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I - INTRODUGAD

Apresentacao

0 Metodo do Marcador de Spin (1-6), lancado por
McConnell em 1965 (7), vem contribuindo de maneira significa-
tiva para o estudo de propriedades conformacionais de siste-
mas macromoleculares,

Grande parte dos trabalhos que utilizam o método
encontram-se na area biolégica, em particular, no campo de
membranas .

Experimentos com Marcadores de Spin foram os pri-
meiros a fornecer evidéncias diretas sobre os tipos de movi-
mentos caracteristicos de lipidios constituintes de membra-
nas. Esses aspectos, bem como as vantagens e as limitacoes
inerentes ao Método serac objeto do presente trabalho.

Pretende este trabalho apresentar os principios do
Método de Marcador de Spin, sua contribuigdo para o estudo
de propriedades estruturais e dinamicas de membranas e alguns

resultados obtidos pela autora nesta area de investigagao.



A. Membranas

Membranas sao importantes elementos da arquitetura
celular, constituindo-se em estruturas extremamente com-
plexas tanto do ponto de vista de sua composigcao como do
arranjo dos componentes. Por essa razao desenvolveu-se in
tensamente o estudo de sistemas modelos, os quais, por sua
maior simplicidade, permitem uma melhor compreensao do
comportamento de componentes de membranas ao nivel molecu

lar.

1. Membranas Biologicas

Membranas biolGgicas sao constituidas princi
palmente de proteinas e lipidios. Acgucares, quandoexig
tentes, encontram-se ligados aos primeiros. O arranjo
desses componentes nas membranas tem sido objeto de in

tensa investigacgao nas ultimas décadas.

a. Modelos de Membranas

0 experimento de Gorter e Grendel (8)em
1925, em que foi medida a area ocupada por lipidios
extraidos de eritrdocitos, levou a sugestao de  que
os lipidios de membranas Se organizariam na forma de
bicamadas. Micrografias eletronicas de membranas
biologicas indicavam uma regiao de baixa densidade
eletronica de cerca de 5 a 10 nm compreendida entre
duas regioes de mais alta densidade eletronica (9).

Essas observagoes levaram Danielli e Davson (10)



a propor um modelo em que a regiao de baixa densida
de eletronica se constituiria em uma bicamada 1lipi-
dica, coberta por proteinas (a regido de mais alta
densidade) . Esse modelo, com a localizagao das pro-
teinas apenas na superficie da bicamada, e portan-
to, ligadas aos lipidios por forgas predominantemen
te eletrostaticas logo se revelou insatisfatorio pa
ra explicar uma série de eventos que ocorrem ao
nivel de membranas, entre eles a permeacdao de solu-
tos. O modelo foi entdo alterado criando-se canais pro
teicos intercalados na bicamada lipidica, que se-
riam responsaveis pela passagem de certos solutos
(11)‘,0 modelo de Danielli e Davson permaneceu em uso
como hipotese de trabalho durante longo tempo, ao
mesmo tempo que surgiram na literatura varios ou-
tros modelos, tais como o de Lucy (12) que propunha
a organizacao de lipidios em forma micelar ou o de
Benson (13) que propunha que os lipidios se ligavam
‘as proteinas de maneira caGtica. Green e colaborado
res (14) lancaram a idéia de que as proteinas se di
vidiriam em dois grupos, estruturais e funcionais,_
que desempenhariam papéis de acordo com sua classi-
ficacao. Até a década de 60 o campo sofreu pouca
evolucao, principalmente devido a limitagoes das tég
nicas existentes: os lipidios sao substancias que
se prestam pouco a medidas espectrofotométricas. Por
outro lado, sendo membranas entidades particuladas,
a dispersao da luz se constituia em mais um proble-
ma para a aplicacao de varias técnicas de espectros. .

copia oOptica.



Porém, com o advento da cromatogréfia em
fase gasosa para analise quimica de lipidios e com o
surgimento e aperfeicoamento de varias técnicas es-
pectroscopicas que permitiam agora o exame de membra
nas, a pesquiéa no campo intensificou-se de forma
exponencial, com a consequente ampliégéo do conheci-
menté dessas estruturas complexas.

Uma das técnicas que muito contfibuiu para .
o estudo de propriedades fisico-quimicasde 1lipidios
foi a calorimetria diferencial de varredura. Foi,
de fato, um experimento-executado com essa técnica
por Steim e colaboradores (15) que forneceu eviden-
cias convincentes de que os lipidios de membranas se -
encontrariam na forma de bicamadas. Membranas obti-
das de Acholeplasma laidlawii apresentaram dois pi-
cos de absorcao de calor, um a cerca de 37°C e outro
a cerca de 60°C, sendo\apenas o Primeiro reversivel.
Este foi atribuido a um fendmeno ocorrendo com 0s
componentes lipidicos na forma de bicamadas e o ou-
tro_a denaturacao de proteinas. A reproducao do even
to ocorrendo a 379C com liposomas preparados com os
lipidios extfaidos das membranas foi considerada co-
mo confirmacao da hipdtese acima.

Medidas dé raios X também vieram confirmar
que grande parte dos lipidios de Acholeplasma laid-
lawii (16) e Escherichia coli(l7) se encontram orga
nizados em bicamadas.

A grande maséa de trabalhos que comeCou a
se avolumar no fim de década de 60, levou finalmente

Singer e Nicolson (18) em 1972 a formular um modelo



geral de membranas - o domosaico fluido (Fig. 1) - em
que as proteinas se classificam em integrais e peri—‘
féricas, sendo que as primeiras estariam imersas nu-
ma matriz flulda de lipidios, podendo atravessar a
membrana total ou parcialmente, e ligando-se aos 1li-
pidios por interagdes predominantemente hidrofdobicas.
As proteinas periféricas localizar-se-iam preferenci
almente na Superffcie da membrana interagindo com oOs
lipidios por forgas predominantemente eletrostaticas.
Em vista disso, elas poderiam dissociar-se da membra
na em solucdes de elevada forga ionica. Esse & o ca-
so do citocromo c (19) em mitocdndrias e da espectri
na (20), situada no lado citoplasmatico de - cé&lulas
vermelhas. Exemplos muito eétudados de proteinas iE/
tegrais que so0 podem ser extraidas com detergeﬁtesou
solventes organicos sao o complexo da citocromo oxi-
dase de mitocondrias (21), da ATPase dependente de
ca®’ e Mg++ de reticulo sarcéplasmético (22), e da

rodopsina situada nos segmentos externos de bastone-

tes (23).

Assimetria de Membranas

A presente década tem assistido a um avan-
co formidavél na elucidacdo de propriedades organiza
cionais e dinamicas dos componentes de membranas. As
sim, a assimetria de membranas & um conceito que vem
sendo muito explorado (24, 25). A assimetria tem si-
do verificada tanto em termos de diferengas entre o

lado citoplasmatico e o lado externo da membrana co-



Fig. 1 Modelo do mosaico fluido de membranas.
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mo em termos do arranjo de componentes em um dado la
do.

Por exemplo, tem sido verificado que a par
te sacaridica de glicoproteinas localiza-se  sempre
na face externa da membrana (26). O papel funcional
dessa porcao, que atua como receptor de uma série de
agentes (27), explica essa localizacdao. Também lipi-
dios parecem dividir-se entre a superficie interna e
externa da membrana por categorias. Assim, em eritro
citos, fosfolipidios como fosfatidil colina (Fig. 2)
e esfingomielina (trimetilados no nitrogenio de cabe
¢ca polar) parecem encontrar-se predominantemente no
lado externo da membrana, enquanto que fosfatidil eta
nolamina e fosfatidil serina (Fig. 2) parecem encon
trar-se predominantemente no lado interno (28); Evi-
dentemente esse grnnﬁo heterogeneo teria papel fun-
cional presentemente desconhecido e apresentando um
problema 1interessante que se encontra atualmente em
fase bastante especulativa que € o da biossintese e
posterior localizacao correta dos componentes (25).

Outro aspecto de assimetria € o do arranjo
heterogéneo no plano da membrana. Nesse sentido, um
fenomeno que tem sido alvo>de muitos estudos recen-
tes &€ o da separacao lateral de fases de 1lipidios
(29,30) ou de lipidios e proteinas (31, 32) promovi
do por acao de temperatura (33,34) ions oupH (35)
e vem sendo examinado através de microscopia ele-
tronica de fraturamento (36, 37)e pelo método do marca
dor de spin (38). Outro conceito que vem sendo expe-

rimental e teoricamente explorado € o de lipidio 1i



mitrofe a proteinas integrais gque parece apresentar-
se mais imobilizado do que o restante dos lipidios,

(39 - 42).

Sistemas de Membranas mais Estudados

Muitos dos trabalhos executados com membra
nas biolégicas empregam c€lulas vermelhas gue apre-
sentam a s$implicidade de nao possuirem outras estru-
turas membranosas além da membrana plasmatica {43).
Outro sistema membranoso de mamiferos utilizado & o
de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico (44) que, devido
a sua relativa simplicidade, sao muito convenientes
para o estude de processos bioenergéticos, no caso o
transporte ativo catalisado pela ATPase depeﬁdente
de Ca™" & Mg™’. Também segmentos externos de bastone
tes tem side muitos estudados (45).

Entre os microcoorganismos, Asholeplasma
laidlawss (46), € muito empregado, pois além de nao
possuir parede celular, presta-se muito a  obtencgao
de membranas de composicao lipidica controlada atra-
vés da selegao dos nutrientes do melo de cultura.
Escherichia colz (47), € 0utro‘ﬁi§roorganismo bastan
te empregado, bem como células de¢ levedura (48). Re-
centemente, bactérias cujos processos energeéticos sio
dependentes de luz (49) também vem sendo - estudadas

com vistas a encontrar novas forntes de energia.



d.

Reconstituicao de Membranas

Entre as varias formas de abordar o estudo
de membranas, O‘prOCGSSO de reconstituicao vem sendo
béstante empregado (50). Este visa a reproducdo de
um aspecto funcional através da recombinacao de um
nimero limitado de componentes. Assim, por exemplo,
tem-se verificado que a B-hidroxibutirico desidroge-
nase necessita para sua atividade do fosfolipidio fos

fatidil colina (51).

Movimentos de Componentes de Membranas

Ao mesmo tempo que se tem verificado a exis
tencia de regioes heterogéneas no plano da membrana,
e as diferengas entre os lados interno e externo, tem
avancado de forma considerivel o estudo da mobilida-
de dos seus componentes, tanto lateral (no planeo da
membrana) (52) 55) como transversal (flip*flop).(56—
58). Varios tipos de experimentos (microscopia de fluo-
recencia (52), ressonancia paramagnética eletrﬁniéa (53, 54)
foto-destruigao de fluorescencia (55))tem indicado que
diferentes componentes de membranas se deslocam  no
plano da membrana com diferentes coeficientes de di-
fusao que dependem do peso molecular do componente e
do tipo de membrana. Porém, a escala de tempo em que
ocorre o fenomeno parece compativel com fenomenos de
importancia bioldgica que ocorrem ao nivel da membra-

na.



Por outro lado, os dados relativos & mobi-
lidade transversal sao bastante diversos, variando
de minutos (56) .a dias (57, 58), dependendo do sis-
tema, do componente e da técnica de medida.

As propriedades de mobilidade dos componen
tes de membranas, transversal, lateral, rotacional e
segmental, bem como a alteracao degsas~propriedades
por acao de agentes de importancia fisiologica e far
macologica tem sido objeto de estudo cada vez mais
pormenorizado de técnicas espectroscépicas altamente
sofisticadas.

A complexidade qualitativa e organizacio-
nal de membranas bioldgicas levou a busca de siste-
mas modelos mais simples que facilitem a compreensao
ao nivel molecular do papel dos constituintes dessas

membranas.

2. Membranas Artificiais, Fosfolipidios

a.

Generalidades

Membranas modelos sao em geral formadas por
fosfolipidios. Fosfolipidios sao compostos anfifili-
cos capazes de gerar mesofases esmécticas  liotropi
cas, isto €, em presenca de um solvente, em geral
agua, organizam-se na forma de bicamadas onde a por
¢ao hidrofobica das moléculas forma o °core’ apolar e
a porgao ionica se encontra voltada para o meio aquo
so intercalado entre as bicamadas (Fig. 3). A Fig. 2

mostra a estrutura geral dos fosfolipidios e as par-

10
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Fig. 4 Alguns tipos de organizagao de mefiofases: a) lamelar, gel; b) la-
melar, cristal liquido; c) hexagonal II; d) hexagonal I.



tes pelares mais frequentemente encontradas.

A estrutura em bicamada (lamelas) € a de
maior importancia biolégiéa em vista do fato que a
maior porgdo dos fosfolipidios em membranas se encon
tra nessa forma de organizagao. Existem, contudo, ou
tras formas possiveis, entre as quais hexagonal I e hexagonal
II. Hexagonal II é formada em condicdes de alta concen
tracao de lipidios e baixa concentracao de agua. Os
lipidios formam longos cilindros, onde a parte cen-
tral & constituida por agua, em contacto com as cabe-
¢as polares. As caudas apolares se irradiam para as
extremidades dos cilindros. Os cilindros se organi
zam em arranjo hexagonal, como visto na Fig. 4. A fa
se hexagonal I ocorre em concentragdes baixas de 1i-=
pidios e altas de agua. Os cilindros, nesse caéo tem
a superficie coberta pelas cabecas polares que se en
contram em contacto com a agua, agora exterior ao ci
lindro, enquanto que as caudas apolares se irradiam
para o centro. Aqui também os cilindros ocupam os Vég
tices de um hexagono (Fig. 4).

Existem ainda outras possiveis formas de
organizacao (fases) de compostos anfifilicos (59).
Nem todas as formas ocorrem para um dado composto. A
estrutura micelar € um caso extremo dentro dessas
possibil idades.

Tem sido sugerido que estruturas -'‘difeven-
tes da lamelar podem ocorrer em alguns processos a
nivel de membrana, por exemplo, no fenomeno de fusao
de membranas. O mecanismo proposto para esse “evento
propde gque os lipidios da regido onde ocorre a fusao.

se organizariam em estruturas semelhantes a micelas (60).
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Fosfolipidios apresentam ainda  proprieda
des termotropicas (61). Uma caracteristica muito im-
'partante desses compostos € a temperatura de transi-
cao de fase, T onde ocorre passagem de uma fase de
nominada gel para uma denominada cristal-liquido. Es
sa transicdao & descrita como sendo uma alteracdo na
conformacao das cadeias alifaticas dos‘fosfolipidios
passandp de uma condigao de maior imobilidade (mais
semelhante a um s6lido) onde todas as ligagGes  C-C
sdo trans para uma de maior mobilidade (mais seme=
lhante a um fluido), onde a probalidade de isomeriza
clo trans-gauche tem valor finito. Além disso, para
un dos lipidios mais estudados sob esse aspecta, a
dipalmitil fosfatidil colina (DPPC) existem eviden -
clas de que, enquanto ﬁa fase gel, o eixo 1ong§ da
molecula, ou a direcao das cadejas alifdaticas, - for-
ma um angulo de cerca de 32° (62) a 35° (63) com a
normal & superficie da bicanada. |

Alguns fosfolipidios, entre eles a DPPC,
apresentam também uma pré-transigdo 4  temperatura

abaixo da T. que tem sido interpretada de diferentes

maneiras, desde uma alteracao no arranjo da cabeca:

polar, com consequente variacao no grau e forma de
hidratagao (64) até uma altera¢do moangulo formado pelas
cadeias alifdticas com a normal a bicamada, passando
este a ter um valor zero [(ou seja,.as cadeias se tor
nam perpendiculares da superficie da membrana (65))

A temperatura de transicaoc & bem 'definida
para fosfolipidios de cadeias homogéneas, sendo mais

alta quanto maior e mais saturada 4 cadeia. Por ou-
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tro lado, a hetecrogeneidade da composicao das cadeias,
como ocorre em fosfolipidios naturais, acarreta a ob
servagao de uma banda no estudo da temperatura de
transigao, ao invés de um pico agudo (61).

Quando existe uma mistura de fosfolipidios,
estudos de variacao de temperatura indicam que pode
ocorrer separacao de fases, e os diagramas de fase
variam com a natureza e a complexidade das misturas
(29,30,66-68).

O fenomeno de separacao de fases vem sendo
encarado como muito importante, tanto do ponto de
vista estrutural como funcional em membranas biologi
cas. | |

Separacdo de fases ionotropicas também fo-
ram verificadas (69-72), bem como aquelas induzidas
por variagao de pH (72). Essas poderiam ter signifi-
cado fisioldgico mais relevante do que as termotrGRi
cas por ocorrerem a temperatura constante.

O estudo das formas sob as quais compostos
anfifilicos podem organizar-se tem sido largamente
efetuado através do emprego da té€cnica de raios X (59,
73,74)

Temperaturas de transicao tem sido determi
nadas especialmente atraves de calorimetria diferen -
cial de varredura (75). Microscopia eletrdnica tem
também contribuido para o conhecimento de caracteris
ticas de sistemas modelos (76,77),

Mais recentemente varias té€cnicas espectro
copicas mais sofisticadas vem sendo empregadés para
o estudo dessas e de outras propriedgdes estruturais

‘e dinamicas de membranas artificiais. Assim, medidas



de fluorescencia (78, 79), dispersao de luz (80, 81)
infra vermelho (82, 83), Raman (84-86), difracao de neu
trons (87,88) e ressonancia magnética nuclear (89-
95) e eletronica (96-100), entre outras, vem sendo

largamente empregadas no estudo desses sistemas.
Liposomas

Liposomas foram pela primeira vez descri-
tos em 1965(101) por Bangham. Sao preparados pela evapora-
¢ao do solvente organico empregado para solubilizar
os lipidios, em geral cloroformio, cloroformio-meta-
nol, ou benzeno. 0 filme 1iﬁidico remanescente € Sus-
penso em meio aquoso por agitacao manual ou num Vor-
tex. Isso da origem a multi-bicamadas aproximadamente
esféricas, cujo diametro maximo € variavel (0,5-50 um)
.(102) com dgua intercalada entre as bicamadas. A es
pessura da bicamada lipidica depende do comprimento
e grau de saturacdo das cadeias alifdaticas, bem como
de o fosfolipidio sevencontrar abaixo ou acima de T_
(61). Acima de T, a ocorréncia de isomerizacao trans-
gauche & um fator causador de aparente encurtamento
das cadeias. Quando ocorre insaturacaoc nos acidos
graxos formadores de fosfolipidios existentes em mem
bfanas; esta geralmente € cis (103),0 que também
produz encurtamento da cadeia além de criar um espa
¢o contiguo ao 'cotovelo" formado pelos carbonos da
dupia ligacao e vizinhos.

A fosfatidil colina dervo, conjunto de fos

folipidios extraidos da gema do ovo que possuem em
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comum a cabega polar glicero-fosforil colina e ca-
deias de acido graxo variadas (104), constitui um
sistema muito empregado em estudos de membranas arti
ficiais. Muitos dos trabalhos iniciais visavam ao es
tudo das propriedades de permeabilidade (105-108) des
sas membranas com a finalidade de compara-las as de mem
branas biologicas. Em geral solutos permeantes, ioni
cos (106) ou nao (107), eram incluidos nos comparti-
mentos aquosos inter-lamelares por adigado ao meio aquo
so de dispersao dos lipidios, sendo a fracao externa
freqentemente removida por dialise. A passagem por
coluna também & uma forma de remover solutos peque
nos do meio aquoso externo aos liposomas (109).
Também o inchamento ou encolhimento (108)
de liposomas por alteragao de concentracdo de sélutos
eram examinados atraves de turbidez ou de absorban -

cia.

Vesiculas

A medida que se propagou o emprego de 1li-

" posomas como sistemas modelos de membranas, foram sur

gindo as verificagdes das desvantagens por eles apre-
sentadas. Entre essas, ocorria a heterogeneidade das
preparagBés,podendo variar o numero de lamelas, e, as
sim, as dimensoes dos liposomas, com as conseqiientes
complicacoes nos estudos de permeabilidade.

Surgiram entao idéias da preparagao de
membranas fosfolipidicas de uma sd bicamada que sepa

raria um compartimento aquoso interior do meio exte-
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rior, numa analogia mais proxima a membrana plasmati-
ca celular.

0 pioneiro desses estudos foi Huang  que
em 1969 descreveu a preparacao e caracterizacgdo de ve
siculas umi-lamelares de fosfatidil colina de ovo atra-
vés do emprego de ultra-som (110). Verificou-se que
essas vesiculas possuem forma aproximadamente esfée-
rica com didmetros externo e interno de cerca de
25 e 15 nm, respectivamente. Essas <vesiculas eram
obtidas ap0s cerca de 2 h dé acao do ultra-som. Foil
observado que a introduc@o de uma pequena fracao mo-
lar (4%) (111) de um composto com carga negativa co-
mo o acido fosfatidico ou o fosfato de dicetila en-
curtava de maneira significativa esse tempo (0,5h).
Seguiram-se a isso metodos que empregavam, ao ’invés
do ultra-som, a injecdo (112), sob condic¢Oes especi-
ficas, de fosfolipidio em solvente organico, para o
meio aquoso.

As tentativas de aprofundar o conhecimen-
to desses sistemas levou & conclusao de que a grande
curvatura dessas vesiculas, além de afastar o modelo
do sistema biologico, visto que células sdo entida-
des bem maiores, trazia ainda problemas especificos
como a distribuig¢do heterogénea entre a monocamada
externa e a interna (115) de compostos, o que provavel
mente nao ocorreria no sistema vivo. Também'possf&el
seria ainda o empacotamento diferente. das cadeias
dos componentes da monocamada externa em relagio ao
da interna (114). Resultados de Kornberg e McConnell

sugerem que isso ocorre na regiao da cabeca polar

(115).
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Os ultimos anos, em especial vem testemu
nhando o aparecimento de varios trabalhos que des-
crevem a preparacao de vesiculas (uni-lamelares),
com enfase no controle do tamanho das mesmas e Vvi-
sando a faze-las mais semelhantes a células vivas

(116,117)

Multi-bicamadas Planas

Utilizando a técnica de deposigao de 1li-
pidios em superficie originalmente descrita por
Blodgett e Langmuir (118), Levine e colaboradores
(119) prepararam multi-bicamadas planas de DPPC so-
bre laminas de aluminio para estudos com raios X.

Os grupos de Jost e Griffith (120) e de
Smith (121), descreveram o preparo de multi-bicama-
das planas para estudos com ressonancia paramagnéti
ca eletronica (RPE) de espectros de marcadores de
spin.

-Multi-bicamadas planas podem ser obtidas
por evaporagao do solvente organico da solugao de
lipidios depositadas sobre uma superficie plana. Em
geral os Ultimos residuos de solventes sdo removi-
dos a vacuo e a seguir € adicionado o meio aquoso,
para hidratar o sistema. Em 1971, Jost e Colaborado
res (122) descreveram o preparo-de multi-bicamadas
planas através da evaporacao de disperéées aquosa
de fosfolipfdios colocadas sobre uma superficie pla
na e aquecida a cerca de 40°Cc. Para medidas de RPE nas

amostras eram depois colocadas em uma camara de umidade contro
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‘e

lada ea hidratagao efetuada dessa maneira, em analogia
com estudos com raios X em que Se examinavam parame-
tros dimensionais do sistema em funcao da umidade
(123).

Liposomas, vesiculas e multi-bicamadas pla-
nas sao os sistemas empregados em estudos com mar-

cadores de spin.

Uni-bicamadas Planas

Durante muito tempo, grupos de pesquisa
originarios de eletro-fisiologia procuraram desen -
volver um sistema modelo de membrana em que pudes-
sem reproduzir fenomenos de excitagdo nervosa e efe
tuar medidas eletricas relacionadas a variacoes de
permeabilidade. .

Em 1962 Mueller e colaboradores (124) des-
creveram a obtengdo de um sistema que se prestava a
finalidade desejada. Numa paréde separando dois com
partimentos aquosos onde se inseriam oS eletrodos
era perfurado um orificio de cerca de 1 mm de digmg
tro. Sobre o orificio era pincelada uma solugdao de
fosfolipidio em solvente organico, em geral um hi-
drocarboneto dé cadeia longa, como o n-decano. Essa
pincelada deixava um filme que ia-se tornando mais
fino o que era evidenciado por uma etapa em que
ocorria difragao da luz, até uma fase final em que
a membrana se apresentava negra. Isso levou a crer
que essas membranas negras de lipidios (black lipid

membranes) teriam apenas uma bicamada. Muitos estudos se segui
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ram fazendo uso dessas preparagoes (125-130). Em va

rios desses estudos foram empregados antibidticos

como modelos de proteinas transportadoras de  ions,

(125, 126). Foram ainda examinados efeitos de 1Jons
(127), pH (128), e de um material proteindceo impu
ro (EIM, excitability inducing material) (129) que
era capaz de induzir resposta dessas membranas. Mais
recentemente, Montal e Muller (130) desenvolveram um método
que tornou possivel a preparacio de membranas assimétri
cas isto €, o componente em contacto com um dos com
partimentos aquosos difere daquele em contacto com
o} OutI’O-.

As membranas negras de lipfdios’apresentg
ram, contudo, sempre aspectos criticaveis. Por exem
plo, nao se sabe qual a fragao de material depbsifg
do que realmente constitui a bicamada e quanto ﬁer—
manece fora formando o chamado "torus" & volta  do
orificio . Em muitos estudos foi empregédo um lipi-
dio que era denominado pelos autores de “colesterol
oxidado'" (131, 132). Alem de nao se conhecerem mem-
branas bioldgicas em que o colesterol seja o 1nico
ou o principal componente lipidico, nao € clara a
constituicao quimica do colesterol okidado.

Finalmente, sempre foi mencionado a preo-
cupacao do desconhecimento da proporgao de solven-
te -orgﬁnico que permanecia na membrana apos o afi
namento do filme. Estudos recentes com espectrosco-
pia de fluorescencia (133) demonstraram que grande
quantidade de solvente permanece retida, . fazendo

com que as membranas liplidicas negras sejam mais es
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pessas do que liposomas e vesiculas sugerindo que
os resultados obtidos nos estudos com aquelas podem
nao ter grande significado com relagao a  sistemas
biolo gicos.

0 preparo'de membranas lipidicas negras
sem retencao do solvente foi recentemente descrito,
fazendo-se uso de esqualeno (134) para solubilizar

os lipidios.

Monocamadas

Monocamadas lipidicas s3o preparadas na
interface que separa dois meios, em geral, agua e
ar, podendo também ser solvente organico e ﬁgqa; No
caso da agua e ar, lipidios sdao espalhados na super
ficie aquosa de um assim chamado pogb de Langmuir,
Devido ao seu carater anfifflico, as moléﬁulas se

orientam com a parte polar na agua e a cauda apolar

no ar. Sao comuns estudos da area ocupada por molée-

cula em funcao de uma pressao aplicada (135). Quan-
do se deseja estudar o efeito de um agente, ele é
introduzido sob a monocamada na solucao aquosa. Quan
do o efeito da variacdo de pressao sobre a area mo-
lecular € pequeno o filme € dito condensado. Quan-
do € o oposfo,o filme € dito expandido.

Medidas de variacao de potencial por um

eletrodo colocado acima da monocamada também sao uqi

lizadas para obter informacoes sobre o sistema (136).
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B. 0 Método de Marcador de Spin

0 Método de Marcador de Spin (Spin Label) (1-6)
consiste no emprego de uma molecula repdrter, atraves de
cujo espectro de ressonancia paramagnética eletronica (RPE) se
procura obter informagado de carater estrutural a respeito
do sistema ao qual a molécula repdérter se encontra ligada

A possibilidade de obtef informacoes de natureza
conformacional, especialmente a respeito de macromolécg
las ou agregados moleculares Teside no fato de a ressonancia ra
ramagnética eletronica ser uma técnica que opera na ‘regiid
"de micro-ondas (9,24,35 Glz) do espectro eletromagnético,
(137, 138), o que corresponde a frequéncia de movimentos
translacionais, rotacionais e (ou) segmentais das estrutu

ras em estudo.

Ll - - - - ’ -
1. Historico, Radicais Nitroxido

0 primeiro experimento baseado no princi-
pio do Marcador de Spin consistiu na introducao do ra-
dical cation da - cloropromazina em moléculas de acido deso
xi-ribonucleico (7).

| Porém, uma das dificuldades de aplicacao da
técnica de ressonancia paramagnética eletrdnica con-
siste no fato de que ela depende da presenca de um ele
tron livre, e &€ amplamente conhecido o fato de que ra-
dicais sao espécies instaveis devido a sua alta reativida
de. |

Uma vez que o maior interesse € o de se po-

der estudar estruturas de importancia biologica em con
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condigoes de pH e temperatura na regiao da fisiologica,

bem como em meio aquoso, tornou-se necessario desenvol

ver a busca de radicais livres que fossem estaveis nes

sas condigoes de trabalho. Os radicais nitroxido mos-

traram-se extremamente adequados aos requisitos acima.

H4C CH3
\/
—C
AN

N—O~

,.-—C/
/\
H,C CH,

A pfesenga de grupos metila nos carbonos vi-
zinhos ao atomo de nitrogeénio confere estabilidade adi
cional ao radical permitindo a realizacao de 'estudos
espectroscopicos em condigoes semelhantes & fisiologi-
cas,. Muitos dos estudos das proprieda&es quimicas de ni
troxidos temsido efetuados pelo grupo de Rosantzev
(139), e o grupo Rassat (140,141) tem também corntribui
do muito para o estudo de propriedades fisico-quimicas

e espectroscopicas desses compostos.

Ressonancia Paramagnética Eletrdnica

A ressonancia paramagnética eletronica € uma

técnica espectroscopica que depende da presenca de ra-

dicais e se baseia na aplicacdo de um campo magnético,

H, sob a ag8o do qual os niveis de energia do momento

-—

magnético de spin (MS) se tornam divergentes (Fig. 5),

(137, 138). Se, agora, for aplicada a energia adequada
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Enerqi& dos estados
de Spin Eletrdnico
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Fig. 5 Desdobramento dos niveis de enmergia do spin eletromico em presenga de
um campo magnético. Os espectros de RPE registraram, em geral, a deri

vada primeira da abosrgao.
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Fig. 6 Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrOnico para um
mede

com spin nuclear (I)=1. A separacgao entre as linhas espectrais
o desdobramento hiperfino.



(hv , Fig. 5) € possivel induzir a transigdo entre os
dois niveis. Essa absorgao de energia vai gerar um es-
pectro, que normalmente € registrado na forma da deri-
vada primeira da absorcao (Fig. 5).

Em geral, o campo aplicado € de cerca de 3 kG
e a frequencia de microondas & de cerca de 9 GHz (espec
trometro dé banda X). O espectrometro de banda K ope-

ra a 24 GHz e o de banda Q a 35 GHz.

Espectro de Ressonancia Paramagnética Eletronica de Ni-

Yo
troxidos

/. . P
A energetica das transigoes envolvendo momen
to magnético de spin pode ser representada através da
hamiltoniana de spin, a qual € expressa pela equagao

(1):

troca %dipolo (D

onde o primeiro termo representa a interagao eletronica
de tipo Zeeman, o segundo a interacao hiperfina (spin
eletronico-spin nuclear), o terceiro a interacao entre
0 spin nuclear e o campo 'magnético (que € desprezivel
nas condigoes normais do experimento de RPE) e j@

troca

e.bdipolo representam as energias envolvidas em intera
coes entre eletrons livres, que sO ocorrem em bi- ou po

li-radicais ou em concentracoes elevadas de mono-radi-

cais.j@

dos radicais ej@

depende da interpenetracao das orbitais
troca _

dipolo depende da geometria do sistema,
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uma vez que envolve uma dependéncia angular. Na equa-
cdo (1), H &€ o vetor de campo magnético, B, © By s3ao 0s

magnetons eletrdnico e nuclear, respectivamente, é& ]

—
—

o fator de desdobramento nuclear Zeeman, g € o tensor

g do eletron, S € o operador de momento angular do

spin do eletron, I é o operador de momento angular de

spin nuclear e T ou (R) € o tensor de desdobramento hi-
perfino. |
. Em radicais nitroxido, a maior parte da densi
dade eletronica esta localizada no atomo de nitrogénio.
0 isdtopo mais abundante do nitrogénio, '“N, possui spin
nuclear =1(I=1), podendo na presenca de um campo mag
nético apresentar tres valores para o momento magneti
co de spin nuclear (MI=hi,O + 1). A interagéo entre 0
-spin nuclear e o spin eletronico da oiigem
~ao desdobramento hiperfino (segundo termo da equagao
(1)). O spin nuclear =1 (I=1) causa o desdobramento de
cada nivel energético de spin eletronico em trés (Fig.
6). Portanto,na auséncia de interagdes spin eletronico-

- - S, 7 I
spin eletronico (ﬁ%roca,e' dipolo=® , podem-se obser-

var trés transigoes, uma vez gque somente transicbes com
AMI=O sao permitidas. A separacao entre as linhas &€ o

desdobramento hiperfino.

4. Marcadores de Spin

Este trabalho ater-se-d4 ao emprego de marca-
dor de spin de natureza lipidica ou aquo-soluvéis. Pas
saremos, no entanto, uma breve revista dos marcadores

de spin para grupos presentes em proteina.



Em geral, marcadores de spin para proteinas
sao ligados as mesmas através de ligacao covalente. Os
méié comuns possuém grupamentos que reagem COm grupos
-SH, tais como iodo-acetamida ou N- etil maleimida. A
seletividade as vezes nao € total, podendo grupos -NH,
livres reégir também (142). Além disso, foram descritos
marcadores seletivos para tirosina (143), para serina,
(144) etc.

- Marcadores de spin de natureza lipidica saoem
pregados para o estudo de membranas artificiais ou pa-
ra o exame de porgoes lipidicas de membranas bioldéi
cas. Estes sao apenas intercalados de maneira fisica,
em baixa concentracao, tornando-se mais um constituinte
da porcao lipidica. Os marcadores de spin lipidicos co-
mercialmente encontrados sao derivados de acidos gra-
X0S ou esteréidesJ s

Em alguns laboratorios outros marcadores tem
sido sintetizados, especialmente derivados de fosfoli-
pidios (69-71,11 ;145—147).A tabela I mostra alguns
dos marcadores de spin lipidicos mais comumente
empregados no estudo de membranas.

A Fig. 7 mostra a orientacao do sistema de
coordenadas do grupo N;Q para um marcador de spin em
que o grupamento paramagnético se encontra localizado
ao longo de uma cadeia alifatica, como em acido graxos
e fosfolipidios, e o mesmo sistema de coordenadas para
um marcador de natureza esteroidica. Verifica-se que
no primeiro caso oeixo z € paralelo ao eixo longo da
molécula, enquanto que no segundo, & o eixo y.

Quando tais moléculas sao intercaladas em bi
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TABELA - 1

Alguns Marcadores de Spin Empregados no Estudo de Membranas

a-
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I= TEMPO, II= TEMPOL, III= TEMPONA, sao derivados da 2,2,5,5 - %etra metil
piperidina-N-oxil.

IV= estrutura geral dos N-TEMPO amidas de acidos graxos; quando o acido e
o estearico, o marcador e simbolizado por SSL.

V= marcador de spin derivado da fosfotidil colina, marcador na cabega polar
VI-1X= contem o grupamento 2,2-dimetil-N-oxil-oxazolidina.

Mais comumente R = —COOH, ~COOCH,. Quando R= - COOH, e acadeia tem 18 atomos
de carbono, os marcadores mais efipregados sao o 5—-, 12 e 16—-SASL (stearic
acid spin label), onde os numeros representam a posicao na cadeia onde o
anel oxazolidinia esta ligado.

ViI= fosfatidil colina contendo cadeia de acido graxo com anel oxazolidino
VIII= derivado marcado do colestano (CSLP)

IX= derivado marcado do androstan -17f8-0l1-(ASL).
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Fig. 7 Sistemas de coordenadas para radical N-O em um marcador de spin a)
derivado de acido graxo e b) esteroidico.
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Fig. 8 Espectro de um marcador de spin introduzido em um mono-cristal de um
composto diamagnetico a) campo magnetico paralelo ao eixo x do ni-
troxido; b) idem, eixo y; c¢) idem, eixo z; d) espectro do wmarcador
de spin em um solvente de baixa viscosidade.



camadas, a tendéncia, devido & estrutura quimica, € de
elas se orientarem com seus eixos longos aproximadamen
te paralelos a normal a bicamada, com as . previsiveis
consequencias para a natureza dos espectros obtidos.

A tabela I apresenta também as estruturas de
alguns marcadores de spin que apresentam tendéncia de

sofrer particao entre os meios aquoso e membranoso e

cujas propriedades espectrais sao discutidas na Sec. I.B.J.

Dependencia dos Espectros de Ressonancia Paramagnética

Eletronica da Orientagdo - Pardmetro de Ordem

A nafureza tensorial de g e T gera uma depen
dencia dos espectros de RPE da orientacao da amostra
(anisotropia) exceto nos casos de solucdes, (ver Sec.
I.B.6) em relagao ao campo magnético. |

Podemos atribuir ao grupo nitroxido um siste
ma de coordenadas de sorte que o eixo x € paralelo a
ligagao N-O, o eixo z & paralelo a orbital 2pf que con
tem a maior parte da densidade eletronica do  eletron
desemparelhado, ficando o eixo y perpendicular aos ou-~
tros dois (Fig. 7). Em geral esses eixos coincidem com
as direcoes dos componentes principais dos tensores g

e T (8yy> 8yy-8,  © Ton T

Yy Yy
determinar os valores de g, _, ng’gzz’TXX’ Tyy e
Tzz, introduzindo radicais nitroxido como impurezas

substitucionais em mono-cristais de compostos semelhan
tes diamagnéticos e estudando os espectros em  funcgao
do angulo entre o mono-cristal e o campo magnético apli

cado (148). Uma analise dos valores obtidos a diferen-

S Fig.7) E  possivel’
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tes orientacoes permite obter os valores principais. A Fig. 8
mostra os espectros de um radical nitroxido em um Mono-
cristal, obtidos quando o campo magnético aplicado € pa
ralelo aos eixos X,y e z. Pode-se ar como variam Os
’yglgzgi_gi‘gj(posigéo das linhas no campo magnético) e
T (o desdobramento hiperfino). A tabela II mostra os
valores de g e T mais comumente encontrados.

A anisotropia de g e T € a base do calculode
parametros de ordem em membranas.

0 parametro de ordem € uma medida da orienta
¢ao molecular em relacao a um eixo de referéncia (o di
retor). Este eixo em geral € tomado como a normal a su
perficie da membrana, embora em alguns casos tenha sido suge
rido que ele € inclinado com relagao a normal (18@.1\orie2
tagao preferencial, dada por um angulo B com relacgao
ao diretor, pode ser interpretada como se originando
de um pseudb—potencial de ipteragéo devido a acao de
todas as moleculas sobre uma dada molécula (150).

-

O parametro de ordem € definido com a média

-

para o conjunto de moléculas:

S = <3cos? B-1>
2

(2)

Seelig (151) demonstrou que o parametro de or
dem para um marcador de spin em membranas pode ser cal-
culado através da medida do desdobramento hiperfino do

espectro de RPE.
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Determinacao do Parametro de Ordem em Multi-bicamadas

Planas

A fim de calcular o parametro de ordem pa
ra um marcador de spin intercalado em multi-bicama-
das planas & necessario obter os espectros com o cam

po magnético orientado perpendicular e paralelamen

)
1

sao respectivamente o desdobramento hiperfino medi-

- ' .
te a superficie das membranas. Nesse caso T“ e T

do com o campo.magnético paralelo (0°) e perpendicu
lar (90°) a normal a bicamada. Para um marcador de
spin orientado com seu eixo longo molecular parale-
lo a normal a bicamada onde o eixo longo molecular coin
cide com a direcao do componente principal do ten-

sor hiperfino Tzz’ o parametro de ordem & dado por:

[ 1
. -1 3)
T, = (T + Tyy)/Z

As vezes torna—se;necessério usar um fa-
tor de correcao que leva em conta a polaridade do
meio (145).

A expressao varia quando o eixo longo mo-
lecular do marcador de épin coincide com outros com
ponentes principais do tensor hiperfino.

A derivagao do parametro de ordem nao en
volve explicitamente as velocidades de movimento do
marcador de spin (145). Pressupoe contudo, que eles
sao rapidos na escala de tempo do experimento (ver

Sec. I.B.6.), isto &, pressupde simetria cilindrica



ao redor do eixo longo da molécula.

Os valores de Td e T podem ser afeta-
dos pela existencia de uma distribuicgao de eixos de
orientagdao em relagao a normal a bicamada caracteri
zada por um angulo de espalhamento (5,63,122,149,152-154)
ou pela ocorréncia de uma inclinacao do eixo de ori
entagéo em relagdao a normal a bicamada . (63,149,184).
Neste Gltimo caso, os valores de T“ e‘?l‘ podem
ser encontrados efetuando-se um estudo completo 'da
dependencia angular dos espectros em relagao ao cam

po magnetico aplicado (63,148).

Determinacao do Parametro de Ordem em Liposomas e

Vesiculas.

0s espectros de marcadores de spin inter-

calados em liposomas e vesiculas representam a soma

dos espectros de todas as possiveis orientacgées do

eixo longo da molécula em relacdo ao campo magnéti-

co aplicado. Embora haja distribuicdo isotrdpica dos

lipidios (a amostra € macroscopicamente isotrdpica),
os espectros que se somam refletem aorientacgao de
cada molécula. Hubbell e McConnell (145) demonstra-
ram que oS espectros de certos marcadores de spin
nesses sistemas apresentam pontos dos quais € possi
vel extrair T/ e T! e, portanto, calcular o pa-

I 1

rametro de ordem (ver Fig. 36).
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6. Dependencia dos Espectros de Ressonancia Paramagnéti-

ca Eletronica da Mobilidade-Tempo de Correlacao Rota-

cional.

Moléculas egféricas em fluidos isotrOpicos em
geral possuem movimento isotropico. Esse movimento &
caracterizado por um tempo de correlagao rotacional t. Seo
movimento e rapido na escla de tempo do RPE (1 <107° s),
o espectro de um marcador de spin apresentara valores

de g e de desdobramento hiperfino (%N) que sdo as me-

dias dos principails valores dos respectivos tensores
(Fig. 8).

. A velocidade do movimento determina a largura
das linhas espectrais. Estas sao estreitas para movimen
tos rapidos e vao se alargando a medida que O movimento se
torna mais lento (Fig.9). Quando a frequéncia do movi-
mento se torna comparavel a diferenca entre os valores
principais de T ou g (medidos em unidades de freqilién-
cia), obtem~se linhas de formas mais complexaé. No ca-
so extremo, quando o movimentormolecular e lento na es
cala de tempo do experimento (1 >3-10;7s), cada molécu
la contribui um espectro individual, obtendo-se um es-
pectro resultante que representa a soma de todas as
possiveis orientagdes em reiagéo ao campo magnético. Es
pectros desse tipo sao chamados espectros de po.

— > E possivel calcular o tempo de correlagao ro
tacional a partir das larguras e alturas das linhas es
pectrais. A teoria que foi desenvolvida para o calculo
de 1t gera dois valores, denominados Tg € Teh2 partir

de duas'expreSSGes diferentes (156,157). As .expressaeS'
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Fig. 9 Espectros de marcadores de spin TEMPO e TEMPOL em glicerol
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'J - - -
para o calculo de Tg © T Se aplicam de maneira rigoro

sa apenas para o caso do movimento perfeitamente isotrdopico
_11 9

e no intervado 5.10 < T < 10 s. Nesse caso, dever

se-ia obter g = T

c*

Verifica-se, porém que, mesmo em meios iso-
tropicos, frequentemente 3 # To (157—160). Isso  se
deve ao fato de que, devido a existéncia de um eixo
preferencial de rotagao e/ou a movimento intra-molecu-
lar, o movimento € anisotropico. Nesse caso, foi desen
volvida teoria que analisa os espectros em termos de
dois tempos de correlagao T, ¢ T, que caracterizam,
respectivamente, o tempo de rotagao ao redor de um ei-
xo molecular principal e o'tempo de rdtagéo do
proprio eixo (157-160).

Em sistemas de membranas, a anisotropia do mo
vimento se torna uma imposicdo do proprio meio. Apesar
digso, as equagoes empregadas para.célculo de Tg € Te

tem sido utilizadas para analisar espectros de marcado

em membranas (161), quando esses espectros

.res de spin

apresentam linhas estreitas, indicativas de alta mobili

~

dade e quando se observa que o parametro de ordem e

muito baixo (impossfvel de ser determinado atraves do
espectro, as vezes). o

0 calculo de T a partir das larguras e altu-
ras das linhas espectrais pode ainda fornecer valores
errados devido a contribuig§6' para a forma das linhas de
outros fatores. Foi claramente demonstrado que o desdo
bramento hiperfino nao resolvido devido a protons exis

- . . /s
tentes na molecula pode resultar em erros considera
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veis no calculo de T (162).

Valores de T podem as vezes ser qalculados pa
ra marcadores de spin em membranas (154,163,164). Se'
caracterizarmos o movimento da molécula por dois tem-
pos de correlagao T, e Y, (onde as definicoes sao  as
mesmas da p.36) e se T; for muito longo (>10_7s), po

.de ser calculado do espectro de multi-bicamadas pla-

nas tirado com o campo magnético perpendicular a nor-

mal a bicamada. Nesse caso determinam-se os parametros

B e C (150):

B=1,22x 107/ gH (éxx - ézz) (a,, - a.) 4)

C=0,61x10" (a -a ) (5)

onde g = (g, * Byy 8,,) /3 (6)
| -9

Essas equagoes sao validas bara 7,<3.10 S.

Para rotagdao ao redor do eixo y (como € o ca

_ so dos marcadores de spin de natureza esteroidica).

T, =-2,82 x 10710 3 (7)
e T, =22x10%c (8)
onde B = 1/2 AH, (\fxo/i;f /1D (9)
e C=1/2AH, (I,/I I /I_{-2) (10)

ondeISHo € a altura pico a pico da linha de campo mé-

dio medida em gauss e I, 1 I_4 sao respectivamente

O’
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as alturas das linhas de campo baixo, médio e alto.

Pode-se notar que as unidades de T sao segundo x ra

diano” ' contudo, geralmente 1 & dado apenas em segundos.
Mailer e colaboradores (164) também apresenta
ram as bases para o calculo do tempo de correlacao T
para marcadores de spin em membranas através de um modelo
simples que considera o eletron livre como sendo capaz
de saltar entre estados caracterizados por diferentes
parametros espectrais (fator g e desdobramento hiper-
fino). A forma pela qﬁal estes estados determinam a
forma das linhas espectrais depende do tempo de corre-
lagao rotacional da molecula. Este tratamento sera discu-

tido mais pormenorizadamente na Sec. II. B.2.

Dependencia dos Espectros de Ressonancia Paramagnética

Eletronica da Polaridade do Meio-Parametro de Particdo

Rassat e colaboradores ja em 1965 (140) mos-
traram como os valores de g e T dependem da polaridade
do meio, os primeiros decrescendo e os Gltimos aumen-
tando com o aumento da polaridade.

Esse efeito serviu de base para a proposta
da localizacao dos grupamento N-O de diferentes marca-
dores de spin em membranas (151) e também para um estu
do do perfil de hidrofobicidade da membrana (165)-

Além disso, no caso de marcadores de spin
que,.devido a sua estrutura, sao capazes de sofrer par
ticao entre o meio aquoso e a membrana (166), as dife-
rengas entre g e desdobramento hiperfino podem gerar

espectros em que as trés linhas espectrais se  encon-
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8.

tram resolvidas para cada meio (167). Mais comumente,

observa-se resolugao apenas da linha de campo alto,

ainda assim com alguma superposicao dos espectros cor--

respondente aos dois-meios (166). Apesar disso, foram
definidos parametros de partigao do marcador de spin,
(30,168) baseados em medidas de alturas das linhas re-
lativas as fases membranosa e aquosa e varios fenome-
nos tem sido estudados com base em variacoes desses pa
rametros de particao. Entre esses fenomenos citam-se
transigoes de fase gel-cristal liquido (30,54,169,170) separa-
cao lateral de fases em misturas de fosfolipidios (30,
66-68) e em mémbfanas (171,172) e formacOes de 1ilhas
de agregado em membranas modelos e bioldgicas (168).
Na Sec.III A.2 sera discutido o émprego des-
ses parametros de particao e os erros que podem ser in
troduzidos devido a medida de alturas como sendo pro-

porcionais a concentragao.

Dependencia de Espectros de Ressonancia Paramagnética

Eletronica da Concentragido da Espécie Paramagnética

Na apresentacao da equacao (1) foi indicado

- 3 " < el -
ue dois termo e . - estao relaciona
4 d 5 }G troca }ﬁjdlpolo’ -~

dos com a ocorreéncia de interacao spin eletrdonico — spin

eletronico. Foi também colocado queféd apresenta

ipolo

uma dependencia angular. Isto significa que contribui- .

c6es devidas a 10

dipolo podem aparecer em espectros de

marcadores de spin intercalados em membranas (53,54,
173,174) . No caso de solucoes isotropicas, a expressao

da dependencia angular faz com que o termo }Gdipolo de
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sapafega,

Foi observado tambeém quejétroca e jédipolo
devem ser considerados no caso de bi ou poli-radicais (175).
No caso de mono-radicais, esses termos so se tornam im
portantes quando a concentragdo da espécie paramagnéti
ca €& alta.

Os efeitos espectrais introduzidos por essas
interacoes podem ser Uteis no estudo de membranas e al
guns serao citados na Sec. III.A.Il.

Uma aplicagdo importantissima de interagoes
spin eletrﬁnico—spin eletronico consistiu no emprego
do fenOmeno para demonstracao da ocorrencia de difusao
lateral de lipidios em membranas e para determinar 0

coeficiente de difusao (53,54,174,176-178).

Contribuicao do Método de Marcador de Spin ao Estudo de

Membranas.

1. Membranas Artificiais

a. Organizacao Molecular

Inumeras revisoes tratam da aplicagao do
Método de Marcador de Spin ao estudo de -membranas
(6,150,155,179-183). O primeiro trabalho data de 1968
(166) e & de autoria de Hubbell e MacComnell. Nesse
trabalho, os autores introduziram o marcadorr TEMPO
no nervo de caminhar de lagosta. Num raciocinio ana
logo aoc de Steim e colaboradores (15) (o fato de que

0 espectro obtido era semelhante ao fornecido 'por
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dispersdes lipidicas), Hubbell e McConnell propuse-
ram que a porcao lipidica da membrana do nervo se

constituia também de bicamadas.

Tipos de Movimento Molecular

'i. Rotacdo ao Redor do Eixo Longo Molecular

Até 1969, as uUnicas informacdes disponiveis
para propriedades de lipidios em membranas ao nivel
molecular eram as obtidas através de estudos de raios X
(73,74) e alguns resultados iniciais de ressonancia
magnética nuclear (RMN) (89,90). Os dados de raios
X diziam que no estado gel, medidas de alto angulo
davam um espagamento entre as cadeias alifaticas de
0,42 nm, em um pico agudo, que sugeria ausencia de mo-
vimento. No estado de cristal 1liquido, no entanto,
medidas de alto angulo davam uma banda difusa de
0,46 nm (73,74). Esse resultado sugeria que nesse
estado deveria haver maior liberdade de movimento
das cadeias alifaticas, que seria responsavel pela
difusao da banda.

Espectros de RMN mdstraram que os grupos metila
terminais das cadeias alifaticas gozavam de liberda
de de movimento bem mais ampla (linhas estreitas) do
que 0s grupos metileno ao longo da cadeia (linha lar
ga) (89,90).

A introdugao de marcadores de spin de nature-
za esteroidica em membranas veio evidenciar de manei

ra incontestavel a ocorréncia de um movimento de ro
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tagao ao redor do eixo longo moleéular (120,121).
Quando um marcador esteroidico € introduzido
numa membrana, ele se orienta com seu eixo longo apro-
ximadamente paralelo a normal a bicamada. Do siste-
ma de coordenadas que cafacteriza o grupamento N-O,
€ 0o eixo y que é aproximadamente paralelo ao eixo
longo da molécula. Em sistemas de bicamadas planas,
se o espectro for observado com o campo ~ magnéti-
co paralelo 3 normal 3 bicamada, os valores de Teg
observados deverao corresponder aproximadamente a
T (n~6G) e g (~ 2.006). Por outro lado, para o
yy yy
espectro obtido com o campo magnético paralelo & su
perficie das bicamadas, existem duas possibilidéde&
Na auséncia de rotacgdo ao rédor do eixo longb ori-
ginar-se-ia um espectro de po bi-dimensional com con-

tribuicao dos componentes Tex» T

* o
X’ “zz © gxx’ gzz em to

das possiveis orientagdes no plano da membrana, ou
seja, o desdobramento hiperfino maximo seria de 32G.
Se, por outro lado, ocorrer a rotacao ao redor do
eixo longo, ao invés da soma apresentada.no eépaﬂxo
de po, observar-se-a uma média dos valores princi-

observado Txx ¥ Ty -196 e 8

pais, ou seja T
' 2

obser

vado = g g,, ~-2,006.

+

XX
Exatamente esta Ultima situagao foi observa-
da para bicamadas planas consistindo de fosfatidil co
lina de ovo (120,121) e fosfatidil colina de ovo +

colesterol (121).
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ii. Movimento do Eixo Longo Molecular

A fim de analisar esse tipo de movi-
mento torna-se mais simples empregar uma molécula
rija, do tipo dos marcadores esteroidicos, que nao

possuem movimento de segmentos intra-moleculares.

0 parametro de ordem para esse tipo

de moléeculas pode ser redefinido em fungao do fa-

to que agora o eixo longo molecular coincide apro-
ximadamente com o eixo y do sistema de coordenadas

do radical N-0 (5,150).

T _(Txx * Tzz)/2

~onde todos os valores expressos representam médias
devidas 4 ocorréncia de movimento ao redor do eixo
longo, que confere simetria cilindrica no plano da
bicamada.

Assim definido, verifica-se que, no-
vamente o valor maximo de S € 1, o que representa-
ria uma situagao de ordem maxima dos eixos longos
moleculares.

Experimentalmente, o valor S=1 &€ ra-
ramente obtido e virios modelos tem sido proposte
para explicar os resultados, todos eles envolvendo
movimento do eixo longo molecular em relagao a nor
mal a bicamada (5,6,122,145,151).

0 modelo mais simples é aquele no
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qual o eixo longo molecular precessaria rapidamen
te com um angulo B em relagdo a normal 2 bicamada (150).

0 angulo B poderia ser obtido da expressao
S (8)= 1/2 (3 cos® g-1) (12)

Em geral, os movimentos sao mais complexos e a
equagdo (12) deve ser substituida pela média no
tempo, onde a forma da meédia depende da natureza
do movimento.

Um modelo mais complexo descreve o
movimento do eixo longo melecular como constituin
do de um caminho ao acaso dentro de um espago co-
nico definido por um angulo y (5,122,152,153).Nes

se caso
S (v) = 1/2 (cos vy + cosz-y) (13)

Uma complexidade adicional pode
ser introduzida, qual seja, uma distribuicgao de
valores de y.Simulagdes espectrais indicam que uma
distribuigao em forma Gaussiana pode expliéar cer
tos efeitos sobre aﬁléngra de linhas espectrais
(152).

£ o caso da adi¢do de colesterol a
lecitina de ovo (152). Em ausencia do mesmo, era
necessario introduzir um par@imetro de  distribui
cao de 10°; esse valor decresceu em presenca de

- quantidades crescentes de colesterol.



Mc Farland e McConnel (184) propuse
ram ainda que, para explicar os espectrbs obtidos
em multi-bicamadas planas de fosfatidil colina de
ovo contendo 25 moles% de colesterol e 25% de agua
era necessario levar em conta que o eixo longo da molé
cula do marcador de spin possuia uma inclinagao
em relacao a normal a bicamada.

Neal e colaboradores (185) mostra
ram que o grau de ordem de um sistema pode também
ser correlacionado com a relagao (b/c) entre as al
turas - das linhas do campo baixo (b) e
de campo médio (c) em espectros de marcadores este
roidicos tirados com o carﬁpo magnético paralelo i nor-
mal a bicamada. Uma discussdo pormenorizada das idé€ias
desenvolvidas a respeito do parametro de ordem €

dada por Griffith e Jost, no capitulo 12 da ref. 6.

iii. Movimento de Segmentos Intra-moleculares

Para marcadores de spin do tipo de
acidos graxos ou fosfolipidios, torna-se evidente
que o movimento intra-molecular da cadeia hidro-
carbonica deve contribuir para o parametro de or-
dem observado. Esse movimento intra-molecular se
origina da rotagao ao redor de ligacoes simples
-C-C-, responsaveis por interconversoes entre ro-
tdmeros trans € gauche. O parametro de ordem foi
analisado em termos da contribuigao das probalida
des P e Pg de conformacao trans e gauche ao lon-

go da cadeia (151).
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Admitindo-se que Pg € pequena, uma
vez que a conformacao gauche & energeticamenteckg
favorecida, e que Pt e Pg sao constantes para to-
das as ligagoes -C-C ao longo da cadeia, pode-se
mostrar que o parametro de ordem no carbono n €

dado por (145):

log Sh =n log P+ C (14) .

onde C & um pequeno fator de correc@o que depende
pouco de n.

Seelig (151) eHubbell e McConnell (145)
verificaram experimentalmente a validade da equa-
cao (14).

Hubbell e McConnell '(145) apresentaram tam
bém uma expressao em que O parametro de ordem me-
dido depende, além do movimento intra-molecular,
dado por Sn da orientacao do eixo longo molecular
em relacao a normal a bicamada dada por Sge A ex-

pressao se torna:

log Sp (na .bicamada) = n log P + logSy + C  (15)

A medida experimental do parametro
de ordem para no minimo duas posig¢des do radical
N-O0 na cadeia hidrocarbonica permite a avaliacao
de P, e de So’ o parametro de ordem para o eixo

longo da moléecula.
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Uma simplificagao adotada na deriva
¢do das expressoes acima & a de que Pt tem o mes-
mo valor para todas as ligagdes -C-C, o que pro-
vavelmente nao ocorre.

A analise do parimetro de ordem em
termos das probabilidades %:, Pg foi posteriormen
te estendida por Schindler e ‘Seelig (185).

A discrep3ancia entre o comportamen
to de S em funcgao de n em resultados de RPE quan-
do comparados com resultados de RMN de deutério

sera discutida na Sec. IV.

iv. Difusao Lateral

Uma das principais contribuigoes ao

estudo de membranas pelo Método de Marcador de

Spin consiste na evidenciagao do movimento de trans

lagao de moléculas de lipidios no plano de membra
nas e na medida do coeficiente de difusao (53,54,
174,176-178).

Essa determinagdao € fundamentada na
observacao de interag@o spin eletronico-spin ele-
tronico, principalmenﬁe por troca, a qual se evi-
dencia na forma das.linhas espectrais, em presen-
¢a de concentracao suficientemente elevada de mar
cador de spin. Quanto maior a concentracdo, maior
a freqliencia de troca, a qual, em membranas, e
controlada pela difusio.

Sackmann e Trduble (176,177), Tridu-
ble e Sackmann (174) e Devaux e McConnel (178) de

terminaram o coeficiente de difusao 1lateral em
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membranas modelos como sendo da ordem de 3)(10—8

cmz/s e Scandella e colaboradores (53) e Overath
e colaboradores (54) determinaram os valores de

8 cmz/s e 3,25 x 1078

~7,5 x 10 cm?/s respectiva
mente em membranas de reticulo sarcoplasmatico e
de E. coli.

Temperatura de Transicao de Fase de Fosfolipidios

Os espectros de RPE de marcadores
de spin tem sido utilizados para detectar a tempe
ratura de transigao de fase de fosfolipidios, TC
(30,54,66-68,145,169,170,187).

Em alguns experimentos  empregan-
do marcadores de spin de acidos graxos foi verifi
cado que a temperatura indicada pelos espectros
do marcador como sendo a de transigao nao corres-
pondia a dada por calorimetria diferencial de var
redura (54).

A particao de marcador de spin TEM-
PO tem sido muito utilizada no estudo de tempera-
tura de transicao (30,66-68,170). Pode-se obser-
var.um acentuado decréscimo da solubilidade de
TEMPO na membrana na ;&56 gel. A partigao do TEMPO

também tem sido capaz de revelar a pré-transigao

mencionada na Sec. I.A.Z2.a.

Fusao de Membranas

0 fenomeno de fusao de membranas tem

sido considerado como de potencial grande impor-



tancia em certos processos bioldogicos a nivel de
membrana (60). No entanto, nenhum experimento

até hoje realizado realmente descartad outros pos-
siveis mecanismos (além da fusdo) como  responsa-
vels pela mistura dos constituintes de duas mem-

branas diferentes (188).

Feita essa ressalva, podem-se citar
os trabalhos de Taupim e McConnell (189) como pro
pondo a evidenciagao de ocorréncia de fusao entre
vesiculas de DPPC. Grant e McConnell (190) estuda
ram esse processo ocorrendo entre vesiculas de
DPPC e membranas de Acholeplasma laidlawii e Maé—
da e colaboradorés.(191) examinaram a fusdo de cé
lulas vermelhas do sangue induzida por virus de

Sendai.

Separacao Lateral de Fases

i. Termotropica

A importancia do fenGmeno de separa
cao lateral de fases ja foi amplamente enfocada nas
Sec. I.A.1.b e T.A.Z.d. A maior parte desses estu
dos, em que se estabeleceram diagramas de fase pa
ra misturas binarias de fosfolipidios foi efetua
da no laboratdrio de McConnell (30,66-68), através
da andlise da particdo de um marcador de spin en-
tre as fases aquosa e membranosa. Esses diagra-
mas de fase permitem estabelecer as temperaturas

de inicio e término de separacgao lateral de fases
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e esses conceitos foram posteriormente aplicados
a sistemas de membranas bioldgicas (171,172 | ver

Sec. I.B.7).

ii. Ionotropica

A maior parte dos estudos de separa
cao lateral de fases induzida por acao de ions,
em geral Ca®¥, em misturas foi efetuada no labora
torio de Ohnishi (69-71). O efeito & observa-
do atraves do emprégo de concentracées Trelativamen
te elevadas de fosfolipidio marcado. Ao se promo-
ver a separagao de fases, fortes interacgoes spin-
-spin sao observadas nos espectros devido a um au
mento efetivo da concentragao do fosfolipidio nas -
regioes segregadas.

O efeito de Ca++, pH e de polilisi-
na na separacao lateral de fases em misturas de
DPPC e acido dipalmitil fosfatidico foi cuidadosamen

te examinado por Galla e Sackmann (72).

Interacoes a Nivel de Membranas

E conhecido o fato de que varios com
postos de importancia bioldgica ou farmacolodgica
atuam a nivel de membranas; Os pesquisadores en-
volvidos com a aplicagao de Método de Marcador de
Spin tem procurado emprega-lo no estudo dessas in
teracoes. Assim, tem sido examinado o efeito de

esterdis (152,153,164,192-197), ions (69—72,198—200) - pH



(172, 200), anestésicos gerais (201-204) e locais
(205-208), antibidticos (209-212) desacopladores
de oxidagao fosforilativa (213). proteinas e pe-
ptidios (72,214,220), pignmentos foto-sensiveis

(221,222) etc.

Alguns desses agentes sao objeto de
estudo do presente trabalho: colesterol, ions, pH,
antibioticos, peptidios.

Um grande namero de trabalhos engloba
o estudo do efeito desses agentes e outros sobre
membranas. Nao nos estenderemos aqui na descrigao
desses trabalhos uma vez que isso significa um

alongamento excessivo desta Introdugao.

2. Membranas Bioldgicas

a.

Membranas Estudadas

Muitos estudos tem sido efetuados utilizando
-se membranas bioldgicas. Nesse sentido, nao s a parte
lipidica tem sido marcada mas também componentes pro-
teicos.

Dentre as membranas de mamiferos estudadas,
podem citar-se, entre outras, c€lulas vermelhas do san-
gue (223,224), reticulo sarcoplasmatico (53,228,229),
mitocondrias, reticulo endoplasmatico (233) e outras,
tendo sido executados estudos dos mais variados com es-
sas membranas.

Além disso, foram marcadas membranas de va-

rios microorganismos (234-243), virus (244-246), clo-
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roplastos, (247,248) nervos de lagosta, (166,249,250)

etc.

b. Interacao Lipidio-Proteina

Um dos problemas mais interessantes na area

de estrutura e fung@o de membranas € o da interacdo en

tre os lipidios e proteinas constituintes das mesmas.

Varios estudos tem sido realizadosna tentativa de elu
cidar o que ocorre com lipidios que interagem tanto
com proteinas periféricas (251,252) como com protei-
nas integrais (168, 215-220).

A maior parte dos estudos relacionados com

proteinas integrais aborda o problema através da re-

constituicao gradativa de membranas, isto &, através,

da analise dos espectros de marcadores de spin lipidi
cos adicionados a misturas contendo proporgdes varia
das de lipidio e prote{na. Uma excecao e o trabalho
de Stier e Sackmann (253), onde se empregaram membranas
de reticulo endoplasmatico. Nesse caso foi examinada

a atividade do sistema citocromo P 450—cifocromo p
NADPH redutase sobre a redugao de marcadores de spin
é, através dos resultados, foi concluido que havia uma
camada de lipidios rigidos rodeando a proteina imer-
sa na membrana.

O conceito de lipidio limitrofe (ou halo)
foi desenvolvido de maneira muito elegante no traba-
lho pioneiro de Jost e colaboradores (215-217) em que
se promoveu a reconstituicao de membranas de citocro-

mo oxidase. Esse sistema continua sendo objeto de-es-

450
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tudos dessa natureza (219).

Outros sistemas enzimaticos ou proteicos
que tem sido objeto desse tipo de estudo sao a ATPase
dependente de ca*t e Mg++ de reticulo sarcoplasmiatico
(168,254), o receptor de acetil colina (255), rodopsi
na (220, 256). Em geral existe uma concordancia sobre
a existencia de lipidio 1imftrofe, mais imobilizado
do'que o restante dos lipidios ao redor da proteina.
Essa concordancia porém nio € total (220).. Também, tra-
balho recente de Seelig e Seelig (257), empregando res-

31P e de deutério afir-

sonancia magnética nuclear de
ma que os resultados obtidos por esses autores nao per
mitem concluir a existéncia de lipidio limitrofe em

membranas de citocromo oxidase.

Biossintese de Fosfolipidios Marcados com Marcadores

Spin

A incorporacao biossintética de acidos gra-
xo0s marcados com marcadores de spin em lipfdips mais
complexos foi verificada para varios microorganismos
(234 - 237), indicando que o anel oxazolidinico era uma
pertubacao aceitével pelos sistemas enzimaticos desses
microorganismos.

Estudos posteriores vieram revelar que mito-
condrias (258) e fracdao microsomal de célula de mamifg
ro (259-261) também sdo capazes de sintetizar fosfolipi
dios a partir de acidos graxos marcados.

A importancia desses processos € discutida

na Sec. III.C.1. .
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Reatividade de Marcadores de Spin

Em varios estudos que empregaram marcadores de
spin intercalados em membranas biologicas foi verificada
a destruicao do sinal de RPE, por vezes bastante acelera-
da (262-265) provavelmente devido hAagéo redutora de algu
ma enzima ou enzimas.

Alguns pesquisadores procuraram fazer uso desse
processo para estudar aspectos funcionais de membranas (264,
266).

Também, a reatividade quimica dos radicais ni-
troxido, em particular com o fon ascorbato foi wutilizada
para o estudo de processos em membranas artificiais tais
como mobilidade transversal (115), permeabilidade-(267)e
a ocorrencia de regioes heterogéneas dﬁrante a transicao.
gel-cristal 1liquido (169).

A Sec. III.A.3 descreve o emprego da reacao en-
tre ascorbato e nitroxido em membranas com vistas ao estu
do de propriedades de permeabilidade das mesmas. Na Sec.
ITI.B.5, a mesma reacdao € utilizada para examinar o efei-
to do antibiotico polienico anfotericina B sobre  membra
nas. Finalmente, a déstruigao do sinal de RPE de marcado-
res de spin por mitocandrias_e'fragéo microsonal de figa-
do de cobaia foi examinada na tentativa de verificar a
transferéncia de marcadores de spin entre membranas e de
determinar a localizacao dos sitios de reducao (Sec. III.

c.2).
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I - MATERIAIS E METODOS

A. Compostos

De Lipid Products, South Nutfield, Inglater

ra obtiveram-se: PC, PA, PE, PI e PS (Grau I).

De Serdary Research Laboratory, London,Onta
rio,Canada,obtiveram-se: PC, monolaurina, monopalmiti
na, monoestearina, monooleina, monolinoleina, dipalmi

tina e digliceridios insaturados.

De Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois,

E.E.U.U., obtiveram-se PA e lisofosfatidil colina.

DPPC procedeu de Mann Research Laboratories,
N.Iorque, N.Iorque, E.E.U.U., de General Biochemicals,
de Grand Island Biological Co., Grand Island,N.Iorqué,
E.E.U.U. e de Sigma Chemical Co.,St. Louis,Missouri,E.
E.U.U., que também forneceu DMPC, TRIZMA e &acido olei

co (pureza > 99% ).

Colesterol, recristalizado duas vezes de me
tanol, veio de Steraloids, Inc., Pawling, N.Iorque,E.
E.U.U.

De Eastman O}génic Chemicals, Rochester, N.
Iorque, E.E.U.U., obtiveram-se: cloreto de hexadecil
trimetil amonio (HDTMA), octadecano, acido decanoico,
1,2-benzantraceno, 3 “metil antraceno e 9,10 - dimetil-

-

-1,2-benzantraceno.

PE foi também obtida de Koch-Light Laborato

ries Ltd., Colnbrook, Inglaterra.



De British Drug House, Poole, Inglaterra,
veio oleo de parafina (parafina liquida, o0leo mine-

ral (pesédo))e 2-cloro etanol.

Naftaleno, 1,2,5,6-dibenzantraceno, 3, 4-
-benzopireno e 20-metil colantreno foram de L. Light

Co. Ltd., Colnbrook, Inglaterra.

Naftaleno, antraceno, pireno e fenantreno-

foram purificados de acordo com procedimento usuais.
Os respectivos pontos-de fusao foram 79-80, 217-218,

156 ¢ 99-100°C.

Os marcadores de spin CSL, ASL 5-, 12-, e
16-SASL provieram de Syva Corp., Palo Alto, Califor—
nia. E.E.U.U. Também CSL e SSL foram sintetizados pe
lo Dr. J.C. Hsia no Natioﬁal Research Council do Ca-
nada (Ottawa, Ontario). TEMPO foi sintetizado' pela
Dra. F. Hasan, na mesma instituicao. TEMPONA per-deu
teriada foi sintetizada pelo Dr. R.P. Mason, da Uni-
versidade Cornell, Ithaca, N. Iorque, E.E.U.U. TEMPO
-colina foi doagao do Dr. A.C. Oehlschlage;,da Simon
Frazer University, Burqaby, Bristish Columbia, Cana-
da. Estearil” coenzima A (estearil CoA) contendo o
anel oxazolidinico na posigdao 12 foi preparado pelo
Dr. N. Z. Stanacev, da Universidade de Toronto,Toron

to, Ontario, Canada.

Glucagon marcado foi preparado pelo Dr.R.
M. Epand da McMaster : University, Hamilton, Ontario,

Canada.
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Os derivados 5¢ e 7¢g-hidroperoxi de co-
lesterol foram doagao do Dr. M. Nakano, da Universidg
de de Gunma, Gunma, Japao. 0O derivado I13-hidroperoxi
do acido linoleico foi preparado pelo Dr. N. Duran,do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Cam-
pinas.

Anfotericina B e nistatina foram doagao do

Laboratorio Squibb.

Todos os demais reagentes apresentaram grau

analitico ou foram purificados.

Equipamento

Foram utilizados os seguintes espectrome-

tros de RPE da Varian: um E-3, unm E-3 acoplado a um
computador 620i, um E-4, um E-9 e um E-12. Foi ainda
empregado um espectrometro de banda K, feito no labo-
ratorio do Dr. C.P.S. Taylor da Universidade de Western

Ontario (Canada).

Foram empregadas celas de quartzo para So-
~lucao aquosa ou para estudo a temperatura variavel de
James Scanlon, Costa Mesa, Califdrnia. Para os estu-
dos a 24 e 35 GHz (Sec. III.B.Z) foram usadas laminas

de quartzo para o preparo das amostras.

Nos estudos de temperatura variavel era em

pregado o equipamento padrao da Varian para solugao

ou dispersoes.' Filmes depositados em celas para solu-.

¢ao aquosa eram inseridos em um encaixe especial ' de

quartzo desenhado pelo Dr. K.W. Butler.
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Medidas de temperatura foram efetuadas in-
serindo-se um par termo elétrico na cela contendo a
amostra ou retirando-se a mesma e inserindo um termo-

metro digital Mettler TM 15.

O pH foi medido com o aparelho Metrohm E-152
Aparelhos de ultra-som empregados foram Cole-Parmer mo

delo 8845-3 e Branson.

A dosagem dos hidrocarbonetos aromaticos
descrita na Sec. III.B.4 foi feita num espectrofotome

tro Zeiss DMR-21.

Preparo de amostras

As solugoes aquosas empregadas eram 0,15M
em NaCl, exceto quando indicado de outra forma. Na Sec.
IIT.A.1.a.i foram empregados tampoes variados e na Sec. III..

A.2 o pH foi ajustado para 7,4 com TRIS.

1. Multi-bicamadas Planas

Solugdes cloroformicas contendo todos os
componentes da membrana sao introduzidas nas celas de
quartzo para solucoes aquosas e o solvente removido
por um fluxo de nitrogénio umido, ficando depositados
nas paredes da cela os filmes lipidicos. A seguir, as
amostras sdo submetidas a vicuo por um periodo de pe-

lo menos 1,5 horas.

No caso geral, as amostras sao hidratadas
com solucao salina e/ou tampao e a solucao de hidrata

cao € drenada antes do registro dos espectros.

A solucao de hidratagao (contendo ascorba-

+ - . . . -
to ou Fez ) nao foi removida nos estudos descritos nas
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Secs. III.A.3 e III.B.3.b. Os espectros foram vregis-
trados com o campo mégnético paralelo a normal a bica
mada.

As amostras preparadas em placas de quar-
tzo (Sec. III.B.2) foram hidratadas com solucgao sali-
na e o excesso de agua removido com papel absorvente
para os espectros a 24 GHz. Para os estudos a 35 GHz,
a hidratacao foi efetuada pela passagem de nitrogénio
umido através da cavidade durante a tomada dos espec-
tros.

Filmes de lisofosfatidil colina foram hi-
dratados conforme descrito na Sec. III.A.1. Esse com-
posto nao € totalmente soluvel em clorofdrmio, de sor
te que as solucoes de partida continham também meta-
nol. O mesmo aconteceu para o preparo de membranas con

tendo anfotericina B (Sec. III.B.5).

As amostras sao preparadas contendo aproxi
madamente 1 mg de lipidio-.e cerca de 1 mol% de marca-
dor de spin.

As concentragoes dos componentes sao sem-

pre dadas em mol%.

2. Liposomas

Liposomas sao preparados por evaporagao
de uma solugao cloroformica dos componentes da membra
~na por meio de um fluxo de nitrogenio umido, restando
um filme lipidico nas paredes do teto. ApOs remogdo
do solvente residual a vacuo (,5 horas), adiciona-se

solugao salina e/ou tampao (se necessario) e agita-se
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no Vortex (em geral cerca de 5 a 10 minutos), trans
ferindo-se a dispersao para a cela para tomada de es

pectros.
3. Vesiculas

Uma vez preparados os liposomas,estes sao
submetidos ao ultra-som por periodos de até 2 horas,
com interrupgoes durante o processo, a fim de faci-~
litar o resfriamento da amostra. Quando o fosfolipi
dio € a fdsfatidii»colina de ovo, a amostra € imer-
sa em banho de agua e gelo, e submetida a um fluxo
de nitrogenio paraminimizar o risco de reagdes de oxi

dagao e outras.

4. Amostras . Contendo Glucagon Marcado

A Sec. III.B.ob descreve estudos com o hor
" mdnio peptidico glucagon ao qual se ligou um penta-
nel contendo o grupamento nitroxido. Essa 1ligacido
foi efetuada em duas posicoes no peptidio, o amino
grupo terminal da histidina 1 (dando origem ao com-
posto aqui denominado G-1) e o amino grupo & da li;
sina 12- (dando origeﬁ.ao composto aqui denominado
G-12).

Amostras contendo glucagon marcado eram
preparadas da seguinte maneira: o volume desejado de
G-1 ou G-12 de uma solugao estoque em 2-cloro eta-
nol era evaporado com um fluxo de nitrogenio, dei-

xando - um filme, o qual era submetido a vacuo no des



secador durante 30 minutos. Vesiculas de fosfolipi-
dio eram entdo adicionadas em quantidade suficiente
para se obter a relagao molar desejada. O conjunto

era submetido a agitagao num Vortex por 60 minutos.

Registro dos Espectros

A fim de se evitar distorgoes nos espec-
tros devidas élescolha inadequada dos ajustes do apa
relho, & importante verificar quais sdo 0s valores
adequados de potencia, amplitude de modulacdo e da

combinacao tempo de varredura/constante de tempo.

Nesse sentido, para os espectros obtidos
no presente trabalho, procurou-se empregar valores
de potencia de 5 ﬁW para marcadores em solugac e de
5,10 ou no maximo 20 mW (se necessario, para amos-
tras de baixa concentracgao) para marcadores em mem
branas ou outros sistemas que conferem menor mobi-
lidade.

A amplitude de modulagao variou de 0,4
al,o0 gauss para marcadores em solucao, e em geral
foi de 1,6 ou 2,0 gauss (podendo chegar a 2,5 gauss

para amostras de baixa concentracao) em membranas.

Para marcadores em solugao os espectros
eram registrados (em geral) empregando-se tempos
de varredura de 4 ou 8 minutos, acoplados a cons-
tantes de tempo de 0,1 e 0,3 segundos, respectiva-
mente. Espectros de marcadores em membranas em ge-

ral requeriam tempo de varredura de 4 minutos e
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constante de tempo de 1,0 segundo. Quando as amos-
tras apresentavam baixa concentragd@o, a constante
de tempo era aumentada para 3,0 segundos e o tempo

de varredura para 8 ou 16 minutos.

Espectros foram registrados a temperatu
ra amblente (ZO—ZBOCJ, a nao ser quando indicado de

outra forma.
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IT - RESULTADOS

Os estudos a serem aqul apresentados se enqua-
dram em tres categorias pincipais:?
A. Estudos de Carater Estrutural
B. Estudos de Interag6es com Agentes que Atuam
ao Nivel de Membranas

C. Estudos com Msmbranas Biologicas

Dentro de cada uma dessas categorias aspectos
variados foram abordados, assim como também variaram as
formas de exame desses aspectos. Assim, em varias oportu-
nidades, como ser3a visto no decorrer do trabalho, foram
empregadas, alem das técnicas convencionais de analise es

. pectral, como descrito na Sec. I.B, propriedades de rea-
tividade dos radicais nitroxido. Desta maneira, podem-se
obter informacOes de carater relevante para o conhecimen-
to de membranas atraves de estudo de processos quimicos

em matrizes membranosas.

A. Estudos de Carater Estrutural

Dividiremos esses estudos em tres partes: na pri
meira procurou-se estudar uma série de compostos anfifilicos
e estabelecer ao nivel molecular, qdais 0Ss requisitos es-
truturais para que esses compostos tenham a habilidade de
formar bicamadas em que as moléculas possuam elevado grau
de ordem; na segunda parte, fazendo uso das propriedades

de partigac membrana-agua de alguns marcadores de  spin,



procurou-se avaliar as condicgoes em que esse tipo de estudo
pode ser empregado para examinar questoes como temperatu-
ra de transicao de fase gei;cristal liquido e separacgao
lateral de fases em misturas de fosfolipidios; finalmente,
num terceiro estudo, foram examinadas pfopriedades de per
meabilidade de bicamadas em fungép da composicao da mem-
brana. Para isso, foi explorada a reacao radicalar que
ocorre entre o ion ascorbato e o grupamento nitroxido. A
cinética desse processo permitiu obter informagoes sobre o

mecanismo de permeabilidade de membranas lipidicas.

1. Caracteristicas Estruturais para Formagao ‘de Bicamadas Organi-

zadas por Compostos Anfivfilicos.’K

Os espectros de marcadores de spin intercalados
em varios compostos anfifilicos foram examinados. A es
trutura desses compostos variou quanto a cabega polar,
carga na cabecga polar, namero de cadeias alifaticas e
comprimento e grau de insaturacao dessas cadeias.

Assim, forém investigados os fosfolipidios fos-
fatidil etanolamina (PE), fosfatidil serina (PS) e aci
do fosfatidico (PA). Para pesquisar o efeito da remo-
cao de uma cadeia alifatica empregou-se lisofosfatidil
colina.

Mono e di-gliceridios (que sO possuem grupamentos ~OH
na parte polar) foram empregados para avaliar a importancia
da geometria e das interagdes eletrostaticas ao :nfvel
da cabeca polar dos fosfolipidios. A utilizacgido de gli-
ceridios saturados e insaturados e possuidores de ca-

deias de variados comprimentos permitiu também o exame

*
Ref. 200
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do efeito desses fatores nas propriedades organizacio
nais desses compostos.

A fim de efetuar o estudo propostd foi investi
gado o efeito de pH, ions, colesterol e temperatura
sobre os espectros de marcadores de spin introduzidos
nos sistemas escolhidos. |

Em varios estudos, o grau de ordem foi avaliado
pela medida do paramentro b/c como descrito na . Sec.
I.C. 1.b.ii.) Em outros casos, pela diferenca entre
os desdobramentos hiperfinos medidos com o campo mag-
nético paralelo e perpendicular a normal a bicamadas

planas.

a. Estudos com Fosfolipidios

i. Efeito do pH

0 grau de ordem de marcadores de spin in
troduzidos em filmes de PE, PS ou uma mistura de fosfati
dil colina de ovo (61 mol%)-PA (6 mol%)- coleste-
rol (33 mol%) revelou uma dependencia do pH do
meio. A Fig. 10 mostra espectros tirados com o}
campo magnético paralelo a normal & bicamada do
marcador de spin CSL em PE a pH 10,4 e a pH 6,6.
No primeiro caso a molécula possui carga negati-
va uma vez que o amino grupo ja se encontra despro
tonado. No segundo caso a molécula € zwitteriodnica.

A Fig. 11 estd mostrando como variou a

relagao b/c em funcao do pH para os treés sistemas
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Fig. 10 Espectros de marcador de spin ASL em filmes de 8C (61%)-colesterol
(33%)-PA (6Z) em presenga de Ca = 8x 107%M (a) e 6 x 1073M (b). Es
pectros do marcador de spin CSL em filmes de PE a pH 10,4 (c) = e
6,6 (d). Campo magnético paralelo a normal a bicamada.
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Fig. 11 Relagao b/c em fungao do pH para filmes de PE, PS e PC (61%)-coles~
terol (33%2)-PA 96%). Marcador de spin: CSL.



estudados. As curvas sao claramente indicativas da
titulagao de grupos ionizaveis dos compostos estuda-
dos. Observa-se também que o grau de ordem € maior

quanto menor a carga total.

ii.. Efeito de Ions

0 estudo do efeito de ions de Ca’@W  sobre
acido fosfatidico foi efetuado com um sistema da mes
ma composicao que o empregado no estudo de pH. Isso
deveu-se ao fato que filmes de acido fosfatidico puro
ou em presenca de colesterol, apresentaram pouca ou

nenhuma anisotropia, isto € houve pouca ou :nenhuma

diferenca entre espectros tirados com o campo magné=-

tico paralelo e perpendicular a normal a bicamada (Fig-.
12). Essa baixa anisotropia permaneceu em presenga de

fons Ca’ " (0,1 a 1M).

Em sistemas contendo PC (61%)-PA (6%)- co-
lesterol (33%),0 efeito de ca*’ foi acentuado (Figs.
"10 e 12). A Fig. 13 mostra a variagao de b/c para
ASL em funcao daconcentragao de Ca++eg1Fig. 14 mostra
a variacao na diferenca Tﬁ - TL (tomado o va-
lor absoluto) para os marcadores 5-SASL, 12-SASL e
CSL.

Quando ions ca’’ sio adicionados a filmes

de PS a pH acima de 3,5, estes sao removidos da su-

perficie onde foram depositados.
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Fig. 12 Espectros de ASL em filmes de PA, (a), PA-colesterol (35Z) (b) PC (61%)
~colesterol (33Z)-PA (6Z) em presencga de Ca** 2 x 1073y (c). (=) cam
po magnético paralelo 2 normal a bicamada. (—) campo magnético perpen
dicular a normal a bicamada.
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Fig. 13 Relagao b/c em fungao da concentragao de ca'* para filmes de PC (61%)
colesterol (33%Z)-PA (6%). Marcador de spin: ASL.
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iii. Lisofosfatidil <colina

A falta de uma cadeia de dcido graxo
aumenta muito a solubilidade desse composto em agua,
a ponto de a solucdao de hidratacao remover os filmes
preparados nas paredes da cela de quartzo, provavel-
mente com formacao de micelas.

A fim de evitar esse processo promo-
veu-se a hidratacao por equilibrib das amostras com
vapor d'agua a baixa pressdo. A Fig. 15 mostra os
espectros de marcadores de spin em filmes anidros de
lisofosfatidil colina e apds hidrataciao pelo proces-
so acima. Em lisofosfatidil coliﬁa anidra o CSL se
apresenta altamente imobilizado, porém com elevado
grau de anisotropia espectral; o 5-SASL também se
apresenta imobilizado, porém a anisotropia espectral
€ menor; finalmente, o 12-SASL apresenta um efeito
de alargamento das linhas devido a interacao spin-
spin por troca. Isto sugere que este composto & ex-
cluido do sistema lipidico, formando- um agregado a par
te.

A hidratacao produz espectros - onde nao
ocorre anisotropia e que sdo indicativos de grande
mobilidade, sugerindo a formagao de estruturas de ti
p6 micelar, que no entanto permanecem aderidas a
superffcie da cela.

A adicao de colesterol induz um aumento da
resistencia a solubilizacgao do sistema pela solucao
hidratante e fornece espectros altamente anisotropi-

cos, caracteristicos da rotacdao da molécula de marca



72

S L)
.o

L5

cosacg,,
.

12-SASL y CoanssS

o=

--------
secas=® bl

10 GAUSS
S rr—

Fig. 15 Espectros dos marcadores de spin CSL (a), 5-SASL (b) e 12-SASL (c)
em lisofosfatidil colina anidra (a esquerda)e hidratada (a direita)
) _campo magnetl.co perpendlcular a normal a bicamada (---) campo

magnético paralelo 3 normal a bicamada.
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Flg. 16 Espectro do marcador de spin CSL em filmes de hsofosfatidxl coh.na—
colesterol (50Z) (—) campo magnetico petpendicular a normal 3 bica-
mada; (--=) campo magnetico paralelo a normal & bicamada.



dor ao redor de seu eixo longo e indicativos da for-

magao de uma fase lamelar ordenada (Fig. 16).

b . Monogliceridios

Foram examinados'os monoglieeridios sa-
turados monolaurina, monopalmitina e . monoestearina
e os insaturados monooleina e monolinoleina.

Todos os saturados geraram espectros de
'CSL indicativos de interagao spin-spin (Fig.17), pro
vavelmente devido a exclusao do marcador do sistema
lipidico, em virtude do empacotamento denso das molé
culas.

E interessante observar que a adicao de
pequena quantidade de colesterol (5 mol%) a monolau-
rina abole o efeito de troca e da origem a espectros
altamente anisotropicos (Fig. 17). O aumento do nime
ro de atomos na cadeia requer quantidade maior de co
lesterol (50 mol%) para que o mesmo efeito ocorra na
monopalmitina. E, na monoestearina, mesmo essa quanti
dade elevada de esterol nao é suficiente para abolir
o efeito de troca.

Foi também_examinado 0o efeito da tempe-
ratura sobre esses monogliceridios. Quando a tempe-
ratura € aumentada, o alargamento das linhas espec
trais devido a troca desaparece, dando origem a es-
pectros caracteristicos de um sistema anisotrépico
(Fig. 18).

O alargamento por troca inexiste nos mo
nogliceridios insaturados. Os espectros sio déstitui
dos de anisotropia tanto em auséncia quanto em. pre-

seca de colesterol (Fig. 19). Nestes sistemas o
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Fig. 17 Espectros do marcador de spin CSL em filmes de monolaurina (a) e mono
laurina-colesterol (5Z) (b), (—) campo magnético perpendicular a nor
mal 3 bicamada, (---) campo magnético paralelo 3 normal 3 bicamada.
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33°C Wf

Fig. 18 Espectros de marcador de spin CSL em filmes de monolaugina nas tem
peraturas indicadas.Campo magnetico paralelo a normal a bicamada.
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Fig. 19 Espectros do marcador de spin CSL em filmes de monooleina (a) e mo-
nooleina-colesterol (33%) (b) (—) campo magnético perpendicular a
normal a bicamada, (~—) campo magnético paralelo d normal 3 bicama-

da.



colesterol tem a habilidade de diminuir a velocida-
de de rotacao do marcador de spin, o que € eviden-
ciado- pelo alargamento das linhas espectrais (Fig.

19).

Digliceridios

Foi estudado o composto satﬁrédo dipalmi-
tina e uma mistura de digliceridios insaturados de
cadeias variadas. |

Dipalmitina deu também origem a espectros

com alargamento por troca, nao tendo o colesterol

(40 mol%) sido capaz de alterar esse comportamento.

O aumento de tempefatura diminui o efeito de troca

fornecendo espectros desprovidos de anisotropia.
Digliceridios insaturados se comportam de

maneira analoga aos monogliceridios correspondéﬁtes

/
tendo também o efeito do colesterol sido semelhante.

Os resultados acima sugerem que a organi-

zacao de compostos anfifilicos em bicamadas deve ser

encarada como uma consequencia da tendéncia das par-

‘tes hidrofobicas de permanecerem juntas, e das partes

hidrofilicas de fazerem o mesmo. A orientacao da par

te polar da molécula para o exterior da bicamada em
presenga de agua € uma extensdao do que foi colocado

acima. Portanto, a formacao de bicamadas € um proces

-
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so energeticamente favorecido. Contudo, a formagao
de lamelas liquido-cristalinas altamente organiza-

das apresenta requisitos estruturais delicados.

Os resultados obtidos indicam que a habili:- .

de de formar lamelas liquido-cristalinas organizadas
depende do balango de interacgoes inter-moleculares
polares e nao polares.

A influencia do pH no grau de ordem indi-
ca que maior organizacao € alcangada quando a carga
total no fosfolipidio & zero.

0 écido fosfatidico, mesmo em presencga de
fons Ca't  produz espectros que correspondem @ uma gran.
de distribuicao de orientacdes. Isto sugere que  nao
apenas a carga total, mas também o arranjo geométri
co Sao responsaveis pelo grau de ordem.

Os resultados aqui obtidos no estudo do
efeito de ions e pH se correlacionaﬁ beﬁ com estudos
semelhantes feitos através de outras técnicas (127,
128,268-310) bem como pof RPE (198-200). Estudos re
centes de RPE tem indicado que a adicao de Caf+ a
misturas de fosfatidil colina- acido fosfatidico cau
sa separacao deste Ultimo em agregados ilhados (71,
72). Como citado na Sgc. I;C.l.e.% resultados des-
te tipo foram obtidos através de RPE com o emprego
de fosfolipidios marcados, cujos espectros revelam
interagao por troca quando da adigao de Ca++(6942).
Esse tipo de efeito nao foi observado em nossos ex-
perimentos, sendo varias as possiveis expliéagées.

Primeiramente, foram empregados marcadores deriva-

- /. : .
dos de acidos graxos ou de esterois. Esses poderiam
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ser menos capazes de acompanhar a separacgao de fa-

ses, ou seja, de agregar—-se concomitantemente. Por

outro lado, a concentragao de marcador empregada

foi baixa (1 mol%, ou menos), dificultando ainda

mais a observacgao da interacgao por troca. Restaria

ainda a possibilidade de due a presencga de apenas

6 mol¥ de PA num meio contendo colesterol nao fos-
se suficiente para produzir, de maneira acentuada,

a separacao de fases. De qualquer forma, o que as
alteragoes eépectrais indicam € que a adigao de con
centragoes de Ca’” maiores do que cerca de2 mM in-
duz a formagao de estruturas bastante ordenadas, o
que poderia ocorrer devido a diminuigao de repulsio
entre as cargas negativas do PA, com ou sem separa-

cao de fases.

Foi proposto que o complexoCa''-pS dife

re docmmﬂem;CdHlPA pelo fato de que o primeiro en-

volve o ion hexa-coordenado  enquanto que o segundo

++ :
produz Ca = tetra-coordenado (277). Medidas de raios’

X mostraram qua a adicgao de ca® a ps faz com que
as distancias de repeticao da estrutura lamelar pas
sem de7,5 para 5,2 nm (276). Foi também observado
que Ca’'causa a ruptura de membranas negras de PS quando
adicionaho apenas de um lado (282). Foi ainda veri
ficado que Ca'" pode induzir a formacao de estruturas ci
lindricas ( 305 ). Outros fenomenos induzidos por
ca™" em fosfolipidios carregados negativamente in-

cluem a separacgao lateral de fases (69-72,294) '3
agregacao de membranas (303 ) e a fusdo das mes-

mas (294,301,303,306,309).

Mais recentemente, microscopia eletronica
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de fraturamento revelou estruturas que foram denomina
das cocleatos, em que aparentemente superfi-
cies lameléres se enrolariam sobre gi mesmas (como
num rocambole) sendo mantidas assim por ligacgoes com
ca™t (294).

Os resultados acima parecem explicar as
observacgoes do presente trabalho, quando se verifi-
cou<¥w-C5H-r€mmm os filmes de PS depositados na su-
perfiEie da cela de RPE.

Nossas observacgoes com 1is§fosfatidil co-
lina demonstram novamente a importancia do balango
das interacOes hidrofobicas e polares para a forma-
cao de lamelas liquido-cristalinas. A presenca de
uma cadeia hidrocarbonica por cabeca polar aumenta
muito a sua solubilidade em.égua, capacitando-a a
formar agregadﬁs menores, de natureza micelar. Por
outro lado, o espectro de CSL em lisofosfatidil co-
lina anidra indica que o grau de criétalinidade do
sistema € elevado. As diferengas entre os Tesulta-
dos obtidos para os diferentes marcadores, CSL, 5-SASL
e 12-SASL, evidenciam um dos problemas existentes
em técnicas que utilizam moléculas repd}teres. A in
formagao é condicionadq também por estas gltimas. No
caso em questao, provavelmente devido a um problema
de forma molecular, o 5-SASL nao fornece em lisofos
fatidil colina anidra espectros anisotrdpicos como
os do CSL. Por outro lado, o grupamento relativamen-
te volumoso do anel oxazolidinico parece constituir
se numa Perﬂnbag&a inaceitavel quando localizado no
cabono 12 da cadeia, fazendo com que o 12-SASL seja

excluido do sistema.



E interresante notar qﬁe 0 colesterol, mo
1écula bastante hidrofdbica, contribui para aumen-
tar o carater hidrofobico do sistema, ~ tornando-o
mais resistente a agao solubilizadora da agua e ge-
rando lamelas liquido-cristalinas altamente organiza
das.

Os mono e digliceridios saturados estuda
dos encontram-se em estado cristalino a temperatura ambien
te (311-313). 0 alargamento por troca observado em
todos os casos indica que o empacotamento molecular
e suficientémente denso para nao permitir a interca
lacao do marcador de spin no sistema. Colestérél e
aumento de temperatura acarretam a transicao para o
estado liquido-cristalino de fosfolipidios que es-
tao em fase gei. O mesmo € visto com monolaurina.
Monopalmitina e monoestearina, contudo, parecem pos
suir cadeias muito longas para que a parte hidrofi-
lica dessas moleculas permita alcangar o ~balancgo
adequado. Assim, mesmo a adicao de colesterol ndo €
suficiente para atingir o estado liquido-cristalino.
Também, o aumento de temperatura produz espectros
menos anisotropicos que os da monolaurina. O mesmo
se aplica a dipalmitina,~onde existe somente um gru
pamento-OH para duas cadeias alifaticas.

Nossas conclusoes relativas ao denso empa
cotamento dos gliceridios saturados estao de acordo
com as observacoes de Krasne " e colaboradores (314)
que encbntraram,que o transporte de ions através de

. . S a. A
membranas negras de digliceridios por antibioticos

que atuam por um mecanismo de transportador € dras-
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ticamente .diminuido em temperaturas em que ocorre
mudangas de um estado '"'liquido’ para um estado '"con

gelado"

Os espectros isotropicos obtidos com mono
oleina, monol;noleina e a mistura de diglicer{aios
insaturados sugerem que a insaturagao causa um empa
cotamento muito menos denso, por dificultar intera-
goes intermoleculares fortes. ?ode—se verificar que
0 colesterol se dissolve nesses sistemas, produzin-
do um ambiente em que os marcadores de spin sé mo -
vem mais lentamente. O efeito da insaturagao, produ
zindo sistemas menos empacotados, foi também obser-
vado com fosfatidil colinas altamente insaturadas de
soja e de levedura (315). Filmes desses lipidios
apresentaram espectros deimixa anisotropia " (uma ele
vada mobilidade causa diminuigao da anisotropia). A
presenca de grande numero de insaturacoes foi tambeém
relacionada com a elevada permeabilidade de liposo-
mas (316-318).

Recentemente, Taylor e colaboradores (319)
também efetuaram estudos de monogliceridios empre-
gando marcadores de spin..

Espectros em que a anisotropia & pequena
podem ser devidos a um ou mais dos fatores abaiXo:

Desordem intra-lamelar. As moléculas_ po-

dem estar organizadas em multibicamadas planas, mas
com pouca ordem dentro daslamelas. Essa desordem'pg
de originar-se de um empacotamento molecular pouco
denso, o qual permite um alto grau de mobilidade, e
portanto, uma diminuigao da anisotropia espectrél.

Um movimento molecular rapido de grande amplitu-

de leva a linhas estreitas e decresce a diferenga
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entre os desdobramentos hiperfinos extremos. Esse parece
ser o caso com as fosfatidil colinas altamente insa
turadas.

Uma segunda causa séria uma grande distri-
buicao de orientacoes moleculares em relacao a nor-
mal a bicamada. Empregando esse modelo, espectros
simulados em computador foram obtidos para o CSL
(girando rapidamente ao redor de seu eixo longo) (185).
Se o movimento dos eixos moleculares para fora de
sua posicao de equilibrio for lento, as linhas es-
pectrais serao largas. O aumento da distribuicdo de
orientacoes causa uma diminuigéo da anisotropia e oS
espectros se assemelham a um éspectro de po carag
terizado por desdobramentos hiperfinos principais
de 6 e 19 gaus Sistemas relativamente imdveis tais
como a dipalmitil fosfatidil colina na fase gel apre-
sentam tais espectros (Sec. III.B.l.c). O mesmo com-
portamento € apresentado por lipidios da matéria
branca de cérebro de boi dos quais se removeu coles
terol (205). Medidas de raios X de baixo angulo pa-
ra este sistema, bem como para PA em presencga de
ca*? 1M, indicam que existe organizacao lamelar pe
riédica, o mesmo ocorrendo para DPPC (62).

No caso de ﬁma grande distribuicao de ori
entacoes moleculares onde a velocidade de movimento
para fora da posicao de equilibrio € maior, um es-
pectro com duas componentes sera observado na dire—‘
¢ao paralela a normal arbicamada (para marcadores

p
esteroidicos). Aparece um pico em campo baixo com

correspondente diminuigao da linha correspondente a
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mp =+ 1. A Fig. 10 mostra esse tipo de espectros
para a concentragao baixa de ca”™ no estudo com PA
e a pH alto no estudo com PE.

Desordem inter-lamelar. Baixa anisotropia

espectral poderia também ser causada por falta de

coplanaridade para uma fracgao significativackﬁ“bicgw

madas. Sabe-se que, quando a forga ionica é baixa, 1i
posomas contendo lipidios carregados tendem @ in-
char, com quantidades cada vez maiores de agua sepa
rando as hicamadas (108,279, 280).'Em nossos estu-
dos, poderia ocorrer auséncia de coplanaridade ﬁas
situacoes em que se empregam baixa forca iodnica.

Foi verificado que em condicoes de alta
forga ionica ocorre desordem intra-lamelar  quando
existe um lipidio negativamente carregado no siste-
ma (PA). E possivél que a baixa anisotropia observa
da a baixa forca ionica seja decorrente de desordem
intra e inter-lamelar. Uma vez que os efeitos es-
pectrais 'sao semelhantes, nao € possivel distingir
entre ambos.

Organizacao nao-lamelar. Finalmente, as

moléculas 1ipfdj_cas podem nao estar organizadas na forma
de bicamadas, mas em outraé estruturas sob as quais
lipidios podem se organizar (59,73,74). E o caso da
lisofosfatidil colina (320), dos mono e digliceridic
insa£urados e da dipalmitina a temperaturas mais al
tas. A completa isotropia dos espectros, bem como
dados de raios X e de estudos Opticos (311-313) in-
dicam que o arranjd'desses compostos deve ser iso-

tropico ao nivel microscdpico.
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Os estudos efetuados fornecem ainda infor
macoes sobre a capacidade de marcadores de spin pa-
ra examinar as propriedades do sistema em que se en
contram. Observa-se que (a) quando o sistema & den-
samente empacotado, ele tende a excluir o .marcador;
(b) nesses sitemas, a pertubagéo exercida pelo anel
oxazolidinico pode alterar a vizinhaca = imediata
do marcador e levar a conclusoes erradas sobre o
sistema; (c) quando o sistema em estudo € altamente

ordenado na forma de lamelas liquido-cristalinas, os

.marcadores de spin fornecem em geral, espectros al-

tamente anisotropicos, os quais permitem avaliar o

grau de ordem e mobilidade nesses sistemas.

Efeito da Estrutura de Membranas sobre os Espectros

de Marcadores que Sofrem Particao entre as Fases Li-

pidica e Aquosa*

Conforme descrito na Sec. I.B.7, alguns

marcadores de spin sao capazes de sofrer  particgao

"entre as fases lipidica e aquosa, fornecendo, em ge

ral, espectros onde a linha de campo alto € parcial
mente resolvida para os dois meios (Fig. 20). Tais
espectros tem sido analisados admitindo-se que as
alturas relativas das duas linhas sao proporcionais
as concentracoes de marcador nos dois meios.

O parametro de particao(f = H /(H+P), on-
de H e P sao medidos como indicado na Figura 20) tem

sido empregado para determinacao de temperatuyras

*
Ref. 170
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Fig. 20 Espectros dos marcadores de spin TEMPO (a) e pd—IEMPONA (b) em dis-
persoes de PC 4 33, 4%.
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Fig, 2 Log £ em fungao de 1’1 en dzspetsoes de fosfolipidios (o). O lo-
garitmo da fragao de marcador em lipidios, determinada atraves
de m-d1das de concentragao & dado pelas linhas solidas. A~ dis -

persoes da PC (escala da direita), B~ dispersces de DPPC (escala
da esquerda).



de transicao de fase gel-cristal liquido (30,169),
diagramas de fase de misturas lipidicas (30,66-68),
temperaturas de inicioetérmino de separacgao lateral
de fases em membranas biologicas (171) e ainda nas
monocamadas internas ¢ externas dessas membranas se-

paradamente (172).

Um outro parametro relacionado com parti-
gao, a ( o = H/P, Fig.20) foi definido, e a formagao
de agregados ilhados de lipfdios acima da temperatu
ra de transicao foi sugerida a partir de quebras em
graficos de o em fungao da temperatura (168).

Experimentos de partigdo forneceram evi-
dencias para a existéncia de lipfhio limitrofe numa
enzima que atravessa a membrana, a ATPase dependen-
te de Ca' ' e Mg++ do reticule sarcoplasmatico (254).

0 presente trabalho inspirou-se na possi
bilidade de que as medidas de relacoes.de alturas
nao refletem corretamente a variacao da.concentra -
¢ao nos dois meios (membrana e dagua) com a variagao
de temperatura, uma vez que a concentracao é efeti-
vamente proporcional & 4drea sob as linhas espectrais
e esta, por sua vez, € proporcional ndo s6 a altura
mas também a largura. Assim, se a energia de ativa-
¢ao para rotagao molecular for diferente na membra-
na e na agua, a variagado das larguras das linhas es
pectrais com a temperatura (e consequentemente, a
variacao das alturas) sera diferente em cada meio,o
que introduzird erros em valores de parametros de

particao calculados apenas a partir de alturas. .
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A fim de averiguar essa possiblidade fo-
ram examinados os espectros de dois marcadores de

spin, TEMPO e pd-TEMPONA (TEMPONA per-deuteriada)

H H .‘ﬂ
H H D D
H H D - D
H3C CH3 ~ D3C CDj3
H4C 1? CH3 D3C 1|~1 CD3
0 0
TEMPO ' " pd-TEMPONA

em uma série de sistemas. A TEMPONA. per-deuteria-
da tem a vantagem de nao possuir atomos de hidrogé-
nio, eliminando assim a contribuicdao do desdobramen-
to hiperfino dos mesmos para a largura das linhas.
Apesar de deutério possuir spin nuclear o desdobra
mento hiperfino devido a este elemento € muito me-
nor,.fazendo com que o triplete hiperfino do grﬁpa—
mento N-O apresente linhas bem mais estreitas (Fig.
20).

Os experimentos foram executados com mis-
turas de fosfolipidibs - agua (fosfatidil colina de
ovo. e DPPC), acidos graxos de cadeia longa = (acido
oleico e acido decanéico))hidrocarbonetos de cadeia
longa (octadecano e o0leo de parafina, que consiste
de uma mistura com diferentes comprimentos e com ra

mificagoes), e agua.

Fosfolipidios

A Fig. 20 mostra os espectros de TEMPO e
pd-TEMPONA em liposomas de fosfatidil colina de ovo.

Esses espectros foram estudados em funcao da tempe-
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ratura e analisados sob dois aspectos: (i) determi-
nagdo da concentragao efetiva de marcador na membra
na e (ii) avaliacdo do tempo de correlacdo rotacio-
nal do marcador na membrana e na agua. O comporta-
mento de ambos os parametros foi comparado com o de
f. PForam ainda estudados espectros dos marcadores

em multi-bicamadas planas dos fosfolipidios (iii).

Determinacao da Concentrégéo Efetiva de Marcador na

Membrana.

A concentracao total do marcador (em uni-

dades arbitrarias) € dada por:

(Marcador) = (Marcador) GMarcador)égua (16)

total membrana

Esta concentracgao foi obtida por dupla  integracao
dos espectros (a primeira integral da o espectro de
absorgéo,.a segunda da a area ; ver Fig. 70), atra-
vés do uso de um computador Varian 620 I acoplado
ao espectrometro.

A fracao de marcador no meio aquoso  foi
calculada da seguinte maneira: (1°) admitiu—sé que
a metade inferior da segunda linha de campo alto
(P na Fig. 20) no espectro dos liposomas era devida
somente ae marcador em agua; (29) ~espectros do marca
dor em concentracao. conhecida em agua forneceram ﬁm

valor P' para a metade inferior da linha de :campo
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11.

alto e um valor A'H 0 ‘para a segunda integral. Nor
5 L
malizando-se P e P' para os mesmos ajustes do apare

1ho a {Marcador)égua para a dispersao lipidica € da
da por
- — X_A' ‘ '
(Marcadox)goua = 7 H,0 (17)

A (Marcador) foi‘calculada subtraindo-se o

membrana

valor encontrado atraves da equacao (17) da (Marca—

dor)Total'

A fig. 21 compara o com
portamento de In £ com o de 1n [harcadoé]memhrana
de 1/T para TEMPO em membranas de fosfatidil colina
de ovo e DPPC. Neste Ultimo caso o paralelo entre
os dois parémetros € bom e forneceu valores paré as
temperaturas de pré-transicao e transicgao de 32,5 e
40,7°C, respectivamente. bontudo, no caso de fosfa-
tidil colina de ovd, a discrepancia e grande, indi-
cando que a partigao do marcador entre os dois meios

nao e sempre o principal fator determinante do va-

lor de f.

Avaliacgo do Tempo de Correlagao Rotacional do Marca-

dor na Membrana.

A fim de avaliar a contribuigao do tempo
de correlagao rotacional para os valores obtidos de
£, aqueles foram calculados fazendo uso da teoria
de estreitamento por movimento pelo Dr. C.P. Polngszek.

Os calculos foram efetuados atraves do emprego de

computagao, uma vez que fol verificado que era MNe€=



cessario levar em conta a contribuigao de fatores
outros para a forma das linhas , entre os quais, des
dobramento hiperfino de proton (TEMPO) e :desdobramen

to hiperfino devido ao 13

C. Um certo grau de ordem
do marcador pd-TEMPONA nas membranas (como sera vis
to adiante) nao permitiu o calculo de t para esta
molécula repdrter.

A fim de eliminar a .contribuigao do espec
tro do marcador no meio aquoso foram adicionados a
solugao ion§ ou de Ni2+ ou de ferricianeto, que por
uma interacdo paramagnética com o radical nitroxido
tem a habilidade de alargar o espectro deste a pon
to de ele nao ser mais detetavel. Em vista da gran-
de impermeabilidade da membrana aos ions acima, o}
marcador presente neste meio continua fornecendo um
espectro detetavel, se bem que nas condigdes empre-
gadas no presente trabalho, um certo alargamento por
interacao dipolar tenha sido observado mesmo no es-
pectro da molécula repérter no meio lipidico (Fig.
22).

A Fig. 23 mostra a variagao do 1ln Ty em
fungdo de 1/T. Este grafico € indicativo da tempera
tura de transicgao (observada a 39,1°C) da DPPC, da
mesma forma como 1n f‘versus 1/T também refletia es
sa temperatura(AO,VOC , Tabela IV). Porém a mudanca

de coeficiente angular para f observada com fosfati

. . (o] =~
dil colina de ovo a cerca de 13°C, nao ocorre para

Tg.
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Fig, 22 Espectros de TEMPO (a) e pd-TEMPONA (b) em PC (A) e DPPC: (B)ina
presenca de solugao de Ni2* (,125M a 259 C.
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“Acidos Graxos e Hidrocarbonetos de C

iii. Espectros de TEMPO e pd-TEMPONA em Multi-bicama-

das Planas.

Os espectros dos marcadores em multi-bicama
das planas de fosfolipidios foram obtidos em funcgao
do angulo entre o campo magnético e a normal a bicama
da. A dependéncia do espectro da orientacao devida ao
ordenamento da molécula repérter € especialmente evi-
dente para pd-TEMPONA (Fig. 24), tanto pelo desdobra-
mento hiperfino como pela forma das linhas. O espec-
tro a 90° e, menos pronunciadamente, o espectro a 602
apresentam resolucdo de todas as treés linhas para as
fases aquosa e lipidica. De acordo com o esperado,os
espectros do marcador na fase aquosa sao independen-
tes da orientacdo da membrana em relagdo ao campo mag
nético.

adeias Longas

Foi efetuado um experimento em que se colo-
cou o composto organico e agua, ambos contendo marca-
dor, em compartimentos sépérados. Os espectros foram
registrados em fungdo da temperatura, e se assemelha-
vam aos de dispersoes fosfolipidicas. O parametro "f"
aparente foi calculado e graficos de 1n "f" versus 1/T
apresentavam quebras acentuadas em temperaturas préxi
mas do ponto de fusao dos compostos. A Fig. 25 mostra

os resultados para TEMPO em octadecano. Evidentemente,
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Fig. 24
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60°
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Espectros de pd-TEMPONA em multi-bicamadas planas de PC a angulosde
0,30,60 e 90° entre o campo magnetico e a normal a bicamada. Setas

solidas, marcador na fase aquosa; setas pontilhadas, marcador na fa
se lipidica.
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Fig. 25 Log "f" em fungao de 1/T para TEMPO em octadecano e em agua
ém compartimentos separados.
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partimentos separados.



ndo ocorre particdo e a mudanca de "f'" & devida a mu-
danga de espectro do marcador em octadecano. Isto po-
de ser visto na Fig. 26 onde se verifica o comportamento
de 1n H_ 4 (altura da linha de campo alto) em fungao
de 1/T para o espectro do marcador em octadecano ape-

nas.

No caso do 51eo.de parafina-dgua (em compar
timentos sepdrados)}uma mudanga na inclinégéo de 1n
"f" versus 1/T ocorreu a - 15°C (Fig. 27),enquanto que
0 6leo de parafina sozinho apresentou uma quebra no
grafico de 1n H_; a cerca de 20°C; Ndo ocorre uma mu-

danca de fase aguda, uma vez que o sistema € consti-

tuido de uma mistura de compostos.Calculos de T foram efetuados.

Os resultados ﬁara TEMPO e pd-TEMPONA em 0leo de parafina estao
na Fig.28. Para compostos com pontos de fusao definidos
foram observadas mudancas nas inclinacbes dos grafi-
cos obtidos na regido de temperatura de fusao quando
se usou pd-TEMPONA. Para os acidos graxos ndo houve
variacao na inclinagdo quando se empregou TEMPO. Abai
xo do ponto de fusao de todos os compostos para ambos
os marcadores ocorreu um aumento de interacoes spin-
-spin, resultantes de agregacao dos marcadores.0 alar
gamento das linhas devido .a interagoes spin-spin €
grandemente responsivel pelas quebras observadas na

Fig. 26.

A tabela III apresenta valores de t calcula

dos no presente trabalho.

Os graficos de 1n T versus 1/T permitiram a

determinacao das energias de ativagao apresentadas na Tabela IV.
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TABELA IV
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valores deduzidos de energias de ativagao (E;) para rotagao dos marcadores de spin TEMPO e pd-

TEMPONA nos sitemas estudados (l=1iquido e s= s6dio) e temperaturas de mudanca de fase ou de

ocorréncia de mudanga de coeficiente angular em graficos de parametros analisados no presente
u-abalho .
E: gl -
Sistema Parametro Marcador a a Temperatura Referencia
(kcal/mol) (kal/mol) °c)
f1eo de parafina Ty pd—~TEMPONA 11,7 - - presente trabalho
T pd~TEMPONA 11,6 - - " "
f TEMPO ~15 " "
H_, TEMPO ~20 "
Octadecano Tq pd-TEMPONA 11,5 38 28,7 " "
T, pd-TEMPONA 4,6 30 29,9 " "
£ TEMPO 28 " "
H-l TEMPO 28 " "
’ °gf;:1°a :een tcoog 28,2 (321)
Leido decanoico T pd-TEMPONA 4,3 13,2 30,1 presente trabalho
T TEMPOQ 4,1 - (nao foi de- " .
tetado)
£ TEMPO 30 " "
H_, TEMPO 30 " "
ponto de con ’
gelamento 31,4 (322)
keido Oleico T TEMPO 6,1 - (n3o foi de-
tetado) presente trabalho
T pd-TEMPONA 6,9 2,4 4,2 " "
g « 22
Yosfatidil coli
%2 de ovo - T TEMPO 7,7 <=4 presente trabalho
£ TEMPO ~13 " "
T pTBN? 6,8 (323)
£ DTBN -9 (323)
fluorescencia oPH® 8,3 <4 : (324)
berc £ TEMPQY 40,7 presente trabalho
T TEMPOY , 39,1 " "
T rsmo: , 36,6 " "
£ TEMPO 40,5 (30)
£ TEMPO® 36,5 (325)
fluorescéncia pey? 12,5 41,1 (324)
" ppPH® 12,3 36,4 (324)
cov®+d 41,1 (326)
io cov® 36,9 (326)
2 T TEMPO 4,8 presente trabalho
T pd-TEMPONA 4,0 " "
a- di~

e.
vesiculag,

tert-butil nitro‘xido; b- 1,6-difenil -1,3,5-hexatrieno; c- calorimetria diferencial de varredura; d- liposomas;



A tabela IV apresenta também as temperaturas em que &
observada mudanga de fase do sistema ou alteracaa do
coeficiente angular em graficos de parametros analisa

dos no presente trabalho.

A energia de ativacao para rotagao de TEM-
PO em fosfatidil colina de ovo & maior do que em ‘agua
e o valor deduzido de t € aproximadamentelmwﬂoydan de
grandeza maior 3 temperatura ambiente. Portanto, a 1li-
nha de campo alto de TEMPO em fosfatidil colina de ovo
deve alargar-se mais acentuadamente do que em agua com
o abaixamento da temperatura, fazendo com que f varie
de maneira nao linear, como visto na Fig. 21. Isso su-
gere que os efeitos atribuidos a alteragdes dos parame
tros £ (ou a), tais como agregacdo de lipidios ou mu-
dancas de fase mdltiplas podem ocorrer como resultadc .
do alargamento diferencial das linhas espectrais para

marcador em agua e na membrana.

Para TEMPO em DPPC hi uma variac@o aguda(nao
observada em nenhum outro sistema) nos valores de g ©

°¢c

Tc na temperatura de transicgao obtendo-se'TC = 39,1
para liposomas e 36,6OC para vesiculas.A pré-transicgao
nao foi detetada , A grande variacao de Ty na transi-
cao de fase e a concomitante diminuigéo da amplitude

da linha de campo alto devida a marcador na membrana,

resultam no grande abaixamento de f abaixo de Tc’
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Em conclusao, os resultados indicam que mu-
dancas de coeficiente angular em graficos de parame-
tros de particdo em funcao da temperatura podem nao ser
devidas apenas a mudancas na concentracao de marcador

de spin nas fases aquosa e membranosa.

Diferencas nos valores de energia de ativacao
para o movimento dos marcadores de spin nos dois meios
afetarao de maneira diferente as larguras das linhas es-
pectrais, especialmente a de campo alto nos espectros
dos marcadores na membrana e em agua, introduzindo er-
ros em valores de parametros de particdo calculados a

partir das alturas das linhas.

Mudancas muito acentuadas em tais graficos

usualmente correspondem a verdadeiras mudangas de esta

100

do, e provavelmente também, de particdo de solutos(327).

Influencia da Estrutura de Membranas sobre Proprieda-

des de Permeabilidade das Mesmas*

O efeito da natureza dos componentes da mem
brana sobre sua estrutura,com consequente influéncia sobre suas
propriedades de permeabilidade foi examinado estudando

se a cinetica de reacdo do ion ascorbato com radicais nitrdxido
intercalados na membrana. Esse estudo foi efetuado ob-

servando-se a queda do sinal de RPE em fungao do tempo.

* Ref. 267

\



A particularidade desse método em relacdo
a qualquer método anteriormente empregado no estudo
de permeabilidade reside no fato de se poder obser

var os eventos de permeacao em pontos definidos ao

longo da espessura da membrana através da escolha
de marcadores de spin que apresentam os grupamentos
N-O localizados de tal forma na molécula que, quan-
do intercalados na membrana, eles se situem em di-

ferentes regioes da mesma.

0 fenomeno de permeacdo de solutos, ioni-
cos e nao ionicos, e de agua, tem sido tratado teo-
rica e experimentalmente de diferentes maneiras(328-
-331). Assim, modelos baseados em Termodinamica
irreversivel (332) ou em explicagbes ao ﬂivel mole-
cular (333) tem sido propostos para o mecanismo de

permeacao.

Uma grande quantidade de dados experimen-
tais tem sido acumulada a respeito da permeabilida-
de de membranas biologicas(334) e artificais(335).Nu
merosos estudos, tais como, da difusdo de espécies
permeantes radioativas(272);vmedidas elétricas(336),
opticas(108) e de pressao superficial (135), espec-

troscopia de RMN(89-95) e de RPE(96-100), tém sido

usados para uma variedade de sistemas lipidicos orga:l

nizados em monocamadas(135), multi-bicamadas planas
(119),1iposomas(101), vesiculas(110), ou membranas
negras{124), a fim de relacionar seu comportamento

com propriedades de permeabilidade.
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Foi encontrado que as caracteristicas de
permeabilidade dependem da composigao da cabega po-

; ! -
lar e do grau de fluidez do"core' hidrofébico de mem

branas(337), tendo-se verificado que este ultimo de

pende do comprimento e grau de insaturacdo das ca-
deias fosfolipidicas e da presenca de compostos do

tipo de colesterol(337).

Em alguns estudos tem sido -sugerido que
os valores de energia de ativagao do processo de per
meacao refletem‘a remocdao de agua de hidratacdao do
soluto permeante como sendo a etapa determinahte da
velocidade de particao de um soluto em uma membrana

(338-340).

A Fig. 29 mostra os marcadores de spin usa
dos no presente estudo. Os sistemas empregados fo-
ram fosfatidil colina de ovo (PC) e PC (65 mol%)-
-colesterol (35 mol%) a fim de examinar o efeito
da fluidez do“coré'hidrofabico na velocidade de re-
ducao do radical N-O. Empregaram-se ainda PC(35 mol%)-
¥PS(301mﬂ.%—colesterol (35 mo1%) e PC (50 mol%)-cloreto de
hexadeciltrimetil amdnio (HDMTA, 15 mol%)-colesterol
(35 moi%), que foram comparados com PC (65 mol%)-
~colesterol (35 mol% para analisar o efeito da carga

na cabega polar. O mesmo conteldo de colesterol fa:z

com que se obtenha aproximadamente o mesmo grau de

empacotamento na parte hidrofobica, como evidencia-
do pela semelhanca da forma das linhas de marcado-

res inseridos nos diferentes sistemas.
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29

Marcadores de spin empregados no presente estudo. A figura repre-
posigoes em que os marcadores se encontram em bicamadas
lipidicas, de acordo com o conclulido atraves dos resultados.

I-SSL; II- CSL; III- 5-SASL; IV- ASL; V-~ 12-SASL; VI- 16-SASL.

senta as

-]
PN N N N N N e e e\,

]
3 @ N N N

2

11
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a. A Cinetica de Reagdo

i. Meias Vidas

Contrariamente ao que € observado para a
reagao de ascorbato com o-grupamento N-O em. meio
aquoso, ou seja, uma rapida reducao da espécie. pa-
ramagnética (a amplitude do sinal fornecido por. 50ul
de uma solugao 3,3 x 10_3M de marcador caiu de 99,9%
em 2 minutos ao se adicionarem 5 ul de ascorbato
de soddio 0,35 M,pH 7,5 (115), a velocidade de desa-
parecimento do sinal de RPE de marcadores interca-
lados em bicamadas planas & muito mais baixa e de-
pende da estrutura molecular do marcador e da com-

posicdo lipidica da membrana.

A queda da altura do sinal de RPE foi usa
da para acompanhar o processo, uma vez que nao hou
ve mudanca na forma das linhas durante o experimen
to. A Fig. 30 ilustra um desses experimentos. Os
espectros foram tirados em intervalos de tempo de-
finidos, deslocando-se o espectro de 1 gauss a ca-
da vez, com o campo magnético paralelo a normal 2
bicamada. A queda exponencial & evidente. A Fig.31
€ um grafico do logaritmo da altura das linhas em funcdo do
tempo, indicando que o processo & de primeira ordem em Trela-

¢ao ao marcador de spin.O mesmo foi observado para ascorbato.

A Tabela V da as meias vidas (t 1/2) pa-
ra a reacao a 19°¢ para todos os sistemas estuda-
dos. A meia vida a essa temperatura nao pode ser

determinada para o marcador SSL, pois a reagao foi
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muito rapida. A 3,5°C t o foi 3 min para SSL em

PC (65mol%)-colesterol (35mol%). Isto deve ser comparado
a um valor de 13 min a 4,0°C para CSL. Estes resul
Tados e os da Tabela V indicam que o acesso do N-O
ao ascorbato diminui a medida que o primeiro se lo
caliza em regices mails afastadas da cabega polar
(de acordo com o Que se esperaria pela estruturadas
moleculas e também tomando por base valores estima

dos do desdobramento hiperfino isotropico(151)).

A Tabela V mostra tambem que para um da-

7
L1-

do marcador, o processo e mais lento se o'%ore
pofilico e mais densamente empsacotado (comparar PC
com PC-colesterol). t) /9 também & maior para mem-
branas contendo PS (carga negativa) do que para aquelas
contendo apenas PC (carga tatal zero), gue por sua
vez apresentam tle maior do que as que contem HDTMA
(carga positiva) (todas com 35 mol¥ de colesterol).
Este fato tambem esta de acordo com as expectati-
vas, considerando que o ascorbato possul uma carga
negativa (pKa]= 4,2) nas condigles do experimento

(pH 6,2-6,8).

ii. Energias de Ativacgao

As energias de ativagao foram calculadas
a partir de experimentos a temperatura variada e en
contram-se na Tabela VI. Verifica-se que a energia
de ativagao nao variou significativamente nem com
0 marcador de spin, nem €om a composigao da cabecga
polar. Uma queda consideravel foi observada, no en
tanto, quando se alterou o empacotamento da regiao

lipofilica.
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b. Localizagao dos Marcadores de Spin

Os resultados da Tabela V permitem con
cluir que as posigoOes relativas dos grupamentos N-O0
dos marcadores de spin em bicamadas sao as mostra-

das na Fig. 29.

Foi anteriormente mostrado que uma molé-
cula reporter soldvel na agua e um fosfolipidio mar
cado na cabeca polar(1l5)sofrem redugao por ascorbato
muito rapidamente. Nossos resultados com SSL, cujo
grupamento paramagnético se encontra provavelmente
na interface membrana-agua, sdo coerentes com as

observagoes anteriores.

E digno de nota que, embora o CSL seja
reduzido muito mais depressa do que 5-, 12- e 16-

SASL e ASL, o t para sua redugao & consideravel

1/2
mente maior que para SSL nas mesmas condigoes.Isto
indica que o anel oxazolidinico do CSL, embora con
sideravelmente exposto a interface aquosa, esta lo
calizado mais fundo do que o anel de TEMPO do SSL,
e, portanto nao se localiza na regiao da cabega po
lar da membrana. Este € um fato importante para a
andlise espectral. Por exemplo, no estudo do efei-
to do colesterol em membranas de fosfatidil colina
de ovo e de DPPC, a ser relatado na Sec.III.B.1 fo
ram encontrados resultados quantitativamente dife-
rentes para marcadores esteroidicos e para marcado

res derivados de acidos graxos. Estes foram inter-

pretados como devidos a diferencas entre as farmas
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e a rigidez dos diferentes grupos e nao ao fato de
que eles se localizariam em diferentes: regides da
membrana. Essa interpretacdo esta de-acordo com os

resultados aqui obtidos.

Caracteristicas de Permeabilidade de Bicamadas Li-

pidicas. Mecanismo de Permeacao.

_.Foi anteriormente mencionado que a velo-
cidade de reacao de ascorbato com marcadores de
spin em solucao & muito répida} Admitindo que a po
laridade do ambiente nao afeta significativamente
a velocidade de reacoes rradicalares,analisamos os
resultados em membranas como sendo devidos ao pro-

cesso de permeagao.

Um mecanismo foi proposto(333) pelo qual a per-
meacdo de um soluto dﬁravés de uma membrana dependeria de seu
coeficiente de particao membrana—égua(Kp),do coeficiente de
difusao(D) na membrana e da espessura da membrana(l). O coe-

ficiente de permeabilidade (P) & dado por

KD
Pp=-P2 (a8

1

Os resultados experimentais podem ser in
terpetados com base na equagao (18). Nesse sentido,
as cargas na superficie da membrana (respectivamen
te negativa e positiva em membranas contendo PS e
HDTMA) repelirao ou atrairdo o ion ascorbato, dimi

nuindo ou aumentando sua concentragao efetiva
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na dupla camada difusa se comparado com o sistema
contendo apenas PC (carga total nula, todos em pre-
senca de 35%mol % de colesterol.Isto afetara a parti-
¢ao do ascorbato na membrana. A Tabela V mostra que
as meias vidas de redugao para um dado marcador au

mentam de acordo com o esperado nesses sistemas.

Um exame dos valores da energia de ativa
cao (Tabela VI) revela que estes praticamente nao
sao afetados pela variagao da composigao da cabega
polar. Isto sugere que a etapa de partigao nao con
tribui de maneira significativa para a energia de
ativacdo do processo global, isto €, nao € a etapa
determinante da velocidade para a permeagao de as-
corbato. De fato, a contribuigao do potencial de su
perficie & energia de ativagdo devida a presenga
dos lipldios carregados foi calculada pelo Dr.DMarsh.
Foi observado que a carga afetaria a energia de
ativacdo em quantidade comparidvel ao erro experi-

mental.

de Gier e colaboradores (338),
Kroes e Ostwald (339), McElhaney e <colaboradores
(356) e Graziani e Livne (340) nao observaram alte
racoes na energia de ativagao para permeagao de uma
série de solutos ndo-idnicos e Agua através de uma
série de membranas quando se variava o conteldo de
de colesterol. Assim, foi proposto que, no caso de
solutos nio-idnicos,a etapa determinante da veloci-
dade seria a particdo do soluto na membrana. A re-

mocdo da agua de hidratacio para que os compostos



pudessem penetrar na membrana foi sugerida como sen
do o fator principal determinante da energética da
particao. Em contraste com esses reshitados, a va-
riagdo do contelGdo de colesterol nos sistemas por
nds estudados, causou alteragao tanto das‘meias vi

das como das energias de ativacao (Tabelas V e VI)

para a redugao de marcadores de spin por ascorbato.

A discussdo sobre efeitos da composigao
da cabega polar girou em torno de sistemas cujo em
pacotamento da‘regiéo.hidrobeica era esséncialmeg
te o mesmo. Um empacotamento muito menos denso € en
contrado em PC apenas (ver Sec.III.B.1). Comparan-
do-se PC e PC-35 mol% colesterol, observa-se (Tabe
las.V e VI) que tanto t1/2 como a energia de ativa
gao variam para um dado marcador de spin. Estes re
sultados sugerem que a difusdo de ascorbato na mem
brana tem um papel importante no processo global,
contribuindo significativamente para a energia de
ativagao. Assim, a difusdo nolzoreulipofilico da
bicamada constitui a etapa determinante da veloci-
dade no processo de permeacdo do ascorbato.Isto es

td de acordo com o papel postulado por Lieb e Stein

(333) para a difusao no mecanismo de permeagao.

A maior permeabilidade de membranas de PC
esta de acordo com a teoria de Triuble (330) de per-
meabilidade que sugere que o mecanismo molecular de
transporte de solutos através de membranas se baseia
" na formagdo de dobras transientes (kinks) nas ca-

deias de dcidos graxos através da combinagdo de iso
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meros trans € gauche, um maior numero de conforma
c6es gauche gerando um maior numero de dobras.Um
aumento do conteudo de colesterol promove uma di
minuig¢ao da populacdao de isomeros gauche (Sec IIIL
B.1) e também aumenta a barreira de energia para
a interconversao trans - gauche, O que por sua
vez diminuiria a populacao de dobras, Isto acarre
taria uma diminuicao na velocidade de permeacao,
assim como um aumento da energia de ativacgao do

Processo.

Aplicabilidade do Principio Envolvido no Presente

Trabalho.

A maior parte dos experimentos que estu
dam propriedades de permeabilidade de membranas
sao baseados na medida dec propriedades macroscopi
cas, muitas vezes efetuadas na regiao aquosa que

banha a membrana.

O uso de marcadores de spin com a parte
paramagnética localizada em diferentes regioces de
bicamadas lipidicas, oferece uma maneira conve-
niente de analisar o processo de permeacao dentro
da bicamada, a distancias variadas da interface

aquosa.
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O principio envolvido na execugao dos
presentes experimentos poderia facilmente ser es-
tendido a outras técnicas, introduzindo um grande
numero de possibilidades para o estudo do processo

de permea¢ao ao nivel molecular.

B. Estudos de Interacoes com Agentes que Atuam ao Nivel

de Membranas.

1.

Efeito do Colesterol sobre a Estrutura de .Membra-

nas*.

Entre os componentes de membranas de ma-
miferos, o colesterol € um dos mais estudados. In-
vestigagoes a respeito da agao desse esterol ao ni
vel molecular procuram relacionar esse tipo de da-
dos com o papel do colesterol ao nivel biologico e

clinico.

Estudos em sistemas de monocamadas reve-
lam que o colesterol € capaz de condensar filmes ex
pandidos de fosfatidil colinas (341-345). O fenome
no de condensagao consiste na medida de uma area
para o sistema colesterol-fosfolipidio que & menor
do que a soma das areas colesterol isolado + fosfo

lipidio isolado.

Medidas de raios X também permitem um cal
culo indireto de area molecular e indicaram que em
bicamadas o colesterol diminui a area ocupada por

lipidios em fase liquido-cristalina (119,346, 347)

—
Ref. 153
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enquanto que fluidiza as cadeias de fosfolipidios

em fase gel (62).

Experimentos de RMN indicaram que o co-
lesterol causa um alargamento do pico devido aos
grupos metilenicos das cadeias alifaticas dos fos

folipidios (348-350).

De fato, esse tipo de informacoes levou
a proposta de que o colesterol atuaria com um tam
pao de fluidez de membranas (351) ou, em outras
palavras, como um mediador de fluidez, podendo au
mentar ou diminuir a mesma dependendo do estado
inicial do fosfolipidio. Estudos de permeabilida-
de estao de acordo com esse papel, em um grande

numero de casos (352-357).

A literatura sobre o efeito do coleste-
rol continua a crescer muito (358-394). Alguns es
tudos recentes propoem a distribuigao desigual de
colesterol entre as monocamadas interna e externa
de vesiculas (362, 372). O arranjo minucioso do
ajustamento entre o esqueleto do colesterol e as

cadeias do fosfolipidio também foi descrito(377).

O problema de se o colesterol forma com
plexos estequiometricamente definidos permanece
uma questao em aberto (349, 350, 359,360,369, 370.
0 que €& certo € Que 0os requisitos estruturais pa-
ra que o colesterol exerca os efeitos observados
sao varios e foram verificados através de estudos
comparativos com varios esterdis e esteroides (197,

395-398). Assim o grupo B8-OH € fundamental,bem co
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mo a coplanaridade dos aneis; ainda, a presenga da
cadeia alifatica na posigdo 17 tem participacao.
Apenas a dupla ligagao 5, 6 nao parece ser indis-
pensavel, de sorte que o colestanol & equivalente
ao colesterol em quaisquer tipos de estudos efetua-

dos.

Ja em 1969 o grupo de Smith (121) publi-
cava o primeiro trabalho em que se aplicava o méto
do de marcador de spin ao estudo da agao do coles-
terol em membranas fosfolipidicas. Outros se segui
ram (192, 399) e em 1972, Lapper e colaboradores
(152) publicaram um estudo em que se examinavam 0S
efeitos da adigao de colesterol a fosfatidil coli
na de ovo através da analise minuciosa dos espec-

tros de CSL intercalados em bicamadas planas.

Espectros simulados em computador indica
vam que a execucgao de um caminho ao acaso dentro
de um volume conico do eixo longo molecular do CSL
era um modelo adequado para descrever o0s espectros
obtidos. Colesterol foi considerado como sendo ca-
paz de diminuir o angulo que caracterizava esse vo
lume conico e ainda de diminuir o parametro de lar
gura da distribuigao dos valores desse angulo(Secs.

I.B.5 e I.C.1.bii).

NOs nos propusemos a ampliar esse estudo
fazendo uso dos outros marcadores de spin, em espe
cial, os derivados de acidos graxos, a fim de veri
ficar o comportamento de cadeias flexiveis em face

a adicdo de colesterol, em contrapartida ao empre-
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go da molécula rigida do CSL. A fim de confirmar
os resultados para outra molécula rija, foi utili
zado o ASL e os resultados comparados com os obti
dos para o CSL. Foi ainda empregada outra molécu-
la flexivel, o SSL, cujo grupamento N-O se situa
na regido da interface membrana-agua. Os sistemas
estudados foram fosfatidil colina de ovo (PC) e
DPPC, na forma de multi-bicamadas planas e na for-

ma de liposomas.

Os espectros foram analisados em termos
de parametros de ordem, S, que no caso dos marca-

dores derivados dos acidos graxos foi analisado em

termos da teoria de Hubbell e McConnell (145) (Sec.

I.C.1.b.iii), tendo sido calculados valores de So
e P en fungao da quantidade de colesterol adicio

nada aos sistemas.

Multi-bicamadas Planas de Fosfatidil Colina de Ovo

A Fig. 32 mostra os espectros para oOS
marcadores empregados em multi~bicamadas planas de
PC em presenga de O e 30 mol% de colesterol.A ani
sotropia dos espectros € maior na segunda série.A
Fig. 33 mostra o efeito de crescentes concentra-
coes de colesterol sobre o parametro de ordem pa-
ra todos os marcadores, exceto o SSL. Para  este
ultimo foi colocado nas ordenadas o valor da dife

renga (Th - T ).
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Os resultados para o ASL coincidem com
aqueles para o CSL. Os valores de S foram calcula-
dos a partir de T', e T efetuando-se as corre-
coes apontadas no trabalho de Hubbell e McConnell
(145):foi introduzido o fator de corregcao da pola-

ridade e Ti efetivo = T| medido + 0,8 gauss.

Idealmente deveriam ser estudados varios
marcadores derivados de acidos graxos com o anel
oxazolidinico em variadas posicoes ao longo da ca-
deia, a fim de verificar senossos sistemas apresen
tavam a mesma linearidade no grafico de logS versus
n (n = posicao do anel oxazolidinico na cadeia) ob
servada para outros sistemas. Isso nao foi efetua-

do mas admitiu-se como sendo verdadeiro

Os valores de SO e Pt para as misturas
de PC-colesterol estao na Fig. 34. O aumento de Pt
com quantidades crescentes de colesterol indica que
ocorre uma interagao entre este e o fosfolipidio que causa
uma diminui¢do da area ocupada pelo ultimo atraves de uma ex
tensao das cadeias devido ao aumento da populacao de confor-
magao trans.lsso explica,ao menos parcialmente,o efeito de
condensacao do colesterol. SO também aumenta com o aumento
de colesterol. Valores dos angulos 8 e y defini-
dos nas Secs. I.B.5 e I.C.1.b.11 calculados para
5- e 12-SASL a partir de SO e para CSL a partir de
S em fungao da porcentagem de colesterol, sao da-

dos na Fig. 35.

Uma comparacgao de S, (Fig. 34) com S (Fig.

33) para CSL e ASL, ou da mudanca de angulos (Fig.
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35), indica que o grau de ordem do eixo longo &
menor para os acidos graxos que para os esterdis
e que a mudanga induzida por colesterol €& maioer
para estes ultimos. Os resultados obtidos no estu-
do da reagao com ascorbato (Sec. III.A.3) indicam
que os marcadores de spin estao todos na mesma re
gido da bicamada e que as diferencas de forma e
flexibilidade sao tais que uma diminuig@o do espa
¢o disponivel afeta mais os marcadores esteroidi-

€OoSs.

A Fig. 35 mostra que o colesterol tem a
habilidade de diminuir o angulo que caracteriza a
orientacao do marcador de spin. Os resultados de
Lapper e colaboradores (152) para CSL bem como os de Jost
e colaboradores (122) para marcadores derivados de
dcidos graxos em bicamadas de PC a variadas
temperaturas e graus de umidade, sugerem que 0 ca
minho ao acaso € um bom modelo para descrever 0
comportamento de 5-SASL e 12-SASL no presente es
tudo. Desta maneira o aumento de SO pode ser atri
buido a uma ‘diminui¢ao na amplitude de movimento
das cadeias alifaticas com o aumento de coleste-
rol. Em sintese, os resultados obtidos indicam que
a adigao de colesterol a PC, que se encontra no
estado liquido-cristalino, altera a natureza e a
intensidade da interacao lipidio-lipidio, causan-
do uma extensao das cadeias alifaticas, um aumen-
to do grau de ordem do eixo longo das moléculas e

uma reducao da fluidez do sistema.
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0 movimento do SSL € muito rapido em bi-
camadas com baixo conteido de colesterol. Esta mo-
‘bilidade € atribuida ao grau de liberdade conferi-
do pela ligacao simples que une o anel de seis mem
bros que contém o grupamento N-O a cadeia longa da
molécula, e, provavelmente, a interconversoes - intra
-anel.0 efeito de condensagao do colesterol pode
ser observado, poréﬁ de maneira menos pronunciada
do que para os outros marcadores. Na ausencia de co
lesterol, o movimento do SSL parece ser isotropico.
Isto poderia ser causado por movimento rapido ani-
sotropico dentro de um espaco conico de grande am-
plitude. Os parametros g e de desdobramento hiper-
fino efetivos resultantes deste movimento sao tais
que a linha de campo baixo aparece como a mais es-
treita no espectro de RPE. A adigao do <colesterol
aparentemente restringe tanto a vélocidade como a
amplitude desse movimento, fazendo com que os para
metros g e de desdobramento hiperfino resultantes
déem origem a espectros em que a linha central &€ a
mais estreita na situacao em que o campo magnético
€ paralelo a normal a bicamada, porém permanecendo
a linha de campo baixo a mais estreita na orienta-
¢ao complementar. O efeito do colesterol foi seme-
lhante nos espectros de SSL em liposomas (ref.399 e Sec.,
ITI.B.1.b). O valor do desdobramento hiperfino iso
tropico sugere que o anel contendo o nitroxido es-
ta localizado na regiao da cabecga polar, provavel-
mente perto da interface membrana-agua. Esta con-

clusdo é corroborada pelos estudos da Sec.III.A.3.



Assim, a influencia do colesterol se estende atra
ves da regiao hidrofobica, chegando a atingir a re

giao da cabecga polar.

Liposomas de Fosfatidil Colina de Ovo

Um estudo empregando SSL e CSL ja havia
sido publicado (399). No presente trabalho emprega
mos também 5- e 12-SASL.Espectros para 5-SASL e SSL
sao dados na Fig. 36. A forma das linhas para o 5-
-SASL reflete um espectro de po de um conjunto de
marcadores dotados de movimento anisotropico. Isto
se deve ao fato de que,devido a difusao rotacional
lenta do liposoma na escala de tempo do aparelho,
os espectros individuails de cada marcador, corres-
pondentes a diferentes orientagoes (dentro do lipo
soma) em relagdo ao campo magnético, se somam.O me
todo de deduzir os valores de T}, e T} de tais
espectros € indicado na Fig. 36. Os parametros de
ordem para 5-SASL a diferentes concentragoes de co
lesterol e lipidie total sao dados na Fig. 37.No-
ta-se que esses valores sao maiores do que os obti
dos para bicamadas planas. Isto poderia dever-se a
um ou mais dos seguintes fatores: (i) o método de
determinacao de S a partir de espectros de liposo-
mas € menos sensivel; (ii) se o eixo longo molecu-
lar possuir uma inclinac@o em relagdo a normal @ bi
camada, isso nao seria detetado em liposomas, uma

vez que os marcadores de spin teriam ainda todas
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Fig. 36 Espectros de 5-SASL e SSL em liposomas de PC (a) e de PC~ colesterol
(35Z) (b).
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Fig. 37 Parametro de ordem, S e AT experimental para liposomas de PC

1 x 100l M (A) e 7,5 x 10°3 (B) com conteudo variado de co-
lesterol.



as possiveis orientagoes em relagao ao campo magne
tico, o que geraria valores maiores de S; (iii) em
espectros de liposomas torna-se dificil separar efei
tos de ordem de efeitos de velocidade de movimento
assim, Polnaszek (400) demonstrou que quando o tem
po de correlacao rotacional & suficientemente gran
de, existe a possibilidade de se medirem parame-~

tros de ordem maiores do que gs reais.

Nao foi feito o calculo de S, ¢ P a par
tir de espectros de liposomas porque 0S espectros
de 12-SASL ndo apresentam as caracteristicas neces

sarias para determinar S.

Os valores de S dependem da concentragao
de lipidio para liposomas preparados por agitacgao
no Vortex.:(Fig. 37 e Tabela VII). Esse efeito desa
parece se se submete o sistema ao ultra-som por um
tempo minimo de 20 minutos (Tabela VII). Aparente-
mente, ocorre alteracgao no arranjo molecular da bi-
camada ao se alterar o tamanho dos agregados. De-
ve-se notar, contudo, que trabalho subseqliente de
Marsh e colaboradores (401) que Procurou comparar
valores de parametros de ordem para liposomas com
os obtidos para populacoes de vesiculas uyni-lame-
lares puras, preparadas pelo método de Huang(110),
relata valores menores de S para estas ultimas do

que para liposomas.

A liberdade de movimento do SSL da ori-
gem a linhas estreitas nos liposomas (Fig.36).As-

sim como nos filmes, ha uma mudanca nas larguras
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relativas das linhas central e de campo baixo com
o aumento do colesterol. Isto indica que o grupa-
mento nitroxido estd executando movimento anisotro
pico que produz a média de alguns componentes dos
tensores g e hiperfino. Com a mudanga da amplitude
e velocidade do movimento, também ocorre alteracdo
desses valores medios, com os consequentes resulta

dos espectrais.

Multi-bicamadas Planas de Dipalmitil fosfatidil co-

lina.

Foram empregados os marcadores 5- e 12-
-SASL e ASL. Num estudo anterior, o CSL havia sido
utilizado (192). Espectros tipicos sao dados na
Fig. 38. A 0% de colesterol os espectros sao carac
teristicos de elevado grau de imobilidade e baixo
grau de ordem, tornando dificil a determinagao de
S. Acima de cerca de 20 mol% de colesterol, o0s es-
pectros de 5- e 12-SASL sao razoavelmente bem de-
finidos e foram analisados para se obter So e Pt'
A Fig. 39 da os valores de S para 5- e

12-SASL, bem como S0 e Pt calculados a partir da

queles. Verifica-se que esse sistema difere de PC
em que a probabilidade de conformagoes gauche per-
manece aproximadamente constante a partir de ~ 25
mol% de colesterol, enquanto que So decresce. Tal
diferenca de comportamento entre PC e DPPC com re-

lagao a Pg pode, presumivelmente ser atribuida a
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graxos em multiZbicamadas planas de DPPC com conteudo variado de
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um empacotamento mais denso em DPPC, originario
da total saturagao das cadeias. Esse empacotamen
to mais denso seria devido a interacoes lipidio-
lipidio mais fortes, resultando em menor flexibi-
lidade (maior extensao das cadeias). A diminuigéo
de So, implicandonuma diminuig¢ao do grau de ordem
dos eixos longos moleculares, indica que o coles-
terol tem um efeito diferente em DPPC e en PC,con
forme ja sugerido por medidas de permeabilidade
(352-357). A adigao de colesterol enfraquece a for
te interagao entre as cadeias de DPPC e promove a
transicdo do estado gel, que € um estado com ele-
vado grau de cooperatividade, para o estado liqui
do-cristalino. Tal transigao se evidencia nos es-
pectros de RPE que indicam elevada imobilizacgao
dos marcadores a 0% de colesterol (Fig. 38) e um
aumento da mobilidade entre 10 e 20 mol% de coles
terol. O grau de orientacao dos eixos longos mole
culares diminui acima de 20 mol% de colesterol,co
mo € mostrado pela diminuigao de SO (Fig. 39).Pro
vavelmente, na ausencia de colesterol Pg ~0,adqui
rindo valor finito entre 10 e 20 mol%. Estes re-
sultados estao de acordo com estudos de laser-Ra-
man (402) e medidas de espagamento por raios X de
alto angulo (62), que indicam que a 7,5 mol% de
colesterol o valor de 0,42 nm para as cadeias ali

faticas ainda € bem definido. Concentragoes mais

altas de colesterol causam uma difusao na banda.

de alto angulo, aproximando-se do valor de 0,46 nm carac

teristico de cristais liquidos (59,73,74). Ao mesmo tem
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po medidas de baixo angulo mostram uma diminuigdo
do espago interlamelar (62), o que foi interpreta
do como uma diminuigao da espessura da bicamada,
devida a fluidizagdo das cadeias, o que esta de
acordo com o aumento de Pg verificado no presente

trabalho.

Tambem, medidas de calorimetria diferen
cial de varredura mostram que a 20 mol% de coles-
terol, ha uma mudanga drastica na capacidade calo
rifica, enquanto que a 12,5 mol%, ela € aproxima-

damente a mesma que para DPPC pura (62).

0 fato de que S_ € maior em DPPC do que
em PC (eles se aproximam a 50 mol% de colesterol)
e o valor baixo e constante de Pg’ indicam que,

mesmo apds a adig¢do de colesterol, o sistema &€

ainda Dbastante empacotado.

H3a uma alteracdo drastica nos espectros
de ASL ao passar de 0 para 10 mol% de colesterol.
Un comportamento analogo foi observado para lipi-
dios de cerebro de boi dos quais o colesterol foi
previamente removido (185). Na presenca do este-
rol obtem-se um elevado grau de anisotropia, in-
dicando que o eixo longo molecular esta pratica-
mente paralelo a normal a bicamada. O desdobramen
to hiperfino na direcao complementar indica que
a rotagdo ao redor do eixo longo da molécula & su
ficientemente rapida para fornecer a média de T «
e Tzz’ porém a largura das linhas indica que o

tempo de correlagdo dessa rotagio € elevado (ver
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Sec. III.B.2). A mudanga nos espectros do ASL ao
se passar de 0 para 10 mol% de colesterol parece
correlacionar-se com o que foi medido por Lad-
brooke e colaboradores (62) como um aumento no es
paco interlamelar, em vista de se passar de uma
situacao em que o eixo longo de DPPC estaria for
mando um angulo de -32° com a normal & bicamada
(0% colesterol) para um angulo de 0° em relacao a

normal (a 7,5% colesterol).

Trabalho mais recente de Birrell e Grif
fith (63), em que se executou um estudo dos espec
tros em fungao da variagao de angulos entre o cam
po magnético e a normal a bicamada confirmaram que
em DPPC no estado gel (em auséncia de colesterol)
o eixo longo molecular forma um angulo de - 35°

com relacdo a normal a bicamada.

Liposomas de Dipalmitil fosfatidil colina

Assim como em filmes, observou-se um au
mento na mobilidade do 5-SASL por adigao de coles
terol a liposomas de DPPC. Os espectros sao seme-
lhantes aos obtidos por Oldfield e Chapman (403)
usando derivados marcados de metil ésteres do aci
do estearico. Os dados ndao foram tratados de ma-
neira minuciosa devido aos fortes efeitos de imo-

bilizagao.
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O presente estudo permitiu verificar que
o colesterol aumenta a extens@o das cadeias, benm
como a orientagdo do eixo longo molecular em PC,
ao passo que praticamente nao afeta o primeiro as~
pecto em DPPC (a partir de 25 mdl%), fazendo dimi-
nuir o segundo, Esse efeito se explicaria pelo fa-
to de que as cadeias homogéneas e saturadas de DPPC
permitem empacotamento mais denso devido a intera-
coes mais fortes entre as cadeias, e provaveimente
entre as cabecas polares., A introdugao do coleste-~
rol forga uma separagdo entre as mol&culas de fos-
folipidio, com o esterol colocado entre elas.A for
ma assimétrica do colesterol em relagdo ao fosfoli
pidio resulta em diminuigdo da interagdo inter-ca-
deias (efeito de fluidizacao) e o aumento do coles

terol causa uma diminuigao do grau de orientagao.

Em PC, insaturacdo e hcterogeneidade das cadeias
resultam num espagamento maior entre as moléculas,
interagoes inter—molecplares mais fracas e, conse-
quentemente, no estado liquido-cristalino (3 tem-
peratura ambiente). A fosfatidil colina de ovo a
temperatura ambiente interage com colesterol € ©
resultado € uma extensio das cadeias, um aumento
do grau de orientag¢do molecular e uma diminuicao
da rotagdo do eixo longo molecular (conforme refs.

152 e 164 e Sec. III.B.3).Esta extensao das ca-
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deias & parcialmente responsavel pela diminuigao
da area molecular descrita pelo efeito de con-
densacao (341-345). Marsh e Smith (173) eﬁ estu-
do posterior forneceram evidencias que sugerem
que um outro efeito também contribui para a apa-
rente diminuigd3o da area molecular qual seja, o
fato de que o colesterol se ajustaria parcialmen
te em cavidades (404) geradaé nas cadeias alifa-
ticas gragas a um maior grau de liberdade devido
a um maior espagamento entre as moléculas e%tppg

senga de duplas ligacgoes.

Os efeitos espectrais aqui observados,
traduzidos em termos de mobilidade e ordem mole-
cular, oferecem uma explicagao para os efeitos
de colesterol sobre a permeabilidade de 1liposo-

mas de PC e DPPC (352-357).

Estudo a Frequiéncia Variavel do Efeito do Coles-

terol*.

Os espectros de marcadores esteroidicos em
bicamadas planas de PC revelam que concentragoes
crescentes de colesterol causam um aumento da di

ferenga entre os desdobramentos hiperfinos medi-

*

ref. 164
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dos com o campo magnético perpendicular e pafale-
lo a normal a bicamada, diminuindo o "segundo e
tornando-se as linhas mais estreitas e aumentando
o primeiro, ao mesmo tempo em que se observa alar
gamento das linhas nos espectros tirados nessa di
recao (refs. 152, 153 e 164, Sec. III.B.1,Fig. 32
e Fig. 40 a e b).

Os espectros ﬁafa CSL simulados por LaE‘
per e colaboradores (152), utilizando o modelo do
caminho ao acaso do eixo longo molecular, explica
vam de maneira satisfatdria (ver Scc.I.C.1.b.ii) os
resultados obtidos‘para o efeito do colesterol,ex
ceto a ultima observagao, ou seja, o alargamento
das linhas na diregao perpendicular 2a normal a bi

camada.

Este resultado poderia ser explicado por
uma diminuigao na velocidade de rotagao ac redor
do eixo longo molecular. Uma possivel maneira de
examinar essa possibilidade € o estudo dos espec-
tros a diferentes frequéncias, uma vez que a . for
ma das linhas deve depender dessas no caso do en-
volvimento de fenomenos relacionados ac tempo de

correlagao rotacional.

Foram examinados os espectros de CSL em

PC em fungao da concentragao de colesterol a fre-

quéncias de 9,5 (banda X), 24 (banda K) e 35 GHz (ban .

da Q). Um estudo semelhante foi posteriormente pu

blicado (383).
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A dependéncia da forma das 1linhas da
frequéncia de microondas empregada foi evidente.
A Fig. 40 mostra os resultados para os sistemas

contendo 0 e 30 mol% de colesterol.

Os valores de desdobramento hiperfino
obtidos para a diregdo do campo magnético perpen
dicular 3 normal & bicamada sdo indicativos de
um movimento rapido em redor do eixo longo mole-
cular, com a obtengdo de medias dos - componentes
nas diregoes x e z dos tensores g e de desdobra-
mento hiperfino. Quando a velocidade desse movi-
mento se torna comparavel as diferencas de ener-
gia entre os varios estados de g e desdobramento
hiperfino (em unidades de frequencia), efeitos
apreciaveis de alargamento das linhas podem ser
obtidos. As mudangas na forma das linhas causa-
das por aumento no tempo de correlagdao rotacio-

nal dependem da frequéncia do experimento.de RPE.

Larguras das Linhas - O Modelo do Spin Cambiante.

A influéncia da variagao do tempo de cbz
relagdo na forma das linhas pode ser tratado por
uma variedade de abordagens tedricas.As equagoes
de Bloch modificadas (138) oferecem um formalis-
mo bastante simples que permite obter um qﬁadro
fisico bastante bom do fendmeno. Este método foi
empregado para analisar os resultados experimen-

tais obtidos.



Um eletron desemparelhado em uma molé-
cula paramagnética pode ser considerado como sen
do capaz de saltar entre estados caratterizados
por diferentes parametros espectrais (valores dos
‘tensores g e hiperfino). A maneira como estes de
terminardo a forma das linhas depehder& do tempo
de correlagio rotacional da molécula.A teoria do
spin cambiante foi dada por varios autores e en-
contra-se sumarizada no livro de Wertz e Bolton

(138).

De acordo com esse modelo, se a fre-
qliencia do salto entre dois estados com diferen-
tes espectros & suficientemente baixa, o espectro
resultante & a soma dos dois espectros. Contudo,
se a frequencia de interconversao for suficiente
mente alta, obtem-se um espectro médio, cujas 1li
nhas ocupam posig¢Ses médias. A largura .das 1i-
nhas dependera da diferenga entre as posigoes

das linhas dos dois estados.

Os resultados para o sistema PC-coles-
terol indicam que a velocidade de rotagao do mar
cador de spin ao redor de seu eixo longo € tal
que ocorre a média dos componentes que dao ori-
gem ao espectro com o campo magnético perpendicu
lar a normal 3 bicamada (8 = 90°), mas a veloci-
dade com que esse movimento ocorre & alterada por

alteragao da concentragao de esterol.

Empregando-se o modelo acima e admitin

do que o eixo longo da molécula executa um cami-
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nho ao acaso dentro de um espago conico, a depen

dencia da largura das linhas do tempo de correla

¢do sera dada por:

r=r, o+ (v, ©/4] (@’

(19)

onde ' € a meia largura na meia altura, em gauss,
Fo € a largura naturél na meia altura, em gauss,
em ausencia de rotacgao, Ye € a relagdao giromagne-
tica (1,7608 x 10’ radiano x gauss-1 b’ seg—l) ez
¢ o tempo para saltar m/2 radianos, em segundos.
AH e a distancia de salto em gauss entre as li-

nhas,determinada pelos estados envolvidos (carac-

g e T g no presente ca-

terizados por T
P X XX zz2’

X’ YA

so). AH varia com o nimero quantico de spin  nu-
clear (my = + 1,0,-1 para o atomo de nitrogenio
do marcador de spin) do nucleo que da origem ao

desdobramento hiperfino (conforme Fig. 41).

Os espectros observados sdao apresenta-
dos na forma da primeira derivada da absorgao. A
fim de facilitar as medidas, a equagao (19) pode.
se transformar em |
6

T =T 0+ 1,27 x 10

2
ptp ~ o, ptp fe ()T (20)

onde agora T e T sao as larguras, pico a
| & ptp ¢ "o, ptp g P

pico no espectro obtido e Lo = 4t e corresponde a

uma rotacao de 2w radianos.
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AH vai depender da frequencia de microondas
empregada (v), bem como do angulo entre a normal

a bicamada e o campo magnético aplicado (g).

Dependéncia de AH da Frequéncia, v

A Fig. 41 mostra-como AH varia para ca-
da uma das linhas espectrais nas diferentes fre-
quéncias quando 6 = 90°. 0 zero da escala repre-
senta o valor de gyy e os tragados para as trés
frequencias indicam as posigoes relativas dos va-
lores g e dos desdobramentos hiperfinos. E a mu-
danga nessas posigOes relativas que da origem aos
diferentes efeitos de alargamento nas diferentes
- frequencias. Os valores de AH mostram que a linha
de campo alto (mI = -1)dcve scr mais larga que a
linha de campo baixo (mI = +]1), e esta por sua vez
deve ser mais larga que a linha de caﬁpo'vmédio
(mI = 0) a 9,5 GHz. Por outro lado, a 24 e a 35
GHz, a linha de campo alto continua a mais larga,
porém a linha de campo central passa a ser mais
larga que a de campo baixo. A Fig. 40 mostra a con

firmagao experimental dessa previsao.

. Dependéncia de AH da Orientacao em Relacdo ao Cam-

po Magnético.

Esta variagdo € dada pela expressao

_hv 1 1

- mp (T, (0)-T, (8)} (21)

my = + 1,0 -1



onde as componentes Xy e yz para varios valores
de g e T siao calcglados de acordo:

giz(e) = giy cos? Ouy * gii cos? 0z (22)
gix(e) = giy cos2 GHY ; gix cos2 Ohx (23)
ng(e) = iy cos2 eHY + Tiz cos2 eHZ (24)
Tix(e) = iy cos2 eHY + Tix cos2 eHX (25)

onde eHX’ GHY e eHZ sao os angulos formados entre
) caﬁpo magnético e os eixos do sistema de coorde

nadas que caracteriza o nitroxido (138).

A Fig. 42 da a variagdo da parte depen-
dente de xy e da parte dependente de yz quando 6
varia de 0 a 90° a 35 GHz. A diferenga entre am-

bas permite obter o valor de AH para cada valor
de 6, conforme indicado na figura. A Fig. 43 mos -
tra valores ja obtidos de AH em fungdo de 6 para
v = 9,5 GHZ e indica que as linhas espectrais de-
vem alargar~se quando 6 varia de 0 a 90°, sendo o

efeito maior para a linha de campo alto.

140



- AH(#) (6AUSS)

. 141
30 40 50 60
T T — [¢]
35 GH;
-1 %0
\r\
\\ -
?“\ T
\\ - 60
Y
]
\?‘ .
M nb 90
DH.{50) AHL(50)
4 A

AH 50

Fig. 42 Variagao das posicoes das linhas espectrais em fungao do angulo 8
a 35 GHz. As setas indicam cowo AH @ medido para mI='1 H,0(),
-1 ).

AH(Q.) (GAUSS)

0 — {(graus)

Fig. 43  AH em Ffuncgao de O parap= 9,5 CHz



Os resultados experimentais éonfirmam
também essas previsoes. Verifica—s; também que,
quanto maior o conteldo de colesterol, maior o]
alargamento, a uma dada frequéncia (6= 90°). Pa-
ra o mesmo conteudo de colesterol a linha de cam

po alto (8 = 90°) se alarga mais em frequéncias

mais altas.

Calculo do Tempo de Correlacao Rotacional

As larguras das linhas espectrais(Fptp)
foram medidas em fungdo de 6 nas treés frequencias. A Fig.
44 mostra os resultados para filmes de PC-30mol}

colesterol.

Acoplando esses resultados experimen-
tais com a relacgdo tedrica (como na Fig. 43) en-
tre AH e 6 &€ possivel correlacionar Fptp com AH
e fazendo uso da equagao (20), calcular o tempo
de correlagdao . A Fig. 45 mostra um grafico de
Fptp em fungao de-(AH)2 pafa algumas concentra-
goes de colesterol. O coeficiente angular das re
tas indica que o tempo de correlagao aumenta com
o aumento de colesterol. A Fig. 46 e a Tabela
VIII indicam como o tempo de correlagdo varia com
a quantidade de colesterol.Observa-se o aumento
de ¢ com crescentes quantidades do esterol.Esses
resultados demonstram a validade do modelo adota

do para explicar o efeito do colesterol sobre a

largura das linhas espectrais e evidenciam a ha-
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Fig. 46  Tempo de correlagao rotacional para CSL em multi-bicamadas planas
de PC com conteudo de colesterol calculados a partir das larguras
das linhas de campo baixo dos espectros tirados a 9,5 GHz.
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TABELA VIII

Tempos de correlagao rotacional para o marcador de spin CSL

em MUulti-bicamadas de fosfatidil colina de Ovo COm conteﬁdo_vg

riavel de colesterol.

% colesterol | (S:SCIOQ)
0 0,6
10 0,9
20 - 2,3
30 3,4
40 5,4
50 7,2
60 8,5
70 9,4

80 8,3
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bilidade do esterol de afetar a velocidade de ro
tacao do marcador de spin ao redor de seu eixo
longo. Esse efeito provavelmente se estende aos

outros componentes da bicamada.

Em sintese, uma avaliaglo da contribui
¢do do método de marcador de spin para a com-
preensao dos efeitos de colesterol sobre PC ao
nivel molecular permite dizer que: 1 - o coleste
rol diminui a amplitude de movimento do eixo lon
go molecular das moléculas, aumentando o grau de
ordem desse eixo (conforme refs. 152 e 153 e Sec.
ITI.B.1); 2 - a aparente diminuicdo da area ocu-
pada pelas moléculas de fosfolipidio deve-se par
cialmente a uma extensdo das cadeias de 4acidos
graxos (aumento da populagao trans); 3 - o res-
tante do efeito de condensagao deve-se também a
acomodagao parcial do colesterol em cavidades
que resultam de dobras que ocorrem nas cadeias
devido a presenga de duplas ligagdes ou a ocor-
réncia de conformagoes gauche(173); foi observa-
do ainda que a separagao entre marcadores de spin
(e, provavelmente, entre outras molEculas presen
tes) diminuiu com o aumento do colesterol (173);
5 - finalmente, os resultados descritos nesta sec
gao indicam que o colesterol diminui a velocida-
de de rotagao das moléculas ao redor de seu eixo

longo.



Os estudos com colesterol forneceram a ba-
se para a analise do efeito de outros compostos so-
bre membranas fosfolip{dicas. Assim, foram realiza-
dos estudos das interagoOes de hidroperdoxidos deriva-
dos de colesterol (Sec. III. B.3) e de hidrocarbone-
tos aromaticos cancerigenos e nao cancerigenos com

membranas (Sec. III.B.4).

Estudos de Efeitos Estruturais e da Reatividade

de Hidroperoxidos Lipidicos em Matrizes Membranosas

A ocorréncia de peroxidagao de lipidios
tem sido verificada in vivo (405-415). Foi observada
peroxidagao em homogenatos de tecidos (416) e a des-
trdigio de componentes de membrana e do citoplasma
causada pelos produtos de peroxidagao de lipidios de
mémbranas (417-419).

Produtos de peroxidagdo de lipidios tem si
do considerados como envolvidos em varios processos
fisiologicos e patologicos. A toxicidade desses com
postos foi verificada por varios autores (420-426).A
ocorréncia de hidroperoxidos de colesterol foi obser-
vada em eritrocitos de portadores de  hiperporfiria
eritropoiética (427). A incidéncia de radiagdo ul-
tra-violeta sobre essas células causava hemdlise
(427) . Verificou-se tambem a presenca de peroxidos lipidicos
apos foto-hemolise(428). Tem sido proposto também que O proces .
so de erwelhecimento esta relacionado com o aumento de produ-

tos de peroxidagao (429-430).
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As duplas ligagdes das cadeias de acido
graxos de fosfolipidios de membranas se , constituem
nos sitios reativos para a formagdo de Hidroperéxidm
lipidicos (431-441). |

No procésso de envelhecimento, os prqdutog
de peroxidagao de lipidios participariam de reagées
-radicalares, gerando pigmentos fluorescentes (lipo-
fuscina, refs.442-449). As propriedades éﬁmicas dos
pigmentos dever-se-iam ao grup.o ~-N=C-C=C-NZ , Tresul-
tante da reacdo entre o malondialdeido (produto das .
reagoes radicalares, refs, 450 e 451) e amino grupos
livres, por exemplo, da fosfatidil etanolamina ou de
proteinas (452, 453).

A decomposigao nao enzimatica de hidropero
xidos dos lipidios requer a presenca de metais de
transig¢ao, de um redutor (em geral, ascorbato) e de
oxigénio (454-460). A reagdo de iniciac@o mais prova

vel seria (461).

M* 4 ROOH —» M + O + RO.

n+l)+
Em membranas, a propaga¢io da reacgdao muito provavel-
mente seria controlada pela difusao dos radicais. De
fato, foi verificado que ocorre inibigao da reagao
quando os componentes da membrana sao fixados por

glutaraldeido (462] 
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a. Efeitos Estruturais

NGés procuramos examinar, primeiramente, o
papel estrutural qﬁe hidroperdxidos de colesterol po
deriam ter  sobre a organizagao de membranas. Fo
ram empregados os derivados 5a-O0OH e 7a-O0H do co-
lesterol. Em principio poder-se-ia esperar que a
presenga de um grupo alfamente polar como € o caso
do grupamento -OOH, poderia conferir a molécula um.
carater muito mais hidrofilico, fazendo com que ela
interagisse com membranas de maneira diferente do co
lesterol. Esse raciocinio era ainda mais justificado em
face dos estudos que mostraram que Varios aspectos
estruturais sao necessarios para que o colesterol
presente atue sobre membranas da maneira como se co-
nhece (197,395-398). Seria de esperar que o grupamen
to -O0H causasse mudanga de localizagao do coleste-
rol da membrana e dessa maneira, modificasse as pro-
priedades de carater estrutural da molébula, e, como
consequéncia, de permeabilidade.

Filmes de PC foram preparados contendo con
centragoes variaveis de Sa-hidroperoxi-colesterol ou’
7a-hidroperoxi-colesterol e os marcadores de Spin
CSL e ASL. 0 efeito desses compostos sobre a organi-
zagao das membranas foi o mesmo que o exercido por
colesterol, ou seja observou-se um aumento no .grau
de ordem das moléculas em presenca dos hidroperdxidos

(Fig. 47).

Também, em membranas de DPPC, os hidroperdxi-

dos do colesterol causaram o mesmo efeito que o com-
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posto nativo. A Fig. 48 mostra o efeito de 30 mol% de
S a-hidroperoxi colesterol sobre o espectro de CSL
em bicamadas planas de DPPC. Observa-se que o efeito
€ o mesmo que o registrado na Fig. 38 (Sec. III. B.
l.c.) quando se examinou a agao do colesterol sobre
DDPC.

O mesmo resultado foi obtido para o 7a-hi-
droperoxi derivado. -

Os dados obtidos indicam que o grupamento

-0O0H, quer na posigao 5, quer na posicao 7, nao impede os

compostos de execerem efeitos analogos aos de coleste

rol, tanto em PC como em DPPC. O significado desses
resultados espectrais ao nivel molecular foi ampla
mente discutido nas Secs. III.B.l.e III.B.2.

Seria‘de se esperar, contudo, que, quando
da eventual formagao de derivados hidroperoxi de 1li-
pidios, a estrutura da membrana pudesse ser alterada
e consequentemente, propriedades funcionais dependen
tes de estrutura.

A possibilidade de ocorréncia desse evento

foi verificada ao se examinar o efeito dos hidroperd

xidos sobre membranas de fosfatidil etanolamina (PE).

Filmes preparados de misturas desse fosfolipidio
com o Sa-hidroperoxi-colesterol forneceram espectros
indicativos de alto grau-de desorganizagao (Fig. 49)
Essa desorganizagiao deve-se i interagdo do grupamen-
to -OOH do colesterol com o grupamento-NH2 do fosfoli-
pidio. Esses grupamentos podem interagir, formando
‘inicialmente um complexo, com subsequUente ocorréncia

de uma série de reagoes quimicas (463). E  possivel
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Fig. 49
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Espectros de CSL em multi-bicamadas planas de PE (a),
PE~-colesterol (30%) (b) e PE - 50~ h1droperox1 coleste
rol (30%) (c). campo m agnético paralelo a normal a
bicamada.
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que a participagao do amino grupo da PE destrua a
zwitterionicidade dacabeca polar do fosfolipidio,
com consequente diminuig¢ao da ordem do sistema. Nio
se pode eliminar, no entanto, a possibilidade de
que as interagoes tenham ocorrido ainda no solvente or
ganico em que se solubilizaram os compostos antes
da formagao dos filmes, o que eventualmente poderia
significar que nao tenha chegado a haver formagao
de bicamadas.

Os experimentos com PE vieram demonstrar
que os hidroperoxidos podem alterar a estrutura de
membranas, desde que se encontrem presentes o0s com-
postos adequados. Provavelmente outros lipidios pos
suidores de grupos —NH2 teriam a habiliade de inte-
ragir da mesma maneira, assim como 0S aminos grupos
livres de proteinas conforme sugerido nas ref. 452e

453, Grupos -0OOH facilmente dao origem a radicais

(454-4061) ¢ nessa forma, participam de reagdes prova-

velmente importantes do ponto de vista bioldgico (420-430),

Os resultados acima mostram, contudo, que mesmo Sem
que ocorra a formagao de radicais os hi@roperéxidos
podem participar de eventos importantes ao nivel es
trutural de membranas com possiveis conseqhéncias ao

nivel funcional.

Reatividade

Marcadores de spin atuam como anti-oxidan-
tes (465). Também, nitroxidos foram detetados como
produtos de peroxidagdo de lipidios quando a reagao
ocorria cm presenga de um precursor (466).

Tanto Fe 2% Como F03+ sao capazes de
induzir formagio de radicais a partir de hidroperdxi
dos (404), processo catalizado por Fi+ foi es-
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tudado por RPE através da cinctica de desaparecimen
to do sinal do grupamento N-O por reagao deste .com

o radicial formado pelo hidroperodxido.

:

A fim de se examinar o efeito da estrutu--

ra da membrana sobre essa cinética, ela foi estuda-
da em bicamadas planas de PC e DPPC, .empregando-se
inicialmente os marcadores de spin CSL e ASL e os
hidroperoxidos derivados do colesterol. O procedi-
mento experimental foi analogo ao descrito na Sec.
IIT.A.3. A tabela IX apresenta as meias vidas para
o desaparecimento dosinal de RPE observadg para os
diferentes sistemas. Cada numero apresentado repre-
senta o resultado para um experimento. Verificou-se
que a reprodutibilidade ndo & muito boa. Apesar disso,
pode-se observar que: 1 - as meias vidas da reagao
sao mais longas em sistemas contendo DPPC; 2- para
wn  mesmo fosfolipidio, as meias vidas sdo aproxi-
madamente as mesmas, independente do marcador de
spin e do hidroperdxido empregados, exceto para a
dupla ASL-7ca-hidroperoxi-colesterol em DPPC, onde

t € menor.

1/2

0 fato de que os valores de tl/Z sao me-
nores quando o fosfolipidio € PC poderia dever-se
a diferentes fatores: a presencga de duplas ligagoes
nas cadeias de acidos graxos favorecia a formagao
de radicais (431-441) que ficariam disponiveis para
a reagao com o nitroxido, que seria acelerada devi-
do @ concentragdo mais alta de radicais nessa situa
¢do. Uma outra possibilidade € a de que a reagao, ao

ocorrer na membrana, s¢ torne um processo dependen-
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TABELA  IX

Meias vidas (tl/z) para o desaparecimento do sinal de RPE de
marcadores de spin em multi-bicamadas planas contendo hidro-

peroxidos de colesterol.

Sistema? Marcador de spin ti/2 (min)
DPPC-5a-00H? csL 16; 30
DPPC-7a-00H CSL 16; 20
DPPC- Sa-O00H ASL 18; 28
DPPC-7a-00H ASL 12; 7
PC-7a-00Hd csL 6
PC-7a-00l ASL 6

4 _ Todos os sistemas continham 30 mol% de esterol total dos
quais 34,6% eram hidroperoxido e o restante, colesterol.
A concentragao desal de FeZEmpregada ((NH4)2 Fe (804)2)
foi 1 mM.

b Sa-00H & o derivado Sa-hidroperoxi do colesterol

€ - 70-00H & o derivado 7a-hidroperoxi do colesterol

d

~ ++ .
- a concentragao de sal de Fe empregada nos sistemas con

tendo PC foi 0,25mM.



te de difusao lateral dos reagentes, sendo a veloci-
dade de difusao maior nos sistemas contendo PC, ain-
da em consequencia das insaturagoes e heterogeneida-
de do comprimento das cadeias.

A pouca dependéncia dos valores de tl/Z
da posicao relativa dos grupamentos N-O na molécula
repdrter e -00H no esterol poderia ser devida ao fa-
to de que, na sequencia de eféntos, radicais peque-
nos sao gerados (461-464) cuja mobilidade ao longo
da membrana nao & seletiva, e que possuiriam a mesma
habilidade para atingir o grupamento N-O do CSL.per-
to da regiao da cabeg¢a polar da membrana quanto o}
grupamento N-O do ASL, localizado no outro extyemo
do esqueleto esteroidico. Existe, no entanto, a pos-
sibilidade de que a especCie reativa predominante se-
ja o radical do esterol (461) e que a pouca variagao
de t1/2 seja devida a pequena diferenga entre as dis

tancias dos variados grupos, a qual poderia ser ain-

da reduzida pela ocorrépcia de um movimento das molé

cuias paralelo ao eixo longo das mesmas.

"Que a espécie reativa predominante € o ra-
dical do esterol € sugerido por um outro experimento
em que O hidroperdoxido empregado foi o derivado do
acido 1inoléico contendo o grupamento -O0OH na posi
' ¢ao 13. Quando se compararam os valores de t1/2 para
a reagao desse composto com marcadores de spin CSL e
IZ—SASL, a diferenga foi consideravel, sendo t1/2 pa
ra 12-SASL consideravelmente menor (5 minutos, em con
traposigdao a 20 minutos para CSL). Nesse caso, a geo

metria das moleéculas permite admitir que os grupamen
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tos -OOH do acido linoleico e N-O de 12-SASL se en-
contram muito mais proximos do que no ¢aso do CSL.
‘Pode-se sﬁgerir, porfanto, que a espécie reativa
mais importante € o radical que se forma na molécula
que continha o grupamento -QOll.

Procurou-se examinar se o processo de for-
magao de radicais desencadeado por adigao de Fel* as
membranas contendo 65 hidropetroxidos, levariam a rea
¢oes (além daquela com o marcador de spin) com outros
componentes da membrana (duélas ligagoes das cadeias
de PC) levando a possiveis alteragdes estruturais de
tetaveis nos espectros de RPE.

Para isso permitia-se que a reagao ocorres
se em tempos variados (0,5 a 48 horas) e apos esses
tempos comparavam-se o espectro obtido no tempo zero
com o final, obtido apds nova adigao de marcador spin
ao sistema. Esse procedimento nao permitiu observar
diferencas estruturais esperadas no caso da formagao
de novos componentes (compostos decadeia mais curta,‘
qué confeririam mais fluidez a membrana, ou produtos
polimerizados, que teriam o efeito oposto). Dobretsov
e colaboradores (467) relataram o aumento da rigidez
da membrana apds a peroxidacgdo de lipfdios.

Também nao foi possivel detetar  produtos
de peroxidagao através da dosagem de malondialdeido
(468).

A reagao com radical nitroxido constitui -
se numa reagao modelo para o estudo de peroxidagao
de lipidios in situ, ou seja em matrizes membranosas,
que € onde essés processos ocorrem na situagao biolo-

gica.
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4. Interacdo entre Hidrocarbonetos Aromaticos e Membra-

*
nas Lipidicas .

Em todos os estudos relatados até agora, Os
agentes cuja interagao com membranas foi examinada
eram compostos cuja agao éo nivel de membrana & um
fato reconhecido. O estudo que apresentamos a seguir
nio se enquadra nessa categoria. Trata-se da interé
gao entre hidrocarbonetos aromiticos (cancerigenos e
nao cancerigenos) e bicamadas lipidicas (planas).

O campo da carcinogénese quimica € muito
vasto. Assim o € também a pesquisa relativa aos hi-
drocarbonetos aromaticos condensados cancerigenos.
Muitos estudos tem sido efetuados procurando esta-
belecer as razdes a nivel molecular e as interagdes
bioquimicas a nivel celular da agao céncerigena des
ses compostos (470). |

No entanto, interacgdes a nivel de mem
brana nao tem sido objeto de muita investigagao, em
particular, de membranas artifiéiais. A maior parte
&S trabalhos que empregam estas ultimas foi efetua- -
da em sistemas de monocamadas (471—474) e fornece-
ram informagoes interessantes a respeito da solubili
dade dos hidrocarbonetos (por vezes, bastante reduzi
do) em lipidios organizados em monocamadas (472,473).

Porém, € evidente que a primeira eta-
pa para o acesso dos hidrocarbonctos a estrufuras
intra-celulares é a passagem através da membrana plas

O
matica.

*
Ref. 469



Foi verificado que a permeagao de hidrocar
bonetos através de membranas celulares pbedece a lei
da difusao passiva (475), o que sugere que omeio atra
vessado por esses compostos seria a regido de bicama
da lipidica das membranas. Esse fator de per si, su
gere o interesse de um estudo da interagéo.entre. 0s
hidrocarbonetos aromaticos e membranas fosfolipidi-
caﬁ. Um aspecto mais interessante € o da possibilida
de dessa- interagao resultar em alteragoes estrutu-
rais da membrana, e de conseqlientes mudangas funcio-
nais, que em Ultima andlise poderiam estar vincula-

das ao mecanismo de agao dos hidrocarbonetos.

Em base a isso, decidimos recorrer ao méto- .

do de marcador de spin para examinar o efeito de hi-
drocarbonetos aromiaticos sobre membranas lipidicas.
Foi emprqgada'uma'éérie de compostos nao cancerige-
nos e outra de cancerfgends, a fim de se comparar o
comportamento de ambos o0s grupos.

A fig. 50 mostra os compostos utilizados
em ordem crescente de tamanho e de habilidade cance-
rigena (o 1,2- benzantraceno ¢ fracamente cancerige-
no, sendo os compostos seguintes mais poderoéos).

Empregaram-se membranas de DPPC e PC. Na
Fig. 51 apresentamos dois espectros de CSL em DPPC,
obtidos como controle durante o presente estudo. A
comparagao com o espectro do ASL em DPPC mostrado na
Fig. 38 e com o espectro do CSL em DPPC mostrado 'ha
Fig. 48 vem indicar que a reprodutibilidade  das prepara -
¢6es de multibicamadas planas tem um certo intervalo

o que faz com que seja desejavel sempre comparar um
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Fig. 50 Hidrocarbonetos empregados no presente trabalho: I- naftaleno;
II- antraceno; III-pireno; IV-naftaceno; V-fenantreno; VI-9-me
til antraceno; VII- 1,2 benzantraceno; VIII-9,10- dimetil-1,2-
benzantraceno; IX 1,2,5,6~dibenzantraceno; X- 3,4-benzopireno;
XI- 20-metil colantreno.

Figl 51 Dois espectros de CSL em multi-bicamas planas de DPPC (=—-) campo
magnetico perpendicular a normal a bicamada; (—) campo magneti-
co paralelo a normal a bicamada.



numero razodavel de amostras de uma mesma composicido.

Os espectros apresentados nas figuras sao
espectros tipicos que descrevem bem a média do com-
portamento de um dado sistema.

Como discutido anteriormente (Sec. III. B.
l.c), o grau de ordem de membranas de DPPC revelado
por marcadores de spin & baixo. Associado a conside-
ravel imobilidade caracteristica desse sistema e que
permaneceu em presenga dos hidrocarbonetos estudados
(Figs. 52 e 53), pareceu-nos indesejavel avaliar o e-
feito da interagao sobre os espectros através da me-
dida do parametro de ordem. Por outro lado, foi, na
Sec. I.C.1.b.ii, indicado que a utilizagao da 'rela-
¢ao b/c, como deduzida a partir da Fig. lO}também per
mite uma avaliagao do grau de ordem.

No presente estudo, decidimos empregar a re-
lagdo h_;/h  conforme deduzida a partir da Fig. 51, em
que no espectro tirado com o campo magnético paralelo a
normal a bicamada, foi utilizada a altura da linha de
éampo alto, ao invés da lihha de campo baixo como na
Fig. 10. Essa escolha se deveu ao fato de que, no pre
sente sistema, a linha de campo alto sempre se apre-
sentou melhor definida que a de campo baixo, que mui
tas vezes se revelou bastante alargada devido ao ele
vado grau de imobilizagdo e a uma distribuigao consi
deravel de orientagoes do eixo longo do marcador em
relagao a normal a bicamada. .

Assim, a relagéoh_{ho foi tomada como uma
medida da orientagao molecular. Qunto maior a rela-

¢ao, maior o grau de ordem.
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Fig. 52 Espectros de CSL em multi-bicamadas planas de DPPC
contendo 5 molZ de naftaleno (a), 5 molZ de l,2-be£1_
zantraceno (b) e 15 molZ% de fenantreno (c¢) . (-==)
campo magnético perpendicular 3 normal a bicamada;
(—) campo magneticoparalelo a normal 3 bicamada.
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Fig. 53 Espectros de CSL em multi-bicamadas planas de DPPC
contendo 5 molZ de 9 » L0=dimetil-1,2- -benzantraceno
(a), 15 wolZ de benzoerLno (b) e 15 molZ de 20- -me
til colantreno (c). (——-) campo magnetico perpendl
cular 3z _normal a blcamada (—) campo magnetico pa
ralelo a normal a blcamada.



Os hidrocarbonetos aromaticos foram inter-
calados em bicamadas de DPPC em concentragoes de 5,
10,15,20 e 25 mol%. A fim de se provar que é etapa
de remogao do solvente a vacuo nao havia causado uma
eventual sublimacao dos hidrocarbonetos, amostras pre
paradas da mesma forma foram em seguida redissolvi-
das e dosadas espectrofotometricamente. As quantida-
des obtidas foram as mesmas que-antes da exposigao
ao vacuo, execeto no caso do naftaleno, que forneceu
resultados mais irregulares, sugerindo a possibilida
de de uma certa sublimacgao.

Os hidrocarbonetos menores praticamente nao
causaram alferagées nos espectros do CSL, quando com
parados com DPPC sozinha. A Fig. 52 ilustra os resul
tados para filmes contendo 5 mol % de naftaleno e 1,

-benzantraceno e 15 mol % de fenantreno.

A relagao h_l/ho cresceu gradualmente com o

aumento do tamanho dos hidrocarbonetos. Isto & mostra

do na Fig. 53 para filmes de DPPC contendo 5 mol$% de

9,10-dimetil-1,2-benzantreceno e 15 mol% de 3,4-benzo

pireno'e 20-metil colantreno.

A sequencia do aumento de h_,/h_ foi: nafta-

leno =pireno <antreceno <naftaceno = 1,2- benzantra-
ceno = fenatreno <1,2,5,6 - dibenzantreceno = 9,10 di-
metil- 1,2-benzantraceno <9-metil antraceno = benzopi-

reno <20-metil colantreno. O aumento de h_llhO € para-
lelo ao aumento no tamanho dos hidrocarbonetos, séndo
os angulares mais capazes de aumentar h_l/h° do que os
lineares. A sequencia de aumento da relagao & paralela

i poténcia carcinogénica dos compostos, com excegao

do 9-metil antraceno.

Os resultados foram independentes da fra-
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gao molar dos hidrocarbonetos. Isso se deve possivel
mente a nao solubilizagao total destes na -membrana.
De fato, resultados de medidas de fluorescéncia (476)
sugerem que a solubilidade do pireno em DPPC € muito
baixa (<2 mol%) e que a solubilidade de 3,4-benzo-
pireno poderia atingir cerca de 15 mol%; Também  os
estudds com monocamadas revelam:que a miscibilidade
dos hidrocarbonetos com lipidios & baixa(472,473. E
possivel que os diferentes.resultados_espectrais (va
lores de h_l/ho) obtidos para os diferentes hidro-
carbonetos estudados se devam ao diferente grau de
solubilizacao dos mesmos na membrana.

No entanto, esse aspecto refletiria, ainda
uma seletividade nos termos da afinidade membrana -
-hidrocarboneto que varia na mesma ordem que a poten

cia cancerigena destes.

Os cfeitos espectrais, quando observados,
indicam que os hidrocarbonetos cancerigenos, em maior
extensao, tem a capacidade de alterar a organizagao
da membrana. Se nos reportarmos 3 Sec. III.B.1. feri-
ficamos que esses compostos atuam qualitativamente de

‘maneira semelhante ao colesterol enm DPPC, aumentan-

do o grau de anisotropia espectral. Esse aumento se

deveria a alteragao na orientagao do eixo longo mole
- , O - o~
cular, que no caso de DPPC e -32°, em relagao a norxr
mal d@ bicamada, para uma orientagdao em que o.eixo lon
go molecular se tornaria paralelo a normal. No caso
do colesterol o novo angulo € proximo de zero. No ca

so dos hidrocarbonetos nao foi feita uma . avaliagao,

165



quantitativa.

A habilidade dos hidrocarbonetos maiores (can-
cerigenos) de causar esses efeitos espectrais sugere
que estes sao capazes de se intercalar entre as ca-
deias de acido graxo dos fosfolipidios, alinhando-se
paralelamente a elas e modificando as'inferagées 1li-
pidio-lipidio. Independentementé das causas que de-
terminam esse resultado (solubilidade e/ou forma geo
métrica, os hidrocarbonetos menores sao. nenos capa-
zes de produzir o mesmo efeito. Estas diferengas en-
tre os dois grupos de compostos podem vincular-se 2
outros.aspectos. Pér exemplo, a permeagao desses com-
postos atraves de membranas pode ser diferénte. Tam-
bem, ao serem capazes de alterar as propriedades de
organizagao da membrana, os hidrocarbonetos maiores
poderiam, talvez modificar as propriedades de permea
bilidade da mesma. Seria de interesse avaliar a ocor
réncia desses eventos e sua possivel corfélagéo com
o mecanismo de carcinogénese.

Tentativas de examinar a interagao, dos hi-

drocarbonetos aromaticos com um fosfolipidio em fase -

1iquido -cristalina, PC, resultaram na nio . observa-
gao de alteraéaes esbectrais. E ihteressante notar
que 0s compostos que tem a capacidade de atuar de
maneira semelhante ao colesterol sobre fosfolipidios
em fase gel (fluidizagao) nao possuen a mesma habili
dade de agir como o esterol em fosfolipidios no es1.:a-
do de cristal-liquido (condensagéo). Isto evidencia

a importancia dos requisitos estruturais para o efei

to de condensagao. Por outro lado, o efeito de flui
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dizagdo parece se constituir na habilidade de um com
posto se intercalar na fase lipidica ezagir,de certa
maneira, como impureza, diﬁinuiﬁdo as fortes intera-
goes cadeia-cadeia e destruindo um estado. de alta
cooperatividade que € o estado gel. Varios compostos
foram descritos na literatura como sendo capazes de
atuar da mesma maneira (477, 478). Na Sec. III. B.6.
sera discutida a interagdo do -hormdnio peptidico glu
cagon e.sera visto que também no caso desse cdmposto
ocorre interagao com fosfatidil éolinas em fase gel,
e aparehtemente em menor escala na fase liquido-cris
talina.’

Deve-se notar ainda que os resultados obti-
dos com os hidrocarbonetos aromaticos sao o resulta-
do de interagoes hidrofdbicas e outras interagoes de
natureza nao covalente em consequéncia das quais os
hidrocarbonetos aromaticos grandes, cancerigenos se
intercalam entre as cadeias alifaticas dos fosfolipi
dios. E possivel que essa interéaiagéo apresente se-
melhanga com as que ocorrem em regioes hidrofdobicas
de outras eétruturas biologicas tais como acidos nu-
cl@icos e proteinas{

Um aspecto final digno de interesse € a bai
xa miscibilidade de compostos de natureza aromatica
com outros de natureza alifatica. As implicagdes des
sa observagdo provavelmente podem se estender a um ni-

mero amplo de interacoes de importancia biologica.
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5. Efeito do Antibiotico Polienico Anfotericina B sobre

a Estrutura e a Permeabilidade de Membranas, Lipidi-

*
cas

Outra classe de éompostos que atua ao ni-
vel de membranas € a dos antibioticos poliénicos. Es
ses compostos caracterizam-se por apresentar em sua
estrutura um grande anel macrolideé cujo tamanho po
de variar de 12 a 37 atomos de carbono (479). No anel
encontra-se uma sequencia de duplas ligacdes, que da
origem a intensa absor¢ao no ultra-violeta e permite
também o emprego de técnicas dc flwrescéncia para estu-
dos com esses compostos. Encontra-se éinda uma sequéncia
de grupamentos-OH, que conferem hidrofilicidade ao
lado da molécula onde ocorrem. A Fig. 54 mostra al-
guns dos antibioticos poliénicos mais estudados e que
tem a estrutura elucidada.

Observa-se que a filipina nao possui subs-
tituintes carregados, sendo relativamente apolar. A
anfotericina B, anistatina e a etruscomicina, contu-
do, possuem um grupamento carboxila e um amino gru-
po e podem, portanto, a'presentar—se com cafga negati—
va , positiva ou na forma zwitterionica. Verifica-se também
nesses compostos, a presenca de um anel cetalico de
seis membros e de um anel de micosamina, ligada por
ligagdo a-glicosidica ao anel macrolideo.

Devido a essa estrutura quimica, a solubi-
lidade dos polienos & extremamente limitada em 4dgua
sendo baixa mesmo em solventes organicos como alcoois,

eéteres e esteres (479). Conseguem dissolver-se bem
x
Este estudo constitui parte do trabalho de doutoramento

da srta. Yasco Aracava.
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FILIPINA

ETRUSCOMICINA

PIMARICINA

NISTATINA

ANFOTERICINA B

Fig. 54 Estruturas (e alguas antibioticos polienicos



em solventes do tipo dimetil sulfoxido (DMSO) e dime

til formamida (DMF)

Os antibioticos poliénicos sao .produzidos

- por diferentes espééies de Streptomyces (479) e

apresentam a caracteristica de exercerem pouco ou
nenhum efeito sobre bactérias, possuindo, contudo agao
toxica sobre celulas de fungos e leveduras (480-485),
cujas membranas plasmaticas apresentam enfre seus
constituintes quantidades consideraveis de esterd&s.
Em celulas de mamiferos verificou-se que esses anti-
bidticos eram capazes dé causar hemolise de eritréci
tos (486),05 quais sao portadores de elevadas quan-
tidades de colgsterol:

Foi verificado que a acao t5Xica dos anti-
bioticos poliénicos se efetua através de alteragoes
da permeabilidade celular (480-485). Os estudos ini
ciais com micoorganismos nao permitiram.distinguir se
essas alteragoes eram devidas a uma agao do antibio-
co ao nivel de membrana ou se 0 composto atuava apos

penetrar na célula. A evolugdo dos trabalhos veio es

clarecer que a interagdo responsavel pelos efeitos

biologicos ocorria a nivel de membrana(482,485,487-496).

A observada acdo seletiva sobre membranas
que continham esterdis levou necessariamente ao estu
do Qe sistemas modelos em que se procd?ou avaliar a
participagao destes compostos no mecanismo de agao
dos antibioticos polienicos.

Grande quantidade de trabalhos seguiﬁ-se,

com o estudo da influéncia de antibidticos poli€nicos

sobre a permeabilidade de membranas negras (497-505)
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e liposomas (506-518) e com cstudos de carater estru
tural fazendo uso de microscopia eletronica (508,513,
514) de medidas de absorgao (506,507) de . dicroismo
circular e fluorescencia (513, 516-521). -0 em
prego de Fécnicas de ressonancia magnética foi efe-
tuado em muito pequena escala (211,212,522 523),.

Os dados obtidos levaram a propostas de mo
delos para a agao dos antibiétiéos polienicos que de
pendiam do composto especifico em quest50(499,&nq511;
512). Existe uma grande quantidade de trabalhos fei-
rtos com a filipina, que s3ao importantes no pfésente
estudo apenas para'fins comparativos, uma vez que es
te foi realizado quase que exclusivamente com anfote
ricina B, e, ocasionalmente com nistatina.

Os modelos pa;a o mecanismo de agao da an-

- fotericina Bl(499,501,511,512) foram formulados
parcialmente em base ao fato de que as medidas de
condutividade indicavam uma dependéncia da concentra
cao do antiBi&tlco elevada a um expoente n que varia
va de 4 é 12, dependendo do experimento (497-501).
Essa dependéncia levou a proposta de que o antibidti-
co complexaria com o esterol, formando canais de cer
ca de 0,8 nm de diametro, onde o lado apolar do anti‘
bidtico (duplas ligagoes) estaria voltado para a mem-
brana e o lédo contendo os grupos -OH formaria as paredes
do canal pelo qual passariam agua e solutos ndo maio
res do que o diametro proposto (497-501). A seletfvi’
dade.por tamanho foi observada experimentalmente (497-
501), bem como a necessidade da presenga do antibio-

tico de ambos os lados da membrana negra para que se



observasse um efeito consideravel (497).

Foi ainda.proposto que os canais formados
pelo complexo antibidtico-esterol teriam natureza di
namica, formando-se e desfazendo-se continuamente
(497-501,511,512). Experimenfos com membranas 1lipidi
cas negras tem apresentado resultados = :contradito-
rios,Hladky e Haydon (502) colocam que tais canais,
se ocorrerem, teriam ~ duracdo de menos de 100ms.
Romine e colaboradores (503) em estudo comparativo
de nistatina e gramicidina (sobre cujo mecanismo de
acao ndo existem davidas, sabendo-se que a mesma for
ma canais), mostraram que a primeira se comporta de
maneira diferente da segunda e sugerem que seus ré—

sultados se constituem em evidencia de que a nistati

na nao forma canais. Ao mesmo tempo, contudo, Ermishkin

e colaboradores (504,505) publicaram dados que refle
tem a formagdo transicente de canais individuais.

A sintese do conceito de formagao de ca-
nais por anfotericina B, se encontra no trabalho de
Kruijff e Demel (511), os quais, através da manipula
cao de modelos moleculares, chegaram a construgao do

que seria o poro formado por anfotericina B e coles-

terol (Fig. 55). O modelo que emprega oS 'compostos'

alternadamente/ numa rclacao de 1:1 num total de 8 da ca-
da, permite alguma variagao nessa ralagao, acomodando
mais moleculas do esterol. Uma vez que o comprimepto
do complexo corresponde apcnaé 5 espessura de metade
da bicamada seria necessario que dois poras, um em
cada monocamada, e cada um com a orientagao correta,

se encontrassem para que toda a membrana fosse atravessada,
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Fig. 55

Estrutura do poro formado por anfotericina
de Kruijff e Demel (ref. 511).

B e colestercl proposta

lado hidrofilico

carregado

lado hidrofobico

lado hidrofilico

anfotericina B

Fig. 56 Estrutura do poro formado por anfotericina B e colesterol pro-
_posta por van Hoogevest e de

Kruijff (ref. 512).
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permitindo a passagem de solutos.

A verificacgao, no entanto, (1;) da necessi
dade da presenga de anfotericina B em ambos os lados
de membranas 1ip{dicas negras (497), bem como (2°),
a nogao generalizada de que a difusdo transversal de com

postos em membranas artificiais (pelo menos) & um pro

cesso relativamente lento (523,526) (o que dificulta

ria esse movimento para moléculas do antibiodtico e
provavelmente muito mais para o complexo), e mais
ainda, (3?) a observagdo (consequéncia 6bvia do aci-
ma exposto de que a anfotericina B nao atravessa. a
membrana, atuando somente sobre a primeira bicamada
de liposomas (refs. 509 e 512 e o presente trabalho) se
constitue em fatos que poem em divida a validade do
uso do modelo acima. O proprio de Kruijff, recente-
mente, retificou o modelo (512) propondo agora que ape-
nas um complexo anfotericina-esterol seria responsavel

pelo canal e que na regiao onde esse complexo exis-

tisse, a membrana teria apenas a espessura deste (ou

seja, aproximadadente a metade da sua espessura to-
tal, ajustando-se os lipidids ao redor pela formagao
de uma espécie de menisco (Fig. 56).

Adicionam-se ao exposto as indicagdes exis
tentes de que anfotericina B encontra-se em forma
agregada em solugao aquosa (479) e esse evento pode-
ria ter infludncia sobre os resultados obtidos. -Por
exemplo, a variagao do expocnte n na concentragao do
antibiotico, citado anteriormente observada em dife-
rentes experimentos (499,501)poderia estar ligada a

histdria da preparagio que seria responsavel por dife
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i.

rentes estados de agregacado. Tambem, em varios estu-
dos, € indicado a necessidade de um tempo de incuba-
gdo para efetuagao de medidas (479).

Todos esses fatos sugeriram que seria de

interesse empregar a técnica de marcador de spin.pa-

ra tentar elucidar alguns aspectos da interagdo anti
« 7, . .~ .
biotico polienico-membrana.

Os estudos dividiram-se basicamente em dois:

tipos:

a - Estudos de Carater Estrutural

b - Estudos de Permeabilidade

a. Estudos de Carater Estrutural

Esses estudos foram executados em multi-bica-
madas planas de PC e DPPC e em liposomas de PC, em-
pregando-se os marcadores de spin ASL e CSL, em presen

ca de concentragdes variaveis de colesterol.

Multi-bicamadas Planas

Foram preparadas multi-bicamadas planas de
PC e DPPC, contendo o marcador CSL. Anfotericina B
foi adicionada ao sistema de duas maneiras: durante
a preparagao das membranas, ou por adigdo a solugao
hidratante. Os resultados dependeram da forma de pre

paragao.
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0 grau ée organizagao da membrana, avalia-
do pela relacdo b/c ou pelo parametro de ordem nao
foi afetado por anfotericina B presente na solugao
de hidratagéo. Esse resultado foi o mesmo para mem-
branas de PC e'DPPC, com todas as concentragoes de
colesterol empregadas.

Quando-anfotericina B era inclufda.éémo um
constituinte da membrana, havia dma diminuigao do
grau de ordem, que independia da-conéentragéo de co-
lesterol (Fig. 57). Esses resultados foram observa
dos tanto yué P C como para DPPC.

Durante a execugao do presente trablho, foi
publicado artigo de Flick c colaboradores (212) rela-

tando o mesmo tipo de observacao que as descritas aci

ma.

ii. Liposomas

Liposomas de PC contendo quantidades varia.
veis de colesterol e o marcador CSL, n3o evidencia-
ram neﬁhuma alteragao espectral em presenga de anfo
tericina B. Por outro lado, um efeito espectral foi
observado quando o marcador empregado era o ASL. Es-
te marcador foi escolhido com a intengao de “atuar
ele mesmo como esterol e, desta forma, interagir di-
ratamente com o antibiotico. A tentativa foi feita,
apesar de se ter conhecimento de que os requisitos
estruturais para que esterdis interajam com o polieno
sdo os mesmos que os necessarios para o efeito de con

densagdo (506-509). O ASL, contudo, possui o grupa-
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mento -OH na posigdao 178 (e ndao 38) e, como consequén
cia, ndo apresenta a necessaria cadeia alifatica la-
teral na posigao 17 (tabela I).

Dentro do objetivo dos experimentos, foram
preparados amostras com 0% de colesterol, de sorte
que o Unico esterol presente era o ASL. A Fig. 58
mostra o efeito da adigao da anfotericina B sobre ~os
espectros de ASL: observa-se o apa}ecinlento , de um pi-
co largo devido a ASL altamente imobilizado, ao mes-
mo tempo que € modificada a relacao das alturas dos pi
cos de campo baixo e central., O efeito permanece i medida
que aumenta a concentragao de colesterol na membrana.
A Fig. 59 mostra a relagao entre as alturas dos picos
de campo baixo (h+1) e de campo central (ho) dos es- .
pectros de ASL em dispersoes de PC contendq concentrg'
goes crescentes de colesterol. Verifica-se que essa re
lagao cai a medida que aumenta o esterol. Pode-se
observar, contudo, que a alteragdao € a mesma em auség
cia de anfotericina B.

Esses resultados poderiam ser explicados de
duas maneirgs: 1 - a interagao entre ASL e anfoterici
na B ocorre ao nivel da membrana. A fragdao de marca-
dor que interage com o antibidtico da origem & popula
¢ao imobilizada responsavel pelo pico alargado que
aparece no espectro, 2 - 0 ASL & uma molécula que, pe
lo seu balango hidrofobico-hidrofilico apresenta dete
tavel solublidade em agua (527). o E;
membranas, o ASL sofre partigao entre estas e o meio
aquoso. A anfotericina B, nas concentragoes emprega-

das, devido a sua baixissima solubilidade em agua, apre-
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7’ 7
senta-se sob a forma agregada, em particulas macrosco-

picas, até.Uma possiblidade ¢ de que o ASL*dissolvi-
do no meio aquoso se ligue as partf&ulas solidas de
anfotericina B e esta seja a origem do pico alargado
no espectro. Esse, alias, '€ um problema que deve ser
sempre levado em conta quando o sistema em estudo con
tém mais dé uma fase agregada no meio aquoso: -a de
que o marcador de spin empregado ;e ligue a uma nova
fase adicionada fazendo com que as alteragées . es-

pectrais observadas se devam nao ao efeito de mudan-

¢a da primeira, mas ao fato de que o marcador se 1i-

\ . . . - . . -
gou a segunda. Essa possibilidade e mais viavel quan -

do a solubilidade de marcador em agua € finita, pois

ai a transferencia pode ser mediada por este meio.

Isso explicaria a auséncia do efeito de co
lesterol nos resultados apresentados:na Fig. 59. Se
o fenOmeno ocorresse na membrana, esperar-se-ia que
o colesterol competisse com o ASL, deslocando-o do
complexo e causando o desaparecimento do pico imobi-

lizado devido a interagdo ASL-anfotericina B.

Alguns experimentos foram efetuados no sen
tido de testar as duas hipoteses. Uma tentativa foi
a de verificar a ligagao entre ASL e anfotericina B

em solugao aquosa, em ausencia de membrana. A Fig.60

mostra que ASL, inicialmente livre em solugdo, € ca-

paz de ligar-se a particulas sGlidas, dando origem a
espectros que correspondem a um marcador altamente

imobilizado.
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Essa habilidade de ligar-se ao antibiotico
nio parece sequer ser especifica da estrutura 'estero{di-
ca do marcador. Solugéés contendo 5-SASL também evi-
denciaram a capacidade desse marcador de interagir
.com anfotericina B, sugerindo que o carater hidrofd-
bico das moléculas &€ o bastante para garantir a inte
ragao. Interagdo entre antibioticos poliénicos e es
terdis em solugdao tem sido bastante estudadas (506,
507,509,516-521,528,529).

 .Outro experimento fez uso do raciocinio de
que concentragao de marcador em cada fase (membrana
e agua) depende da concentragdo de cada uma delas.
Um aumento da concentracdo de membrana deveria cau-
sar uma diminuicdo de quantidade de marcador na agua
e, se a ligagdo com o antibiotico ocorrer fora da
membrana, ela devera ser observada em menor extensao
na presenca de concentracoes maiores de membranas. A
Fig. 61 mostra que esse fol realmente o caso. Os ex-
perimentos acima sugerem que a interacao entre ASL e
anfotericina B realmente nao ocorre na membrana.

Os estudos estruturais efetuados pela téc-
nica de marcador de spin nao permitiram observar mo-
dificagoes na organizagao da membrana quando o anti-
bidtico era adicionado exteriormente 3 mesma (em

concentragbes superiores as necessarias para obser-

var grandes mudangas de permeabilidade (509)). O fato.

de que alteragoes espectrais foram observadas quando
o antibidtico era incorporado a membrana durante a
sua preparagdo sugere que, ou o mecanismo de agao de

pende de maneira como o antibidtico € adicionado, ou
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Fig. 61 Espectros de ASL 5 x 10_SM em liposomas de PC 5 x 10_3M

(a e b), em presenga de 27 em volume de DMSO (a) e anfo
tericina B (5 x 1074M) (b); e liposomas de PC 5 x 10 "M
(c e d), em presenga de 27 em volume de DMSO (c¢) e anfo-
tericina B(5 «x 10‘4m)(d)_



€ apenas uma fragdao muito pequena do antibiotico pre
. . \

sente no meio aquoso que se liga a membrana, sendo

suficiente para promover as observadas alteragoes de

permeabilidade, mas nao para promover alteragoes es-

pectrais que dependem da modificagao de uma fragéo'

significativa da membrana. Que este poderia ser o
caso € sugerido pelo experimento de van Hoogevest e
de Kruijff (512) em que sdo necessarios 15 minutos
para liberar todo o K" de uma populacao de vesiculas
que se encontra em presenga_de'S moléculas da anfote
ricina B por vesicula. Também nesse trabalha' fci ve
rificado que uma molécula de anfotericina.ﬁ € ligada
para cada 5000 moléculas dé colesterol.

Nossos resultados nao explicam, contudo,
a aboligao do efeito do colesterol num estudo de ca-
lorimetria diferencial de varredura (506,507), em que
o pico de absorgao de energia devido a transigao gel
-cristal liquido de fosfolipidio volta a aparecer
nitido e estreito num sistema contendo colesterol, ao

. /' - ' ‘-A >a
se adicionar o antibiotico polienico.

Estudos de Permeabilidade.

Existem poucos trabalhos (ue procuram eppregar o.
método de marcador de spin como uma técnica para es-
tudar a permeabilidade de membranas (169,267). No en
tanto, isto pode ser efetuado, e de maneira bastante

simples.
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Nos decidimos investigar os efeitos de an-
fotericina B sobre a permeabilidade de membranas lipi
dicas preparando-as em presenga de um marcador solu-
vel em agua, o cloreto de TEMPO-colina e empregando -a
conhecida reagao de ion ascorbato com o radical ni-
troxido para eliminar o sinal de RPE do marcador pre

sente do lado de fora das membranas.

. 'CH
|3
HO-CHZ—CHZ—N+ N - 0
<

CH-

As membranas estudadas foram preparadas Na
forma de liposomas ou vesiculas e tinham as seguintes
composigoes: PC; PC-colesterol (25 mol%), PC (92,5mol
$)-DCP (fosfato de dicetila, com carga negativa;
7,5 mol %); PC-DCP- colesterol (67,5-7,5-25 mol$); PC
(85 mol %$)-HDTMA (cloreto de hexadecil trimetil amo-
nio, com carga positiva; 15 mol%) e PC-HDTMA-colestg
rol (60-15-25 mol%).

A variagao da altura da linhé de campo bai
X0 (h+1) da TEMPO-colina em presencga de ascorbato
era seguida durante 20 minutos, ap0s os quais era
adicionado tampdo, o solvente (DMSO) ou antibidtico.
Graficos representativos das cinéticas obtidas encon-
tram-se nas Figs. 62 e 63.

Paradoxalmente aos estudos de permeabilida
de relatados na Sec. III.A.3. e também a um grande
nimero de trabalhos da literatura (352-357), os sis

temas controle contendo colesterol apresentaram redu
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Queda do sinal de RPE da TEMPO-colina (em unidades arbitrarias)
em fungao do tempo, apos adigao de ascorbato a vesiculas de PC
-DCP (7,5%) (&) e PC (67,5%Z)~DCP (7,5%Z)-colesterol (25%) (b).
Ascorbato fol adicionado no tempo zero e a queda do sinal segui
da duraante 20 minutos apos os quais adicionou-se o agente. dese
jado:A- tampaO' 0-DMSO; @.anfotericina B equimolar ao colesterol.
Tampao isotdunico NaCl/fosfato pH 7,4.

Experimento anélogo ao da figura 62, onde a -PC e b- Pb¥cole§
terol (25%). -



186

¢do mais rapida da TEMPO-colina do que os sem o este

rol, com excegao do sistema PC-HDTMA-colesterol, que

se comportou como esperado. Relatos mais recentes in .

dicam, em varios estudos, comportamento de excegido
(530-533) em que se observou aumento da permeabilida
de de um soluto por adigao de colesterol.

No presente trabalho, uma hipotese possivel
€ a de que a permeagao do ion ascorbato, que € um
processo que deve ser 1eva&o em conta, & mediada pe-
la presenga de colesterol da maneira esperada; porém
a permeagao da TEMPO-colina poderia eventualmente dar
se através de um mecanismo diferente, de sorte que a
presenga de colesterol aceleraria esse evento. Uma
possibilidade € que a passagem do cation-radical ocor
resse através de rachaduras presentes devido 3 hete-
rogeneidade da membraﬁa e que esse fenomeno ~ fosse
mais frequente em presenca de colesterol.

Durante o periodo inicial anterior a adi-
cao de qualquer agente observou-se lenta diminuigao
da altura h+1. Imediatamente apds a adigdo de tampao

e DMSO, observaram-se variacoes de h aproximadamen

+1
te proporcionaisas variagoes de volume. A reducao len
ta do sinal da TEMPO-colina continuou apds essas adi
¢oes por periodos de cerca de 30 minutos, apls 0s
quais a queda do sinal ‘acentuou-se. A reprodutibili-
dade desse fenomeno foi muito grande, sugerindo que
.algum processo fisico deveria estar associado ao mes’
mo. Uma possibilidade seria a ocorréncia de fusao de

membranas, mas isso nao foi confirmado.

0 solvente DMSO parece exercer um efeito



sobre a permeabilidade das membranas. Esse problema
encontra-se no momento sob investigagao. A  mudanca
abrupta no valor dghh;l por adigao de anfotericina B
a membranas contendo, <colesterol veio confimmar a habi
lidade do aﬁtibiético de atuar sobre esses sistemas.
Pode-se verificar que o efeito era dependente da con
~centragao do polieno (Fig. 64), de acordo com obser-
vagoes anteriores (509,510j.

Alguns experimentos preliminares foram efe
tuados para testar uma possivel fusdo de membranas
induzidas por anfotericina B, e resultados prelimina
res forneceram evidéncias sugerindo a ocorréncia do
fenomeno . |

Outras verificagdes efetuadas através dos
presentes experimentos foram: 1- a anfotericina®s age
somente sobre a primeira bicamada em liposomas (503;
509). Isto é claramente.visto quando se compara o to

tal de TEMPO-colina reduzido em liposomas (~5%, Tabe

la X), com a quantidade afetada em vesiculas (> 80 $%

187

(Fig. 62,63 e 64). A ndo total redugdo em vesiculas deve-se pro

vavelmente a uma pequena populagao multi-lamelar; 2- o
volume aquoso inter-lamelar depende da carga da mem

brana (101 ) sendo aproximadamente 5 e 2,5 vezes maior

em membranas contendo respectivamente DCP € HDTMA do

que em membranas contendo apenas PC (Tabela XI); 3-0
colesterol também parece aumentar o volume aquoso_ig
ter-lamelar de cerca de 20-40% (362,363,365,}72 e Tabela XI).

Os experimentos acima relatados vem eviden
ciar a utilidade do método de marcardor delspin como

uma técnica simples para o estudo de propriedades de
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Experimento andlogo ao da figura 62, onde a—PC-DCPS7,SZ)e
b-PC (67,5%)-DCP(7,5%)~colesterol (257). As concentragoes de
anfotericina B foram: A -2,7 x 10~ 3y (equimolar ao coleste—

rol), A= 2,7 x 10 y; Ay 2,7 x 1075y,
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TABELA XI

L]

Quantidade de TEMPO-colina retida (em unidades arbitrarias)em

liposomas de diferentes composigoes.

Sistema Quantidade retida
pPC , ' 17,8
PC-colesterol (25%) 25,6
PC-DCP(7,5%) ' 71,8
PC(67,5%)-DCP(7,5%)-colesterol (25%) 109,2
PC-HDTMA(15%) 48,2

PC(60%)-HDTMA(15%)-colesterol 60,6




permeabilidade de membranas.Varias das observacgoes
efetuadas vem confirmar resultados obtidos"por ou-

tros autores (101,509,512), o que confere credibilida-

~de ao método.

Os estudos efetuados evidenciaram também
que os antibidticos poliénicos podem ser empregados

como instrumento para o estudo de propriedades de mem

branas de maneira mais amplaque a que se refere ao seu me-

canismo especifico de ag3do. Por exemplo, o fato de
que apenas a primeira bicamada de liposomas € aces-
sivel a anfotericina B permite que através de seu
uso se torne acessivel a outros agentes apenas o pri-
meiro espago aquoéo inter-lamelar, bem como apenas a
monocamadé interna da primeira bicamada e a monocama
da externa da segunda bicamada. Esse € um Tecurso
que pode encontrar muitas aplicagoes futuras (por

exemplo, para dimensionamento de liposomas).

Interacdo entre o Hormonio Peptidico Glucagon e Membra-

%*
nas Lipidicas

Varias atividades hormonais sao exercidas
por compostos de natureza oligopeptidica, entre eles
o glucagon. O mecanismo de agao do glucagon ao nivel
de células alvo encontra-se bastante elucidado (534°)
sabendo-se que o hormonio se liga a um”receptor espe
cifico no lado externo dalmmbréna celular, ativando

dessa maneira a adenil ciclase no lado interno da mem

*Ver nota de rodapé na p. 192
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brana, ocorrendo a sintese de AMP ciclico e dai toda

-

a sequéncia de eventos que culmina na liberagao de

glicose.

Os hormonios peptidicos se ligam a membra-
na através de um receptor especifico (de natureza
protéica), tendo mesmo sido, em alguns casos, isola-
do esse receptor (535,536). E também sabido que alguns
desses hormonios podem possuir atividades outras di-
ferentes daquelas pelas quais sao mais conhecidos. A
maneira como diferentes funcoes sao executadas  por
esses hormonios ndo € conhecida. Uma hipdtese concebi
vel seria a agao de um mecanismo diferente, por exem
plo, a interagdo com lipidios de membranas.

Por isso, assim como no caso do estudo da
interacdo de membranas com hidrocarbonetos ~ aromati
cos, (Sec. III.B.4) propusemo-nos @ eXxaminar a in
teragdo entre o hormonio peptidico glucagon € membra-
nas lipidicas, apesar de n3o se conhecerem na atualida
de estudos bioldgicos que evidenciem um papel para

tal interacao.

*Esse projeto esta sendo elaborado em colabo-
racdo com Dr. R.M. Epand da Universidade McMaster (Ca
nadéi 0 qual tem investigado os mesmos sistemas (ou
semelhantes através do emprego de outras técnicas
tais como, fluorescéncia, dicroismo circular, micros
copia eletronica e ressonancia magnética nuclear. .O

trabalho realizado em nosso laboratdorio envolve a

aplicagao do método de marcador de spin ao problema
e se constitui no trabalho de tese de  doutoramento
do Sr. José Roberto Ernandes. Os dados aqui apresen

tados foram extraidos desse trabalho.



Um outro motivo para o estudo dessa interg
cao prende-se a possibilidade de que o glucagon, pa-
ra atingir o seu receptor, deva primeiramente ligar-
se a membrana. Nesse caso, resulta de interesse exa-
minar como ocorre a interacdao entre o hormonio e os
lipidios da membrana.

Encontram-se na literatura outros estudos
de interagao de hormonios pept{dicos com membranas
artificiais (537-539).

Foram empregadas no presente trabalho mem-
branas de PC, DPPC, dimiristil fosfatidil colina
(DMPC), PS,PA e PI.

Foram empregados neste projeto .derivados
marcados de glucagon, preparados pelo Dr. R.M. Epand,
contendo um grupamento nitroxido em um pgntanel liga
do ao amino grupo livre da histidina terminal -(G—l)
e o outro possuindo o mesmo pentanel ligado ao §-ami
no grupo da lisina 12 (G-12),0 grupamento ligado aos

aminos grupos é:

0
I
L X
0

0 glucagon € um peptidio contendo 29 amino
dcidos (PM~3500) dotado de grande liberdade conforma-
cional em solugao aquosa (540). Nao seria, portanto,
de se esperar que os espectros da molécula marcada
apresentassem indicagoes de elevado grau de imobili-
zagdo em agua. Soma-se a isso o fato de que o  anel
contendo o marcador liga-se aos amino grupos por 1li

gacao simples, o que confere ao grupamento nitroxido

193
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um grau de liberdade adicional. No caso G-12, poder
se-ia esperar uma grande mobilidade, uma vez que o
anel contendo o grupamento nitroxido esta ligado a
porcao terminal da cadeia lateral da lisina.

No entanto, estudos em solugao e em sbl-
ventes organicos indutores de a-hélice (541,542) in
dicaram para o G-1Z uma maior imobilidade que para G-1,
(543). Isto esta de acordo com dados de raios X (544)
que revelam que o terminal amino do peptidio goza
de maior liberdade de movimento mesmo no estado cris
taliﬁo. |

A interagao de glucagon com estruturas li-
pfdicas ja havia sido examinado através de medidas
de fluorescéncia e dicroismo circular por Elelhoch e
colaboradores (545, 546). Esses autores encontram
que o peptidio nao interagia com membranas de PC,
(546), mas que a formagao de o-hélice era induzida por mi
celas de lisofosfatidil colina. Uma forte interacao
foi témbéﬁ observada neste laborafofio entre glucagon .
e micelas de HDTMA e de docecil sulfato de sédio
(547).

Ao -mesmo tempo em que eram realizados 0s
experimentos de RPE, Epand e colaboradores.(548) mos
traram_ através do emprego técnicas de fluoréscencia
e dicroismo circular que o hormonio era capaz de in
teragir com um fosfolipidio em fase gel, a DMPC, ad-
quirindo conformagdo em a-hélice sem modificar a teﬁ
peratura de transigao de fase do fosfolipidio. Acima
de T, nao ocorriam alteragoes na emissao de fluores-

céncia ou no dicroismo circular do glucagon.



Estudos posteriores de Epand e colaborado-
res (549-551) forneceram mais informacoes sobre a
estrutura do complexo glucagon-DMPC, vindo a ser
proposto um modelo em que cerca de 1.800 moléculas
do lipidio estariam formando uma micela alongada, nas
extremidades da qual se localizariam moléculas ‘do
hormonio numa proporgdo de 57 moléculas de  lipidio

para uma do hormonio.

A interagao G-1 e G-12 e vesiculas de DMPC

foi examinada em fungdao da temperatura.

Observou-se (Fig. 65) que houve pouca al-
teragao nos espectros de RPE de G-1 em presenca de
DMP(C, em temperaturas, quer abaixo, quer acima da
temperatura de transicao desse fosfolipidio CQ;ZS%D.
Admitindo-se que a interagdo  entre glucagon e DMPC ocor
re abaixo de TC, em vista dos resultados obtidos com
outras técnicas e também com G-12 (ver abaixo) 0s re-

sultados vem indicar que o amino grupo terminal do

- . ~ / ~ .
peptidio nao esta envolvido na maneira acentuada na

interacao com a membrana ou na alteragao conformacio-
nal decorrente desta.

A Fig. 066 mostra que G-12, por outro 1lado
€ uma molécula capaz de monitorar a interagiao hormo-
nio-membrana. Os espectros de G-12 apresentaram em

presenca de DMPC,graus de imobilizagdo .inexistente
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em solugao aquosa a mesma temperatura. Os efeitos de
alteragoes espectrais sao visiveis tanto abéixo (mais
intensamente) como acima da temperatura de transigao
do fosfolipidio. Isto sugere que, ou a técnica de
marcador de spin esta sendo capaz de detetar um efei
to que as outras técnicas nao detetaram (ou seja, a inte
ragao acima de TC), ou a moléculq marcada possui um
compoftamento diferente da nativa.

A possibilidade de verificar o envolvimen-
to ou n3o de residuos individuais de amino acidos em
interacdes, torna o método aqui empregado bastante
interessante para o estudo pormenorizado dessas inte
ragoes.

Quando se empregou DPPC os resultados fo-
ram menos evidentes, como verificado também por Epand
e colaboradores (549). Também, quando PC foi usada
nio se verificou a ocorréncia de qualquer alteragao
nos espectros de G-1 ou G-12. Esses resulta-
dos também estao de acordo com os de Schneider e
Edelhoch (546).

Um comportamento bastante diferente foi,
no entanto, observado quando se examinou a interagao
entre G-1 e G-12 e membranas de fosfolipidios carre-
gados negativamente. Nas Figs. 67 e 68 encontram-se
os espectros de G-1 e G-12 respectivamente, em pre-
senga de PA,PS e PI. Verifica-se pelo grau de imobi-
lizagao refletido nos espectros, que ambos os com-
postos marcados interagem de maneira intensa com os

fosfolipidios, sendo a interagao menos intensa aparentemen

te com a PS. Observa-se que, no caso dos fosfolipi-
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dios carregados negativamente tanto o amino grupo ter
minal como a lisina 12 estao envolvidos, ﬁa medida em
que esse envolvimento é retratado pelas alteragoes es
pectrais.

Os estudos da interagao entre glucagon e mem-
branas artificiais, d2 maneira como foram efetuados,
empregando-se o hormonio marcado. permitiram obter in-
formagoes sobre as alteragGés conformacionais do hormo
nio em consequencias dessa interagao.

As alteragoOes espectrais observadas com G-12
em presenga de DMPC e com G-1 e G-12 em presenga de fos
folipidios carregados negativamente estariam de acordo
com a aquisigao pelo peptidio de uma corformagdo mais
empacotada (como a a-hélice) que restringiria a mobili
dade do grupo paramagnético, como visto no estudo do
efeito de solventes que sabidamente induzem o glucagon
a adotar essa conformagao (541,542).

O presente estudo também se apresenta como
excelente modelo para o exame de interagOes lipidio-pro
teina. em membranas, que vem sendo alvo de intensa in-
vestigacao nos altimos anos. A influéncia reciproca de
ambos os componentes sobre as propriedades estruturais
do sistema (ou seja, alteragoes do peptidio pelo lipi-
dio e alteragdes da estrutura da membrana pelo pepti-
dio sao aspectos que se deseja examinar e o estudo aci
ma evidencia a viabilidade de estudos dessa natureza.

Finalmente, o efeito mais intenso (ou Unico)

do glucagon sobre membranas em fase gel parece origi-
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nar-se do mesmo principio invocado anteriormente no
caso dos hidrocarbonetos cancerigenos (Sec. III.B.4):
o glucagon atuaria de certa forma como uma impureza
que tem a capacidade de se intercalar entre as ca-

deias de acidos graxos do fosfolipidio.,
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C. Estudos com Membranas Bioldgicas

1. Biossintese de Fosfolipidio por Sistemas Enzimiaticos

de Mamiferos*

A maneira mais comum de introduzir marca-
dores de spin lipidicos em membranas bioldgicas baseia
se na intercalagio fisica de compostos de natureza
lipidica na regido de mesma natureza da membrana.

Em vista da heterogeneidade :da Vorgéniza-
cdo de membranas, os marcadores provavelmente sao
incapazes de se distribuir por toda a membrana, e
mais, de maneira uniforme. Tem sido verificado que
marcadores de spin podem ser excluidos de sistemas
lipidicos densamente empacotados (ref. 200 e Sec.
ITI.A.1.). A propria estrutura do marcador pode in-
fluir no processo de exclusao (Sec. III.A-1.). Em
estudos de interagao lipidio—prote{na foi sugerido
que as moléculas reporterespoderiam ter sido exclui-
das da vizinhanga onde ocorre uma forte interagao
entre lipidids e proteinas (235,256). Por outro la-
do, varios estudos tem mostrado que em alguns siste
mas os espectros RPE de marcadores de spin podem
fornecer informagoes a respeito da natureza-e inten
sidade da ligagdo de lipidios a proteinas (215,216,
219).

Uma forma atraente para abordar o estudo
de marcadores de spin em membranas bioldgicas se

constitui no emprego de compostos marcados especifi

"Refs.259 e 260



camente selecionados para o exame de um componente
particular da membrana. Assim, por exemplo, para o
estudo da proteiné carregadora de ADP, que‘intera-
ge com acil coenzima A, foi preparada uma sé-
rie de derivados marcados desse composto (552). Uma.
abordagem analoga foi empregada através da sintese
de derivados marcados de acil colina para o estudo
do receptor da acetil colina em eletroplaca (255).
‘Preparagoes de compostos de importancia biologica
marcados tem sido descritas na literatura e alguns
tem sido utilizados no estudo de membranas. Uma s§
rie de referéncias relacionadas a esse assunto é
dada na ref. 150.

Uma forma extremamente conveniente de in-
troduzir um marcador de spin lipidico em uma membra
na € através da via biossintética. Essa seria a ma-
neira mais garantida de se obter o marcador nos mes
mos locais em que o composto nativo provavelmente
se localizaria. |

A maioria dos trabalhos que descreveram a
habilidade de um sistema bioldgico de utilizar um
marcador de spin (em geral, acido graxo) como subs-
trato para incorporagao em membranas se relaciona
com microorganismos (234-237). Colbeau e colaboradores (258),
obtiveram fosfolipidios marcadores através da incor
poragdo de acido estearico marcado em lisofosfatidil
colina em presenca de fragao microsomal ou mitocon-
dria interna de figado de rato.

0 presente trabalho se constituiu no pri-

meiro relato da biossintese de um fosfolipidio (o
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acido fosfatidico) a partir do dcido esteario em
fragao microsomal de figado de cobaia. A manipula-
cao biéquimica foi efetuada pelo Dr; N.Z. Stanacev
e pela sra. L. Stuhne-Sekalec., de acordo com os
procedimentos descritos nas refs. 259 e 260.

O material de partida se constitui de sn
14

~-glicerol-3-fosfato contendo C na posigao 2 e de
12-SASL. O meio de incubacao escolhido foi aquele
que favorece a sintese de acido fosfatidico.

A Fig. 69 apresenta a cromatografia em

coluna de DEAE-celulose num gradiente de acetato de amo-

204

nio dos liquidos preparados biossinteticamente parcialmen

te purificados através de passagem por coluna cro-
matografica de dcido silicico.

A fracoes contendo a maior parte da ra-
dioatividadé (linha cheia) e do sinal de RPE (linha
tracejada) foram obtidas em concentragSes de aceta
to de amonio que produzem a liberagdo de acido fos
fatidico. Amostras do eluato se comportam em croma
tografia em camada delgada da mesma forma que um
'padréo de acido fosfatidico e a hidr61i$; alcalina
forneceu o glicerol-3-fosfato.

Quando a fragao microsomal era inativada
por acgao de calor, a incorporagao de 12-SASL em
dcido fosfatidico era menor que 1% daquela obtida
enzimaticamente. ‘

A biossintese de PA foi também efetuada
empregando-se o sn-glicerol-3-fosfato tritiado na
posigdao 2. Como acidos graxos foram empregados o

12-SASL, seu sal sodico e ainda palmitato, esteara



Fig. .69

Fig. 70
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Cromatografia em coluna de DEAE-celulose de lipidios marcadores
com 14C e com marcador de spin, obtidos atraves de preparagao
em larga escala. '

Espectros de PA contendo marcador de spin obtido biossintetica-
mente em cloroformio-metanol 1l:1 (v/v) A- primeira derivada;

B~ espectro de absorgao, fornecido pelo computador por integragao
de A; C- segunda integral de A, calculada pelo computador e que
fornece a concentragao.



to e oleato de §6dio. A tabela XII compara os ren-
dimentos obtidoé.‘Verifica-se que estes sao maiores
com o sal sodico do 12-SASL do que com o acido. Is
so & provavelmente devido a maior solubilidade do
sal em meio aquoso. Por outro lado ndo ha uma 1i-
nearidade entre os redimentos e as concentracgoes
iniciais de marcador de spin. -

Numa preparagao em larga escala, apos
purificacdo, a preparacgao de acido fosfatidico re-
velou conter 17% de espécie paramagnética. A con-
centragao de radical nitroxido foi calculada por
dupla integracao dos espectros (conforme Fig. 70)
empregando-se um padrao de contentagio conhecida
de 12-SASL.

Estudos de degradagao do acido fosfatidi

co através de veneno de Crotalus adamanteus ao 1li-

so derivado vieram indicar que nao existe ligacgao
do 12-SASL a uma posigao preferencial do glicerol-
-3-fosfato, obtendo-se quantidades aproximadamente
iguais nas posigoOes 1 e 2, ou seja, concentragoes
aproximadamente iguais de espécie paramagnética fo
ram encontradas na forma de 12-SASL e de acido 1li-
sofosfatidico dp6s a agao do veneno.

0 espcctro de acido fosfatidico marcado,
obtido biossintéticamente, apresentou, em membra-
nas microsomais, a forma revelada na Fig. 71 (espec-
tro-superior). Extratos lipidicos dessas membranas
dispersos em meio aquoso, apresentaram O espectro da
Fig. 71 (inferior).Também nessa figura constamo espectro

de absorcdo, obtido por integragao simples e a du-
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Fig. 71 Espectros de PA, a - em fragao microsomal de figado de cobaia, onde
ocorreu a biossintese do marcador de spin e b - em liposomas prepa—
rados com os lipidios extraidos das membranas. A-primeira derivada;
B~ espectro de absorgao; C - segunda integral de A.



pla integral, que forneceu as concentragoes das
amostras. ’

" As difereﬁgas observadas nas formas das
linhas dos dois espectros 550 do mesmo tipo que as
encontradas para comparagoes semelhantes em outros
trabalhos. Essas diferengas devem-se provavelmente
a maior imobilizagao de pelo menos uma fragao dos
marcadores devida provavelmente i ocorréncia de in
teragid lipidio-proteina nas mémbranas microsomais.
De fato o espectro superior da Fig. 71 apresenta
indicagoes de superposigao de componentes devido a
presenca de mais de uma pbpulagﬁo.

Espectros semelhantes tem sido  analisa
dos como sendo constituidos pela soma de uma compo-
nente que corresponde a populagao do marcador en-
volvida em interacao direta lib{dio—protefna (mais
imobilizada) e de oufra componente relativa a popu
lagao de lipidio formador da regiao da bicama-
da (mais movel).

O presente trabalho estabelece que o 12-
-SASL € um substrato aceitavel para a formagao do
acido fosfatidico catalisada por fragao microsomal
de figado de cobaias. Os resultados demonstram a
viabilidade de se introduzir marcadores de spin em
membranas bioldgicas na forma de componentes in-
trinsecos das mesmas através de via biossintét;ca,
e da sua quantificacdo através da dupla integragao
dos espectros de RPE e da dosagem concomitante de
um elemento radioativo. Marcadores de spin ligados
covalentemente a componentes intrinsecos de membra

nas (lipidios ou proteinas) se constituem provavelmente
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em reporteres mais adequados das caracteristicas

estruturais do sistema. A possibilidade de obtencao
de espectros de estnﬂnnﬁs membranosas imediatamente
ap0s a ocorréncia do processo biossintético também
representa uma vantagem, pois elimina etapas de ma
nipulagao due envolvem a introdugao de um marcador

'

extrinseco em membranas.

Estudos da Destruicdao do Paramagnétismo do Radical

Nitroxido por Sistemas Enzimaticos de Membranas

Componentes de membranas biologicas pos-
suem muitas vezes a habilidade de reagir com radi-
cais nitroxido causando o desaparecimento do para-
magnetismo (262-265). As reagoes sao provavelmente
devidas a agao de enzimas ou sistemas enzimﬁticos,
tendo o fenomeno sido inclusive empregado para es-
tudar a cadeia respifat6ria localizada na membrana
de E. coli (264).

A reagdo em presenca de mitocondrias foi
estudada por Quintanilha e Packer (266) que con-
cluiram que nessas organelas a transferéncia de
eletrons é mediada pela ubiquinona.

Em estudos com mitocondrias e fragdo mi

crosomal de figado de cobaia, nds observamos tam-
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bém a habilidade dessas organelas de catalisar a

destruicdao do sinal de RPE do marcador de spin. O

exame da cinética de reagao em diferentes condi-

coes de trabalho permitiu a obtengdo de uma  série




de informagoes, tanto a respeito da reagdao como de
carater estrutural. .

Nesse sentido variaram-se os seguintes as
pectos:

1?. Marcadores de spin - Foram utiliza-
dos o 12-SASL, seu sal sodico, o 5-SASL, o acido
fosfatidico contendo acido estearico marcador - na

posigao 12, o estearil coenzima A marcado na posi-

¢ao 12, a SSL, e a TEMPO-colina.

2°. Fracgoes sub-celulares. Comparou-se a
habilidade das seguintes fracoes de reagir com o
radical N-O: mitoconcrias, mitocondrias delipida-
das, mitocondrias interhas, matriz mitocondrial,

fragao microsomal e fragao microsomal delipidada.

3°. Forma de fornecimento do marcador
Foram empregadas duas maneiras: ou o marcador - era
incorporado nas membranas por contacto com um fil-
me depositado nas paredes por evaporagao de solven
te organico, ou era fornecido ao sistema  biologico
por liposomas de PC aos quais o marcador havia si-

do incorporado durante a sua preparagao.

4°. Foi ainda investigado o efeito da
preéenga de grupamento -SH no meio,na forma de mer
capto etanol.

Foi efetuado um estudo de estearil CoA.
Verificou-se que o mesmo em solugao forma micelas,
apresentando um espectro indicativo de forte intera
¢dao spin-spin. Quando a solugdo € diluida ocorre

o desaparecimento dessa interagao (0,47 mML suge-
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rindo que foi atingida a concentragao micelar cri-
tica (cmc) abaixo da qual s6 existiriam _ monomeros
(ver conteddo da ref. 527). Esse valor da cmc di-
fere daquele para o composto nativo (553). Verifi-
cou-se que esse marcador nao se incorpora a lipo-
somas de PC, sendo porem capaz de ligar-se as mem-
branas biologicas. A forma de linhas espectrais
sugere que o estearil CoA marcado poderia . estar
ligado a proteinas das membranas (Fig. 72).

O marcador SSL, por sua vez, difiéilmen-
te € incorporado a membranas bioldgicas. Das varias
tentativas efetuadas, apenas uma vez foi obtido um
espectro indicativo de alargamento‘por troca. Es-
pectro semelhante ja havia sido observado quando
um marcador da mesma natureza foi adicionado @ pre
paragao de membranas em solugao alcoolica (554).
Tal fato foi explicado em termos do marcador for-
mar micelas, em vista de sua reduzida solubilidade
tanto em agua como na membrana. (Um comportamento
semelhante foi também observado quando se tentou
incorporar o marcador CSL a partir de um filme em
membranas de eritrécitos (150). O fato foi discuti
~do em termos da incapacidade da membrana de solubi
lizar mesmo pfoporgSes muito baixas de um composto
altamente hidrofobico, em base a um estudo pormeno
rizado da distribuigao heterogénea de CSL em micelas
de brometo de hexadecil trimetil amonio (555). 'Em
vista do acima, a destruigao do sinal de RPE do SSL

foi somente estudada com o marcador incorporado em

liposomas de PC.



Fig. 72

213

Espectro-de estearil CoA marcado na posigao 12 em membranas internas de
mitocondrias de figado de cobaia em presenga de mercaptoetanol Ohservam
se elevado grau de 1moblllza§ao do marcador ligado a membrana, bem
como linhas estreitas dev1dasao composto na fase aquosa. (— ) espec-
tros inicial; (--=) espectro apos 20 mlnutos. A meia vida para o desapa
recimento do espectro do marcador em agua e de 1000 segundos} enquanto
que na membrana e de 2800 segundos



TEMPO-colina, o sal sodico de 12-SASLe
estearil CoA foram adicionados ao meio aquoso de

suspensao das fragaés sub-celulares.

| A Tabela XIII mostra as meias vidas medi
das para cinética de desaparecimento do sinal de
RPE dos varios marcadores em presenca dos varios
;istemas estudados. Observa-se que todas as rea-
goes sao mais rapidas em presehga de mercapto eta-
nol. Contudo, nao é esse composto, por si, o res-
ponsavel pela reagao (sabe-se que radicais nitrdxi
do sao reduzidos por cisteina em presenga de Fe>*
(556», uma vez que o composto € muito ativo sobre
marcadores de spin incorporados em liposomas de PC
em auséncia das preparacles biolodgicas.

Esses resultados sugeriram que o sitio
redutor € de natureza ﬁroteica, sendo ativado por
mercapto etanol.

A velocidade da reagao dependeu da con-
centragao do marcador, aumentando para concentra-
goes menores (para a mesma quantidade de proteina
da fragao sub-celular, Tabela XIV).

Fragao microsémal e mitocondrias delipi-
dadas reduziram os marcadores com velocidades me-
nores que as organelas intactas (Tabela XV). O mes
mo ocorreu com mitocondrias internas e matriz mito
condrial (Tabela XV). Esses resultados sugerem que,
apesar do sitio de reagao ser de natureza proteica,
a integridade da membrana é necessaria para confe-

rir a essas estruturas o arranjo adequado para fun

cionamento mais eficiente, ou seja, a conformagao
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mais ativa das proteinés € obtida em presenga dos
lipidios e provavelmente através de interagdes com
estes. 0 fato de se obter alguma reatividade ~em
presenga de matriz mitocondrial sugere que varias
atividades enzimdticas devem ser responsaveis pela
atividade maxima observada em presenga de organe-
las intactas.

As meias vidas‘para a~reagéo dadas nas
Tabelas XIII-XV parecem depender da posigao do mar-
cador na cadeia do acido estearico. Assim, os com-
postos pbssuindo o anel oxazolidinico no carbono 12
da.cadeia aprésentaram meias vidas mais longas do queo
5-SASL. 0 valor de t, ,, para SSL, Tabela XIIL € para uma
concentragao do marcador maior do que a empregada no ex-
perimento com 5-SASL. Considerando-se a tendeéncia
maﬁifestada na Tabela XIV esperar-se-ia um valor
de ;1/2 mais baixo para concentragoes comparaveis
as dos outros marcadores na Tabela XIII. Finalmen-
te € patente que a redugao da TEMPO-colina se dé
numa velocidade muito maior do que a d9§" outros
marcadores. O e§tearil CoA apresenta picos devidos
a marcador em solugdo (Fig. 72). Estes também desa
parecem rapidamente. Esses resultados sugerem que
a sitio de reducao deve encontrar-se proximo a su-
perficie da membrana.

Nota-se também que a velocidade indepen-
de de se o marcador se encontra na membrana biold-
gicas ou em liposomas (Tabela XIII). O provavel me
canismo para essa observagdo é que ocorre transfe-
réencia de marcador do liposoma para a membrana big

logica mediada pela fracdo de marcador dissolvida

em agua (558) (devido a solubilidade finita do
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marcador nesse meio) e que essa etapa € mais rapi-
da do que a reducgao.

A transferéncia atraves do meio. ' aquoso
talvez ndo ocorra no caso do acido fosfatidico, uma
vez que a solubilidade de fosfolipidios em agua &
muito baixa. E possivel que o grupamento N-0 e o
anel oxazolidinico aumentem essa solubilidade, mas
provavelmente, o efeito nao seria suficiente para
produzir concentragoes combaréveis com as dos ou-
tros compostos (5- e 12-SASL, o sal sﬁdico de 12-
SASL e 12-SASL-CoA). Nesse caso a trénsferéncia se
daria provavelmente através do contacto (colisio)
entre as duas hembranas.

E possivel ainda gque a redugao seja Ame—
diada por difusao lateral dos componentes que- se
encontram na membrana (253) e isso explica em par-

te a consideravel diferenca entre TEMPO-colina e

os marcadores solUveis na membrana.

Convém notar que a fusao entre liposomas
e as membranas biologicas ndo deveria ocorrer nas
condigoes experimentais. Um resultado que sugere
que a fusdo realmente ndo ocorre, pode ser visto na
forma das linhas espectrais obtidas quando se mis-
turam os liposomas com as fragdes sub-celulares. A
forma das linhas nao se altera permanecendo aque
la caracteristica de liposomas (e diferente &a ob-
tida para os marcadores nas membranas bioldgicas,
Fig. 71)

Como se ve na Tabela XIIT, a‘ velocidade
da reagao foi maior em presenga de mitocdndrias do

que em presenga de fragao microsomal (para a mesma
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quantidade de proteina). Também, na maioria dos ca
sos, houve uma quebra no grafico do logaritmo, da al
tura das linhas espectrais em fungao do tempo no
caso de mitocondrias, na presenga de -SH. Este efei
to quase nunca ocorre com fragao microsomal. E pos
sivel que a quebra, com aumento posterior da velo-
cidade (em geral) se devesse a necessidade de um
tempo de espera para ativagao do sistema redutor.
Talvez alguma alteragao estrutural da membrana ocor
ra, expondo mais o sitio de reacao.

As diferencas entre mitocondrias e micrc
somas sugeriram que uma possivel transferéncia de
marcador entre as organelas poderia ser detetada
através do estudo da cinética de reducido.

A tabela XIII mostra que quando marcado-
res de spin sao intercalados em membranas microso-
mais e, a seguir, estas sao expostag a mitocondrias a redu-
gao ocorre com velocidade bem maior do que na pre
senga de apenas um dos sistemas. Observa-se ainda uma que
bra no grafico de log h versus , tempo, como usual
mente &€ observado com mitocondrias. Os resultados
sugerem que também entre organelas & possivel efe-
tuar a transferencia de marcadores de spin.

Recentemente, Stuhne-Sekalec e Stanacev
(559,560) estudaram esse processo através de ex-
perimentos analogos. Iida e colaboradores (561)
também estudaram a transferéncia de marcadores de
spin entre diferentes organelas.

Membranas bioldogicas ou células intac-
tas, em varias oportunidades revelaram a proprie-

dade de interagir com o grupamento nitréxido numa

reagao provavelmente de redugao desse grupo com perda do para



magnetismo (262-266). Esse processo pode as vezes
se constituir num inconveniente, uma vez dﬁe, no
caso de velocidades muito altas, a obtengao de es-
pectros para informagoes de carater estrutural po-
de ser prejudicada.

0 estudo da cinética de tais reagbes e
dos fatores que influem essa cin§tica pode contri-
buir para o estabelecimento de condigoes ém'que es
sas dificuldades sejam superadas. Ao mesmo tempo,
variando-se uma série de aspectos das condigoes de
trabalho, torna-se possivel ﬁma analise das carac-
‘ter{sticas dos sitios responsaveis pela reativida-
de das membranas, tais como, natureia quimica, lo-
calizagdo e necessidade da presenca dos 1lipidios
para conferir ds proteinas uma conformagio mais

ativa.
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IV - CONSIDERACOES FINAIS

O capitulo I tratou das bases do Método de
Marcador de Spin, bem como de algumas de suas aplica-
goes no estudo de propriedades dinamicas de membranas.

O capitulo III apresentou trabalhos realiza-
dos com participagdao da autora dentro da area.

Procurar-se-a aqui efetuar uma avaliagao cri
tica do método e comparar os resultados obtidos atra-
vés dele com aqueles obtidos por outras técnicas, apre
sentando as vantagens e iimitagBes encontradas  nos
estudos com marcadores de spin.
| Um dos aspectos -do trabalho com marcadores
de spin que deve §er analisado € o da localizacao dos
mesmos em membranas.

Em membranas artificiais de um componente
apenas esperar-se-ia uma distribuiga@o homogénea de um
marcador de spin. O Unico pfoblema a ser considerado €
o da localizagao em termos das regiaes polares e apola
res da membrana. Po; exemplo, espera-se que o grupa-
mento carboXila de acidos graxos se localize na regido
‘polar da membrana, proximo da interface membrana—ééua.

Um problema diverso surge quando os marcado-
res nao sao capazes de se intercalar no sistema em estu
do, o que em geral ocorre devido a um empacotamento dég
so das moléculas. O fenomeno se manifesta, como observa
do com lisofosfatidil colina anidra (Sec. III. B.1l.b) e
com os monos e digliceridios saturados (Secs. III B.l.c
e III. B.1.d). A exclusdo de marcadores pode também

ocorrer de forma seletiva, determinada pela sua



estrutura molecular, como no caso de 12-SASL na liso-
fosfatidil colina anidra (Sec. III. B.l.b.), onde o
anel oxazolidinico constitui uma pertubagao muitorgrql
de na posigao 12, ao passo que o 5-SASL nao & exclui-
~do do sistema. |

Quando um sistema artificial possui mais de
.um componente, surge outro problema: a possibilidade
da localizagdo preferencial de marcadores em um ambi-
ente formado por apenas um ou alguns dos compohentes;
Algumas misturas lipidicas apresentam distribuigdo he
terogenea, possibilitando a localizacdo seletiva de
marcadores. Tal fenomeno foi descrito (562,563). Esse
€ um problema sério para o estudo de membranas biolé-
gicas, onde se sabé que o0 arranjo molecular nao & ho-
mogeneo. Estudos com marcadores de spin-podem revelar
as propriedades apenas de parte das bio-membranas.

Em alguns casos foi sugerido que os marca-
dores de spin poderiam nao estar localizados em re-
gi6es de mais denso empacotamento (235,256) (a de inte
racao lipidio-proteina). Por outro lado, em varios
sistemas, a presenga de uma populagﬁb de marcador mais
imobilizada foi interpretada como correspondendo a 1i
pidio interagindo diretamente com proteina (215,216,
219). |

Um outro tipo de problema reside na dificul
dade de incorporar marcadores de natureza muito hidro
fébica (como CSL e o SSL) em membranas biolégicas. Em
geral, obtem-se um espectro indicativo de um elevado
grau de interagao por troca (150,554) sugerindo solu-

bilizagdo limitada do marcador pela membrana. A solu-
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bilizagao do CSL por micelas de brometo de hexadecil
trimetil amonio foi estudada por Schreir e célaboradg
res (555) e_também neste caso 0 pProcesso épresenta 1i
mitagoes, provavelmente devido ao carater hidrobeico
do marcador.

Um outro aspecto do trabalho com marcadores
de spih que € sujeito a criticas & o da pertubagdo cau
sada pelo proprio marcador, esﬁecialmente no caso . em
que o grupamento volumoso do anel oxazolid{nico aumen
ta a area ocupada pela molécula como & o caso dos aci
dos graxos. Tem sido sugerido que o marcador ﬁoderia
estar relatando as propriedades de um ambiente <cria-
do por ele mesmo, Uma boa maneira de minimizar esse
tipo de problema € o trabalho com uma variedade de
marcadores, a fim de confirmar as conclusoes obtidas.

Uma variedade de técnicas fisicas tem sido
empregada no estudo de propriedades dinamicas e estru
turais de membranas. Entre elas, a ressonancia magnéti
ca nuclear (de proton, deutério, carbono 13, fo;foro
31, fluor 19, refs 89-95). Uma desvantagem da ressonan
cia magnética nuclear (RMN) & a baixa sensibilidade.

5M’séo

Enquanto concentragdes de radical da ordem de 10
suficientes para detetar o sinal de RPE, concentragoes
muito mais elevadas s3o necessarias para experimentos
de RMN. A prihcipal vantagem de RMN € a de se  poder
estudar os componentes naturais de membranas sem in-
troduzir a pertubagéd de um marcador.

A analise espectral, contudo apresenta di

ficuldades diversas para os diferentes nucleos. A in-

terpretagdao dos espectros de proton de membranas €& contro
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vertida (564,565). Medidas de tempos de relaxacgao spin
reticulo de 13C dao informagoes sobre movimentos rébi—
dos em membranas, més 0S espectros nao sao indicativos
do grau de ordem. Parametros de ordem sao obti
dos diretamente dos espéctros de 2H, (91,94), mas € di
f{cil a obtencdo de dados sobre a velocidade de movi-
mentos. Os espectros de 31p 530 sensiveis ao movimento
e a ordem moleculares.(385). A-analise dos espectros
de lgF apresenta as mesmas dificuldades enaﬁnrmkw com
1H, agravadas pelo fato de o fluor ndo ser necessafia-
mente um bom substituto para o hidrogenio. Contudo, a

maior parte dos experimentos de RMN em membranas pode

ser interpetrada em termos da teoria para movimentos

rapidos (rt <10_6 para 2H), 0 que representa uma vanta-
em relagao a RPE, onde frequentemente € necessario uma
teoria mais complexa para movimentos lentos. Por outro
lado, a analise de valores de tempos de relaxagao spin
reticulo em sistemas ordenados ja atingiu um estagio

2H e 1:"C. Deve -

mais avangado em RPE do que em RMN de
se lembrar ainda a sensibilidade dos espectros de RPE
a variagoes de frequéncias e da polaridade do méio.

A espectroscopia de fluorescéncia é ainda
mais sensivel do que a de RPE, mas apresenta em muitos
experimentos a mesma desvantagem que o método de marca

- . .
dor de spin: € o emprego de uma molecula reporter es-
tranha ao sistema. A andlise de experimentos de despo-
larizagao de flwresceéncia & geralmente feita em termos
de uma teoria desenvolvida para movimento isotropico em meio
nao ordenado (560). Isto pode levar a grandes erros na
avaliagao de tempos de correlagdao ou viscosidade devi-

- - / - . - .
do a forma anisotrdpica das moleculas e & existéncia

de ordem na membrana.
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A técnica de espectroscopia de correlagao de
fluorescencia tem sido usada para estudar processos
de difusdao lateral e pode também ser aplicada para di
fusao rotacional. A recuperagdo de fluorescéncia apds
foto-destruicdao se constitui em uma execelente técni-
ca para o estudo da difusao léteral de componentes de
membranas (55). |

A espectroscopia Raman éisensivelxaisomepi
zagao trans-gauche e ao empacotamento das cadeias (84-89
mas a interpretagao de dados em termos de um  parametro
de ordem ainda nao foi efetuada. A espectroséopia de
infra-vermelho também vem sendo aplicada no estudo de
membranas (82,83), sendo de grande utilidade nd estu-
do de sistemas .altamente ordenados, que apresentam,
nesses estudos, linhas estreitaé?

Difragao de raios X ﬁode ser usada para me-
dir distancias como a espessura da bicamada ou a sepa
ragao entre as cadeias de acidos graxos (73,74). Di-
fracao de neutrons pode ser usada para localizar ato-
mo de deutério de compostos seletivamente deuteriados
na bicamada (87,88). Contudo, nenhum dos dois métodos
fornece informagdo a respeito da dinamica molecular,
diminuindo a resolugao de ambos com o aumento da velo
cidade de movimento.

Um dos principais pontos de desacordo entre

os resultados de RPE e de RMN de 2H se situa no com-

portamento diferente do parimetro'de ordem ao 1longo
da cadeia (93). E possivel que a pertubagdo -devida
ao anel oxazolidinico seja em parte responsavel pela

discrepancia. Deve-se, no entanto, levar em conta
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ainda que as escalas de tempo dos dois experimentos sao
diferentes. Para o RPE uma distribuigao que tem uma du-
ragao de <10_7s aparece como estatica, enquanto que pa
ra o RMN de 2Hessa duragao tem que ser >10-g5. Assim,
movimentos com tempos de correlagdo intermediarios en-
tre esses valores darao origem a diferentes parametros
de ordem para RPE e para deutério. De qualquer forma,

nao se encontra presentemente esclarecida a diferenga

)

.experimental obtida entre os resultados de RPE e RMN

ZH. 0O trabalho recente dé Polﬁaszek e Mason discute

de
as possiveis causas desse efeito (566).

Em sintese, o método de marcador de spin apre
senta limitagoes, tais como: 1° - introdugdao de uma mo
lécula ndo intrinsica ao sistema; 29-a possivel pertur
bagao causada por essa molécula; 39 - a possivel loca-
lizagao heterogénea do marcador no plano da membrana;
4° - a possivel destruigao do marcador em sistemas bio
logicos. Por outro lado, o método oferece uma série de
vantagens: 1° alta sensibilidade, sendo neCessériasbqi
xas concentragoes do sistema e da molécula reporter;2°
a obtengao de espectros pode ser efetuada eﬁ tempos cur
tos, o que facilita a parte experimental; 3° os espec-
tros sao extremamente sensiveis ao grau de orientagao
e a mobilidade dos marcadores de spin; 4? as  teorias
para interpretagao desses espectros se encontram em ni
vel bastante desenvo1vida, permitindo a analise dos'
mesmos em um nivel bastante satisfatdorio; 59 a reativi
dade quimica de marcadores de spin também pode se uti-

lizada para obter informagdes relevantes a respeitodos

sistemas estudados.
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RESUMO

Uma revisdo € efetuada sobre: 1 - os princi
pais aspectos da pesquisa no ramo de membranas biologicas e
2 - no ramo de membranas artificiais; 3 -.os principios do
Método de Marcador de Spin; 4 - as aplicagdes do método no
campo de membranas.

S3do descritas uma série de investigagdes em
que foi aplicado o Método de Marcador de Spin para estudo de proprie-
des estruturais e dinamicas de membranas e do efeito de agen
tes adicionados as mesmas. Nesse sentido foram examinados:
1l - os'requisitos estruturais para que compostos anfifili-

cos formem bicamadas organizadas; 2 - a influéncia da compo-
sicdo de membranas na partigao de marcadores de spin que se
distribuem entre a membrana e a fase aquosa; 3 - a dependén-
cia da permeabilidade de membranas da composigao lipidica
das mesmas; 4 - o efeito do colesterol sobre o grau de orga-
nizagao e a mobilidade de componentes da membrana; 5 - o'pa-
pel estrutural de hidroperoxidos lipidicos, bem como a sua
reatividade em matrizes membranosas; 6 - a interacgao entre
hidrocarbonetos aromaticos cancerigenos e nao cancerigenos e
membranas lipidicas; 7 - o efeito do antibidtico polidnico
agfotericina B sobre a esfrutura e permeabilidade de membra-
nas; 8 - a interagdo entre o hormonio peptidico glucagon e
membranas; 9 - a biossintese de fosfolipidios contendo marca

dor de spin e os espectros fornecidos pelos mesmos em membra

.
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nas; 10 - a reatividade de membranas bioldgicas, mediando
reagoes de destruigio de paramagnétismo de mafcadores = de
spin e o emprego dessa propriedade para estudar a tranferén
cia de lipidios entre organelas.

Sao ainda discutidas as vantagens e as limita-
¢oes do método empregado e & efetuada uma comparagao com ou
tros métodos espectroscOpicos utilizados no estudo de membra

nas.



ABSTRACT

A review is presented about: 1 - the main aspects of
research in the field of biological membranes; 2 - and in the
field of artificial membranes; 3 - the principles of the Spin
Label Method; 4 - the application of spin labeling in the field

of membranes.

The Spin Label Method was employed for the study of
structural and dynamic properties of membranes and of the ef-
fect of added agents on those properties. The following prob-
lems were examined: 1 - structural requirements for the forma-
tion of organized bilayers by amphiphilic compounds; 2 - the
influence of membrane composition on the partition of spin
probes between aqueous and membrane phases; 3 - the dependence
of membrane permeability on its 1lipid composition; 4 - the ef-
fect of cholesterol upon the degree of order and mobility of
membrane components; 5 - the structural role of lipid hidro-
peroxides, as well as their reactivity in membrane matrices;
6 - the interaction between carcinogenic and non-carcinogenic
aromatic hydrocarbons and lipid membranes; 7 - the effect of
the polyenic antibiotic amphotericin B on the structure and per
meability of membranes; 8 - the interaction between the pep-
tide hormone glucagon and membranes; 9 - the biosynthesis of
spin label-containing phospholipids and their spectra in biolog
ical membranes; 10 - the reactivity of biological membranes
mediating the loss of paramagnetism of spin probes, and the

use of this property to study lipid transfer between organelles.

Finally, the advantages and disadvantages of the meth
od are discussed, and a comparison i5 made with other spectros

copic methods employed in the study of membranes.
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