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1 INTRODUCAO

1.1 Tratamentos transdérmicos

Controlar a entrada de drogas no interior do corpo ndo € somente um dos maiores
topicos de pesquisa como também representa uma das grandes dificuldades encontradas no
campo farmacéutico. Grande parte destas drogas é administrada oralmente. Entretanto, para
uma variedade delas, esta rota de administracdo ndo é possivel devido a alta atividade
metabolica do figado e do trato gastro-intestinal. Este problema ndo se restringe somente as
drogas modernas e sofisticadas, mas também alcanga outras classes de drogas tradicionais.
Outro problema associado a esta administracdo é que para algumas drogas, é necessario haver
uma difusdo continua, a qual é muito dificil de ser controlada via esta rota. Por esta razdo, ha
sempre a necessidade de se buscar novas alternativas. A rota transpidermal (via pele), por
exemplo, € uma delas. Sua eficiéncia esta associada a uma menor atividade metabdlica da pele
e a possibilidade de obter um perfil continuo de difusdo. Contudo, esta rota também apresenta
dificuldades. Como a funcdo natural da pele é proteger o corpo dos agentes externos, a
principal limitacdo na aplicacdo de drogas transpidermais é a barreira da pele (ANJOS, NETO
e ALONSO, 2007a). Desta forma, é necessario conhecer os mecanismos que regulam a
passagem de moléculas através da pele, bem como aqueles que possibilitariam aumentar sua

permeabilidade.
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1.2 Leishmaniose

A Leishmaniose é uma doenca endémica em 88 paises, localizados principalmente
nas regides tropicais e subtropicais, com ocorréncia mundial de 10 a 12 milhdes de casos,
sendo 1.5 milhdes de novos casos por ano (DESJEUX, 2004). Leishmaniose € causada por
infecgdo pelos protozoarios do género Leishmania, os quais se espalham através da picada de
mosquitos flebotomineos. Ha varias formas diferentes de leishmaniose, sendo que as mais
comuns sdo a cutanea, que causa feridas na pele, e visceral, que afeta alguns érgaos internos
como figado, medula 6ssea e baco.

Atualmente o tratamento da doenca é feito por quimioterapia, com compostos
organicos de antiménio pentavalente ministrados por via parenteral em altas doses, exigindo
hospitalizacdo do paciente (ALVAR, CROFT e OLLIARO, 2006). As drogas sé&o
cardiotoxicas, apresentam resposta clinica variavel e tém custo elevado. Alquilfosfocolinas
(AFCs) representam uma nova classe de agentes antitumorais que induzem apoptose em

células tumorais, sem que se saiba exatamente como exercem a a¢do bioldgica.

1.3 Miltefosina

A MT ¢é uma alquilfosfocolina desenvolvida originalmente como um
quimioterapico antineoplasico. Na década de 80, durante a sua avaliacdo para esta finalidade
terapéutica, descobriu-se a sua potente acdo contra leishmanias (KUHLENCOR, MARIERA,
EIBL et al., 1992). A MT propiciou o primeiro tratamento oral bem sucedido contra a
leishmaniose em pesquisas de campo, com pequenos efeitos secundarios, e esta licenciada na
india, Colémbia e Alemanha. Mas seu mecanismo de acdo é pouco compreendido. As
vantagens da miltefosina sdo: o facil acesso e o uso por via oral. A acdo terapéutica da
miltefosina envolve sua interacdo com a membrana celular. A estrutura molecular da

miltefosina esta mostrada na Figura 1 a seguir:
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Figura 1: Formulas quimicas estruturais da Miltefosina e de dois dos marcadores
de spin usados neste trabalho (5-DSA e 16-DMS).

1.4 RPE

A técnica de RPE tem sido utilizada no estudo dos mecanismos relacionados ao
aumento de permeacao do estrato corneo (EC). Foi verificado que em vesiculas de dipalmitoil
fosfatidil colina (DPPC) e em EC, terpenos aumentam o coeficiente de particdo e a taxa de
difusdo rotacional de marcadores de spin que sdo moléculas com um elétron desemparelhado
no nitrogénio, sendo assim detectados pelo RPE, e ao se ligar com o tecido biolégico estudado
funciona como um informante (Spin Label). Sugere-se que o0s terpenos atuem como
espacadores em membranas, aumentando sua fluidez e provocando rupturas na rede de
ligacGes hidrogénio da interface (ANJOS, NETO e ALONSO, 2007a). Efeitos analogos sdo
provocados em estrato corneo por misturas mentol-etanol (ANJOS, NETO e ALONSO,
2007b) e, no caso especifico do promotor de permeacdo 1,8-cineole, a acdo afeta apenas a
componente lipidica de misturas de EC com proteinas (ANJOS e ALONSO, 2008).



2  OBJETIVOS
Utilizar a espectroscopia de RPE de marcadores de spin para investigar as
interacdes da miltefosina com membranas modelos de DPPC e do estrato corneo. Também

serdo estudadas as propriedades de auto-agregacdo da MT em solugdo aquosa.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Membranas do EC

Como previamente reportado (ALONSO, MEIRELLES e TABAK, 1995),
(ALONSO, MEIRELLES, YUSHMANOV et al.,1996), (ALONSO, MEIRELLES e TABAK,
2000), (QUEIROS, SOUSA NETO e ALONSO, 2005) o EC foi obtido de ratos recém
nascidos da raca Wistar com menos de 24 horas de vida. Depois de sacrificado o animal, sua
pele foi extraida e o excesso de gordura removido através de sua friccdo em &gua destilada. A
pele foi entdo colocada dentro de um dissecador contendo % litro de hidréxido de aménio por
5 minutos. Posteriormente, foi colocado para flutuar em agua destilada com a parte da
epiderme em contato com o liquido. Transcorridas 2 horas, o EC foi removido com um papel
de filtro e entdo transferido para uma tela de Teflon, onde foi extensivamente lavado com
agua destilada e deixado secar em condi¢Ges ambientais. Este procedimento reduz em grande
parte a quantidade de epiderme junto as membranas de EC. Por fim, as membranas foram

estocadas em um dissecador contendo silica gel sob um vacuo moderado até sua utilizacao.

Figura 2: Etapas do procedimento de obtengéo do EC.



3.2 Marcacdo das amostras de EC

Os marcadores derivados do &cido estearico, 5-doxil estearato (5-DSA), 5-doxil
metil estearato (5-DMS) e 16-doxil metil estearato (16-DMS) foram comprados da Aldrich
(Milwaukee, WI). Uma pequena aliquota do marcador (~ 1 pl) dissolvido em etanol (5 mg/ml)
foi colocada sobre uma placa de vidro para que o solvente fosse evaporado. Entdo, 2 mg de
EC foi adicionado ao marcador juntamente com 50 pl de um tampéao salino acetato (10 mM de
acetato, 150 mM de NaCl e 1 mM de EDTA,; pH 5,2) e deixados reagir por 15 minutos. Apos
a marcacgdo, as amostras foram colocadas dentro de tubos capilares para a realizacdo das
medidas de RPE.

3.3 Preparacéo das vesiculas de DPPC

Os lipidios de DPPC com mais de 99 % de pureza foram adquiridos da Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). 3 mg de DPPC, foi dissolvida em um tubo de ensaio
contendo 60 ul. de uma solugdo contendo cloroféormio:metanol (2:1) e a fracdo
correspondente de miltefosina. Em seguida o solvente organico foi evaporado com um fluxo
moderado de gas de nitrogénio e um filme lipidico fino foi formado na superficie interna do
tubo. Para ter certeza que todo o solvente evaporou, o tubo foi colocado sob vacuo em um
dissecador contendo silica gel por ~24 h. O filme foi hidratado com 0,5 mL de tampéo fosfato
(5 mM com 150 mM NaCl em pH 7.4) para formar vesiculas multilamelares. A amostra foi
levada ao forno com temperatura de ~50 °C por cerca de 5 minutos, logo em seguida foi
submetida a agitacdo periodica em vortex a temperatura ambiente, ap0s este processo a
amostra foi novamente aquecida a aproximadamente 50 °C, esta medida foi repetida por mais
trés vezes visando obter uma solucdo homogénea, que sugere uma boa dispersao dos lipidios
de DPPC. Para finalizar, as membranas de DPPC foram agitadas e transferidas para tubos

capilares, os quais foram selados e levados para medidas de RPE.

3.4 Espectroscopia de RPE

Nossas medidas de RPE foram realizadas em um espectrdmetro Bruker ESP300

equipado com uma cavidade de ressonancia ER410 ST. Os parametros de operacdo dos dois

equipamentos foram os seguintes: poténcia da microonda, 10 mW; freqiiéncia de modulag&o,



100 KHz; amplitude de modulacdo, 1,024 G; varredura do campo magnético, 100 G; tempo
de varredura, 168 s e constante de tempo de detecgédo, 41 ms. A temperatura foi controlada por
um sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker, Rheinstetten, Alemanha), com uma precisédo de
0.3 °C. Um programa de ajuste chamado ‘“Non-Linear Least-Squares” (NLLS), desenvolvido
por Jack H. Freed et al., foi utilizado para as simulagdes dos espectros de RPE. Este programa
permite ajustar um unico espectro com duas componentes tendo diferentes mobilidades e
parametros dos tensores magneticos. Os tensores magnéticos A e g estdo definidos num
sistema de referéncia fixo na molécula, onde as taxas das constantes de difusdo rotacional em
torno dos eixos X, y e z estdo incluidas (SCHNEIDER e FREED, 1989). Por convencdo, 0
eixo x aponta na direcdo da ligacdo N-O, o eixo z € paralelo ao orbital 2pz do &omo de
nitrogénio e o eixo y é perpendicular aos outros eixos (BUDIL, LEE, SAXENA et al., 1996).
A Tabela 1 apresenta os autovalores dos tensores A e g, 0s quais sdo parametros magnéticos
usados nos célculos dos espectros para as componentes espectrais 1 e 2 (0s espectros de RPE
de marcadores de membranas sdo muitas vezes formados por duas componentes, indicando

duas populagdes de marcadores diferindo principalmente no estado de mobilidade).

Tabela 1: Componentes principais dos tensores magnéticos g (fator-g) e A (desdobramento
hiperfino) utilizados no programa de ajuste NLLS

Parametro Componentel Componente2
gxXXx 2.0082 2.0080

ayy 2.0060 2.0058

gzz 2.0022 2.0031

Axx (G) 6.9 6.5

Ayy (G) 6.5 5.5

Azz (G) 31.5 32.5

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Interagdes da miltefosina com o Estrato Corneo

As formulas estruturais de dois dos marcadores de spin utilizados neste trabalho

estdo apresentadas na Figura 1. Em trabalhos anteriores foi desenvolvida a técnica de inserir




marcadores de spin derivados do acido estedrico diretamente no tecido intacto do EC
(ALONSO et al. 1995, 1996). A quantidade de lipidios presentes no EC é cerca de 17% e a
composicao lipidica do EC é constituida basicamente de ceramidas (50%), colesterol (25%),
acidos graxos (20%) e sulfato de colesteril (5%). Pelo alto grau de afinidade as moléculas
marcadoras se inserem nas membranas lipidicas do EC e funcionam como um grupo reporter
dando informagdes, através do sinal de RPE, sobre a dindmica e polaridade do meio onde se
encontram.

Na Figura 3 estdo apresentados espectros de RPE do marcador 5-DSA inserido
nas membranas do EC. Estes espectros sao de amostras tratadas com diferentes concentragdes
de miltefosina e sem o tratamento (controle). O parametro de RPE desdobramento hiperfino
méaximo, 2Ty, é sensivel a dindmica do marcador na membrana, sendo menor para maior
dindmica molecular. Observa-se nestes espectros que este parametro sofre uma reducdo

gradativa com o aumento da concentracdo de miltefosina.
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Figura 3: Espectros de RPE do marcador de spin 5-doxil estearato (5-DSA) incorporado em membranas de
Estrato Cérneo (EC), em tamp&o acetato pH 5,5 a 25°C, para diversas concentracdes de miltefosina (MT). As

percentagens de MT indicadas estdo dadas na relacdo p/p (peso de MT/peso do EC seco). O pardmetro de RPE



2Ty, indicado na figura, é o desdobramento hiperfino maximo medido em unidades de Campo Magnético (G),
indo do primeiro pico do espectro até a Ultima depressdo. Este parametro diminui em presenca da MT indicando
aumento na dindmica dos lipidios da membrana.

As percentagens de MT indicadas estdo dadas em peso de MT/peso do EC seco. O
parametro de RPE 2T, indicado na figura, é o desdobramento hiperfino maximo medido em
unidades de Campo Magnético (G), indo do primeiro pico do espectro até a ultima depressao.
Este parametro diminui em presenca da MT indicando aumento da dinamica da membrana. A
dependéncia deste parametro com a concentracdo de miltefosina esta apresentada no grafico
da Figura 4. O erro experimental do pardmetro 2T/ é 0,5 G e a diferenca causada para 4% de
miltefosina foi de aproximadamente 10 G, sendo considerada muito grande. Nos proximos
experimentos serd necessario testar o marcador de spin em suspensdo de micelas de
miltefosina para obtencdo do espectro de RPE das micelas e assim verificar a possibilidade de

parte dos marcadores estar nas micelas de miltefosina.
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Figura 4: Parametro de RPE 2Ty, desdobramento hiperfino maximo (Fig. 4), medido no espectro de RPE do

marcador de spin 5-doxil estearato incorporado em membranas de Estrato Cérneo, em tampdo acetato pH 5,5 a

25°C, em funcio da concentracdo de miltefosina.



Temos na Figura 5 a dependéncia do mesmo parametro de RPE 2T, com a
temperatura, tanto para a amostra de controle (EC néo tratado) como para o EC tratado com
miltefosina a 4% (p/p). Observa-se que para temperaturas abaixo de 55°C ha um aumento
significativo de dinamica molecular das amostras tratadas com a miltefosina (menores valores

do 2T)). Para temperaturas maiores ocorre até mesmo a inverséo do efeito.
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Figura 5: Parametro de RPE 2T, do marcador de spin 5-doxil estearato incorporado em membranas de Estrato
Cérneo, em tampéo acetato pH 5,5 como fungdo da temperatura para uma amostra de controle e duas tratadas

com 4% de miltefosina (p/p).

O parametro 2T, €é pratico e facil de medir diretamente no espectro de RPE. E
muito utilizado e mesmo que em principio € um parametro estatico, reflete a dinamica
molecular, como pode ser visto na Figura 4. O 2T, decresce com 0 aumento da temperatura,
ou seja, com o aumento de mobilidade ou de fluidez da membrana. Entretanto, uma analise
mais acurada pode ser feita através da simulacdo dos espectros que leva em conta o espectro
como um todo e gera como parametro de movimento o tempo de correlacdo rotacional, tc.
Neste trabalho foi utilizado o programa de ajuste NLLS e adotado um modelo de simulagao
com uma ou duas componentes espectrais. E que muitas vezes o programa de ajuste pode

identificar duas classes de marcadores de spin de sinais distintos que aparecem resolvidos nos



espectros de RPE. Estas duas populacbes de marcadores possuem distintos estados de
mobilidade e polaridade no interior da membrana. O entendimento da formag&o destas duas
componentes espectrais € pobre, mas tem sido abordado em trabalhos anteriores de nosso
grupo de pesquisa (ANJOS et al., 2007). Na interpretacdo apresentada, a componente de
menor mobilidade e maior polaridade foi associada aos marcadores de spin cujos grupos
polares estédo formando ligacdo de hidrogénio com a interface polar da membrana, enquanto a
outra componente foi associada aos marcadores que, estando no interior da membrana, ndo
estédo formando ligagdes de hidrogénio com os grupos polares.

Na Figura 6 estdo apresentados os dados obtidos a simulacdo dos espectros para
os marcadores de spin 5-DSA (painéis A e B) e 16-DMS. No caso do marcador 5-DSA,
espectros de apenas uma componente foram observados no intervalo de temperatura 6 a 38°C,
onde as amostras tratadas com miltefosina apresentaram maior fluidez (Figura 6 A). A partir
de 42°C os espectros se abriram em duas componentes, onde a componente 2 (mais fluida) do
EC tratado com miltefosina foi semelhante & do EC controle, em mobilidade, entretanto, a
componente 1 (de menor fluidez) mostrou maior dindmica para o EC tratado com miltefosina.
No painel B da Figura 6 estdo as populacdes em percentagem de componente 1, N;, para as
duas amostras. Pode ser observado neste grafico que a presenca da miltefosina leva a um
aumento da populagéo da componente mais fluida. No caso do marcador de spin 16- DMS, os
espectros apresentaram duas componentes no intervalo de temperatura de 2 a 50°C para a
amostra tratada com miltefosina a 4% (p/p) e de 2 a 58°C para o controle (Figura 6 C). Acima
destes intervalos de temperatura os espectros foram simulados apenas com a componente 2.
Nota-se aqui que o efeito da miltefosina foi de aumentar a fluidez da componente 1 (de menor
mobilidade) e no caso da componente 2 ndo houve efeito significativo até aproximadamente
50°C e acima desta temperatura a miltefosina apresentou um pequeno efeito ao contrario, ou
seja, de reduzir a fluidez. Para este marcador a miltefosina também aumentou a fracdo da
componente mais fluida nos espectros para todo o intervalo de temperatura medido (Figura 6
D).

E importante ressaltar que o aumento de fluidez que a miltefosina causa no EC
chega a ser dréstico para concentracdes de 5 e 6%, causando uma mudanca no 2T// de 10 G
(Figura 3). Isto sugere que ela pode ser utilizada como um facilitador da permeacéo na pele
para viabilizar tratamentos transdermais. Além disso, € muito importante conhecer esta
atividade nas membranas do EC tendo em vista o tratamento da Leishmaniose cutanea com

miltefosina.



Como € conhecido que a membrana plasméatica da Leishmania é rica em

fosfolipidios, torna-se também importante estudar os efeitos da miltefosina em membranas
modelo de DPPC.

Tempo de correlagdo rotacional (ns)

Tempo de correlacéo rotacional (ns)
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Figura 6: Dependéncia da temperatura dos pardmetros de RPE tempo de correlagdo rotacional, 7., e

percentagem de populacdo de marcadores de spin na componente espectral 1, N;, para os marcadores 5-DSA

(painéis A e B) e 16-DMS (painéis C e D) em Estrato C6rneo tratado e ndo tratado com miltefosina (4% p/p). Os

espectros de RPE foram simulados com o programa NLLS com um modelo de uma ou duas componentes.



Interacdes da miltefosina com DPPC

Em membranas modelos de DPPC € possivel controlar melhor a relacdo molar entre
lipidios e a miltefosina. Neste caso a miltefosina € dissolvida junto com o fosfolipidio em uma
mistura de solventes organicos de cloroférmio e metanol, como descrito na secdo de Materiais
e Métodos. Assim a miltefosina fica bem distribuida com o lipidio da membrana modelo,
sendo remota a probabilidade de formacdo de micelas de miltefosina, especialmente em baixa
proporcdo molar de miltefosina-DPPC.

Os espectros de RPE de trés marcadores de spin em DPPC estdo apresentados na
Figura 7 para vérias temperaturas. Também foi preparada uma amostra de DPPC contendo 35
mol % de colesterol e medida com o marcador 5-DMS (espectros da quarta coluna). Os
espectros apresentados em linha preta sdo os de controle e o tratamento com miltefosina foi
feito na razdo molar de 25% (espectros em vermelho sobrepostos aos de controle) e para o
caso do marcador 5-DSA também foi medido na razdo de 35% (espectros em azul). Os
espectros estdo sobrepostos para mostrar que nao ha diferencas significativas entre eles com
excecdo das amostras de DPPC contendo colesterol para as temperaturas acima da principal
transicdo de fase da bicamada (41°C). Com 35% de colesterol a DPPC assume a fase liquida
ordenada e assim ndo sofre a transicdo da fase gel para a liquida cristalina (IPSEN et al.
1990). Esta fase é caracterizada por varias mudancas: melhor empacotamento dos lipidios,
aumento de espessura da camada hidrofobica e diminuicdo da area por molécula (IPSEN et al.
1990). Abaixo de 41°C, os espectros do 5-DMS na DPPC contendo colesterol ndo foram
significativamente diferentes daqueles na DPPC pura, no entanto, acima de 41°C ha

diferencas importantes e o efeito da miltefosina foi no sentido de atenuar esta diferenca.
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Figura 7: Espectros de RPE dos marcadores de spin 5-DSA, 5-DMS e 16-DMS incorporados em vesiculas de
DPPC (PBS pH 7,4) para diversas temperaturas. Os espectros em linha preta se referem as amostras de controle
(ndo tratadas com miltefosina); em vermelho: DPPC tratada com 25 mol % de miltefosina; em azul: 35 mol %
de miltefosina (somente para 5-DAS). Na quarta coluna estdo espectros sobrepostos para o caso da DPPC
contendo 35 mol % de colesterol. Com excecdo dos espectros da quarta coluna a 46 e 62°C, os espectros sdo

muito semelhantes. A varredura de campo magnético de cada espectro foi de 100 G.

5 CONCLUSOES

Conclui-se gue a mitefosina ndo altera a fluidez da membrana de DPPC quando
adicionada na razdo molar de 25%. Mas causa um aumento de fluidez nas membranas de
estrato corneo, especialmente em temperaturas abaixo de 50 °C. Nota-se também que a as
alteracdes causadas pela miltefosina foram mais discretas na regido central da membrana, ou
seja, 0 marcador de spin contendo o radical nitréxido (fragmento paramagnético) posicionado
no final da cadeia metilénica (16-DMS) apresentou efeitos menos pronunciados do que o
marcador com o nitréxido anexado ao quinto carbono da cadeia graxa. Como 0s mecanismos

de acdo da miltefosina no tratamento da Leishmaniose ndo sdo conhecidos, nds entendemos



que este trabalho contribui para estas investigacfes. Este trabalho também sugere que a

miltefosina pode ser utilizada com um facilitador da permeacéo de farmacos na pele.
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