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RESUMO
A esfingosina (SP) e esfingosina-1-fosfato (S1P) sdo esfingolipidios com fungdes

importantes em diferentes organismos. A natureza anfipatica destas moléculas favorece a
formacdo de micelas em meio aquoso, mas existem poucos estudos sobre este processo.
Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o comportamento de agregacdo dessas duas
substancias, por meio de analises por RMN, DLS e célculos teéricos em diferentes condicdes
experimentais. RMN de *H e DOSY foram utilizados para avaliar o processo de agregacdo de
SP e S1P, partindo-se do solvente organico para 0 meio aquoso. As amostras foram diluidas
em solvente polar aprético (100% DMSO-d6) seguida por adi¢Bes sucessivas de D,O. Mesmo
em DMSO-dS6, sinais extras nos espectros de RMN de *H, que ndo correspondem aos sinais
atribuidos aos monémeros de SP e S1P, sugerem a existéncia de agregados. As adicGes
sucessivas de agua causaram a alteracBes significativas nos espectros de RMN de *H e nos
coeficientes de difusdo da SP e da S1P. Estas alteracdes sugerem que as diferentes espécies
(mondmeros e agregados) estariam presentes em equilibrio nas solugdes estudadas e que este
equilibrio seria deslocado para a formacao dos agregados com a adi¢do de dgua. A avaliacdo
do efeito do pH na formacéo dos agregados da SP e da S1P foi feita em pH acima e abaixo do
pKa da SP (6,61). Em pH acido, a protonacdo do grupo amino favorece a formacdo das
ligacGes de hidrogénio intramoleculares, com deslocamento do equilibrio para a formacéo dos
mondmeros e agregados menores. Por outro lado, em pH bésico, com o0 grupo amino neutro,
as ligacdes intermoleculares sdo estabilizadas e favorecem o aumento do numero de
agregados de maiores dimensdes. Para avaliar o efeito da concentracdo sobre a formacao de
agregados, as amostras SP e S1P foram diluidas a partir de 1000 uM até 12 uM. Nas
concentracdes mais elevadas, o pequeno numero de sinais observados no espectro de RMN de
'H indicaria a existéncia de grandes agregados. Nas dilui¢des iniciais, foram observados
sinais distintos dos mondmeros, os quais foram considerados corresponder aos agregados de
tamanho intermediario, pois desaparecem nas diluicdes seguintes, onde ha um aumento da
intensidade dos sinais correspondentes aos mondmeros e aos agregados menores. As analises
por DLS mostraram que agregados de diferentes tamanhos sé@o formados em solucdo aquosa e
que estas variacdes em tamanho podem ocorrer através de alteracbes na concentracdo e no
pH, o que confirma os resultados de RMN. Calculos teéricos foram usados para avaliar as
diferengas na formacdo dos dimeros de SP nas formas protonada e neutra. A entalpia de
formacdo de dimeros de SP, para o conformero de menor energia, foi de 25,71 Kcal.mol™
para a forma protonada, e -65,61 kcal.mol™, para a neutra, indicando que a forma neutra é

mais favoravel para a agregacéo e corroborando os resultados obtidos por RMN e DLS.






ABSTRACT

The sphingosine (SP) and sphingosine-1-phosphate (S1P) are sphingolipids with
important functions in different organisms. The amphipathic nature of these molecules favor
the formation of micelles in agueous medium, but there are few studies on the aggregation
process. Thus, this study aimed to evaluate the aggregation behavior of these two substances
by means of NMR analysis, DLS and theoretical calculations in different experimental
conditions. *H NMR and DOSY were used to evaluate the aggregation process of SP and S1P,
starting from the organic solvent to the aqueous medium. The analyses began with the
samples in DMSO-d6 and were followed by the successive addition of D,O. Even in DMSO-
d6 (100 %), extra signals that do not correspond to the signals assigned to monomers of SP
and S1P, suggest the existence of aggregates. Successive additions of water led to significant
changes in the spectra and the diffusion coefficients of SP and S1P, suggesting that different
species (monomer and aggregates) are present in equilibrium in the solution. Since this
balance is shifted towards the formation of aggregates by the water addition. The analysis of
the pH effect on the formation of SP and S1P aggregates were made in the pH above and
below the pKa of SP (6.61). At acidic pH, the protonation of the amino group favors
formation of intramolecular hydrogen bonds, shifting the equilibrium toward the formation of
monomers and smaller aggregates. While at basic pH, with neutral amino group, the
intermolecular bonds are stabilized and promote the increase in the number of larger
aggregates. To evaluate the effect of concentration on the formation of aggregates, the
samples were diluted SP and S1P from 1000 uM to 12 uM. At higher concentrations, the
small number of signals observed in the NMR spectrum indicates the existence of large
aggregates. In the first dilutions, appear distinct signs of monomers. These signals were
assigned to clusters of intermediate size, it disappear at the following dilutions, where there is
an increase in the intensity of the corresponding monomers and smaller aggregates signals.
The DLS analyzes showed that SP aggregates of different sizes are formed in aqueous
solution and that these variations in size may occur through changes in pH and concentration,
confirming the observations made by NMR. The theoretical calculations were used to
evaluate the differences in the formation of SP dimers in the protonated neutral form. The
enthalpy of formation of SP dimmers, for the lowest energy conformer, was of 25.71
Kcal.mol™* for the protonated form and -65.61 kcal.mol™ to neutral, indicating that the neutral
form is most favorable for the aggregation and corroborating the results obtained by NMR
and DLS.
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1 INTRODUCAO

A esfingosina (SP) e a esfingosina-1-fosfato (S1P) sdo esfingolipidios com funcGes
celulares importantes em diversos organismos, podendo atuar como mensageiros
intracelulares ou extracelulares, ou como moléculas reguladoras, que desempenham um papel
essencial em inflamagdes, neurodegeneracdo, terapia para cancer e angiogénese % 34 A S1P
€ um dos componentes principais responsaveis pela manutencdo da integridade da barreira
endotelial. A disfuncdo da barreira endotelial estad associada aos processos inflamatorios,
metastases tumorais, angiogéneses e arteriosclerose °. A S1P também atua como um mediador
rapido e especifico no transporte da proteina MARCKS (Myristoylated Alanine Rich C Kinase
Substrate) e suas proteinas relacionadas para rafts de membranas. Na auséncia destas
proteinas, a protecdo da barreira endotelial é reduzida. A S1P inibe a fosforilagdo da proteina
MARCKS fazendo com que permaneca ligada a membrana ®. Além disso, a SP e a S1P s&o 0s
precursores de todos os outros esfingolipidios °.

A esfingosina (SP) e a esfingosina-1-fosfato (S1P) sdo moléculas anfipaticas, que em
meio aquoso formam agregados micelares. Porém, apesar da sua importancia bioldgica séo
poucos os estudos descritos na literatura visando a compreensdo do seu comportamento em
meio aquoso. Devido a grande importancia da SP e da S1P para os processos de manuten¢do
da barreira endotelial e da sua consequente contribuicdo para o tratamento de diversas
doencas, este trabalho visa buscar algumas informacdes, por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e outras técnicas, sobre o comportamento da SP e da S1P em condig¢Bes proximas as

fisioldgicas.
1.2 ESFINGOLIPIDIOS

Os esfingolipidios sdo substancias da classe dos lipidios, que possuem, como
caracteristica definidora e comum, a insolubilidade em agua®. Os lipidios abrangem uma
grande variedade de tipos estruturais como acidos graxos, triacilglicerois, glicolipidios,
gorduras, ceras, terpenos, esteroides e os esfingolipidios e também assumem diferentes
fungdes biologicas. Os lipidios sdo frequentemente classificados de duas formas: 1) os
lipidios de armazenamento, que sdo substancias derivadas dos &cidos graxos, como as
gorduras ou 6leos usados como forma de armazenamento de energia nos organismos Vvivos; 2)

os lipidios estruturais de membranas, que sdo constituintes de membranas bioldgicas, sdo
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substancias anfipaticas e na &gua se organizam como bicamadas ou micelas. Os
glicofosfolipidios, os esfingolipidios e os esterdis sdo pertencentes a classe dos lipidios
estruturais®.

Afinal, o que sdo esfingolipidios? Embora exista uma grande diversidade na
composi¢ao dos esfingolipidios para diferentes espécies, o “bloco de constru¢cdo” basico dos
esfingolipidios € um aminoalcool com uma cadeia longa de carbonos. As caracteristicas
principais desse “bloco de construgdo” sdo a presenga de um grupo amina no carbono 2, dois
grupos hidroxila nos carbonos 1 e 3 e uma cadeia carbdnica composta por 18 atomos,

encontrada no esqueleto da esfinganina, que ¢ o “bloco de constru¢do” mais basico e

precursor e que define todos os esfingolipidios® (Figura 1).

OH OH

(]

18

ESFINGANINA 2,
2

Figura 1:Estrutura daEsfinganina. O "bloco de construcdo™ mais basico e precursor de todos os esfingolipidios.

Os esfingolipidios estdo presentes em todos os eucariontes e em alguns procariontes
19 segundo Merril & Sweeley™, mais de 300 diferentes esfingolipidios ja foram identificados
estruturalmente, exibindo uma enorme diversidade estrutural, com milhares de possiveis
estruturas.

Diferentes classes de esfingolipidios sdo encontradas em diversos organismos. As
classes de esfingolipidios predominantes em mamiferos sdo as glicosilceramidas e as
esfingomielinas (Figura 2), que constituem grande parte da bainha de mielina. Nos seres
humanos, a esfingomielina constitui aproximadamente 85% de todos os esfingolipidios*’. No
homem, ja foram identificados cerca de 60 esfingolipidios nas membranas celulares. Nas
plantas, os esfingolipidios sdo reconhecidos como os principais componentes correspondendo
a 40% dos lipidios das membranas. S&o encontrados na membrana plasmatica, nos
tonoplastos (membrana que delimita os vactolos de células vegetais) e nas endomembranas®.
O complexo esfingolipidio predominante nos extratos de tecidos vegetais é a
glicosilceramida,’> mas também foram isolados, a partir de tecidos de plantas,

glicofosfoesfingolipidios (espécies de inositolfosforilceramida glicosiladas)™.
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OH

OH ESFINGOMIELINA

Figura 2: Estrutura da Esfingomielina. Descoberta em 1874 pelo Dr. Johann L. W. Thudichum™,

Os esfingolipidios foram descobertos por um trabalho pioneiro, feito h4 mais de cem
anos (1874), por um dos fundadores da neurociéncia e da neuroquimica, 0 médico alemao e
cientista Dr. Johann Ludwig Wilhelm Thudichum (1829 — 1901), onde, a partir de extratos
cerebrais, foram caracterizados dois esfingolipidios, o cerebrosidio e a esfingomielina. Nos
estudos com outros extratos cerebrais, uma enigmatica estrutura foi encontrada e se mostrou
tdo dificil de isolar e entender, devido as suas propriedades ndo usuais para um lipidio, que foi
chamada de esfingosina (nome dado referente & palavra esfinge)'*. Porém, devido a estas

10;15;16 Muitos

dificuldades, naquela época ndo foi possivel elucidar sua estrutura
pesquisadores tentaram determinar a estrutura da esfingosina, sem sucesso. Somente muitos
anos depois, Carter e colaboradores determinaram a estrutura correta da esfingosina, (2S,3R)-
2-aminooctadec-4-ene-1,3-diol (Figura 3), através da preparacdo de varios derivados da

molécula®’.
OH OH

J
(o]

18 4
ESFINGOSINA

Zllne
T
[\%]

Figura 3: Estrutura da Esfingosina. (2S, 3R)-2-aminooctadec-4-ene-1,3-diol.

1.3 DIVERSIDADE ESTRUTURAL DOS ESFINGOLIPIDIOS

A International Union Pure and Applied Chemistse alnternational Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUPAC — IUBMB) recomendam que o nome de um
esfingolipidio deva ser dado a partir do esfingolipidio que o origina, incorporando-se ao nome
os carbonos adicionais da cadeia carbdnica (por exemplo, uma esfingosina com cadeia
carbbnica de 20 atomos é chamado de eicosesfingosina (Figura 4, 3). A posicdo e a

estereoquimica da ligagdo dupla (E/Z é preferivel a trans/cis) e a posicdo das hidroxilas,
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metilas, etc., devem ser adicionados ao nome de forma explicita, afim de uma melhor
identificacéo do esfingolipidio.

E muito usada também uma abreviacdo do nome dos esfingolipidios, de forma que o
numero de hidroxilas (por exemplo, esfingosina e esfinganina por terem duas hidroxilas na
abreviagdo aparecem como “d” ou “t” para fitoesfingosina, 4) seguido pelo nimero de atomos
de carbono da cadeia carbbnica e do nimero de ligacdes duplas, com a localizagdo e
configuracdo como prefixo. Assim, a esfingosina é designada com 4E-d18:1 e a
fitoesfingosina como t18:0 2,

Os esfingolipidios sdo divididos em 4 subclasses: base esfingoides, ceramidas,
GlicosilCeramidas (GlcCer) e Glicosillnositolfosforilceramidas (GIPCs). Esta divisdo pode se
estender ainda mais se considerarmos mais a fundo as mais diversas estruturas de

esfingolipidios.

1.3.1 Bases Esfingoides

Os esfingolipidios de base esfingoide sdo os estruturalmente mais simples e
precursores de outros esfingolipidios mais complexos. Os mais comuns sdo encontrados com
uma cadeia carbdnica composta por 18 atomos de carbono. A partir da esfinganina, ocorrem
diversas variagdes estruturais, como insaturacdes entre os carbonos 4 e 5 (como a esfingosina,
2), entre os carbonos 8 e 9 (5, 6), dienos (7, 8), trienos, trihidroxis saturados (como a
fitoesfingosina, 4) ou insaturados (9, 10). Também pode ocorrer adi¢do do grupo fosfato no
carbono 1, como na esfingosina-1-fosfato. Porém, outros tamanhos de cadeia carbonica, entre
12 a 26 carbonos podem ser encontrados'®?%?!. A variacdo da cadeia mais comum, encontrada
em mamiferos € a Eicosesfingosina-3 (4E-d20:1), identificada em amostras de gangliosideos
do cérebro?.



OH OH OH [s]Z]
/\/\/\/\/\/\/\/’\_) ! I\/\N\/\/\/\/\/R) !
’ Esfinganina, 1 NEH I Esfingosina, 2 _ NEH2
d18:0 ’ 4E-d18:1
QOH OH
/\\/\\/\\/\\/\\/‘""2"2\/5“\\/!\2/| ! :
) Eicoseslingosina, 3 _ "%2 Fitoesfingosina, 4 aH Ni
4E-d20:1 118:0
o4 oH o4 oH
/\/\/\/\/“\\/\/\/'\f) ' V\/\/\/\_/\/\/'\) '
| 8E-d18t1, 5 NéH; BZ-dIIJB: I.k6 N.'q
o4 oH o4 oH
/\/\/V\/\\\/\/\\/‘\) ' I\/\/\/V\_/\/‘\V'\) '
| JESE-d182,7 M § 4E, 8Z-d18:2, 8 N
oH  oH o om

& H ] t i
8E-118:1,9 OH  NA, 8Z-118:1, 10 OH  NH;

Figura 4: Estruturas mais comuns para bases esfingoides de esfingolipidios de plantas e mamiferos.

Outras bases esfingoides menos comuns encontradas em plantas, mamiferos, fungos,
insetos e organismos marinhos estdo ilustradas na Figura 5. A 4E,14Z-esfingodienina (11)
pode ser encontrada no plasma, no cérebro e na aorta humana® e a 6-hidroxiesfingosina (12)
foi encontrada na pele?®*%*, Uma esfingosina incomum, com ligac&o dupla entre os carbonos
3 e 4 (5-hidroxi, 3E-esfingosina; 13)*° foi encontrada em extratos acidos do cérebro. Bases
esfingoides com ramificacdes e variacdes do tamanho da cadeia carbdnica (14, 15) foram
identificadas no leite e nos rins bovinos®.

Os insetos tém principalmente, bases esfingoides com cadeia de 14 e 16
carbonos?”?, tal como 4E-d14:1 (16) e o dieno conjugado 4E,6E-d14:2 (17) encontrado na
Drosophila®. Nematoides apresentam tanto iso-ramificacdo (4E-15-metil-d17:1) quanto
anteiso-ramificacdo (4E-14-metil-d17:1) nas suas bases esfingoides (18, 19)*% *°. Essas
ramificacdes foram relatadas em nemat6ides Onchocerca volvulus® e Ascaris suum, com o
Gltimo também contendo sulfatidos (que ndo é comum em invertebrados)®>. Uma
fitoesfingosina com 15 atomos de carbonos foi encontrada na urina de fémeas de caranguejos
peludos, Erimacrus isenbeckii, e serve como um feroménio sexual®.

Em plantas, nove esfingolipidios séo encontrados facilmente e sdo mostrados na
Figura 4. Somente a eicoesfingosina (3) nao é encontrada em plantas, mas sim em mamiferos.

As bases esfingoides predominantes nas plantas sdo a fitoesfingosina e seus analogos mono-
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insaturados (A4 e A8)*. Existem relatos na literatura de algumas outras variagdes incomuns
da base esfingoide, presentes em menor propor¢do nos esfingolipidios de plantas, com
diferentes tamanhos da cadeia carbdnica, nimero de hidroxilas, posicdo e configuracdo
estereoquimica da ligacdo dupla’®. Os esfingolipidios de plantas com insaturacbes nas
posicOes 4 e 8 podem apresentar uma ramificacdo na cadeia com um grupo metil (ou
hidroxilas em outras posicdes)*’. No entanto, as bases esfingoides ramificadas, como
4E,8E,9metil-d19:2 (20) sdo consideradas mais tipicas para esfingolipidios de fungos®. Os
fungos sdo fontes para uma ampla variedade de bases esfingoides Unicas, como a

termitomicesfina (21) do cogumelo chinés Termitomyces albuminosu®®.

6-hidroxiesfingosina, 12 ©H

4E,6-118:1
OH OH
N\/\/\/\W\:) !
13 D S .
5-hidroxi, 3E-esfingosina, 13 NF; é

H
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base esfingoide Iso-ramificada, 14

| J WH
/\/\/\/\/.w ! S
: s n . Y

14 + = z
4E-d14:1, 16 NH, ES
base esfingdide Anteiso-ramificada, 15
oH oH
/\/\/\/\/\)\/l 1 ]
. | 5
14 \\(\ \\\4 ! : \\ ! : |
) e A = 16 4 é
4E,6E-d14:2,17 e 4E-15-metil-d17:1, 18 N,
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N S
16 : 18 M N 5
4E-14-metil-d17:1, 19 NP, 4E,8E.9Me-d19:2, 20 N,

OH NH,

Termitomicesfinas, 21

Figura 5: Estruturas incomuns para bases esfingoides de esfingolipidios de plantas, mamiferos, fungos, insetos e
organismos marinhos.

Além dos compostos descritos aqui, também podem ser encontradas muitas formas

acetiladas, que sdo intermediarios da biossintese de novo, como a 3-cetoesfinganina, que nédo
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sdo detectados nos organismos, porque € rapidamente reduzida a esfinganina. Também existe
uma fascinante série de compostos denominados o,w-esfingoides, que sdo conectadas pelo

final da cadeia carbdnica de cada esfingolipidio (cauda-cauda) *’.

1.3.2 Ceramidas, Glicosilceramidase, Glicosilinositolfosforilceramidas.

As ceramidas sdo produtos da condensagdo entre uma base esfingoide e um acido
graxo (Figura 6). O acido graxo da ceramida é derivado de complexos de esfingolipidios e é
predominantemente a-hidroxilado, com variages no tamanho da cadeia carbonica de 16 a 26
atomos de carbono®. Os 4cidos graxos e as bases esfingoides sdo ligados por uma ligagéo
amidica. A combinacdo de bases esfingoides com diferentes acidos graxos rende milhares de
possiveis estruturas de ceramidas, sendo conhecidas mais de 200 estruturas distintas®.
Embora a ceramida sirva como precursor de outros complexos de esfingolipidios, elas
também podem atuar em diversas outras funcbes celulares, tanto como mensageiros
intracelulares ou extracelulares, ou ainda, como moléculas reguladoras, que desempenham um

papel essencial em inflamacdes, angiogénese, neurodegeneraco e terapia para cancer>® 4% 4%

42 43; 44
A nomenclatura abreviada para as ceramidas utiliza a combinacéo dos acidos graxos
com as bases esfingoides. Por exemplo, um &cido graxo com cadeia carb6nica de 20 atomos e
uma esfingosina formam uma ceramida designada como d18:1-20:0"®. As ceramidas contendo
esfinganina podem ser chamadas de diidroceramidas, enquanto as que contém uma
esfingosina comumente sdo chamadas de esfingoceramidas.
oH ESFINGOSINA

HO

NH 22

o ACIDO GRAXO (C20)

FITOESFINGOSINA
OH
m/\’)\TA/V\N\M 23
l~[H OoH
L ACIDO GRAXO (C26)

Figura 6: Estruturas de ceramidas mais comuns encontradas em plantas e mamiferos.
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As outras duas subclasses de esfingolipidios encontrados sdo as glicosilceramidas
(GlcCer) e os glicosilinositolfosforilceramidas (GIPCs). Para essas duas subclasses de
lipidios, um grupo polar é ligado no carbono 1 da base da ceramida. Na GlcCer os grupos
polares podem ser a glicose, galactose, globosideo (Figura 7). A adicdo de carboidratos nas

estruturas dos esfingolipidios leva a um aumento na sua complexidade e variedade.
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Figura 7: Estruturas de glicosilceramidas.
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GLICOSILINOSITOLFOSFORILCERAMIDAS OH

Figura 8:Estruturas de glicosilinositolfosforilceramidas. No R,pode conter um grupo hidroxila ou amina ou N-
acetilamina.

Os Glicosilinositolfosforilceramidas (GIPCs) s6 ocorrem em plantas e fungos, a
galactosilceramida é restrita a fungos e animais e a glicosilceramida é comum a todos 0s
eucariontes, incluindo fungos, plantas e animais. A glicosilceramida desempenha um papel
central no metabolismo dos esfingolipidios de mamiferos, uma vez que representa um

intermediario biossintético para a formagdo de mais de 300 diferentes complexos
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glicoesfingolipidos'. A partir dessas quatro subclasses de esfingolipidios de plantas, milhares

de variagdes sdo possiveis, formando assim os mais diversos e complexos esfingolipidios.

1.4 BIOSSINTESE DE NOVO DOS ESFINGOLIPIDIOS

A biossintese de esfingolipidios em mamiferos, plantas e fungos é muito similar. O
que indica que eles possuem uma ancestralidade eucariotica bem antiga. Centenas de milhares
de anos de evolucdo resultaram, surpreendentemente, em apenas algumas diferencas®’.
Mamiferos dispdem de uma diversidade grande de bases esfingoides, prevalecendo a
esfingosina e a esfingomielina, com diferentes esfingolipidios simples e complexos. J& nas
plantas, a quantidade de bases esfingoides € um pouco menor e sdo encontradas
predominantemente apenas nove bases esfingoides-C18, que estdo presentes em proporgoes
diferentes. Porém, as plantas, diferentemente dos mamiferos, possuem a A8-desnaturase que
introduz uma ligagéo dupla entre os carbonos 8 e 9, nas duas configuracdes (E/Z)*.

A biossintese dos esfingolipidios inicia-se com a condensacdo da serina com 0
palmitoil-CoA, pela acdo da enzima serina palmitoil-CoA transferase (SPT), resultando na 3-
ceto-esfinganina que € reduzida pela acdo da 3-ceto-esfinganinaredutase dependente de

NADPH & esfinganina, Figura 9 °.

Cof, '8
";11 -
C i_f_.______hhh OH SCoA o
O .. a* C
+ HoM - e el 3
serina palmitol 1CHz )z : OH
OH trans Merase N . ]
IIECHE}.E Serina 3-ceto-esting anina MM
Palmitol-CoA
OH MADPH
\.\\\\ /—\)\/\ J-ceto-eslinganina (
{CH2}12 : DH redutasse NADF+
Esfinganina EHZ

Figura 9: Inicio da rota biossintetica dos esfingolipidios.

A partir da esfinganina todos os outros esfingolipidios sdo sintetizados. As reacfes
que envolvem modificagcdes na base esfingoide s&o catalisadas por acéo de enzimas e podem

levar a insaturagdes na cadeia carbénica, ou ainda a adi¢ao de hidroxilas, fosfato, glicose e/ou
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acidos graxos a-insaturados. A Figura 10 mostra algumas reagdes de esfingolipidios com base

esfingoide encontrados em plantas e mamiferos®*°.
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Figura 10: Bases esfingoides e suas modificagdes, encontrados em plantas e mamiferos.

As ceramidas sdo formadas por duas vias: em uma as bases esfingoides contendo
duas hidroxilas sdo preferencialmente condensadas com é&cidos graxos de cadeia carbonica
composta por 16 atomos (16:0-CoA), e catalisada pela ceramida sintase . Estas ceramidas sao
0s principais precursores da sintese de glicosilceramidas. Na outra via as bases esfingoides
contendo trés hidroxilas sdo preferencialmente condensadas com acidos graxos maiores, €
esta reacdo é catalisada pela ceramida sintase 1. Estas ceramidas sdo os principais precursores
da glicosilceramida e glicosil inositolfosforilceramida®®

A complexidade estrutural dos esfingolipidios aumenta com a formacdo da ceramida.
A partir da ceramida, as outras classes de ensfingolipidios (glicosilinositolfosforilceramida e
glicosilceramida) sdo geradas. As glicosilceramidas e os outros esfingolipidios sdo formados
exclusivamente no reticulo endoplasmatico. Por outro lado, para a formacdo das
glicosilinositolfosforilceramidas é necessario que a ceramida seja transportada até o complexo
de Golgi, onde o grupo inositolfosforil sera condensado a esta ceramida, formando a

glicosilinositolfosforilceramida®’
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Figura 11: Formacdo de complexos esfingolipidicos de ceramidas (GlcCer e GIPC), a partir da esfinganina.
Adaptado de: MARKHAM et al., 2013.

1.5 TIPOS ESTRUTURAIS DOS AGREGADOS DE ESFINGOLIPIDIOS

Os esfingolipidios sdo substancias anfipaticas que tem como caracteristica quimica
uma cabeca polar hidrofilica e uma longa cadeia de hidrocarbonetos hidrofobica. Substancias
anfipaticas quando dissolvidas em &gua tem como caracteristica formar agregados, nos quais a
parte hidrofébica fica para o interior, afastada da agua e a cabeca polar fica para a parte
externa, em contato com a agua, o que favorece a solvatacdo da substancia anfipatica. Em
solventes apolares ocorre a formacdo de micelas reversas ou invertidas, onde a parte apolar
hidrofobica fica em contato com o solvente e a cabeca polar hidrofilica fica voltada para
dentro da micela. Na figura 12 podem ser observados os principais tipos de agregados®.
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Figura 12: Tipos de agregados formados por moléculas anfipaticas. A micela invertida é formada somente em
solventes apolares.

Para que a agregacdo ocorra, a substancia anfipatica deve estar acima de uma
concentracdo minima. Esta concentracdo minima € mais conhecida como Concentracao
Micelar Critica (CMC), que é uma propriedade intrinseca e caracteristica das substancias
anfipaticas.

Os agregados micelares diferem das demais particulas sélidas ou macromoléculas
rigidas principalmente por serem flexiveis. Isto ocorre porque as for¢as que mantém as
moléculas anfipaticas unidas em uma estrutura de micela (Figura 12) ndo séo ligacdes ibnicas
ou ligagGes covalentes fortes, mas sim devida a interagdes fracas como forgas de Van der
Waals, interagdes hidrofébicas, forcas de interacOes eletrostaticas atenuadas (screened
electrostatic interations) e ligacGes de hidrogénio (que sdo interacGes fortes) 8 Assim, as
mudancas nas condi¢Bes da solugdo onde essas substancias anfipaticas se encontram como
pH, concentragdo de eletrolitos na solugdo, concentracdo molar, ndo somente afeta as
interacOes entre os agregados, mas ira também afetar as forgas intramoleculares dentro de
cada agregado, modificando o tamanho dos préprios agregados. Portanto, é necessario

considerar os fatores que determinam como certas moléculas se associam em diferentes
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estruturas. Embora as interacOes inter-agregados sejam algumas vezes ignoradas, em altas
concentragdes onde podem ocorrer forcas atrativas ou repulsivas, elas devem ser
consideradas.

No caso em que as forcas eletrostaticas repulsivas séo fortes ou ha um elevado efeito
estérico entre os agregados, havera um aumento das forcas repulsivas inter-agregados levando
a sua separagdo. Com isso, diferentes fases sdo formadas e os agregados maiores s&o
favorecidos. Por outro lado, quando as forcas inter-agregados séo atrativas,estes agregados
vao formar micelas menores que podem interagir com outras micelas, originando
superagregados ou interagirem até mesmo com o0s mondémeros em solucdo. Essas forgas
atrativas podem ser devido a forgas de van der Waals ou forcas de ions de correlagcdo — por
exemplo, entre substancias anfipaticas com cabeca polar ndo iénica ou zwtteridnica®.

As forcas majoritarias que governa a agregacdo micelar derivam da repulsdo
hidrofébica na interface dgua-cadeia hidrocarbénica (que induz as moléculas a se associarem)
e da atracdo hidrofilica da cabeca polar. Essas duas interacdes competem dando a ideia de
duas forcas opostas. Em agregados micelares, a interagdo hidrofébica é maior (~50 mJ.m)
comparada com a tensdo da parte hidrofilica (~20 mJ.m?)*. Estas duas forcas podem
diminuir ou aumentar a &rea exposta a agua. Em cada molécula ha uma especificidade no
tamanho da cadeia de hidrocarbonetos (lc), no volume da cadeia de hidrocarbonetos (v) e na
area que a cabeca polar ocupa, que é denominada como area 6tima da cabeca polar (ag). Com

essas informac0es é possivel calcular o Pardmetro de empacotamento (P), definido como:

A partir do Pardmetro de empacotamento, uma série de estruturas possiveis é

previstas e estdo ilustradas no Quadro 1%,
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Quadro 1: O Parametro de empacotamento (P) usado para predizer qual tipo de estrutura possive

|48
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Lipidios com cadeia
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Lipidios com cadeia
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alta concentracéo de sal.
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insaturados.
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1.6 TECNICAS UTILIZADAS PARA CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE

AGREGADOS

Ha uma enorme variedade de técnicas para investigar as propriedades dos agregados
de esfingolipidios. Algumas técnicas sdo espectrofotometria de fluorescéncia, espalhamento
de luz dindmico (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) e estatico (SLS, do inglés Static
Light Scattering), espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS, do inglés Small-angle X-
ray Scattering), medidas do potencial zeta, calorimetria, Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). A escolha da técnica a ser utilizada vai depender das caracteristicas estruturais dos
agregados em estudo.

Para a caracterizagdo estrutural dos agregados de micelas de esfingolipidios as
técnicas de RMN e DLS sdo 6timas escolhas, pois sdo duas técnicas ndo destrutivas, ndo
invasivas, rapidas e que oferecem informacbes sobre as caracteristicas estruturais dos
agregados, dos comportamentos dinamicos e podem trazer informagdes complementares

sobre as interagdes intermoleculares.

1.6.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma das técnicas mais amplamente
utilizadas para a determinacdo estrutural, analise conformacional de moléculas,
comportamentos  dindmicos (de moléculas organicas, inorganicas, biomoléculas)®
compreensdo de interacdes inter e intramoleculares e formacdo de agregados simples ou
complexos em amostras liquidas e sélidas™™ *>. A RMN é também muito utilizada nos estudos
in vivo de Imagem por Ressonancia Magnética (IRM), além de ser uma técnica rapida, nao
destrutiva e ndo invasiva. Certamente, a evolucdo da técnica em relacdo aos instrumentos nas
ultimas décadas culminou no posicionamento da RMN como técnica de anélise principal de
substancias organicas e biomoléculas. Dentre os conceitos basicos da RMN, os dados obtidos
acerca de deslocamento quimico (9), interagdo escalar entre spins (J), interacdo dipolar entre
spins pelo espaco (nOe) e relaxagdo (Ti1/T) permitem a interpretacio de todo o
comportamento de uma substancia (ou grupo de substancias) no ambiente analisado, assim
como sua completa analise qualitativa. **

A técnica de RMN se baseia na absorcdo de energia na regido das frequéncias de

radio (MHz), e a consequente transicdo de spins entre diferentes niveis de energia (a ¢ B, ou
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+Y% e -%, no caso de spins com | = %) que, por sua vez, sdo resultado da presenca de um forte
campo magnético constante (Bo, gerado pelo magneto supercondutor); tal separacdo entre 0s
niveis de energia é dada por E = - [4;.Bo, onde i € 0 momento magnético nuclear do spin. As
frequéncias utilizadas em RMN sdo na ordem de 10° Hz; faixa de frequéncia correspondente
as transicOes dos spins nucleares. A transferéncia de spins entre os estados o e B ocorre apds
absorcdo de energia quando a frequéncia da energia emitida se equipara a frequéncia de
precessao de cada spin do sistema analisado (frequéncia de Larmor); dada por o = yB,, onde
vy € a razdo magnetogirica. O requisito essencial para o funcionamento da técnica é a
ocorréncia de spins com numero de spin, |, diferente de zero. Os nlcleos com | = £ %
apresentam apenas dois estados de energia quando estdo sob influéncia do campo magnético
Bo: é 0 caso de 'H, °C, 3P, *°F, *N, dentre outros. Em casos onde 0s n(imeros de spin s&o
maiores que % o sistema se torna mais complexo, assim como o resultado das analises®" *2,
Nucleos do mesmo elemento quimico apresentam diferentes distribuicdes de densidade
eletronica e ligagdes na molécula, onde cada nucleo estd sujeito a diferentes ambientes
quimicos e entrando em ressonancia com frequéncias ligeiramente diferentes. Sendo as
frequéncias de ressonancia de cada nacleo diretamente relacionadas com o campo magnético
externo, quanto maior for o valor de By, maior sera o valor da sua frequéncia. Como existem
espectrometros de RMN com diferentes campos magnéticos, seria dificil gerar tabelas com os
valores caracteristicos das frequéncias de ressonancia para os diversos tipos de nucleos. Por
isso, foi criada a escala de deslocamento quimico (6) em partes por milhd&o (ppm). O
deslocamento quimico de um nucleo é a diferenca entre a frequéncia de ressonancia do ndcleo
e a frequéncia de um padrdo, geralmente o tetrametilsilano (TMS) usado com os solventes
organicos e sal de sddio do acido 3-(trimetilsilil)-propionico-2,2,3,3-d4 (TSP) ou 2,2-dimetil-
2-silapentano-5-sulfonato de sédio (DSS) usados em amostras aquosas. Portanto o
deslocamento quimico é dado por ppm = 10° x (Vv — vrvs)/Vrms .

Nucleos que tem o mesmo ambiente quimico sdo chamados de equivalentes e 0s
nicleos que tem ambientes quimicos diferentes ou diferentes deslocamentos quimicos séo
chamados de ndo equivalentes. Os nucleos, que estdo proximos um do outro, exercem uma
influencia no campo magnético efetivo de cada um, desdobrando os seus sinais no espectro de
RMN. Este efeito da interacdo entre o spin nuclear de um atomo com o spin dos nucleos
vizinho através da ligacdo € chamado de acoplamento sipn-spin ou acoplamento escalar (J)
que pode ser medido em Hz. Os nucleos que sdo equivalentes tém a constante de acoplamento
igual a zero, por isso o sinal é 0 mesmo para estes nucleos, ja 0s nucleos que nao sdo

equivalentes apresentam uma constante de acoplamento diferente de zero. Este acoplamento
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faz com que os sinais nos espectros de RMN apresentem multiplicidade. Para ndcleos com
spin igual a ¥ (incluindo o0 *H e 0 **C, os dois mais estudos em RMN), a multiplicidade do
sinal segue a regra n+1, onde n corresponde ao nimero de nucleos vizinhos, que estejam
normalmente a duas ou trés ligacdes de distancia, com o qual o referido nucleo acopla. Além
dessas informac@es sobre 0s nicleos, o0s sinais nos espectros de RMN séo quantificaveis, onde
a intensidade dos sinais é diretamente proporcional ao nimero de ndcleos que dé origem ao
sinal. Portanto, a técnica de RMN fornece informacgdes sobre o tipo de nucleo e o seu
ambiente quimico, quais sdo os vizinhos destes nicleos e como eles se interagem, além de
informag6es de quantificacio, relaxacio e coeficiente de difuséo®" % .

No caso de agregados a técnica de RMN pode fornecer informagdes importantes
sobre os processos de agregacdo em solucdo a partir das informacdes estruturais fornecidas
por espectros de RMN de *H, medidas de relaxacio e espectros pseudo 2D DOSY (Diffusion
Ordered SpectroscopY), por exemplo®* > %57 Com isso é possivel observar os efeitos das
interacdes intermoleculares, quando os sinais no espectro de RMN séo alterados, devido ao

novo ambiente quimico que o ndcleo de interesse se encontra™.
1.6.1.1 Comportamento de agregados em espectros de RMN de *H

A espectroscopia de RMN também vem sendo usada como uma ferramenta para a
obtencdo de informacGes com mais detalhes sobre interagcbes intramoleculares e/ou

58,59 e intraGO;Gl

intermoleculares, como ligacfes de hidrogénio inter , estudos de interagdes
intermoleculares como, por exemplo, proteina — proteina®, proteina — acido nucléico ®, e
proteina — ligante®, além de poder fornecer informacdes sobre o comportamento
conformacional dessas substancias em solugdo. Na espectroscopia de RMN algumas
propriedades particulares caracterizam se as substancias em estudo estdo fazendo algum tipo
de interacdo ou ndo, como a presenca de sinais mais alargados, alteracdo no deslocamento
quimico e diminuicdo da intensidade do sinal quando as substancias em estudos estdo
interagindo.Essas caracteristicas podem ser usadas, para evidenciar a agregacdo da substancia
em estudo.

Na area de desenvolvimento de farmacos, compostos que agregam podem dar falsos
resultados positivo, como altos rendimentos de atividade inibitria® ®. A diminuicdo desses
falsos positivos pode ser feita através da observacgéo direta da agregacao desses compostos em

meio aquoso®’. Um dos desafios mais importantes no descobrimento de novos farmacos é o
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de prever se essa nova substancia poderd vir a ser um medicamento e se serd seguro para 0
corpo humano. Porém, muitas destas substancias sdo sintetizadas em solventes organicos e
seu comportamento em solvente organico € completamente diferente do observado nomeio
aquoso.

Substancias que agregam, em solugdo aquosa, adotam um equilibrio entre os
mondmeros, 0s agregados sollveis e as formas sélidas insolUveis, quando esta existirem.
Estes estados podem ser identificados e distinguidos em um espectro de RMN de *H. Para
substancias que fazem a troca lenta entre os monémeros e 0s agregados € possivel identificar
sinais no espectro RMN de 'H referentes aos mondémeros e sinais para os agregados. J&
quando esta troca é rapida, somente um sinal fino é observado no valor médio dos
deslocamentos quimicos entre as duas formas. Para substancias no estado sélido, nenhum
sinal é esperado, quando a analise é feita em solucdo. Substancia solivel em agua é
impossivel de detectar a olho nu se existem agregados ou ndo. Porém a dependéncia da
concentracdo dessas substancias resulta em caracteristicas espectrais incomuns (descritas
abaixo e na Figura 13) para RMN de’H, revelando assim sua existéncia®’.

Esse conceito de diluicio em RMN nos da uma ideia de como os agregados sdo
sensfveis as variacdes de concentracdo. Os espectros de RMN de *H podem nos informar
como as mudangas estruturais variam de acordo com o0 novo ambiente quimico em que esses
agregados se encontram®’. Os espectros de RMN de 'H apresentados na Figura 13mostram

algumas caracteristicas espectrais tipicas para substancias que agregam e que nao agregam em

solucéo.
COMPOSTOS COMPOSTOS
NAO AGREGADOS AGREGADOS
A B
i | 200pM
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Figura 13: llustracdo de como moléculas que agregam e as que ndo agregam se comportam com a diluigdo nos
espectros de RMN de 'H. (A) Compostos ndo agregados. (B) Compostos agregados. Tamp#o fosfato 50 mM pH
7,4 em 100% D20. Adaptado de: LaPlante et al., 2013.
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Na Figura 13 parte A, é possivel observar que com a diluicdo a intensidade dos sinais
do espectro de RMN de *H vai diminuindo, porém os deslocamentos quimicos permanecem
constantes. Isto é o esperado para todas as substancias que ndo agregam, pois 0s sinais dos
espectros de RMN de ‘H sdo proporcionais as quantidades de substancia dentro do tubo de
RMN. As substancias que ndo agregam estdo mais distantes uma das outras, pois quando se
aproximam sdo logo afastadas por repulsdo que elas tém entre si. Isso faz com que o seu
ambiente quimico ndo influencie o ambiente quimico do seu vizinho, sendo assim todas as
espeécies presentes vao sentir o campo magnético (Bo) da mesma forma. Quando diluidos eles
aumentam ainda mais a distancia entres eles e seu ambiente quimico ndo é afetado pela
diluicdo. Entéo, apenas as intensidades dos sinais diminuem com a diluigdo, sem afetar na
largura, deslocamento quimico ou multiplicidade dos sinais no espectro de RMN de *H. Na
parte B da Figura 13 é apresentado o comportamento incomum para substancias que formam
agregados. Em concentra¢fes mais elevadas os agregados comecam a interagir entre si,
influenciando no ambiente quimico dos agregados vizinhos. Enquanto que, ap6s a diluicdo, as
substancias ficam mais distantes e livres. Como resultado, os espectros de RMN de *H séo
incomuns e as mudancas observadas sao devido ao novo ambiente quimico apds a diluicdo. A
primeira mudanca mais significativa nos espectros de RMN de 'H é na quantidade de sinais
que esses espectros apresentam. O nimero de sinais nos espectros pode variar muito devido a
diversidade das espécies solveis na amostra. Se a concentracdo for alta, um agregado pode
até influenciar no ambiente quimico de outro agregado e também, dependendo de sua
natureza, interagirem entre si. Com a dilui¢do a quantidade de sinais varia, pois 0s agregados
vao se transformando em mondmeros e 0s sinais caracteristicos para os agregados vao
desaparecendo do espectro e vdo surgindo os sinais referentes aos mondmeros. Outra
caracteristica incomum nos espectros de agregados é a variacdo dos deslocamentos quimicos
(6), que também esta relacionada com a formacéo de agregados de diferentes tamanhos e com
a possibilidade de interacdo entre eles, 0 que afeta o ambiente quimico dos hidrogénios dos
mondmeros e dos agregados. Quando uma molécula passa de mondmero para 0 seu estado
agregado, os hidrogénios passam a interagir entre as moléculas vizinhas, numa interacéo
intermolecular. Com isso, os sinais podem ser deslocados no espectro para regides de maior
ou menor frequéncia. Uma vez que a largura dos sinais esta relacionada ao tamanho e a taxa
de troca das espécies, espécies grandes, com taxas de troca mais lenta, apresentam sinais mais
alargados. Um alargamento maior em altas concentragdes evidencia a existéncias de espécies

multiméricas de agregados ou de agregados grandes. Por fim, as intensidades dos sinais
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podem se correlacionar com as mudancgas na concentracdo. Porém, as intensidades dos sinais
néo sdo representativas da concentracdo devido ao fato de sua solubilidade ser limitada ao pH
do meio. Para concentracdes elevadas, acima do limite de solubilidade, formas solidas

comecam a surgir e s&o invisiveis para o espectro de RMN de *H®’.

1.6.1.2 Diffusion Ordered SpectroscopY (DOSY)

O experimento de RMN baseado na sequéncia de pulso gradiente de pulso spin-echo
(PGSE, do inglés Pulsed Gradient Spin-Echo) é uma poderosa técnica ndo invasiva para
determinar o coeficiente de difusdo (D) de moléculas ou agregados em solucdo. O coeficiente
de difusdo esta relacionado com o raio hidrodindmico (ry) através da Equacdo de Stokes-

Eisntein:

kgT
- 6nnry

1)

Onde kg € a constante de Boltzman, T a temperatura absoluta e # é a viscosidade.

Como pode ser observado na equacdo, o coeficiente de difusdo ndo depende
exclusivamente do raio hidrodindmico dos agregados, mas de outros fatores, como a
temperatura e a viscosidade. Estes fatores podem estar relacionados com as interacdes
intermoleculares e fornecer diferentes coeficientes de difusao®.

A sequéncia de pulso de PGSE foi desenvolvida nos meados da década de 60 por
Stejskal e Tanner®. Isto ocorreu bem antes da modernizacdo da instrumentacdo em RMN e
somente comecaram a ser aplicadas na década de 90, apds a introducdo dos pulsos de
gradiente de campo nos espectrdmetros de RMN.Toda a parte de processamento do espectro
so foi realizada em 1992 com Charles S. Johnson Jr.que formatoua sequéncia de pulso de
PGSE como um experimento pseudo-bidimensional, em que uma dimensdo representa o
deslocamento quimico do hidrogénio e a outra dimensdo o coeficiente de difusdo (D) para
cada molécula®®,de forma separar cada componente presente na amostra. Essa nova técnica
ganhou o nome de DOSY (“Diffusion Ordered SpectroscopY”). A combinacéo do espectro de
RMN de *H com os valores de difusdo produziram espectros muito semelhantes aos
cromatogramas € com isso a técnica DOSY foi apelidada de “Cromatografia por RMN”.
Porém moléculas ou agregados que apresentam o coeficiente de difusdo muito préximos nao
podem ser identificados individualmente. A maioria dos experimentos com DOSY de

misturas complexas sofrem, em maior ou menor grau, de problemas de sobreposicdo nos
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valores de coeficientes de difusdo. A técnica DOSY vem avangando com intuito de melhorar
a separacao de varios componentes em misturas complexas. Hoje a técnica DOSY associada a
outras técnicas geram espectros com maior resolucao e menos sinais sobrepostos. A resolugédo
espectral pode ser muito melhorada usando-se 3D DOSY, onde o coeficiente de difusdo é
adicionado a outra técnica 2D (por exemplo, COSY-DOSY"” ™ 2DJ-DOSY’* %, HMQC-
DOSY'™ ™ 7 ou pure shift-DOSY’"). Também, o avanco na parte de processamento e
desenvolvimento de novas ferramentas para o processamento dos dados vem sendo muito Util

para tonar a técnica mais precisa e com uma melhor resolugéo’®: 7% 808118283

1.6.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico (DLS) é uma das técnicas mais utilizadas para a
determinacdo do tamanho de particulas ou agregados, atraveés da qual se pode obter o
coeficiente de difusdo de uma particula ou agregado em solucdo, e também seu raio
hidrodinamico, geralmente calculado a partir da difusdo. Esta técnica fornece informacdes
sobre a estrutura de agregados em um curto espaco de tempo, com pouco volume (500 pL) e
em uma ampla faixa de concentracdes (dependo do limite de deteccdo do aparelho)®*.

No DLS, um feixe monocromatico (~658 nm), tal como um laser, incide sobre a
amostra e essa luz sera espalhada em todas as direcdes por uma particula presente na amostra,
se a particula tiver uma polarizacdo diferente da solucdo. A luz espalhada é registrada numa
escala de microsegundos. Particulas em solugdo movem-se ao acaso (movimento Browniano),
particulas com tamanhos diferentes movem-se com velocidades diferentes. Particulas maiores
movem-se com uma velocidade menor e vice e versa®. Desta forma, o coeficiente de difusdo
(D) é inversamente proporcional ao tamanho da particula, e pode ser correlacionado com o

raio hidrodinamico (ry) que é descrito de acordo com a Equacdo de Stokes-Einsten:

kT

D= 1)

6nnry

No DLS, a luz espalhada pelas particulas apresenta 0 mesmo comprimento de onda,
porém, como essas particulas espalham a luz, isso faz com que haja uma diferenca entre a luz
incidente e a luz espalhada. Em sistemas formados por pequenas particulas, com movimentos

maiores, a variacdo da luz espalhada é maior, devido ao fato de que a particulas menores e
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com movimentos mais rapidos cruzam a janela mais vezes dentro de um intervalo de tempo
(Figura 14).

Laser

Luz ndo espalhada

Detector Z e‘; e"‘ Intensidade média

LLuz espalhada que chega ao detector

Figura 14: Representacdo de como as particulas em movimento espalham a luz e como o aparelho de DLS
detecta. Adaptado de: Zetasizer Nanoseries (2004)

Portanto, a variacdo da intensidade de espalhamento com o tempo é descrita através
de uma funcdo de auto-correlacdo temporal G(t), como mostrada na Equacédo 2, onde I(to) € a

intensidade de luz incidente e I(t,) a intensidade de luz espalhada.

G(t) = I(to). 1(t,) )

Para uma dispersdo de particulas pequenas, observa-se um decaimento mais rapido
na funcdo de auto-correlacdo G(t) do que no caso de dispersdes contendo particulas grandes®®.
Ap6s um determinado tempo, a intensidade de luz espalhada I(t,) terd cada vez menor
correlacdo com a intensidade de luz incidente I(to) e a funcdo de auto-correlacdo G(t) tende a
zero. Esse decaimento é exponencial e também é em funcéo do tempo.

Para particulas esféricas e monodispersas, G(t) é expresso como:
G(t) = e Tt (3)
ondet ¢ o tempo de analise e I" ¢ a razdo de decaimento da curva exponencial obtida da fungéo

de auto-correlagdo. Esta razdo de decaimento é diretamente proporcional ao coeficiente de

difuséo translacional D e pode ser dada por:
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I'=D.q? (4)

onde g é o vetor de onda da luz espalhada, dado por:

q = (4mn/Ag)sen(6/2)  (5)

onde #é o indice de refracdo do meio, 1o é o comprimento de onda da luz incidente e 6 é o
angulo no qual o detector esta localizado. Tendo-se o valor de I, a partir da equacdo 5 0s
valores de D séo obtidos e, finalmente, o raio hidrodindmico dasparticulas (ry) através da
equacdo de Stokes-Einstein?® 49 84:85:86:87:88

A maioria dos estudos sobre a SP e a S1P estdo relacionados as suas funcbes
bioldgicas. Ndo existem muitos trabalhos na literatura sobre o comportamento estrutural da
SP e da S1P em solucdo. Somente foi encontrado o trabalho desenvolvido por Sasaki et
al.(2009)*° sobre a agregacdo da SP e da S1P em diferentes valores de pH, forcas ionicas e
concentragdes,usando DLS, titulacdo e RMN com o objetivo de medir a dependéncia da CMC
devido as mudancas de pH e como a ionizacdo do meio afeta as liga¢fes de hidrogénio da SP.
Os resultados revelaram uma complexa dependéncia da agregacdo com o pH. Isto é
importante porque as células ndo sdo compostas por organelas que possuem um pH uniforme.
Foi determinado o CMC da SP e da S1P em pH fisioldgico (7,4), que foi de 0,99 uM e 14,35
UM respectivamente. A S1P apresentou uma CMC cerca de 14 vezes maior que SP, que pode
ser devido ao fato da S1P apresentar um grupo fosfato na posicdo 1. Para a SP a situagéo
apresentou-se mais complicada, com uma dependéncia profunda da agregacdo em relacéo ao
pH. Onde a esfingosina em pH acido apresentou CMC cerca de 2,4 vezes mais do que em pH
basico. Em pH baésico, a SP apresentou valores de raio hidrodindmico que aumentam de
tamanho com o aumento da concentracdo, sem haver um limite. Como os esfingolipidios
apresentam doadores e receptores de ligacGes de hidrogénio, estas substancias podem fazer
tanto interagOes intramoleculares como intermoleculares. Por isso, esses agregados cada vez
maiores em pH basico, podem ser estabilizados por interacdes de ligacdes de hidrogénio
intermoleculares, visto que a esfingosina estaria na forma neutra. Em pH &cido, a esfingosina
na forma protonada seria mais abundante, favorecendo as ligagBes intramoleculares que

estabilizariam agregados menores.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar por RMN, DLS e calculos tedricos o processo de formacdo de agregados da

esfingosina e esfingosina-1-fosfato em meio aquoso

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Atribuir os deslocamentos quimicos de 'H da SP e S1P em solventes
organicos e em solucao aquosa;

Investigar por RMN, como as mudancas no pH e na concentracdo influencia
no processo de agregacdo da SP e da S1P;

Avaliar a existéncia de agregados de SP e S1P em concentracdes proximas as
concentracdes fisiologicas;

Medir os diametros dos agregados de SP e S1P por DLS em diversos valores
de pH e concentracao;

Identificar por célculos tedricos os conférmeros de menor energia e as
ligaghes de hidrogénio formadas nas interagdes intra e intermoleculares das

formas protonada e neutra da SP.
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3 MATERIAL E METODOS

Nas andlises da esfingosina (SP) e da esfingosina-1-fosfato (S1P) foram utilizadas
trés técnicas para avaliacdo da formacdo dos agregados — Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), Espalhamento de Luz Dinamico (Dinamic Light Scattering - DLS) e Caélculos
Tebricos. Os espectros de RMN de H mono e bidimensionais foram adquiridos no
Laboratorio Multiusuario de Anélises por RMN (LAMAR, IPPN, UFRJ) e no Centro
Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear (CNRMN, 1BgM, UFRJ) com a colaboragdo do
Prof. Dr. Fabio C. L. Almeida.As medidas do raio hidrodindmico (R;) por DLS foram
realizadas no Laboratério de Agregacdo Protéica e Amiloidogénese (LAPA, IBgM, UFRJ)
com a colaboracdo da Profa. Dra. Susana Frases Carvajal. Os Calculos Teéricos foram
realizados no Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBIo, FF,
UFRJ) com a colaboragdo do Prof. Dr. Carlos Mauricio R Sant’ana.

3.1REAGENTES, SOLVENTES E PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUES

Esfingosina (SP): D-esfingosina ou (2S,3R,4E)-2-amino-4-octadeceno-1,3-diol. CAS
123-78-4. Marca: Sigma-Aldrich. Férmula molecular: CigH37NO,. Peso molecular: 299,49
g/mol, 99% de pureza.

Esfingosina-1-fosfato  (S1P): (2S,3R,4E)-2-amino-4-octadeceno-1,3-diol-1-fosfato
ou D-eritro-esfingosina-1-fosfato. CAS 26993-30-6. Marca: Sigma-Aldrich. Férmula

molecular: C1gH3sNOsP. Peso molecular: 379,47 g/mol, 98% de pureza.

Os solventes utilizados para solubilizar a SP e a S1P foram:

e Agua deuterada (D,0), 99,9% de deuteracfo, Cambridge Isotope Laboratories Inc USA.

e Cloroférmio deuterado (CDCl3) 99,8% de deuteracdo + 0,05% v/v TMS, CAS 865-49-6,
Cambridge Isotope Laboratories Inc USA.

e Dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) “100%”, 99,96% de deuteracdo + 0,05% v/v
TMS, CAS 2206-27-1, Cambridge Isotope Laboratories Inc USA.

e Metanol deuterado (CD3OD), 99,8% de deuteracdo + 0,05% v/v TMS, CAS 811-98-3,

Cambridge Isotope Laboratories Inc USA.
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Para o preparo da solugéo estoque de tampdo fosfato foram utilizados:

. Fosfato monossodico mono-hidratado, 98% de pureza, CAS 7558-80-7, MERCK.
. Fosfato dissodico hepta-hidratado, 98% de pureza, CAS 7782-85-6, MERCK.

A &gua utilizada no preparo das solucdes, para limpeza dos materiais e dos tubos de

RMN foi produzida a partir de um sistema de purificacdo Mili-Q da empresa Milipore.

3.1.1 Preparo da solucéo estoque da SP e da S1P

Para o preparo da solugdo estoque, 2,6 mg da SP foi pesada em uma balanga analitica
Shimadzu (modelo A4 220, classe 1) e solubilizada em 4 mL de 4gua Mili-Q, resultando em
uma concentracdo de 2,17 mM. Para a S1P, foram pesados 2,0 mg e solubilizados em 3,1 mL

de agua Mili-Q, resultando em uma concentracdo de 1,7 mM.

3.1.2 Preparo do tampao fosfato

As solucdes estoques do tampdo fosfato 100 mM foram preparadas em pH 5,0, pH
7,2 e pH 10,0 em agua miliQ conforme a Tabela 1. Para todas as solucdes o pH foi ajustado
em um phmetro Analyser — modelo 300 e as solugfes estoques foram armazenadas (em
freezer,a—20°C).

Tabela 1: Preparo de 100 mL de solucdo tampdo fosfato 100 mM

B fosfato monossodico fosfato dissodico
pH da solucéo ] ]
mono-hidratado hepta-hidratado
5,0 1,3614 g 0,036 g
72 0,4363 g 0,4852 g
10,0 0,0011 ¢ 2,678 ¢

Para as analises por RMN as amostras de SP e S1P foram preparadas em diversos

solventes e concentragdes conforme descrito abaixo.
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3.1.3 Solubilizagcédo em 90% H,0 e 10% D,0O

Para o preparo da solugdo de SP 1 mM em tampéo fosfato 10 mM nos trés valores de
pH a serem analisados (5,0, 7,2 e 10,0). Foram usados 276 pL da solucdo estoque de SP, 60
pL da solucdo estoque do tampdo fosfato de cada pH, 60 pL de D,O (para ajuste do lock) e
mais 214 pL de agua Mili-Q para completar o volume total de 600 pL.

Para o preparo da solu¢do de S1P 1 mM em tampé&o fosfato 10 mM, foram usados
353 pL da solucéo estoque de S1P,60 pL da solucdo estoque do tampdo fosfato, 60 pL de
D,0 e mais 127 pL de dgua Mili-Q para completar o volume total de 600 pL. Estas diluicdes

foram feitas para os trés valores de pH a serem analisados (5,0, 7,2 e 10,0).

3.1.4 Solubilizacédo em 100% D,0

Devido ao alto custo da SP e da S1P, as amostras preparadas em agua com 10% D-0,
apos terem sido analisadas por RMN, foram liofilizadas (liofilizador Liotop L108) e
solubilizadas em 100% D,0O, para ser possivel de obter um espectro mais limpo sem a
presenca do sinal da agua.

3.1.5 Solubilizacdo em DMSO-d6

0,399 mg da SP foram solubilizadas em 600 puL de DMSO-d6 resultando uma
concentracdo de 2,17 mM. Foi utilizado o DMSO-d6 de ampola que ndo € 100% puro, pois
apresenta uma pequena quantidade de TMS (0,05% v/v) e uma minima quantidade de agua
residual. Posteriormente, foram adicionados 60 pL de D,O no tubo para que o processo de
agregacdo comecasse a ocorrer. Esta adicdo resultou em uma mistura de solventes na
proporcédo 90% DMSO-d6:10% D,0O, passando a concentracdo da SP para 1,97 mM. Foram
feitas sucessivas adi¢des de D,O até atingir a proporcéo 60% DMSO-d6:40% D,0.

0,228 mg da S1P foram solubilizadas em 600 pL de DMSO-d6 resultando numa
concentracéo de 1,17 mM. De forma semelhante ao procedimento feito com a SP, foram feitas
adicOes de D,0O para a avaliagdo da agregacao.

As concentracdes e as propor¢oes dos solventes da SP e da S1P variaram de acordo

com a Tabela 2.
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Tabela 2: ConcentracGes e proporcao dos solventes para a SP e a S1P.

SP S1P
Concentracdo/mM Proporgao de Concentracdo/mM Proporgao de DMSO-
DMSO-d6 e D,O dé e D,O

2,17 100% 1,17 100%
1,97 90:10 1,06 90:10
1,81 80:20 0,97 80:20
1,67 70:30 0,88 70:30
1,55 60:40 - -

As concentracdes da SP e da S1P ndo foram exatas, pois a solubilizacdo ndo foi
completa. Com isso, a concentracdo foi estimada com o peso do material sélido e o volume

usado para solubilizar.

3.1.6 Solubilizagdo em CDCl;

A SP foi solubilizada em CDCI; para a confirmacdo da estrutura, ja que em DMSO-
d6 foram observados mais sinais no espectro de RMN de *H do que era esperado. 0,399 mg
da SP foram solubilizados em 600 pL de CDCIl; para uma concentracdo final de 2,17 mM (as

mesmas condi¢Bes usadas em DMSO-d6).

3.1.7 Solubilizagcdo em CD;0OD

A S1P foi solubilizada em CD3;OD para a confirmacgéo da sua estrutura, uma vez que
a S1P ndo havia sido completamente soliuvel em DMSO-d6. Porém, em CD3;OD sua
solubilizacdo também ndo foi completa. Assim, foi adicionado D,0O, para aumentar a
polaridade e a solubilidade da S1P, resultando numa mistura dos solventes (CD;OD:D,0) na
proporcao 95:5. A massa pesada da S1P foi de 0,401 mg e o volume usado de CD3;0D:D,0

para solubilizar foi de 600 uL resultando uma concentracéo final de 2,17 mM.

3.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os experimentos de RMN foram feitos no espectrometro de RMN — VARIAN
(Agilent) / VNMRS 500, operando a 499,78 MHz para o *H, do Laboratério Multiusuério de
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Anélises por RMN (LAMAR, IPPN, UFRJ) e no espectrometro de RMN — Bruker Avance Il
800, operando a 800,40 MHz para o *H, do Centro Nacional de Ressonancia Magnética
Nuclear (CNRMN, IBgM, UFRJ). Todos os espectros foram processados com o0 programa
MestReNova 6.0.2.

3.2.1 Parametros para aquisicdo dos espectros de RMN de *H

No espectrébmetro de 500 MHz disponivel no LAMAR foram adquiridos os espectros
para a atribuicao dos deslocamentos quimicos da SP em DMSO-d6 e em CDCI; e da S1P em
CD30D e D,0 na proporcao 95:5, os espectros com diferentes proporcdes de DMSO-d6 e
D,0O, os espectros DOSY e o0s espectros com variagdo de pH. Estes espectros foram
adquiridos com os seguintes parametros: numero de acumulagdes (scans) variando entre 256 e
512, intervalo de relaxacdo entre 1 e 2 s, largura espectral de 8012,8 Hz, com tempo de
aquisicdo de 2,0447 s, nimero de pontos (complex points) de 16384 e o ganho do receptor
(receiver gain) variou entre 0 e 52. Temperatura de 25°C. Os valores especificos para cada
espectro estdo descritos nas legendas das figuras.

3.2.2 Atribuicéo dos deslocamentos quimicos para SP e S1P

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos da SP foi feita a partir da analise dos
espectros de RMN de 'H em DMSO-d6 e em CDCl;, ambos com 0,05% TMS
(tetrametilsilano) como referéncia de deslocamento quimico zero. Os espectros foram
processados no MestRenova e a funcdo de apodizacdo exponencial de 1,5 Hz foi utilizada
para melhorar a relacdo sinal/ruido.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos da S1P foi feita a partir da analise do
espectro de RMN de *H em CD3;0D com 0,05% TMS. Para suprimir o sinal da agua residual
presente no solvente foi usada a sequéncia de pré-saturacdo. O espectro foi processado no
MestRenova com a funcdo de apodizagdo exponencial de 2,0 Hz. Além do espectro de RMN
de *H foram também adquiridos espectros gCOSY (COrrelation SpectroscopY) para a SP em
DMSO-d6 e para a S1IP em CD3;OD. Os espectros COSY foram adquiridos com 128
acumulacdes, 128 incrementos, ganho do receptor em 0, 1202 pontos, tempo de relaxacdo de
1,0 s. Os n(cleos detectados no espectro de gCOSY foram ambos os nucleos de *H.

O espectro de gHSQC (Heteronuclear Single Quantum Cohorence) da esfingosina
em DMSO-d6, concentragdo de 2,17 mM, foi adquirido a temperatura 25°C, com 128
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acumulacdes, ganho do receptor em 0, 1202 pontos, tempo de relaxacdo de 1,0 s, o valor de J
igual a 146 Hz. Os n(cleos detectados no espectro de gHSQC foram o *H e 0 *C.

3.2.3 Efeito do solvente na agregacao da SP e da S1P

A analise da formacao de agregados da SP e da S1P foi feita a partir do espectro de
RMN de 'H em DMSO-d6 com sucessivas adicdes de 10 % v/iv de D,O na amostra. As
concentragdes da SP e da S1P e as proporgdes de DMSO-d6 e D,O variaram de acordo com a
Quadro 1. Para a supressao do sinal da agua foi usada a sequéncia de pulsos WATEGATE
Soft Pulse e os parametros de aquisi¢cdo foram os mesmos até entdo utilizados para 0s outros
espectros, somente o ganho de receptor variou de 30 (em 100% DMSO-d6) para 0 (quando o
D,0O foi adicionado). Os espectros foram processados no MestRenova com a funcdo de
apodizacao exponencial (Ib) de 1,5 Hz e o sinal da agua foi suprimido no processamento com
0 método Convolution e usado 4 no parametro de seletividade.

Para as medidas do coeficiente de difusdo dos agregados formados foram adquiridos
espectros DOSY. Os espectros DOSY foram adquiridos com a sequéncia de pulsos Dbppste
(bipolar pulse pairs stimulated echo), com o diffusion gradiente length (6) em 1,5 ms e
diffusion delay (A) de 100 ms e a forca do gradiente variando de 2,15 a 53,85 G cm™ com 15
incrementos. O processamento dos espectros foi feito no programa DOSY Toolbox,” e o
processamento usado foi o LOCODOSY.

3.2.4 Efeito do pH na agregacéo da SP e da S1P

Para os estudos de agregacdo da SP e da S1P foram adquiridos espectros de RMN de
'H das amostras na concentragdo del mM solubilizadas em tamp&o fosfato 10 mM nos pHs
5,0; 7,2; 10,0. As andlises foram feitas para a SP e a S1P em 90% H,0 com 10% D,0 e 100%
D,0 (como descrito nos Itens 3.1.3 e 3.1.4). Para estes espectros foram usados de 256 a 512
acumulagbes (scans). Os espectros foram processados com o programa MestReNova com
funcdo de apodizacdo exponencial (Ib) de 3,00 Hz e o sinal da agua foi suprimido no

processamento com o método Convolution e usado 24 no parametro de seletividade.
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3.2.5 Efeito da concentracdo da SP e da S1P na formacé&o dos agregados

As amostras da SP e da S1P ambas 1 mM foram preparadas em tampé&o fosfato 10
mM, pH 7,2 e em 100% D,O (com 0,05 % v/v de TSP). Foram feitas diluicbes da
concentracdo inicial de 1 mM até 12 uM e as dilui¢cBes foram acompanhados por espectros de
RMN de *H. Os espectros foram adquiridos no espectrdmetro de RMN Bruker de 800 MHz a
25°C com o numero de acumulacgdes (scans) variando entre 256 (para as amostras mais
concentradas) até 3500 (para as amostras menos concentradas), intervalo de relaxacdo de 1,2s,
largura espectral de 12820,5 Hz, numero de pontos (complex points) de 16384 e ganho do
receptor (receiver gain) de 16. Os espectros foram processados com o0 programa
MestReNova. A intensidade dos espectros foi ajustada a partir da intensidade do sinal do TSP,
por ser o Unico sinal com a mesma intensidade em todos os espectros. O sinal do TSP foi
ajustado para 0 ppm, a linha base corrigida com o método Whittaker Smoother e foi feita uma
apodizacdo com a exponencial (Ib) de 1,4 Hz. Com esse processamento 0S espectros nao

tiveram grandes perdas nas intensidades nem nas multiplicidades dos sinais.

3.3 ESPALHAMENTO DE Luz DINAMICO (DLS)

Os diametros efetivos da S1P foram medidos em um aparelho de espalhamento de
luz Quase-Elastic Light Scattering (QELS) com um detector dos tamanhos das particulas a
90Plus/BI-MAS. As medidas foram feitas a 25°C, com o detector a 90° e 0 comprimento de
onda em 658 nm. As distribuicbes multimodais dos didametros das particulas foram geradas
pelo algoritmo NNLS (do inglésNon-Negatively constrained Least Squares) com base na
intensidade de luz dispersa por todas as particulas (q). A partir do valor de q pode-se calcular
a razdo de decaimento da curva exponencial obtida da funcdo de auto-correlacdo (I') e a
difusdo (D). A partir dos valores de difusdo o didmetro das particulas é calculado pela
Equacdo de Stokes-Einsten.

Para o experimento de DLS foram retirados 230 pL da solucdo estoque da SP e
diluidos em 270uL da solucéo tampé&o fosfato 10 mM nos pHs 5,0, 7,2 e 10,0, resultando em
um volume total de 500 pL e na concentracdo de 1 mM para a SP. Apds a medida do diametro
das particulas, foram feitas diluicdes das amostras para as concentragdes de 200 uM, 25 uM e

6 LM com uma leitura sendo feita para cada concentracao para os trés valores de pH.
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3.4 CALcuULOS TEORICOS

Todos os calculos foram realizados com programa Spartan 08’ (WaveFunction Inc.-
Licenca DQAIR/USB HASP). Os dimeros de SP foram desenhados de acordo com o0s
possiveis pHs do meio experimental. Sendo assim foram desenhados dimeros com o grupo
amino neutro e dimeros com o grupo amino protonado. A cadeia carbdnica ndo foi
representada por completo para minimizar 0 namero de &atomos e assim, 0 tempo
computacional para realizacdo de todos os célculos. Sendo assim, a cadeia carbénica foi
representada até o carbono 7. Os dimeros foram submetidos a uma analise conformacional por
mecanica molecular com o campo de forca MMFF, empregando o método de Monte Carlo.

Foram geradas centenas de geometrias possiveis dos dimeros da SP. Dentro das 10
primeiras geometrias com menor energia foram analisadas aquelas que apresentaram maior
semelhanga com a formacdo de agregados e selecionadas para otimizacdo de energia e
posterior comparagdo com agregados. As geometrias escolhidas foram submetidas a calculos
quanticos semiempiricos utilizando o método PM3 e as entalpias foram analisadas para

estudar os dimeros mais estaveis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A SP e a S1P sdo esfingolipidios que apresentam natureza anfipatica, formando
agregados micelares em meio aquoso. No entanto, o processo de formacao destes agregados
ainda ndo estda bem determinado. Uma vez que a SP e a S1P desempenham funcGes

reguladoras importantes em doencas neurodegenerativas, inflamacdes e diversas outras® %"

9592 o se encontram em diferentes condices fisiolégicas nos organismos, é de grande
importancia a compreensdo do comportamento destes esfingolipidios nestas diferentes
condicGes. As maiores diferencas das condic@es fisioldgicas podem estar nos valores de pH,
pois as células sdo divididas em organelas onde cada uma delas possui um pH caracteristico®.
Além disso, a SP e a S1P podem ser encontradas dentro e fora das células. Sendo assim, este
trabalho tem como intuito uma melhor compreensdo do processo de agregacédo da SP e da S1P

em diferentes condicdes.
4.1 ANALISES POR RMN

4.1.1Atribuicso dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN de 'H

Para que fosse possivel avaliar com maior precisdo os efeitos das diferentes
condicdes experimentais, como variacdes de solventes, pHs e concentracBes sobre a estrutura
da SP e da S1P, este estudo iniciou-se com a atribuicdo dos deslocamentos quimicos nos
espectros de RMN de *H 1D e bidimensionais (2D).

Atribuicdo dos deslocamentos quimicos de *H da Esfingosina (SP)
A partir da analise do espectro de RMN de 'H 1D da SP 2,17 mM em DMSO-d6
(Figura 15) é observado um sinal na regido das metilas em 0,85 ppm (3H, t, J = 6,7 Hz)

correspondente a metila da posicdo 18. O sinal em 1,24 ppm (21H, s) foi atribuido aos
hidrogénios da cadeia carbdnica (H8 — 17), sendo todos eles quimicamente equivalentes. O
sinal em 1,32 ppm (2H, d, J = 5,8 Hz) foi atribuido aos hidrogénios da posi¢do 7. Outro sinal
em 1,98 ppm (2H, dd, J = 13,5 e 6,7 Hz) foi atribuido aos hidrogénios na posicdo 6, esses
hidrogénios sdo do metileno ligado a um carbono SP? (alilicos), sendo o metileno mais
desblindado no espectro. O sinal em 2,57 ppm (1H, dd, J = 11,4 e 5,7 Hz) foi atribuido ao
hidrogénio na posicao 2, sendo em parte sobreposto pelo sinal do solvente, a proximidade de
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outro atomos mais eletronegativos faz com que seu sinal no espectro esteja mais desblindado.
Ja o sinal em 3,77 ppm (1H, d, J = 4,3 Hz) foi atribuido ao hidrogénio na posicao 3.
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Figura 15: Espectro de RMN de *H (499,79 MHz) da esfingosina em DMSO-d6, concentragdo de 2,17 mM, a
25°C, com 256 acumulagfes e 16384 pontos. Processamento com apodizacdo exponencial (Ib) de 1,50 Hz.

Os sinais em 5,44 ppm (1H, dd, J = 15,5 e 5,7 Hz) e em 5,54 ppm (1H, m) foram
atribuidos aos hidrogénios olefinicos. Porém, somente com o espectro gCOSY (Figura 16)
que foi esclarecido qual era o sinal referente ao H4 e ao H5. Sendo assim, no espectro de
gCOSY o sinal em 5,44 ppm foi atribuido ao H4 por haver uma correlacdo deste hidrogénio
com o hidrogénio da posi¢do 3. Duas correlagcdes foram observadas para o0 H3 com o H4 e
com o H2. Para o sinal da hidroxila foi observado uma correlacdo entre a hidroxila e o0 H3
sugerindo que essa € a hidroxila na posicéo 3.

No espectro de RMN de *H em DMSO-d6 (Figura 15) hé sinais mais discretos na
regido entre 8,6 e 6,6 ppm que sugere serem sinais dos hidrogénios ligados ao nitrogénio.
Além disso, ha sinais com menores intensidades no espectro inteiro indicando a presenca de
outras espécies, provavelmente agregados da SP, em DMSO-d6. Atribuicdo completa da

estrutura esta representada na Figura 15.
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Figura 16: Espectro de RMN de gCOSY 'H-'H (499,78 MHz) da esfingosina em DMSO-d6, concentragdo de
2,17 mM, a 25°C, com 128 acumulacdes, 128 incrementos, ganho do receptor = 0 e 1202 pontos em f2 e 128
pontos em f1.

No espectro de gHSQC (Heteronuclear Single Quantum Cohorence), Figura 17, sdo
observados os acoplamentos entre hidrogénios e carbonos diretamente ligados (*Jcr). Na
sequéncia de pulsos gHSQC, pode ser feita uma selecdo por diferenca de fase entre os sinais
de CH, e dos sinais de CH e CHs. Os hidrogénios da metila na posicdo 18 estdo ligados
diretamente ao carbono em 14,7 ppm. Os hidrogénios da cadeia carbbnica (H8 — H17)
mostram correlagdo com carbonos por volta de 20 ppm. O H6 esta ligado ao carbono em 32,5
ppm. O H2 esta ligado ao carbono em 57,4 ppm. Os hidrogénios na posicdo 1 sao
diasterotépicos e mostram correla¢do com carbono em 63,4 ppm. O H3 esta ligado ao carbono
em 73,1 ppm. Os hidrogénios olefinicos H4 e H5 estdo ligados aos carbonos em 131,1 ppm e

130,9 ppm, respectivamente.
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Figura 17: Espectro de RMN gHSQC (499,78 MHz) da esfingosina em DMSO-d6, concentragdo de 2,17 mM,
temperatura 25°C. 128 acumulag6es; Ganho do receptor = 0; 1202 pontos em f2 e 128 pontos em f1; J = 146 Hz.
CH; (vermelho), CH e CHj; (azul).

Espectro de RMN de *H da SP também foi adquirido em CDCl; (Anexo 1) e em DO
em tampdo fosfato pH 7,2 (Anexo 2) e comparado com 0 espectro em DMSO-d6 para

verificar a variacdo dos deslocamentos quimicos nos diferentes solventes. Os valores dos

deslocamentos quimicos para cada hidrogénio da SP em DMSO-d6, em CDCl; e em D,0

foram organizados na Tabela 3 e comparados com a literatura®.

Tabela 3: Deslocamento quimico dos sinais de hidrogénios da esfingosina por RMN de *H (499,78 MHz) em
CDCl3;, em DMSO-d6 e em D,0 a 25 °C, concentracdo 2,17 mM. Dados da literatura do espectro de RMN de H

(400 MHz, CDCly).

Hlddr;)gse;los éem /?;g/lnfo dé sem CDCl, /ppm 5 D,0 /ppm ) thera}glr;?nggw CDCl;
H la 3,23 3,69 3,64 3,70
H 1b 3,42 3,63 3,55 3,61
H?2 2,57 2,89 3,19 2,88
H3 3,77 4,05 - 4,04
H4 5,44 5,48 - 5,47
H5 5,54 5,77 - 5,76
H6 1,98 2,06 1,75 2,05
H7 1,32 1,37 1,17 1,37
H8-17 1,24 1,26 1,16 1,20 -1,40
H 18 0,85 0,88 0,70 0,88
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Assim os hidrogénios da SP foram atribuidos nos espectros de RMN em diferentes
solventes e confirmados com a literatura. A SP foi mais solivel em CDCI; do que DMSO-d6.
Esta diferenca de solubilidade, provavelmente, se deve a presenca de agua residual no
DMSO-d6 favorecendo a agregagdo da SP, ja que sua CMC é de 0,99 uM em pH 7,4%°.
Portanto, os sinais extras observados no espectro em DMSO-d6 estdo relacionados a espécies
agregadas que sdo formadas devido a presenca da &gua residual do DMSO-d6. Os sinais das

hidroxilas s6 foram observados no espectro em DMSO-d6.

Esfingosina-1-fosfato (S1P)
A S1P apresentou baixa solubilidade em DMSO-d6 e uma melhor solubilidade em

CD30D e D,0 na proporcdo 95:5. Sendo que nesta Gltima, a concentracdo da amostra de S1P
ndo pode ser definida com precisdo, pois ainda apresentava particulas solidas em suspensao.
Assim, a concentragdo € aproximada, determinada pela quantidade de material pesado e o
volume usado para solubilizar. O espectro de RMN de *H da S1P (Figura 18) foi adquirido

com a concentracdo de 1,97 mM.
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Figura 18: Espectro de RMN de 'H (499,78 MHz) da esfingosina-1-fosfato em CD;OD:D,0 (95:5),
concentragdo de 1,97 mM, a 25°C, com 256 acumulacfes e 16384 pontos. Processamento com apodizacéo
exponencial (Ib) de 1,50 Hz.
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O sinal em 0,89 ppm foi atribuido a metila (H18), sua integral foi normalizada para 3
e 0s outros sinais integrados baseados neste valor.O espectro de RMN de 'H da S1P
apresentou maior nimero de sinais comparado com o espectro da SP. Isto pode ser atribuido a
presenca de agregados da S1P ja que sua CMC, em é4gua, é de 14,35 uM®. A presenca de
sinais referentes aos agregados causou ddvidas no assinalamento do espetro de RMN de H da
S1P, porém com o auxilio do espectro COSY (Figura 19) foi possivel fazer a atribuicdo dos
sinais. As correlacdes observadas no COSY foram entre H5 - H6, H4 - H3, H4 - H5, H3 -
H2,H3 - H4, H2 - H1 e H2 - H3.
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Figura 19: Espectro de RMN gCOSY 'H-'H (499,78 MHz) da esfingosina-1-fosfato em CD;0D, concentragio
de 1,97 mM, a 25°C, com 128 acumulacdes, 128 incrementos, ganho do receptor = 0 e 1202 pontos em 2 e 128
pontos em f1.

Na Tabela 4 sdo apresentados todos os sinais atribuidos aos hidrogénios da S1P, suas

multiplicidades e constantes de acoplamento.
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Tabela 4: Deslocamento quimico dos sinais de hidrogénios da esfingosina-1-fosfato do espectro de RMN de *H
(499,78 MHz) em CD50D e D,0 (95:1), a 25 °C, concentracdo 1,97 mM.

Hidrogénios da Esfingosina-1- Desl ¢ imico (5)/ Multiplicidade e Constante
fosfato eslocamento quimico (3)/ppm de Acoplamento (J)/Hz
H1a, 1, 4,23 -3,99 m

H?2 3,41 m

H3 4,34 t,J=6,0

H4 551 dd,J=15,6;7,1

H5 591 m

H6 2,11 dd,J=13,8;6,8

H7 1,33 t,J=5,0
H8-17 1,28 S

H 18 0,89 t,J=6,8

Os sinais na regido de 3,78 — 3,50 ppm séo reportados na literatura® como impurezas
da Sigma-Aldrich para a S1P. A presenca de outros sinais ndo atribuidos aos monémeros esta
relacionada a espécies agregadas sollveis que sdo formadas devido a presenca da &gua
adicionada. A atribuicdo do espectro de RMN de *H da S1P foi completa e confirmada através
da comparago com a literatura.®**®

Nos espectros em D,O da SP e da S1P, os sinais sofrem grandes variacfes nos
deslocamentos quimicos comparados aos outros solventes. Com isso, a partir dos espectros
em DMSO-d6 foram feitas sucessivas adigfes de D,O com o intuito de averiguar melhor

essas variacdes nos espectros.

4.1.2 Formacao de agregados da SP e da S1P: efeito do solvente

Devido & complexidade dos espectros de RMN de *H da SP e da S1P em 4gua, onde
varios sinais ndo puderam ser identificados, decidimos averiguar o processo de agregacdo da
SP e da S1P em é&gua iniciando a analise a partir dos compostos dissolvidos em solventes
organicos, onde a forma monomeérica seria predominante. Para a SP e a S1P foram adquiridos
espectros de RMN de *H em DMSO-d6. Em seguida, foram feitas adicdes sucessivas de D,O
até a proporcdo de DMSO-d6 e D,O de 60:40. O processo de agregacdo foi acompanhado
pelos espectros de RMN de *H e espectros de DOSY a cada adic&o de D,O.

Esfingosina (SP)

A Figura 20 mostra a sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H para a SP nas

diversas proporcdes dos solventes DMSO-d6 e D,0. A concentragdo inicial da SP foi de 2,17
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mM. Os sinais dos seus hidrogénios foram assinalados no primeiro espectro (100% DMSO-
d6) para melhor compreenséo.

Hg

OH W, e | | ° 100%DMmSO
' N\ 2,17 mM

90% DMSO
\ | 1,97 mM

80% DMSO
| . 1,81 mM

- 70% DMSO
| ‘ | 1,67 mM
| |

60% DMSO
| | 1,55 mM

Figura 20: Espectro de RMN de *H WATERGATE soft pulse (499,78 MHz) da esfingosina em diferentes
propor¢des de DMSO-d6 e D,0, a 25°C, com 256 acumulacdes e 16384 pontos. Processamento com apodizacéo
exponencial (Ib) de 1,50 Hz.

Através da analise comparativa dos espectros de 100% a 60% de DMSO-d6 foi
observado o aparecimento de um sinal em 8,4 ppm que é referente aos hidrogénios ligados ao
nitrogénio, de um sinal em 1,65 ppm e de sinais em torno de 4 ppm. Também foi observado o
desaparecimento dos sinais das hidroxilas em 4,3 ppm e 4,6 ppm e alteracbes dos
deslocamentos quimicos em diversos sinais referentes ao monémero.

O sinal do H2 foi desblindado, com seu um deslocamento quimico sendo deslocado
de 2,57 ppm em 100% de DMSO-d6 para 2,64 ppm em 60% de DMSO-d6 (Figura 21). Por
outro lado, a adi¢édo de D,0, indo de 100% para 60% de DMSO-d6, provocou um aumento da
blindagem nos hidrogénios H18 (de 0,85 ppm para 0,78 ppm), no sinal do H7 (de 1,31 ppm
para 1,26 ppm) e no H8-17 (de 1,23 ppm para 1,17 ppm). No caso do H6 (1,96 ppm) a
variacdo de deslocamento quimico é pouco significativa, mas foi observado um leve

alargamento do sinal, com uma diminuig&o da sua intensidade (Figura 21).
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Figura 21: Expansdo no espectro de RMN de 'H WATERGATE soft pulse (499,78 MHz) da esfingosina na
regido de 2,9 — 0,7 ppm. Em diferentes propor¢des de DMSO-d6 e D,0, a 25°C, com 256 acumulacGes e 16384
pontos. Processamento com apodizacao exponencial (Ib) de 1,50 Hz.

Esta blindagem dos sinais dos hidrogénios da cadeia carbonica e desblindagem dos
sinais dos hidrogénios da cabeca polar sdo coerentes com o0 comportamento de agregacdo de
moléculas anfipaticas, que formam micelas. Na formacdo das micelas a cadeia carbdnica
localiza-se no interior da micela (menos exposta para 0 ambiente externo), ficando a cabeca
polar em contato com a agua (mais exposta). Desta forma, a cabeca polar pode ser solvatada e
fazer novas interacdes intermoleculares, o que explicaria a desblindagem dos hidrogénios da
cabeca polar da SP. Além disso, foi observado um sinal em 1,1 ppm que sugere ser um sinal
referente ao agregado, pois conforme a agua foi adicionada este sinal ficou mais evidente e
intenso, sugerindo que com a adi¢do de agua ha um aumento da concentracdo das espécies
agregadas,sendo o equilibrio entre agregados e mondémeros deslocado para a formacdo dos
agregados.Porém, o surgimento de sinais ou intensificacdo de sinais antes irrelevantes, como
o sinal em 1,65 ppm, s&o de dificil compreenséo e sugere-se que sejam sinais exclusivos para
0s agregados.

Os hidrogénios olefinicos sofrem efeitos opostos na sua blindagem com a adigdo de

agua (Figura 22), sendo o sinal do H4 mais blindado, com seu deslocamento quimico
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variando de 5,44 ppm para 5,35 ppm e 0 H5 mais desblindado, com seu sinal sendo deslocado
de 5,53 ppm para 5,57 ppm.

OH OH

N, . 100% DMSO
' ' 2,17 mM

90% DMSO
1,97 mM

80% DMSO
1,81 mM

70% DMSO
1,67 mM

60% DMSO
1,55 mM

Figura 22: Expansdo no espectro de RMN de ‘H WATERGATE soft pulse (499,78 MHz) da esfingosina na
regido de 5,7 — 5,2 ppm. Em diferentes propor¢cdes de DMSO-d6 e D,0, a 25°C, com 256 acumulacdes e 16384
pontos. Processamento com apodizagdo exponencial (Ib) de 1,50 Hz.

Para obter maiores informacfes sobre o tamanho dos agregados formados com
adicdo de agua na amostra de SP em DMSO-d6, foram feitos espectros DOSY para cada uma
das amostras de 100% a 60% de DMSO-d6. Na anélise do espectro de DOSY da SP em 100%
de DMSO-d6 (Anexo 3) foi determinado o coeficiente de difusdo de 8,2x10™° m? s para o
DMSO-d6, o que esta condizente com o valor descrito por Holz et al. (1996)® e de 2,8 x10™%°
m? s para SP que esta de acordo com o valor do coeficiente de difusdo calculado conforme
descrito por Evans et al.(2013).>” J4 em 90%DMSO-d6:10%D,0 (Anexo 4) os valores de
difusdo ficaram préximos de 2x10° m? s, o que corresponde uma massa molar calculada de
600,1 g.mol™®’ evidenciando a agregacdo da SP mesmo na presenca de pequena quantidade

de agua.
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Em 80%DMSO-d6:20%D,0 (Anexo 5) os valores de difusdo diminuiram e ficaram
entre 0 e 1x10™ m? s o que corresponde a agregados cerca de 60 vezes maiores que 0s
mondmeros. Para as proporcdes de solvente de 70% e 60% de DMSO-d6 (Anexo 6, 7) 0s
valores de difusdo ficaram entre 0,5 e 2 x10™® m? s*. A adicdo de agua faz com que a
viscosidade do meio diminua. Com isso, a difuséo dos agregados da SP seria maior por causa
da baixa viscosidade da mistura de solventes, j& que o coeficiente de difusdo calculado para a
SP (monémero) em D,0 é de 4,54x10m? s™* é bem maior do que em DMSO-d6 (2,79x10™° m?
5-1).97

As alteragcOes observadas nos espectros da SP mostram sinais de agregados mesmo
com pequenas quantidades de dgua na amostra. Isto sugere que diferentes espécies (agregado
e mondmero) estdo presentes em equilibrio na solucdo, sendo o equilibrio deslocado para a

formacéo dos agregados com a adicdo de agua.

Esfingosina-1-fosfato (S1P)

A andlise da formacdo de agregados com a adicdo de agua para a esfingosina-1-
fosfato (S1P) em DMSO-d6 foi feita seguindo 0 mesmo protocolo descrito para a esfingosina
(SP). Os espectros de RMN de *H da S1P de 100% a 70% de DMSO-d6 s&o apresentados na
Figura 23. Devido a pouca solubilidade da S1P, mesmo em 100% de DMSO-d6, somente 0s
sinais correspondentes aos hidrogénios H18 (0,83 ppm) e H8 — 17 (1,22 ppm) puderam ser
identificados. Foram observados outros sinais que ndo séo atribuidos aos mondémeros, o que

indica a presenca de agregados em 100% de DMSO-d6.
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H WATERGATE soft pulse (499,78 MHz) da esfingosina-1-fosfato em
diversas proporcdes de DMSO-d6 e D20 e diferentes concentragfes, a 25°C, com 256 acumulacBes e 16384
pontos. Processamento com apodizacdo exponencial (Ib) de 1,50 Hz, supressdo do sinal da &gua foi realizada
com o método de supressédo de sinal Convolution e seletividade de 4.

A expansdo do espectro na regido de 1,28 — 0,78 ppm, apresentada na Figura 24,
mostra que o sinal referente a metila (H18) em 0,83 ppm foi deslocado para regido de maior
blindagem com a adicdo de D,O, com uma variacao de 0,06 ppm,assim como o sinal referente
aos hidrogénios H8-H17 que deslocam de 1,22 ppm para 1,17 ppm, uma diferenca de 0,05
ppm. Foram observados dois dupletos a 1,14 e 1,06 ppm, com um J de 6,7 Hz, para os dois
sinais. Com a adicdo de &gua, o dupleto a 1,06 ppm ¢ deslocado para 1,10 ppm enguanto o
dupleto a 1,14 ppm ¢é deslocado para 1,12 ppm sofrendo um alargamento significativo. Estes
sinais também foram observados nos espectros da SP (Figura 20) e apresentaram 0s mesmos

valores de deslocamento quimico e as mesmas variagoes.
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Figura 24: Expansdo no espectro de RMN de *H WATERGATE soft pulse (499,78 MHz) da esfingosina-1-
fosfato na regido de 1,28 — 0,78 ppm, em diversas propor¢des de DMSO-d6 e D20 e diferentes concentragdes, a
25°C, com 256 acumulacBes e 16384 pontos. Processamento com apodizacdo exponencial (Ib) de 1,50 Hz,
supressdo do sinal da agua foi realizada com o método de supresséo de sinal Convolution e seletividade de 4.

Na regido entre 8,50 — 8,00 ppm, Figura 25, podem ser observados 0s sinais
referentes aos hidrogénios labeis da S1P, provavelmente do NH,. Com a adi¢do de agua estes
sinais se aproximam, sugerindo um aumento da velocidade do processo de troca. Em 100% de
DMSO-d6 o processo de troca seria lento, com estes hidrogénios provavelmente formando
interacdes intramoleculares e com a adicdo de &gua, poderia haver favorecimento para a
formacdo de interagbes intermoleculares e a troca com a D,O adicionada, acelerando o

processo de troca.
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Figura 25: Expansdo no espectro de RMN de 'H WATERGATE soft pulse (499,78 MHz) da esfingosina-1-
fosfato na regido de 8,5 — 8,0 ppm, em diversas propor¢des de DMSO-d6 e D20 e diferentes concentraces, a
25°C, com 256 acumulacbes e 16384 pontos. Processamento com apodizagdo exponencial (Ib) de 1,50 Hz,
supressédo do sinal da agua foi realizada com o método de supressao de sinal Convolution e seletividade de 4.

Foi possivel observar nos espectros de RMN de *H da S1P a presenca de sinais que
ndo sdo atribuidos aos mondmeros, sugerindo serem sinais referentes aos agregados e estes
sinais estdo presentes mesmo em 100% DMSO-d6. Além disso, 0s sinais que sdo referentes
aos mondmeros tém seus deslocamentos quimicos alterados com a adicdo de DO,
principalmente os sinais referentes aos hidrogénios da cadeia carb6nica, caracterizando o
processo de agregacédo da S1P.

Os sinais dos mondmeros sofrem variacfes nos seus deslocamentos quimicos devido
a mudanca de ambiente quimico quando os agregados sdo formados®’. Com isso, podemos
concluir que as mudancas observadas no espectro de RMN de *H da SP e da S1P, & medida
que e feita a adicdo de agua, esta relacionada com a formacéo dos agregados micelares. Estas
mudangas seriam entdo provenientes das diferentes interagcbes intermoleculares e
intramoleculares, que sdo alteradas durante os processos de adicdo de agua. E importante
ressaltar que com a adi¢do da &gua ndo foram observadas particulas so6lidas ou turvamento da

amostra, 0 que sugere que nestas condicdes estariam sendo formados os agregados solaveis.
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4.1.3 Formacao de agregados da SP e da S1P: efeito do pH

O pKa da SP, obtido através de titulacdo em micelas de Triton X-100, é 6,1%°. Este
valor parece ser 0 mais consistente, pois na literatura existem valores discrepantes para o pKa
da SP* % Lépez - Garcia et al. (1993)* apontam que uma possivel explicacio para estes
valores de pKa conflitantes pode ser na diferenca do nivel de hidratacdo e de ligacdes de
hidrogénio na SP, os quais mudam o pKa do grupo amino. Sendo assim, para as analises da
SP em solugdo aquosa foram escolhidos os valores de pH acima e abaixo do pKa da SP. As
analises foram feitas em solucdo tampdo fosfato 10 mM nos pHs 5,0; 7,2 e 10,0 paraa SP e a

S1P e tiveram o intuito de verificar como a protonacéo do meio influencia a agregacao.

Esfingosina (SP)
Os espectros de RMN de *H da SP 1 mM nos valores de pH de 5,0; 7,2 e 10,0 em

100% D,0O sdo apresentados na Figura 26. Devido a baixa solubilidade da SP em agua e a

agregacdo, foram observados e identificados poucos sinais. As larguras dos sinais nos
espectros de RMN de 'H sdo fortemente influenciadas pelos movimentos moleculares. O
movimento Browniano mais lento de agregados maiores leva a uma relaxacdo mais rapida,
predominantemente via relaxacdo do T,..Com o alargamento das linhas, 0s sinais desaparecem
do espectro. Assim, somente puderam ser identificados nestes espectros 0s sinais
correspondentes ao H8-17 (1,27 ppm), ao H7 (1,31 ppm) e o sinal dos hidrogénios da metila
em 0,84 ppm.
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Figura 26: Espectro de RMN de *H (499,78 MHz) da esfingosina com 1mM, 100% D20, em diferentes valores
de pH no tampédo fosfato 10 mM, a de 25°C, com 256 acumulacBGes e 16384 pontos. Processamento com
apodizagdo exponencial (Ib) de 1,50 Hz.

Com o aumento do pH de 5,0 para 7,2 o sinal do H3 é deslocado de 3,65 para 3,55
ppm (expansdo na Figura 26). Este efeito de desblindagem provavelmente esta relacionado
com a protonacéo do grupo amino em pH acido (NH3"), sendo desprotonado com o aumento
do pH (ocorrendo a transicdo de NH3" para NH,), o que influenciaria o sinal referente ao H3,
que esta proximo ao grupo amino. Devido a desprotonacdo do grupo amino em pH neutro ou
bésico, a formacdo de ligacGes de hidrogénio intermoleculares entre 0s grupos amino e
hidroxila poderia estar sendo favorecida. Esta proposta é reforcada pela presenca do sinal em
8,45 ppm, que se mostra muito intenso em pH 10,0, aparecendo também em menor
intensidade em pH 7,2, mas ndo é observado em pH 5,0.

A formacéo de ligacgOes intra e intermoleculares na SP foi proposta em funcdo da
existéncia de grupos doadores e receptores de ligacdo de hidrogénio na estrutura da SP. De
acordo com Merrill et al(1989),"® em pH 4cido a protonacdo do grupo amina (NHz")
favoreceria a formacéo da ligacbes de hidrogénio intramoleculares, enquanto em pH baésico,

com a amina na forma neutra (NH;) as ligacdes de hidrogénios intramoleculares reduziriam,
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predominando as ligagOes intermoleculares entre monomeros e, assim, estabilizando

agregados cada vez maiores.

Esfingosina-1-fosfato (S1P)
Os espectros de RMN de *H da S1P 1 mM nos valores de pHs de 5,0; 7,2 e 10,0 em
100% D,O séo apresentados na Figura 27. Somente puderam ser identificados nestes

espectros 0s sinais correspondentes ao H8-17 (1,29 ppm), ao H7 (1,32 ppm) e o sinal dos
hidrogénios da metila em 0,87 ppm. Foi observado um sinal muito intenso em 2,72 ppm nos
trés valores de pH. Na analise do espectro gCOSY (Anexo 12) esse sinal em 2,72 ppm nédo
apresentou correlagdo com os outros sinais da amostra, sugerindo que este sinal seja referente
a forma agregada.

O sinal em 8,45 ppm é um sinal bem recorrente nos espectros de RMN de *H da SP e
da S1P e foi observado em diferentes condi¢cdes experimentais. Os espectros da S1P em
diferentes pHs (Figura 27) foram adquiridos com a técnica de WATERGATE Soft Pulse para
a supressdo do sinal da dgua, pois com a técnica de pré-saturacao este sinal ndo foi observado
no espectro em pH 5,0 (Anexo 11). Como na técnica de pré-saturacdo é aplicado um pulso de
longa duracéo na frequéncia da agua, isso causa uma diminui¢do dos sinais dos hidrogénios
labeis, os quais fazem troca com os hidrogénios da agua. Esta diminui¢do no sinal é devido a
uma transferéncia dessa saturacdo na frequéncia da agua para os hidrogénios labeis,
confirmando que o sinal em 8,45 ppm é referente a hidrogénios labeis. O sinal em 8,45 ppm
apresentou um comportamento diferente na S1P comparado com a SP. Na SP este sinal é mais
intenso em pH basico do que em pH neutro e ndo foi observado em pH acido. Por outro lado,
na S1P este sinal foi observado mais intenso em pH &cido, diminuindo de intensidade com o
aumento do pH. Considerando que este sinal corresponde aos hidrogénios NH,, pode-se
propor que esta diferenca seja devido a presenca do grupo fosfato na S1P. Este grupo iré fazer
com que as interacdes intra e intermoleculares na S1P sejam diferentes da SP, ja que na S1P
estas interacbes tambem poderiam ocorrer com a participacdo do grupo fosfato, o qual

tambeém ¢é suscetivel as varia¢Oes de pH.
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H (499,78 MHz) da esfingosina-1-fosfato com 1mM, 100% D20, em
diferentes valores de pH no tampdo fosfato 10 mM, a 25°C, com 256 acumulagbes e 16384 pontos.
Processamento com apodizacdo exponencial (Ib) de 1,50 Hz.

Nos espectros da SP (Figura 26) e da S1P (Figura 27) em diferentes valores de pH
foi observado que o pH interfere no de agregacdo. Este efeito certamente esta relacionado
com a protonagdo ou desprotonacdo do grupo amino e do grupo fosfato (no caso da S1P),
favorecendo a formacdo de ligagdes de hidrogénio intermoleculares quando o grupo amino
esta desprotonado (pH basico) ou ao favorecimento das liga¢fes intramoleculares quando o

grupo amino esta protonado (pH &cido).

4.1.4 Formacao de agregados da SP e da S1P: efeito da concentracao

Para avaliar se haveria dissolugdo dos agregados com a diminuigéo da concentragéo,
as amostras da SP e da S1P foram diluidas de 1 mM (ou 1000 uM) a 12 uM. Para compensar
a perda de intensidade nos espectros de RMN com a diluicdo, 0 nimero de acumulagdes foi
sendo aumentado para cada dilui¢do, variando-se de 256 nas amostras mais concentradas a

3500 nas mais diluidas. Para que tivéssemos espectros com melhor relacdo sinal:ruido e
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resolucéo, os espectros foram obtidos no espectrometro de 800 MHz no Centro Nacional de
Ressonancia Magnética Nuclear (CNRMN, 1BgM, UFRJ).

Esfingosina (SP)

Os espectros de RMN de *H da SP de 12 uM a 1000 uM em tampéo fosfato 10 mM,
pH 7,2 em 100% D0 séo apresentados na Figura 28. Devido a complexidade do espectro, em
funcdo das diferentes formas de agregados da SP em agua, somente puderam ser identificados
os sinais dos hidrogénios H6 (1,92 ppm), H8 — 17 (1,29 ppm) e H18 (0,87 ppm).
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Figura 28: Espectro de RMN de *H (800,40 MHz) da esfingosina em diversas concentracdes, em 100% D20,
em tampéo fosfato 10 mM em pH 7,2; a 25°C, com acumulagdes de 256 a 3500 e 16384 pontos. Processamento
com apodizacdo exponencial (Ib) de 1,40 Hz.

A principio, pode ser observado que a quantidade de sinais ndo varia muito nas
diferentes concentracfes. Como esperado, ha sinais que diminuem de intensidade conforme a
concentragdo diminui. Porém, foram observados sinais que aumentam de intensidade com a
diminuicdo da concentragdo e sinais que aumentam de intensidade até uma determinada

concentracdo e depois diminuem de intensidade até concentracfes mais baixas. Este
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comportamento é incomum para a maioria das substancias, mas ja foi relatado para
substancias que agregam®’.

Na regido entre 2,6 — 0,7 ppm (Figura 29), observou-se que o sinal da metila (H18)
em 0,87 ppm diminui de intensidade, alarga e se desloca conforme a concentracdo diminui. O
sinal em 1,29 ppm, referente aos hidrogénios da cadeia carbénica (H8 — 17), também tem a
sua intensidade diminuida. Porém, um dupleto, que estd ao lado esquerdo do sinal dos
hidrogénios H8 — 17, aumenta de intensidade conforme a diluicdo ocorre, esse dupleto acaba
superando a intensidade do sinal dos hidrogénios da cadeia carb6nica em concentragcdes mais
baixas. Um tripleto em 1,19 ppm foi observado com maior intensidade a partir da
concentracdo de 500 UM e sua intensidade também aumenta com a diluicdo. Estes sinais
indicam a presenca de uma espécie de agregado que é mais favorecido a baixas
concentracoes.

Alguns sinais entre 2,55 e 2,10 ppm diminuem de intensidade logo na primeira
diluicdo (500 puM) ao ponto de ndo serem mais observados nas concentragdes mais baixas.
Nesta mesma concentracdo de 500 pM, o sinal em 2,07 ppm apresenta uma maior intensidade
e conforme a diluicdo ocorre a sua intensidade diminui. O sinal do H6 em 1,91 ppm né&o sofre
nenhuma alteragdo, como ja foi visto nos espectros em diferentes propor¢des de DMSO-d6 e
D,0 (Figura 20).



71

OH OH
6 4 2 1
7 s\ 3
18 H
NH,
| H ‘
1000 uM H 817
“ P | Hig
‘ Pl
| ] | il \J A.
]
WMM\,MJ\AJ‘ L‘J \LMwJ \NMJK,MM._./'\W&/ | “ {Wwvw w
500 uM ' i .
/ ? 0
Il N | pd
PP Sl W _/“ - NN N SN ’// A oy, d\_w_,__m_ M N
200 uM I
| | A
\ I |
- N - e /\,‘.r\ . _
100 uM
I
w‘
50 uM
| I
25uM v
‘L‘ ‘v‘/ ‘\\‘ i
U "SR U '\_,____d_____‘“_mm__,u,__,/ ” \,./u\)‘“\.,v\_m,_..m,_/-'\m._.,_,-»//‘I'\“._.._.,,__.__
12uM \‘ 1
I | ‘u‘/ \ ‘
| | J \ i
N S " \ S OV S Wor oM I
26 25 24 23 22 2.1 2.0 1.9 1.8 15 14 13 1.2 11 1.0 0.9 0.8 07

17 1.6
f1 (ppm)

Figura 29: Expansdo no espectro de RMN de *H (800,40 MHz) da esfingosina em diversas concentracdes na
regido de 2,6 — 0,7 ppm, em 100% D20, em tampéo fosfato 10 mM em pH 7,2; a 25°C, com acumulagdes de
256 a 3500 e 16384 pontos. Processamento com apodizagdo exponencial (Ib) de 1,40 Hz.

Na regido do espectro entre 4,0 — 2,2 ppm (Figura 30), foi observado um sinal em
3,08 ppm, que surge a 500 uM, fica mais intenso a 200 uM e diminui nas dilui¢cGes seguintes.
O sinal em 3,36 ppm tem um comportamento atipico para a diluicdo, aumentando de
intensidade com as dilui¢fes. Na regido entre 4,0 — 3,5 ppm séo observados varios sinais que
diminuem de intensidade com a diluicdo, mas apresentam variacdes na multiplicidade e s&o

de dificil interpretacéo.
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Figura 30: Expansdo do espectro de RMN de 'H (800,40 MHz) da esfingosina em diversas concentracdes na
regido de 4,0 — 2,2 ppm, em 100% D20, em tampéo fosfato 10 mM em pH 7,2; a 25°C, com acumulagdes de
256 a 3500 e 16384 pontos. Processamento com apodizagdo exponencial (Ib) de 1,40 Hz.

Os sinais referentes aos hidrogénios olefinicos da SP (H4 e H5) somente sdo
observados a 12 uM (Figura 31). Nesta concentracdo estdo na regido entre 6,30 — 5,83 ppm,
enquanto no espectro em DMSO-d6 estes sinais estdo na regido entre 5,54 — 5,44 ppm,
apresentando assim um deslocamento consideravel dos seus deslocamentos quimicos. Esta
variacdo em termos de deslocamento quimico e alargamento dos sinais com o aumento da
concentragdo mostra que estes hidrogénios sdo altamente influenciados durante o processo de
agregacdo. O sinal em 8,45 ppm praticamente ndo sofre alteracfes de intensidade e nem de

deslocamento quimico, estando presente em todas as concentracdes.
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Figura 31: Expanséo no espectro de RMN de 'H (800,40 MHz) da esfingosina em diversas concentracdes na
regido de 8,7 — 5,4 ppm, em 100% D20, em tampdo fosfato 10 mM em pH 7,2; a 25°C, com acumulacdes de
256 a 3500 e 16384 pontos. Processamento com apodizagdo exponencial (Ib) de 1,40 Hz.

Nos espectros de RMN de *H normalmente ha uma diminuicéo da intensidade dos
sinais com a diluicdo da amostra. Por isso, sugerimos que os sinais que sdo referentes aos
agregados maiores da SP diminuem de intensidade com dilui¢do. Contudo, foram observados
sinais que aumentam de intensidade até uma determinada concentracdo e depois diminuem
em concentracfes mais baixas. Isto sugere que estes sinais sejam de agregados formados
somente nas concentracdes intermediarias, que desapareceriam com a dilui¢do. Os sinais que
aumentam de intensidade com a diluicdo sdo provavelmente de espécies de agregados
menores, formados em baixas concentragdes. O fato dos sinais referentes aos hidrogénios
olefinicos somente terem sido observados al2 uM indica que ha um aumento da concentragédo

dos mondmeros nesta concentracao.

Esfingosina-1-fosfato (S1P)

Os espetros de RMN de *H da S1P em diferentes concentracdes em tampéo fosfato
com 10 mM, pH 7,2 em 100% D,O séo apresentados na Figura 32.As dilui¢bes para a S1P
foram realizadas nas mesmas condi¢Ges da SP. Somente os sinais em 0,87 ppm (H18), 1,29

ppm (H8 — H17) e 1,9 ppm (H6) puderam ser identificados. Foi possivel observar que alguns
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sinais diminuem de intensidade em concentragdes menores. Porém, alguns sinais
apresentaram irregularidades com as suas intensidades ndo seguindo uma linearidade de
aumentar ou diminuir de intensidade conforme a diluicdo ocorre. Este comportamento é de

certa forma incomum, porém também foi observado para alguns sinais da SP.
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Figura 32: Espectro de RMN de *H (800,40 MHz) da esfingosina-1-fosfato em diversas concentracdes, em
100% D20 e a 25°C, com acumulagbes de 256 a 3500 e 16384 pontos. Processamento com apodizagdo
exponencial (Ib) de 1,40 Hz.

Na regido entre 4,3 - 0,7 ppm (Figura 33) foi observado que o sinal do H6 (1,91
ppm) é mais intenso que a maioria dos outros sinais no espectro e quase ndo sofre alteracdes
com a diluigdo. Os sinais em 1,17, 1,33, 2,07, 3,35, 3,66 e 4,10 ppm (Figura 33) diminuem na
diluicdo de 1000 uM a 200 uM, aumentam nas concentracdes de 100 e 50 pM, especialmente
na concentracdo de 100 UM e nas dilui¢des seguintes voltam a diminuir. O sinal em 2,73 ppm

diminui coma diluicdo.
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Figura 33: Expansédo no espectro de RMN de 1H (800,40 MHz) da esfingosina em diversas concentra¢es na
regido de 4,2 — 0,8 ppm, em 100% D20 e a 25°C, com acumulagdes de 256 a 3500 e 16384 pontos.
Processamento com apodizagdo exponencial (Ib) de 1,40 Hz.

Nos espectros de RMN de 'H tanto para a SP quanto para S1P foram observados
sinais que diminuem de intensidade com a dilui¢do, outros que aumentam com a diluicéo e
sinais que ndo mostram um padréo linear na variagdo de intensidade com a concentragdo. Os
sinais que diminuem com a diluicdo, e que ndo sdo atribuidos aos mondmeros, foram
considerados como sinais referentes aos agregados grandes. Estes agregados grandes seriam
mais abundantes nas amostras mais concentradas e menos abundantes com a diluicdo (Figura
34).

Os sinais que aumentam de intensidade até uma determinada concentragdo e
diminuem nas concentracBes mais baixas, foram atribuidos a espécies de agregados de
tamanho intermediario. A formagdo destes agregados seria favorecida nas concentracGes
intermediérias. Com a diluicdo a quantidade dos agregados intermediérios diminui, levando a
uma diminuig&o da intensidade dos seus sinais (Figura 34).

Os sinais que aumentam de intensidade com a diluicdo, seriam referentes aos
agregados menores e aos mondmeros, mais favorecidos nas concentragcbes mais baixas. Por
iSS0, 0s sinais referentes a esta espécie de agregados sdo mais intensos nas concentragdes mais
baixas. A Figura 34 representa no quadro (A) a presenca de agregados grandes em altas
concentragdes. Apés diluicdo, um aumento na concentracdo dos agregados de tamanho
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intermediario, quadro (B). Em baixas concentra¢des, quadro (C), os agregados menores e 0s

mondmeros seriam 0s mais abundantes.
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Figura 34: Representagdo dos diferentes tamanhos de agregados formados em diferentes concentragdes de SP e
S1P. No quadro (A) maior concentracdo dos agregados grandes, quadro (B) maior concentracdo de agregados de
tamanho intermediario e no quadro (C) maior concentracdo de agregados pequenos e monémeros.

Apesar dos espectros de RMN de 'H da SP e da S1P terem sido muito (teis para
indicar a formacao de agregados de tamanhos diferentes em diversas concentragdes, nao foi
possivel ter informacdes sobre o real tamanho destas particulas. Na tentativa de obter maiores
informacBes sobre os tamanhos dos agregados, foram feitas medidas do diametro

hidrodinamico usando a técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS).

4.2 ESPALHAMENTO DE Luz DINAMICO (DLS)

As medidas dos diametros hidrodindmicos para a SP foram feitas no aparelho Quase-
Elastic Light Scattering (QELS) no Laboratério de Agregacdo Protéica e Amiloidogénese
(LAPA, IBgM, UFRJ). Estas medidas foram realizadas para averiguar a variabilidade dos
tamanhos dos agregados em diversos valores de pH e em diferentes concentragdes. As
medidas foram realizadas em tampé&o fosfato 10 mM nos valores de pH 5,0; 7,2 e 10,0 e nas
concentragdes de 1 mM, 200 uM, 25 pM e 6 uM (Figura 35).
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Figura 35: Medidas dos diametros de agregados da esfingosina em tampao fosfato com os valores de pH 5, 7,2 e
10 e nas concentragfes de 1000 uM, 200 uM, 25 uM e 6 uM.

Em pH 5,0, os diametros dos agregados sdao maiores em concentragdes mais baixas e
diminuem de tamanho em concentra¢gdes mais altas. Também foram observados agregados
com menores diametros em todas as concentraces, mantendo essa regularidade em todas as
concentracdes. No pH 7,2, os agregados com didmetros menores mantiveram regularidade em
todas as concentracdes. Os agregados com diametros intermediarios foram observados nas
concentragfes mais baixas, com uma maior distribuicdo e didmetros menores a 6 uM. Os
agregados grandes, apesar de terem sido detectados a 25 uM, sdo observados em maior
proporcdo na concentracdo mais alta (1000 uM). Em pH 10,0, os agregados com didmetros
menores se mantiveram em todas as concentracfes, enquanto os agregados de tamanho
intermediario estdo presentes nas concentra¢bes mais baixas (25 uM e 6 uM ). Os agregados
com didmetros maiores somente foram observados nas concentracfes mais altas (1000 uM e

200 puM).
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Segundo Merrill et al.(1989)'® a maioria dos esfingolipidios tem grupos doadores e
receptores de ligacbes de hidrogénio, como é o caso da SP e da S1P. Assim, existe a
possibilidade da formacdo de ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Porém a
protonacdo do meio em que esses esfingolipidios se encontram faz com que em pH acido o
grupo amino se encontre protonado (NHs") influenciando as ligagGes de hidrogénio e fazendo
com que prevaleca mais as ligacdes intramoleculares. Ja em pH bésico esse grupo amino se
encontra desprotonado (NH,) fazendo com que as ligacdes de hidrogénios intermoleculares
prevalecam. Com isso, as ligacGes de hidrogénio intermoleculares estabilizam agregados cada
vez maiores, como mostrado na Figura 36. Fato esse que também foi demonstrado por Sasaki
et al.(2009)*°. Os valores dos didmetros dos agregados da SP (Figura 35) s&o condizentes com
as propostas feitas na literatura, confirmando que em pH basico a SP forma agregados

maiores, que sdo estabilizados por ligacdes de hidrogénio intermoleculares.

OH OH
OH OH e
/\/\/\/\/\/\/\/I\) i f
= H—O O—H
A o \/k)
N
OH OH N
/\/\/\/\/\/\/\/ij\) ; " v
N Y H—O0 O—H
B s \/U
g NH,

Figura 36: Representagdo da esfingosina formando ligacfes de hidrogénio. A: Esfingosina protonada, B:
Ligagdes de hidrogénio intramolecular, mais favorecida em pH 4cido, C: Ligacdo de hidrogénio intermolecular,
mais favorecida em pH basico,que estabilizam agregados maiores.

Para uma melhor compreensdo de como essas ligacdes de hidrogénio sdo formadas

na SP, foram realizados calculos teéricos com a SP.

4.3 CALcULOS TEORICOS

Os calculos tedricos foram realizados com dimeros do modelo simplificado da SP,
que foram desenhados com a cadeia truncada até o carbono 7, abrangendo toda a cabega polar

e a ligacdo dupla (Figura 37). Este estudo teve como finalidade investigar como as ligac¢Ges de
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hidrogénio envolvidas em interagGes intermoleculares e interagdes intramoleculares ocorrem
na SP neutra e protonada. Desta forma pode-se correlacionar com os valores de entalpia

adquiridos e compreender como o pH pode influenciar cada formacao.

OH OH

6 4

NH,

Figura 37: Representacdo dos 4tomos da esfingosina utilizados nos calculos tedricos.

Para a SP na forma neutra foi realizada a analise conformacional dos dimeros e
foram geradas centenas de geometrias possiveis. Apenas trés geometrias dos dimeros foram
selecionadas, sendo escolhidas as com maior similaridade as micelas e de menor energia.
Estas trés geometrias (3, 9 e 10) estdo representadas na Figura38. A partir destas 3
representacdo foi feito o calculo quantico semiempirico para obtencdo das suas respectivas
entalpias.

Na Tabela 5 sdo dados os valores da entalpia de interagdo (AHjy), calculada como

diferenca de entalpia entre os monémeros e 0s dimeros.

Tabela 5: Valores da entalpia de interacdo dos dimeros da SP neutra para as trés geometrias com
menores energias e com maior similaridade as micelas.

SP AH / Kcal.mol™
Geometria 3 -65,61
Geometria 9 -31,69
Geometria 10 -38,43

As geometrias mais estaveis sdo aquelas que apresentam AHj,; mais negativos, o que
contribui mais favoravelmente para a energia livre na formagdo das micelas. A geometria 3
foi a que apresentou menor valor relativo de AHjy. Esta geometria também foi a que
apresentou maior nimero de interagdes por ligacdo de hidrogénio (Figura 38) dentre todas as

geometrias, sendo a de maior estabilidade.
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Geometria 3 Geometria 9
1.9A

Geometria 10

Figura 38: Representacdo das interacfes por ligacBes de hidrogénio intermolecular e intramolecular nos
geometrias selecionados para analise da SP neutra.

A geometria 3 foi a que apresentou maior nimero de interacbes por ligacdo de
hidrogénio. As ligagdes de hidrogénio intramoleculares ocorreram entre o hidrogénio da
hidroxila na posicdo 1 e o oxigénio da hidroxila na posi¢do 3. As ligacdes de hidrogénio
intermoleculares ocorreram entre o hidrogénio da hidroxila na posi¢do 3 e o nitrogénio, todas
com distancia de 1,9 A.

Na geometria 9 somente duas ligacbes de hidrogénio intermoleculares foram
observadas, ndo apresentando interagdes intramoleculares. Uma das ligagGes de hidrogénio
intermoleculares ocorreu entre o hidrogénio da hidroxila na posicao 1 e o nitrogénio, e a outra
ocorreu entre o hidrogénio da hidroxila na posi¢do 1 (do outro monémero) e o oxigénio da
hidroxila na posic&o 3. As duas ligacdes de hidrogénio tém distancia de 1,8 A.

Na geometria 10 foram observadas trés ligacdes de hidrogénio, sendo duas
intramoleculares e uma intermolecular. A ligagdo de hidrogénio intermolecular ocorreu entre
o0 hidrogénio da hidroxila na posicdo 3 e 0 oxigénio na posi¢do 1 do outro mondmero. Uma

das duas ligacGes de hidrogénio intramoleculares ocorreu entre as hidroxilas, sendo formada
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entre o hidrogénio da hidroxila na posi¢do 1 e o oxigénio da hidroxila na posigéo 3. A outra
ligagdo de hidrogénio intramolecular ocorre entre o hidrogénio da hidroxila na posi¢édo 3 o
nitrogénio a uma distancia de 2,5 A. Esta ligacdo de hidrogénio foi a que apresentou maior
distancia da ligacao.

A SP apresenta grupos doadores e receptores para as ligagdes de hidrogénio na sua
molécula viabilizando muitas possibilidades de interagdes tanto intramolecular como
intermolecular. As ligacGes de hidrogénio oferecem uma maior estabilidade na formacao dos
dimeros e, consequentemente, das micelas.

Para a SP protonada foram destacadas duas geometrias de dimeros com maior
similaridade a formacgdo de micelas e de menor energia. Estas geometrias foram a 9P e 10P
(Figura 39). A geometria 9P apresentou trés ligacdes de hidrogénio intermoleculares e
nenhuma intramolecular. As trés ligacGes de hidrogénio intermoleculares ocorrem entre 0s
hidrogénios do grupo amonio e os oxigénios da hidroxila do outro mondmero. Duas
interacdes envolvem dois hidrogénios do grupo amdnio e 0s oxigénios do mondmero vizinho
a uma distancia de 1,9 A e a terceira interacdo envolve o outro amdnio e oxigénio da hidroxila
vizinha, a uma distancia de 1,8 A.

A geometria 10P apresentou uma ligacdo de hidrogénio intramolecular entre as
hidroxilas com uma distancia de 1,8 A e uma ligacio de hidrogénio intermolecular entre o

hidrogénio do grupo amonio e o oxigénio da hidroxila na posigdo 1, com uma distancia de 1,9

A

Geometria 9P Geometria 10P

Figura 39: Representacdo das Ligagdes de Hidrogénio intermolecular e intramolecular nos conférmeros mais
estaveis da SP protonada. Os dois conférmeros foram simulados a partir de calculos teéricos de modelagem
molecular.
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Na tabela 6 os valores da variagao de entalpia AHj,; para as geometrias selecionadas

da série protonada sdo apresentados.

Tabela 6: Valores da entalpia de interacdo dos dimeros da SP protonada para as trés geometrias com
menores energias e com maior similaridade as micelas.

SP (protonada) AH / Kcal.mol™
Geometria 9P 109,8
Geometria 10P 25,71

A entalpia para os dimeros da SP protonada é maior comparada com a entalpia dos
dimeros da SP neutra. Pelos célculos realizados, os dimeros da SP protonada foram o que
apresentaram menor estabilidade o que pode ser correlacionado com o fato de que em valores
de pH éacido os raios das micelas sao finitos. J& em pH basico ou neutro, a SP na forma neutra
é a espécie mais abundante, o que permite a formacdo de micelas de tamanhos maiores. Estas
observacdes estdo de acordo com a descricdo de Sasaki e colaboradores,®® de que em pH
bésico a formacao das micelas apresentam raio hidrodinamico infinito e com os dados obtidos
por RMN e DLS neste trabalho.

Os calculos teoricos realizados com os dimeros da SP foram somente o inicio,
devendo ser feito um estudo mais detalhado de dinamica molecular do agregado completo da
SP e da S1P. Apesar de algumas geometrias apresentarem grande estabilidade, as outras
geometrias ndo devem ser descartadas, pois apesar de ndo apresentarem grande estabilidade
como dimeros, podem formar outras interacdes intermoleculares e terem sua estabilidade

aumentada na forma de agregado.
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CONCLUSOES

Na SP e na S1P as interacbes moleculares sdo influenciadas fortemente pela
protonagdo do meio em que se encontram. O pH influencia a agregacdo alterando a
protonagao do grupo amino, levando ao favorecimento de ligacdes intramoleculares quando o
grupo amino esta protonado (pH é&cido) e ao favorecimento de ligacdes de hidrogénio
intermoleculares quando o grupo amino esta desprotonado (pH bésico). As interacdes de
ligagbes de hidrogénio intermoleculares estabilizam os agregados cada vez maiores, sendo
formados grandes agregados em pH bésico.

Através das analises dos espectros de RMN de *H da SP e da S1P, em diferentes pHs
e concentracOes, foi possivel identificara formacdo de agregados de diversos tamanhos em
diferentes concentragfes,mostrando assim a complexidade e diversidade dos agregados da SP
e da S1P.

As analises por DLS para a SP permitiram comprovar a formacdo de agregados de
diferentes tamanhos em uma mesma condicdo (pH e concentracdo). Os tamanhos dos
agregados de SP formados em solucdo aquosa depende diretamente do pH e da concentracéo.
Em pH 5,0 os diametros dos agregados sdo maiores em concentragdes baixas. Em pH 7,2 os
didmetros dos agregados sdo maiores em concentracfes mais altas e ha agregados com
didmetros intermediarios em concentracdes mais baixas e em pH 10,00s agregados de
tamanho intermediario estdo presentes nas concentracdes mais baixas (25 uM e 6 uM ) e 0s
agregados com diametros maiores somente foram observados nas concentracfes mais altas
(1000 uM e 200 uM). Os agregados pequenos estdo presentes em todos os valores e pH e
concentragéo avaliados.

As entalpias calculadas para os dimeros da SP nas formas protonada e neutra indicam
que a forma protonada é a de menor estabilidade, corroborando as observacdes anteriores em

pH bésico ou neutro, onde ocorre a formacédo de micelas de SP de tamanhos maiores.
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Anexo 1:Espectro de RMN de 'H (499,79 MHz) da esfingosina em CDCls, concentracdo de 2,17 mM,

temperatura 25°C, com 256 acumulacBes e 16384 pontos. Processamento com apodizacdo exponencial (Ib) de
1,50 Hz.
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Anexo 2:Espectro de RMN de 'H (499,79 MHz) da esfingosina em D,0, concentracdo de 1 mM, tamp&o
fosfato 10 mM pH 7,2, a 25°C, com 256 acumulacfes e 16384 pontos. Processamento com apodizacao

exponencial (Ib) de 2,30 Hz.
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Anexo 3: Espectro DOSY da esfingosina 2,17 mM em 100% DMSO-d6. Processado no programa
DOSYtoolbox com o processamento LOCODOSY.
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Anexo 4: Espectro DOSY da esfingosina 1,97 mM em 90% DMSO-d6:10% D,0O. Processado no
programa DOSYtoolbox com o processamento LOCODOSY.
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Anexo 5: Espectro DOSY da esfingosina 1,81 mM em 80% DMSO-d6:20% D,0O. Processado no
programa DOSYtoolbox com o processamento LOCODOSY.
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Anexo 6: Espectro DOSY da esfingosina 1,67 mM em 70% DMSO-d6:30% D,O. Processado no
programa DOSYtoolbox com o processamento LOCODOSY.
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Anexo 7: Espectro DOSY da esfingosina 1,55 mM em60% DMSO-d6:40% D,O. Processado no
programa DOSYtoolbox com o processamento LOCODOSY.
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Anexo 8:Sobreposicdo dos espectros de *H da esfingosina em pH 5,0; 10% D,0 (roxo) e em 100%
D,0 (verde).
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Anexo 9:Sobreposicio dos espectros de *H da esfingosina em pH 7,2; 10% D,0 (roxo) e em 100%

D,0 (verde).
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Anexo 10:Sobreposicdo dos espectros de *H da esfingosina em pH 10,0; 10% D,O (roxo) e em 100%

D,0 (verde).
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OH OH
/MVMM ‘
18 ' 5 Y
NHs
[

|
! b
§ |
, f
| | *
' ' 3
|
3. il
> . [ *‘
1 | .
£
s &
¥ ' 6
F7
| La
] |
- |
| Lo
!
2 on 10 5 5 7 6 5 " 3 2 1

f2 (ppm)
Anexo 12: Espectro gCOSY *H:'H da esfingosina-1-fosfato 2,17 mM em tampé&o fosfato pH
7,2 e em 100% D,0O. Com 256 acumulagdes, a 25 °C.



