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1. INTRODUCAO

1.1. BIOTRANSFORMACAQO DE DROGAS

Os compostos orgénicos vem sendo utilizados indiscriminadamente pela
humanidade nos mais diferentes empregos: como medicamentos, pesticidas,
conservantes, corantes, emulsificantes, solventes, etc. Além de residuos
industriais ndo desejados, que contaminam 4guas, alimentos ¢ o ar. Os compostos
organicos sdo normamente considerados estranhos ao organismo (xenobidticos).
A grande maioria dos compostos orgénicos sintéticos sofre uma agdo
transformadora do organismo que promove alteragdes quimicas resultando na
excregdo, usualmente renal, de metabdlitos especificos. Este processo &
denominado biotransformagdo (WILLIAMS, 1959). A biotransformagio é um dos
mais significativos aspectos da interagdo de drogas com seres vivos e pode ser
evidenciada tanto nos organismos, como em células isoladas e em sistemas
modelo (microssomas). O resultado final das reagdes de biotransformagio pode
tanto levar ao aumento como a diminuigiio da atividade farmacoidgica, sendo,
portanto, um pardmetro essencial na clinica médica. As reagdes de oxidacdo sio
dominantes na biotransformac¢do de drogas e as enzimas citocromo P-450 foram
reconthecidas desde cedo como as principais responsiveis por estas reagdes. Por
volta de 1950 variages nas taxas de biotransformagio comecaram a ser estudadas
em humanos. Subseqiientemente, essas variagdes foram atribuidas a presenca de

diferentes formas de citocromo P-450 e a indutibilidade destas enzimas
(GUENGERICH, 1977).

Embora estas enzimas tenham um importante papel na biotransformagdo de
muitas drogas, carcinogenos quimicos e outros agentes tdxicos, favorecendo sua
climinag8o, elas sfo responséveis pela ativagio metabdlica de alguns substratos
altamente reativos como: radicais livres de oxigénio, intermedirios alquilantes ou
arilantes, os quais reagem com macromoléculas e iniciam eventos téxicos e ou
carcinogénicos (HOLLENBERG, 1992).

As enzmmas citocromo P-450 (EC 1.14.14.1 monoxigenases ndo
especificas) catalisam uma surpreendente variedade de reagSes quimicas
incluindo biotransformagéo de compostos endégenos e de xenobidticos. Seus
substratos fisiologicos mais importantes sio os esteréides, eicosanéides, acidos
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graxos, hidroperdxidos lipidicos, acetonas e acetdis. Dentre os xenobidticos que
servem de substrato para as enzimas P-450 temos medicamentos,
procarcinogenos, antioxidantes, solventes orgénicos, anestésicos, corantes,
pesticidas, alcoois e flavorizantes, além de um enorme nimero de substincias
quimicas sintéticas que s#o potenciais substratos do complexo citocromo P-450.
A maioria dos substratos das P-450 sdo lipofilicos e ndo ha evidéncias que
interagdes de cargas contribuam para a ligagdo com o citocromo. Particularmente
tratando-se dos xenobidticos, ha sempre a formagdo de compostos mais polares
que serdo excretados direta ou indiretamente, apds conjugagdo com agentes
hidrosoliveis como o dcido glicurénico e glutationa (PORTER & COON, 1991).

S&8o conhecidas 150 isoenzimas de citocromo P-450 advindas da expressio
de 28 diferentes genes, 11 dos quais estdo presentes em todos os mamiferos. O
complexo enzimatico citocromo P-450, responsével pela biotransformacio de
farmacos, esta localizado principalmente no figado denominado do ponto de vista
operacional, fragdo microssémica. Tais enzimas também sdo encontradas em
outros ¢rgéos como rins, pulmdes e epitélio gastrointestinal, porém em menores
concentragdes. O complexo enzimatico citocromo P-450 apresenta homologia
varidvel de 10 - 90% e ¢ encontrado em microrganismos, plantas e animais. Nos
mamiferos encontra-se em virias organelas, predominantemente no reticulo
endoplasmatico e mitocondria (COON et alii, 1992).

O preparo de microssomas ¢ um procedimento simples que corresponde a
centrifugagdes diferenciais sucessivas e permite o estudo “in vitro” da
biotransformagéo promovida pelo sistema microssomal de maneira inespecifica.
Ji o isolamento e purificagio de enzimas citocromo-P450 especificas
(isoenzimas) envolve procedimentos mais complexos desde a solubilizagio das
enzimas pela utilizagdo de detergentes e de sucessivas colunas cromatogréficas,
at¢ a utilizagdo de metodos imunoquimicos que empregam anticorpos especificos
para o isolamento das diversas P-450 (RAUCY & LASKER, 1991).

As enzimas sfo produtos génicos de cerca de 57.000 daltons o que
corresponde a aproximadamente 500 residuos de aminoacidos. O sitio ativo da
citocromo  P-450 possui como grupo prostético a ferroprotoporfirina IX
(ESQUEMA 1). O tomo de ferro ¢ ligado a 4 nitrogénios dos anéis pirrélicos da
ferroprotoporfirina e tem como quinto ligante o anion tiolato, que pertence a um
residuo de cisteina invariantemente, fato este que contribui para as propriedades
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cataliticas e espectrais caracteristicas das enzimas P-450. A sexta posi¢do de
coordenagdo do ferro pode ser ocupada por uma molécula de 4gua, pelo oxigénio
molecular ou ainda pelo monéxido de carbono, nos dois ultimos casos, quando o
atomo de ferro encontra-se no estado reduzido (PORTER & COON, 1991).

Até o momento, somente a estrutura terciaria da P-450 101 soltivel (P-450
cam) da bactéria Pseudomonas putida foi determinada e tem sido utilizada como
um arquétipo para as enzimas citocromos P-450 de mamiferos (BLACK, 1992).
Considera-se que a estrutura terciaria das P-450 estd conservada nas imediagdes
do sitio de ligag¢do do oxigénio o que permitiria a manutengfio do seu crucial
papel de monoxigenase (IMA] et alii, 1993).

COCH

COOH

ESQUEMA 1: MODELO DE FERROPROTOPORFIRINA IX

Preparagbes purificadas de P-450 exibem um elevado carater anfipatico
com forte tendéncia de formagdo de agregados micelares de aproximadamente 6
monémeros (KUNZ et alii, 1991). Sequéncias do citocromo microssomal
comegam com um segmento hidrofébico de aproximadamente 20 residuos de
aminoacidos que € seguido por um curto segmento policatidnico, e a seqiiéncia
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remanescente exibe alternadamente carater hidrofébico e hidrofilico, mas sem que

ocorra regido de tdo acentuada apolaridade quanto a regifio amino terminal
(KUNZ et alii, 1991).

Como as citocromo P-450 eucaridticas estdo inseridas na membrana
mitocondrial ou no reticulo endoplasmatico, isso dificulta a obtencio de
informagdes mais detalhadas referentes a estrutura tridimensional. A localizagdo
dos sitios de ligagdo de substratos e 4 prépria localizagdo do grupo prostético séo
ainda assuntos controversos. De maneira geral aceita-se que as citocromo P-450
cucanidticas estdo organizadas em dois grandes dominios estruturais: um dominio
transmembrana, formado por até 40 amino-acidos da regido amino terminal, e um
dominio citossélico onde se ligam o grupo prostético e os substratos (BROWN &
BLACK, 1989; UVAROV et alii, 1994).

As enzimas P-450 do reticulo endoplasmatico sio proteinas integrais de
membrana, ancoradas por um ou dois segmentos transmembranares localizados na
porgdo amino-terminal. Esta regifio serve como um sinal de inser¢do, como
ancora, e como sinal de finalizag@o. Aparentemente nenhuma outra por¢io da
estrutura  primdria poderia servir para fixar a translocagdo polipeptidica
(SZCZESNA-SKORUPA & KEMPER, 1993). As citocromos P-450 também se
ligam a membrana do reticulo endoplasmético por um ou mais contatos
periféricos. O grande dominio que contém o heme, provavelmente utiliza-se de
hélices anfipaticas para se ligar & superficie citossélica da membrana assumindo
uma caracteristica rigida. No entanto, a natureza exata das interag3es periféricas
ndo foram caracterizadas em detalhe (BLACK, 1992).

Uma grande controvérsia no estudo das enzimas citocromo P-450 ¢
referente "a orientagdo do sitio ativo do citocromo P-450 (grupo prostético) em
relagdo a interface dgua/lipideo (CENTENO & GUTIERREZ-MERINO, 1992).
Se considerarmos as dimens3es totais do citocromo P-450 e que a orientagio do
grupo heme seja paralela & superficie da membrana, o grupo heme estaria
relativamente préximo da interface 4dgua-lipideo. Esta situagiio favorece a hipétese
de que substratos hidrofobicos tenham acesso ao sitio catalitico via difusdo
através da bicamada lipidica, na qual estariam acumulados devido a sua natureaza
hidrofébica (PARRY et alii, 1976; EBEL & O’KEEFE, 1978; KUEHN-VETEN
et alii, 1989). No entanto, muitos grupos (KAWATO et alii, 1982; GUT et ali1,
1982; EDWARDS et alii, 1991; CENTENO & GUTIE'RREZ_-MERII\EO, 1992)
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em trabalhos independentes, tém obtido evidéncias experimentais favorecendo a
hipétese de que o grupo heme esteja localizado perpendicularmente a superficie
da membrana, ¢ portanto longe da interface agua-lipideo. Neste caso, o acesso de
substratos hidrofébicos ao sitio catalitico dar-se-ia por intermédio de proteinas
citossOlicas, proteinas microssomais ou por lipideos que formariam uma fase

hidrofébica contigua, na qual o substrato pode particionar ¢ atingir o sitio arivo da
enzima (EDWARDS et alii, 1991).

O sistema enzimatico citocromo P-450 catalisa a biotransformac¢do de uma
grande variedade de compostos de ocorréncia natural bem como de xenobidticos
requerendo para tal NAD(P)H e O,. As P-450 podem também catalisar
hidroxilagdes peréxido-dependentes de substratos em auséncia de NADPH e 0,.
Estas enzimas conhecidas como oxigenases de funcdo mista, catalisam a
incorporag@o de um 4tomo de oxigénio molecular no substrato (RH), enquanto o
oufro 4tomo de oxigénio € reduzido por dois elétrons resultando na formagio de
uma molécula de dgua (HOLLENBERG, 1992).

RH + O, + 2¢~ + 2H* ® ROH + H,0

Dentre as reagles catalisadas pelas P-450 oxigenases de funcfo mista
estdo:  epoxidagdes, N-desalquilagSes, O-desalquilagdes, S-oxida¢des e
hidroxilagdes de compostos alifiticos e arométicos. A diversidade de reagdes
catalisadas pode ser entendida se considerarmos uma reagdo inicial que, em todos
0s casos, envolve a insergdo de um grupo hidroxila para formar um intermedisrio,
o qual dependendo da natureza do substrato ¢ da sua propria estabilidade, passa a
desalquilagdo, desaminagdio, etc. Esta hipotese leva a sugestdo de haver um passo
critico na catélise promovida pelas P-450 que é a formacdo de um doador de
hidroxila, o qual pode transferir o grupo hidroxila para a posicdo adequada no
substrato (WHITE & COON, 1980).

Os processos oxidativos ocorrein gragas a existéncia de um elevado nivel
de orgamizagHo estrutural que permite o transporte de elétrons em presenca de
oxigénio e cofatores adequados (NAD(P)H).

Nos mamiferos a principal fonte de elétrons sdo os nucleotideos piridinicos
(NADPH ¢ NADH). A cadeia transportadora destes elétrons no reticulo
endoplasmatico é composta por duas flavoproteinas (a NADPH-citocromo-P-450-
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redutase € a NADH-citocromo-b5-redutase) além dos citocromos b5 e P-450
(ESQUEMA 2). A flavoproteina complexa NADPH-citocromo-P-450-redutase
tem como grupos prostéticos a flavina-adenina-dinucleotideo (FAD) e a flavina-
mononucleotideo (FMN). O FAD serve como aceptor de elétrons do NADPH e o
FMN reduz o citocromo P-450 e em determinadas situagSes pode reduzir também
o citocromo b5 (PETERSON & PROUGH, 1986).

RH
NADH—»Fp—» b5 —_» P-450 /T ROH

G

NADPH —— > —> P-450- RH P-450

w__~ RH
ESQUEMA 2: TRANSPORTE DE ELETRONS NO SISTEMA MICROSSOMAL

HEPATICO. Onde RH é o substrato a ser oxidado, F1F2 é a enzima NADPH-citocromo-P-
450-redutase e Fp ¢ a enzima NADH-citocromo-b5-redutase.

O citocromo b5 € uma proteina anfipética ubiquamente distribuida pelos
tecidos dos mamiferos. Ele esta presente no reticulo endoplasmatico da maioria
das células e também na membrana externa da mitocdndria enquanto que nos
erittcitos  apresenta-se em forma soldvel. O citocromo b5 participa
preferencialmente da transferéncia do segundo elétron das reagbes tipicas de
monoxigenases (KOOP, 1992) embora excepcionalmente possa doar os dois
elétrons (PETERSON & PROUGH, 1986). Pode ser reduzido por duas
hemoproteinas: a NADH-citocromo-bS-redutase ¢ a NADPH-citocromo-P-450-
redutase (ESQUEMA 2). Este fato explica porque o citocromo P-450 pode ser
reduzido tanto em presenga de NADH ou NADPH, ja que ambos os nucleotideos
piridinicos podem servir como doadores de elétrons nas reagdes que envolvem o
citocromo b5 (PETERSON & PROUGH, 1986).

O mecanismo catalitico pelo qual as vérias isoformas de P-450 ativam o
oxigénio molecular parece ser muito semelhante. Um substrato hidrofébico (RH)
liga-se inicialmente a citocromo P-450 oxidada (Fe’*). O complexo resultante
substrato-citocromo ¢ reduzido pela redutase e o complexo reduzido combina-se
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entdo com o oxigénio molecular. Alguns autores estabeleceram a presenca do
substrato  como condigdo essencial para a entrada do primeiro elétron,
pressupondo que o substrato ao se ligar ao sitio catalitico da P-450 altera o estado
de spin do ferro que passaria de spin baixo a alto o que favoreceria o recebimento
do elétron doado pelo cofator (MC MURRY & GROVES, 1986; PORTER &
COON, 1991). O ferro entdo reduzido (Fe**® Fe*') ¢ capaz de ligar 0 O,. Um
segundo elétron e dois fons de hidrogénio sdo adquiridos do sistema doador, e os
produtos s&#o agua e o metabdlito oxidado (ESQUEMA 3).

Considerando as propriedades redox do ferro, oxigénio e 4tomos de
enxofre, numerosas formas ressonantes podem ser sugeridas para a ativacdo do
oxigénio intermediario. O oxigénio ativado pode assumir uma variedade de
formas incluindo superéxido, oxeno e perdxidos (peroxidcido e 4cido
peroximico). A inser¢io do oxigénio no substrato envolve abstragdo do
hidrogénio do substrato seguida pela recombinagdo do carbono transiente e
radicais hidroxila para formar o produto. O produto ¢ entdo liberado, regenerando
a forma nativa do ferro da P-450 que est4 apto & iniciar outro processo catalitico
(HOLLENBERG, 1992) (ESQUEMA 3). '

RH
3+
ROH Fe 4\
<>/y . .
. RHFe™ -

ROHFe® 0,
[k (FeoH®] RHFe*(0y)
_ o

[RH(FeQ)™T  [rrre’s]
H,O  2H*

ESQUEMA 3: MECANISMO CATALITICO DAS ENZIMAS P-450 NOS
PROCESSOS OXIDATIVOS

A P-450 pode usar peréxidos, hidroperéxidos e peracidos para promover
N- e O-desalquilagdes, hidroxilagSes alifaticas e epoxidacdes olefinicas em
auséncia de NADPH e O,, 0 que sugere certa semelhanca com a atividade de
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peroxidases. A adi¢@o de um elétron, uma molécula de O,, um segundo elétron e
dois prétons durante o ciclo catalitico ¢ formalmente equivalente a adi¢3o de uma
molécula de per6éxido de hidrogénio. O mecanismo envolvendo a substituigdo de

NADPH e O, por um composto perdxido é conhecido como via dos peréxidos
(HOLLENBERG, 1992).

As enzimas P-450 podem formar H,0, quando o processo de oxidacdo de
substratos ndo estd firmemente acoplado ao fluxo de elétrons. Muitas evidéncias
levam a crer que o peréxido de hidrogénio é formado pela dismutacdo ndo
enzimatica do &nion superdxido, O, , o qual € um produto formado a partir do
complexo Fe(I)-0,.

Fe()-O —— Fe(ll) + O] —" » 120, + 112H,0,

No entanto, em alguns casos o 4nion superéxido nfo tém sido detectado na
decomposigdo do complexo P-450-Fe(II)-O,. A completa redugo do O, a H,0
pelo P-450 tem sido documentada (GUENGERICH, 1977).

2 NADPH + 2H + Oy ——— 2H,0

Quando a tensdo de oxigénio é baixa a transferéncia de elétrons para
substratos redutiveis pode competir com a ativagdo do oxigénio molecular, e,
nessas condi¢des, as reagdes de reducdo catalisadas pelas citocromo P-450 sdo
favorecidas. No entanto, as reagdes de redugfio constituem fragdo muito pequena

comparada ao grande nimero de reagdes de oxidagdo que as P-450 catalisam
(MONTELLANO, 1989).

1.2. COMPOSTOS FENOTIAZINICOS

Dentre os compostos antipsicoticos mais eficazes estdo as fenotiazinas, os
tioxantenos, os dibenzodiazepinicos e os dibenzoazepinicos. Os agentes
antipsicéticos sdo prescritos basicamente para pacientes com distiirbios psicéticos
e outras enfermidades psiquidtricas graves (principalmente esquizofrenias),
entretanto, podem apresentar outras propriedades clinicamente importantes,
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incluindo efeitos antieméticos, antinauseantes e anti-histaminicos além da

capacidade de potencializar analgésicos, sedativos e anestésicos gerais
(BALDESSARINI, 1990).

A fenotiazina tem uma estrutura ciclica com trés anéis na qual dois anéis
benzénicos estdo ligados por um atomo de nitrogénio ¢ por um atomo de enxofre
(ESQUEMA 4). Se o nitrogénio da posi¢io 10 for substituido por um atomo de
carbono com uma dupla ligagdo com a cadeia lateral, o composto torna-se um
tioxanteno (BALDESSARINI, 1990).

L

ESQUEMA 4: ESTRUTURA GERAL DOS FENOTIAZINICOS

A atividade farmacolégica e a poténcia dos fenotiazinicos variam de acordo
com substituicdes por halogénios e outros grupos funcionais no nicleo
fenotiazinico, bem como com o substituinte na posigdo 2 ¢ com a cadeia lateral na
posi¢do 10. Os fenotiazinicos podem ser divididos em trés grupos de acordo com
a substitui¢cdo na posi¢do 10: a) cadeia lateral alifdtica, como a clorpromazina
(CPZ) e a triflupromazina (TFPZ), de baixa poténcia antipsicética mas boa
eficacia clinica, b) uma porgdo piperidinica na cadeia lateral, como a tioridazina e
a mesoridazina que produzem menores efeitos colaterais extrapiramidais, ¢) uma
substitui¢&o lateral por um grupamento piperazina como a trifluoperazina (TFP) e
a flufenazina. Esses tltimos s3o os mais potentes fenotiazinicos e seu uso implica
tisco maior de efeitos extrapiramidais agudos, mas menor tendéncia & sedagdio ou
efeitos colaterais auténomos como hipotensdo, a menos que sejam usados em
doses incomumente elevadas (VAZQUEZ et ali, 1992).

As fenotiazinas provocam parkinsonismo e outros efeitos extrapiramidais,
agdes sobre o sistema cardiovascular, sistema nervoso autdnomo e funcdes
endéerinas, Os antipsicéticos fenotiazinicos atuam no sistema nervoso central por
antagonismo da dopamina nos ganglios da base e nas regides limbicas do
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prosencéfalo, mais especificamente nos receptores dopaminérgicos do tipo D,
(MELTZER & NASH, 1991; FROIMOWITZ & CODY, 1993).

Os agentes antipsicticos fenotiazinicos sdo extremamente lipofilicos,
acumulam-se no cérebro, nos pulmdes e em outros tecidos com suprimento
sangiiineo elevado. Um aspecto crucial e freqiientemente negligenciado na
disposi¢do de drogas é a penetragdo e ligacfio nas células vermelhas do sangue.
Drogas podem entrar nos eritrécitos ou mesmo interagir com elementos
preferenciais na membrana, o que culmina em uma distribuico governada na
membrana celular. Estas consideragdes podem afetar marcadamente a taxa de
distribuigdo entre células vermelhas e sangue total (MARROUM & CURRY,
1993). A ligagdo de fenotiazinicos a proteinas plasméticas é outro importante
parfmetro farmacoldgico que pode afetar sua distribuicéo, eliminacdo, e com isso,
a intensidade e duragdo dos seus efeitos. Os fenotiazinicos catibnicos ligam-se
moderadamente a albumina e mais avidamente a outras proteinas de caréter acido
como a glicoproteina ol-acida e lipoproteinas. A TFP, por exemplo, tem
afinidade 100 vezes maior pela glicoproteina al-acida do que pela albumina
(VERBEECK et alii, 1983). Estas caracteristicas contribuem para a dificil
compreensdo da distribuigdo, biodisponibilidade e mesmo efeitos farmacoldgicos
dos fenotiazinicos.

A TFP tem pico na concentragio sanguinea 3 a 4 horas apés sua
administragdo oral, a meia vida bioldgica média é de 11 horas (JORGENSEN,
1986) embora ocorram padres complexos de distribui¢do como por exemplo:
ligagdo a eritrécitos, & proteinas plasmaticas, absorcdo de metabélitos pelo ciclo
entero-hepatico, etc. E comum encontrar metabélitos na urina por até vérios
meses apds a interrupgdo do tratamento. A retirada lenta destas substincias do
organismo contribui para a taxa tipicamente lenta de exacerbagdo da psicose apos
interrupgdo do tratamento farmacoldgico (BALDESSARINI, 1990).

Os antipsicéticos fenotiazinicos sdo extensivamente biotransformados pelas
enzimas microssomais hepéticas e produzem grande variedade de metabélitos. As
reagdes oxidativas nos atomos de carbono, nitrogénio e enxofre lideram a
producdo de metabdlitos da “fase 17, gerando: fendis, alcoots, sulféxidos,
sulfonas, nitroxidos e produtos de degradagdo como grupamentos N-desalquilados
ou metabolitos desaminados. Os metabolitos da “fase 1” podem ser objeto de
conjugagdo com moléculas como acido glicurdnico, acido sulfiirico ou glutationa
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para formar metabdlitos ainda mais polares que sio chamados, entdo, de
metabdlitos de “fase 2”. Alguns dos metabélitos de “fase 17 sdo metabolicamente
ativos ¢ contribuem para a atividade terapéutica e ou toxicidade da substéncia
original (BALDESSARINI, 1990). Por sua vez os metabdlitos hidrofilicos da
“fase 2”7 sfo excretados pela urina e, em certo grau, pela bile. Considerando a
excregdo biliar, os metabolitos retornam ao intestino onde podem sofrer hidrélise
por enzimas das bactérias intestinais e ser novamente reabsorvidos para a corrente
circulatoria num processo chamado de ciclo éntero-hepatico. Este processo
contribui pa,ra a atividade biologica da substincia original, porém dificulta

estabelecer a relagdo entre niveis sanguineos do firmaco e seus efeitos clinicos
(HUBBARD et alii, 1993).

A trifluoperazina aparece como um dos compostos antipsicéticos mais
potentes, © que estd relacionado com sua estrutura quimica: a) tém uma
substitui¢8o piperazinica na posi¢do 10, b) possui um grupamento altamente
eletrofilico (-CF3) na posigdo 2, ¢) possui 3 4tomos de carbono entre o N da
posi¢do 10 e o N do anel piperazinico (BALDESSARINI, 1990) (ESQUEMA 5).

6 5 4
7 S 3
2
CF
8 N7, 3

ESQUEMA 5: ESTRUTURA DA TFP

Os fenotiazinicos piperazinicos como a trifluoperazina, além dos principais
metabdlitos  7-hidréxido-trifluoperazina, sulféxido de trifluoperazina, podem
apresentar oxidagSes em um ou ambos nitrogénios do nicleo piperazinico.
Estudos ir vitro indicam que oxidagdes ocorrem preferencialmente no nitrogénio
da posi¢do 4 da cadeia substituinte (N,) e que a TFPNO € o principal metabdlito
da TFP em anmimais. Além disso foi demonstrado que os fenotiazinicos

piperazinicos N4-6xidos possuem atividade antidopaminérgica (ARAVAGIRI et
alii, 1986).



Introducio -12-

A complexidade das interagdes de drogas com sistemas biolégicos
correlaciona-se com propriedades fisico-quimicas das moléculas como o pKa e a
lipofilicidade. Sendo especialmente verdadeiro quando tratamos de drogas que
atuam no nivel de sistema nervoso central como anestésicos, sedativos e
tranquilizantes. Isto aplica-se as drogas originais bem como a seus metabélitos. A
Tespeito dos  fenotiazinicos, suas  propriedades  anticolinérgicas,
antidopaminérgicas, antihistaminicas e antiadrenérgicas estio correlacionadas

com o grau de lipofilicidade que a droga apresenta (MARROUM & CURRY,
1993).

THOMPSON et alii (1993) estudando o efeito de entumecimento de
eritrécitos em presenca de fenotiazinicos, mostraram que este efeito dependia de
- outros fatores como pH e hematécerito. O valor do pKa para a TFP (8,1) é mais
baixo que o de outros fenotiazinicos como a CPZ e TFPZ. Isto significa que em
pH fisioloégico a TFP encontra-se menos ionizada que outros fenotiazinicos e

poderia particionar mais facilmente nas células vermelhas e produzir maior efeito
litico.

Os coeficientes de particio da TFP entre hexano-agua (pH 7,4) e entre
eritrcitos~agua s¥o, respectivamente, 193432 e 553 (MARROUM &
CURRY,1993), e a ligagio em proteinas nas células vermelhas ¢ de 82,3 %. Os
fenotiazinicos podem perturbar a estrutura lipidica da membrana eritrocitaria
através de dois possiveis mecanismos segundo MINETTI & DI STASI (1987): por
intera¢do direta da droga com alguma proteina da membrana, refletindo na
bicamada ou por uma perturbagdo na estrutura lipidica que leva a alteracdo nas
proteinas via intera¢des lipideo-proteina. Em pesquisas feitas neste laboratdrio
RUGGIERO (1994) demonstrou por estudos de RPE que a TFP promove
diminuicdo na ordem da membrana eritrocitiria, verificou ainda que a TFP
interage com as proteinas da membrana do eritrécito suprimindo a fluorescéncia
derivada dos residuos de triptofano. Outros autores também concordam que a
interagdo da TFP com as membranas biolégicas da-se principalmente através de
proteinas (MINETTI & DISTASI, 1987; PEREIRA & VERCESI, 1992).

A interagdo dos derivados fenotiazinicos com membranas plasmaticas tém
sido extensivamente estudada. Estudos “in vitro” revelam que os fenotiazinicos
estabilizam eritrécitos quando em baixas concentragbes (SEEMAN &
WEINSTEIN, 1966; SEEMAN, 1972; CORNELIUS et alii, 1987). O mecanismo
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especifico pelo qual alteragdes na permeabilidade ocorrem permanece ainda
desconhecido. LIEBER et alii (1984) notaram a formacdo de pequenos poros na
membrana de eritrécitos quando saturadas com CPZ, e sugeriram que isto Jevaria
ao enfumecimento celular e posterior hemélise. A dependéncia da captagio de
varios fenotiazinicos em fingio de volume total das células vermelhas e do

coeficiente de partigdo de cada composto particular, também foi relatada neste
trabalho.
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2.0BJETIVOS

Objetivamos, neste trabalho:
1) Determinar a curva hemolitica induzida pela TFP em condigo isoténica.

2) Investigar a agdo da biotransformagdo dirigida pelo sistema microssomal
hepatico sobre a agfio hemolitica induzida por TFP, na condigfo acima descrita.

3) Identificar a natureza e caracterizar bioquimicamente o sobrenadante pos
microssomal encontrado.

4) Investigar a protecdo contra hemélise promovida pelo sobrenadante pos-
microssomal (SPM).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MIATERIAIS

Trifluoperazina, Nifurtimox (4-[5-nitrofurfurilideno)amino]-3-metiltiomorfolina-
1,1-diéxido), NADH, NADPH e RNA foram obtidos da Sigma Chemical Co, St Lous,
MO, USA.

3.2. ESTUDOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Os espectros de absorgdo UV-Visivel foram registrados em um
espectrofotdmetro BECKMAN DU-70 4 temperatura ambiente (salvo as reacdes
cinéticas de biotransformagdo que eram realizadas a 37° C).

3.3. DETERMINACAO DO CITOCROMO P-450

A concentragdo de citocromo P-450 foi determinada pela diferenca “de
absorbincia em 450 nm do citocromo P-450 reduzido e saturado com CO e da forma
reduzida do citocromo P-450 em 490 nm, utilizando um coeficiente de extingdo molar
de 91 mM-L.cm-! (OMURA & SATO, 1964).

3.4. DETERMINACAO DO CITOCROMO b5

O citocromo b5 foi determinado pela diferenca do espectro reduzido por
ditionito e o espectro oxidado utilizando um coeficiente de extingdo molar de 118 mM"
Lem ! a 423 nm (OZOLS, 1974).

3.5. DETERMINACAO DA PROTEINA TOTAL

As determinagdes proteicas das preparagdes microssomais (SMH) bem como do
sobrenadante pos microssomal (SPM) foram estimadas pelo método de Lowry,
utilizando curva padrio de BSA (LOWRY et alii, 1951).

3.6. EXPERIMENTOS DE BIOTRANSFORMACAO

3.6.1. ANIMAIS
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Utilizamos camundongos Swiss, machos, de 60 dias, obtidos do Biotério Central
da UNICAMP, alimentados com ragdo padrio, dgua ad libitum e submetidos a jejum
por aproximadamente 18 horas antes dos experimentos.

3.6.2. PREPARO DO SISTEMA MICROSSOMAL HePATICO (SMH)

A cada preparo 20 camundongos Swiss foram sacrificados por destroncamento
cervical para retirada do figado. O “pool”de figados foi lavado em solugéo salina (NaCl
0,9%) resfriada a 4°C ¢ homogeneizado em um Potter-Elvehjem com trés volumes de
tampéo fosfato 0,IM EDTA 0,1 mM, pH 7.4, também resfriado. O homogenato foi
centrifugado a 1.000xg por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para nova
centrifugagdo a 20.000xg por 40 minutos consecutivamente. O sobrenadante final foi
centrifugado a 105.000xg por 1 hora. O “pellet” (fragdo microssomal) foi entdo lavado
com 10 mL de tampdo fosfato para remogdio de hemoglobina e de contaminantes
citossdlicos e novamente centrifugado a 105.000xg. Finalmente, 0s microssomas foram
ressuspensos no mesmo tampédo. Usualmente aliquotas de 0,5 mL eram estocadas em

nitrogénio liquido por até 60 dias sem perda de atividade e diluidas até a concentrag:ao
de trabalho, no momento do uso (DEGTEREYV, et alii, 1990).

A suspensio microssomal somente era utilizada apés determinacdo da
concentrag@o dos citocromos P-450 e b5 (valores aceitéveis entre 0,8 e 1,0 uM / mg de
proteina mucrossomal) (GUENGUERICH, 1977) o que garantia a qualidade da
preparagio.

3.6.3. TESTE DA ATIVIDADE MICROSSOMAL - CONSUMO DE O,

O consumo de oxigénio foi determinado polarograficamente com eletrodo
especial tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.) ligado a um oxigrafo Gilson. O
ensaio foi feito a 25° C e o volume final da mistura foi de 1,2 mL. Para tal foi colocado
na cela do oxigrafo SMH Img/mL e foi adicionado NADH (540 uM) seguida da adigio
do substrato Nifurtimox (290 uM) e de nova adi¢do de cofator NADH (540 uM).

3.6.4. BIOTRANSFORMACAO DA TFP

Suspensdes microssomais de 1mg/ml foram incubadas & 37° C com 200 pM de
TFP e cofator (NADPH ou NADH) em concentragio equimolar a de TFP. Os espectros
eram registrados entre 220 e 700 nm, em diferentes intervalos de tempo contra controle
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apropriado (somente contra SMH ou contra SMH mais o cofator, nas mesmas
concentragdes que na mistura de trabalho).

3.7. EXPERIMENTOS COM ERITROCITOS

3.7.1. ANIMAIS

Utilizamos ratos Wistar isogénicos, de 90 dias, obtidos do Biotério Central da
UNICAMP, alimentados com rago padréio, dgua ad libitum, e submetidos a jejum 18
horas antes dos experimentos.

3.7.2. PREPARO DA SUSPENSAO DE ERITROCITOS

O sangue foi coletado por pungio cardiaca em solugdo anticoagulante Alsiver
(citrato sédico 0,027 M, NaCl 0,072 M, glicose 0,114 M e 4cido citrico 2,6 mM), e
centrifugado a 4° C por 10 minutos a 700xg. O plasma, células da série branca e
gorduras foram removidas por aspiragdo. As células vermelhas foram ressuspensas em
PBS 5SmM (NaH;PO.H,0 2mM, Na,HPO,7H,0 3mM e NaCl 0,15M), pH 7.4,
tamp&o de osmolaridade e pH fisiologicos, sendo novamente centrifugadas nas mesmas
condigBes. Apods trés repetigdes consecutivas desse processo obtinha-se o concentrado
de hemdacias que era mantido sob refrigeragio (4°C). A suspensdo de trabalho era
preparada num hematécrito de 50% no mesmo tampéo e utilizada imediatamente apds a
preparagdo.

3.7.3. DETERMINACAO DA CURVA DE HEMOLISE INDUZIDA POR TFP

O ensaio hemolitico consistia na adi¢do de 50 pL da suspensdo de heméacias 50%
(v/v) a 5 ml. das amostras de trabalho e controles, resultando num hematécrito final de
0,5 %. Nas amostras de trabalho as hemdécias foram adicionadas a tubos contendo
concentragdes crescentes de TFP (1-200 pM). As amostras de trabalho e controles
permaneciam a temperatura ambiente (22-25°C) por 10 minutos antes de serem
submetidas a centrifugaco por dois minutos a 1.500xg, e o sobrenadante utilizado para
determinagdo da hemoglobina (pico de absorgdo em 412nm). Foram feitas pelo menos
10 medidas para cada concentragio de TFP, com os seguintes controles utilizados em
triplicata: Controle 1 (C') —eritrécitos em PBS (controle de hemolise mecénica),
Controle 2 (C?) —eritrécitos em H20 destilada (controle da hemdlise total).
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O efeito hemolitico (AR, ) foi acompanhado medindo-se a concentragio de
hemoglobina no sobrenadante de acordo com:

412 412
R_Aa - Acq
412 412 412
A02 - Ac1

onde 2 e’ © sio respectivamente as absorbincias da amostra, do

controle C; e do C,, em 412nm.

412,412 412
Ac1

3.8. HEMOLISE E BIOTRANSFORMACAO DA TFP

3.8.1. PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de trabalho eram constituidas de: SMH (em concentragbes que
variavam de 0,01 a 1 mg proteina microssomal / mL), em presenca ou auséncia de
NAD(P)H (em concentragdes equimolares as de TFP) e TFP (150-200 uM).

As amostras controles eram as seguintes:
Ci—eritrocitos em PBS (controle da hemélise mecanica).
Cy—>eritrécitos em H,O destilada (controle da hemélise total).

Cs—eritrdcitos em PBS e TFP 150 uM (controle da hemélise total induzida pela
TFP).

Cada série experimental foi zerada contra um branco que continha SMH e
cofator (NAD(P)H), nas mesmas concentragdes que as amostras de trabalho e foram
submetidas ao mesmo tratamento (tempo de incubagdo, temperatura, precipitagio do
SMH anterior ao ensaio hemolitico, etc ). A tvmica diferenca entre as amostras de
trabalho e 0 branco era portanto, a presenga de TFP.

3.8.2. ENSAIO HEMOLITICO

O ensaio hemolitico foi feito utilizando-se um hematdcrito de 0,5 %, num
volume final de 1 mL. As amostras de trabalho e controles foram homogeneizadas
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cuidadosamente e mantidas & temperatura ambiente (22-25° C) por 10 minutos. Essas
amostra foram entdo centrifugadas por dois minutos a 1.500xg e o sobrenadante

utilizado para determinagdo da concentragio de hemoglobina, pelo pico de absorgio
em 412nm.

O efeito hemolitico da TFP apés as incubagdes com SMH era dado pela mesma
relagdo utilizada para a curva hemolitica induzida pela TFP (item 3.7.3), sendo que
neste caso a absorbancia obtida no controle C; em 412nm pode ser utilizada em lugar
da obtida no controle C,, j4 que ambas representam os valores totais de hemdlise.

O efeito protetor contra a hemoélise mecanica apés as incubagdes com SMH era
dado pela seguinte relagio:

AR — Ad12 412
(A412)M_ Aa Acﬂ

412 412
Onde A2 e Act correspodem respectivamente as absorbancias da amostra de

trabalho e do controle C, em 412nm.

3.8.3. CALCULO DA TFP RESIDUAL

Em alguns experimentos, apdés o ensaio hemolitico, as amostras eram
ultracentrifugadas a 105.000xg por 1 hora para calculo da concentragio da TFP
residual. O célculo € feito por comparagio com uma curva de calibracfo, de
concentragdes conhecidas de TFP em PBS, que se manteve linear nas concentragdes
utilizadas (1-200 uM). Observamos que, para os experimentos nos quais se utilizava
como cofator NADH ou NADPH cuja absorgio méxima encontra-se em 340 nm o
célculo da concentragdo residual de TFP (absor¢do maxima em 317 nm) tornava-se
impossivel devido a sobreposigdo espectral.

3.8.4. CALCULO pO COEFICIENTE DE PARTICAO (P)

O coeficiente de particio (P) da TFP em microssoma / 4gua, pH 7.4, foi
calculado segundo a equagio:
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_ (nTFP)mb / Vmb
~ (aTFP)a/Va

onde n € o nimero de moles de TFP e V € o volume da fase, mb e 2 correspondern,
respectivamente, a fase apolar (membrana microssomal) e fase polar (aquosa). Obteve-
se a concentragdo da TFP na membrana pela diferenca entre a concentragio em 4gua
(TFP residual) e a concentragdo inicial. O volume da fase apolar (V m) foi calculado
assumindo que a densidade na membrana microssomal € igual a 1 g/mL e considerando

que a massa de proteina na membrana corresponde a 70 % da massa da membrana
microssomal (HIRD et alii, 1963).

3.9. EXPERIMENTOS COM O SOBRENADANTE POS
MICROSSOMAL (SPM)

3.9.1. PREPARO DO SPM

Aliquotas de 0,5 mL de suspensdo microssomal (item 3.6.2.) eram divididas em
por¢es de 0,5 mL e estocadas em Nitrogénio Hquido. Antes do experimento, uma
porgéo era cuidadosamente ressuspensa em 5-10 mL de agua destilada ou PBS 5mM,
- pH 7.4, e incubada por 20 minutos & temperatura ambiente, e entdo centrifugada a
105.000xg por 1 hora a fim de precipitar os microssomas. O sobrenadante era
resguardado e o procedimento repetido por trés ou quatro vezes até que a densidade
optica (maximo de absorbéncia observado em 258nm) e a concentragdo proteica
indicassem o final da extragdo. A este sobrenadante proveniente do sistema
microssomal hepético denominamos sobrenadante pés microssomal (SPM). Era feito
um “pool” do SPM obtido das consecutivas precipitagdes que era entdo dialisado a 5
°C em solugdo de bicarbonato de amdnia SmM, pH 7,0, por 24 horas com duas trocas
de 12 horas, sendo posteriormente liofilizado e mantido sob refrigeragdo. O “pool” do
SPM somente era redissolvido em PBS no momento do uso.

3.9.2. DETERMINACAO DA CONDUTIVIDADE

A condutividade do SPM foi medida em um Condutivimetro CDM2b e por um
eletrodo Radidmetro CDC1104.

3.9.3. ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONS
(1H-RMN)
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O espectro de 'H RMN do SPM total e suas fragdes foram analisados em um
espectrémetro Bruker AC-200 pertencente ao Instituto de Quimica e Fisica de Sdo . A
frequéncia de ressonéncia era de 200 Mhz. Os espectros foram tirados em 22° C apés

pré-saturag&o na freqiiéncia de ressonéncia da 4gua e utilizando-se DSS como padrio
de referéncia.

3.9.4. ANALISE CROMATOGRAFICA DO SPM

O sobrenadante pés microssomal total (3,0 mg foi dissolvido em 150 pL de
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0) foi purificado no sistema APPS-LC 650 (Advanced
Protein Purification System - Waters), usando-se uma coluna de exclusio molecular
(SW 300 Protein Glass, Waters), previamente equilibrada com tampgio fosfato 0,1 M,
pH 7.0. A corrida cromatografica foi realizada em condi¢Ses isocraticas, num fluxo
constante de 0,1mL/minuto, sendo monitorada a 280 nm. As fragdes obtidas foram
entfo recolhidas, dialisadas em solugdio de bicarbonato de aménio 5mM, pH7.0,
liofilizadas e estocadas a -20°C até o momento do ensaio biolégico.

3.9.5. ELETROFORESE DO SPM

O método utilizado foi o descrito por SHAGGER & JAGOW (1987) que utiliza
géis de 16 x 10 cm (Might Small I SE 250). O gel de separagdo de 10% foi sobreposto
por uma camada de gel de concentragido de 4% de acrilamida. Foram utilizados dois
tampdes de corrida, o anddico (Tris-HCI 0,2 M, pH 8,9) e o tampio catddico (Tris
0,1M, Tricina 0,1M e SDS 0,1%, pH 8,3). A massa molecular aparente foi calculada
por comparagdo com os seguintes padrSes: albumina bovina (66 kDa), albumina de ovo
(45 kDa), pepsina (34 kDa), tripsinogénio (24 kDa), B-lactoglobulina (18 kDa),
lisozima (14 kDa) e citocromo C (12 kDa). A coloragdo utilizada foi a Comassie Blue.

3.9.6. ENSAIO HEMOLITICO COM O SPM

O teste de protegdo hemolitica com o SPM bem como com as fra¢des obtidas
pela andlise cromatogrifica foi feito segundo o mesmo procedimento descrito para o
ensaio hemolitico utilizando SMH (item 3.8.2.). Para todos os ensaios hemolitiocs com
o SPM e suas fragBes foi feito um tratamento estatistico que corresponde a anélise de
varifncias e o teste de comparagSes multiplas de Tukey (OSTLE, 1973).

3.9.7. DETERMINACAO DE RNA
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O nivel RNA foi determinado pelo método colorimétrico de determinagdo de
ribose pelo reagente de Orcinol (BROWN, 1946).
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4. RESULTADOS

4,1, TESTE DA ATIVIDADE MICROSSOMAL
4.1.1. CONSUMO DE OXIGENIO

Iniciamos os experimentos de atividade microssomal testando a capacidade do
sistema microssomal hepatico de catalisar reacdes de oxidagdo. Pode-se observar na
FIGURA 1 que com a adi¢do do cofator o SMH (Img/mL) inicia um pequeno consumo
de O, (6,38 ng itomo/min), este pequeno consumo deve-se provavelmente a oxidagdo
de substratos endogenos presentes em baixas concentragdes. Em seguida a adigdo do
substrato Nifurtimox (290 uM) observamos um aumento no consumo de 0O,
correspondente a 15,2 ng dtomo/min, até a exaustdo de cofator e, neste momento, o
consumo de O, caiu para 4,13 ng 4tomo/min. Com nova adi¢io de NADPH (540 uM)
observa-se outro aumento no consumo de O, (equivalente a 37 ng dtomo/min).

42, BIOTRANSFORMACAO DA TFP

Existem duas maneiras de monitorar espectrofotometricamente  a

. biotransformagdo da TFP pelas enzimas microssomais hepaticas: -pela diminui¢do da

concentragdo da TFP (observada pelo méximo de absorbancia da droga em 317 nm)

(FIGURA 2) ou pelo consumo do cofator reduzido (NADPH ou NADH) (FIGURA 3)

que tm o maximo de absorbincia em 340 nm. Em ambos os casos pode-se

acompanhar o aparecimento do pico de absorgfio caracteristico do citocromo b5
reduzido em 424 nm, quando em presenca de cofator.

O estudo cinético da transformagdo da TFP dependente de NADH pelo SMH,
quando monitorado contra a prépria suspensdo microssomal, mostra (FIGURA 2) o
consumo do cofator NADH (acompanhado pela diminui¢do da absorbancia em 340 nm)
e mostra também o deslocamento do pico de absorgdo da TFP em suspensio
microssomal (em 317nm) antes de iniciada a reagiio (Tg) e apés a biotransformacdo
(exaustdo do cofator, T¢). O aparecimento de um ombro em 300 nm, indica alteracdo
estrutural da TFP em fungdo do processo de biotransformagio.

Alternativamente, a biotransformacgio da TFP pelo SMH pode ser monitorada
indiretamente pelo consumo de NADH, observada quando a amostra ¢ zerada contra
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SMH e TFP (FIGURA 3). Pode-se observar que quando a concentragio de NADH esta
bem diminuida (T=6) o citocromo b5 nfo se encontra mais na forma reduzida
desaparecendo seu pico caracteristico em 424 nm.

4.3. EXPERIMENTOS COM ERITROCITOS
4.3.1. DETERMINACAO DA CURvA DE HEMOLISE INDUZIDA PELA TFP

O efeito de TFP, hemolitico ou protetor, na estabilidade isosmética de eritrécitos
¢ apresentado na FIGURA 4. A TFP adicionada 4 suspenséo de hemacias (0,5 %) causa
protegdo contra hemélise mecénica na faixa de 1-40 M e induz hemélise concentragio
dependente mna faixa que varia de 50-100 pM. As suspensdes de eritrocitos com
concentragdes finais de TFP de 100-200 pM apresentaram hemolise total. A linha
descontinua na FIGURA 4 em AR412 = 0 mostra o lmite abaixo do qual os valores de
AR, na amostra sdo menores que os valores de hemolise em condigio isosmética,
indicando @ protegdo dos eritrocitos pela TFP. Na linha descontinua em A¥;, = 1 o
valor de hemolise nas amostra ¢ o mesmo que em 4gua destilada, portanto, hemdlise
total.

O “inset” B na FIGURA 4 mostra o espectro da hemoglobina liberada apés a
~ incubag@o com diferentes concentragdes de TFP contra o controle C; (eritrocitos em
PBS) assim pode-se observar protegdo contra a hemdélise mecénica quando as
concentragSes de TEFP sdio 20 e 40 pM (1 e 2, respectivamente) e indugdo hemolitica
quando as concentragdes de TFP séo 50 e 60 uM (3 e 4, respectivamente).

4.3.2. HEMOLISE E BIOTRANSFORMACAO DE TFP

Num primeiro experimento amostras de SMH em diferentes concentragdes (0,01,
0.1, 0,5 e 1,0 mg de proteina/mL) foram preparadas em PBS 0,5 mM. TFP (200 puM)
foi adicionada simultaneamente com os eritrécitos (hematéerito 0,5% v/v). Depois de
10 minutos de incubagdo eritrocitos e microssomas foram separados por centrifugagio.
Os espectros de absorgdo éptica eram registrados contra os controles apropriados, apds
o ensaio hemolitico € apos precipitagdo do SMH. A concentragio de TFP residual no
sobrenadante apds o ensaio foi determinada como descrito em 3.8.3.

Os dados apresentados na FIGURA 5 mostram que o SMH protege eritrécitos
contra a hemolise induzida pela TFP de maneira concentragio dependente. Uma
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prote¢do completa € vista nas concentragdes 1,0 e 0,5 mg de proteina microssomal/mL.
Nestes casos os valores de hemolise estdo abaixo dos valores da hemélise mecanica. Na
concentragdo 0,1 mg de proteina microssomal/mL h4 uma diminuicio da hemdlise
induzida por TFP em quase trés vezes (de 1,0 para 0,28 em A®;;,), e a concentracéio de
TFP residual encontrada ap6s a precipitagio do SMH por ultracentrifugagéo € de 110
uM, o que seria suficiente para indugio de hemolise total conforme demonstrado na
FIGURA 4. Na concentragfio 0,01 mg de proteina microssomal/mL temos 150 uM de

TFP *¥¥ ¢ 0,9 de A%y, , ou seja, quase nenhuma prote¢do contra a hemolise induzida
pela TFP ¢ observada,

Utilizando o valor de TFP™ nas concentragdes 0,5 e 1 mg proteina /mL
(FIGURA 5) o coeficiente de partigdo (P) da TFP em microssoma / 4gua, pH 7.4, foi
calculado segundo a equagdo descrita no item 3.9.5. Assim, P= 9950 + 100.

Experimentos com o SMH e TFP em presenca ou auséncia de NAD(P)H foram
feitos no sentido de elucidar a participagdo da biotransformacio oxidativa induzida
pelas enzimas P-450 nos processos hemoliticos induzidos pela TFP. A FIGURA 6
mostra um experimento em que amostras de SMH (0,01 e 0,1 mg de proteina/ml,
respectivamente A e B) foram incubadas com TFP 170 uM em presenca e em auséncia

de cofator (NADPH) em concentragdo equimolar a TFP. Os ensaios hemoliticos foram
' realizados no tempo zero (1) e apés 150 minutos de incubagdo (2 e 3), sendo que em
(3) o ensaio ndo continha NADPH. Apos a precipitagdo dos eritrécitos registravam-se
espectros contra os controles apropriados. Um controle adicional contendo NADPH e
TFP (170 uM) em presenga de eritrécitos (dados ndo mostrados) confirmou que a
presenca de cofator ndo interfere com o grau de hemolise induzido pela TEP.

Pode-se observar na FIGURA 6 que o contetido de hemoglobina livre diminui
com o tempo de incubagio (A%, em 17 > que em 2° e em 3’) e que este efeito
(protegdo contra hemélise) ¢ maior em presenga de NADPH (A% ;em 3 > queem 2) e

ainda que o valor de A%, (% de hemélise) depende da concentracio de SMH
(hemolise em A > B). '
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CONSUMO DE OXIGENIO

Microssoma tmg/ml NADPH 540, M

v/

{6.35)
Nifyrtimox 290u M
i

i

{4.13)

NATPH 540uM

b el

CONSUMO DF O

2 ng dlomo

{ min

FIGURA 1. CONSUMO DE O, PELO SMH NA BIOTRANSFORMACAQ DE
NIFURTIMOX. SMH (Img/mL) contendo 1 uM de citocromo P-450 e 1 uM de
citocromo b5. A reagdo foi iniciada pela adigio de NADPH (540 uM), seguida da
adigdo do substrato Nifurtimox (290 pM) e nova adi¢cdo de cofator.
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FIGURA 2: BIOTRANSFORMACAOQ DA TFP PELO SMH. Espectro UV-Visivel
da mistura contendo concentragdes equimolares de NADH e TFP (200 pM)
acompanhados em fungdo do tempo. Tg cormresponde a adigio de TFP, Tq
corresponde a adigdo de NADH (inicio da reagfo cinética) e Ty T3, T4, T5 e Tg
correspondem 3 espectros registrados em diferentes intervalos de tempo (15, 285, 35,

50 e 70 minutos) sem qualquer adi¢do. SMH (1mg/mL) contendo citocromo P-450
e b5 (0,8 uM). Temperatura de incubagdo = 37 °C, pH 7,4.
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FIGURA 3: CONSUMO DE NADH DURANTE A BIOTRANSFORMACAO DA
TFP. Espectro UV-Visivel do  sistema microssomal contendo concentragdes
equimolares de NADH e TFP (200 uM) zerada contra a SMH e TEP em diferentes

intervalos de tempo. SMH (Img/ml) contendo citocromo P-450 ¢ b5 (0.8 pM).
Temperatura de incubagéo 37 °C, pH 7.4.
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FIGURA 4: A) ACAO PROTETORA (AR}, <0) E HEMOLITICA DA TFP (A%,
>0) EM CONDICAO ISOTONICA :suspensio de eritrécitos 0,5% (v/v) em PBS,
pH 7,4; medidas por A%,,. B) Espectro dos sobrenadantes apds precipitacdo dos
enitrécitos registrados contra eritrécitos em PBS em ensaio hemolitico contendo
TFP nas seguintes concentrages: 20; 40; 50 ¢ 60 pM. Observa-se prote¢do nas
amostras 1 e 2 (20 e 40 uM de TFP respectivamente) e indugio hemolitica na

amostra 3 e 4 (respectivamente 50 e 60 pM de TFP), Temperatura ambiente,
incubagdo 10 minutos, pH 7,4.
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FIGURA 5: PROTECAO HEMOLITICA PELO SMH. Protegdo de ertrécitos

contra hemélise induzida por TFP em presenga de SMH (A%;15) (o) e concentracdo
residual de TFP ([TFPJRES (+). Enitrocitos adicionados a concentragBes crescentes

de SMH em presenca de TFP 200 pM. As linhas quebradas em A%, =0¢e 1,0
correspondem respectivamente aos valores da hemélise mecénica e da hemélise
total. Temperatura ambiente, incubago de 10 minutos, pH 7,4.
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FIGURA 6: PROTECAO HEMOLITICA PELA BIOTRANSFORMACZAO
MICROSSOMAL. Espectro UV-Visivel da Hb livre registrado apés hemolise
induzida por TFP em presenga de SMH 0,01mg de proteina microssomal/mL (A) e
0.1 mg proteina microssomal/mL. (B). Os espectros em 1, 2 e 3 representam a
incubag@o de TFP com SMH em presenga (1 e 2) ou em auséncia (3) de NADPH
nos tempos zero (1) e apds 150 minutos de incubagio (2 e 3). As concentracdes de
NADPH e TFP utilizadas foram equimolares (170 pM). Os valores de ARy,
correspondem ao grau de hemélise apés o ensaio. Temperatura 37° C, pH 7.4.
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Outro experimento foi realizado utilizando sobrenadantes derivados dos
seguintes procedimentos: TFP 200 uM foi incubada por 30 minutos com suspensdes de
SMH em diferentes concentragdes de protefna (0,01, 0,1, 0,5 e 1,0 mg / mL) em
presenga ou auséncia de cofator. O SMH foi precipitado depois de cada pré-incubagio
por ultracentrifugacio a 105.000xg por 1 hora. Os ensaios hemoliticos foram realizados
nos sobrenadantes apés a precipitagdo microssomal seguidos dos registros espectrais
que permitiam o calculo da concentragio de TFP residual. Na FIGURA 7 estio
apresentados os dados das concentragdes residuais de TFP [TFPJRES ¢ da hemélise
induzida por TFP em auséncia de cofator. Nio foi possivel detectar {TFP] ®*° em
presenca do NADPH devido & sobreposi¢do espectral. Observa-se que o efeito protetor
esta aumentando e a concentragdo residual de TFP diminuindo em fungdo do aumento
de concentragdo de SMH. Na FIGURA 7 pode verificar-se que a concentragdo de TFP
residual no sobrenadante, apés a precipitagio microssomal (0,5 e 0,1 mg de proteina /
mL) permanece alta o suficiente para induzir um alto efeito hemolitico (70 uM) em 0,5

mg de proteina/mL ou hemélise total (105 pM) em 0,1 mg de proteina/mL (ver
FIGURA 4).

44. CARACTERIZACAO DO SPM
4.4.1. PROPRIEDADES Fisico-QuiMicas Do SPM

Sucessivas extragbes do SPM foram feitas a partir de uma mesma preparagio
microssomal (item 3.9.1) e foram medidas as seguintes propriedades: pH, absorgdo
optica na regido do UV-Visivel (200-700 nm), condutividade. Os dados apresentados
na FIGURA 8 revelam uma diminui¢fio na concentragdo proteica e da absorbancia em
258 nm para quatro consecutivas extragdes aquosas. A condutividade do primeiro
extrato aquoso foi de 130 + 5 pMHO e diminuia nos extratos consecufivos
concomitantemente com a diminuigdo da absorbancia em 258 nm e da concentracio
proteica (respectivamente 22,20 ¢ 2,6 mg/mL no primeiro extrato). Os valores de
condutividade da 4gua desionisada, destilada e tampéo fosfato SmM, pH 7,4, foram
respectivamente 1,5, 5,2 e 1200 uMHO).”
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FIGURA 7: PROTECAO PELO SOBRENADANTE POS MICROSSOMAL NA
HEMOLISE INDUZIDA PELA TFP. O efeito protetor do SMH (s) contra hemélise
induzida por TFP 200 uM e a concentragdo residual de TEP (+) ambos no sobrenadante
apos precipitagfo microssomal. Condigdes: TFP adicionada 4 suspensio microssomal
(0,01,0,1, 0,5 ¢ 1,0 mg de proteina / mL). Eritrécitos adicionados apés a precipitagdo
microssomal. Tempo de incubagdo = zero, temperatura ambiente, pH 7,4. As linhas
quebradas em A%, =0e 1,0 correspondem respectivamente aos valores da hemélise

mecéanica ¢ da hemolise total
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FIGURA 8: PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO SPM. a) Absorbancia
258 nm (®), concentragdo proteica (+) e condutividade (o) de quatro consecutivos
sobrenadantes pés microssomais (SPM) em unidades relativas (razio dos valores

obtidos para o primeiro extrato).b) Espectro optico caracteristico do SPM obtido em
todas as extra¢des.
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4.4.2. ANALISE DO SPM POR 'H-RMN

Amostras de SPM liofilizadas foram dissolvidas em D,0. Os espectros obtidos
revelam picos de ressonéncia indicativos de proteinas e também de componentes de
baixo peso molecular. Na FIGURA 9 temos o espectro de ressondncia de prétons do
SPM e pode~se observar entre 0,5 ¢ 4,0 ppm os sinais de ressondncia caracteristicos
para protons alifaticos de proteinas e entre 5,0 ¢ 8,5 ppm os sinais de ressondncia de
prétons aromaticos de proteinas. A regifo entre 4,5 ¢ 5,0 ppm encontra-se distorcida
devido a supressdo de dgua residual por desacoplamento homonuclear. Além dos sinais
de ressondncia de proteina observam-se sinais de ressondncia de prétons de substincias
de baixo peso molecular (de alta mobilidade) como os picos em 1,9 ¢ 3,71 ppm.

4.4.3. ANALISE CROMATOGRAFICA DO SPM

Amostras liofilizadas de 2 a 4 mg de SPM foram dissolvidas em 200 plL de
tampdo fosfato 0,1M, pH 7,0. A coluna cromatografica foi previamente calibrada com
os seguintes marcadores de peso molecular: soroalbumina bovina (66 kDa), albumina
de ovo (45 kIDa), anidrase carbdnica (29 kDa) e citocromo C (12,4 kDa). A separagdo
crométogréﬁca por exclusdo molecular revelou nove fragdes (FIGURA 10). A primeira
fragdo foi eluida aos 17 minutos de corrida e representa 75 % do SPM com uma massa
- molecular de 161 kDa; a fragdo 3, eluida aos 26 minutos representa 5 % do peso total;
a fragdo 3, eluida aos 32 minutos representa 6 % do peso total, com massa molecular de
66,9 kDa; e a fragéo 8, com cerca de 4 % do peso total, com tempo de retenco de 43
minutos. Todas as outra fragSes representavam menos de 1 % do total.

4.4.4. ELETROFORESE DO SPM E SUAS FRACOES

No estudo do SPM foram feitas duas corridas eletroforéticas em gel de PAGE-
SDS: uma comn o SPM total (antes e depois da didlise) e outra com as fragdes de SPM.
A FIGURA 11 mostra que ndo hé diferenga no perfil eletroforético do SPM em gel de
PAGE-SDS antes e apos a didlise. O SPM mostra um perfil molecular com proteinas de
10 a 70 kDa, com maior concentragdc de bandas proteicas de 15 a 35 kDa. Na
FIGURA 12 temos o perfil eletroforético, em condigdes nfio dissociantes, das nove
fragbes do SPM obtidas pela separagdo cromatografica, bem como do SPM total.
Observa-se que somente a fragdo 8 apresenta relativa homogeneidade molecular, com
uma banda em 20 kDa. As fragSes 5 e 6 possuem uma banda majoritéria de 36 ¢ 18
kDa respectivamente, enquanto que as outras fragdes apresentam diversas bandas finas
sem que nenhuma fosse mais expressiva que as demais.
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FIGURA 9: ESPECTRO DE 'H-RMN DO SPM. Freqiiéncia de ressondncia 200 a
Mhz com pressaturagdo da ressondncia da 4gua. Padrdo de referéncia = DSS. Janela

de 2300 Hz, tempo entre pulsos 5,5 s, pulso = 2 ps, 16K, 304 transientes.
Temperatura 22° C.
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1.0 +

FIGURA. 10: SEPARACAO CROMATOGRAFICA DO SPM. Amostras de 2 a 3
mg dissolvidas em tampdo fosfasto 0,1M, pH 7,0, homogeneizadas e aplicadas na
coluna de exclusfio molecular 300 SW, fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi
monitorada em 280 nm revelando nove fragSes distintas.



Resultados  -38-

kDa

FIGURA 11: PERFIL DE MASSA MOLECULAR DO SPM: a) antes da
dialise, b) apos dialise, ¢) e d) marcadores de baixo e alto peso molecular:
(citocromo C (12 kDa), lisozima (14 kDa), 3-lactoglobulina (18 kDa), tripsinogénio
(24 kDa), pepsina (34 kDa), albumina de ovo (45 kDa) e albumina bovina (66
kDa)). Volume final de aplicagdo em cada pogo = 20 pl. de suspensdo proteica (2
ug/ pL).
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FIGURA 12: PERFIL DE MASSA MLECULAR DO SPM E SUAS FRACOES: 2)
e b-) marcadores moleculares de alto e baixo peso, (albumina bovina (66 kDa),
albumina de ovo (45 kDa), pepsina (34 kDa), tripsinogénio (24 kDa), B-
lactoglobulina (18 kDa), lisozima (14 kDa) e citocromo C (12 kDa). ¢-) SPM total e
de d-) a 1-) as fragSes de 1 a 9 obtidas pela cromatografia de exclusfo molecular.
Volume final de aplicacio em cada pogo = 20 uL de suspensio proteica (2 pg/ ul).
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4.5. TESTE DE PROTECAO HEMOLITICA COM O SPM
4.5.1. PROTECA0 CONTRA HEMOLISE MECANICA

Os ensaios hemoliticos com o SPM, bem como com suas fragbes obtidas da
andlise cromatografica, foram feitos em duas condigdes: condi¢do isotdnica
(verificagdo da prote¢do contra hemolise mecinica) e em presenca de TFP 150 uM
(verificagdo da protegdo contra hemolise total induzida por TFP).

Sucessivas dilui¢des de SPM (absorbincia em 258 nm variando de 0,05 a 10,0)
em PBS foram utilizadas para o ensaio hemolitico. Na TABELA 1 temos os dados da
prote¢do do SPM (total) em diferentes concentracdes, contra a hemdlise mecanica
(AR412)M) de trés ou quatro repeti¢Ses independentes. Observa-se que 0 SPM em todas
as diferentes concentragdes utilizadas é capaz de proteger os eritrocitos contra hemélise
mecénica (valor de (AR;2)M < 1,0), e que o valor médio de protegio é em torno de
40% para todos os casos (A% )M = 0,58 + 0,10) tendo um coeficiente geral de
variagdo (C.V.) de 15,3 %. Observa-se, no Teste de Tukey, que todas as médias sdo
seguidas por letras iguais (B) significando que as medidas ndo diferem entre si a0 nivel
de significancia de 1%. Estes resultados indicam que a protecdo do SPM a hemolise
mecénica ndo varia com a concentragdo de SPM usada.

4.5.2. PROTECAO CONTRA HEMOLISE INDUZIDA PELA TFP

Sucessivas diluic}ées de SPM (absorbancia em 258 nm variando de 0,5 a 43,20)
foram utilizadas para o ensaio hemolitico em presenca de TFP (150 uM). A TABELA
2 apresenta os dados de protegdo contra hemélise induzida por TFP (AR,,) para
diversas concentragbes de SPM, em trés repetigdes independentes. Observamos que,
nas sucessivas diluicdes de concentragio do SPM temos diminuigio da protegdo
hemolitica (aumento dos valores de AR, 2). O Teste de Tukey aponta quatro grupos de
dados (letras A, B, C e D), cujas médias diferem ao nivel de significdncia de 1 %.
Claramente indicando o efeito protetor, concentragdo dependente do SPM, na hemdlise
induzida por TFP. A FIGURA 13 mostra a variagio do efeito protetor em fungdo da
concentragdo de SPM (regressio dos dados apresentados na TABELA 2) onde

podemos observar que a hemélise (A%,;,) ¢ inversamente proporcional a concentra¢do
do SPM (Abs 258 nm).

4.6, PROTECAO DAS FRACOES DO SPM CONTRA HEMOLISE
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4.6.1. PROTECAO CONTRA HEMOLISE MECANICA

As fragGes do SPM, obtidas pela andlise cromatografica, foram utilizadas para o
ensaio hemolitico em condigio isotOnica (fragdes de SPM em PBS), na concentragdo
de 60 ug de proteina. As fragSes obtidas em menores concentragdes foram agrupadas
(fragdes IV e V e fragdes VIII e IX). A TABELA 3 apresenta os dados do efeito
protetor das fragdes do SPM contra hemélise mecénica ((A%;12)M) para trés ou cinco
repeti¢des independentes. Observamos que, para todas as fragSes utilizadas, houve
protego contra hemélise mecanica (A% )M < 1,0) e que o valor médio de protegdo
para as fragdes utilizadas esta em torno de 35 % (0,64 + 0,03), com variagio de 17,8 %.
Segundo o Teste de Tukey realizado, as médias ndo diferem entre si (letras iguais) ao
nivel de significincia de 1 %. A protecdo das fragdes do SPM & hemélise mecénica nio
¢, portanto, concentragdo dependente.

4.6.2. PROTECAO CONTRA HEMOLISE INDUZIDA PELA TFP

As fracGes do SPM, obtidas pela andlise cromatogréfica, na concentragio de 60
pg de proteina, foram também utilizadas para o ensaio hemolitico em presenca de TFP
(150 pM). As fragBes obtidas em menores concentragdes foram agrupadas (fracdes IV
e V e fragGes VIII e IX). A TABELA 4 apresenta os dados do efeito protetor das
. fragBes do SPM contra a hemdlise induzida pela TFP (A%,;,) de trés a cinco repeticdes
independentes. Observamos que, para todas as fragdes utilizadas, houve protegdo
contra hemolise (A%, < 1,0), e que o valor médio de protegio para as frages
utilizadas esta em tomno de 35 % (0,64 £ 0,12), com variagdo de 32,1 %. O Teste de
Tukey realizado nfo aponta divergéncias entre as médias (letras iguais) ao nivel de
significdncia de 1 %.

Tendo conhecimento da natureza ribonucleoproteica do SPM, foi elaborado um
ensaio hemolitico comparando trés concentragdes (30, 60 e 90 ug de proteina) de SPM
com BSA e RNA nas mesmas concentragdes. Observou-se protecio contra a hemdlise
mecénica somente nos ensaios feitos com o SPM (A% M = 0,61 £ 0,05). Na analise
estatistica o Teste de Tukey indicou que a protegio média entre as trés concentracdes
utilizadas de SPM ndo difere ao nivel de significincia de 1 %. Para BSA e RNA a
protegdo ndo foi verificada (A% )M préximo a 1,0). No Teste de Tukey ndo detectou
diferencas, ao nivel de significincia de 1 %, entre as médias do RNA e BSA para as
diferentes concentragdes utilizadas (dados ndo mostrados).
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TABELA 1- PROTECAO DO SPM CONTRA HEMOLISE MECANICA

Abs™®  (AR412) Média Teste © Vari- C.V.% °
M Tukey 4ncia

G,° 1,0 1,0 1,0 - A

0,05 0,55 0,66 0,74 0,650 B 0,091 13,8

0,1 0,63 0,75 0,54 0,79 0,678 B 0,013 13,2

0,5 0,73 0,79 0,58 0,75 0,713 B 0,008 12,6

1,0 0,56 0,56 0,45 0,523 B 0,004 17,1

1,5 0,55 0,47 0,42 0,36 0,450 B 0,007 22,2

2,0 048 . 047 0,56 0,503 B 0,002 17,8

3,0 0,53 0,75 0,56 0,613 B 0,014 14,6

10,0 0,54 0,44 0,56 0,513 B 0,004 17,4
Total 0,580 15,3

* C.V.%= coeficiente de variagio; * C, = eritrdcitos em PBS; “Teste de Tukey = médias seguidas
de letras iguais n#o diferem quanto ao efeito protetor contra a hemélise mecanica. Condigdes:
Hematécrito 0,5% (v/v), temperatura ambiente.
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TABEL.A 2 - PROTECAO DO SPM CONTRA HEMOLISE INDUZIDA

POR TFEP (150 uM)
Abs®® AR, Média  Teste® Vari- C.V.%*
Tukey dncia

Cs" 1,0 1,0 1,0 - A

0,5 0,890 0,630 0,860 0,793 B 0,020 8,6

1,0 0,490 0,630 0,640 0,587 B 0,007 11,7

2,0 0,300 0,250 0,360 0,303 C 0,003 22,6

3,0 0,160 0,140 0,280 0,193 CD 0,006 35,5

5,0 0,070 0,150 0,100 0,107 CD 0,002 64,3

10,0 0,017 0,009 0,016 0,014 D 0,00002 4897

21,6 0,017 0,006 0,014 0,012 D 0,00003 5573

43,2 0,003 -0,005 -0,008 -0,003 D 0,00003 20775
Total 0,251 27,4

* C.V.%= coeficiente de variacio; ° Cs = eritrécitos em presenca de TFP 150 uM. ‘Teste de
Tukey = médias seguidas de letras iguais nio diferem quanto ao efeito protetor contra a
hemolise induzida por TFP. CondigSes: Hematderito 0,5% (v/v), temperatura ambiente.
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AR 412

y=a+bx+ox2nx+dix+eix2

20 | 30 40
Absorbancia 258 nm

FIGURA 13: EFEITO PROTETOR CONCENTRACAO DEPENDENTE DO SPM
TOTAL CONTRA HEMOLISE INDUZIDA PELA TFP (150 pM). Hematéberito
0,5 % (v/v), temperatura ambiente.
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TABELA 3 -PROTECAO DAS FRACOES DE SPM CONTRA HEMOLISE

MECANICA
Fragio A%u2)M MEDIA TESTE® VARE  Cv.%
6 g TUKEY ANCIA
de
proteina)
C;"° 1,0 1.0 1,0 - A
I 0,63 0,68 0,78 0,58 0,66 0,666 B 0,006 17,2
11 0,71 0,51 0,65 0,50 0,71 0,616 B 0,011 18,6
III 0,73 0,71 0,63 0,690 B 0,003 16,6
v,V 0,79 0,44 0,57 0,600 B 0,031 19.1
Vi 0,758 0,58 0,44 0,66 0,71 0,628 B 0,018 18,2
VII 0,78 0,66 0,48 0,640 B 0,023 17,9
YHLIX 0,79 0,53 0,66 0,71 0,673 B 0,012 17,06
Total 0,644 17,8

*C.V.%= coeficiente de variagio; ° C;= eritrécitos em PBS. “Teste de Tukey = médias seguidas de
letras iguais ndo diferem quanto ao efeito protetor contra a hemdlise mecanica. Condigdes:
Hematocrito 0,5 % (v/v), temperatura ambiente.
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TABELA 4 - PROTECAO DAS FRACOES DE SPM CONTRA
HEMOLISE INDUZIDA POR TFP (150 M)

Fracio ARy Média Teste® Vari- C.V.Y
60 pg TUKEY dncia
gioteina)
o 1,0 1,0 1,0 - A
I 0,22 0,23 0,58 0,82 0,51 0,472 B 0,0641 42,9
11 0,56 0,78 0,85 0,88 0,70 0,754 B 0,0166 26,8
HI 0,33 0,55 0,76 0,547 B 0,0462 37,0
v,V 0,57 0,86 0,67 0,700 - B 0,0217 28,9
Vi 0,44 0,86 0,46 0,41 0,72 0,578 B 0,0402 35,
VI 0,79 0,83 0,79 0,803 B 0,0005 25,2
VIILIX 0,24 0,58 0,82 0,85 0,623 B 0,0796 32,5
Total 0,640 32,1

* C.V.%= coeficiente de varia¢do; ® Cs= eritrocitos em prsenca de TEP (150 UM}, “Teste de
Tukey = médias seguidas de letras iguais nio diferem quanto a0 efeito protetor contra a
hemolise induzida por TFP. Condigdes: Hematderito 0,5 %(v/v), temperatura ambiente,
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5.DISCUSSAQO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as suspensdes
microssomais preparadas estdo aptas a realizar reacdes de oxidagdo, quando em
presenca de cofator e substratos adequados, conforme demonstrado pelos experimentos
do consumo de O,. A presenga de cofator ¢ essencial para o estabelecimento das
reagbes de oxidacdo catalisadas pelo citocromo P-450 pois ¢ ele que fornece elétrons
para redu¢do do ferro do grupo prostético do citocromo permitindo entio a ligagdo do
O,. Assim, imediatamente apés a adigdo de cofator (FIGURA 1) o oxigénio comega a
ser consumido. Nestes primeiros experimentos o Nifurtimox (4-[5-
nitroﬁnfuﬁiidenoamino]»»?a~meﬁ1tiomcrfoﬁna-1,I-—dic’)xido) fo1 utilizado como substrato,
por pertencer a uma classe de compostos nitrogenados heterociclicos em que é
conhecida a predominéncia das reagdes oxidativas de biotransformacdo pelo sistema P-
450 microssomal (KEDDERIS & MIWA, 1988).

A biotransformagfo da TFP foi estudada em presenga de NADH. No resultado
apresentado na FIGURA 2 podemos observar que ha sobreposigdo do espectro de TFP
(pico em 317nm, To) com aquele do cofator (pico em 340 nm, T1). Como a oxidagio
do NADH pode ser monitorada pela oxidagdo do citocromo b5 (424 nm), observamos

* que em fungdo do tempo e, portanto, da biotransformacdo, em T, nfo ha mais cofator
reduzido, pois o pico de absorgio do citocromo b5 reduzido desaparece
completamente. O que observamos na regido de sobreposicdo é o produto (ou produtos)
da biotransformagdo da TFP, j4 que h4 um deslocamento para o azul do pico de
absor¢io da TFP, de 317 para 300 nm.

As reagdes de biotransformacio da TFP pelo SMH, evidenciadas tanto pela
observagdo direta do deslocamento do pico de absorgio da TFP (FIGURA 2) como
pelo decréscimo do pico do cofator NADH (FIGURAS 2 e 3) foram realizadas com
concentragdes equimolares de substrato e cofator. Isso provavelmente limita a
velocidade das reagdes por insuficiéncia de cofator, uma vez que para cada molécula de
substrato, duas moléculas de NAD(P)H sdo oxidadas (PETERSON & PROUGH,
1986). A razdo de utilizarmos concentragdes de cofator limitantes ¢ um requerimento
pratico, pois para podermos evidenciar a biotransformacdo de TFP precisamos ter
concentrages de NADH menores que a concentragdo do produto formado ja que os
espectros de TFP e NADH se sobrepSem. O fato de limitarmos a reagdo antes que toda
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TFP tenha sido transformada pode ser evidenciado pelo caréter isosbéstico do espectro
de absor¢do da FIGURA 2.

Ambos os fatos: a oxidagdo do NADH e do citocromo b5, acompanhando a
biotransformagcio da TFP, representam forte evidéncia do envolvimento do sistema
redox citocromo-P-450-dependente nesse processo.

Estudamos o efeito da TFP na resisténcia de eritrécitos de ratos 4 hemélise. Os
dados da curva hemolitica induzida pela TFP (FIGURA 4) revelam que na faixa de 1-
40 uM a TFP causa protecdo contra hemolise mecanica enquanto que acima de 50 pM
a mdugdo de hemdlise ocorre. Esses dados estdo de acordo com os obtidos por
SEEMAN & WEINSTEIN (1966) e por SEEMAN (1972) que mostraram que o0s
fenotiazinicos, em concentragles que variam de 10-100 pM, produzem protecgdo
hemolitica quando adicionados a suspensdes de eritrécitos em condi¢do hiposmética.
Nesta mesma faixa de concentragio, a TFP induz um aumento dose-dependente na
liberdade de rotagdo de marcadores de spin ligados a membranas de eritrécitos mtactos,
¢ € capaz de climinar a transigdo térmica da proteina 4,1 (MINETTI & DI
STASIL 1987). Uma outra correlagdo entre concentragdo de fenotiazinicos e atividade
bioldgica, caracterizando a propriedade bifasica dos efeitos pode ser vista na habilidade
da TFP em proteger mitocdndria contra danos. Entre 15 ¢ 33 yM, a TFP protege
mitocondrias de figado de rato contra os efeitos deletérios de Ca®" e prooxidantes,
enquanto em concentragdes maiores que 100 pM a droga potencializa o efeito deletério
na membrana mitocondrial interna (PEREIRA & VERCESI, 1992). Os autores desses
trabalhos (MINETTI & DI STASI, 1987; PEREIRA & VERCESI, 1992), concordam
que os efeitos da TFP em eritrdcitos e na mitocdndria devem-se a sua incorporacio e
intera¢do com proteinas dessas membranas.

Uma razoavel explicago para o efeito bifasico da TFP refere-se a observagio
que, para concentra¢des maiores que 50 pM foi notada uma agregagdo anfifilica da
droga (SPINEDI], et alii 1992). Esta observagdo permite admitirmos a possibilidade da
TFP mteragir com membranas biologicas de duas maneiras diferentes, a primeira
enquanto mondmero (concentragdes de TFP < 50 uM) ¢ a outra enquanto agregado
(concentragdes de TFP > 50 pM) resultando nos diferentes fendmenos acima descritos.

O efeito da TFP na hemoélise de eritrécitos foi estudada na presenca de
microssomos. Os resultados apresentados na FIGURA 5 demonstram a diminuigdo de
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concentrag@o residual de TFP em fungdio do aumento da concentracio de SMH,
sugerindo a incorporagdo e ou a biotransformagdo da droga pelo sistema microssomal.

Considerando a natureza anfipatica da TFP e que o SMH nada mais ¢ que
reticulo endoplasmatico (AMAR-COSTESEC et alii, 1969), podemos entender a alta
parti¢o obtida, ou seja, a concentragio de TFP livre (TFPres) ap6s a incubagio com 1
mg/mL do SMH chega a praticamente 10 % da concentragdo inicial (FIGURA 5).0
coeficiente de particdo da TFP em microssoma / 4gua, pH 7,4, = 9950 + 100, calculado
conforme descrigdo do item 3.8.4, pelos dados obtidos na FIGURA 5. Isto demonstra
que a TFP distribui-se muito bem no SMH sem que isso signifique que haja
necessariamente biotransformagdo da TFP, ja que neste caso ndo fornecemos cofator
para disparar o processo oxidativo. Poderiamos contar talvez com a biotransformagio
de uma pequena por¢do de TFP pelo SMH que utilizaria cofator enddgeno, mas neste
caso o processo deveria ocorrer em pequena escala devido a baixa concentragdo de

cofator endégeno presente no preparo microssomal (TATARSKAYA & DEGTEREV,
1988).

O alto valor de P por nés encontrado e que reflete a preferéncia da droga pelo
ambiente apolar estd de acordo com outros dados da literaturaz MARROUM &
CURRY,1993 descrevem a interagdo da droga com vérios sistemas biolégicos
conferindo a esta droga uma agdo terapéutica variada (atividade antipsicética
neuroléptica, antidopaminérgica, anticolinérgica, antihistaminica, antiemética e
antiadrenérgica). Esses mesmos autores calcularam o coeficiente de particio da TFP
(definido como a razdo molar de TFP entre as fases apolar e polar) em hexano\tampio
fosfato (pH 7,4) e em eritrécitos, respectivamente 193 + 32 e 5,53 e o coeficiente de
ligagdo em proteinas nas células vermelhas (82,3 %). PEREIRA & VERCESL 1992;
decreveram a agdo da TFP sobre a membrana mitocondrial, enquanto que a interacfo
da TFP com a membrana de eritrocitos vem sendo extensivamente estudada (LIEBER
et alii, 1984; LUXNAT & GALLA, 1986, MINETTI & DI STASI, 1987;
ZACHOWSKI & DURAND, 1988; SPINEDI et alii, 1992; THOMPSON et alii, 1993;
RUGGIERO, 1994 entre outros). :

A participagdo da biotransformacio no efeito hemolitico da TFP ¢ mostrado na
FIGURA 6. Trabalhando com concentragdes pequenas de SMH (0,01 e 0,1 mg de
protefna/mL), as quais permitem que apenas parte da TFP esteja particionada na
membrana; apés um periodo de equilibrio entre as concentragdes de droga no meio
aquoso e na membrana podemos observar indiretamente a agio do SMH em presenca
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de cofator pela diminuigdo do efeito hemolitico da TFP. A retirada de TFP (diminui¢io
da concentragdo de TFP capaz de produzir hemélise) pela biotransformagdo que
somente ocorre em presenga de cofator ¢ um processo que contribui menos
significativarnente que a retirada de TFP em presenca somente do SMH. Assim, a
prote¢do contra hemdlise induzida por TFP, observada em presenca de SMH nas
condigdes utilizadas, deve-se mais muito 4 partido da bastante anfipatica droga na
membrana microssomal do que pela biotranformago da mesma.

Na FIGURA 7 podemos verificar que, mesmo apés a precipitagio do SMH e
incubagdo com o sobrenadante aquoso somente, a protecio hemolitica continua
ocorrendo. Este fato nos leva a assumir a possibilidade de que ndo somente o proprio
sistera microssomal mas também que uma fragdo soltvel, presente no sobrenadante,
derivada ou n&o do sistema microssomal, pode ser responsavel pela prote¢do hemolitica
encontrada. Considerando que a fragdo microssomal representa, em sua grande parte,
uma vesiculagdo do reticulo endoplasmatico do hepatdcito, pesquisamos a presenca de
dois grandes componentes do reticulo: proteina e RNA. Enquanto 48 + 2 % do SPM
extraido correspondia a proteina, cerca de 24 + 4 % correpondia a RNA. Estes dados
estdo de acordo com os encontrados na literatura (ADELMAN et alii, 1973; AMAR-
COSTESEC et alii, 1969) que descrevem a concentragio de proteina ¢ RNA como

respectivamente 40 e 20 % em preparagdes hepéaticas apds a precipitagdo microssomal.

Nos experimentos mostrados na FIGURA 8 podemos ver uma diminuicdo na
absorbancia em 258 nm obtida nos sucessivos extratos, bem como uma diminui¢o na
concentracdo proteica e na forga iénica. Na primeira lavagem do microssoma remove-
se provavelmente, contaminantes citossolicos ou ainda fragmentos soléveis da prépria
membrana microssomal que absorvem em 258 nm e que precipitam com a fracdo
microssomal mas nfio estio fortemente ligados 4 mesma. J4 nas lavagens sucessivas ha
cada vez menos contaminantes para extrair. GRAM (1974) mostrou que, sob certas
condigdes, ribossomos ligados 4 membrana podem ser removidos sem influenciar a
composi¢do ou morfologia das vesiculas de membrana. Assim certas substincias como:
EDTA, pirofosfato, citrato, ribonuclease, litio 4M ou tripsina podem resultar em uma
quase completa perda de RNA ligado a membrana, com concomitante formacéo de
vesiculas de superficie lisa. Em nosso caso temos EDTA (0,1 mM) presente no tampio
de preparo de microssomas, alémde da ribonuclease endégena, que poderiam estar
atuando sobre os ribossomos presentes no SMH, liberando-os, promovendo, assim, a
presenga de RNA e proteina no SPM.
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O espectro de 'H-RMN (FIGURA 9) concorda com a hipétese de composigdo do
SPM indicando picos tipicos de proteinas, mas também picos 1sotrépicos, relativos a
moléculas de baixo peso molecular.

O contetdo proteico total no SPM era 20,9 + 2,8 % da proteina total presente no
sistema microssomal inicial. O SPM tem componentes de peso molecular de até 60 kDa
(FIGURA 11). A separagio cromatografica feita em uma coluna de exclusio molecular
300 SW, resultou em 9 fragSes independentes (FIGURA 10). Essa separagéo preliminar
fornece fragBes de diferentes pesos moleculares que quando submetidas a analise
eletroforética (FIGURA 12) mostram uma heterogeneidade de bandas proteicas em
cada fragdo (com excegfio das fragBes 8 ¢ 9), caracteristicas de material ndo purificado.
Como a protegdo hemolitica foi observada para todas as nove fragdes ndo se pode
atribuir a proteg¢do contra hemdlise especificamente a nenhum das bandas encontradas
no perfil eletroforético.

Os ensaios hemoliticos com o SPM total bem como com suas fracoes
permitiram a verificagdo da protecdo contra hemdlise mecanica (ensaios
realizados em presenga de tampdo isoténico - PBS) ¢ a vertficagdo da protecdo
contra hemolise induzida pela TFP (TFP 150 uM em PBS).

Observamos que a protecdo do SPM em relagdo a hemoélise mecanica
ocorre de uma maneira uniforme ((A%;,)M) = 0,58 + 0,09) nas concentragBes de
SPM utilizadas (Abs™® de 10 a 0,05). As médias sdo consideradas iguais ao nivel
de significdncia de 1 % pelo Teste de Tukey (ver TABELA 1). Levando em
consideracdo a grande faixa de concentragio utilizada e a uniformidade de
resultados podemos considerar que a protecdo contra a hemdlise mecénica
promovida pelo SPM ocorre de modo independente da concentragio de SPM. O
coeficiente de variagdo entre os tratamentos ¢ bastante proximo ao coeficiente de
variagdo geral (15,29 %) o que significa que existe uniformidade experimental, ou
ainda que um eventual erro experimental se repete para todos os tratamentos. Isto
pode ser explicado pelo fato de estarmos tratando de medidas que tém um valor
absoluto muito pequeno (a hemolise mecanica corresponde a 5 a 10 % da
hemélise total, ou seja, Abs*'? de 0,09 - 0,18) o que poderia contribuir com o erro
experimental refletindo nos valores estatisticos acima apresentados. Além disso
estamos tratando de experimentos independentes, ou seja, sdo diferentes
extragbes do SPM e diferentes solugdes de hemdcias empregadas nos testes
hemoliticos o0 que poderia adicionar variagGes aos resultados apresentados.



Discussdio 52~

Na prote¢do do SPM contra a hemdlise induzida pela TFP (TABELA 2)
temos vaniagdo na hemdlise em fungdo das concentragdes de SPM utilizadas, o
que pode ser também observado na FIGURA 13, além de ser evidenciada na
andlise estatistica apresentada (identificagdo de quatro grupos distintos de médias
pelo Teste de Tukey). Além disso temos um coeficiente de variagdo médio de
27,39 % mas que varia grandemente para cada média apresentada o que sugere
que a variag8o dos resultados nio € reflexo de um erro experimental mas sim uma
variagdo em fungdo da concentragio de SPM.

E necessério diferenciar-se a natureza do fendmeno ao qual denominamos
de hemélise quanto a sua etiologia para entender o fendmeno de protegdo
hemolitica observada. Quando citamos a hemolise mecanica referimo-nos a
hemolise induzida mecanicamente durante a preparagio dos eritrécitos (trés
lavagens e trés centrifuga¢des consecutivas em PBS, 4 °C, por 10 minutos, a 700
X g) e que representa de 5 a 10 % da hemélise total induzida por dgua destilada ou
por TFP 2 100 pM e quando citamos a hemdlise induzida por TFP nos referimos
a hemolise causada pela interagdo da TFP com a membrana do eritrécito. E
esperado que um sistema capaz de proteger os eritrécitos o faga diferentemente
para cada situagdo acima descrita se considerarmos a diversidade do processo
~ hemolitico em cada um dos casos.

Nos ensaios hemoliticos realizados com as fragdes do SPM (TABELA 3)
observamos que, em condi¢do isotdnica, existe uma protecdo contra a hemolise
mecdnica invariante que ¢ observada em todas as fragdes (A%)M). = 0,64 +
0,03) considerando-se a concentragdo de SPM utilizada (60 pg de proteina). Na
andlise estatistica o Teste de Tukey (médias ndo divergentes ao nivel de
significdncia de 1 %) indica que os resultados mantém-se os mesmos,
independentemente da fragdo utilizada.

A preparagdo das fragdes do SPM levou-nos a um problema de ordem
técnica: as fra¢des apds a cromatografia eram liofilizadas e somente reidratadas
no momento do uso. Apds a reidratacdo obtinhamos um material bastante
insolivel. Considerando as limitagdes exigidas pelo ensaio hemolitico posterior,
nfo utilizamos os coadjuvantes tradicionais para solubilizagio do material
(detergentes, aquecimento, sonicagfo...). O tmico recurso utilizado por nos foi a
diluigdo até a concentragdo de 60 ug de proteina, o que aumentava um pouco a
solubilidade; mesmo com esta concentagio baixa ndo obtivemos solugdes
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verdadeiras. Os ensaios hemoliticos, bem como o teste de Lowry para a
determinacgdo proteica ficaram, portanto, prejudicados pela natureza nio
homogénea da suspensdo, que certamente aumenta o erro experimental, o que
podenia levar a um aumento do coeficiente de variagdo dos resultados. Mas como
a protec@o hemolitica em condig@o isotdnica parece ndo depender da
concentragfo de SPM (TABELA 3) esta possivel variagdo na concentagdo de
proteina ndo deveria alterar os resultados encontrados. O coeficiente de variagdo
geral para todas as fragdes foi em tomo de 17 %, mesmo valor obtido para o
coeficiente de variagdo geral da TABELA 1 (SPM total) o que sugere a
manutengdo de um mesmo (pequeno) erro experimental. Nesse caso o erro
experimental deve ser causado por estarmos medindo valores de absorbancia
muito pequenos, acoplado ao fato de tratarmos de experimentos independentes,
assim como nos ensaios feitos com o SPM total.

Se comparamos a protegdo contra a hemolise mecénica obtida pelo SPM
(TABELA 1) e por suas fragbes (TABELA 3) podemos verificar que os valores
médios de (A%412)M sdo praticamente os mesmos (0,58 + 0,10 para o SPM total ¢
0,64 £ 0,03 para as fragdes). Assim apesar da cromatogafia ter separado o SPM
em porgOes menores de acordo com seu peso molecular, a propriedade de
- prote¢do contra a hemolise mecdnica permanece inalterada.

Nos ensaios hemoliticos realizados com as fragdes do SPM (60 pg de
proteina, TABELA 4) observamos que em presenca de TFP existe uma protecio
invariante contra a hemolise que é observada em todas as fragdes (AR41, = 0,64 +
0,12). A analise estatistica mostrou que as médias de protegio para cada fracdo
ndo diferem entre si. A protegdo média obtida pelas fragdes na concentragdo de
60 ug de proteina foi de A%y, = 0,64 + 0,12, isto ¢, proxima das médias obtidas
pelo SPM total nas duas menores concentragdes utilizadas (Abs*™ = 1,0 ¢ 0,5)
AR = 0,79 + 0,14 ¢ 0,58 + 0,08 respectivamente (TABELA 20. A baixa
solubilidade das fragdes pds microssomais deve ter contribuido para o aumento do
coeficiente de variagio da TABELA 4. Nesse caso o efeito protetor &
concentra¢ao dependente e temos uma maior variagfo nos resultados.

Tem sido descrito que a TFP pode ligar-se a lipoproteinas plasmaticas
(VERBEECK et alii, 1983) tanto quanto com proteinas da membrana de
eritrocitos (MARROUM & CURRY, 1993) e ainda com proteinas mitocondriais
(PEREIRA & VERCESI, 1992). Em recentes estudos feitos neste laboratdrio,
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RUGGIERO (1994) descreve, pela técnica de RPE, alteragbes estruturais e dindmicas
em membrana de eritrécitos quando em presenca de TFP e também a supressdo de
fluorescéncia dos residuos de triptofano de membranas eritrocitérias em presenca de
TFP, demonstrando assim a interag&o da droga com a porgfo proteica da membrana.
Uma vez que a TFP ¢ capaz de ligar-se & proteinas concluimos que a protegdo do
SPM contra a hemolise induzida por TFP (TABELAS 2 e 4) deva-se a uma
diminui¢do da concentragdo da droga livre a niveis inferiores aos da concentragio
litica devido a ligagdo da TFP com proteinas ou ribonucleoproteinas presentes no
citoplasma do hepatécito, ou aquelas que foram removidas da membrana
microssomal.

No ensaio hemolitico comparativo entre SPM, BSA e RNA novamente a
propriedade protetora do SPM contra hemolise mecinica manteve-se em torno de
49 %, considerada ndo variando segundo a andlise estatistica, para as trés
concentragGes utilizadas (30, 60 e 90 pg de proteina). Mais uma vez a protegio
contra hemolise mecénica pelo SPM ndo foi alterada pela variagio da
concentragdo do SPM. Este teste comparativo teve o intuito de verificar se a
protecdo contra a hemolise mecanica observada ndo poderia ser decorrente de
estarmos diminuindo a superficie de contato entre as células, ou seja, se com a
adigdo de uma proteina qualquer (BSA por exemplo) ou de um RNA mespecifico
poderiamos interferir com o mecanismo de indugdo da hemoélise mecanica. No
entanto, o fato de ndo encontrarmos protegdo no ensaio hemolitico que utilizou
RNA e na BSA ndo exclui a possibilidade de que a porgéo proteica ou que a
porgdo ribonucleasica do fator promovam protegdo se isolados. A possibilidade
da TFP ligar-se a porgéo ribonucleica do SPM ¢ ainda objeto de estudo.
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6. CONCLUSAQO

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitiram chegar 4s seguintes
conclusdes:

A TFP ¢ biotransformada num processo oxidativo mediado pelo SMH (blue shift
na regifio do visivel com concomitante gasto de cofator NAD(P)H ).

A curva de hemdlise isosmoética induzida pela TFP tem carater bifasico: protecdo
e hemolise.

O SMH protege eritrécitos da hemoélise induzida por TFP devido a parti¢do da
droga na membrana microssomal.

A biotransformagio da TFP pelo SMH diminui sua capacidade hemolitica.

Assim, concluimos que, o SMH inibe a hemolise induzida pela TFP por diminuir
a concentra¢8o de TFP livre devido a biotransformacdo da mesma e também devido a
partigdo da droga na membrana microssomal.

Uma frago solavel dos microssomas (SPM) de composicdo proteica 48 % e
ribonucleica 24 % com peso molecular entre 12 e 60 kDa protege eritrécitos de
hemélise induzida por TFP (em até 100%) de maneira concentragio dependente.

As fragbes de SPM, separadas por cromatografia, também protegem os
eritrécitos da hemolise induzida por TFP.

O SPM e suas fragdes protegem eritrécitos da hemolise mecénica (35-40 %),
porém esse efeito independe da concentragio de SPM utilizada.

A TFP interage com a membrana microssomal e com uma porgdo
ribonucleoproteica hidrossolivel derivada do microssoma. Essa interagdo e a protegdo
a hemdlise induzida vista tanto pelo SMH quanto pelo SPM revelam a importincia da
parti¢do das drogas em membranas, diminuindo a concentragio livre da droga, que € a
efetiva farmacologicamente.
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7.RESUMO

As drogas fenotiazinicas sio amplamente utilizadas como neurolépticos e
antipsicéticos. A ftrifluoperazina (TFP), um derivado fenotiazinico, dependendo da
concentragdo, pode induzir hemodlise ou proteger eritrécitos da lise em condigio
1sosmotica,

Nesse trabalho verificamos a interferéncia do sistema microssomal hepético
(SMH), que € o principal responsavel pela biotransformagio de drogas nos organismos
vivos, no efeito hemolitico causado pela TFP.

O eferto hemolitico da TFP ¢ abolido em presenca de microssomas de figado de
rato (SMH), o que se deve em parte & biotransformagdo dirigida pelas enzimas P-450

microssomais € em parte & partigio da droga na membrana microssomal, diminuindo a
concentragdo livre da droga.

Foi detectado um sobrenadante pés-microssomal (SPM) que mantinha a mesma
caracteristica de protegdo hemolitica apresentada pelo SMH. Para essa fragdo soltvel
(SPM) de composigdo proteica 48% e ribonucleica 24 % foi feita uma caracterizagdo
bioquimica, ~constituida basicamente de: determinagio do pH, condutividade,
caracterizagdo dos espectros de absorgdo 6ptica e de ressonancia magnética nuclear de
protons ('H-RMN), além da anélise cromatografica por HPLC e determinag@o da massa
molecular aparente por eletroforese.

Para todas as nove fragdes de SPM obtidas na separagdo cromatografica, cujos
pesos moleculares aparentes variam de 12 a 160 kDa, foi observada protegdo tanto
contra hemélise induzida pela TFP quanto contra a hemélise mecanica.
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8.SUMMARY

Phenothiazine drugs are mainly used as neuroleptics and antipsychotic
agents. Trifluoperazine (TFP), a phenothiazine derivative, produces either hemolysis or
protection of erythrocytes under isosmotic conditions in a dose-dependent manner.

In these work we verify the interference of mouse liver microsomes (MLM),
which are the main responsible for drug biotransformation in organisms, in the
hemolytic effect caused by TFP.

The hemolytic effect induced by TFP is abolished in the presence of MLM
which is due, in part, to microsomal cytochrome P-450 driven biotransformation and a

TFP partition into the microsomal membrane that decreases the free concentration of
the drug.

A post microsomal supernatant (PMS) composed of proteins (48 %) and

ribonucleic acid (24 %) has been found to exhibit the same protection against

- hemolysis as MLM. In this work, we showed the PMS biochemical characterization

that consisted of: pH and conductivity determination, optical and nuclear magnetic
resonance (NIMR) spectroscopy, besides cromatographyc and electrophoretic analysis.

The nine fractions obtained from PMS by cromatographic separation, which

molecular weight was between 12 and 160 kDa, protected erythrocytes against
mechanical and TFP induced hemolysis.
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