrifugadas, a fim

de retirar o excesso de perdxido.

2.4. Métodos

2.4.1. Resisténcia a hemodlise

A determinacdoc da resisténcia a hemolise foi acompanhada.
apdés a incubagao das suspensdes de eritrécites com diferentes
concentracbes de droga (PAV e TFP), pela liberacdao da
hemoglobina. Apos centrifugacdo (1400xg, 10 min) a concentracio
de hemoglobina no sobrenadante apds a foi determinada
especirofotometricamente a 540 nm. Nesse comprimento de onda, a
absortividade molar da oxiHb & de 55.200 (Riggs, 1981). A

coencentracao de hemoglobina liberada pelas hemacias
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ressuspensas em agua foi utilizada como controle de 100% de

hemdlise.

2.4.2. Teste para a avaliacdo de peroxidaciao

A técnica utilizada para a avaliacao da formacéo de peréxidos
foi a do acido tiobarbittirico (TBA). Essa técnica nos permite avaliar
a extensao da reacdo de peroxidagdo a partir dos aldeidos de
baixa massa molecular que s@o produtos finais da cadeia de
lipoperoxidaxidacgédo, entre eles o malondialdeido (MDA) formados
na quebra dos acidos graxos poliinsaturados da membrana. esses
aldeidos reagem com o TBA formando complexos de cor
avermelhada, ditas espécies reativas ao TBA (TBARS). Esses
complexos podem ser detectados espectrofotometicamente (Buege

e Aust, 1979, Yagi 1976).

A reacao que ocorre é a seguinte:

O O HO N SH I N OH HC N 5H
Aok T T
HO—{ i"IZ o + 2 ! . 4 L H,

l
O OH
HO CH 2
MDA TBA 1 MDA 2TBA

Aliquotas de 1,0 mL das suspensdes de hemacias tratadas
com H,O, foram misturadas com 0,1 mL de &cido tricloroacético
(TCA, a 30%) e deixadas em banho de gelo por 2 horas, a fim de

precipitar todas as proteinas, principalmente a hemoglobina. Apods
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esse periodo, as suspensdes foram centrifugadas a 11.500xg , por
15 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 0,25 mL de uma
solugdo de TBA (0,67% em acido acético glacial) e as amostras
foram incubadas a 90°C, por 15 minutos. Em seguida, as amostras
foram entao colocadas em banho de gelo, por 10 minutos, e foi
adicionado © mesmo volume de butanol. Apds agitagdo realizou-se
nova centrifugacao (1400xg, 5 minutos) e separou-se a camada
organica sobrenadante (butanol) para a determinagcdo da
concentracao de TBARS. A conceniracdo de TBARS foi determinada
usando uma curva padrao de tetraetoxipropano que se converte
linearmente em malondialdeido, um produto final da cadeia

lipoperoxidativa (Yagi, 1976; Ohkawa et alii, 1979).

2.4.3. Determinacdo da conceniracédo de ferrilhemogliobina

Os espectros das solucdes de hemoglobina foram obtidos na
faixa de 500-800 nm a fim de se detectar os produtos de oxidacgao:
metaHb (pico ou ombro caracteristico a 630 nm) ou ferrilHb

(nenhum pico a 630 nm; ombro chato na regiao de 570 nmj}.

As concentracdes relativas de oxi, meta e ferrilHb foram
calculadas a partir das foérmulas obtidas dos coeficientes de
extingdo molar dados por Winterbourn {(1982), e descritas por van

den Berg et alii, 1992. As concentragdes sdo dadas em molaridade.

[OXiHb} = - 472 ASGO + 536 A57‘7 - 104 A@g{)
[metaHb] = - 784 ASSO + 430 AST? + 1500 AGBD
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[feFI’EEHb] = 976 ASSO - 536 A577 - 4786 AGSO

Para verificar se a TFP ou a PAV exerciam efeito protetor
sobre a destruicaoc do grupo heme da Hb causado pelo peréxido de
hidrogénio, foram feitas cinéticas de reducdo da absorgao éptica a
405 nm. Essas determinacdes foram feitas para as mesmas
amostras em gue concentragcdes das espécies de Hb foram obtidas,

e em intervalos de tempo especificados nos resultados.

2.4.4. Medidas de fluorescéncia

O ANS (1-anilino-8-naftaleno sulfonato), mostrado na figura ¢
uma sonda de fluorescéncia muito utilizada para determinag¢des de
alteragcbes na fluidez das membranas. A fluorescéncia do ANS &
extremamente sensivel a mudan¢cas no ambiente experimentado
pela sonda. (Slavik, 1982). Ele liga-se, ndo covalentemente, tanto

as proteinas como aos lipidios das membranas.

<)
SO4 NH

Figura 2 - Estrutura do ANS - 1-anilinonaftaleno-8-sulfonato

2.4.4.1.Supressdo da fluorescéncia do Triptofano pelo ANS
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A ligagao do ANS com as membranas de hemacias foi analisada
em amostras contendo 150 ug de proteinas/ mL, determinada pelo
método de Lowry (1951). A faixa de concentracéo de ANGS foi de 5 -
80 uM, em PBS (pH 7,4).

Para observacdo da fluorescéncia (Espectrofluorimetro Perkin
Elmer) do triptofano, o comprimento de onda para excitacao foi
295 nm e a faixa emissdo registrada foi de 305 a 580 nm, com

maximo em 335 nm.

Um grafico duplo reciproco da diminuicao da intensidade de
fluorescéncia do triptofano versus concentracdo de ANS. O
intercepto da ordenada fornece o valor maximo de transferéncia de
energia (supressao) entre o triptofano e o ANS. que corresponde a
um estado de completa ocupacao dos sitios de ligacao do ANS na
membrana (Watala e Gwozdzuski, 1983). A aparente separagédo
intercromdforo R, que €, na membrana, a distancia que separa as
moliéculas de triptofanoc e de ANS, foi determinada a partir dos
valores da eficiéncia de transferéncia de energia (k) de acordo com

a equacao 6 (Andley e Chakrabarti, 1981):

R=R(1-E" (6)
onde Ro & a distancia (em A°), em que a eficiéncia & iguala 0,5, ¢ E
¢ o valor do coeficiente de supressao determinado em 1/intercépio

das ordenadas dos graficos duplos reciprocos como na figura 25. ©

valor de Ro para a membrana eritrocitaria € de 23.3 A®

(Brockiehurst, 1970)
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2.4.5. Fluidez da membrana pelo método de RPE

Para se determinar o efeito da TFP e PAV sobre os lipidios da
membrana e sua organizagao, utilizamos a técnica de ressonancia
paramagnética eletrénica com marcadores de spin. A técnica de
RPE com marcadores de spin fornece informacdes estruturais e
dindmicas sobre as proteinas e lipidios das membranas (Hubbell e
McConnell, 1976). Os marcadores de spin sido moléculas
paramagnéticas estaveis, geralmente derivados de nitréxidos (N-O,
fragmento paramagnético). Os espectros de RPE sao sensiveis aos

movimentos moleculares e & natureza do meio.

Utitizamos marcadores de spin lipidicos que tem semelhanga
estrutural c¢com o©0s componentes da membrana. S&o derivados
nitroxidos de acidos graxos ou fosfolipidios. Na membrana eles se
crientam ao lado das cadeias das moléculas lipidicas, com seu eixo

iongo de sua molécula, perpendicular a normal da bicamada.

Os marcadores de spin utilizados foram: o 5-doxil estearato e
12-doxil estearato e o 16-doxil estearato. Nesses marcadores o
grupamento  nitréoxido em  anel oxazolidinico esta ligado,

respectivamente, ao carbono 5, ao carbono 12 e ao carbono 16 do
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acido estearico, monitorando desta forma, regides diferentes da
membrana. Os diferentes marcadores fornecem, dessa forma,
informacdes sobre as regides mais ou menos profundas da

bicamada lipidica da membrana.

1

g

e} jwo
2O

by

A
-

Marcadores de SPIN Derivados do
Acido Estedrico

Fig.3 - Orientacdo e localizag&do dos derivados nitréxideo do &cido estearico
nas membranas. Os nimeros indicam a distancia entre o radical nitroxido & o
grupo carboxilico.

Essas medidas foram efetuadas suspenstes de eriirécitos
integros, sempre a temperatura de 37 °C, pois a temperatura tem
grande influéncia no movimento dos marcadores de spin. Nos
experimentos de RPE as suspensdes de hemaéacias foram sempre
realizadas em hematodcrito de 50% a fim de manter uma reiagao
ideal entre a guantidade de marcador e de lipidio, a fim de se obter
um espectro com intensidade de sinal que possibilite a

determinacao dos parametros.
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A partir do espectiro de RPE determinamos o parédmetro de
ordem (S) que pode ser calculado pela equac¢ao de Hubblle e
McConnell (19786}, quando, no marcador de spin, o eixo da ligagao
N-O é paralelo a normal da bicamada, como os doxil estearato

usados (Figura 3).

(A/i """"A_L)
A,~05(A, ~ A,)

A constante A (medidA em Gauss),o desdobramento hiperfino
entre as linhas de RPE, é dependente da oriente¢do da amostra em
relacdo ao campo. Os parédmetros A,;;, e A, referem-se
respectivamente, desdobramentos hiperfinos correspondentes aos
marcadores orientados com seus eixos longos moleculares paralela
e perpendicularmente, em relacdo ao campo externo, sdo obtidos a
partir dos espectros (Figura 4). Os parametros Azz , Axx e Ayy ,
indicam o valor da constante hiperfina A nas tres direc¢des
paralelas aos eixos principais e sao obtidos do espectfo de pd, ou
seja o marcador totalmente imobilizado. Para a maioria dos

radicais nitroxido, os valores do tensor, medidos em monocristal

6 G e Azz = 32 g (Griffith e Jost, 1976). O

il

sd30: Axx e Ayy
movimento do marcador de spin é extremamente influenciado pela

temperatura, assim todas as medidas foram realizadas a 37 °C.
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1

FIGURA 4 - Espectro de RPE de suspensdes de eritrécitos (Mt 50%) marcadas
com 5-doxil estearato, em PBS, pH 7.4, 37°C.
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Para o marcador de spin 12-doxil estearato, inserido em regido

hidrofébica da membrana de menor ordem, né&o foi possivel medir

com precisdo os parametros 2 A;; e 2 A, por esse motivo o0s

parametros empiricos Iy e I, foram determinados, a partir dos

espectros. Esses pardmetros estdao relacionados com a scolubilidade

do marcador na membrana.

Figura 5 - Espectro de suspensdes marcadas com 12-doxil
estearato.
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Em marcadores cujos espectros apresentam contribuigcédo
significativa de sinal de movimento livre, é possivel calcutar o
tempo de correlacdo rotacional (Tc), a partir de medidas de
parametros obtidos diretamente do espectro de RPE, utilizando a
expressao abaixo:

i
i h
T = 6,5X10W1O.AH /—9~ -1 {8}
c 0 th

onde AH, € a largura pico a pico da linha de campo central e h,, h_y

sdo0 as intensidades dos componentes em campo central e alto no
espectro (Figura 4). A medida de AH, em Gauss fornece o valor

de Tcem segundos.
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RESULTADOS

1. DETERMINACAO DO pKa DA PAV

1.1. Na auséncia de agentes surfactantes

O pico de absor¢gdo maxima da Papaverina apresenta
deslocamento para o azul e discreta hipocromia, em funcdo do pH.
A figura 6 apresenta os espéciros de absorcado optica da PAV, em
funcdo da variacdo do pH. A concentracdo de PAV utilizada foi de

10 uM para se evitar a precipitacao da droga.

ABS 1.6

06 — '!’, . . ‘- '-_!:: . 4\.

0.4 a0

0.2 \,

0.0 T T T T T ] T 1
200 220 240 260 280

Aonm)
FIGURA 6 - Espéctros de absorcgdo da PAV (10uM) em diferentes valores de

pH: (1) pH=11 (2) pH=7,5 (3) pH=6,5 {4) pH=6 (5) pH=5,5 (8) pH=5. TampoOes:
acetato na faixa de pH 2-5, fosfato na faixa de pH 6-12. Temperatura 25°C.
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A partir da absorgdo éptica da PAV em um comprimento de
onda escolhido (260 nm), préximo ao comprimento de onda de
maxima absorcdo, de uma das formas da PAV, constrdi-se um
grafico em fungdo do pH, como mostrado na figura 3. A partir das
absorbancias obtidas, em cada valor de pH e das absorbéancias
das formas protonada e desprotonada da PAV, obtemos o valor de

o como descrito em Métodos (Segdao 1.1).

ADS 260nm

0.6 —e
J \\

04 b \.‘\
0.3 - N

0.2 1

0.1+ . .

0.0

FIGURA 7 - Variagac da Absorbancia da papaverina {10uM) em 260 nm, em
fungao do pH.

Um grafico de log{a/1-a) em funcao do pH & uma reta, como
mosira a figura 8. O pKa €& determinado quando log(a/1-o) = 0.

Neste ponto a concentragédo da forma protonada de PAV ¢ igual a
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concentracao da forma desprotonada. O valor do pKa da PAV obtido

a partir desse método foi de 6.4.

tog {o/ 1)

1.0+ g\_\
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH
Figura 8 - Determinacdo do pKa da PAV. Solugdo de PAV {10 uM), em

acetato. O valor de o foi obtido como descrito em Materiais e Métodos. O
valor do pKa é determinado no eixo de pH, onde o vaior da ordenada & igual
a zZero.

1.2. Determinacdc do pKa da PAV na presenca de agentes

surfactanies

A mudanca do pKa da PAV foi estudado para dois surfactantes,

do tipo anidnico (SDS) e catidnico (CTAC).

Para obter o valor de pKa da PAV em presencga dos
surfactantes, utilizou-se o mesmo procedimento utilizado para a

determinacao do pKa da PAV em agua (item 1.1, Métodos). Os

UBivime
BERLIOTECA CEXYRAL
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surfactantes foram utilizados, em concentragbes bem acima da
CMC (concentracdo micelar critica), a fim de que as determinacgdes
fossem feitas somente na presenca da forma agregada do

detergente. A concentracdo de PAV foi mantida em 10 pM a fim de

se evitar a auto associacao das moléculas de droga.

A figura 9 mostra o desliocamento do pico de absorgdao maxima
da PAV, em funcdo do pH, e na presenca de SDS (100 mM) e
CTAC (80 mM). Em ambos o0s casos as concentragcdes do
surfactante encontram-se bem acima da CMC: 8,2 mM e 0,92 mM,

respectivamente (Lichtenberg et alii, 1983).

255 - max (nm)

S PRI
250 FEEST 2 ?’
245 - 1 |
_____ 3 )

; e - T z
235 _ -

23 4 5 s o8 % e 1E e

pH

FIGURA 9 - Picoc de absorgdo maxima da PAV {10uM) na auséncia (1) e na
presenca dos surfactantes SDS, 100 mM (2) e CTAC, 80 mM (3), em fungéo
do pH. Temperatura 25 °C.
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A figura 10 mostra o grafico de log(a/1-a) em fungao do pH, na
presenca de 100 mM de SDS. O valor do pKa foi obtido da mesma
forma que para a PAV em agua, ou seja no ponto onde a reta cruza
o eixo do pH e as concentracdes da forma protonada e
desprotonada da PAV sdo iguais. O comprimento de onda utilizado

para as medidas de o foi de 260 nm. O valor de pKa obtido foi de

7.99.

2-log(o/1—0)

FIGURA 10 - Determinacdo do pKa da PAV (10uM) na presenca de SDS
(100mM). Temperatura 25 °C.

0O mesmo procedimento foi utilizado para calcular o pKa em
presenca do CTAC. A concentracdo de detergente utilizada foi de

80 mM. O comprimento de onda escolhido para a determinacao de
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o foi 230 nm (& esquerda dos picos de maxima absorgdo da PAV), o
que explica a inclinacdo inversa da reta, em comparagao aquelas

das figuras 8 e 10. O valor do pKa determinado foi de 4,486.

101 log (a/1-0)

0.8 -
0.6 L

Figura 11 - Determinag¢ao do pKa da PAV na presenca de 80 mM de CTAC. O
valor foi obtide como descrito em Materiais e Métodos.

2. FRAGILIDADE OSMOTICA

As curvas de hemolise de hemadcias normais e daqguelas
depletadas de ATP € mostrada na figura 8. As hemécias submetidas

ao estresse oxidativo apresentam uma menor resisténcia a
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hemolise hiposmética, o que pode ser verificado pelo desiocamento

da curva para a direita.

% HEMOLISE
100 -
9 — NORMAL

80 -~

70

DEPLETADA ATP

60 -

50 -~

4C -
30 o

20 -~

10 =

0 0.017 0.051 ¢.085 0.119 0154
[NaCll M
FIGURA 12 - Curva de resisténcia a hemdélise hiposmotica de hemacias de
raics: hemacias normais e depietadas de ATP {com inosina-30 mM e
iocdoacetamida-5 mM - 37°C/2h}. A porcentagem de hemdlise é calculada a

partir da guantidade de hemogicbina liberada da célula em relagcdo aquela
liberada quando 0s eritrocitos s80 ressuspensos em agua {(100%).

2.1. Efeito da TFP na hemdlise hiposmética de eritrdocitos

A tabela 2, mostra o efeito da TFP na hemdlise hipcsmética,
tanto de hemacias normais como daquelas submetidas & deplecao
de ATP ocu ao iratamento com lodoacetamida. A iodoacetamida se
liga aos grupos SH mais expostos tanto das proteinas da
membrana como dagquelas que se encontram no citocplasma da
célula, como a Hb e a glutationa. As suspensédes foram preparadas
para hematocrito de 4%, com solugéac hipotdnica de NaCl 0,077M.

Para as suspensodoes de hemacias controle, observamos um efeito
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protetor a lise em concentragdes de TFP que variam de 20 a 45 LM,

Em concentracées maiores (acima de 100 puM) a TFP induz a lise

da hemacia.

As hemacias depletadas de ATP e com o0s grupos SH
bloqueados apresentam uma porcentagem de lise osmaotica maior,
cerca de 12%, em relagdo ao controle. O efeito protetor da TFP
sobre a lise é observado em hemécias depletadas de ATP e com
bloqueio dos grupos SH. Na faixa de concentracdo de TFP

estudada (0 - 100 uM) as hemacias tratadas apresentam diminui¢éo

da lise de cerca de 10%.

TABELA 2

EFEITO DA TFP NA PORCENTAGEM DE HEMOLISE OSMOTICA
DE SUSPENSOES DE HEMACIAS NORMAIS, DEPLETADAS DE ATP
E COM OS GRUPOS SH BLOQUEADAS.

[TFP] uM® INORMALP |SH BLOQUEADOSC |DEPLETADAS DE ATPd
0 56,00 68,50 66,75
20-30 44,67 63,87 60,71
35-45 31,56 63,16 ©1,43
50-80 48,85 59,62 59,31
85-95 54,11 -€ -€
100 56,50 58,00 58,00

2 Diferentes concentragdes de TFP a que as suspensdes de hemacias foram
tratadas 37°C/1h. Hematdcrito 4%, em NaCl 0,077M,

b Suspensdes de hemécias normais

C Suspensdes de hemacias tratadas com icdoacetamida (5 mM-37°C- 2h}.

d Syspensées de hemacias submetidas & deplegdo de ATP com inosina e
iodoacetamida (30 mM e 5 mM, respectivamente, 37°C- 2h).

€ Valores nao determinados.
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3.PEROXIDAGCAQO

A figura 13 apresenta a curva padrdo que foi utilizada para
determinacdo das concentragdes de TBARS nas amosiras de
eritrocitos. Nesse grafico mede-se a concentracao de
malondialdeido formado a partir da reagado do tetraetoxipropano
com o acido tiobarbitarico (item 4.2, Meétodos). O tetraetoxipropano
se converte linearmente em malondialdeido (0,2 - 20 uM} (Yagi,

1976: Ohkana et alii, 1979)
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SIGURA 13 - Curva padrac de producao de malondialdefdo, & partir dgo

tetrastoxipropanoc.

A concentragcdo de TBARS foi determinada segundo a curva
padrao acima. O coeficiente de exinsao molar a 532 nm ¢ igual a

1. 56x10-5 M-"cm-1. Esses valores sdo apresentados na figura 10,
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1 o_ [TBARS] nmol/mL

00 02 04 06 08 10
[H,0,] mM

Figura 14. Agao da TFP sobre a peroxidagaoc lipidica das suspensdes de
eritrocitos tratadas com Mo,O0o. As suspensbes de eritroctios foram tratadas
com TFP, por 1h a 37°C e depois submetidas & agdo de HoO0p: (1) Controle,
(2} 20 uM TFP, (3) 40uM TFP e (4) 100 uM TFP.

Utitizando uma metodologia diferente, daquela descrita
anteriormente (item 4.2, Métodos), na qual as amosiras nao
permaneciam por 2 horas no gelo, com TCA ¢ sem a extracao dos
orodutos com butanoi, obtivemos vaiores de concentracac de
TBARS mais elevados, como mostira a tabela 3. Nessa tabela
mostramos a peroxidacao lipidica provocada por HpO, em hemacias
normais (frescas e apo6s uma semana de estocagem) e depletadas
de ATP (frescas e estocadas). Os vaiores obtidos de TBARS para

as heméacias frescas e estocadas, nao diferem muito.



RESULTADOS -50

TABELA 3.

CONCENTRACAO DE TBARS EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS

SUBMETIDAS A AGAO DE H,O,,

[TBARS] nmoles/mL de suspensédo de células

NORMAISA DEPLETADAS DE ATPb

[HoOslmM  |SANGUE SANGUE SANGUE SANGUE
FRESCO ESTOCADOG® FRESCO ESTOCADCOC
0,0 0,45+0,06 0,55+0,04 0,42+0,07 0,43+£0,06
1,0 2,08+£0,19 2,28+0,15 2,22+0,34 2.11+0,27
2.0 2,74+0,27 2,35+0,23 2,41+x0,34 2,36+0,35
5.0 2,98+0,38 2,61+0,23 2,73+0,48 2,68+0,38
10,0 3,15+0,68 3,00+0,36 3,46+0,67 3,21+0,51

Valores de peroxidacéo lipidica por HyO, (37°C,1h). A concentragdo de TBARS
a 535 nm, utilizando o e {coeficiente de extingdo molar) de 1,56x10° M
1.0s valores sdc a média de 5 determinagbes.
a4 Eritrgcitos recém colhidos, controle,
b Eritrécitos submetidos & deplecdo de ATP com lnosina (30 mM)} e lAA (5

my.

C Eritrécitos estocados por 7 dias a 4°C.

-1cm_
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4. OXIDACAO DA HEMOGL OBINA.

Tanto a reacdo da oxihemoglobina (oxiHb, Fell) como da
metahemoglobina (MetaHb, Felll) com agentes oxidantes como o
peréxido de hidrogénio (HoO»9), podem ser seguidas
espectrofotometricamente, quer em solu¢bes da proteina purificada
quer em cé&lulas vermelhas intactas. A figura (15) apresenta o
especiro de absorgdo das espécies: oxiHb, metaHb e ferrilHb, entre
500 e 700 nm. O espectro da ferrilHb apresenta caracteristicas

espectrais Qgue permitem o seu reconhecimento: auséncia de pico a

630 nm (caracteristico da metaHb), um pico na regiao de 550 nm e
um ombro na regidoc de 57C-580 nm (Winterbourn, 1990). As formas
oxiHb e metaHb podem ser identificadas por seus picos
caracteristicos: 541 e 576 para oxiHb e 630 para a forma metaHb

(Riggs,1981).

As concentracdes relativas dessas espécies foram calculadas a
partir das equacgbes apresentadas em Materiais e Métodos (item
4.3,Métodos), e sdo apresentadas na figura 16. A diminuicdo na
fracac de metaHb, por acdo do H,0, & acompanhada pelo

aparecimento de concentracdes maiores de ferrilHb.
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Figura 15 -Espéctro de abscorgédo das espécies de Hb: (1) OxiHb, (2) FerriiHb
e {3) MetaHb, entre 500 ¢ 700 nm. Temperatura 25 °C, fosfate, pH 5,0.
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Fig. 16 - Valores percentuais relativos de metaHb e ferrilHb em solugio de
metaHb purificada (10uM) tratada com Ho05, nas concentragdes indicadas na

figura, fosfato 0,1M, pH 5. Temperatura 25 °C.

Foram também determinadas as concentragoes relfativas das
espécies de Hb para solucdoes de oxiHb humana, purificadas,
conforme descrito em Métodos (item 2.3-Metodos). Os resultados

sdo apresentados na figura 17.

Observa-se, pela acdo de HoO»s diminui¢do brusca da fracac
oxigenada de Hb acompanhada pelo aumento da formacgdo de
ferrilHb e, mais tardiamente, metaHb. Cerca de 30% da ferrilHb

inicialmente formada passa para a forma de metaHb em 30 minutos.
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% Relativas

80 -
80 1 A W.
L A“‘A\‘_‘ -
A\‘\k\\ ./
./-/<\ ferriHb
40 rad e—
4._(.’./. M—_—_'—#—HA
20]
| === emmamu . _OXiHb
0 ! ' .
0 10 20 30
TEMPO(min)

Fig. 17 - Valores percentuais de metaHb e ferrilHb formadas em solugao de
oxiHb humana purificada (10 uM) submetida a acado de Hy0p (0,20 mM).

o .

Egstato 0 pH-S-temperatura-25-2C:

4.1. Acdo da TFP na formacao de ferrilHb

Quando a solugdo de metaHb foi tratada com trifluoperazina
(na concentracdo de 100 uM), as quantidades relativas de ferrilHb
formadas foram menores que as da figura 16, indicando um efeito
protetor desta droga na oxidagéo da hemoglobina pelo perdxido de
hidrogénio. Esses resultados sao apresentados na figura 18, em
que as solucdes de metaHb foram tratadas com a droga antes da
acdo do H,0O,. Pode-se observar que a concentragdo de ferrilHb
formada diminui na presencga de TFP, principalmente no inicio da
reacdc. Em oposicdo, a percentagem de metaHb decai menos do
que na auséncia de TFP, principalmente nos primeiros 5 minutos de

incubacdo com HoOo.
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Fig. 18 - Acao da TFP sobre a formacédo de ferriiHb em solugcdes de metaHb

(10 uM). As soiugbes de metaMb, foi adicionada TFP (100 uM) e em seguida o

H,0, nas concentragdes: (A) 0,10 mM,
0,1M, pH 5 e temperatura 25 °C.

(B 0,20 mM e (C) 2,00 mM. Fosfato
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O efeito da TFP é mais pronunciado sobre a oxiHb, como pode-
se observar na figura 19. As concentragées de ferril e metaHb
produzidas pela agcdo do peroxido de hidrogénio sdo menores
quando a solugao de oxiHb purificada é tratada com 100 uM de TFP
antes da acao do H,0O, (0,20 mM).

% Relativas
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{) | i N ] g . e GXEHb
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Fig. 19 - Agdoc da TFP na cinetica de formacédo das espécies de hemoglobina
produzidas pelo H,C, (0,2 mM) sobre uma solugdo de oxiHbh (10 uM},
mesmas condigdes idénticas as das figuras anteriores.

4.2. Agao de papaverina na formacao de ferrilHb

A Papaverina ndo mostrou efeito significativo sobre a producéo
de ferrilHb, gquando incubada em solu¢gdes de metaHb. A figura 18
apresenta as concentracdes de metaHb e de ferrit Hb, na

presenca de 100 uM de PAV, para solugbes tratadas com 0,10, 0,20

e 2,00 mM de HoOo . Podemos observar, comparando com a
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figura 13, que a PAV nédo apresenta efeito protetor a Hb submetida
a acdo de HpOp Nao se observa percentagem menor de ferrilHb
nas preparacdoes de metaHb tratadas com PAV (0,10 mM), na
concentragdo de perdxido de 0,10 mM, a PAV provoca um aumento
da quantidade relativa de ferrilHb, com conseqlente percentagem

menor de metaHb (Figura 20).
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A-i‘\k ‘/‘/ I Loy -
NP S
204 * 2,06 mM 20l
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Fig.20 - Efeito da PAV (0,10 mM) na cinética de formagao de ferrilHb, para
solugdes de metaHb, na presencga de HpOs (concentragdes indicadas nos
graficos). Condi¢bes idénticas anteriores as das figuras anteriores.

4.3. Medidas na banda de Soret

Qutra maneira de acompanhar a oxidagcdo da Hb e feita

determinando-se a absorcdao da hemeproteina na banda de Soret,
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isto é, entre 403 e 415 nm.

ap6s a reacao da metaHb
Soret, devido a destruigéo

concentragd®es maiores de

A absorbéncia a 405 nm é diminuida
com HyO, . A diminuigdo na banda de
do grupo heme, & mais acentuada para

peréxido, como mostra a figura 21. A

Trifluoperazina previne parcialmente a destruicao do grupo heme

como mostram a

figura 21 e a

Tabela 4. Os valores de

absorbancia (percentuais) sdo relativos a absorbancia inicial (sem

HoO»2).
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Fig.21 - Decaimento da Absorbancia da banda de Soret, de solugdes de

metaHb por acédoc de HoOp, nas concentragdes indicadas, na presenga & na

auséncia de TFP (0,10 mM).
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TABELA 4
DECAIMENTO DA ABSORCAO DA BANDA DE SORET DE METAHD,

POR ACAO DE HoO» NA AUSENCIA E NA PRESENGCA DE TFP.

CONTROLE® TFP 0,10 mMb
TEMPO|0,10 mM 0,20 mM |2,00mM 10,10 mM (0,20 mM | 2,00 mM
(mln} HQOQ HpOp HpOg HQOQ HQOQ H?OQ

1 95,4+0,2 {92.6+0.5 |78.4+0.9 |96.3+2.1 [95.2%1.8 [89.2+1.2

2 92.5+2.3 [87.6+1.56 |72.4+0.9 |98.9+x3.1 [86.4%£1.9 {80.7+1.1

3 90.8+2.5 {84.61x1.6 |64.5+0.8 [92.6+2.1 [82.3+1,6 [68.6+1.1

4 89.7+£2.3 |82.6x1.1 61.421.2 |91.821.2 |79.6%1.5 164.7+0.8

5 89.0+2.2 181.3£0.6 59.1+1.1 |91.2+0.6 [79.3£1.4 {62.1£0.6

8 88.6+2.3 180.2+0.3 |57.9+0.9 |90.8+0.4 {79.1£1.3 |60.5+0.86

7 88.4x2.2 79.520.6 {56.1£0.8 |90.6x0.3 |78.4+0.3 |59.220.8

8 88.3%x2.1 78.8x1.0 [54.8x0.2 |90.3+£0.6 |/7.920.5 |58.1+0.8

9 88.2+2.1 |78.4+1.4 |53.7+0.3 [90.2+0.9 |77.3%£1.2 |57.1£1.0

10 88.1+2.1 |77.941.7 |52.7£0.8 |90.1+1.1 |76.8x1.8 |56.3x1.1

11 86.3x1.4 77.3+1.4 |51.7+1,1 189.9+1.3 [76.7+%1.9 |55.6+1.1

12 86.2x1.4 (77 .1+1.7 |50.7+1.3 189.9+1.4 [76.7+1.9 {54.8+1.1

13 86.2%£1.3 |76.9%1.9 |49.4+1.2 189.8+1.5 [76.7£1.8 [54.2=1.1

14 86.2x1.3 |76.521.8 [48.6+1.4 188.8+1.5 |76.9£1.98 153.7+1.2

15 86.2£1.3 {76.1x1.5 47.9+41.4 89.6x1.4 |77.1£1.8 53.3%+1.2

20 86.2x1.1 i75.621.8 |43.5x1.3 89.4x1.2 |77.2£1.9 50.7x1.1
a8 SpolucBes controle, sem droga.

© Solugbes tratadas com 0,10 mM de TFP, antes da adi¢gdc de perdxido.
As concentracdes de perdoxido utilizadas foram: 0,10, 0,20 e 2,00 mM. As
Valores percentuais em relacdao a absorbancia inicial (tempo zero, logo apds a
adicdo de H,0,}.
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Os valores representam a média de no minimo 5 determinagbes e s&0
significativos para at< 0,05 (teste t-Student).

No mesmo teste, feito com solucdes de oxiHb n@o se observou
diferenga na absorgdo da Hb para a concentragao de 0,10 mM de
H,Oo;mas em concentracbes maiores de peroxido, a TFP apresenta
um efeito protetor com relagdo a destruigdo do grupo heme, como
observado para a metaHb. Esses resultados sdo apresentados na
Figura 22 e tabela 5, para 0,2 mM de Hp;0p.Para a concentragéo de
2 00 mM de perdxido o efeito protetor é bem menor, como pode ser

verificado na figura 23.

Com a PAV ndo obtivemos efeito protetor sobre a destruigédo do
grupo heme, causado peloc H,O0p, em nenhumas das concentragdes

de perdxido utilizadas.
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Figura 22 - Efeito protetor da TFP sobre a destrui¢do do grupo heme pelo
Hy0p (0,20 mM), em solugbes de oxiHb. Condigdes idénticas as das figuras

anteriores.

TABELA 5

DECAIMENTO DA ABSORCAO DA BANDA DE SORET, EM
SOLUCOES DE OXIHb.

TEMPO (MIN) ICONTROLEa| 0,10 mM TFPb
1 86,9+1.9 98.8+£1.3
2 84.8+0.9 95.6%1.1
3 79.7+2.2 93.8+1.6
4 78.1+£2 .1 91.710.9
5 76.8+2.1 91.1+£1.1
6 74.1%+1.5 90.4+1.6
7 73.0+1.1 89.3+0.9
8 72.3x1.1 8§8.9+0.9
9 71.7x1.2 88.5+1.2

10 71.1x+1.5 88.1+£1.3
15 69.0x1.2 86.3+1.1
290 66.9+1 .1 85.3+£1.9

&8 Solucdes de oxiMb controle
b Sciucdes de oxiHb tratadas com TFP (0,10 mMj}, antes de serem submetidas
a acdo com HoOo (0,20 mM).

Condigbes idénticas as da tabela 4.
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Fig.23 - Efeitoc protetor da TFP sobre a destrui¢éc do grupo heme pela Ho0o
(2,00 mM), em solu¢des de oxiHb. Condigdes idénticas as das figuras

antaricres.
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5. FLUORESCENCIA

Quando uma suspensao de ghosts é excitada, em 295 nm,
obtém-se o espectro de fluorescéncia do triptofano, presente nas
proteinas da membrana. Ao se adicionar concentra¢bes crescentes
de ANS & wessa suspensdo observa-se uma diminuicao da
intensidade de fluorescéncia (I) do triptofano supressido, causada
pela transferéncia de energia do aminoacido para o fluordforo

adicionado.

suspensao de ghosts, com concentragdo de proteina de 150 pg/mL
(PBS, pH 7.4) quando excitada em 295 nm, na auséncia e na
presen¢a de diferentes concentragdes de ANS. Na auséncia de
ANS observa-se uma banda de emissdo de fluorescéncia bem
definida na regido de 350 nm, a medida que quantidades crescentes
de ANS vao sendo adicionadas verifica-se uma diminuicdo na
intensidade desta banda pela supressdo, e o aparecimento de um

segundo pico, na regidao de 460 nm, (referente ao ANS ligado).

Para verificar o efeito da TFP na estrutura das membranas
eritrocitdrias, as suspenéées de ghosts foram tratadas com
diferentes concentragbes da droga (a 37°C por 1h), lavadas e
novamente ressuspensas com PBS, para o mesmo volume inicial.
Registrou-se, entao o0s espectros de fluorescéncia dessas
suspensodoes. A figura 25 mostra um espectro de fluorescéncia

dessas suspensOes de ghosts tratadas com TFP. Todas as
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amostiras foram excitadas a 295 nm e os espectros registrados de

305 a 580 nm, a temperatura ambiente.
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Figura 24 - (1): Espectro de fluorescéncia de uma suspenséo de ghosts (150

ug proteina/mlL} em PBS (pH 7,4), e na presenca de (2)20uM de ANS e (3} 50
uM de ANS. Excitaggdo: 295 nm. Emisséao: 305 - 580, fendas de 2,56 nm, 23°C.
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Figura 25 - Fluorescéncia de suspensdes de ghosts em PBS (pH 7,4), tratadas
com TFP por 1h a 37°C. Apds a incubag¢do as amostras foram tlavadas e
novamente ressuspensas em PBS. Excitagio a 285 nm. (1) Controle, sem
tratamento com TFP; (2) 20 pM de TFP; (3) 40 uM TFP;, (4) 100 uM TFP e

{5} 200 uM TFF. Todos os espectros foram registrados & temperatura ambiente
e na auséncia de ANS.

O efeito da TFP na fluorescéncia do triptofano envolve
supressao e deslocamento do comprimento de onda de emissao
maximo. O especiro de emissédo do triptofano € muitc sensivel a
polaridade do meio, bem como as interagcdes especificas entre o
solvente e 0 anel indol (Lacowitz, 1983). Isso significa que qualquer
fator que afete a exposicdo dos residuos de triptofano a fase
aquosa, causara um deslocamento da banda de emissdo maxima de
fluorescéncia, dos residuos de triptofano. A medida que a

concentracdo de TFP aumenta, verifica-se uma diminuicdo na
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intensidade de fluorescéncia dos residuos de triptofano, bem como
um deslocamento do pico de maxima intensidade de fluorescéncia
(360 nm) para comprimentos de onda maiores (384 nm), indicando
uma exposicdo dos residuos de triptofano a regibes mais

hidrofilicas na membrana eritrocitaria.

Quando observamos a fluorescéncia do ANS em ghosts,
verificamos um efeito inverso, ou seja, um aumento da banda de
fluorescéncia da sonda, na regiaoc de 470 nm em membranas
tratadas com TFP, como mostra a figura 26. Esse aumento na

fluorescéncia do ANS indica que: 1) a TFP nédo se insere na

membrana em regido proxima a do ANS (nao ha supressdo de
fluorescéncia do ANS pela TFP) e 2) alteragdes na fluidez da

membrana justificaria o aumento da fluorescéncia do ANS.
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Fig.26 - Especiro de fluorescéncia de ANS (60 uM) em ghosts (1), na presenga
de TEP: 20 uM (2); 40 uM (3); 100 uM (4). Comprimento de onda de excitacdo
380 nm, demais condi¢gbes como na figura 24.

O tratamento com Papaverina, nao apresentou diferencgas
significativas, em relagdo &as suspensdes de ghosts controle, tanto
para a fluorescéncia do triptefano, como para a fluorescéncia do
ANS (figura 27 A e 27 B). Nas suspensdes de ghosts tratadas com
PAY nao ha deslocamento da banda de méaxima emissao do
triptofano. Nem supressao significativa da fluorescéncia do
aminodacido ou do ANS. Pelo contrario, a fluorescéncia do triptoefanc
é ligeiramente aumentada na presenca de PAV, indicando que esses
residuocs de aminocacido experimentam regides de menor polaridade

na membrana.
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Esses resultados sugerem que a interagdo da PAV com a
membrana do eritrécito € mais fraca que a da TFP ({(causa

alteragbes menores).
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FIGURA 27 - Espectros de fluorescéncia do ANS (A) e do Tripteiano (B) de
suspensdes de ghosts tratadas com diferentes concentragdes de PAV; (1)
controle, {2) 20uM, {(3) 40 uM, e (4) 100 uM. Comprimentos de onda de
excitagdo 360 e 295 nm, respectivamente para ANS e triptcfano, demais
condigbes idénticas a da figura 21.
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5.1. DETERMINACAO DA DISTANCIA ENTRE FLUOROGFOROS POR
SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA

Na presengca do ANS observa-se uma diminuicdo na
intensidade da fluorescéncia devida aos triptofano da membrana,
causada pela transferéncia de energia. Um grafico duplo reciproco
da diminuicao da intensidade de fluorescéncia do triptofano em
funcdo da concentragcdo do ANS €& mostrado na figura 28. O

intercepto da ordenada fornece o inverso do valor da eficiéncia

maxima de transferéncia £E,5x. que corresponde a um estado de
completa ocupacédo de todos os sitios de ligagdo do ANS na
membrana (Andley e Chakrabarti, 1981). A partir desse valor &
possivel calcular a separacgaoc intercroméforos, R (em A°) . que é
a distancia que separa os residuos de triptofano e das moléculas de

ANS ligadas na membrana. R foi calculado segundo a egquacac 8.
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FIGURA 28 - Grafico duplo-reciproce da diminuigcdao da intensidade de

fluorescéncia do triptofano em func¢do da conceniragdo de ANS, onde lo e |
representam respectivamente a intensidade de fluorescéncia das suspensdes
de membranas na auséncia e na presenca de ANS. Comprimento de onda de
excitagdo 295 nm, temperatura ambiente e suspensdes de membranas, com
150 ug de proteina/mbL, em PBS, pH 7.4.

As mesmas medidas foram efetuadas para suspensdes de
membranas submetidas & acdo de diferentes concentragdes de
Trifluoperazina e Papaverina. Na figura 29-A verifica-se o efeito da
TFP em suspensdes de ghosts e em 29-B o efeito da Papaverina.

A TFP aumenta a supressao de fluorescéncia do Trp pelo ANS,
porém esse efeito é menos evidente em concentra¢cdes maiores de

TFP (100 uM) (figura 29-A).

Para verificar o efeito da deplecao de ATP nessas interacgdes

nos ghosts, eritrécitos integros foram submetidos ao estresse
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oxidativo brando, com inosina e iodoacetamida (descrito em
Materiais e Métodos, item 3.1) e apdés o tratamento as membranas
foram isoladas. Procurou-se identificar alteracbes que a auséncia
de ATP poderia estar causando na supressao de fluorescéncia do
triptofano, causada pelo ANS. A figura 30-A mostra as
determinacbes dos pardmetros E e R, isto é, a eficiéncia maxima
de transferéncia de energia e a aparente separacdo intercromoforo,

respectivamente,

ldénticas determinacdes foram realizadas para suspensdes de

ghosts isolados de eritrocitos previamente submetidos a acdo de

lodoacetamida (lAA), e ainda de suspensdes de ghosts diretamente
tratadas com lAA, sempre nas mesmas condi¢cdes: concentracao de

IAA 5 mM, a 37°C, por 60 minutos, mostradas na figura 30-8B.

Tanto a deplegao de ATP (Figura 30-A) como o tratamento com

IAA aumentam a supressac de fluorescéncia do Trp por acdo do

ANS.
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FIGURA 29 - Duplo-reciproco da intensidade de fluorescéncia do triptofano em
fungdo da concentragdo de ANS, na presenca de TFP (A) e PAV (B). lo e |
indicam _a fluorescéncia do iriptofano na auséncia e na presenga de ANS

respectivamente. (A} Efeito da TFP: (1) Controle; (2) 20uM; (3) 40 uM; (4) 100
uM (B) Efeito da PAV: (1)Conitrole; (2) 20uM; (3) 40 pM; (4) 100 uM.
Condigdes experimentais idénticas as da figura 24.
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FIGURA 30 - Duplo-reciproco da intensidade de fluorescéncia do triptofano em
funcaoc da concentracdo de ANS em ghosts depietados de ATP (A) e tratados
com iocdoacetamida {B). Iec € 1 indicam a fluorescéncia do triptefanc na
auséncia e na presenca de ANS, respectivamente.(A) Efeitc da deplecdo de
ATP: (1) Controle (2} Ghosts isclados de eritrécitos submetidos a deplegéo de
ATP (lnosina 30 mM, ledoacetamida 5 mM, 1h,372C). (B) Efeito do tratamento
com iodoacetamida: {1) Controie, (2) Suspensiéo de ghosts isolados de
eritréecitos tratados com JAA (5 mM, 1h. 37°C). (3) Suspensdo de ghosts
tratados com 5 mM de |AA por 1h a 37°C, lavados e ressuspenscs em PBS, pH
7.4. Condicdes experimentais descritos na figura 24.
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Para todas as determinagdes efetuou-se a regressao linear
para obtencdo os valores de E (correspondente ao inverso do
intercepto, na ordenada, dos graficos duplo-reciproco
apresentados). Esses valores sao apresentados na tabela 6. Os
valores de R foram calculados a partir da férmula, utilizando o valor

de Ro 23,3 A°, e sdo também apresentados na tabela 6.

O tratamento com TFP, provoca um aumento no valor do
parametro E, maxima eficiéncia de transferéncia de Energia) e,
conseqientemente um valor menor de R, aparenie separacao
intercromotforo. Assim, a TFP diminui a separacdao enire o0s
residuos de triptofano e os sitios de ligagcdao das moléculas de ANS,
na membrana eritrocitaria. Esses dados indicam mudan¢as na
localizacao do ANS na membrana dos eritrécitos tratados com a

droga; ou altera¢des na fluidez da membrana: esse efeito & maior

para concentracdes maiores de TFP.

Com a PAV, verifica-se também um aumento do valor do
parametro E e portanto uma diminuicao de R {(em relacao as
amostras coniroie). Poréem, inversamente a TFP, esse efeito nao
sofre grande modulacaoc pela PAV e os valores obtidos sao, dentro
da margem de erro, semelhantes para as diferentes concentracgdes

de PAV.

No entanto, os efeitos mais pronunciados foram obtidos para
as amostras submetidas a deplecdao de ATP e ao blogueic dos

grupos SH {com icdoacetamida), indicando possiveis alteragtes na
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organizac@o lipidio-proteina das membranas, ocasionadas por esses

tratamentos.

TABELA 6

VALORES MAXIMA EFICIENCIA DE TRANSFERENCIA DE ENERGIA
(Emax) E DA APARENTE SEPARAGCAO INTERCROMOFORO (R)

INTERCEPTOR Epay D R (A°)¢
CONTROLE 1.34+0.009 0.7470 18.5294
20 uM TFP 1.07+0.06 0.9355 14.7561
40 uM TFP 1.05+0.04 0.9553 13.8810
100 uM TFP 1.02+9.06 0.9796 12.1761
20 uM PAV 1.01£0.16 0.8917 16.0854
46 uM PAV 1,10+0.10 0.9091 15.6239
100 uM PAV 1.09+0.14 0.9162 15.4142
ERIT/IAAC 1.01+0.05 0.9856 11.4951
ERIT/DEPL® 1.016+0.129 0.9842 11.6736
GHOST/IAAT 1.010+0.120 0.9897 10.8688

Valores calculados como descrito em Materiais e Métodcs, em suspensdes de
ghosts controle, suspensdes de ghosts tratadas previamente com TFP e PAV,
nas concentragdes indicadas. Os resultados sdo a média de 5 determinagées.
8 |nterceptoc a partir da regressao linear dos graficos lo/lo-l em funcéo do
inverso da concentracloc de ANS, apresentados nas figuras 28-30.

b valores da maxima eficiéncia de transferéncia de energia

¢ Valores da aparente separagao intercroméforos (em A”)

d Ghosts isolados de eritrécitos tratados com IAA (B mM)

€ Ghosts isolados de hemadcias submetidas a depiecaoc de ATP
Suspensdes de ghosts tratadas com [AA (5 mM)
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6. MEDIDAS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

As medidas de ressonéancia paramagnetica eletrénica foram
realizadas com o objetivo de verificar alteractes na fluidez da
membrana dos eritrécitos, pela acdo das drogas Trifluoperazina e
Papaverina, e pelo estresse oxidativo causado pela deplecac de
ATP. Nessas medidas foram utilizados marcadores de spin
derivados do 4acido estedarico, que se ligam aos lipidios da

membrana em diferentes profundidades da bicamada lipidica.

Essas medidas foram efetuadas suspensdoes de eritrocitos
integros, em hematdcrito de 50% (em PBS, pH 7.,4) sempre a
temperatura de 37 °C, pois a temperatura tem grande influéncia no

movimento dos marcadores de spin.

O parédmetro de ordem foi calculado (segundo a equacaoc 7),
nos espectros do 5-doxil estearato, gque se apresenta mais

imobilizado na membrana, possibilitando as medidas de 2A;; e 2A

(item 4.5, Métodos).

Na tabela 7 estdo apresentados os valores do parameiro de
ordem 8, calculados como descrito em Materiais e Métodos {item
4.5}, tanto para suspensdes de hemacias controle, como para
suspensoes tratadas com TFP e PAV, a 37 °C. O paréametro de
ordem S wvaria de

1>8>0, em sistemas totalmente ordenados ate sistemas

completamente isotrdépicos.
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TABELA 7
EFEITO DE TFP E PAV NO PARAMETRO DE ORDEM, PARA O
MARCADOR 5-DOXIL ESTEARATO

AMOSTRA S

controle 0,77+0,03
40 uM TFP 0,76+0,03
100 uM TFP 0,76+0,03
100 uM PAV 0,79+0,03
200 uM PAV 0,80+0,05

Suspensdes de eritrocitos (em hematdcrito de 50%, PBS, pH 7,4) tratados com
TEP & PAV a 37°C por 1t hora. Qs valores de S foram calculades segundo a
equacgdo 7.

Os valores de S obtidos mostram que: 1) A membrana do
eritréocito € altamente organizada e 2) Nem a TFP, mem a PAV

alteram significativamente a ordem das membranas de eritrécitos.

A tabela 8 mostra os valores do parédmetro de ordem das
suspensdes de eritrécitos submetidas ao tratamento com Inosina e
lodoacetamida (para deplecdo de ATP) e iodoacetamida (bloqueioc
dos grupos SH). Nem a deplecdo de ATP, nem o bloqueio dos
grupos SH provocam alteragéao significativa do grau de ordem dos

eritrocitos.
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TABELA 8
EFEITO DA DEPLECAO DE ATP E |IODOACETAMIDA NO
PARAMETRO ©DE ORDEM, PARA O MARCADOR 5-DOXIL

ESTEARATO
AMOSTRA )
controle? 0,77+0,03
inosinal/iodoacetamidab 0,78+0,01
jodoacetamidac 0.79+0,01

Suspensdes de eritrocitos em hematécrito de 50% em PBS, pH 7,5.Espectros
registrados a 37°C

a Controle

b Suspensdes submetidas & deplecdo de ATP pelo tratamento com inosina (30
mM) - lodoacetamida (5mM), por th a 37°C

€ Suspensdes tratadas com lodoacetamida (5mM), nas mesmas condigdes.

O parametro de ordem foi também calculado para suspensdes
de hemacias, submetidas & deple¢do de ATP ou ao tratamento com
lodoacetamida, e posteriormente tratadas com TFP, com o objetivo
de se verificar alteracdes causadas pelo estresse oxidativo, na
ligacdo da droga com a membrana. Esses valores sado apresentados
na tabela 9. Mais uma vez nao foi detectada alteragdo no parédmetro

de ordem medido pelo marcador de spin 5-doxil estearato.
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TABELA 9
EFEITO DA TFP, EM SUSPENSOES SUBMETIDAS A DEPLECAO DE
ATP OU TRATADAS |IAA, NO PARAMETRO DE ORDEM

AMOSTRA DEPLETADAS SH
ATPa BLOQUEADOSD

CONTROLE® 0,78x0,02 0.79+0,01

40 uM TFpd 0,80x0,01 0,77x0,01

100 uM TFP®e 0,78%0,01 0,77+0,01

Valores do parametro de ordem obtidos para suspens8es de heméacias (Ht
50%, PBS, pH 7,4) com o marcador 5-doxil estearato, temperatura de 37°C
83uspensdes submetidas a4 deplegdo de ATP (mesmas condi¢des anteriores)

b Suspensdes tratadas com lAA (blogueio dos grupos SH)

C Suspensdes controle, sem o tratamento com a TFP.

d.e Suspensbes submetidas a posterior tratamento com TFP, nas
concentragdes indicadas

Para o 12-doxil estearato nao foi possivel medir 2A;,, e 2A

com precis&o, devido a maior liberdade de movimentacio na regiao
monitorada pelo grupamento NO. Por isso outros pardmetros foram
obtidos dos espéctros: Iye 15, (ver item 4.5, Métodos) apresentados

na figura 31.

No caso do 12-doxil estearato o marcador livre tem uma
contribuicdoc significativa ac espectro observado, dificultando a
determinag¢ao do valor de 2A,, com precisdo. Assim a determinacao
de I, e I, fornece informag¢des com relagdo ao efeito da droga
sobre a membrana. Iy e I, estao relacionados com a solubilidade do
marcador na membrana. A tabela 10 apresenta os valores da

relacao I4/1o .
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A razao I4/l, dobrou de valor na presenca de TFP, indicando
maior incorporacao do marcador 12-doxil. Efeito menos pronunciado
foi verificado por agdo da PAV e nas hemdécias depletadas de ATP e

SH-blogueados.

A mobilidade do marcador 12-doxil diminui, por agdo da TFP,
PAV e nas hemacias tratadas. O efeito € bem mais evidente, porém,

para a PAV e nos eritrécitos depletados.

Esses resultados sobre a dinamica membranar estdao de acordo
com as medidas estruturais (parédmetro de ordem) das tabelas 7 e 8;
aqueles resultados mostravam que, a exceg¢do da TFP, em todos os
casos estudados havia aumento da ordem da membrana,

compativel com a maior anisotropria do 12-doxil.

TABELA 10.
VALORES DO PARAMETRO I4/I, PARA O 12-DOXIL ESTEARATO
AMOSTRA 1,/1,

CONTROLE 0,30+ 0,03

40 uM TFP 0,56+ 0,06

100 uM TFP 0,73+ 0,05

100uM PAV 0,33+ 0,05

200uM PAV 0,36+ 0,05

INOSINA/IAA 0,37+ 0,02

|AA 0,43+ 0,12

Valores obtidos dos espectros do marcador 1-doxil estearato, para suspensdes
de eritrécitos controle, tratadas com TFP e com PAV e submetidas a deplecao
de ATF ou ao blogueio de grupamentos SH., PBS, pH 7.4, 37°C.
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Para © 16 doxil estearato também foram determinados os
parédmetros I4/I,. Os valores obtidos com eritrécitos normais e
tratados para deplegdao de ATP e bloqueio de grupos SH, sio

apresentados na tabela 11.

Como observado para o 12-doxil o tratamento dos erjtrécitos
promove aumento da relagdo I4/Ip, indicando maior incorporacéo do

marcador a membrana.

TABELA 11
VALOR DO PARAMETRO I,/1, PARA O 16-DOXIL ESTEARATO

AMOSTRA 1,/1,
CONTROLE |0,88+0.08

INO/IAA 1,34::0.08

FAA 1,33+£0.08

Parametro calculado nos espectros com o marcador 16-doxil estearato para
suspensdes de eritrécitos controle; submetidas a deplecido de ATP (com
inosina e lodoacetamida} e submetidas ao bloqueio dos grupos SH. Tampao
PBS, pH 7,4 e T = 37 °C.

Medidas do tempo de correlagdo rotacional, Tc, foram obtidas

nos espectros do marcador 12-doxil em membranas, conforme a

equagdao 9. Os valores de Tc obtidos para as suspensdes de

eritrécitos sao apresentados na tabela 12.
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TABELA 12
VALORES DO TEMPO DE CORRELAGCAO PARA O 12-DOXIL

ESTEARATO
AMOSTRA Tex10" 9 (segundos)
controle 6,88+0.81
40 uM TFP 6.18+0,34
100 UM TFP 6,07+0,61
100 uM PAYV 7,64+0,76
200 uM PAYV 6,65+0.73
INO/TAA 6,43+0,16
1AA 5,67+0,89

Valores de Tc {em segundos) calcuiados a partir dos espectros com o 12-doxil
estearato, para suspensdes de eritrécitos tratados com TFP ou PAV, ou
submetidas & deplecdo de ATP ou bloqueic de grupamentos SH.PBS, pH 7.4,
Temperatura - 37°C,
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DISCUSSAO

1. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA PAPAVERINA

A Papaverina (PAV) € uma droga vasodilatadora utilizada
largamente aiguns anos atras. Atualmente, seu uso clinico, &
considerado obsoleto, devido a seu efeito inespecifico. Substitutos
mais adequados foram desenvolvidos e sac usados para as
patologias nas quais a PAV era recomendada: isquemias cardiacas,
angina pectoris, entre ouiras (Kaverina e Chumburidze, 1979).
Porém, trabalhos recentes de nosso laboratério mostraram que a
PAV a afinidade ao oxigénio da hemoglobina humana em solugdes
de proteina purificada bem como em eritrécitos intactos.(Paula &
Meirelles, 1992). Outros trabalhos (Templeton & Chilson, 1981 e
Campbell & Taylor, 1981) mostram efeitos da PAV, que envolvem a

interagcao com as membranas celulares

Procurando aprofundar os estudos sobre a interacdo da PAV
com a hemogliobina, medimos o valor do pKa da PAYV em agua. O
valor encontrado do pKA do grupamento amina, 6,4 esta de acordo

com valores da literatura {Sakamoto, 1983).

Moléculas anfifilicas como a PAV, que possuem grupamento
protonavel apresentam afinidades diferentes pelas membranas
bioldgicas, quando na forma protonada ou neutra. kEssa ligacéo

preferencial de uma das formas pode levar a alteragdes no valor do



DISCUSSAQ - 82

pKa da droga, medido na presen¢ca da membrana (Lee, 1978;

Schreier et alii, 1984).

Micelas de agentes surfactantes, como 0 SDS e o CTAC, sio
usadas como sistemas modelo para o estudo de alguns aspectos
das membranas. O SDS e um surfactante anidnico e o CTAC
catidnico. Ao estudar a interagdo da PAV com esses agentes
surfactantes procuramos comparar a ligacdo da droga, em
diferentes valores de pH e nas duas micelas, com a ligagdo da PAV

em membranas.

Utilizamos concentragdes elevadas dos surfactantes (bem
acima da CMC), garantindo assim a presenca de micelas.
Primeiramente observamos (Figura 9) um deslocamento do pico
maximo de absorbéncia da PAV quando na presen¢a dos agenties
surfactantes, em relagdo & droga em solugdo. Essa variagéo
acompanhou alteragdes do valor de pKa da droga para os dois
agentes surfactantes empregados: 7,99 na presenca de SDS e 4 .48
na presenca de CTAC. A alteracdo do pKa é causada pela afinidade
diferente das formas ionizadas da molécula e geralmente indica
formacgdo de compliexo entre moléculas carregadas. De fato, o valor
de pKa (4.46) encontrado para a interacdo da PAV com o CTAC
(catidénico) € menor que o pKa (6,4) da PAV em dgua . J4 o pKa na
presengca de &DS (anidnico) & maior (7,99) . O papel das
interacdes de grupos carregados estd principalmente na modulagao
da interacao eletrostatica alterando a afinidade da PAV as micelas

(Yushmanov et alii, 1984).
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2. EFEITO DE DROGAS E DEPLECAO DE ATP SOBRE O
ERITROCITO

2.1.TRIFLUOPERAZINA

A trifluoperazina (TFP), derivado fenotiazinico, tem wvalor de
pKa de 8.1. Os derivados fenotiazinicos sao principalmente
utilizados clinicamente como neuroléticos em processos de
esquizofrenia. Seu efeito sobre a membrana tem sido descrito (
Thompson et alii, 1993; Rosso et alii, 1988; Minetti & Di
Stasi,1987; Yamaguchi et alii, 1985; Lieber et alii, 1984; Seeman,
1972).

Em nossos experimentos observamos um efeito protetor da TFP
a lise hiposmédtica ([NaCl] = 0,077 M) de eritrécitos (Ht 4%) em
concentractes de TFP na faixa de 20-100 uM, com efeito mais
pronunciado em concentracdes de 35-45 uM (Tabela 2). Esses
resultados estdo de acordo com os dados da literatura, desde os
trabalhos de Seeman (1966) e Seeman e Weinstein (1966), que
demonstraram o efeito protetor a lise hipoidnica de derivados
fenotiazinicos, em baixas concentracdbes. Por outro lado, em
concentracbes maiores {acima de 0,3 mM) essas drogas produzem
buracos na membrana (lise) e a fusdo das células (Lieber et alii,

1984).
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Minetti e Di Stasi (1987}, sugerem que o sitio de ligacdo para
os fenotiazinicos, na membrana, seriam as proteinas que formam o
citoesqueleto, e que essa ligacdo interfere com a interagdo lipidio-
proteina da membrana. Essa hipdtese é compartilhada por Marroun
e Curry (1993), que tentando relacionar o carater lipofilico dos
fenotiazinicos a sua partigdo nos eritrocitos, nao encontraram
nenhuma correlagdo, sugerindo que a droga néo sofre particao
simplesmente, mas se liga a algum componente da membrana

celular ou do interior da célula.

Nos observamos que a fluorescéncia devido aos residuos de
triptofano das proteinas da membrana eritrocitaria é suprimida na
presenca de TFP (Figura 25). A intensidade de fluorescéncia
diminui com o aumento da concentracdo de droga, indicando a

interacdao de TFP com as proteinas da membrana.

Além da diminuicao da intensidade de fluorescéncia podemos
observar tambem um desiocamento da banda de emissdo dos
residuos de triptofance para comprimentos de onda maiores ("red
shift"). Sendo o0 espectiro de emissao de fluorescéncia do triptofano
sensivel a polaridade do meio, bem como as interagbes especificas
enire o solvente e o anel indoi, qualquer fator gue afete a
exposi¢ao o0s residuos de triptofano a fase aquosa, causara um
desiocamento da banda de emissdao maxima de fluorescéncia
desses residuos (Lakowicz 1883). Desvios para o vermelho indicam
que o triptofano experimenta ambiente mais polar (Slavik, 1982}.

Podemos portanto concluir que a ligacdo da TFP as proteinas da



DISCUSSAO - 85

membrana causa uma exposigao dos residuos de triptofano ao meio
mais hidrofilico da membrana (superficie).

A supressdo de fluorescéncia pode ser causada por diferentes
processos, que incluem reac¢des no estado excitado: transferéncia
de energia, formac¢do de complexos ou colisdo entre o fluoréforo e o
supressor. Em qualquer dessas situagbes deve ocorrer um contato
molecular entre o fluoréforo e a molécula supressora (Lakowicz,
1983). Assim, a trifluoperazina deve ligar-se em alguma regiao da
membrana, provavelmente na parte proteica, préxima (até 5 A°) a
uma ou mais residuos de triptofano, o0 que causa a supressao da
fluorescéncia destes. O mecanismo da supressdo pode também
envolver por transferéncia de cargas (Lakowicz, 1983). Uma vez
que a TFP em pH 7,4 estd protonada (Marroun e Curry, 1893), esse
pode ser o principal mecanismo do efeito da TFP na supresséo. Por
outro lado, como ja observado. a TFP pode estar expondo os
residuos de triptofano ao meio aquoso, € essa exposi¢gao alterando

de uma forma geral a interacao lipidio-proteina da membrana.

Qutro aspecto observado e que ha um efeito inverso, na
fluorescéncia do ANS (sonda incorporada a membrana) , para as
suspensbes de "ghosts" tratadas com TFP. A intensidade da
fluorescéncia do ANS aumenta nas suspensfes tratadas com TFP,
efeito esse também dependente da concentragdo (Figura 26). Como
o ANS nao fluoresce em meio aquoso, o aumento da fluorescéncia
observado para suspensbes tratadas com diferentes concentracgdes
de TFP, é semelhante ao efeito observado quando se diminui a

polaridade do solvente (Slavik, 1982). De aiguma forma, a TFP, em
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concentracdes aumentadas facilita a ligagao do ANS & membrana,
aumentando dessa forma a intensidade de fluorescéncia da sonda.
A fluorescéncia reflete as varias interagdes da sonda com as
moléculas ao seu redor, especialmente aquelas presentes durante
seu estado excitado. Na membrana eritrocitdaria, bem como em
algumas outras membranas, o ANS tem um aumento bifasico da
intensidade de fluorescéncia, um rapido, que foi interpretado como
sendo devido a existéncia de dois sitios de ligagdo para a sonda,
um rapido e um segundo, com equilibrio mais lento (que pode ser
devido ao transporte do ANS para o interior da membrana, ou para
o interior da ceélula). O AMNS pode interagir com as proteinas, bem
como com os lipidios da membrana sendo que, a baixas
concentra¢des da sonda, a ligagdo as proteinas esta favorecida. A
ligacao aos lipidios acontece em concentragcbes maiores de ANS

(Slavik, 1982).

Na concentragdo de ANS utilizada no experimento (80 uM),
provavelmente todos os sitios de ligagdao proteicos tenham sido
ocupados, e a contribuigcdo da interacao ANS-lipidio esteja também

nresente na fluorescéncia.

Cutro fator que contribui para o aumento da fluorescéncia do
ANS é a presenca de cations na superficie da membrana. Como
também ia mencionamos, em nossas condicbes experimentais a TFP
se encontra protonada, e pode ser que essa carga positiva, se
encontre proxima dos sitios de ligagao do ANS, favorecendo a

ligacdo a membrana. Em consequéncia haveria um aumento na
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intensidade de fluorescéncia da sonda, como de fato foi observado

(Figura 26).

Na auséncia de ANS, a fluorescéncia dos residuos de
triptofano tem uma banda maxima de emissdo a 330 nm (Agyc= 285
nm). Quando ANS ¢é adicionado & amostra, em concentracdes
elevadas, a fluorescéncia do triptofano (Agyc= 285 nm) a 330 nm é
suprimida e uma segunda banda de filuorescéncia surge, a 470 nm.
A excitagcao em 295 nm nao promove a fluorescéncia do ANS, e
assim, a banda a 470 nm representa a fluorescéncia de um
complexo formado entre triptofano excitado-ANS (Andiey &

Chakrabarti, 1981).

O tratamento dos ghosts com TFP mostra um aumentio na
transferéncia de energia do triptofano para o ANS ligado, em
relacdo ao controle (Figura 29). Conseqlentemente, a distancia
entre eles (R) €& menor (tabela 7). A distancia diminui ainda mais
quando se se aumenta a concentragdo de TFP. Em membranas
submetidas a acao da trifluoperazina, as moléculas de ANS podem
se ligar com maior eficiéencia e subseqlUentemente, ocupar seus
s{tios lipidicos, além dos proteicos (Slavik, 1982). Assim, nossos
dados indicam gue nas amostras tratadas com TFP os residuos de
triptofano tem menor rendimento quéantico de fluorescéncia porque:
1) estdo mais expostos ao solvente, devido a modificacdes
estruturais da membrana (causadas pela TFP) e maior incorporacgao

do ANS; 2) Mais moléculas de ANS estdo nas proximidades do
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triptofano, dada a maior incorporacdao desses pela acdo da TFP

(Figura 26).

De nossos experimento com fluorescéncia, podemos concluir
gue o tratamento com concentragdes maiores de TFP: 1) diminui o
rendimento quantico de fluorescéncia dos residuos de triptofano da
membrana , 2) favorece a interagdao da sonda a membrana,
ocupando também os sitios lipidicos da membrana, além dos
proteicos, © que indica uma alteragcdo na interacao lipidio-proteina

da membrana, como ja sugerido por Minetti & di Stasi (1987).

Nos experimentos com marcadores de spin observamos uma
diminuigcao no valor do parametro de ordem para o 5-doxil esterato,
nas suspensdes de eritrocitos integros tratados com TFP (em
relacao ao controle). Os valores foram submetidos ao teste t-
Student, com p<0,05, e sao significativamente diferentes. A
diminuicao do valor do parametro de ordem indica uma diminuigao

na ordem da membrana, causada pela acédo da droga.

O marcador 12-doxil experimenta ambiente mais isotrépico e
ndo ha definigcao das contribui¢des das moléculas orientadas a 90-
180 °. Assim nao se tem os extremos internos e externos definidos
(2A;; e 2A ;). Nesse caso, determinou-se a relagdao I[4/Io, que
caracteriza a particao do marcador entre a membrana e a fase
aguosa. Se a membrana € mais fluida, observa-se um valor menor
para I4/Io, ja que mais marcador é solubilizado na membrana. Por
outro lado uma membrana mais rigida apresenta um valor menor de

I./1,. Pela tabela 10 pode-se verificar gue, em suspensdes
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‘tratadas com TFP, hd um aumento acentuado do parametro I4/I,,
indicando um aumento na fluidez da membrana, em concordéncia
com as medidas do parametro de ordem (para o 5-doxil estearato).
Os valores observados foram também submetidos ao teste t-Student

(pareado) e sao significativamente diferentes para p<0,05.

O termo fluidez é genérico e refere-se a alteracgbes na ordem e
mobilidade dos componentes da membrana. Este termo é usado
quando nao se pode distinguir entre alteracbes estruturais {ordem

da bicamada) e dindmicos (mobilidade das moléculas)

O tempo de correlagao rotacional foi também calculado,
utilizando os espectros do 12-doxil estearato, que possui alto grau
de liberdade de rotacédo interna (o grupamento NO estd inserido no
core lipidico da membrana, a regido de menor organizacdo da
bicamada). Os valores obtidos (Tabela 12), mostram uma
diminuicdo de T, para as suspensdes submetidas a acdo de TFP,
indicando mudancgas nas vizinhangcas do marcador, isto &, um
movimento do marcador mais rapido nas suspensdes tratadas com
TFP em rela¢c@o ao controie. Embora as variagéesﬁ nos valores de T
. medidos sejam pequenas (cerca de 10%) esses resultados mais
uma vez estdo de acordo com as medidas do pardmetro de ordem
(Tabela 7) e fluidez da membrana (Tabela 11). Portanto, as medidas
de RPE mostraram que a interagdo da TFP com a membrana causa

aiteracdes estruturais e dinamicas nessa.
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Em relacdo aos processos oxidativos do eritrécito: néao
obtivemos nenhum indicativo consistente de efeito da TFP na
peroxidagao lipidica, como mostra a figura 14. Para a concentracéo
de droga de 40 uM, a curva esta acima da curva controle, indicando
um aumento da concentracao de TBARS, e para as outras
concentracdes as curvas se enconiram abaixo da curva controle.
Esse dado deve ser melhor trabailhado para se demostrar
claramente se a TFP protege os eritrécitos da peroxidag¢do lipidica,

causada por peroxido de hidrogénio.

Com referéncia a oxidacdo da hemoglobina: na reacdo com
H>O0,, metaHb ¢é transformada em ferrilHb. Kelder et alii (1991-a)
propbem um ciclo catalitico para essa transformacédo onde, numa
primeira etapa, metaHb & oxidada pelo H,0,, a espécies
semelhante ao composto | da peroxidase. Essas espécies contem
um grupo oxo-ferrolV e um radical catiénico de protoporfirina =
(intermediario de reacgédo). EEssa espécie nunca foi isolada, mas sua
existéncia tem sido postulada., como um composto intermedidrio na
formacao de ferrilHb. Esse intermediario, segundo os autores pode
entdc interagir com fenotiazinicos ou ser transformade em um
radical ferrilHb proteico, gque estaria provavelmente localizado em
um residuo de tirosina, acessivel aos derivados fenctiazinicos. O
radical proteico estaria envolvido nas reacgdes gque causam
modificagc0es na metaHb, como reacdes de desnaturacdo e reacgao
com oxigénio formando radicais peroxil proteicos. Ainda, segundo
os autores, os derivados fenotiazinicos seriam capazes de doar

elétrons para a proteina radicalar, evitando o0s processos de
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desnaturacao da Hb e produzindo a molécula de ferrilHb, estavel.
Como consequéncia da transferéncia de elétrons ha a formacéo de
um derivado catidnico radicalar do fenotiazinico, que se liga
irreversivelmente a apoproteina ou sofre transformagido, sendo o
sulféxido um dos produtos dessa transformacado. OQOutro caminho
alternativo apontado, é a transferéncia de elétrons do derivado
fenotiazinico para o intermediario formado na primeira etapa, numa
reacdo de competicdo entre o fenotiazinico e o residuo de amino

acido para a transferéncia de elétrons para o radical porfirina.

Nossos resulitados com a metaHb sob acdo do perdxido de
hidrogénio na presenca de TFP, estdo de acordo com o ciclo
catalitico proposto por Kelder et alii (1981-a), cujo resultado final
produz uma metaHb (Felll), modificada pela acdo dos fenotiazinicos
sobre os radicais formados e sobre a ferrilHb. Observamos, no
inicio da reagao, uma porcentagem menor de ferrilHb na presenca

de TFP.

O efeito é mais pronunciado para solugdes de oxiHb "siripped",
mostrado na figura 19. A concentracdo de perdxido de 200 uM foi a
unica que apresentou resultados, provavelmente, por que para
concentragdbes menores, tocdo perdxide foi consumido, e
provavelmente a ferrilHb formada sofreu reacdo com a oxiHb ainda

presente, produzindo metaHb, ( reagédo 4, Introducgéo)

Na figura 17 estudamos a oxidacdo da hemoglobina purificada,

pelo H,O,. Observa-se uma diminuigdo acentuada da quantidade de
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oxiHb pela transformacdo desta em meta e ferrilHb, sendo qu.e apés
cerca de 5 minutos de reagdo, tem inicio o processo de
transformacéao da ferril em metaHb, consumindo o que havia ainda
restado de oxiHb. Esse resultado estd de acordo com as reacgdes
propostas por Guilivi e Davies (1990). A transformacéio de ferrilHb
em metaHb, implica em transferéncia de elétrons do ferro hémico
(Fe 11) para o complexo oxoferril (Fe 1V) entre duas moléculas de
Hb, para produzir a metaHb (Felll). A formacdoc de um radical de
Hb foi descrito hd alguns anos e varios autores {(ex. Guilivi e
Davies, 1990) tem proposto que no caso da mioglobina, o radical
livre esta localizado nos residuos de tirosina, e os radicais Tyr tem
sido indicados c¢omo as espécies iniciadoras na formacao de di-
tirosina intermolecular. A posi¢cdo | de aiguns residuos de tirosina
na estrutura terciaria da mioglobina, préximo ao heme e expostos

ao meio, facilitam a rea¢do com O,, para formar um radical peroxil.

Na presenca de TFP observamos que a quantidade de oxiHb
transformada é muito pequena, sendo que cerca de 70% permanece
na ferma original, em contraste com o controle, onde a porcentagem
relativa de oxiHb c¢ai para menos de 10% do original.
Conseguentemente, as percentagens relativas de meta e ferrilHb
sao bem menores, na presenca de TFP, que no controle. De aiguma
forma a TFP se liga a oxiHb, protegendo a molécula de Hb da
acdo do peroxido, antes da formacdo de qualquer intermediario
apontado para a metaHb. Se houvesse a transferéncia de eiétrons
da TFP para a ferrilHb, numa reacédo semelhante a demostrada por

Guilivi e Davies, para a transferéncia de eléfrons da oxiHb para a
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ferrilHb, teriamos um aumento da porcentagem de metaHb, o que
ndo ocorreu em nossas determinacdes; a porcentagem de ferrilHb
se apresentou maior que a de metaHb, ficando praticamente estavel
a de oxiHb, quando na presenc¢a da trifluoperazina. Kelder et alii
(1991-b) apontam uma transferéncia de elétrons entre a
clorpromazina e o radical livre apoproteico, de ferrilHb. Se essa
espécie radicalar é formada também na reacéo entre a oxiHb e o
perdoxido de hidrogénio, temos uma explica¢do para a porcentagem
maior de ferril, em relagdo a metaHb, mas ainda sem uma
explicacao para a concentracao elevada de oxiHb. Esse resultado
deve ser melhor explorade para se tentar elucidar o mecanismo de

agao da droga na protegdc quanto a oxidacdo da oxiHb.

Na reacédo da metaHb com H,0, ha diminui¢do na absorbancia
da banda de Soret, pela destruicdo do heme, parciaimente
prevenida pelos derivados fenotiazinicos (Kelder et alii, 1991-a).
Esse efeito também é verificado para a TFP (Figura 21, e tabela
4). Pode-se observar que essa protecdo é mais efetiva para
concentracdes de peréxido da ordem de 200 uM. Esse efeito
protetor foi também observado para a oxiHb, nas mesmas

condi¢cbdes (Figura 22 e tabela 5).

2.2.PAPAVERINA

Em trabathos do nosso laboratério (Meirelles et alii, 1885,
Paula e Meirelles, 1992), observou-se que a PAV reduz a afinidade

hemoglobina-oxigénio, tanto no sangue total como em preparag¢des
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de Hb purificada. Além disso, a interagdo da PAV com a
hemoglobina se da preferencialmente, na forma protonada da droga
(De Paula e Meirelles 1992). Dados de RPE, indicam que a PAV
interage ainda com os grupos heme da Hb de adultos (Meirelles et

alii, 1985).

Para que a PAV exerca seu efeito na afinidade Hb-oxigénio no
sangue total ela deve penetrar no eritrocito, atravessando a
membrana. Nesse tirabalho tentamos observar alteragdes
produzidas pelo vasodilatador na membrana, bem como mudancgas

nas propriedades da PAV, mediadas pela membrana (ApKa).

C tratamento das suspensbes de ghosts com diferentes
concentragcdes de papaverina nao apresentou efeito significativo na
intensidade de fluorescéncia do triptofano, bem como na
intensidade de fluorescéncia do ANS (Figura 27). Na verdade, a
ligacdo da PAV a membrana provoca um pegqueno aumento na
intensidade de fluorescéncia do Trp. como se esse experimentasse
um ambiente quimico menos polar (Figura 27), em contraste com o0s
resultados com TFP. Observa-se ainda um aumento no valor da
maxima transferéncia de energia (E) enire o triptofano e o ANS,
com conseqlente diminuicdo da distadncia intercromdforos (tabela
6). Esse resultado indica que a ligagcdao da PAV a membrana
promove alteractes na membrana que resultam, provavelmente, em
maior fluidez. [ssoc explicaria a maior supressao, ja que nao ha

maior incorporacao de ANA por acgcdo da PAV (Figura 27).
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No entanto, nas medidas com RPE com marcadores de spin
lipidicos observamos um ligeiro aumento no valior do parametro de
ordem (tabela 7), pouco relacionado com a concentracio de PAV.
Esse aumento do valor de S, em relagdo ao controle, indica uma
membrana mais ordenada, em contraste com as indicagbes de

resultados da tabela 6 {fluorescéncia).

Jd nos valores obtidos para os pardmetros calculados dos
espectros de RPE do 12-doxil estearato (tabela 10), verifica-se um
ligeiro aumento de I4/I, em relagdo ao conirole, o que indica um
aumento da solubilidade do marcador na membrana, compativel com

uma membrana menos rigida.

Finalmente os valores obtidos para o tempo de correlagéo
rotacional sdo também controvertidos, para a concentragdo de 100U
M de PAV verifica-se um aumento do valor de T, (em relagdo ao
controle) e, para a concentracao de 200 pM, valor ligeiramente
inferior ao controle. Em ambos os casos, esses valores se
encontram dentro da margem de erro estatistico, e ndo podem ser
considerados como alteragdo do movimento do marcador nas

células tratadas com a droga.

Em suma, nossos resultados de fluorescéncia indicavam
provavel efeitc da PAV em aumentar a fluidez da membrana (o que
explicaria a maior transferéncia de energia entre o triptofano e
ANS, tabela 6). as medidas de RPE nao foram capazes de
demonstrar esse aumento de fluidez, provavelmente devido: 1) ao

pequeno efeito da PAV na membrana e 2) as regidbes monitoradas
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- com o 5-doxil, 12-doxil e 16-doxil estearatos - nao refletiriam a

regiao monitorada pela fluorescéncia (superficie da membrana).

De acordo com dados de Yushmanov et alii (1994-a), utilizando
TH-NMR, a PAV se liga a micelas de surfactantes (CTAC e SDS) e
diferentes complexos sadao formados devido a interagao do anel

heterociclico da PAV e a cabec¢a polar dos surfactantes.

Além disso, a ligagdo da PAV a micelas de surfactantes resulta
em alteragcao no seu vaior de pKa aparente (medido em agua e na
presenca de membranas). Essa alteragdo e favoravel a interacédo
com o SDS (anidnico, ApKa = +1,6) e desfavoravel a interagdo com
o CTAC (catidnico, ApKa = -0,9), o que indica a formacao de
complexos entre moléculas carregadas. O papel das interagdes de
grupos carregados se da principalmente na modulacao da interacao
eletrostatica que resulta na variagao da afinidade da PAV as

micelas (Yushmanov et alii, 1994-b)

De acordo com os resultados obtidos com o0s agentes
surfactantes esperdvamos encontrar alteracdes significativas, de
gstrutura da membrana, principalmente nos espectros de RPE, com
os marcadores de spin lipidicos. No entanto, somente foram
observadas alteracdes discretas nos valores dos parametros
medidos dos especiros. Cabe notar que as suspensdes foram
preparadas em PBS, a pH 7,4 onde a maior parte das moiéculas de

PAV se encontra no estado desprotonado.
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A PAV também nao apresenta efeito significativo sobre a
producdo de ferrilHb, como verificado em solugdes de metaHb
submetidas & acdo de diferentes concentragdes de peroxido de

hidrogénio (Figura 20).

2.3.DEPLECAQO DE ATP

Dados da literatura tem mostrado o efeito da deplecdo de ATP
nas propriedades morfolégicas e mecanicas dos eritréocitos (Mosior
et alii, 1990). Além disso, ceélulas com njiveis de ATP reduzidos
mostram um aumento na extensao e duragdo da equinocitose

(Daleke e Huestis, 1985).

O tratamento das suspensbes de eritrécitos com inosina e
iodoacetamida leva a depliecao de ATP (Lew, 1871). A inosina é
um ativador da sintese de ATP: no eritrécito, a inosina liga-se aos
fosfatos inorganicos fornecendo cofatores para a enzima
gliceraldeido fosfato desidrogenase, enquanto a iodoacetamida
inibe especificamente esta enzima ligando-se ao grupo -SH do sitio
ativo da enzima e impedindo a continuidade da glicélise. Assim, por
um lado a inosina esgota ©s substratos necessdarios para a sintese
de ATP presentes na célula, enquanto por outro lado, a |AA

interrompe a via glicolitica (Lew, 1971).
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Observamos um discreto deslocamento da curva de hemdlise,
de eritréocitos submetidos a deplegdao de ATP, o que indica uma
fragilidade osmdtica aumentada (Figura 12, tabela 2). Além disso,
em eritrécitos depletados de ATP, a trifluoperazina continua
exercendo o seu efeito protetor contra hemdlise hiposmética. Nas
suspensdoes de eritrocitos normais obtivemos cerca de 43 % de
protecdo maxima, enquanto que para os eritrécitos submetidos a

deplecao somente cerca de 13% (Tabela 2).

De acordo com os trabalhos de Jain (1988) e Rajeswari et alii
(1991) a glicose induz a peroxidacdo lipidica dos eritrécitos
humanos e causa fragilidade osmdtica, além de inativar as enzimas
Na*-K+-ATPase e Ca2+-ATPase (Gonzalez-Flecha et alii, 1990), por
interacdo nao covalente. Em células isoladas, a glicose pode sofrer
enolizacdo e produzir, com intermediarios nesse processo, radicais
livres de oxigénio (Wolff & Dean, 1988) e causar peroxidagcdo dos
dcidos graxos insaturados dos fosfolipidios da membrana
eritrocitaria (Carrel et alii, 1975). Mosior et alii (1990-a) ativando a
glicélise com fosfato em alta concentragdo com conseqgiente
aumento na conceniracao intracelular de ATP, obtiveram resultados
que indicam um aumento do volume celular e uma diminuicao da
fragilidade osmodtica. Esses dados sugerem que essas alteragdes,
ATP dependentes, podem ser causadas por mudancas na
capacidade expansaoc da membrana, devido & mudanc¢as nas
interacbes citoesqueleto-bicamada lipidica, da membrana

eritrocitaria.
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do citoesqueleto participam do mecanismo de regulagido da forma

eritrocitaria (Mosior et alii, 1999).do fosfatidilinositol,

Clari et alii. (1990) mostram que a fosforilagdo dos residuos
Tyr e Ser da principal proteina transmembranar (a banda 3) do
citoesqueleto da membrana eritrocitaria humana, esta diminuida
durante a deple¢do metabdlica, sendo que o efeito no residuo da
tirosina nao é reversivel, resultando em inativacdo irreversivel de

quinases ligadas & membrana e citossdlica.

Quando tratamos 0s ghosts isclados somente com
iodoacetamida (que se liga aos grupamentos SH expostos da
membrana) encontramos wvalor mais elevado para a eficiéncia
maxima de transferéncia de energia e portanto uma aparente
separacao intercromoéforos bem menor, em relacdo ao controle. A
iodoacetamida reage com grupos 3SH dos residuos de cisteina ou
com o grupo imidazol dos residuos de histidina. Na ligagdo da
iodoacetamida com esses residuos, provavelmente ha uma
alteracdo na regiao dos residuos de triptofano, tornando-os mais
acessiveis a sonda ANS, o que resulta no aumento da supressiao de

flucrescéncia (tabela 6}.

As medidas de RPE revelaram um pequeno aumento no valor
do pardmetro de ordem S (calculado para o 5-doxil estearato), tanto
para as suspensOes de céelulas submetidas a deplecdo de ATP,
como para as tratadas com IAA, em relacdo ao controle. Esse
aumento no parametro de ordem indica um aumento da rigidez

(empacotamento) das membranas.
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Por outro lado, quando observamos os valores de I4/Ip
(determinados nos espectros do marcador 12-doxil estearato),
verifica-se um aumento, em relacdo as suspensOes controle. Esse
parametro esta relacionado com a solubilidade do marcador na
membrana, e um aumento na razao I4/I, indica que uma quantidade
maior de marcador foi solubilizado na membrana e, portanto, ela

deve estar mais fluida.

Para o 16-doxil estearato foram determinados os mesmos
parametros que para o 12-doxil e observamos um aumento
acentuado no valor de I4/I, indicando uma solubilizagdao maior para

o marcador na membrana,

Embora os dados com RPE quando se submete os eritrécitos &
deplecdo de ATP sejam, ainda controversos entre os marcadores
utitizados, aigumas informac¢des podem ser tiradas, isto ¢. 1) o sinal
do marcador imobilizado aumenta {I4/15) na deplecdo de ATP como
observado para o 12 e 16 doxil, 2) as alteracdes de ordem e
mopilidade sdo pequenas e variam com a regido da bicamada. Além
disso, como 0s marcadores se intercalam na bicamada lipidica e ©
fragmento nitroxido se encontra ligado em diferentes posigOes no
4cido estearico, (e portanto, ira sentir o movimento dos lipidios da
membrana em diferentes graus de profundidade da bicamada),
poderiamos especular que as alteragbes causadas pela deplecaoc de

ATP na membrana, tem efeitos diferenciados nas regiCces da

bicamada.
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Mosior et alii (1990-b) utilizando também ressonéancia
paramagnetica eletrénica e marcadores de spin lipidicos mostraram
que a ordem lipidica {medida do paradmetro de ordem, 8) naéo
depende do nivel de ATP, mas a mobilidade lipidica (tempo de
correlagéao, T,) € maior em células com concentragdes maiores de
ATP. Nossos resultados de movimento de marcador (T;) também
indicam aumento da mobilidade do marcador nas membranas
depletadas de ATP e com os grupos SH bioqueados (Tabela 12).
Assim a deplecédo de ATP, parece estar relacionada com mudancas

estruturais na membrana ceijular,
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CONCLUSOES

1. A TRIFUOPERAZINA:

- Protege a hembdlise hiposmodtica dos eritrécitos (Ht 4%) em faixa

de concentracdo que varia de 20-100 uM.

- Liga-se as proteinas da membrana e causa alteragbes no arranjo
proteico (expondo os residuos de triptofano ao meio mais hidrofilico

e/ou facilitando acesso de supressores).

- Nas concentra¢bes utilizadas nesse trabalho ( maximo de 0,20
mM) a interacdo da droga com a membrana, ocasiona um aumento
da fluidez da membrana, isto &, aumento da mobilidade das

moléculas (Tabelas 14 e 16).

- Protege a oxidacdo da Hb, induzida por peroxido de hidrogénio
0,20 mM, com efeito mais pronunciado sobre a oxiHb. A producgéo
de espécies oxidadas de Hb (meta e ferril} sd@o menores na

presenca de TFP (Figura 19).

- Protege o grupo heme da Hb da destruigdo causada pelo peroxido
de hidrogénio, tanto para oxi como para metaHb (Tabela 4, figura

19).
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2. A PAPAVERINA:

- A ligacdo da droga com agentes surfactantes (SDS e CTAC)
provoca alteragcdo no valor do pKa da droga, por alteragdo na
afinidade da PAV as micelas. A ligacao com o surfactante anidnico
(SsDS) é favorecida e com o CTAC (anidnico) €& desfavorecida,

provocando alteragbes no pKa de +1,6 e -0,9, respectivamente.

- Aumenta a supressdo de fluorescéncia do triptofano por ANS

(Tabela 6), sugerindo maior fluidez da membrana.

- Ndo altera significativamente a fluidez da membrana (Resultados

de RPE).

- Nao altera significativamente os processos oXxidativos da Hb,

induzidos pelo perdxido de hidrogénio.

3., ADEPLECAOQO DE ATP:

- Provoca um discreto aumento na fragilidade osmética deo

eritrécito.

- Aumenta a exposicao dos residuos de triptofano da membrana, a

supressao.
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- Causa efeitos diferenciados nas regides da bicamada, em relagéo

4 fluidez da membrana.

- N3do causa alteracOes evidentes nos processos de peroxidagao
fipidica, mesmo quando as hemacias sao estocadas por uma

semana.
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