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I - I Nr ftO nuçÃo

Apresentaç~o

o Método do Marcador de 5pin (1-6), lançado por

McConnell em 1965 CTJ, vem contribuindo d~ maneira significa~

tiva para o estudo de propriedades confoTmacionais de siste­

mas macromoleculares.

Grande parte dos trabalho.s que utilizamo método

encontram-se nÇl "âreçr biolôgiCÇl i em particular, no campo de

membranas.

Expe.rimen.tos com Marcadores de Spín foram os pri~

meiros a fornecer evidências diretas sobre os tipos de movi­

mentos característicos de lipídios const.ituintes de membra~

nas. ES$~s aspectos, bem como as vantagens e as limi t.ações

inerentes ao Método serão: objeto do: presente trabalho.

PTet.ende este trabalho apresentar os princípios do

Método de Marcador de Spin, sua éontribuiçâo par.a o estudo

de propried?des estruturais e dinâmicas de membranas e alguns.

resultados obtidos pela autora nesta área de investigação.
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A. Membranas

Membranas são importantes elementos da arquitetura

celular, constituindo-se em estruturas extremamente com­

plexas tanto do ponto de vista de sua composição como do

arranjo dos componentes. Por essa razão desenvolveu-se in

tensamente o estudo de sistemas modelos, os quais, por sua

maior simplicidade, permitem uma melhor compreensão do

comportamento de componentes de membranas ao nível molecu

lar.

1. Membranas Biológicas

Membranas biológicas são constituidas princi

palmente de proteínas e lipídios. Açúcares, quandoexi~

tentes, encontram-se ligados aos primeiros. O arranjo

desses componentes nas membranas tem sido objeto de in

tensa investigação nas últimas décadas.

a. Modelos de Membranas

O experimento de Gorter e Grendel (8)em

1925, em que foi medida a área ocupada por lipídios

extraídos de eritrócitos, levou à sugestão de que

os lipídios de membranas se organizariam na forma de

bicamadas. Micrografias eletrônicas de membranas

biológicas indicavam uma região de baixa densidade

eletrônica de cerca de 5 a la nm compreendida entre

duas regiões de mais alta densidade eletrônica (9).

Essas observações levaram Danielli e Davson (la)
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a propor um modelo em que a região de baixa densida

de eletrônica se constituiria em uma bicamada lipí­

dica, coberta por proteínas (a região de mais alta

densidade). Esse modelo, com a ~ocalização das pro­

teínas apenas na superfície da bicamada, e portan­

to, ligadas aos lipídios por forças predominantemen

te eletrostáticas logo se revelou insatisfatório pa

ra explicar uma série de eventos que ocorrem ao

nível de membranas, entre eles a permeação de solu­

tos. O modelo foi então alterado criando- se canais pr~

teicos intercalados na bicamada lipídica, que se­

riam responsáveis pela passagem de certos solutos

(11). O modelo de funiel1i e Davson permaneceu em uso

como hipótese de trabalho durante longo tempo, ao

mesmo tempo que surgiram na literatura vários ou­

tros modelos, tais como o de Lucy (12) que propunha

a organização de lipídios em' forma micelar ou o de

Benson (13) que propunha que os lipídios se ligavam

às proteínas de maneira caótica. Green e colaborado

res (14) lançaram a idéia de que as proteínas se di

vidiriam em dois grupos, estruturais e funcionais,_

que desempenhariam papéis de acordo com sua classi­

ficação. Até a década de 60 o campo sofreu pouca

evolução, principalmente devido a limitações das téc

nicas existentes: os lipídios são substâncias que

se prestam pouco a medidas espectrofotométricas. Por

outro lado, sendo membranas entidades particuladas,

a dispersão da luz se constituía em mais um proble­

ma para a aplicação de virias técnicas de espect~o~

copia óptica.
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Porém, com ·0 advento da cromatografia em

fase gasosa para anilise química de lipídios e com O

surgimento ê aperfeiçoamento de virias técnicas es ...

pectroscôpicas q4e permitiam agora o exame de membra

4

nas, a pesquisa no campo intensificou... se de forma

exponenciaLt com a consequ.ente ampliação do conheci-

menta dessa.s estruturas complexas.

Uma das técnicas que muito contribuiu para.

o estudo de propriedades fíSico ... químicas de lipídios

foi a calorimetria diferencial de varredura. Foi,

de fato, um experimento executado com ess.a técnica

por Steim e colaboradores (15) que forneceu evidên...

cias convincentes de que 0.5 lipídios de membranas se-

encontrariam na forma de bicamadas. Membranas obti-

das de Aehol.epZasma ZaidZaV)iiapres.entaram dois pi­

Cos de .absorção de calor, um a cerca de 37 9 C e outro

a cerca de 609 ç, sendo apenas o primei 1'0 revers ível.

Este foi atribuIdo a um fenômeno oco.rrendo com os

componentes lipídicos na forma de bicamadas eo ou-

tro à denaturação de proteínas. A reprodução do even

to ocorrendo a 37 9 C com liposomas pr.epa.rados:- .CQm os

lipídios extraídos das membranas foi considerada co­

mo confirmação da hipótese acima.

Medidas de raios X também vieram confirmar

que grande parte dos lipídios de AehoZepl.asma Zaid....

ZCtUJii (16) e Esoheric;hia(joZi(17) Se encontram orga

nizados em bicamadas.

A grande massa de trabalhos que comeÇou 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 elo mosaico fluido (Fig. 1) - em:

que as proteínas se classificam em integrais e peri-

féricas l sendo que as primeiras estariam imersas nu-

ma matriz fluída de lipídios, podendo atravessar a

membrana total ou parcialmente, e ligando-se aos li ...

pídios por interações predominantemente hidrofóbicas.

As proteínas periféricas localizar-se-iam preferenci

almente na superfície da membrana
l

interagindo com os

lipídios por forç.as predominantemente eletrostáticas.

Em vista disso, elas poderiam dissociar-se da membra

na em soluções de elevada força iônica. Esse é o ca­

so do citocromo c (19J em mitocôndrias e da espectri.

na (20), situada no lado citoplasmático. de células
J

vermelhas. Exemplos muito estudados de proteínas in

tegrais que só podem ser extraídas cOm detergentes ou

solventes orgânicos são o complexo da citocromo oxi ...

5

dase de mitocôndrias (21), da ATPase dependente

++ . ++... .... . (2)Ca e Mg de retlculo sarcoplasmatlco •• 2 , e

de

da

rodopsina situada nos segmentos externos de bast.one-

tes (23).

b. Assimetria de Membranas

A presente década tem assistido a um avan­

ço formidavêl na elucidação de propriedades organiza

cionais e dinâmicas dos componentes de membranas. As

sim, a assimetria de membranas é um conceito que vem:

sendo muito explorado (24, 25). A assimetria tem si-

do verificada tanto em termos de diferenças entre o

lado citoplasmático eo lado externo da. membrana co'"
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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 sacarídica de glicoproteínas localiza-se sempre

na face externa da membrana (26). O papel funcional

dessa porçio, que atua como receptor de uma sirie de

agentes (27), explica essa localizaçio. Tambim lipí­

dios parecem dividir-se entre a superfície interna e

externa da membrana por categorias. Assim, em eritró

cítos, fosfolipídios como fosfatidil colina (Fig. 2)

e esfingomielina (trimetilados no nitrogênio de cab~

ça 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). Evi7

dentemente esse arranjo heterogêneo teria papel fun-

cional presentemente desconhecido e apresentando um

problema interessante que se encontra atualmente em

fase bastante especulativa que é o da biossíntese e

posterior localização correta dos componentes (25).

Outro aspecto de assimetria i o do arranjo

heterogêneo no planQ da membrana. Nesse sentido, um

fenômeno que tem sido alvo de muitos estudos recen-

tes i o da separaçio lateral de fases de lipídios

(29,30) ou de lipídios e proteínas (31, 32) promovi

7

do por ação de temperatura (33,34) íons
/

ou pH (35)

e vem sendo examinado atravis de microscopia ele-

tiônica defraturamento (36, 37)e pelo mitodo do marca

dor de spin (38). Outro conceito que vem sendo expe­

rimental e teoricamente explorado i o de lipídio li



mftrofe a proteínas integrais que parece aprese.ntar­

se mais imobilizado do que o restante dos lipídios,

C39~4Z).

c. Sistemas de Membranas mais Estudados

Muitos dos trabalhos executa.dos com membra

nas biológicas empregam células vermelhas que apre-

sentam a simplicidade de não possuírem outras estru-

turas membranosas além da membrana plasmática (43).

Ü1,.ltrosistema membranoso de mamíferos utilizado é o

de vesículas de retículo sarcoplasmático (44) que, devido

ã sua relativa simplicidade, sao muito convenientes

para o estudo de processos bioehergéticos, no caso o

transporte ativo catalisado pela ATPase .dependente

'. ++ ++ - .de Ga e Mg . Tambem segmentos externos de bastone

tes tem sido muitos estudados (45).

8

Entre os microoorganismos, Ae;ho lep "la,sma

laidlaWii (46), é mui to empregado, pois a.lém de não

possuir parede celular, presta-se muíto à obtenção

de membranas de co.mposição lipídica controlada atra­

vés da seleçio dos nutrientes do meio de cultura~

Esaheriohia coZi (47), é outro ,microorganismo bastan

te empregado, betil como células de levedura (48). Re-

centemente, bactérias cujos processos energéticos são

dependentes de l~z (49) também vem .sendo '. estudadas

com v'istas a encontrar nova.s fontes de energia.



d. Reconstituição de Membranas

Entre a.s várias formas de abordar o estudo

de membranas, o prOcesso de reconstituição vem sendo

bastante empregado (50). Este visa k reprodução de

um aspecto funcionalatravês da recOmbinação de um

numero limitado de componel1tes. Assim, por exemplo,

tem-se verif.icado que a l3-nidroxibutírico desidroge~

nase necessi ta para sua atividade do fosfolipíQ.io fos

fatidil colina (51).

e. Movimentos de Componentes de Membranas

Ao mesmo tempo que se tem verific:adoa exis

tência de regiões het..erogêneas no plano da membrana,

e as diferenças entre os lados interno e externo, tem

avançado de forma considerável o estudo da mobilida­

de dos seus componentes, tanto lateral (nO plano da

membrana) (52) 55) como transversal (~lip~flop) (56­

58). Vários tipos de experimentos (microscopia de lluo­

recência (52), ressonância parartlagnêticaeletrônica (53, 54)

foto-destruição de fluorescência (55))tem indicaÇlo que

diferentesc:omponentes Q.e membranas se Q.eslocam no

plano da membrana co~ diferentes coeficientes de di­

fus.ão que dependem do peso molecular do componente e

do tipO de membrana. Porém, a escala de tempo em que

ocorre o fenômeno parece compatível com fenômenos de

importancia biológica que ocorrem ao nível da membra~

na.

9



Por outro lado, os daâos relativos à mobi­

lidade transversal são 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 alteração dessas vropriedades

por ação de agentes de importância fisiológica e far

macológica tem sido objeto de estudo cada vez mais

pormenorizado de técnicas espectrosc6picas altamente

sofisticadas.

A complexidade qualitativa e organizacio­

nal de membranas biológicas levou h busca de siste­

mas modelos mais simples que facilitem a compr~ensão

ao nível molecular do papel dos constituintes dessas

membranas.

2. Membranas Artificiais, Fosfolipídios

a. Generalidades

Membranas modelos são em geral formadas por

fosfolípidios. Fosfolipídios são compostos anfifíli­

cos capazes de gerar mesofases esmécticas liotrópi

cas, isto é, em presença de um solvente, em geral

água, organizam-se na forma de bicamadas onde a por

ção hidrofóbica das moléculas forma o·cor~ apoIar e

a porção iônica se encontra voltada para o meio aqu~

so intercalado entre as bicamadas (Fig. 3). A Fig. 2

mostra a estrutura geral dosfosfolipídios e as par-

10





tes polares mais frequentemente encontradas.

A estrutura em bicamada (lamelas) 6 a de

maior importância biolÓgica em vista do fato que a

m.aior porção dos fosfolipídios em membranas se encon

tra nessa forma de organização. Existem, contudo, 0E

tras formas possíveis, entre as quais hexagonal I e hexagonal

II. Hexagonal II é fonnada em condições de aI ta conc~n

tração de lipídios e baixa concentração de água. Os

lipídios formam longos cilindros, onde a parte cen­

tral é constitmida por água, em contacto com as cabe­

ças polares. As caudas apoIares se irradiam para aS

extrem.idades dos cil indros. Os cil indros se organi

zam em arranjo hexagonal, Como visto na Fig. 4. Afa

se hexagonal I ocorre em concentrações baixas de li~

p{dios e altas de água. Os cilindros, nesse caso tem

a superfIcie coberta pelas cabeças polares que se en

contram em contacto com a água, agora exterior ao ci

lindro, enquanto que as caudas apoIares se irradiam

para o centro. Aqui tamb6m os cilindros ocupam os vér

tices de um hexágono (Fig. 4).

Existem ainda outras possíve is fo rmas de

organização (fases) de compostos anfifíl icos (59).

Nem todas as formas ocorrem para um dado composto. A

estrutura micelar e um caso extremo dentro dessas

pos 5 ib il idades.

Tem sido sugerido que estr1,l.turas ·'.difer:r:en­

tes da lamelar podem Dcorrer em alguns processos a

nível de membrana, por exemplo, no fenômeno de fusão

de membranas. O mecanismo proposto para esse evertto

propoe que os lipídios da região onde ocorre .a fusão,

se organizariam em estruturas semelhantes a micelas (60).

12



Fosfol ipídios apresentam ainda propried.â.

13

des termotrópicas (61). Uma característica mu.ito im­

portante desses compostos ê a temperatura de transi...

ção de fase .. T c' onde ocorre passagem de uma fascçde

nominada gel parR uma denominada cristal-líquido,. Es

Sá transição ê descrita como sendo umâ alteração na

conformação das cadeias alifáticas dos fosfolipldios

p$.ssand'O de uma condição de- maior imobilidade (mais

semelhante a um sól ido) onde todas as ligações C-C

s·~o trl'4rJ,s pata uma de maio r mobil idade. (mais seme ":'

lhante a um fluído), onde a probal id-ade de isomeriza

ção trans-gauc:he tem valor finito. Além disso, para

um dos lipídios mais estudados so.b EjSse aspecto, a

dipalmitil fosfatidil 'Cal ina (DPPC) existem evidên -

t:ias de que " enquanto na fasegel, o eixo longo; da

molécula, ou a direção das cadeías aI ifát ieas, for­

má um ângulo, de cerca de 32° (6.2) a 35° (63) com a

normal ã superflcie da biGamada~

AI gnns fos foi ipídio s, entre eles a DPPC ,.

apresentam também uma pré-transiç:ão ã temperatura

abaixo da T que tem sido interpretada de diferentesc- .

maheiras, desde uma alteração no arranjo da cabeça

polar, com consequente variação no grau e forma de

hidratação (64) ad:ll.lJta. alteraçao noângulo formado pelas

Cadeia$ alifáticas com a normal ã bicamada, passando

este a ter um valor zero (ou seja, as cadeias se tor

n,am perpendiculareS ã superfície da membrana (65)).

A temperatura de transição é bem definida

para fosfolipidios de cadeias homogêneas, sendo mais

a1 ta quanto ma ior e mais saturada a cadeia. Por ou-



tro lado, a heterogeneidade da composição das cadeias,

como ocorre em fosfol ipídios naturais, acarreta a ob

servação de uma banda no estudo da temperatura de

transição, ao invés de um pico agudo (61).

Quando existe uma mistura de fosfol ipídios,

estudos de variação de temperatura indicam que PQde

ocorrer separação de fases, e os diagramas de fase

variam com a natureza e a complexidade das misturas

(29,30,66-68).

O fenômeno de separação de fases vem sendo

encarado como muito importante, tanto do ponto de

vista estrutural como funcional em membranas biológi

caso

Separaçã.o de fases ionotrópicas também fo­

ram verificadas (69-72), bem como aquelas induzidas

por variação de pH (72). Essas poderiam ter signifi ...

cado fisiológico mais relevante do que as termotrópi

cas por ocorrerem ã temperatura constante.

O estudo das formas sob as quais compostos

anfifílicos podem organizar-se tem sido largamente

efetuado através do emprego da técnica de raios X (59,

73,74)

Temperaturas de transição tem sido determi

nadas especialmente a tráves de calorimetria diferen ,...

cial de varredura (75). Microscopia eletrônica tem

também contribuído para o conhecimento de caracterís

ticas de sistemas modelos (76,77).

Mais recentemente várias técnicas espectro

côpicas mais so fisticadas vem sendo empregadas para

o estudo dessas e de outras propriedades estruturais
1

e dinâmicas de membranas artificiais. Assim, medidas

14



de fluorescência (78, 79)., dispersão de luz (80,81)

infra vermelho (82, 83), Raman (S4 -86), difração de neu

trons (87,88) e ressonância magnética nuclear (89-

15

95) e eletrônica (96-100), entre outras, vem sendo

1argamenteempregÇtdas no estudo desses sistemas.

b. Liposomas

Liposo:rnas fora:rn pe la pt i:rne ira vez descri­

tos em 1965 (101) por Bangham. são prel)3Tados pela evapora­

ção do solvente orgânico empregado para solubil izar

os 1 ip tdios, em g~ ral clorofórmio., clorofór:rnio-me ta­

nol, ou benz.eno. O filme lipídico re:rna.nescente é sus­

penso e.:m meio aquoso por agitação .:manual ou nUJIl Vor­

tEleX. Isso dá origem a multi-bica:rnadas aproximadamente

esféricas, cujo diâmetro máximo é variá'vel (Q,5-S011m)

(102) com aguÇt intercalada entre as bica:rnadas. A es

pe.ssura da bicamada lipídica depende do comprimento

e grau de saturação das eade ias aI ifát ieas, bem como

de o fosfolípídio se encontrar abaixo ou acima de Te

(61). Acima de Te a oe.orrência de isomerização tpanfr

gaü"ehe é um fator causÇtdor de apç;trente encurtamento

das cadeias. Quando ocorre insaturação nos ácidos

graxos formadores de fosfo! ipídios existentes ~rn.. me.:m

b:éanas, estÇt geral:rnente é çis (103),0 que também

produz encurtamen.tó da cadeia além de criar um esp~

Ço contíguo aO "çotove10" fo rmado pelos carbonos da

dupla 1 igação e viz inho s.

A fosfatidil colina de ovo, conjunto de fos

foI ipídios extraldo$ da ge:rna do ovo que possuem em



cgmum a cabeça polar glicero-fosforil colina e ca­

deias de ácido gr.axo variadas (104) , constitui um

sistema muito empregado em estudos de membranas arti

flciais. Muitos dos trabalhos iniciais visavam aoes

tudo das propri~dades de permeabilidade (105-108) des.

sas membranas com a finalidade de compará-las às de mem

branas biolÓgicas. Em geral solutos permearttes, ióni

cos (106) ou não (la?), eram incluídos nos comparti­

mentos aquosos inter-lamelares por adição ao meio aqug

so de disp~rsão dos lipídios, sendo a fração e~terna

freqüentemente removida por diálise. A passagem por

coluna também é uma forma de remover solutos peque

nos do meio aquoso externo aos liposomas (109) .•

Também o inchamertto ou eneolhimento (108)

de liposomaspor alteração de concentl;'ação de solutos

eram examinados atráves de turbidez ou de absorbân ­

cia.

c. Vesículas

A. medida qUe se propag,ouo emprego de li-

. posomas como sistemas modelos. de membranas, foralll SUl'

gindoas verlficaç6es das desvantagens por eles apre'"

sentadas. Entre essas, ocorria a heterogeneidade das

preparaçÕes podendo variar o número de lamelas, e, as

sim, as dimensões dos lipósomas, com as conseqüentes

complicações noS estudos de permeabilidade.

Surgiram então idéias da preparação de

membranas fosfolipídicas de uma só bicamada que s.epa

raria um comparti:mentoaquoso interior do meioe:x;te-

16



ríor, numa analogia mais pr6ximaã membran.a plasmãti--

ea celular.

o pioneiro desses estudos foi Huang que

em 1969 descreveu a preparação e caracterização de v~

sículasUtli-lamelaresde fosfatídil colina de ovo atTa""

vies do emprego de ultra-som (lIa). Verificou-se que

essas vesíeulas possuem forma aproximadamente lOS fé-
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rica com di~metros externo e interno de cerca de

25 e 15 nm, respectivamente. Essas vesículas eram

obtid.as após cerca de 2 h de ação do uI trá-som. Foi

observado que a introdução de uma pequena fração mo­

lár (4 %J (111) de um composto tom cárga negativa co ...

mo o ácido fos fatídico ouo fosfato de dicetila en­

curtava de maneira significativa esse tenrpo (O, 5h).

Seguiram-se a isso metoc1os que empregavam, ao invés

do ultra-som, a injeção (112), sob condições especi­

ficas, de fosfolipídíô em solvente orgânico, para o

meio aquoso.

Ás tentativas de aprofundar o eonhecimen­

to desses sistemas levou à. conclusão de que a grande

curvatu.ra dessas vesículas .• alem de afastar o model.o

do siste}Ua bio16gico, visto que células são entida­

des bem maiores, trazia ainda problemas específicos

como a distribuição heterogênea entre a monocarílada

externa e a interna (115) de comrostos, o que provavel
I'

mente nao ocorreria no sistema vivo. Também- pcrssivaI

seria ainda o empacotamento diferente. das cadeias

dos componentes dâ mono camada externa em relação ao

da internaCl14). Resul tados de Kornberg e McConnell

sUigerem que isso oco.rre na regiãô da c.abeça
(115).

polar



Os últimos anos, em especial vem testem~

nhando o aparecimento de vários trabalhos que des­

crevem a preparação de vesículas (uni-lamelares),

com ênfase no controle do tamanho das mesmas e vi-
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sando a faze-las mais semelhantes a células

(116,117)

d. Multi-bicamadas Planas

vivas

Utilizando a técnica de deposição de li­

pídios em superfície originalmente descrita por

Blodgett e Langmuir (118), Levine e colaboradores

(119) prepararam multi-bicamadas planas de DPPC so­

bre lâminas de alumínio 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 ressônancia paramagnéti

ca eletrônica (RPE) de espectros de marcadores de

spin.

. Multi-bicamadas planas podem ser obtidas

por evaporação do solvente orgânico da solução de

lipídios depositadas sobre urna superfície plana. Em

geral os últimos resíduos de solventes são removi­

dos a vácuo e a seguir é adicionado o meio aquoso,

para hidratar o sistema. Em 1971, Jost e colaborad~

res (122) descreveram o preparo de multi-bicamadas

planas através da evaporação de dispersões aquosa

de fosfolip{dios colocadas sobre urna superfície pl~

na e· aquecida a cerca de 4ü oC. Para medidas de RPE nas

amostras eram depois colocadas em urna câmara de umidade contro



permeabilidade.

cadores de spin.
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..
a

-parame-

pesq1.!isaDurante muito tempo, grupos de

com estudos com raios X em que se examinavam

Liposomas, vesículas e muI ti-bicamadas pla-

nas sao os sistemas empregados em estudos com mar-

Em 1962 Mueller e colaboradores (124) des-

tros dimensionais do sistema em função da umidade

pincelada deixava um filme que ia-se tornando mais

originários de eletro-fisiologia procuraram desen ­

volver um sistema modelo de membrana em que pudes­

sem reproduzir fenômenos de excitação nervosa e efe

tuar medidas elétricas relacionadas a variações de

a membrana se apresentava negra. Isso levou a crer

que essas membranas negras de lipídios (black lipid

creveram a obtenção de um sistema que se prestava

finalidade desejada. Numa parêde separando dois com

partimentos aquosos onde se inseriam os eletrodos

era perfurado um orifício de cerca de 1 mm de diime

tro. Sobre o oríficio era pincelada uma solução de

fosfolípidio em solvente orgânico, em geral um hi­

drocarboneto de cadeia longa, como o n-decano. Essa

fino o que era evidenciado por uma etapa em que

ocorria difração da luz, até uma fase final em que

(123).

membranes) teriam apenas tnna bicama..da. Muitos estudos se segui

lada ea hidratação efetuada dessa maneira, em analogia

e. Uni-bicamadas Planas

'.



ram fazendo llSO dessas preparações (125-130). Em vã
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rios desses estudos foram empregados antibióticos

,.
r'

E

como modelos de proteínas transportadoras de íons

(125, 126). Foram ainda examinados efeitos de íons

(127), pH (128), e de um material proteinâceo imp~

ro (ElM, excitability inducing material) (129) que

era capaz de induzir resposta dessas membranas. Mais

recentemente, MontaI e Muller (130) desenvolveram l.D1l método

que tornou possível a preparação de membranas assimétri:­

cas isto é, o componente em contacto com um dos com

partimentos aquosos difere daquele em contacto com

Q outro.

As membranas negras de lipídios apresent~

ram, contudo, sempre aspectos criticâveis. Por exem

pIo, não se sabe qual a fração de material deposit~

do que realmente constitui a bicamada e quanto per-

manece fora formando o chamado "torus" ã volta do

orifício. Em muitos estudas foi empregado um lipí-

dio que era denominado pelos autores de Hcolesterol

oxidado"(13l, 132). Além de não se conhecerem mem-

branas biológicas em que o colesterol seja o único

ou o principal componente lipídico, não é clara a

constituição química do colesterol oxidado.

Finalme'nte, sempre foi mencionado a preo-

cupação do desconhecimento da proporção de solven­

te orgânica que permanecia na membrana após o afi

namento do filme. Estudos recentes com espectros co-

pia de fluorescência (133) demonstraram que grande

quantidade de solvente permanece retida, fazendo

com que as membranas lipídicas negras sejam mais es



pessas do que liposomas e vesículas sugerindo que

os resultados obtidos nos estudos com aquelas podem

21

não ter grande significado com relação a

biolá gicos.

o preparo de membranas lipídicas

sistemas

negras

sem retenção do solvente foi recentemente descrito,

fazendo-se uso de esqualeno (134) para solubilizar

os lipídios.

f. Monocamadas

Monocamadas lipídicas são preparadas na

interface que separa dois meios. em geral, água e

ar, podendo também ser solvente orgânico e água. No

caso da água e ar, lipídios são espalhados na super

fície aquoSa de um assim chamado poço de Langmui~

Devido ao seu carâter anfifilico, as mol~culas se

orientam com a parte polar na água e a cauda apoIar

no ar. São comuns estudos da área ocupada por molé-

cuIa em função de uma pressão aplicada (135). Quan-

do se deseja estudar o "efeito de um agente, ele

introduzido sob a monocamada na solução aquosa.

...
e

Quan

do o efeito da variação de pressão sobre a ârea mo­

lecular é pequeno o filme é dito condensado. Quan~

do é o opost~o filme é dito expandido.

Medidas de variação de potencial por um

eletrodo colocado acima da mono camada também são uti

lizadas para obter informações sobre o sistema (136).



B. O Método de Marcador de Spin

o Método de Marcador de Spin (Spin Label) (1- 6)

consiste no emprego de uma molécula repórter, através de

cujo espectro de ressonância paramagnética eletrônica (RPE). se

procura obter informação de cariter estrutural a respeito

do sistema ao qual a molécula repórter se encontra ligada

A possibilidade de obter informações de natureza

conformacional, especialmente a respeito de macromolécu

las· ou agregados moleculares reside nb fato de a ressonância pa

ramagnética eletrônica ser uma técnica que opera na regiã.o
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"de micro-ondas (9,24,35 GHz) do espectro eletromagnético,

(137, 138), o que corresponde à freqüência de movimentos

trans1acionais, rotacionais e (ou) segmentais das estrutu

ras em estudo.

,
1. Histórico, Radicais Nitroxido

o primeiro experimento baseado no princí-

pio do Marcador de Spin consistiu na introdução do ra­

dical cátion da . cloropromazina em moléculas de ácido deso

xi~ribonucleico (7).

Porém, uma das dificuldades de aplicação da

técnica de ressonância paramagnética eletrônica con-

siste no fato de que ela depende da presença de um ele

tron livre, e é.amplamente conhecido o fato de que ra""'

dicais são espécies instáveis devido à sua alta reativida

de.

Uma vez que o maior interesse é o de se po­

der estudar estruturas de importância biológica em con



condições· de pH e temperatura na região da fisiolôgic~

bem como em meio aquoso, tornou-se necessirio desenvol

ver a busca de radicais livres que fossem estâveis nes

sas condições de trabalho~ Os radicais nitróxido mos­

traram-se extremamente adequados aos requisitos acima.

H3 C CH 3

\/
-c~

N-O·

/_c

/\
H

3
C CH

3

A presença de grupos metila nos carbonos vi­

zinhos ao âtomo de nitrogênio confere estabilidade adi
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cional ao radical permitindo a realização de estudos

espectroscópicos em condições semelhantes ~ fisiológi­

c~ Muitos dos estudos das propriedades químicas de ni

tróxidos tem sido efetuados pelo grupo de Rosantzev

(139) e o grupo Rassat (140,141) tem também contribuí,

do muito para o estudo de propriedades físico-químicas

e espectroscópicas desses compostos.

2. Ressonância Paramagnética Eletrônica

A ressonância paramagnética eletrônica é uma

técnica espectroscópica que depende da presença de ra­

dicais e se baseia na aplicação de um campo magnético,----
H, sob a ação do qual os níveis 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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(h v , Fig. 5) ~ possível induzir a transição entre os

dois níveis. Essa absorção de energia vai gerar um es-

pectro, que normalmente ~ registrado na forma da deri-

vada primeira da absorção (Fig. 5).

Em geral, o campo aplicado ~ de cerca de 3 kG

e a freqüência de microondas ~ de cerca de 9 GHz (espec
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trometro de banda X). O espectrômetro de banda K ope-

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

3. Espectro de Ressonância Paramagn~tica Eletrônica de Ni­

tróxidos

A energética das transições envolvendo momen

to magn~tico de spin pode ser representada atrav~s da

hamiltoniana de spin, a qual ~ expressa pela

(1) :

equaçao

...-tI' - -:: "...
4'-' =(3 H.g.S.

e + s.I.i. - (3N'H.~.I +:J(; troca +:fG dipolo

•

... .P-

(1)

onde o primeiro termo representa a interação eletrônica

de tipo Zeeman, o segundo a interação hiperfina (spin

eletrônico-spin nuclear), o terceiro a interação entre

o spin nuclear e o campo magn~tico (que ~ desprezível

nas condições normais do experimento de RPE) e ~troca

edGd o 1 representam as energias envolvidas em interaJ,po o

ções entre eletrons livres, que só ocorrem em bi- ou po

li-radicais ou em concentrações elevadas de mono-radi­

cais'~troca depende da interpenetração das orbitais

dos radicais e~d· 1 depende da geometria do sistema,
lpO o



uma vez que envolve uma depend~ncia angular. Na equa-
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çao (1), H é o vetor de campo magnético, Se e SN sao os

magnetons eletrônico e nuclear, respectivamente, gN e

o fator de des dobramento nuclear Zeeman, g é o tensor

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

spln do eletron, I é o operador de momento angular de-

spln nuclear e T ou (A) é o tensor de desdobramento hi­

perfino.

,Em radicais nitróxido, a maior parte da densi

dade eletrônica está localizada no átomo de nitrogênio.

O isótopo mais abundante do ni trogenio, 1 4N, possui spin

nuclear =1 (1=1), podendo na presença de um campo ma~

nético apresentar três valores para o momento magnéti

co de spin nuclear (MI=~'O + 1). A interação entre O

-spin nuclear e o spin eletrônico dá origem

ao desdobramento hiperfino (segundo termo da equaçao

(1)). o spin nuclear =1 (I=l) causa o desdobramento de
.--

cada nível energético de spin eletrônico em três (Fig.

6). Portanto,na ausência de interações spin eletrônico­

spin eletrônico (~roca e %dip-o~I~=O) ,podem-se obser-

var três transições, uma vez que somente transições com

âM1=O são permitidas. A separação entre as linhas e o

desdobramento hiperfino.

4. Marcadores de Spin

Es te trabalho ater-se-á ao emprego de marca­

dor de spin de natureza lipídica ou aquo-soluvéis. Pas

saremos, no entanto, uma breve revista dos marcadores

de spin para grupos presentes em proteína.



Em geral, marcadores de spin para proteínas

sao ligados às mesmas através de ligação covalente. Os

mais comuns possuem grupamentos que reagem com grupos

~SH, tais como iodo~acetamida ou N- etil maleimida. A

seletividade às vezes não é total, podendo grupos -NH2

livres reagir também (142). Além disso, foram descritos

marcadores seletivos para tirosina (143), para serina,

(144) etc.

Marcadores de spin de naturezá lipídica sao em

pregados para o estudo de membranas artificiais ou pa­

ra o exame de porções lipídicas de membranas biológi
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caso Estes são apenas intercalados de maneira física,

em baixa concentração, tornando-se mais um constituinte

da porção lipídica. Os marcadores dcspin lípidicos co­

mercialmente encontrados são der~vados de ácidos g~a­

xos ou esteróides.}

Em alguns laboratórios outros marcadores tem

sido sintetizados, especialmente derivados de fosfoli-

pídios (69-71,11 ,145-147). A tabela I mostra alguns

dos marcadores de spin lipídicos mais comumente

~:

l

empregados no estudo de membranas.

A Fig. 7 mostra a orientação 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 alifática, como em ácido graxos

e fosfolipídio~ e o mesmo sistema de coordenadas para

um marcador de natureza esteroídica. Verifica-se que

no primeiro caso oeixo z é paralelo ao eixo longci· da

molécula, enquanto que no segundo, é o eixo y.

Quando tais moléculas são intercaladas em bi
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camadas, a tendência, devidoã es.trutura química, ~ de

elas se orientarem com seus eixos longos aproximadamen

te paralelos ã normal ã bicamada,

conseql,!.ências para a natureza dos

. ~ ..com as prevlslvels

espectros obtid~s .~

A tabela I apresenta também as estruturas de

alguns marcadores de spin que apresentam tendência de

sofrer partição entre os meios aquoso e membranoso e

c'uj as propriedades espectrais são discutidas na Seco I .B.7.

S. Dependência dos Espectros de Ressonância Paramagnética

Eletrariica da Orientação - Parâmetro de Ordem

A natureza tensorial de g e T gera uma depeg

dência dos espectros de RPE da orientação da amostra

(anisotropia) excet'o nos casos de soluções, (ver Sec~

I.B.6J em relação ao campo magnético.

Podemos atribuir ao grupo nitrôxido um siste

ma de coordenadas de sorte que o eixo x é paralelo a

ligação N~O, o eixo z é paralelo ã orbital 2p~ que con

tema maior parte da densidade- 'eletranica do eletron

desemparelhado, ficando o eixo y perpendicular aos ou-

egxx' gyy,gzz,Txx ' Tyy

tros dois (Fig. 7). Em geral esses eixos coincidem com

as direções dos componentes prin6ipais dos tensores g

possívele T (gxx' g ,g e T ,T ,T , Fig.7) Syy zz xx yy zz
determinar os valores de

Tzz, introduzindo radicais nitrôxido como impurezas

substitucionais em mono-cristais de compostos se1l1elhan

tes diamagnéticos e estudando os e.'spectros em função

do ângulo entre o mono-cristal e o campo magnético apli:

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



tes orientações pennite, obter os valores principais. A Fig. 8

mostra os espectros de um radical ni tróxido em um mono-

cristal, obtidos quando o campo magnético aplicado é p~

raleIo aos eixos x,y e z. Pode-se notar como variam os
<: --~ -~-- ----

valores de g (posição das linhas no campo magnético) e

T (o desdobramento hiperfino). A tabela II mostra os

valores de g e T mais comumente encontrados.

A an'isotropia de g e T é a base do cálculo de

parâmetros de ordem em membranas.

o parâmetro de ordem é uma medida da orienta

çao molecular em relação a um eixo de referência (o di

retor). Este eixo em geral é tomado como a normal ã. su

perfície da membrana, embora em alguns casos tenha sido sug~

rido que ele é inclinado com relação à normal C184J.Aorie~

tação preferencial, dada por um ângulo S com relação
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ao diretor, pode ser interpretada como se originando

de um pseudo-potencial de i~teração devido a ação de

todas as moléculas sobre uma dada molécula (ISO).

O parâmetro de ordem é definido com a média

para o conjunto de molécul as: - ~-

S < 3cOS 2 S-l>

2
(2)

Seelig (151) demonstrou que o parâmetro de or

dem para um marcador de spin em membranas pode ser cal­

culado através da medida do desdobramento hiperfino do

espectro d~ RPE.



TABELA Ir

Principais valores dos tensores de desdobramento hiperfino e g de nitr6xidos orientados em

cristais diamagnéticos

A A A gxx gyy gzz Referência
Nitráxido Cristal diamagnetico

xx yy zz

(G) (G) (G)

CSL Cloreto de colesteríla 6,3±O,2 5,9±O,2 3l,9±O,l 2,0090 2,0060 2,0024 149

± 0,0001
J

A Tetra metil-l,3-ciçl0

O N-O 5,9 5,4 32,9±O,5 2,0088 2,0058 2,0022 148

X butano-dí-ona
±O,OOOS

~

N



a. Determinação do Parâmetro de Ordem em Multi-bicamadas

Planas

A fim de calcular o parâmetro de ordem p~

ra um marcador de spin intercalado em multi-bicama­

das planas é necessário obter os espectros com o cam

po magnético orientado perpendicular e paralelame~

te à superficie das membranas. Nesse caso T~ e T~

são respectivamente o desdobramento hiperfino medi­

do com o campo.magnético paralelo (0°) e perpendic~

lar (90°) ã normal ã bicamada. Para um marcador de

spin orientado com seu eixo longo molecular parale­

lo à normal ã bicamada onde o eixo longo molecular coin

cide com a direção do componente principal do ten­

sor hiperfino T , o parâmetro de ordem é dado por:zz
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Til I - 1J.
S = T - (T + T )/2

zz xx yy
(3)

Às vezes torna-se· necessário usar um fa-

tor de correção que leva em conta a polaridade do

meio (145).

A expressão varia quando o eixo longo mo-

lecular do marcador de spin coincide com outros com

ponentes principais do tensor hiperfino.

A derivação do parâmetro de ordem nao en

volve explicitamente as velocidades de movimento do

marcador de spin (145). Pressupõ~ contudo, que eles

são rápidos na escala de tempo do experimento (ver

Seco I.B.6.), isto ê, pressupõe simetria cilíndrica



ao redar do eixo longo da mo16cu1a.

Os valores de T,; e T~ podem ser afeta­

dos pela existência de uma distribuição de eixos de

orientação em relação ã normal ã bicamada caracteri

zada por um ângulo de espalhamento (5,63,122,149,152-154)

ou pela ocorrência de uma inclinação do eixo de ori
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entação em relação ã normal à bicamada (63,149,184) .

Neste último caso, oS valores de Tir e T1 podem

ser encontrados efetuando-se um estudo completo da

dependência angular dos espectros em relação ao cam

po magn6tico aplicado (63,148)4

b. Determinação do Parâmetro de Ordem em Liposomas e

Vesículas.

Os espectros de marcadores de spin inter-

calados em 1iposo.mas e vesículas representam a soma

dos espectros de todas as possíveis orientações do

eixo longo da mol~cula em relação ao campo magnfti­

co aplicado. Embora haj a disfribuição isotrópica dos

lipídios (a amostra 6 macroscopicamente isotrópica),

os espectros que se somam refletem a orientação de

cada mol~cula. Hubbell e McConnell (145) demonstra-

ram que os espectros de certos marcadores de spin

nesses sistemas apresentam pontos dos quais 6 possi

vel extrair T' e T; e, portanto, calcular o pa-
I/ -L

râmetro de ordem (ver Fig. 36).



6. Dependência dos Espectros de Ressonância Paramagnéti­

ca Eletrônica da Mobilidade-Tempo de Correlação Rota-

cional.

Moléculas esféricas em fluidos isotrópicos em

geral possuem movimento isotrópico. Esse movimento é

caracterizado por um tempo de correlação rotacional T. Se o

movimento ~ rápido na escla de tempo do RPE (T <10- 9 s),
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o espectro de um marcador de spin apresentará valores

de g e de desdobramento hiperfino (éN) que são as me-

dias dos principais valores dos respectivos

(Fig. 8).

tensores

A velocidade do movimento determina a largura

das linhas espectrais. Estas são estreitas para movimen

tos rápidos e vão se alargando à medida que o movimento se

t.Q1J"@_ ~a~~_lento (Fig. 9). Quando a frequência do movi­

mento se torna comparável à diferença entre os valores

principais de T ou g (medidos em unidades de freqiiên-

cia), obtem-se linhas de formas mais complexas. No ca-

so extremo, quando o movimento molecular é lento na es
7

cala de tempo do experimento (T > 3.10 s), cada molécu

la contribui um espectro individual, obtendo-se um es-

pectro resultante que representa a soma de todas as

possíveis orientações em relação ao campo magnético.E~

pectros desse tipo são chamados espectros de pó.

~ ~ possível calcular o tempo de correlação ro

tacional a partir das larguras e alturas das linhas es

pectrais. A teoria que foi desenvolvida para o cálculo

de L gera dois valores, denominados LB e LC,a partir

de duas expressões diferentes (156,15n. As . expressoes
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,I

para o calculo de LB e LC se aplicam de maneira rigor~

sa apenas para o caso do movimento perfeitamente isotrópico
_ 1 1 _ 9

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

se-ia obter L B = L C.

Verifica-se, por~m que, mesmo em meios iso-

trópicos, frequentemente LB f T C (157- 160). Isso se

deve ao fato de que, devido a existência de um eixo

preferencial de rotação e/ou a movimento intra~molecu-

lar, o movimento ~ anisotrópico. Nesse caso, foi desen

volvida teoria que analisa os espectros em termos de

dois tempos de correlação L
Il

e Li que caracterizam,

respectivamente, o tempo de rotação ao redor de um ei-

xo molecular principal e o tempo de rotação do

próprio eixo (157-160).

Em sistemas de membranas, a anisotropia do m~

vimento se torna uma imposição do próprio meio. Apesar

disso, as equações empregadas para. cálculo de LB e LC

tem sido utilizadas para analisar e;;1Lectrosdemarcado
'----" -- - ---- - - - --- -~-- -

.res de spin em membranas (161)", quando esses espectros _-----_._.- .. -. -.'~-- -------- .

apresentam linhas_ estreitas, indicat.ivas...de-a.lt_ªJIlobili
~---_._.-._---_.... -"-- --_..-_.,.--

dade e quando se observa que o parâmetro de ordem e
~ ----------- ....__..._. __.. -

muito baixo (impossível de ser determinado através do------_.--

espectro ,~~_yezes) .

O cálculo de L a partir das larguras e altu-

ras das linhas espectrais pode ainda fornecer valores

errados devido a contribuiçãô" para' a forma das linhas de

outros fatores. Foi claramente demonstrado que o desdo

bramento hiperfino não resolvido devido a protons exi~

tentes na mol~cula pode resultar em erros
/

considera



veis no cálculo de ~ (162).

Valores dei podem às vezes ser calculados p~

ra marcadores de spin em membranas (154,163,164). Se'

caracterizarmos o movimento da molécula por dois tem­

pos de correlação 1',\ e '( (onde as definições são as

~ -7mesmas da p.36) e se I~ for muito longo (>10 s), p~

.de ser calculado do espectro de multi-bicamadas pla­

nas tirado com o campo magnético perpendicular à nor­

mal à bicamada. Nesse caso determinam-se os parâmetros

B e C (150):
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B = 1,22 x 10- 7 g H (1
gxx

7 )2C = 0,61 x la (a zz - axx

1
-g ) (a - a )

zz zz xx
(4)

(5)

onde g = (gxx + gyy + gzz) /3 (6)

t.

Essas equações são válidas para 't\\<,3.lO- 9 s.

Para rotação ao redor do eixo y (como é o ca

so dos marcadores de spin de n~tuTeza esteroídica).

~ -10
. I ;.-2,82 x 10 B (7)

li

e "I -;: 2,25 x 10-10 C (8)
\I

onde B = 1/2 ilHa (Jro/F+ l :" Ira/I-I) (9)

e C = 1/ 2 6 fio (J 10 / 1+1+1 10 / I _1 - 2) (10)

ondeôHo é a altura pico a pico da linha de campo mé­

dio medida em gauss e 11' Ia, 1_1 são respectivamente



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

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

diano -1; contudo, geralmente T é dado aperias em segundos.

Mailer e colaboradores (164) também apresent~

ram as bases para o cálculo do tempo de correlação T

para marcadores çle spin em membranas a través de um modelo

simples que considera o eletron livre como sendo capaz

de saltar entre estados caracterizados por diferentes

panâmetros espectrais (fator g e desdobramento hiper­

fino). A forma pela qual estes estados determinam a

forma das linhas espectrais depende do tempo de corre­

lação rotacional da molécula. Este tratamento será discu­

tido mais pormenorizadamente na Seco 11. B.2.

7. Dependência dos Espectros de Ressonância Paramagnética

Eletrônica da Polaridade do Heio-Parâmetro de Partição

Rassat e colaboradores já em 1965 (140) mos­

traram como os valores de g e T dependem da polaridade

do meio, os primeiros decrescendo e os últimos aumen­

tando com o aumento da polaridade.

Esse efeito serviu de base para a proposta

da localização dos grupamento N-Q de diferentes marca­

dores de spin em membranas (151) e também para um est~

do do perfil de hidrofobicidade da membrana (165)-

Além disso, no caso de marcadores de spin

que, devido ã sua estrutura, são capazes de sofrer pa~

tição entre o meio aquoso e a membrana (166), as dife­

renças entre g e desdobramento hiperfino podem gerar

espectros em que as três linhas espectrais se encon-
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tram resolvidas para cada meio (167). Mais comumente,
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observa-se resolução apenas da linha de campo alto,

ainda assim com alguma superposição dos espectros cor-'

respondente aos dois'meios (166). Apesar disso, foram

definidos parâmetros de partição do marcador de spin,

(30,168) baseados em medidas de alturas das linhas re­

lativas às fases membranosa e aquosa e vários fenôme-

nos tem sido estudados com base em variações desses p~

râmetros de partição. Entre esses fenômenos <::i t'.am-se

transições de -fase gel-cristal líquido (30,54,169,170) separa­

ção lateral de fases em misturas de fosfolipídios (30,

66-68) e em m~mbranas (171,172) e formações de ilhas

de agregado em membranas modelos e bio16gicas (168).

Na Sec.III A.2 será discutido o emprego des-

ses parâmetros de partição e os erros que podem ser i~

troduzidos devido à medida de alturas como sendo pro-

porcionais ã concentração.

8. Depend~ncia de Espectros de Ressonância Paramagn~tica

Eletrônica da Concentração da Esp~cie Paramagn~tica

Na apresentação da equação (1) foi indicado

que dois termos, tG t e '~d' l' estão relacionaroca. lpO o

dos com a ocorr~ncia de interação spin eletrônico - spin

eletrônico. Foi também colocado que ibd · 1 apres entalpO o

uma dependência angular. Isto significa que contribui-

ções devidas a 'J0diPOlO podem aparecer em espectros de

marcadores de spin intercalados em membranas (53,54,

173,174). No caso de soluções isotr6picas, a expressa0

da dependência angular faz com que o termo iG d , 1 de'lpO D



sapareça.

Foi observado também quedGt e ~d· 1roca lpO o
devem ser considerados no caso de bi ou poli-radicais (175).

No ~aso de mono-radicais, esses termos s6 se tornam im

portantes quando a concentração da espécie paramagnéti

ca é alta.

Os efeitos espectrais introduzidos por essas

interações podem ser Gteis no estudo de membranas e aI

guns serao citados na Seco III.A.l.

Uma aplicação importantíssima de interações'
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spin e1etrônico-spin eletrônico consistiu no emprego

do fenômeno para demonstração da ocorrência de difusão

lateral de lipídios em membranas e para determinar o

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

i. Contribuição do Método de Marcador de Spin ao Estudo de

Membranas.

1. Membranas Artificiais

a. Organização Molecular

Inúmeras rev-isões tratam da aplicação do

Método de Marcador de Spin ao estudo de membranas

(6,150,155,179-183). O primeiro trabalho data de 1968

(166) e e de autoria de Hubbell e MacCorme11. Nesse

trabalho, os autores introduziram o marcador TEMPO

no nervo de caminhar de lagosta. Num raciocínio ana

logo ao de Steim e colaboradores (15) ~ fato de que

0Jpectro obtido era semelhante ao fornecido
,.

por



dispersões lipídicas), Hubbell e McConnell propuse-

ram que a porção lipídica da membrana do nervo se

constituía também de bicamadas.

b. Tipos de Movimento Molecular

1. Rotação ao Redor do Eixo Longo Molecular

Até 1969, as únicas informações disponíveis

para propriedades de lipídios em membranas ao nível

molecular eram as obtidas através de estudos de raios X

(73,74) e alguns resultados iniciais de ressonância

magnética nuclear (RMN) (89,90). Os dados de raios

X diziam que no estado gel, medidas de alto ângulo

davam um espaçamento entre as cadeias alifáticas de

0,42 nm, em um pico agudo, que sugeria ausência de mo-

vimento. No estado de cristal líquido, no entanto,

medidas de alto ângulo davam urna banda difusa de

0,46 nm (73,74). Esse resultado _ sugeria que nesse
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estado deveria haver maior liberdade de movimento

das cadeias alifáticas, que seria responsável pela

difusão da banda.

Espectros de ITh1N' ~ostraram que os grupos metila

terminais das cadeias ali fáticas gozavam -de liberda

de de movimento bem mais ampla (linhas estreitas) do

que os grupos metileno ao longo da cadeia (linha la~

ga) (89,90).

A introdução de marcadores de spin de nature-

za esteroídica em membranas veio evidenciar de manei

ra incontestável a ocorrência de um movimento de ro

~

~

l ..



tação ao redor do eixo longo molecular (120,121).

Quando um marcador esteroídico é introduzido

numa membrana, ele se orienta com seu eixo longo apro­

ximadamente paralelo à normal à bicamada. Do siste-

ma de coordenadas que caracteriza o grupamento N-O,

é o eixo y que é aproximadamente paralelo ao eixo

longo da molécula. Em sistemas de bicamadas plana~
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se o espectro for observado com o campo magnéti-

co paralelo à normal à bicamada, os valores de T e g

observados deverão corresponder aproximadamente a

T (N6G) e g (~2.006). Por outro lado, para oyy yy

espectro obtido com o campo magnético paralelo à su

perfície das bicamadas, existem duas possibilidades.

Na ausência de rotação ao redor do eixo ~ongo ori­

ginar-se-ia um espectro de pó bi-dimensional com con-

tribuição dos componentes T , T e g , g em toxx zz xx· zz

das possíveis orientações no plano da membrana, ou

seja, o desdobramento hiperfino máximo seria de 32G.

Se, por outro lado, ocorrer a rotação ao redor do

eixo longo, ao invés da soma apresentada no espectro

de pó, observar-se-á uma média dos valores princi-

pais, ou seja Tobservado =

vado = g + g - 2 ,.0 06.xx zz
2

T + Txx zz
2

-19G e gobser

Exatamente esta última situação foi observa-

da para bicamadas planas cons is tindo de fos fa tidil co

lina de ovo (120,121) e fosfatidil colina de ovo +

colesterol (121).



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 esteroídicos, que não

possuem movimento de segmentos intra-moleculares.

O parâmetro de ordem para esse tipo

de moléculas pode ser redefinido em função do fa-

to que agora o eixo longo molecular coincide apro-

ximadamente com o eixo y do sistema de coordenadas

do radical N-Q (5,150).
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s= !ú - T.L (11)

T -(T + T )/2yy xx zz

onde todos os valores expressos representam médias

devidas a ocorrência de movimento ao redor do eixo

longo, que confere simetria cilíndrica no plano da

bicamada.

Assim definido, verifica-se que, no-

vamente o valor máximo de $ é 1, o que representa­

ria uma situação de ordem máxima dos eixos longos

moleculares.

Experimentalmente, o valor $=1 é ra­

ramente obtido e vários modelos tem sido propostffi

para explicar os resultados, todos eles envolvendo

movimento do eixo longo molecular em relação ã nor

mal ã bicamada (5,6,122,145,151).

o modelo mais simples é aquele no



qual o eixo longo molecular precessaria rapidame~

te com um ângulo B em relação à normal à bicamada (150).

O ângulo 8 poderia ser obtido da. eXpressão

S (8)= 1/2 (3 cos 2 8-1) (12)

Em geral, os movimentos são mais complexo.s· e a

equação (12) deve ser substituída pela média no

tempo, onde a forma da média depende da natureza

do movimento.

Um modelo mais complexo descreve o

movimento do eixo longo molecular como constituin

do de um caminho ao acaso dentro de um espaço co-

nico definido por um ângulo y (5,l22,l52,l53).Ne~

se caso

s (y) = 1/2 (cos ~ + cos 2 ~) (13)
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Uma complexidade adicional pode

ser introduzida, qual seja, uma distribuição de

valores de y. Simulações espectrais indicam que tnna

distribuição em forma Gaussiana pode explicar Ce!

tos efei tos sobre a . 1a, r gl.l r a de linhas espectrais

(152) .

E o caso da adição de cblesterol

lecitina de ovo (152). Em ausência do mesmo
. I

..
a

era

necessário introduzir um parâmetro de distribui

ção de 10°; esse valor decresceu em presença de

quantidades crescentes de colesterol.



Mc Farland e McConnel (184) propus~

ram ainda qu~ para explicar os espectros obtidos

em multi-bicamadas planas de fosfatidil colina de

ovo contendo 25 moles% de colesterol e 25% de á~

era necessário levar em conta que o eixo longo da mol~
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cuIa do marcador de spin possuia uma

em relação ã normal ã bicamada.

inclinação

Neal e colaboradores (185) mostra

ram que o grau de ordem de um sistema pode também

ser correlacionado com a relação (b/c) entre as aI

turas das linhas do campo baixo (b) e

de campo médio (c) em espectros de marcadores est~

roídicos tirados com o campo magnético paralelo ã nor­

mal ã bicamada. Uma discussão ponnenorizada das idéias

desenvolvidas a respeito do parãmetro de ordem' é

dada por Griffith e Jost, no capítulo 12 da ref. (,.

iii. Movimento de Segmentos Intra-moleculares

Para marcadores de spin do tipo de

ácidos graxos ou fosfolípidios, torna-se evidente

que o movimento intra-molecular da cadeia hidro­

carbônica deve contribuir para o parãmetro de or­

dem observado. Esse movimento intra-molecular se

origina da rotação ao redor de ligações simples

-c-e-, responsáveis por interconversões entre ro­

tâmeros trans e gauohe. O parãmetro de ordem foi

analisado em termos da contribuição das probalida

des P
t

e Pg de conformação trans e gauohe ao lon­

go da cadeia (151).



Admitindo-se que P é pequena, umag

vez que a conformação gauc:he é energeticamente des

favorecida, e que Pt e Pg são constantes para to­

das as ligações -C-C ao longo da cadeia, pode-se

mostrar que o parâmetro de ordem no carbono n e

dado por (145):
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log Sn = n log Pt + C (14) .

onde C é um pequeno fator de correção que depende

pouco de n.

Seelig (151) eHubbell e McConnel1 (145)

verificaram experimentalmente a validade da equa-

ção (14).

Hubbell e McConnell (145) apresentaram t~

bém uma expressão em que o parâmetro de ordem me­

dido depende, além do movimento intra-mo1ecular,

dado por S da orientação do eixo longo molecular
n

em relação i normal i bicamad~ dada por So.A ex-

pressao se torna:

log Sn (na .bicamada) = n log Pt + logSo + C (lS)

A medida experimental do parâmetro

de ordem para no mínimo duas posições do radical

N-O na cadeia hidrocarbônica permite a avaliação

de Pt e de So' o parâmetro de ordem para o

longo da molécula.

eixo



Uma simplificação adotada na deriva

çao das expressões acima é a de que P tem o mes­
t

mo valor para todas as ligações -C-C, o que pro-

vavelmente nao ocorre.

A análise do par~metro de ordem em

termos das probabilidades P , P foi posteriormen
t g -

te estendida por Schindler e Seelig (185).

A discrepância entre o comportame~

to de S em função de n em resultados de RPE quan-
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do comparados com resultados de RMN de

será discutida na Seco IV.

iv. Difusão Lateral

deutério

Uma das principais contribuições ao

estudo de membranas pelo Método de Marcador de

Spin consiste na evidenciação do movimento de trans

lação de moléculas de lipídios no plano de membra

nas e na medida do coeficiente de difusão (53,54,

174,176-178).

Essa determinação é fundamentada na

observação de interação spin eletrônico-spin ele­

trônico, principalmente por troca, a qual se evi­

dencia na forma das linhas espectrais, em presen­

ça de concentração suficientemente elevada de mar

cador de spin. Quanto maior a concentração, maior

a freqüência de troca, a qual, em membranas, e

controlada pela difusão.

Sackmann e Trauble (176,177), Trau­

ble e Sackmann (174) e Devaux e McConnel (178). de

terminaram o coeficiente de difusão lateral em



membranas modelos como sendo da ordem de -83xlO
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2cm /s e Scandella e colaboradores (53) e Overath

e colaboradores (54) determinaram os valores de
-8 2 . -8 2

-7,5 x 10 cm /s e 3,25 x 10 cm /s respectiva

mente em membranas de retículo sarcoplasmático e

de E. coli.

c. Temperatura de Transição de Fase de Fosfolipidios

Os espectros de RPE de marcadores

de spin tem sido utilizados para detectar a temp~

ratura ~e transição de fase de fosfolipídios, Tc

(30,54,66-68,145,169,170,187).

Em alguns experimentos empregan-

do marcadores de spin de ácidos graxos foi verifi

cado que a temperatura indicada pelos espectros

do marcador como sendo a de transição não corres-

pondia à dada por calorimetria diferencial de var

redura (54).

A partição de marcador de spin TEM-

PO tem sido muito utilizada no estudo de tempera-

tura de transição (30,66-68,170). Pode-se obser-

varum acentuado decréscimo da solubilidade de

TEMPO na membrana né! fase gel. A partição do TEMPO

também tem sido capaz de revelar a pré-transição

mencionada na Seco I.A.2.a.

d. Fusão de Membranas

O fenômeno de fus ão de membranas tem

sido considerado como de potencial grande impor-



tância em certos processos biológicos a nível de

membrana (60). No entanto, nenhum experimento

até hoje realizado realmente descartá outros pos­

síveis mecanismos (além da fusão) como responsa­

veis pela mistura dos constituintes de duas mem­

branas diferentes (188).

Feita essa ressalva, podem-se citar

os trabalhos de Taupim e McConne11 (189) como pro

pondo a evidenciação de ocorrência de fusão entre

vesículas de DPPC. Grant e McConne1l (190) estud~

ram esse processo ocorrendo entre vesículas de

DPPC e membranas de Acholepl.asma l.aidl.awii e Mae­

da e colaboradores (191) examinaram a fusão de ce

lulas vermelhas do sangue induzida por virus de

Sendai.

e. Separação Lateral de Fases

1. Termotrópica

A importância do fenômeno de separ~

çao lateral de fases j ã foi amplamente enfocada nas

Seco I.A.l.b e I.A.2.a. A maior parte desses estu

dos. em que se estabeleceram diagramas de fase p~

ra misturas binárias de fosfolipídios foi efetua

da no laboratório de McConnell (30,66-68), através

da análise da partição de um marcador de spin en­

tre as fases aquosa e membranosa. Esses diagra­

mas de fase permitem estabelecer as temperaturas

de ínicio e término de separação lateral de fases

_J:~;'"
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e esses conceitos foram posteriormente aplicados

a sistemas de membranas biológicas (171,172' , ver

Seco LB.7).

ii. Ionotrópica

A maior parte dos estudos de separa
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çao lateral de fases induzida por ação de íons,

em geral Ca++, em misturas foi efetuada no labora

tório de Ohnishi (69-71). o efeito é observa-

do através do emprego de concentrações relativamen

te elevadas de fosfolipídio marcado. Ao se promo-

ver a separação de fases, fortes interações spin­

-spin são observadas nos espectros devido a um au

mento efetivo da concentração do fosfolipídio nas·

regiões segregadas.

O efeito de Ca++, pH e de polilisi-

na na separaçao lateral de fases em misturas de

DPPC e âcido dipalmitil fosfatÍdico foi cuidadosamen

te examinado por Galla e Sackmann (72).

f. Interações a Nível de Membranas

~ conhecido o fato de que vârios com

postos de importância biológica ou farmacológica

atuam a nível de membranas. Os pesquisadores en­

volvidos com a aplicação de Método de Marcador de

Spin tem procurado empregâ-lo no estudo dessas in

terações. Assim, tem sido examinado o efeito de

ester6is (152,153,l64,l92~l97), íons (69-72,198-200) . pH





rop1astos, (247,248) nervos de lagosta, (166,249 , 250)

etc.

b. Interação Lipídio-Proteína

Um dos problemas mais interessantes na área

de estrutura e função de membranas é o da interação e~

tre os lipídios e proteinas constituintes das mesmas.

Vários estudos tem sido rea1izadosna tentativa de e1u
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cidar o que ocorre com lipídios que interagem tanto

com proteínas perif~ricas (251,252) como com proteí­

nas integrais (168, 215-220).

A maior parte dos estudos relacionados com

proteínas integrais aborda o problema atrav~s da re­

constituição gradativa de membranas, isto ~, atrav~s,

da análise dos espectros de marcadores de spin lipídi

cos adicionados a misturas contendo proporções vari~

das de lipídio e protefna. Uma exceção e o trabalho

de Stier e Sackmann (253), onde se empregaram membranas

de retículo endoplasmático. Nesse caso foi examinada

a atividade do sistema citocromo P 450-citocromo P
4SO

NADPH redutase sobre a redução de marcadores de spin

e, atrav~s dos resultad9~foi concluído que havia uma

camada de lipídios rígidos rodeando a proteína imer-

sa na membrana.

o conceito de lipídio limítrofe (ou halo)

foi desenvolvido de maneira muito elegante no traba­

lho pioneiro de Jost e colaboradores (215-217) em que

se promoveu a reconstituição de membranas de citocro­

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



tu'dos dessa natureza (219).

Outros sistemas enzimáticos ou proteicos
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que tem sido objeto desse tipo de estudo' são a ATPase
++ ++ ~ ~ "dependente de Ca e Mg de retlculo sarcoplasmatlco

(168,254), o receptor de acetil colina (255), rodopsi

na (220 1 256).,Em geral existe uma concordincia sobre

a existência de lipídio
/

limitrofe, mais imobilizado

do que O restante dos lipídios ao redor "da proteína.

Essa concordincia porém não é total (220).. Também, tra­

balho recente de Seelig e Seelig (257), empregando res-

-. ~ . 1 d 31 d d ~. f"sonanCla magnetlca nuc ear e P e e euteTlO a lr-

ma que os resultados obtidos por esses autores não peE

mitem concluir a existência de lipídio limítrofe em

membranas de citocromo oxidase.

c. Eiossíntese de Fosfolipídios Marcados

Spin

com Marcadores

A incorporação biossintética de ácidos gra-
. ~

xos marcados com marcadores de spin em lipidios mais

complexos foi verificada para vários microorganismos
~

(234 - 237)1 indicando que o anel oxazolidinico era uma

pertubação aceitável pelo~ sistemas enzimáticos desses

microorganismos.

Estudos posteriores vieram revelar que mito­

côndrias (258) e fração microsomal de célula de mamíf~

ro (259- 261) também são capazes de sintetizar fosfoliPi

dios a partir de ácidos graxos marcados ..

A importincia desses processos é discutida

na Seco III.C.l.



5. Reatividade de Marcadores de Spin

Em váríos estudos que empregaram marcadores de

spin intercalados em membranas bio16gicas foi verificada

a destruição do sinal de RPE, por vezes bastante acelera­

da (262-265) provavelmente devido à ação redutora de alg~

ma enzima ou enzimas.

Alguns pesquisadores procuraram fazer uso desse

processo para estudar aspectos funcionais de membranas (264;

266).

Também, a reatividade química dos radicais ni­

tróxido, em particular com o ion ascorbato foi utilizada

para o estudo de processos em membranas artificiais tais

como mobilidade transversal (115), permeabilidade (267) e

a ocorrência de regiões heterogêneas durante a transição

gel-cristal líquido (169).

A Seco III.A.3 descreve o emprego da reaçao en­

tre ascorbato e nitróxido em membranas com vistas ao estu

do de propriedades de permeabilidade das mesmas. Na Seco

III.B.$, a mesma reação é utilizada para examinar o efei­

to do antibiótico po1iênico anfotericina B sobre membra

nas. Finalmente, a destruição do sinal de RPE de marcado­

res de spin por mitocôndrias .efração microsona1 de fíga­

do de cobaia foi examinada na tentativa de verificar a

transferência de marcadores de spin entre membranas e de

determinar a localização dos sítios de redução (Sec. 111.

C. 2) .
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I - MATERIAIS E M~TODOS

A. Compostos

De Lipid Products, South Nutfield, InglateI

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

De Serdary Research Laboratory, London,Ont~

rio,Canadá,obtiveram-se: PC, monolaurina, monopalmiti

na, monoestearina, monooleina, monolinoleina, dipalmi

tina e diglicerídios insaturados.

De Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois,

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

DPPC procedeu de Mann Research L,aboratories,

N.Iorque, N.Iorque, E.E.U.U., de General Biochemicals,

de Grand Island Biological Co., Grand Island,N.Iorque,

E.E.U.U. e de Sigma Chemical Co.,St. Louis,Missouri,E.

E.U.U., que também forneceu DMPC, TRIZMA e ácido olei

co (pure za > 99% ) .

Colesterol, recristalizado duas vezes de me

tanol, veio de Steraloids, Inc., Pawling, N.Iorque,E.

E.U.U.

De Eastman Organic Chemicals, Rochester, N.

Iorque, E.E.U.U., obtiveram-se: cloreto de hexadecil

trimetil amônio (HDTMA), octadecano, ácido decanoico,

I, 2-benzantraceno, J .:..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 óleo de parafina (parafina líquida, óleo mine-

ral (pesado)) 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 fusão foram 79-80, 217-218,

156 e 99~1000C.

Os marcadores de spin CSL, ASL 5-, 12-, e

l6-SASL provieram de Syva Corp., Pala Alto, Ca1ifor­

nia. E.E.U.U. Tamb6~ CSL e SSL foram sintetizados pe

10 Dr. J.C. Hsia no National Research Council do Ca-
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nadá (Ottawa, Ontário). TEMPO foi sintetizado pela

Dra. F. Hasan, na mesma instituição. TEMPONA per-de~

teriada foi sintetizada pelo Dr. R.P. Mason, da Uni-

versidade Corne1l, Ithaca, N. Iorque, E.E.U.U. TEMPO

-colina foi doação do Dr. A.C. Oehlsch1ager,da Simon

Frazer University, Burnaby, Bristish Columbia,Cana­

dá. Estearil- coenzima A (estearil CoA) contendo o

anel oxazolidínico na posição 12 foi preparado pelo

Dr. N. Z. Stànacev, da Universidade de Toronto,Toron

to, Ontario, Canadá.

Glucagon marcado foi preparado pelo Dr.R.

M. Epand da McMaster : University, Hamilton, Ontário,

Canadá.
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Os derivados 5a e 7a-hidroperoxi de co­

lesterol foram doação do Dr. M. Nakano, da Universid~

de de Gunma, Gunma, Japao. O derivado 13-hidroperoxi

do ácido linoleico foi preparado pelo Dr. N. Durân,do

Instituto de Química da Universidade Estadual de Cam­

pinas.

Anfotericina B e nistatina foram doação do

Laboratório Squibb.

Todos os demais reagentes apresentaram grau

analítico ou foram purificados.

B. Equipamento

Foram utilizados os seguintes espectrôme­

tros de RPE da VaIian: um E-3, um E-3 acoplado a um

computador 620i, um E-4, um E-9 e um E-12. Foi ainda

empregado um espectrômetro de banda K, feito no labo­

ra tório do Dr. C. P . S. Taylor da Univers idade de Western

Ontário (Canadá).

Foram empregadas celas de quartzo para so-

_luçao aquosa ou para estudo a temperatura variável de

James Scanlon, Costa Me~a, Califórnia. Para os estu­

dos a 24 e 35 GHz (Sec. III.B.2) foram usadas lâminas

de quartzo para o preparo das amostras.

Nos estudos de temperatura variável era em

pregado o equipamento padrao da Varian para SOlUÇa0

ou dispersões.- Filmes depositados em celas para solu­

ção aquosa eram inseridos em um encaixe especial . de

quartzo desenhado pelo Dr. K.W. Eutler.
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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 termô-

metro digital Mettler TM 15.

o pH foi medido com o aparelho M"etrohm E-152

Aparelhos de uI tra-som empregados foram Cole-Parmer mo

delo 8845-3 e Branson.

A dosagem dos hidrocarbonetos aromáticos

descrita na Seco III.B.4 foi feita num espectrofotôme

tro Zeiss DMR-21.
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C. Preparo de amostras

As soluções aquosas empregadas eram O,15M

em NaCI, exceto quando indicado de outra forma. Na Seco

IILA.l.a.i foram empregados tampões variados e na Seco IH ..

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

1. Multi-bicamadas Planas

Soluções clorofórmicas contendo todos os

componentes da membrana são introduzidas nas celas de

quartzo para soluções aquosas e o solvente removido

por um fluxo de nitrogênio úmido, ficando depositados

nas paredes da cela os filmes lipídicos. A seguir, as

amostras sao submetidas a vácuo por um período de pe­

lo menos 1,5 horas.

No caso geral, as amostras são hidratadas

com solução salina e/ou tampão e a solução de hidrata

çao e drenada antes do registro dos espectros.

A solução de hidratação (contendo ascorba­

to ou Fe 2+) não foi removida nos estudos descritos nas



Secs. III.A.3 e III.B.3.b. Os espectros foram regis­

trados com o campo magnético paralelo ã normal ã bica

mada.
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As amostras preparadas em placas de quar­

tzo (Sec. III.B.2) foram hidratadas com solução sali­

na e o excesso de água removido com papel absorvente

para os espectros a 24 GHz. Para os estudos a 35 GHz,

a hidratação foi efetuada pela passagem de nitrogênio

úmidp através da cavidade durante a tomada dos espec­

tros.

Filmes de lisofosfatidil colina foram hi~

dratados conforme descrito na Seco III.A.I. Esse com­

posto não é totalmente solúvel em clorofórmio, de sor

te que as soluções de partida continham também meta­

nol. O mesmo aconteceu para o preparo de membranas con

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

As amostras são preparadas contendo aproxi

madamente 1 mg de lipídio·e cerca de I mol% de marca­

dor de spin.

As concentrações dos componentes sao sem­

pre dadas em mol%.

2. Liposomas

Liposomas são preparados por evaporaçao

de uma solução clorofórmica dos componentes da membr~

na por meio de um fluxo de nitrogênio úmido, restando

um filme lipídico nas paredes do teto. Após remoça0

do solvente residual a vácuo (,5 horas), adiciona-se

solução salina e/ou tampão (se necessário) e agita-se



no Vortex (em geral cerca de 5 a la minutos), trans

ferindo-se a dispersão para a cela para tomada de es

pectros.

3. Vesículas

Uma vez preparados os liposomas,estes sao

submetidos ao ultra-som por períodos de até 2 horas,

com interrupções durante o processo, a fim de faci-·

litar o resfriamento da am9stra. Quando o fosfolipí

dio é a f~s~atidii colina de ovo, a amostra é imer­

sa em banho de água e gelo, e submetida a um fluxo

de nitrogênio para mi:ilinüzar o risco de reações de oxi

dação e outras.

4. Amostras. Contendo Glucagon Marcado

A Sec. I I I. B. b descreve es tudos com o hor

mânio peptídico glucagorr ao qual se ligou um penta­

nel contendo o grupamento nitr6xido. Essa ligação

foi ~fetuada em duas posições no peptídio, o amino

grupo terminal da histidina 1 (dando origem ao com­

posto aqui denominado G-l) e o amino grupo ~ da li­

sina 12- (dando origem ao composto aqui denominado

G-12) .

Amostras contendo glucagon marcado eram

preparadas da seguinte maneira: o volume desejado de

G-l ou G-12 de uma solução estoque em 2-cloro eta­

nol era evaporado com um fluxo de nitrogênio, dei­

xando um filme, o qual era submetido a vácuo no des
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fosfoliPi­

suficiente

conjunto

minutos.

secador durante 30 minutos. Vesículas de

dia eram então adicionadas em quantidade

para se obter a relação molar desejada. O

era submetido ã agitação num Vortex por 6D

D. Registro dos Espectros

A fim de se evitar distorções nos espec­

tros devidas à escolha inadequada dos ajustes do apa

relho, ~ importante verificar quais são os ~alores

adequados de"pot@ncia, amplitude de modulação e da

combinação tempo de varredura/constante de tempo.

Nesse sentido, para os espectros obtidos

no presente trabalho, procurou-se empregar valores

de pot@ncia de 5 mW para marcadores em solução e de

5,10 ou no máximo 20 mW (se necessário, para amos­

tras de baixa concentração) para marcadores em mem

branas ou outros sistemas que conferem menor mobi­

1idade ..

A amplitude de modulação variou de 0,4

a 1,0 gauss para marcadores em solução, e em geral

foi de 1,6 'ou 2, O gauss (podendo chegar a 2,5 gauss

para amostras de baixa concentração) em membranas.

Para marcadores em solução 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 ~presentavam haixa concentraçio, a constante

de tempo era aumentada para 3,0 segundos e o tempo

de varredura para 8 ou 16 minutos.

Espectros foram registrados ã temperatE.

ra ambiente (20-23 0 C.), a ni-o ser quando indicado de

outra forma.
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I I - RESULTADOS

Os estudos a serem aqui apresentados se enqua-
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dram em três categorias pincipais:

A. Estudos de Caráter Estrutural

B. Estudos de Interações com Agentes que Atuam

ao Nível de Membranas

C. Estudos com Membranas Biológicas

Dentro de cada uma dessas categorias aspectos

variados foram abordado~ assim como também variaram as

formas de exame desses aspectos. Assim, em várias oportu-

nidades, como será visto no decorrer do trabalho, foram

empregadas, além das técnicas convencionais de análise e~

pectral, como descrito na Seco I.B, propriedades de rea-

tividade dos radicais nitróxido. Desta maneira, podem-se

obter informações de caráter relevante para o conhecimen-

to de membranas atra~es de estudo de processos

em matrizes membranosas.

A. Estudos de Caráter Estrutural

.. .
qUlmlcos

Dividiremos esses estudos em três partes: na pri

meira procurou-se estudar uma série de compostos anfífilicos

e estabelecer ao nível molecular, quais os 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 partição membrana-água de alguns marcadores de· spin,



procurou-se avaliar as condições em que esse tipo de estudo

pode ser empregado para examinar questoes como temperatu-
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ra de transição de fase gel-cristal líquido e separaçao

lateral de fases em misturas de fosfolipIdios; finalment~

num terceiro estudo, foram examinadas propriedades de per

meabilidade de biCamadas em função da composição da mem-

brana. Para isso, foi explorada a reação radicalar que

ocorre entre o íon ascorbato e o grupamento nitróxido. A

cinética desse processo permi ti~ obter informaçoes sobre o

mecanismo de permeabilidade de membranas lipídicas.

1. Características Estn:turais para Fonnação·'de Bicamadas Organi-

*-zadas por Compostos AnfifIlicos.

Os espectros de marcadores de spin intercalados

em vários compostos anfifílicos foram examinados. A es

trutura desses compostos variou quanto à cabeça polar)

carga na cabeça polar, número de cadeias alifáticas e

comprimento e grau de insaturação dessas cadeias.

Assim, foram investigados os fosfolipídios fos-

fatidil etanolamina (PE), fosfatidil serina (PS)

do fosfatídico (PA). Para pesquisar o efeito da

- .e aCI

remo-

ção de uma cadeia alifática empregou-se lisofosfatidil

colina.

Mono e di-glicerídios (que só possuem grupamentos ,'-OH

na parte polar) foram empregados para avaliar a importancia

da geometria e das interações eletrostáticas ao ,nÍvel

da cabeça polar dos fosfolipídios. A utilização de gli-
/

ceridios saturados e insaturados e possuidores de ca-

deias de variados comprimentos permitiu também'o e)Came

*Ref. 200



do efeito desses fatores nas propriedades organizacio

nais desses compostos.

A fim de efetuar o estudo proposto foi investi

g~do o efeito de pH, íons, colesterol e temperatura

sobre os espectros de marcadores de spin introduzidos

nos sistemas escolhidos.

Em virias estudo~ o grau de ordem foi avaliado

pela medida do parâmentro b/c como descrito na . Seco

I.C. l.b.ii.) Em outros casos, pela diferença entr~

os desdobramentos hiperfinos medidos com o campo mag­

nético paralelo e perpendicular ã normal a bicamadas

planas.

a. Estudos com Fosfolípidios

i. Efeito do pH

o grau de ordem de marcadores de spin in

traduzidos em filmes de PE, PS ou uma mistura de fosfati

dil colina de ovo (61 mol')-PA (6 mol')- coleste-

rol (33 moI') revelou uma dependência do pH do

meio. A Fig. 10 mostra espectros tirados com o

campo magnético paralelo ã normal i 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 ji se encontra despro

tonado. No segundo caso a molécula ê zwitteriônica.

A Fig. 11 est{ mostrando como variou a

relação b/c em função do pH para os três sistemas
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estudados. As curvas são claramente indicativas da

titulação de grupos ionizáveis dos compostos estuda-
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dos. Observa-se também que o grau de ordem é

quanto menor a carga total.

ii.· Efeito de tons

O estudo do efeito de íons de Ca++

maior

sobre

ácido fosfatídico foi efetuado com um sistema da mes

ma composição que o empregado no estudo de pH. Isso

deveu-se ao fato que filmes de ácido fosfatídicopuro

ou em presença dé colesterol, apresentaram pouca ou

nenhuma anis6tropia, isto é houve pouca ou :nenhuma

diferença entre espectros tirados com o campo magné~·

tico paralelo e perpendicular à normal à b~camada (Fig.

12). Essa baixa anisotropia permaneceu em presença de

~ ++ )10ns Ca (0,1 a 1M .

Em sistemas contendo PC (6l%)-PA (6%)- co­

lesterol (33%),0 efeito de Ca++ foi acentuado (Figs.

"lO e 12). A Fig. 13 mostra a variação de b/c para

ASL em função daconcentração de Ca++e a Fig. 14 mostra

a variação na diferença T
Ó

- Ti (tomado o va­

lor absoluto) para os mar~adores 5-SASL, 12-SASL e

CSL.

Quando íons Ca++ são adicionados a filmes

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

perfície onde foram depositados.







iii. Lisofosfatidil colina

A falta de uma cadeia de "ácido graxo

aumenta muito a solubilidade desse composto em agu~

a ponto de a solução de hidratação remover os filmes

preparados nas paredes da cela de quartzo, provavel-

mente com formação de micelas.

A fim de evitar esse processo promo­

veu-se a hidratação por equilíbrio das amostras com

vapor d'água a baixa pressão. A Fig. 15 mostra os

espectros de marcadores de spin em filmes anidros de

lisofosfatidil colina e após hidratação pelo proces-

so acima. Em lisofosfatidil colina 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

é menor; finalmente, o l2-SASL apresenta um efeito

de alargamento das linhas devido à interação spin-

spin por troca. Isto sugere que este composto é ex-

clu{do do sistema lipídico, formando' um agregado à par

te.

A hidratação produz espectros . onde nao

71

ocorre anisotropia e que são indicativos de grande

mobilidade, sugerindo a formação de estruturas de ti

po micelar, que no entanto permanecem aderidas à
/

superficie da cela.

A adição de colesterol induz um aumento da

resistência à solubilização do sistema pela solução

hidratante e fornece espectros altamente anisotrópi­

cos, característicos da rotação da molécula de m~rca





dor ao redor de seu eixo longo e indicativos da for­

mação de urna fase lamelar ordenada (Fig. 16).

b • :Monoglicerídios

Foram examinados os monoglicerídios sa­

turados monolaurina, monopalmitina e . monoe.stearina

e os insaturados monoolelna e monolinoleina.

Todos os saturados geraram espectros de

·CSL indicativos de interação spin-spin (Fig.17), pro

vavelmente devido ã exclusão do marcador do sistema

lipídico, em virtude do empacotamento denso das molé

cuIas.

g interessante observar que a adição de

pequena quantidade de colesterol (5 mol%) ã monolau­

rina abole o efeito de troca e dá origem a espectros

altamente anisotrópicos (Fig. 17). O aumento do núme

re de átomos na cadeia requer quantidade maior de co

lesterol (50 mol%) para que o mesmo efeito ocorra na
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monopalmi tina. E, na monoestearina, mesmo essa quanti

dade elevada de esterol não é suficiente para abolir

o efeito de troca.

Foi também examinado o efeito da tempe­

ratura sobre esses monoglicerídios. Quando a tempe-

ratura é aumentada, o alargamento das linhas espec

trais devido à troca desaparece, dando origem a es­

pectros característicos de um si$tema anisotr~pico

(Fig.18).

o alargamento por troca inexiste nos m~

noglicerídios insaturados. Os espectros são destituí

dos de anisotropia tanto em ausência quanto em pre-

seçade colesterol (Fig. 19). Nestes sistemas 'a>







colesterol tem a habilidade de diminuir a velocida-

de de rotação do marcador de spin, o que é eviden-

ciado.pelo alargamento das linhas espectrais (Fig.

19) .

c. Diglícerídios

Foi estudado o composto saturado dipalmi­

tina e uma mistura de diglicerídios insaturado5 de

cadeias variadas.

Dipalmitina deu também origem a espectros
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com alargamento por troca, não tendo o colesterol

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

o aumento de temperatura diminui o efeito de troca

fornecendo espectros desprovidos de anisotropia.

Diglicerídios insaturados se comportam de

maneira análoga aos monoglicerídios correspondente?

tendo também o efeito do colesterol sido semelhante.

Os resultados acima sugerem que a organ~

zaçao de compostos anfifíÍicos em bicamadas deve ser

encarada como uma consequência da tendência das par­

-tes hidrofóbicas de permanecerem juntas , e das partes

hidrofílicas de fazerem o mesmo. A orientação da par

te polar da molécula para o exterior da bicamada em

presença de água é uma extensão do que foi colocado

acima. Portanto, a formação de bicamadas é um. proce~

f,

~
. .....',.

····.L~1.



so energeticamente favorecido. Contudo, a formação

de lamelas líquido-cristalinas altamente organiza-

das apresenta requisitos estruturais delicados.

Os resultados obtidos indicam que a habili'

de de fonnar lamelas líquido-cristalinas organizadas

depende do balanço de interações inter-moleculares

polares e não polares.

A influência do pH no grau de ordem indi-

ca que maior organização é alcançada quando a carga

total no fosfo1ipidio é zero.

O ácido fosfatídico, mesmo em presença de

.. ++ d t10ns Ca pro uz espec ros que correspondem a tuna gran

de distribuição de orientações. Isto sugere que nao

apenas a carga total, mas também o arranjo geométr!

co sao responsáveis pelo grau de ordem.

Os resultados aqui obtidos no estudo do

efeito de íons e pH se correlacionam bem com estudos

semelhantes feitos através de outras técnicas (127,

128,268-310) bem como por RPE (198-200). Estudos re

centes de RPE tem indicado que a adição de Ca++ a

misturas de fosfatidil colina- ácido fosfatídico cau

sa separação deste último em agregados ilhados (7l~

72). Como citado na S~c. I.C.1.e.~ resultados des­

te tipo foram obtidos através de RPE com o emprego

de fosfolipídios marcados, cujos espectros revelam

interação por troca quando da adição de Ca++ @9-72).

Esse tipo de efeito não foi observado em nossos ex-

perimentos, sendo várias as possíveis explicações.

Primeiramente, foram empregados marcadores deriva­

dos de ácidos graxos ou de ester~is. Esses poder.iam
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ser menos capazes de acompanhar a separação de fa-

ses, ou seja, de agregaT-se concomitantemente. Por
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oULro lado, a concentração de marcador empregada

que

foi baixa (l mol%, ou menos), dificul tando ainda

mais a observação da interação por troca. Restaria

ainda a possibilidade de que a presença de apenas

6 moD de PA num meio contendo colesterol não fos-

se suficiente para produzir, de maneira acentuada,

a separação de fases. De qualquer forma, o que as

alterações espectrais indicam i que a adição de con

centrações de Ca++ maiores do que cerc~ de2 mM in­

duz a formação de estruturas bastante ordenadas, o

que poderia ocorrer devido à diminuição de repulsão

entre as cargas negativas do PA, com ou sem separa-

ção de fases.

Foi proposto que o complexoCa++-PS dife

re do complexo Ca++-P~ pe lo fato de que o primei ro en­

vol ve o íon hexa-coordenatlo enquanto que o segundo

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

X mostraram qua a adição de Ca++ a PS faz com

as distâncias de repetição da estrutura lamelar pa~

sem de7,5 para 5,2 nm (276). Foi também observado
++

que Ca causa a ruptura ~e membranas negras de PS quando
I

adicionado apenas de um lado (282). Foi ainda veri

ficado que Ca ++ pode induzir a formação de estruturas c.!.

lindricas ( 305 ). Outros fenõmenos induzidos por

Ca++ em fosfolipídios carregados negativamente in-

cluem a separação lateral de fases (69-72,294) a

agregaçã~ de membrana~ (303 ) e a fusio das mes-

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

Mais recentemente, microscopia eletrônica



de fraturamento revelou estruturas que foram denomina
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das cocleatos, em que aparentemente superfí-

cies lamelares se enrolariam sobre si mesmas (como

num rocambole) sendo mantidas assim por ligações com

Ca++ (294).

Os resultados acima parecem explicar as

observações do presente trabalho, quando se verifi­
++

cou que Ca remove os filmes de PS depositados na su-
/

perficie da cela de RPE.

Nossas observações com lisofosfatidil co­

lina demonstram novamente a imp'ortância do balanço

das interações hidrofóbicas e polares para a forma­

çao de lamelas liquído-cristalinas. A presença de

uma cadeia hidrocarbônica por ~abeça polar aumenta

muito a sua solubilidade em' água, capacitando-a a

formar agregados menores, de natureza micelar. Por

outro lado, o espe~tro de CSL em lisofosfatidil co­

lina anidra indica que o grau de cristalinidade do

sistema é elevado. As diferenças entre os resulta-

dos obtidos para os diferentes marcadores, CSL, S-SASL

e 12-SASL, evidenciam um dos problemas existentes

em técnicas que utilizam moléculas reporteres. A ig

formação é condicionada também por estas últimas. No

caso em questão, provavelmente devido a um problema

de forma molecular, o S-SASL não fornece em lisofos

fatidil colina anidra espectros anisotrópicos como

~ do CSL. Por outro lado, o grupamento relativamen­

te volumoso do anel oxazolid(nico parece constituir

se numa perturbação inaceitável quando localizado no

cabono 12 da cadeia, fazendo com que o 12-SASL seja

excluído do sistema.



~ interresante notar que o colesterol, mo

lécula bastante hidrofóbica, contribui para aumen-
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tar o caráter hidrofóbico do sistema, tornando-o

mais resistente ã ação solubilizadora da água e ge­

rando lamelas líquido-cristalinas altamente organiza

das.

Os mono e diglicerídios saturados estuda

dos encontram-se em estado cristalino ã temperatura amb ien

te (311-313). O alargamento por troca observado em

todos os casos indica que o empacotamento molecular

é suficientemente denso para não permitir a interca

lação do marcador de spin no sistema. Colesterol e

aumento de temperatura acarretam a transição para o

estado líquido-cristalino de fosfolípidios que es-

tão em fqse gelo O mesmo é visto com monolaurina.

Monopalmitina e monoestearina, contudo, parecem,po~

suir cadeias muito longas para que a parte hidrofí-

lica dessas moleculas permita alcançar o balanço

adequado. Assim, mesmo a adição de colesterol não é

suficiente para atingir o estado líquido-cristalino.

Também, o aumento de temperatura produz espectros

menos anisotrópicos que os da monolaurina. O mesmo

se aplica ã dipalmitina, onde existe somente um gru

pamento-OH para duas cadeias alifáticas.

Nossas conclusões relativas ao denso empa

cotamento dos glicerídios saturados estão de acordo

com as observações de Krasne . e colaboradores (314)
/ ~

que encontraram. que o transporte de ions atraves de

membranas negras de diglicer{dios por antibióticos

que atuam por um mecanismo de transportador é dras-



~

ticamente .diminuido em temperaturas em que ocorre
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~

mudanças de um estado "liquido" para um estado "con

gelado'.'

Os espectros isotrópicos obtidos com mono
,

oleina. monolinoleina e a mistura de digliceridios

insaturados sugerem que a insaturação causa um emp~

cotamento muito menos denso. por dificultar intera­

ções intermoleculares fortes. Pode-se verificar que

o colesterol se dissolve nesses sistemas. produzin-

do um ambiente em.que os marcadores de spin se mo-

vem mais lentamente. O efeito da insaturação. prod~

zindo sistemas menos empacotados. foi tambim obser-

vado com fos fa tidi 1 colinas aI tamente insaturadas de

soja e de levedura (315). Filmes desses lipídios

apresentaram espectros de baixa anisotropia' (uma 'el~

vada mobilidade causa diminuiçio da anisotropia). A

presença de grande número de insaturações foi também

relacionada 'com a elevada permeabilidade de liposo-

mas (316- 31 8) .

Recentemente. Taylor e colaboradores (319)

também efetuaram e.studos de monoglicerídios empre-

gando marcadores de spln.

Espectros em que a anisotropia é 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 p,9.

de originar-se de um empacotamento molecular pouco

denso. o qual permite um alto grau de mobilidade, e

portanto. uma diminuição da anisotropia espectral.

Um movimento molecular ripido de grande

de leva a linhas estreitas e decresce a

amplitu­

diferença



entre os desdobramentos hiperfinos extremos. Esse parece

ser o caso com as fosfàtidil colinas altamente insa

turadas.

Urna segunda causa seria urna grande distri-

buição de orientações moleculares em relação a nor-
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mal à bicamada. Empregando esse modelo, espectros

simulados em computador foram obtidos para o CSL

(gi rando rapidamente ao redor de seu eixo longo) (185).

Se o movimento dos eixos moleculares para fora de

sua posição de equilíbrio for lento, as linhas es­

pectrais serão largas. O aumento da distribuição de

orientações causa urna diminuição da anisotropia e os

espectros se assemelham a um espectro de po caraç

terfzado por desdobramentos hiperfinos principais

de 6 e 19 gaus Sistemas relativamente im6veis tais

como a dipalmi til fosfa tidil colina n-a fase gel apre-

sentam tais espectros (Sec. III.B.l.c). O mesmo com-

portamento é apresentado por lipídios da matéria

branca de cérebro de boi dos quais se removeu coles

terol (205). Medidas de raios X de baixo ângulo pa-

ra este sistema, bem corno para PA em presença de

ca++ 1M, indicam que existe organização lamelar pe

ricidica, o mesmo ocorrendo para UPPC (62).

No caso de urna grande distribuição de ori

entações moleculares onde a velocidade de movimento

para fora da posição de equilibrio é maior, um es­

pectro com duas componentes será observado na dire-

ção paralela à normal à bicamada (para marcadores

"es teroidicos)., Aparece um pico em campo baixo com

corre$:J,~~d\~nte diminuição da linha correspondente a
i

}:
li.::

If;~<. ':/

'~~~t~~.f;Jjtlr~#:tf5.:t!i··1Jt;'



mr = + 1. A Fig. 10 mostra ~sse tipo de espectros
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para a concentração 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 fração significativa ~s-bica

IT~~.Sabe-se que, quando a força iônica é baixa, li

posomas contendo lipídios carregados tendem a in­

char, com quantidades cada vez maiores de água sepa

rando as hicamadas (108,279, 280). Em nossos estu-

dos, poderia ocorrer ausência de coplanaridade nas

situações em que se empregam baixa força iônica.

Foi verificado que em condições de alta

força iônica ocorre desordem intra-lamelar quando

existe um lipídio negativamente carregado no siste-

ma (PA). :s possívél que a baixa anisotropia observa

da a baixa força iônica seja decorrente de desordem

intra e inter-lamelar. Uma vez qüe os efeitos es­

pectrais ·são semelhantes, não é possível distingir

entre ambos.

Organização não-lamelar. Finalmente, as

moléculas lipídicas podem não estar organizadas na forma

de bicamadas, mas em outras estruturas sob as quais

lipídios podem se organizar (59,73,74). :s o caso da

lisofo sfatidil colina (320) dos mono e diglicerídia:;

insaturados e da dipalmitina a temperaturas mais aI.
tas. A completa isotropia dos espectros, bem como

dados de raios X e de estudos ópticos (3li-3l3) in-

dicam que o arranjo desses compostos deve ser iso­

trópico ao nível microscópico.



Os estudos efetuados fornecem ainda infor

maçoes 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 é den-

samente empacotado, ele tende a excluir o .marcador;

(b) nesses sitemas, a pertubação exercida pelo anel
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oxazolidínico pode ~lterar a vizinhaça imediata

do marcador e levar a conclusões erradas sobre o

sistema; (c) quando o sistema em estudo é altamente

ordenado na forma de lamelas líquido~cristalinas,os

marcadores de spin fornecem/em geral, espectros al­

tamente anisotrópicos, os quais permitem avaliar o

grau de ordem e mobilidade nesses sistemas.

2. Efeito da Estrutura de Membranas sobre os Espectros

de Marcadores que Sofrem Partição entre as Fases Li-

E{dica e Ag,uosa*

Conforme descrito na Seco l.B.7, alguns

marcadores de spin são capazes de sofrer partição

entre as fases lipídica e aquosa, fornecendo, em ge

ral, espectros onde a linha de campo alto é parcial

mente resolvida para os dois meios (Fig. 20). Tais

espectros tem sido analisados admitindo-se que as

alturas relativas das duas linhas são proporcionais

as concentrações de marcador nos dois meios.

O parâmetro d~ partição (f = H XH+P) , on-

de H e P são medidos como indicado na Figura 20) tem

sido empregado para determinação de

*Ref. 170

temperaturas





de transição de fase ge1~rista1 líquido (30,169),

diagramas de fase de misturas lipídicas (30,66-68),

temperaturas de ínicio etêrmino de separação latera.l

de fases em membranas bio16*icas (171) e ainda nas

monocamadas internas- e externas dessas membranas se-

paradamente (172).

Um outro parametro relacionado com parti-

çao, a ( a = H/P, Fig.20) foi de~inid~ e a forma.ção
,

de agregados ilhados de 1ipidios acima da temperatu

ra de transição foi sugerida a partir de quebras em

gráficos de a em função da temperatura (168).

Experimentos de partiç:ão forneceram evi-
/

d,é'ncias para a existência de l~pidio limítrofe numa

enzima que atravessa a membrana, a ATPase dependen-

++ ++ , . '. -. (te de Ca e Mg do retlculo sarcop1asmatLco 254).

O presente trabalho insp~rDu-se na poss!
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bilidade, de que as medidas de relações. de alturas

nao refletem corretamente a variação da concentra ­

çã>o nos dois meios (membrana e água) com a variação

de temperatura, urna vez que a concentração é efeti-

vamente proporcional ã ãrea sob as linhas espectra~

e estai por sua vez, é p~oporcional nio s6 i altura

mas também ã largura. Assim, se a energia de ativa-

çao para rotação molecular foí diferente na membra-

na e na água, a varia.ção das larguras das linhas es

pectrais com a temperatura (e consequentemente, a

variação das alturas) será diferente em cada meío,o

que introduzirá erros em valores de parâmetros de

partição calculados. apenas a partir de alturas ..



A fim de averiguar essa possiblidade fo-

ram examinados os espectros de dois marcadores de
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spin, TEMPO e pd-TEMPONA

H H
H

ú
H

li H
H3 C CH3
H3C N CH3

I
O

(TEMPONA per-deuteriada)

o
11 DDODD CD3

D3
C

CD3ND3 C I
O

TEMPO pd-TEMPONA

em uma série de sistemas. A TEMPONA per-deuteria-

da tem a vantagem de não. possuir átomos de hidrogê­

ni~eliminando assim a contribuição 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 é muito me-

nor, fazendo com que o triplete hiperfino do grupa­

mento N-O apresente linhas bem mais estreitas (Fig.

20).

Os experimentos foram executados com mis-

turas de fosfolipfdios - água (fosfatidil colina de

ovo .. e DPPC) , ácidos graxos de cadeia longa (ácido

oleico e ácido decanbico)) hidrocarbonetos de cadeia

longa (octadecano e 6leo de parafina, que consiste

de uma mistura com difer'entes comprimentos e com ra

mificações), e água.

a. Fosfolipfdios

A Fig. 20 mostra os espectros de TEMPO e

pd-TEMPONA em liposomas de fosfatidil colina de ovo.

Esses espectros foram estudados em função da tempe-



ratura e analisados sob dois aspectos: (i) determi-

nação da concentração efetiva de marcador na membr~

na e (ii) avaliação do tempo de correlação rotacio­

nal do marcador na membrana e na água. O comporta­

mento de ambos os parâmetros foi comparado com o de
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f. Foram ainda estudados espectros dos marcadores

em mu1ti-bicamadas planas dos fosfolipídios (iii).

i. Determinação da Concentração Efetiva de Marcador na

Membrana.

A concentração total do marcador (em uni­

dades arbitrárias) é dada por:

(Marcador)total = +(Marcadorlmembrana (Marcador) água (16)

Esta concentração foi obtida por dupla integração

dos espectros (a primeira integral dá o espectro de

absorção, a segunda dá a área) ver Fig. 70), atra-

vês do uso de um computador Varian 620 I

ao espectrômetro.

acoplado

A fração de marcador no meio aquoso foi

calculada da seguinte maneira: (1 9 ) admitiu-se que

a metade inferior da segunda linha de campo alto

(P na Fig. 20) no espectro dos 1iposomas era devida

somente ao marcador em água; (2 9 ) espectros do' marca

dor em concentração. conhecida em água .forneceram um

valorP' para a metade inferior da linha de 'caJIlpo



alto e um valor A' H O para a segunda integral. Nor
2

malizando-se P e r' para os mesmos ajustes do apareI _

lho a {Marcador)- para a dispersão lipídica € daagua

da por
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(Marcador)ãgua =
p

P'

x A'
H

2
0 (17)

A (Marcador) b foi calculada subtraindo-semem rana . o

valor encontrado através da equação (17) da (Marca­

dor)Total·

A figo 21 compara o co~

portamento de In f com o de In fmarcacloi} b
V m~m,rana

de l/T para TEMPO em membranas de fosfatidil colina

de ovo e DPPC. Neste último caso o paralelo entre

os dois parâmetros é bom e forneceu valores para as

temperaturas de pri-transição e transição de 32,5 e

40,7 9 C. respectivamente. Contudo, no caso de fosfa-

tidil colina de ovo, a discrepância i grande, indi-

cando que a partição do marcador entre os dois meios

não ~ sempre o principal fator determinante do va-

lar de f.

11. Avaliação do Tempo de Correlação Rotacional do Marca-

dor na Membrana.

A fim de avaliara contribuição do tempo

de correlação rotacional para os valores obtidos de

f, aqueles foram calculados fazendo uso da teoria

de estreitamento por movimento pelo Dr. C.P. PolI19Szek.

Os cilculos foram efetuados Atrives do emprego de

compu t ação, urJla ve z que foi veri ficado que. era ne..,.



cessário levar em conta a contribuição de fatores
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outros para a forma das linhas , entre os quai~ de~

dobramento hiperfino de proton (~O) e ~desdobrame~

to hiperfino devido ao l3C. Um certo grau de ordem

do marcador pd-TEMPONA nas membranas (como será vi~

to adiante) não permitiu o calculo de T para esta

- Imolecula reporter.

A fim de eliminar a.contribuição do espec

tro do marcador no meio aquoso foram adicionados à

I -, d N 2+ d f ..so uçao 10n~ ou e i ou e err1c1aneto, que por

uma interação paramagnética com o radical nitróxido

tem a habilidade de alargar o espectro deste a pon

to de ele não ser mais detetável. Em vista da gran­

de impermeabilidade da membrana aos íons acima, o

marcador presente neste meio continua fornecendo um

espectro detetável, se bem que nas condições empre-

gadas no presente trabalho, um certo alargamento por

interação dipolar tenha sido observado mesmo no es­

pectro da molécula rep~rter no meio lipídico (Fig.

22) .

A Fig. 23 mostra a variação do In TB em

função de l/To Este gráfico é indicativo da temper~

tura de transição (observada a 39,lOC) da DPPC, da

mesma forma como In f versus 1fT também refletia es

sa temperatura (40, .7
0
C) Tabela IV). Porém a mudança

de coeficiente angular para f observada com fosfati

dil colina de ovo a cerca de l30C, não ocorre para

T B•





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

das Planas.

Os espectros dos marcadores em multi-bicam~

das planas de fosfolipíd~os foram obtidos em função

do angulo entre o campo magnético e a normal à bicama

da. A dependencia do espectro da orientação devida ao

ordenamento da molécula reporter e 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 60~

apresentam resoluçao de todas as três linhas para as

fases aquosa e lipídica. De acordo com o esperado,os

espectros do marcador na fase aquosa são independen­

tes da orientaçao da membrana em relaçao ao campo maK

netico.

b. Ácidos Graxos e HidrOcárbonetos de GadeiasLongas

Foi efetuado um experimento em que se colo­

cou o composto organico e água, ambos contendo marca­

dor, em compartimentos separados. Os espectros foram

registrados em funçao da temperatura, e se assemelha­

vam aos de dispersões fosfolipídicas. O parâmetro "f"

aparente foi calculado e gráficos de In "f" versus 1fT

apresentavam quebras acentuadas em temperaturas pr6x!

mas do ponto de fusão dos compostos. A Fig. 2S mostra

os resultados para TEMPO em octadecano. Evidentemente,
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nao ocorre partição e a mudança de "ft! e devida à mu-

dança de espectro do marcador em octadecano. Isto po­

de ser visto na Fig. 26 onde se verifica o comportamento

de In H_I (altura da linha de campo alto) em função

de l/T para o espectro do marcador em octadecano ape-

nas.

No caso do ôleo de parafina-água (em compa~

timentos separados); uma mudança na inclinação de In

"f" versus l/T ocorreu a _ l5 0 C (Fig. 27)) enquanto que

o óleo de parafina sàzinho apresentou uma quebra no

gráfico de In H_I a cerca de 20 0 C.. N.ão ocorre uma mu­

dança de fase aguda, uma vez que o sistema ê consti-

tuído de uma mistura de compostos.Cálculos deT foram efetuados.

Os resultados para TEMPO e pd-TEMPONA em óleo de parafina estão

na Fig.28. Para compostos com pontos de fusão definidos

foram observadas mudanças nas inclinações dos gráfi-

cos obtidos na regiao de temperatura de fusão quando

se usou pd-TEMPONA. Para os ácidos graxos nao houve

variação na inclinação quando se empregou TEMPO. Abai

xo do ponto de fusao de todos os compostos para ambos

os marcadores ocorreu um aumento de interações spin-

-spin, resultantes de agregação dos marcadores.O alar
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gamento das linhas devi4o.a interações spin-spin

grandemente responsável pelas quebras observadas

Fig. 26.

....e

na

t

A tabela 111 apresenta valores de T calcula

dos no presente trabalho.

Os gráficos de In T versus l/T permitiram a

deternlinação das energias de ativação apresentadas na Tabela IV.









A tabela IV apresenta tambem as temperaturas em que
...
e
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observada mudança de fase do sistema ou alteração do

coeficiente angular em gráficos de parâmetros analisa

dos no presente trabalho ..

A energia de ativação para rotação de TEM-

PO em fosfatidil colina de ovo e maior do que em 'água

e o valor deduzido de L ê aproximadamente uma ordem de

grandeza maior ã temperatura ambiente. Portanto, a li-

nha de campo alto de TEMPO em fosfatidil colina de ovo

deve alargar-se mais acentuadamente do que em água 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 atribuídos a alterações dos parâm~

tros f (ou u), tais como agregação de lipídios ou mu­

danças de fase múltiplas podem ocorrer como resultado

do alargamento diferencial das linhas espectrais para

marcador em água e na membrana.

Para TEMPO em DPpe há uma variação aguda(não

observada em nenhum outro sistema) nos valores de TB e
. ~ o

Te na temperatura de transiçao obtendo-se,Tc = 39,1 e

para liposomas e 36,6oe para vesículas.A pré-transição

nao foi detetada. A grande variação de TB na transi­

çao de fase e a concomitante diminuição 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 conclusão, os resultados indicam que mu­

danças de coeficiente angular em gráficos de parame­

tros de partiçao em função da temperatura podem não ser

devidas apenas a mudanças na concentração de marcador

de spin nas fases aquosa e membranosa.

Diferenças nos valores de energia de ativação

para o movimento dos marcadores de spin nos dois meios

afetarão de .maneira diferente as larguras das linhas es­

pectrais, especialmente a de campo alto nos espectros

dos marcadores na membrana e em água, introduzindo er­

ros em valores de parâmetros de partição calculados a

partir das alturas das linhas.

Mudanças muito acentuadas em tais gráficos

usualmente correspondem a verdadeiras mudanças de est~

do, e provavelmente tamb&m, de partição de solutos(327).

3. Influ~ncia da Estrutur~ de Membranas sobre Proprieda­

desde Permeabilidade das· Mesmas*

o efeito da natureza dos componentes da mem

brana sobre sua estrutura,com conseqüente influência sobre suas

propriedades de permeabilidade foi examinado estudando-

se a cinética de reação do íon ascorbato com radicais nitrõxido

intercalados na membrana. Esse estudo foi efetuado ob­

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

* Ref. 267



A particularidade desse método em relação

a qualquer método anteriormente empregado no estudo

de permeabilidade reside no fato de se poderobse!,

var os eventos de permeação 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 regiões da mesma.

o fenômeno de permeação de solutos, iôni­

cos e não iônicos, e de igua, tem sido tratado te6-

rica e experimentalmente de diferentes maneira~328-
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-331). Assim, modelos baseados em Termodinâmica

irreversível (332) ou em explicações ao nível mole-

cular (333) tem sido propostos para o mecanismo de

-permeaçao.

Uma grande quantidade de dados experimen-

tais tem sido acumulada a respeito da permeabilida-

de de membranas biológicas (334) e artificiais (335} .Nu

merosos estudos, tais como, da difusão de espécies

permeantes radioativas (272) , medidas elétricas(336),

ôpticas(108) e de pressão superficial(135), espec~

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

usados para uma variedade de sistemas lipídicos orga;.

nizados em monocamadas(13S), multi-bicamadas planas

(119),liposomas(IOI), vesículas(IIO), ou membranas

negras(124), a fim de relacionar seu comportamento

com propriedades de permeabilidade.



Foi encont.rado que as características de

permeabilidade dependem da composição da cabeça po-
"1/ ..

lar e do grau de fluidez do core hidrofobico de me~

branas (337). tendo-se verificado que este úl timo d~'

pende do comprimento e grau de insaturação das ca­

deias fosfolipídicas e da presença de compostos do

tipq de colesterol(337).

Em alguns estudos tem sido sugerido que

os valores de energia de ativação do processo de pe,!.

meaçao refletem a remoção de água de hidratação do

soluto permeante como sendo a etapa determinante da

velocidade de partição de um soluto em uma membrana

(338-340) .

A Fig. 29 mostra os marcadores de spin us.§!:.

dos no presente estudo. Os sistemas empregados fo-
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ram fosfatidil colina de ovo (PC) e PC (65 mol%)-

-çolesterol (35 mol%) a fim de examinar o efeito

da fluidez do"cor~'hidrofóbicona velocidade de re-

duçãodo radical N-O. Empregaram-se ainda PC(35 mol%)­

-PS(30 moI %)-colesterol (35 ma1%) e PC (50 mol%)-cloreto de

hexadecil trimetil amônio -(HDMTA. 15 moI %) -colesterol

(35 mol%), que foram comparados com PC (65 mol%)­

-colesterol (35 moU) para analisar o efeito da carga

na cabeça polar. O mesmo conteúdo de colesterol faz

com que se obtenha aproximadamente o mesmo grau de

empacotamento na parte hidrofóbica, como evidencia-

do pela semelhança da forma das linhas de marcado-

res inseridos nos diferentes sistemas.

















resultados aqui obtidos.

cesso de permeaçao.

Foi anteriormente mencionado que a ve1Q~

to!

:r

,'"

....

'I'

(18)
K D

P = .-L­
1

a velocidade de reações radicalares,analisamos os

resultados em membranas como sendo devidos ao pro-
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cidade de reação de ascorbato com marcadores de

spin em solução é muito ripida. Admitindo que a po

lar idade do ambiente não afeta significativamente

e a rigidez dos diferentes grupos e não ao fato de

pídicas. Mecanismo de Permeação.

que eles se localizariam em diferente~ regióes da

membrana. Essa interpretação esti de-acordo com os

Os resultados experimentais podem ser in

terpetados com base na equação (18). Nesse sentido,

as cargas na superfície da membrana (respectivamen

te negativa e positiva em membranas contendo PS e

HDTMA) repelirão ou atrairão o íon ascorbato, dimi

nuindo ou aumentando sua concentração efetiva

Un mecanismo foi proposto (333) pelQ qual a per­

meação de um saluto através de uma membrana dependeria de seu

coeficiente de partição membrana-âgua(Kp),do coeficiente qe

difusão(D) na membrana e da espessura da membrana(l). O co~­

ficiente de permeabilidade (P) é dado por

c. Características de Permeabilidade de Bicamadas Li-
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pudessem penetrar na membrana foi sugerida como seg

do o fator principal determinante da energética da.
partição. Em contraste com esses resultados, a va-

riação do conteúdo de colesterol nos sistemas por

nós estudados, causou alteração tanto das meias vi

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

para a redução de marcadores de spin por ascorbato.

A discussão sobre efeitos da composição

da cabeça polar girou em torno de sistemas cujo em

pacotamento da região hidrofóbica era essencialmen

te o mesmo. Um empacotamento muito menos denso é"en

contrado em PC apenas (ver Sec.III.B.l). Comparan-

do-se PC e PC-35 mol% colesterol, observa-se (Tab~

las V e VI) que tanto t l / Z como a energia de ativa

çao variam para um dado marcador de spin. Estes re

sultados sugerem que a difusão de ascorbato na mem

brana tem um papel importante no processo global,

contribuindo significativamente para a energia de

. '"" A· d . f_li li 1 . f "'1 . datlvaçao •. SSlm, a 1 usao no core lpO 1 lCO a

bicamada constitui a etapa determinante da veloci-

dade no processo de permeação do ascorbato.Isto e~

tâ de acordo com o papel postulado por Lieb e Stein

(333) para a difusão no mecanismo de permeação.

A maior permeabilidade de membranas de PC

es tâ de acordo com a teor ia de Trauble (330) de per-

meabilidade que sugere que o mecanismo molecular de

transporte de solutos através de membranas se baseia

na formação de dobras transientes (kinks) nas ca­

deias de ácidos graxos através da combinação de isô
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TABELA VII

Dependência do parâmetro S da concentração de liposomas de fosfatidil colina de ovo contendo o marca

cador de spin 5-SASL.

PC

(M) (submetidos a 6 min de ultra-som)

S

(submetidos a 20 min de ultra-som)

(sem colesterol) (25~ de colesterol)

1 x 10-1 0,570 0,645

5 x 10- 2

1 x 10- 2 0,595 0,670

5 x 10- 3

1 x 10- 3 0,665 0,690
-45 x 10
-4 0,680 0,7101 x 10

(sem colesterol)

0,625

0,627

. 0,634

(25~ de colesterol)

0,680

0,686

0,684

~
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o presente estudo permitiu verificar que

o colesterol aumenta a extensao das cadeias. bem

como a orientaçao do eixo longo molecular em PC~

ao passo que praticame~te tlao afeta o primeiro as~

pecto em DPPC (a partir de 25 mol\). fazendo dimi~

nuir o segundo. Esse efeito se explicar~á pelo fa~

to de que as cadeias homogeneas e saturadas de DPPC

permitem empacotamento mais denso devido a intera~

ções mais fortes entre as cadeias, e provavelmente

entre as cabeças polares. A introduçao do coles te·

rol força uma separação entre as molêculas de fos~

folipídio, com o esterol colocado entre elas.A for

ma assimétrica do colesterol em relação ao fosfoli

pídio resulta em diminuição da interaçao inter~ca~

deias (efeito de fluidização) e o aumento do coles

terol causa uma diminuição do grau de orientação.

Em PC, insaturaçao e Ilcterogeneidade das cadei~s

resultam num espaçamento maior entre as moléculas,

interações inter-moleculares mais fracas e, conse­

qúentemente, no estado líquido-cristalino (à tem-
~

peratura ambiente). A fosfatidil colina de ovo a

temperatura ambiente interage com colesterol e o

resultado é uma extensao das cadeias, um aumento

do grau de orientaçao molecular e uma diminuição

da rotação do eixo longo molecular (conforme refs.

152 e 164 e Seco 111.8.3). Esta extensão das ca-



deias é parcialmente responsáve 1 pela diminuição

da área molecular descrita pelo efeito de con-

densação (341-345). Marsh e Smith (173) em estu-

do posterior forneceram evidências que sugerem

que um outro efeito também contribui para a apa­

rente diminuição da área molecular qual seja, o

fato de que o colesterol se ajustaria parcialmen

te em cavidades (404) geradas nas cadeias alifâ­

ticas graças a um maior grau de liberdade devido

a um maior espaçamento entre as moléculas e à pre

sença de duplas ligações.

Os efeitos espectrais aqui observados,

traduzidos em termos de mobilidade e ordem mole-

cular, oferecem uma explicação para os efeitos

de colesterol sobre a permeabilidade de liposo-

mas de PC e DPPC (352-357).

2. Estudo a Freqüência Variável do Efeito do Coles-

terol'ir.

Os espec tros de marcadores esteroídicos em

bicamadas planas de PC revelam que concentrações

crescentes de colesterol causam um aumento da di

ferença entre os desdobramentos hiperfinos medi-

* ref. 164
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dos com o campo magnético perpendicular e parale­

lo à normal à bicamada, diminuindo o 's~gundo 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

reção (refs. 152, 153 e 164, Seco III.B.l,Fig. 32

e Fig. 40 q e b).

Os espectros para CSL simulados por La~

per e colaboradores (152), utilizando o modelo do

caminho ao acaso do eixo longo molecular, explica

vam de maneira satisfatória (ver ,Scc.r.C.l.b.ii) os

resultados obtidos para o efeito do colesterol,ex

ceto a última observação, ou seja, o alargamento

das linhas na direção perpendicular à normal à bi

camada.

Este resultado poderia ser explicado por

uma diminuição na velocidade de rotação ao redor

do eixo longo molecular. Uma possível maneira de

examinar essa possibilidade é o estudo dos espec­

tros a diferentes frequências, uma vez que a, for

ma das linhas deve depender dessas no caso do en­

volvimento de fenômenos relacionados ao tempo de

correlação rotacional.

Foram examinados os espectros de CSL em

PC em função da concentração de colesterol a fre­

quências de 9,5 (banda X), 24 (banda K) e 35 GHz (ba!!,.

da Q). Um estudo semelhante foi posteriormente p~

blicado (383).

134

.'

"~,o

.•~.'i

i"..... ,
! ,

r



135

/1 . :.
/ \/:'\ fl .

I ' I I I "

/. o _ ' '/;'\ "'li: :I ~ ~ 4----·----· o:; :: .:._/~_-O o_._
. :: ~ 11 I .'

" " . ,
~J : \:'

00'.' ,.

b

.
", ,

, ' ,
: ~_ \-- ~: - o: _ o, ..... "0 f.
I I 1 ':: \ ~.

O',
o o

~: .

30 20 10 o 10 20 30 4:> ~o

f -ou I CJt: i , I

,:[ t
-alI.

q.. "O"L "TI ! ,I J... , t

12
1

6H.,'-16 t.ê.H\'IO +
.. 14' 6H.,'36

16

18

20
.... ..

:I: 22
J J~-

"~ \~ 26 t 6H.' 2(·,5 t
28 ~H~I'52,5

~or
\"[ r34

3õ ' ,"6H • 11 t=:: t.H.' 1'J

38
-I t

llH.,'G5

~

Espectros do marcador de spin CSL em multi-bicamadas de PC (a.c,e)
e PC-colesterol (107.) (b,d,O. a c b - 9,5 GH1.; c e d - 24 GH~ e
e f- 3S GH:1.-. (--) campo magnético perpendicular ã normal ã bi.cama
da; (---) campo magn~tico paralelo ; normal ã bicamada.

POSiÇÕllS rlllativas dos componentes )( II Z dos tensoresg e hiperfi
no a 9,5, 24 e 35 GIl"!, para O.. 90l~. Os valores de f1H indicam a ex­
tensão do alargamento para uma dada Unha.

e ---

IÔ GÃÜS:;

a

f' '
I' :\o,: 'I

-J1
,' I!'

I , I I ~

./ :' l 'I .
C ------ " XNJ _. . (!!! , ,--/:::=-:--_.

440fl..\, V 'J I,· I

: I I' 1 I

I' 11 I "• V \ I

1J

Fig. 4(l

Fig. 41

,
~
tO

•t
t
•t
••••••••••••



136

contendo O e 30 mol% de colesterol.

de Bloch modificadas (138) oferecem um forma1is-

13

efeitos

A dep~ndência da forma das linhas da
•

freqüência .demicroondas empregada foi evidente.

A Fig. 40 mostra os resultados para os sistemas

empregado para analisar os resultados experimen­

tais obtidos.

hiperfino (em unidades de freqüência),

apreciáveis de alargamento das linhas podem ser

obtidos. As mudanças na forma das linhas causa­

das por aumento no tempo de correlação rotacio­

nal dependem da frequência do experimento.de RPa

mento hiperfino. Quando a velocidade desse movi­

mento se torna comparável às diferenças de ener­

gia entre os vários estados de g e desdobramento

Os valores de desdobramento hiperfino

obtidos para a direção do campo magnético perpe~

dicular à normal ã bicamada são indicativos de

um movimento rápido em redor do eixo longo mole­

cular, com a obtenção de médias d05 . componentes

nas direções x e z dos tensores g e de desdobra-

mo bastante simples que permite obter um quadro

físico bastante bom do fenômeno. Este método foi

A influênciá da variação do tempo de cor

relação na forma das linhas pode ser tratado por

urna variedade de abordagens teóricas.As equações

a. Larguras das Linhas - O Modelo do Spin Cambiante.
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De acordo com esse modelo, se a fre-

Empregando-se o modelo acima e admitin

do que o eixo longo da molécula executa um cami-

posiçõesnhas dependerá da diferença entre as

qüência do salto entre dois estados com diferen­

tes espectros é suficientemente baix~ o espectro

resultante e a soma dos dois espectros. Contud~

se a frequência de interconversâo for suficiente

mente alta, obtem-se um espectro médio, cujas li

nhas ocupam posiçóes médias. A largura ,das li-

Um eletron desemparelhad~ em uma molé­

cula paramagnética pode ser considerado como s'en

do capaz de saltar entre estados caracterizados

por diferentes parâmetros espectrais (valores dos

tensores g e hiperfino). A maneira como estes de

terminarão a forma das linhas dependerâ do tempo

de correlaçâo rotacio?al da molecula.A teoria do

spin cambiante foi dada por vários autores e en­

contra-se sumarizada no livro de Wertz e Bolton

das linhas dos dois estados.

Os resultados para o sistema PC-coles­

terol indicam que a velocidade de rotação do mar

cador de spin ao redor de seu eixo longo é tal

que ocorre a média dos componentes que dão ori­

gem ao espectro com o campo magnético perpendicu

lar ã normal ã bicamada (8 = 90 0
), mas a veloçi­

dade com que esse movimento ocorre é alterada por

alteração da concentração de esterol.
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nhas, determinada pelos estados envolvidos (carac-

(ZO)

2 .T$ •

= r o,

ausência de rotação, - relação giromagné-em Ye e a

tica (1,7608 10 7 radiano -1 -1x x gauss x seg ) e r;

- saltar TriZ radianos, segundos.e o tempo para em

nho ao acaso dentro de um espaço cônico, a depen

dência da largura das linhas do tempo de correIa

ção será dada por:

r o e a largura natural na meia altura, em gauss,

Os espectros observados sao apresenta-

r = r o + [(Y e 1;)/4J (MI)Z (19)

~H é a distância de salto em gauss entre as 1i-

onde r e a meia largura na meia altura, em gauss,

terizados por T ,g e T ,g no presente ca-xx xx zz zz

so). ~H varia com o número quântico de spin nu-

clear (m r = + 1,0,-1 para o átomo de nitrogênio

do marcador de spin) do núcleo que dá origem ao

dos na forma da primeira derivada da absorção. A

fim de facilitar as medidas, a equação (19) pode.

desdobramento hiperfino (conforme Fig. 41).

onde agora r t e r t sao as larguras, pico ap p o, p P

pico no espectro obtido e I;c = 41; e corresponde a

uma rotação de 2Tr radianos.

se transformar em

l

~

t
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~
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tlHvaidepender da frequência de microondas.
empregada (v), bem como do angu10 entre a normal

à bicamada e o campo magnético aplicado (8).

b. Dependencia de tlH da Frequência, v

A Fig. 41 mostra"como tlH varia para ca-

da uma das linhas espectrais nas diferentes fre­

quencias quando 8 = 90 0 . O zero da escala repre­

senta o valor de gyy e os traçados para as três

freqüências indicam as posições relativas dos va­

lores g e dos desdobramentos hiperfinos. E a mu­

dança nessas posições relativas que dã origem aos

diferentes efeitos de alargamento nas diferentes

frequências. Os valores de tlH mostram que a linha

de campo alto (mI = -l)devc ser mais larga que a

linha de campo baixo (mI = +1) , e esta por sua vez

deve ser mais larga que a linha de campo médio

(m I = O) 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

firmação experimental dessa previsão.

c. Dependência de ~H da Orientação em Relação ao Cam­

po Magnético.

Esta variação ê dada pela expressa0

hvII
L\ H(O) = -13- • {~ (8) - gy z (8)} - mI {Txy (e ) - TYz ( e)} (21)

m
I

... + 1,0 -1



v = 9,5 GHz e indica que as linhas espectrais de- ~

ovem alargar-se quando e varia de O a 90 , sendo o

efeito maior para a linha de campo alto.

A Fig. 42 dá a variação da parte depen­

dente de xy e da parte dependente de yz quando e

varia de O a 90 0 a 3S GHt. A diferença entre am­

bas permite obter o valor de ~H para cada valor

de 8. conforme indicado na figura. A Fig. 43 mos­

tra valores já obtidos de 6H em função de e para

' ..

,/
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Figo 42 variação das posições das linhas espectrais em função do ângulo e
a 35 GHzo As setas indicam C0l10 llH 8 medido para mr = 1 (+) ,0 (t),
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colesterol.

44 mostra os resultadós para filmes de PC-30mol%

d. Cálculo do Tempo de Correlação Rotacional

142

frequênciasI (6 900) I .po a to = se a arga ma1S em

mais altas.

o aumento de colesterol. A Fig. 46 e a ·Tabela

VIII indicam como o tempo de correlação varia com

a quantidade de colesterol.Observa-se o aumento

de s com crescentes quantidades do esterol.Esses

resultados demonstram a validade do modelo adot!

do para explicar o efeito do colesterol sobre a

largura das linhas espectrais e evidenciam a ha-

Os resultados experimentais confirmam

tambêm essas previsões. Verifica-se tambêm que.

quanto maior o conteúdo de colesterol. maior o

alargamento, a uma dada frequência (6= 90 0
). Pa­

ra o mesmo conteúdo de colesterol a linha de cam

Acoplando esses resultados experimen­

tais com a relação teórica (como na Fig. 43) en­

tre ~H e 6 é possível correlacionar f ptp com ~H

e fazendo uso da equação (20), calcular o tempo

de correlação ç. A Fig. 45 mostra um gráfico de

f ptp em função de· (~H)2 para algumas concentra­

çoes de colesterol. O coeficiente angular das r~

tas indica que o tempo de correlação aumenta com

As larguras das linhas espectrais (fptp)

foram medidas em função de 8 nas três frequências. A Fig.

,
•
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Tempo de correlaçio rotacional para CSL em multi-bicamadas planas
de PC com contei.ído de colesterol calculados a partir das larguras
das linhas de campo baixo dos espectros tirados a 9.5 GHz.

Fig. 45

Fig. 46
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TABELA VII I

Tempos de correlação rotacional para o marcador de spin CSL

em mUlti-bicamadas de fosfatidil colina de ovo com conteúdo .va

riivel de colesterol.

\ colesterol ~
( s x lO 9)

O 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





membranas (417-419).

membranas (Sec. III.B.4).

causada pelos produtos de peroxidação de lipídios de

'.. ~,

.~',

'.'
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lipídios

citoplasma

hi,perporfiria

Estruturais e da Reatividade

A ocorrência de peroxidação de

. .-
bre membranas fosfol~pidicas. Assim, foram realiza-

de Hidroperóxidos Lipídicos em Matrizes Membranosas

Produtos de peroxidação de lipídios tem si

dos estudos das interações de hidroperóxidos deriva­

dos de colesterol (Sec. 111. B.3) e de hidrocarbone-

tos aromáticos cancerígenos e nao cancerígenos com

Os estudos com colesterol forneceram a ba­

se para a análise do efeito de outros co~postos so-

tos de peroxidação (429~430).

do considerados como envolvidos em vários processos

truição de componentes de membrana e do

vada em eritrócitos de portadores de

tem sido verificada in vivo (405-415). Foi observada

peroxidação em homogenatos de tecidos (416) e a des-

fisiológicos e patológicos. A toxicidade desses com

postos foi verificada por vários autores (420-426).A

ocorrência de hidroperóxidos de colesterol foi obser-

eritropoiética (427). A incidência de radiação ul­

tra-violeta sobre essas cilulas causava hemól{se

(427) . Ver Hicou-se também a presença de peróxidos lipídicos

apôs foto-hemó 1ise (428). Tem 5 ido proposto também que o proce,! ­

so de erwelhecimento está relacionado com o aumento de produ-

3. Estudos de Efeitos
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Em membranas, a propagaçao da reaçao mui to provavel­

mente seria controlada pela difusão dos radicais. De

fato, foi verificado que ocorre inibição da reaçao

quando os componentes da membrana são fixados por

glutaraldeido (462)

As d~p1as ligações das cadeias de ácido

graxos de fos folipídios de membranas se. cOJ:lsti tuem

nos sítios reativos para a formação de hidroperóxid~

lipídicos (431-441).

No processo de envelhecimento, .os produto.s

de peroxidação de lipídios participariam de reaçoes

radicalares, gerando pigmentos fluorescentes (lipo­

fuscina, refs. 442-449). As: prop"i"iedades opticas dos

pigmentos dever-se-iam ao grupo -N=C-C=C-N~ '. resul­

tante da reação entre o malondialdeido' (produto das

reaçoes radicalares, refs.450 e 451) e amino grupos

livres, por exemplo, da fosfatidil etanolamina ou de

proteínas (452, 453).

A decomposição nao enzimática de hidroperó

xidos dos lipídi~s requer a presença de metais de

transição, de um redutor (em geral, ascorbato) e de

oxigênio (454-460). A reaçao de iniciação mais prová

vel seria (461).

+ ROOH M(n+l)+ + OH + RO.

148



a. Efeitos Estruturais
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dos do colesterol causaram o mesmo efeito que o com-

caso

spin

aspectos

a organização de membranas. Fosobre

Nós procuramos examinar, primeiramente, o

papel ~strutural que hidroperôxidos de colesterol p~

ram empregados os derivados Sa-OOH e 7a-OOH do co-

Também, em membranas de DPPC, os hidroperóxi-

presença de um grupo altamente polar como é o

face dos estudos que mostraram que vários

deriam ter

lesterol. Em princípio pod~r-se-ia esperar que a

7a-hidroperoxi-colesterol e os marcadores de

interagisse com membranas de maneira diferente do co

lesterol. Esse raciocínio era ainda mais justificado em

presente atue sobre membranas da maneira como se co-

nhece (197,39S-398). Seria de esperar que o grupame~

to -OOH causasse mudança de localização do coles te-

estruturais são necessários para que o colesterol

do grupamento -OOH, poderia conferir à molécula um.

caráter muito mais hidrofílico, fazendo com que ela

colesterol, ou seja observou-se um aumento no .grau

de ordem das moléculas em presença dos hidroperóxid~

Filmes de PC foram preparados contendo con

centrações variáveis de Sa-hidroperoxi-colestero1 ou'

CSL e ASL. O efeito desses compostos sobre a organi­

zaçao das membranas foi o mesmo que o exercido por

rol da membrana e dessa maneira, modificasse as pro­

priedades de caráter estrutural da molé~ula, e, como

conseqü~ncia, de permeabilidade.

(Fig.47).
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DDPC.

O mesmo resultado foi obtido para o na-hi-

droperoxi derivado.

151

possível

fosfolipídio

posto nativo. A Fig. 48 mostra o efeito de 30 moH de

5 a-hidroperóxi colesterol· sobre o espe~tro de CSL

em bicamadas planas de DPPC. Observa-se que o efeito

e o mesmo que o registrado na Fig. 38 (Sec. 111. B.

l.c.) quando se examinou a ação do colesterol sobre

Os dados obtidos indicam que o grupamento

-OOH, quer na pos ição 5, quer na posição 7, não impede os

compostos de execerem efeitos análogos aos de coleste

rol, tanto em PC como em DPPC. O significado desses

resultados espectrais ao nível molecular foi ampla

mente discutido nas Secs. III.B.l.e III.B.2.

Seria de se esperar, contudo, qu~ quando

da eventual formação de derivados hidroperoxi de li­

pídios, a estrutura da membrana pudesse ser alterada

e consequentemente, propriedades funcionais depende~

tes de estrutura.

A possibilidade de ocorrência desse evento

foi verificada ao se examinar o efeito dos hidroperó

xidos sobre membranas de fosfatidil etanolamina (PE).

Filmes preparados de misturas desse

de uma sirie de reaç6es químicas (463). g

com o 5 a-hidroperoxi-colesterol forneceram eswctros

indicativos de alto grau de desorganização (Fig. 49)

Essa desorganização deve-se à interação do grupamen-

to-OOH do colesterol com o grupamento-NH
2

do fosfoli­

pídio. Esses grupamentos podem interagir, formando

.inicialmente um complexo, com subseqüente ocorrência
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Fig. 49 Espectros de CSL em multi-bicamadas planas de PE (a);
PE-colesterol (307.) (b) e PE - 5a-hidroperoxi-coleste .....
rol (30/0 Cc), campo m agnêtico paralelo ã normal ã
bicamada.
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Os resultados acima mostram, contudo, que mesmo sem

livres de proteinas conforme sugerido nas ref. 452e

membranas, desde que se encontrem presentes os com-

'"

d... l

153

antes

formação

radicais

... ''''.com posslvels consequenclas ao

da cabeça polar do fosfolípidio,zwitterionicidade

gânico em que se solubilizaram os compostos

de bicamadas.

trutural de I1\cl1\br~mas

significar que não tenha chegado a haver

453. Grupos -OOH facilmente dão origem a

nível funcional.

que ocorra a formação de radicais os hidroper6xidos

podem participar de eventos importantes ao nível es

Os experimentos com PE vieram demonstrar

que os hidroper6xidos podem alterar a estrutura de

postos adequados. Provavelmente outros lipídios po~

suidores de grupos -NH 2 teriam a habiliade d~ inte­

ragir da mesma maneira, assim como os aminos grupos

da formação dos filmes, o que ev.entualmente poderia

com consequente diminuição da ordem do sistema. Não

que a participação do amino grupo da PE destrua a

que as interações tenham ocorrido ainda no solvente or

se pode eliminar, no entanto, a possibilidade de

velmcntc importantcs do ponto de vista biol6eico (420-430),

(454-461) e nessa forma, participam de reações prova-

~.larcadores de spin atuam como anti-oxidan­

tes (465). Tamb~m, nitr6xidos foram detetados como

produtos de peroxidação de lipídios quando a reaçao

ocorria em presença de um precursor (466) .
., 2+ 3+ -[an to re como re sao capazes de

induzir formaç~o de radicais a partir de hidroper6xi

dos (464). processo catalizado por F
2

+ foi es:e

b. Reatividade
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tudado por RPE atrav6s da cin6tica de desaparecimen-.- -
to do sinal do grupamento N-O por reaçio deste com

o radicial formado pelo hidroperóxido.

A fim de se examinar o efeito da estrutu--

ra da membrana sobre essa cinética, ela foi estuda-
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formaçio

.
e menor.

mesmo

t l / 2

nas cadeias de ácidos graxos favorecia a

de radicais (431-441) que ficariam disponíveis para

o fato de que os valores de t l / 2 sao me­

nores quando o fosfolipídio é PC poderia dever~se

a diferentes fatores: a presença de duplas ligações

a reação com o nitróxido, que seria acelerada devi­

do ã concentração mais alta de radicais nessa situa

çao. Uma outra possibilidade é a de que a reaçao, ao

ocorrer na membrana, se torne um processo dependen-

menta experimental foi análogo ao descrito na Seco

da em bicamadas planas de PC e DPPC, _empregando-se

um

pode-se observar que: 1 - as meias vidas da reaçao

o desaparecimento dosinal de RPE observad0 para os

diferentes sistemas. Cada número apresentado repre-

dupla ASL-7a-hidroperoxi-colesterol em DPPC, onde

inicialmente os marcadores de spin ÇSL e ASL e os

hidroperóxidos derivados do colesterol. O procedi-

III.A.3. A tabela IX apresenta as meias vidas para

madamente as mesma~ independente do marcador de

spin e do hidroperóxido empregados, exceto para a

senta o resultado para um experimento. Verificou-se

que a reprodutibilidade não é mui to boa. Apesar disso,

sao mais longas em sistemas contendo DPPC; 2- para

fosfolipídi~ as meias vidas são aproxi-
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S· a Marcador de spin t l/z (min)lstema

.
DPPC- Sa-OOHb .. CSL 16; 30

DPPC-7a-00Hc CSL 16; ZO I

DPPC-Sa-OOH ASL 18; Z8

DPPC-7a-pOH ASL 12; 7
PC-7a-00Hd CSL 6

PC-7a-00Il ASL 6

.
Meias vidas (t l/Z ) para o desaparecimento do sinal de RPE de

marcadores de spin em multi-bicamadas planas contendo hidro­

peróxidos de colesterol.

Sa-OOH é o derivado Sa-hidroperoxi do colesterol

ISS

empregada nos sistemas con

TABELA IX

7a-00H e o derivado 7a-hidroperoxi do colesterol

tendo PC foi 0.2SmM.

- d ++a concentraçao e sal de Fe

quais 34,6% eram hidroperóxido e o restante, colesterol.

A concentração 4esal de Fe2~mpregada ((NH4)Z Fe (S04)Z)

foi 1 mM.

Todos os sistemas continham 30 mol% de esterol total dos

d

a

c

b
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to da região da cabeça polar da membrana quanto o

habilidade para atingir o grupamcntoN-O do CSL per-

da membrana não é seletiva, e que possuiriam a mesma
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posi

longo

extFemo

ja o radical do esterol (461) e que a pouca variação

de t llz seja devida ~ pequena diferença entre as di~

tâncias dos variados grupos, a qual poderia ser ain-

da reduzida pela ocorr~ficia de um movimento das molé

te de difusão lateral dos reagentes, sendo a veloêi-

to de que, na sequ~ncia de eventos, radicais peque-

grupamento N~O do ASL, localizado no outro

cuIas paralelo ao eixo longo das mesmas.

. Que a espécie reativa predominante é o ra­

dical do esterol é sugerido por um outro experimento

em que o hidroperóxido empregado foi o derivado do

dade de difusão maior nos sistemas con~endo PC, ain­

da em conseq~~nciadas insaturações e heterogeneida-

ácido linoleico contendo o grupamento -00l-1 na

nos são gerados (461-464) cuja mobilidade ao

ção 13. QWU1do se compararam os valores de t llz para

a reaçao desse composto com marcadores de spin CSL e

12-SASL, a diferença foi considerável, sendo t l/2 p~

ra 12-SASL consideravelmente menor (5 minuto~ em con

traposição a 20 minutos para CSL). Nesse caso, a ge~

metria das moléculas permite admitir que os grupame~

do esqueleto estero{dico. Existe, no entanto, a pos­

sibilidade de que a espeéie reativa predominante se-

de do comprimento das cadeias.

A pouca depend~ncia dos valores de t llz
da po~ição relativa dos grupamentos N-O na molécula

repórter e -OOH no esterol poderia ser devida ao fa-
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gica.

Para isso permitia-se que a reaçao ocorres

de novos componentes (compostos ~cadeia mais curta,
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reativa

prodvtos

peroxidação

Pode-se sugerir, portanto, que a espécie

tos -OOH do ácido linoleico e N-O de 12-SASL se en-

que continha o grupamento -0011.

mais importante é o radical que se forma na molécula

contram muito mais próximos do que no çaso do CSL.

A reação com radical nitróxido constitui

de PC) levando a possíveis alterações estruturais de

tetáveis nos espectros de RPE.

Procurou-se examinar se o. processo de for­

maçao de radicais desencadeado por adição de Fe 2
+ às

membranas contendo os hidroperóxidos, levariam a re~

ções (além daquela com o marcador de spin) com outros

componentes da membrana (duplas ligações das cadeias

se em tempos variados (0,5 a 48 horas) e apos esses

que confeririam mais fluídez à membrana, ou produtos

polimerizados, que' teriam o efeito oposto). Dobretsov

ao sistema. Esse procedimento não permitiu observar

diferenças estruturais esperadas no caso da formação

e colaboradores (467) relataram o aumento da rigidez

tempos comparavam-se o espectro obtido no tempo zero

com o final, obtido após nova adição de marcador .spin

da membrana após a peroxidação de lipídios.

Também não foi possível detetar

de peroxidação através da dosagem de malondialdeido

de lipídios in situ, ou seja em matrizes membranosa~

que é onde esses processos ocorrem na situação bioló-

se numa reaçao modelo para o estudo de

(468).
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Muitos estudos tem sido efetuados procurando esta-

da em sistemas de monocamadas (471-474) e fornece-

particular, de membranas artificiais. A maior parte
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•
da intera

examinada

estruturas

foi efetua-·

cancerígenos.

dos trabalhos que empregam es tas últimas

pa para o acesso dos hidrocarbonetos a

*Ref. 469

Em todos os estudos relatados até agor~ os

" .mat1ca.

No entanto, interações a nível de mem

brana não tem sido objeto de muita investigação, em

o campo da carcinogênese química é muito

vasto. Assim o é também a pesquisa relativa aos hi-

intra-celulares é a passagem através da membrana pl~

belecer as razões a nível molecular e as interações

bioquímicas a nível celular da ação cancerígena des

*nas Lipídicas

ram informações interessantes a respeito da solubili

dade dos hidrocarbonetos (por vezes, bastante reduzi

do) em lipídios organizados emmonocamadas (472,473) .

Porém, é evidente que a primeira eta-

drocarbonetos aromáticos condensados

agentes cuja interação com membranas foi

eram compostos cuja ação ao nível de, membrana é um

ses compostos (470).

nao se enquadra nessa categoria. Trata-se

fato reconhecido. O estudo que apresentamos a seguir

çao entre hidrocarbonetos aromáticos (cancerígenos e

nao cancerígenos) e bicamadas lipídicas (planas).

4. Interação entre Hidrocarbonetos Aromáticos e Membra-
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comportamento de ambos os grupos.

nos e outra de cancerígenos, a fim de se comparar o

da difusão passiva (475), o que sugere que o meio atra
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estrutu-

das prepara -

---••

Fig. 48 vem indicar que a reprodutibilidade

çoes de multibicamadas planas tem um certo intervalo

o que faz com que seja desejável sempre comparar um

Foi verificado que a permeaçãó de hidrocar

bonetos através de membranas celulares pbedece a lei

comparação com o espectro do ASL em DPPC mostrado na

Fig. 38 e com o espectro do CSL em DPPC mostrado na

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

da~ ao mecanismo de ação dos hidrocarbonetos.

Em base a isso, decidimos recorrer ao méto-

rígena (o 1,2- benzantraceno é fracamente canceríge­

no, sendo os compostos seguintes mais poderosos).

A figo 50 mostra os compostos utilizados

em ordem crescente de tamanho e de habilidade cance-

do de marcador de spin para examinar o efeito de hi­

drocarbonetos aromáticos sobre membranas lipídicas.

Foi empregada "uma' série de compostos. não canLeríge~
•

de dessa· interação resultar em alterações

rais da membrana, e de conseqüentes mudanças funcio­

nais, que em última análise poderiam estar vincula-

vessado por esses compostos seria a região de bicama

da lipídica das membranas. Esse fator de per si, su

gere o interesse de um estudo da interação entre os

hidrocarbonetos aromáticos e membranas fosfolipídi­

caso Um aspecto mais interessànte é o dapossibilida

~
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Hidrocarbonetos empregados no presente trabalho: 1- naftaleno_
11- antraceno; I11-pireno; IV-naftaceno; V-fenantreno; VI-9-me
til antraceno; V11- 1,2 benzantraceno; V1I1-9,lO- dimetil-l,2=
benzantraceno;, IX 1,2,5,6-dibenzantraceno; X- 3,4-benzopireno';
XI- 20-metil colantreno.

r

Dois espectros de CSL em multi-bica'mas p'lanas de DPPC .(~--) campo
magnêtico perpendicular ã normal ã bicamada; (--) campo magnéti­
co paralelo ã normal ã bicamada.
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Corno discutido anteriormente (Sec. 111. B.

ção, maior o grau de ordem.

feito da interação sobre os espectros através da me-
~
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-amagnético paraleloque no espectro tirado com o campo

numero razóavel de amostras de uma mesma composição.

Os espectros apresentados nas figuras sao

espectros típicos que descrevem bem a média do com­

portamenio de ~m dado sistema.

tas vezes se revelou bastante alargada devido ao ele

vado grau de imobilização e a urna distribuição consi

derável de orientações do eixo longo do marcador em

relação ã normal ã bicamada.

Assim, a relação h ih foi tomada como urna- o
medida d~ orientação molecular. Qunto maior a rela-

l.c), o grau de ordem de membranas de DPPC revelado

por marcadores de spin é baixo. Associado ã conside­

rável imobilidade característica desse sistema e que

No presente es tudo, decidimos empregar a re­

lação h_l/ho conforme deduz ida a partir da Fig. 51, em

dida do parâmetro de ordem. Por outro lado, foi, na

Seco I.C.I.b.ii, indicado que a u~ilização da 'réla­

ção b/c, como deduzida a partir da Fig. 10 também per
J -

mite uma avaliação do grau de ordem.

Fig. 10. Essaesco~ha se deveu ao fato de que, no pr~

sente sistem~a linha de campo alto sempre se apre­

sentou melhor definida que a de campo baixo, que mui

normal ã bicamad~ foi utilizada a altura da linha de

campo alto, ao invés da linha de campo baixo corno na

permaneceu em presença dos hidrocarbonetos estudados

(Figs. 52 e 53), pareceu-nos indesej ável avaliar o e-
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Espectros de CSL em multi-bicamadas planas de DPPC
contcndo 5 mol% de naftalcno (a), 5 mol% de 1,2-ben
Zé.mtrélccno (b) e 15 11101.% de fcnantreno (c). (---)­
campo magnético perpendicular ã normal ã bicamac;la;
(--) C'-lll1pO magnêtico paralelo· ã normal ã bicamada.
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Espectros de CSL em multi-bicamadas planas de DPPC
contendo 5 molZ de 9.10-dimetil-I.2-benzan~r8c~no
(a). 15 mol% de bcnzopireno (b) e 15 mol% de 20-me
til coL.IIltrcn~ (c). (---) campo magnético perpencil
cular ã normal ã bicamada; (-) campo magnético p;
raleIo i normal ã bicamada. _
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do 9-mctil antraceno.

-benzantraceno e 15 moI' de fenantreno.

164

etapa

exposição

metil- 1,2-benzantraceno <9-metil antraceno = benzopi-

Os hidrocarbonetos aromáticos foram inter-

Os hidrocarbonetos menores praticamente não

tados para filmes contendo 5 moI' de naftaleno e 1,

os angulares mais capazes de aumentar h l/h do que os- o

lineares. A sequência de aumento da relação é paralela

ã potência carcinogênica dos compostos, com exceçao

rena <20-metil colantreno. O aumento de h l/h ~ para­- o

leIo ao aumento no tamanho dos hidrocarbonetos, sendo

causaram alterações nos espectros do CSL, quando com

parados com DPPC sozinha. A Fig. 52 ilustra os resul

resultados mais irregulares, sugerindo a possibilida

de de uma certa sublimação.

calados em bicamadas de DPPC em concentrações de 5,

das e dosadas espectrofotometricamente. As quantida-

A relação h l/h cresceu gradualmente com o- o

aumento do tamanho dos hidrocarbonetos. Isto ~ mostra

ao vácuo, execeto no caso do naftaleno, que forneceu

.
des obtidas foram as mesmas que antes da

de remoção do solvente a vácuo não havia causado uma

eventual sublimação dos hidrocarbonetos, amostraspr~

paradas da mesma forma foram em seguida redissolvi-

ceno = fenatreno <1,2,5,6 - dibenzantreceno = 9,10 di-

10,15,20 e 25 mal'. 'A' fim de se provar que a

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

9,10-dimetil-l,2-benzantreceno e 15 moI' de 3,4-benz~

pireno e 20-metil cQlantreno.

A sequência do aumento de h_l/ho foi: nafta~

leno =pireno qntreceno <naftaceno = 1,2- benzantra-



uma seletividade nos termos da afinidade membrana-

No entanto, esse aspecto refletiria, ainda
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observados,Os efeitos espectrais, quando

cia cancerígena destes.

indicam que os hidrocarbonetos cancerígenos, em maior

extensão, tem a capacidade de alterar a organização

da membrana. Se nos reportannos à Seco III.B.l. veri-

-hidrocarboneto que varia na mesma ordem que a poten

solubilização dos mesmos na membrana.

çao molar dos hidrocarbonetos. Isso se deve possível

mente à não solubilização total deste~ na ,membrana.

De fato, resultados de medidas de f1uoresc~ncia (476)

sugerem que a solubilidade do pireno em DPPC é muito

'baixa «2 moI') e que a solubilidade de 3,4-benzo­

pireno poderia atingir cerca de 15 mol~. Também os

estudos com monocamadas revelam que a miscibilidade

dos hidrocarbonetos com .lipídios é baixa (472 ,47~. g

possível que os diferentes resultados espectrais (va

lores de h l/h) obtidos para os diferentes hidro-- o

carbonetos estudados se devam ao diferente grau de

ficamos que esses compost~atuam qualitativamente de

. maneira semelhante ao colesterol em DPPC/aumentan­

do o grau de anisotropia espectral. Esse aumento se

deveria a alteração na orientação do eixo longo mole
_ o - ~

cular, que no caso de DPPC e -32" em relaçao a nor

mal à bicamad~ para uma orientação em que o eixo 10n

go molecular se tornaria paralelo à normal. No caso

do colesterol o novo ângulo é próximo de zero. No ca

50 dos hidrocarbonetos não foi feita uma ,'avaliaçã~



quantitativa.

A hab i 1i dade dos hidrocarbonet06 maiores (can­

cerígenos) de causar-esses efeitos espectrais sugere

que estes são capazes de se intercalar entre as ca­

deias de ácido graxo dos fosfolipídios, alinhando-se

paralelamente a elas e modificando as interações li­

pídio-lipídio. Independentemente das causas que de­

terminam esse resultado (solubilidade e/~u forma geo

métrica, os hidrocarbonetos menores são Menos capa­

zes de produzir o mesmo efeito. Estas diferenças en­

tre os dois grupos de compostos podem vincular-se a

outros_aspectos. Por exemplo, a permeação desses com­

postos através de membranas pode ser diferente. Tam­

bém, ao serem capazes de alterar as propriedades de

organização da membrana, os hidrocarbonetos maiores

poderiam, talvez modificar as propriedades de permea

bilidade da mesma. Seria-de interesse avaliar a ocor

rência desses eventos e sua possível correlação com

o mecanismo de çarcinogênese.

Tentativas de examinar a interação, dos hi­

drocarbonetos aromáticos com um fosfolipídio em fase

lIquido -cristalina, PC, resultaram na não observa­

çao de alterações espectrais. g interessante notar

que os compostos que tem a capacidade de atuar de

maneira semelhante ao colesterol sobre fosfolipídios

em fase gel (fluidização) n50 possuen a mesma habili

dade de agi r como o es terol em fosfolipídios no es ta­

do de cristal-líquido (condensação). Isto"evidencia

a importância dos requisitos estruturais para o efei

to de condensação. Por outro lado, o efeito de flui
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dização parece se constituir na habilidade de um co~

posto se intercalar na fase lipídica e ,agir, de certa

maneira, como impureza, diminuindo as fortes intera­

ções cadeia-cadeia e destruindo um estado. de alta

cooperatividade que é o estado gelo Vários compostos

foram descritos na literatura como sendo capazes de

atuar da mesma maneira (477, 478). Na Seco 111. B.6.

será discutida a interação do .hormônio peptídico glu

cagon e,será visto que também no caso desse composto

ocorre interação com fosfatidil colinas em fase gel,

e aparentemente em menor escala na fase líquido-cri~

talina.

~ve-se notar ainda que os resultados obti­

dos com os hidrocarbonetos aromáticos são o resulta­

do de interações hidrofóbicas e outras interações de

natureza não covalente em conseqüência das quais os

hidrocarbonetos aromáticos grandes, cancerígenos se

intercalam entre as cadeias alifáticas dos fosfolipí

dios. t possível que essa intercalação apresente se­

melhança com as que ocorrem em regiões hidrofóbicas

de outras estruturas biológicas tais como ácidos nu­

clêicos e proteínas.

Um aspecto final digno de interesse ê a bai

xa miscibilidade de compostos de natureza aromática

com outros de natureza alifâtica. As implicações des

sa observação provavelmente podem se estender a um nú­

mero amplo de interações de importância biológica:
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5. Efeito do Antibi6tico Poli~nko Anfotericina B sobre

a Estrutura e a Permeabilidade de Membranas, Lipídi-

*cas

Outra classe de compostos que atua ao

·vel de membranas é a dos antibióticos poliênicos. E~

ses compostos caracterizam-se por apresentar em sua

estrutura um grande anel I'lacrolídeo cujo tamanho po

de variar de 12 a 37 átomos de carbono (479). NO anel

encontra-se uma sequencia de duplas ligações, que dá

origem a intensa absorção no ultra-violeta e permite

também o emprego de técnicas rJc flmrcscência rara estu­

dos com esses convostos. Encontra-se ainda uma sequência

de grupamentos-OH, q~e conferem hidrofilicidade ao

lado da molécula onde ocorrem. A Fig. 54 mostra al­

guns dos antibióticos poliênicos mais estudados e que

tem a estrutura elucidada.

Observa-se que a filipina nao possuí subs­

tituintes carregados, sendo relativamente apoIar. A

ffilfotericina B, anistatina e a etruscomicina, contu-

do, possuem um grupamento carbox~la e um amino gru­

po e podem, portanto, apresentar-se com carga negati-

168

va , positiva ou 11<1. forna zwitteriônica. Verifica-se também

nesses cOJll>Ostos, a presença de um anel cetálico de

seis membros e de um anel de micosamina, ligada por

ligação a-glicosídica ao anel macrolÍdeo.

Devido a essa estrutura química, a solubi-

lidade dos polienos é extremamente limitada em
..
agua

sendo baixa mesmo em solventes orgânicos como álcoois,

éteres e ésteres (479). Conseguem dissolver-se bem
*Este estudo constitui l~rte do trabalho de doutoramento

da srta. Yasco Aracava.
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em solventes do tipo dimetil sulfóxido (DMSO) e dime

til formamida (DMF)

Os antibióticos poli~nicos são .produzidos

por diferentes espécies de Streptomyces (479) e

apresentam a característica de exercerem pouco ou

nenhum efeito sobre bactérias, possuindo, coiltudo ação

tóxica sobre células de fungos e leveduras (480-485),

cujas membra~as plasmáticas apresentam entre seus

constituintes quantidades consideráveis de esterÓis.

Em células de mamíferos verificou-se que esses anti-
~ .'.~ ..

bióticos era~ capazes de causar hemólise de eritr6ci

tos (486))os quais são portadores de elevadas quan­

tidades de colesterol.

Foi verificado que a ação tóxica dos anti­

bióticos poli~nicos se efetua através de alterações

da permeabilidade celular (480-485). Os estudos ini

ciais com micoorganislIDs não permi tiram. distinguir se

essas alterações eram devidas a uma ação do antibió­

COa0 nível de membrana ou se o composto atuava após

penetrar na célula. A eV9lução dos trabalhos veio es

clarecer que a interação responsável pelos efeitos

biológicos ocorria a nível de membrana(482,485,487-496).

A observada ação seletiva sobre membranas

que continham esteróis levou necessariamente ao estu
-" ':

do de sistemas modelos em que se procurou avaliar a

participação destes compostos no mecanismo de açao

dos antibióticos poli~nicos.

Grande quantidade de trabalhos seguiu-se,

com o estudo da influência de antibióticos poliênic~

sobre a permeabilidade de .membranas negras (497-,505)
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e liposomas (506-518) e com estudos de caráter estru

tural fazendo uso de microscopia eletrônica (508,5l~

171

514) de medidas de absorção (506,507) de

circular e fluorescência (513, 516-521).

dicroismo

·0 em

prego de técnicas de ressonância magnética foi efe-

tuado em muito pequena escala (211,212,522,523).

Os dados obtidos levaram a propostas de mo
I •

delos para a ação dos antibioticos poliênicos que de

pendiam do ~omposto específico em questão~99,~1,5ll~

5l2).Existe uma grande quantidade de trabalhos fei-

tos com a filipina, que são importantes no presente

estudo apenas para fins comparativos, uma vez que e~

te'foi realizado quase que exclusivamente com anfote

ricina B, e, ocasionalmente com nistatina.

Os modelos para o mecanismo de ação da an-

fotericina B (499,501,511,512) foram formulados

parcialmente em base ao fato de que as medidas de

condutividade indicavam uma dependência da concentra

ção do antibiót1co elevada a um expoente n que varia

va de 4 a 12, dependendo do experimento (497-501).

Essa dependência levou ã proposta de que o antibióti-

co complexaria com o esterol, formando canais de cer

ca de ~8 nm de diâmetro, onde o lado apoIar do anti

biõtico (duplas ligações) estaria voltado para a mem­

brana e o lado contendo os grupos -OH formaria as paredes

do canal pelo qual passariam água e solutos não maio

res do que o diâmetro proposto (497-501). -A seletivi

dade por tamanho foi observada experimentalmente (497­

501), bem como a necessidade da presença do,antibió-

tico de ambos os lados da membrana negra para que se



observasse um efeito considerável (497).

Foi ainda proposto que os canàis formados

pelo complexo antibi~tico-esterol teria~ natureza di

nâmica, formando-se e desfazendo-se continuamente

(497-501,511,512). Experimentos com membranas 1ipídi

cas negras tem apresentado resultados :contraditô-

rios.H1adky e Haydon (502) colocam que tais canais,

se ocorrerem, ter iam duração de meno s de 10Oms.

Romine e colaboradores (503) em estudo comparativo

de nistatina e gramicidina (sobre cujo mecanismo de

ação não existem dúvidas, sabendo-se que à mesma for

ma canais), mostraram que a primeira se comporta de

maneira diferente da segunda e sugerem que seus re­

sultados se constituem em evidência de que a nistati

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

e colaboradores (504,505) publicaram dados que refle

tem a formação transiente de canais individuais.
/

A sintese do conceito de formação de ca-

nais por anfotericina B, se encontra no trabalho de

Kruijff e Demel (511), os quais, através da manipula

çao de modelos moleculares, chegaram a construção do

que seria o poro formado por anfotericina B e c01es-

terol (Fig. 55). O modelo que emprega os compostos

aI ternadament~ numa relação cle 1:1 mun total de 8 da ca:­

d~ permite alguma variação nessa ra1ação, acomodando

mais moléculas do esterol. Uma vez que o comprimento

do complexo corresponde apenas ã espessura de metade

da bicamada seria necessário que dois poras, um em

cada monocamada, e cada um com a orientação correta,

se encontrassem para que tocla a membrana fosse atravessada,
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permitindo a passagem de solutos.

A verificação, no entanto, (1 9 ) da necessi

dade da presença de anfotericina B em ambos os lados
J

de membranas lipidicas negras (497), bem como (2 9 ),

a noção generalizada de que a difusão transversal de com

postos em membranas artificiais (pelo menos).é um pro

cesso relativamente lento (52~,526) (o que dificulta

ria esse movimento para moléculas do antibiótico e
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pro.vavelmente mui to mais para o complexo), e mais

ainda, (3 9 ) a observação (consequência óbvia do aci-

ma exposto de que a anfotericina B não atravessa a

membrana, atuando somente sobre a primeira bicamada

de liposomas (refs. 509 e 512 e o presente trabalho~ se

constitue em fatos que põem em dúvida a validade do

uso do modelo acima. O próprio de Kruijff, recente-

mente, retificou o rrodelo (512) propondo agora que ape-

nas um complexo anfotericina-esterol seria responsável

pelo canal e que na região 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 lipídios ao redor)pela formação

de uma espécie de menisco (Fig. 56).

Adicionam-se ao exposto as indicações exis

tentes de que anfotericina B encontra-se em forma

agregada em solução aquosa (479) e esse evento pode­

ria ter influência sobre os resultados obtidos •. Por

exemplo, a variação do expoente n na concentração do

antibiótico, citado anteriormente observada em dife-

rentes experimentos (499,50l)poderia estar ligada
..
a

história da preparação que seria responsável por dife



rentes estados de agregação. Tambim, em vários estu­

dos, i indicado a necessidade de um tempo de incuba­

çao para efetuação de medidas (479).

Todos esses fatos sugeriram que seria de

interesse empregar a técnica ~e marcador despin.pa­

ra tentar elucidar alguns aspectos da interação anti

biótico pOliênico-membrana.

Os estudos dividiram-se basicamente em dois~

tipos:

a - Estudos de Caráter Estrutural

b - Estudos de Permeabilidade

a. Estudos de Caráter Estrutural

Esses estudos foram executados em multi-bica­

madas planas de PC e DPPC e em liposoma~ de PC, em­

pregando-se os marcadores de spin ASL e CSL, em prese!!

ça ~e concentrações variáveis de colesterol.

i. Multi-bicamadas Planas

Foram preparadas muI t i 4Jicamadas planas de

PC e DPPC, contendo o marcador CSL. Anfotericina B

foi adicionada ao sistema de duas maneiras: durante

a preparação das membranas, ou por adição à solução

hidratante. Os resultados dependeram da forma de pr~

paraçao.
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o grau de organização da membrana. avalia-

do pela relação b/c ou pelo parâmetro de oTdem nao
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foi afetado por anfotericinaB presente na solução

de hidratação. Esse resultado foi o mesmo para mem­

branas de PC e DPPC, com todas as concentrações de

colesterol empregadas.
~

Quando anfotericina B era inc1uida como um

constituinte da membrana. havia uma diminuição do

grau de ordem. que independia da concentração de co-

lesterol (Fig. 57). Esses resultados. foram

dos tanto para P C como para DPPC.

observa

Durante a execução do presente trablho, foi

publicado artigo de Flick c colaboradores (212) rela-

tando o mesmo tipo de observação que as descri tas aci

ma.

ii. Liposomas

Liposomas de PC contendo quantidades variá.

veis de colesterol e n marcador CSL. não evidencia-

ram nenhuma alteração espectral em presença 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 intenção de atuar

ele mesmo como estero1 e. desta forma, interagir di-
/

ratamente com o antibiotico. A tentativa foi feit~,

apesar de se ter conhecimento de que os requisitos

estruturais para que ester6is interajam com o polieno

são os meslOOs que os necessários para o efeito de con

densação (506-509). O ASL. contudo, possui o grupa-
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mento -OH na posição 176 (e não 36) e, como consequê~

cia, não apresenta a necessária cadeia a1ifática la­

teral na posição 17 (tabela I).

Dentro do objetivo dos experimentos, foram

preparados amostras com 0% de colesterol, de sorte

que o único esterol presente era o ASL. A Fig. 58

mostra o efeito da adição da anfotericina B sobre os

espectros de ASL: observa-se o aparec~nto ' de um pi­

co largo devido a ASL altamente imobilizado, ao mes­

mo tempo que é modificada a relação das alturas dos p!
cos de campo baixo e central. O efeito permanece ã medida

que aumenta a concentração de colesterol na membrana.

A Fig. 59 mostra a relação entre as alturas dos picos

de campo baixo (h+1) e de campo central (ho) dos es­

pectros de ASL em dispersões de PC contendo concentra

ções crescent~de colesterol. Verifica-se que essa re

1ação cai ã medida que aumenta o estero1. Pode-se

observar, contudo, que a alteração é a mesma em ausên

cia de anfotericina B.

Esses resultados poderiam ser explicados de

, .
'!l

Em

membranas, o ASL sofre partição entre estas e o meio

aquoso. A anfotericina B, nas concentrações emprega­

das, devido ã sua baixíssima solubilidade em â:g.ua, apre-

duas maneiras: 1 - a interação entre ASL e anfoterici

na B ocorre ao nível da membrana. A fração de marca­

dor que interage com o antibiótico dá origem ã popu1~

çao imobilizada responsável pelo pico alargado que

aparece no espectro j 2 - O ASL é uma molécula que, p~

lo seu balanço hidrofóbico-hidrofílico apresenta dete

tável solublidade em água (527).





, /

senta-se sob a forma agregad~ em particulas macrosco-

picas, até.Uma possiblidade ~ de que o ASL-dissolvi­

do no meio aquoso se ligue às part{culas sólidas de

anfotericina B e esta seja a origem do pico alargado

no espectro. Esse, aliás, ·é um problema que deve ser

sempre levado em conta quando o sistema em estudo con

tém mais de urna fase agregada no meio aquoso: ~ de

que o marcador de spin empregado se ligue a urna nova

fase adicionada fazendo com que as alterações _ es-

pectrais observadas s~devam/não ao efeito de mudan­

ça da primeira, mas ao fato de que o marcador se li­

gou ~ segunda. Essa possibilidade é mais viável quan

do a solubilidade de marcador em água é finita, pois

aí a transferência pode ser ~ediada por este meio.

Isso explicaria a ausência do efeito de co

lesterol nos resultados apresentados na Fig. 59. Se

o fenômeno 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 à interação ASL-anfotericina B.

Alguns experimentos foram efetuados no sen

tido de testar as duas hipóteses. Uma tentativa, foi

a de verificar a ligação entre ASL e anfotericina B

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

mostra que ASL, inicialmente livre em SOlução. é ca­

paz de ligar-se a partículas sólidas, dando origem a
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espectros que correspondem a um marcador

imobilizado.

altamente



Essa habilidade de ligar-se ao antibiótico

'-f' da t· ~d·nao parece sequer ser espec1 1ca estru ura estero). 1-

ca do marcador. Soluções contendo 5-SASL também evi-
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denciaram a capacidade desse marcador de interagir

·com anfotericina B, sugerindo que o caráter hidrofó­

bico das moléculas é o bastante para garantir a inte

ração. Interação entre antibiót~cos poliênicos e es

teróis em solução tem sido bastante estudadas (506,

507,509,5l6-52l,528,529)~

Outro experimento fez uso do raciocínio de

que concentração de marcador em cada fase (membrana

e água) depende da concentração de cada uma delas.

Um aumento da concentração de membrana deveria cau­

sar uma diminuição de quantidade de marcador na água

e, se a ligação com o antibiótico ocorrer fora da

membrana, ela deverá ser observada em menor extensão

na presença de concentrações maiores de membranas. A

Fig. 61 mostra que esse foi realmente o caso. Os ex-

perimentos acima sugerem que a interação entre ASL e

anfotericina B realmente não ocorre na membrana.

Os estudos estruturais efetuados pela téc­

nica de marcador de spin não permitiram observar mo­

dificações na oreanização da membrana quando o anti­

biótico era adicionado exteriormente à mesma (em

concentrações superiores às necessárias para obser-

var grandes mudanças de permeabilidade (509)~ O ~ato.

de que alterações espectrais foram observadas quando

o antibiótico era incorporado à membrana durante a

sua preparaçao sugere que, ou o mecanismo de ação de

pende de maneira como o antibiótico é adicionado, ou



Fig. 61
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Espectros de ASL S x 10 M em liposomas de PC S x 10 M
(a e b), em presença de 27. em volume de DMSO (a) e a~~o

tericina B (5 x 1O-4M) (b)i e liposomas de PC 5 x 10 M
(c e d), em presença de 27. em volume de DMSO (c) e anfo­
tericina B(5 x 1O-4M) (d).
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é apenas uma fração muito pequena do antibiótico pre

sente no meio aquoso que se liga à membrana, sendo

suficiente para promover as observadas alterações de

permeabilidade, mas não para promover alter~ções es-
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pectrais que dependem da modificação de uma fração

significativa da membrana. Que este poderia ser o

caso é sugerido pelo experimento de van Hoogevest e

de Kruijff (512) em que são necessários 15 minutos
. + - ~para liberar todo o K de uma populaçao de ves1culas

que se encontra em presença de 3 moléculas da anfote

ricina B por vesícula. Também nesse trabalho· foi ve

rificado que uma molécula de anfotericina B é ligada

para cadá 5000 moléculas de colesterol.

Nossos resultados não explicam, contudo,

a abolição do efeito do colesterol num estudo de ca­

lorimetria diferencial de varredura (506,50~, em que

o pico de absorção de energia devido ã transição ge!

-cristal líquido de fosfolipídio volta a aparecer

nítido e estreito num sistema contendo colesterol, ao
/

se adicionar o antibiotico poli~nico.

b. Estudos de Permeabilidade.

Existem poocos trabalhos qLe pro~uram empregar o:

mêtodo de marcador de spin como uma técnica para es-

tudar a permeabilidade de membranas (169,267). No e~

tanto, isto pode ser efetuado, e de maneira bastante

simples.



Nós decidimos investigar os efeitos de an-

fotericina B sobre a permeabilidade de membranas lipí.
dicas pre~arando-as ~m presença de um marcador solú­

vel em água, o cloreto de TEMPO-colina e empregando ·a

conhecida reação de íon ascorbato com o radical ni­

tróxido para eliminar o sinal de RPE do marcador pr~

sente do lado de fora das membranas.
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HO - CH - CH
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As membranas estudadas foram preparadas na

forma de liposomas ou vesículas e tinham as seguintes

composições: PC; PC-colesterol (25 moI %), PC (~2tSJOOl

%)-DCP (fosfato de dicetila, com carga negàtiva;

7,5 moI %); PC-DCP- colesterol ~7,5-7,5-25 mol\); PC

(85 moI %)-HDT~~ (cloreto de hexadecil trimetil amô-

nio, com carga positiva; 15 mol%) e PC-HDTMA-coleste

ro 1 (6O-1 5- 25 mo1 %) •

A variação da altura da linha de campo bai

xo (h+lJ da TEMPO-colina em presença de ascorbato

era seguida durante 20 minutos, após os quais era

adicionado tampão, o solvente (DMSO) ou antibiótico.

Gráficos represen tativos das cinéticas obtidas encon-

tram-se nas Figs. 62 e 63.

Paradoxalmente aos estudos de permeabilid~

de relatados na Sec~III.A.3. e também a um grande

número de trabalhos da literatura (352-357), os sis

temas controle contendo colesterol apresentaram redu
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çao mais rápida da TEMPO-colina do que os sem o este

rol, com exceção do sistema PC-HDT~~-colesterol, que
,

se comportou como esperado. Relatos mais recentes in

dicam, em vários estudos, comportamento de exceção

(530-533) em que se observou aumento da permeabilid~

de de um soluto por adição de colesterol.

No presente trabalho, uma hipótese possível

é a de que a permeação do íon ascorbato, que é um

processo que deve ser levado em conta, é mediada pe­

la presença de colesterol da maneira esperada; porém

a permeaçao da TEMPO-colina poderia eventualmente dar

se através de um mecanismo diferente. de sorte que a

presença de colesterol aceleraria esse evento. Uma

possibilidade é que a passagem do cátion-radical ocor

resse através de rachaduras presentes devido ã hete­

rogeneidade da membrana e que esse fenômeno fosse

mais frequente em presença de colesterol.

Durante o período inicial anterior ã adi­

çao de qualquer agente observou-se lenta diminuição

da altura h+ l . Imediatamente após a adição de tampão

e DMSO, observaram-se variações de h+ l aproximadamen

te proporcionaisãs variações de volume. A reduçãolen

ta do sinal da TEMPO-colina continuou após essas adi

ções por períodos de cerca de 30 minutos, após os

quais a queda do sinal 'acentuou-se. A reprodutibili­

dade desse fenômeno foi muito grande, sugerindo que

algum processo físico deveria estar associado ao mes

mo. Uma possibilidade seria a ocorrência de fusão de

membranas, mas isso não foi confirmado.

O solvente DMSO parece exercer um efeito
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sobre a permeabilidade das membranas. Esse problema

encontra-se no momento sob investigação. A ~udança

abrupta no valor deh+ l por adição de anfotericina B

a membranas contendo, colesterol veio confim.ar a habi

lidade do antibiótico de atuar sobre esses sistemas.

Pode-se verificar que o efeito e.ra dependente da con

centração do polieno (Fig. 64), de acordo com obser­

vaçoes anteriores (S09,SlO).

Alguns experimentos preliminares foram efe
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tuados para testar uma poss[vel fusão de membranas

induzidas por anfotericina B, e resultados prelimin~

res forneceram evidências sugerindo a ocorrência do

fenômeno.

Outras verificações efetuadas através dos

presentes experimentos foram: 1- a anfotericinaB age

somente sobre a primeira bicamada em liposomas (503,

S09). Isto é claramente visto quando se compara o to

tal de TEMPO-colina reduzido em liposomas (~S\, Tabe

la X), com a quantidade afetada em vesículas (> 80 \

(Fig. 62,63 e 64). A não total redução em vesículas deve-se P1"2

vavelmente a uma pequena população multi-lamelar; 2- o

volume aquoso inter-lamelar depende da carga da me~

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

em membranas contendo respectivamente DCP e HDTMA do

que em membranas contendo apenas PC (Tabela XI)· 3-0
J

colesterol também parece ~umentar o volume aquoso in
-,- . -

ter-Iamelar de cerca de 20-40\ (362,363,365,372 e Tabela XI}.

Os experimentos acima relatados vem evide~

ciar a utilidade do método de marcardor de spin como

uma técnica simples para o estudo de propriedades de
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anfotericina B foram: Al -2,7 x lO-3M (equimolar ao coleste-

-4 -5rol), A2- 2,7 x 10 M; A
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2,7 x 10 M.
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TABELA XI

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

1iposomas de diferentes composições.

Sistema

PC

PC-colestero1(2S\)

PC-DCP(7,S%)

PC(67,5%)-DCP(7,5%)-co1estero1(25%)

PC-HDTMA(1S%)

PC(60%)-HDTMA(15%)-co1estero1

Quantidade retida

17,8

25,6

71,8

109,2

48,2

60,6



permeabilidade de membranas.Várias das observações

efetuadas vem confirmar resultados obtidos' por ou­

tros autores (lOI.509.siZ). o que confere credibilida­

de ao método.
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Os estudos efetuados evidenciaram também

que os antibióticos poliênicos podem ser empregados

como instrumento para o estudo de propriedades de mem

branas de maneira mais amplaqúe a que se refere ao seu me­

canismo especifico de ação. Por exemplo. o fato de

que apenas a primeira bicamada de liposomas é aces­

sível ã anfotericina B permite que através de seu

uso se torne acessível a outros agentes apenas o pri-

meiro espaço aquoso inter-lamelar. bem como apenas a

monocamada interna da primeira bicamada e a monocama

da externa da segunda bicamada. Esse é um recurso

que pode encontrar muitas aplicações futuras (por

exemplo. para dimensionamento de liposomas).

6. Interação entre o Hormônio Peptídico Glucagon e Membra-

*nas Lipídicas

Várias atividades hormonais são exercidas

por compostos de natureza oligopeptidica, entre eles

o glucagon. O mecanismo de ação do glucagon ao nível

de células alvo encontra-se bastante elucidado (534')

sabendo-se que o hormônio se liga a um receptor espe

cifico no lado externo da membrana 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 síntese de AMP cíclico e daí toda.
a seqü~ncia de eventos. que culmina na liberação de

glicose.

Os hormônios peptídicos se ligam ã membra­

na através de um receptor especifíco (de natureza

prot~ica), tendo mesmo sido, em alguns casos, isola­

do esse receptor (535,536). g também" sabido que alguns

desses hormSnios podem possuir atividades outras di­

ferentes daquelas pelas quais são mais conhecidos. A

maneira como diferentes funções são executadas por

esses hormônios não é conhecida. Uma hipótese concebí

vel seria a ação de um mecanismo diferente, por exem

pIo, a interação com lipídios de membranas.

Por isso, assim como no ca~o do estudo da

interação de membranas com hidrocarbonetos aromáti

cos, (Sec. III.B.4) propusemo-nos a examinar a in

teração entre o hormônio peptídico glucagon e membra­

nas lipídicas, apesar de não se conhecerem na atualida

de estudos biológicos que evidenciem um papel para

tal interação.

'" .Esse projeto esta sendo elaborado em co1abo-

raçao com Dr. R.M. Epand da Universidade McMaster (Ca

nadá) o qual tem investigado os mesmos sistemas (ou,
semelhantes através do emprego de outras técnicas

tais como, fluorescênci~ dicroismo circular, micro~

copia eletrSnica e ressonância magnética nuclear. O

trabalho realizado em nosso laboratório envolve a

aplicação 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 aprese~

tados foram extraídos desse trabalho.



Um outro motivo para o estudo dessa intera

çao prende-se ~ possibilidade de que o glu~agon, pa­

ra atingir o seu receptor, deva primeiramente ligar-

se ã membrana. Nesse caso, resulta de interesse exa-

minar como ocorre a interação entre o hormônio e os

lipídios da membrana.

Encontram-se na literatura outros estudos
/

de interação de hormônios peptid±cos com membranas

artificiais (537-539).

Foram empregadas no presente trabalho mem-
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branas de PC, DPPC, dimiristil fosfatidil

(DMPC), PS,PA e PIo

Foram empregados neste projeto

colina

derivados

marcados de glucagon, preparados pelo Dr. R.M. Epan~

contendo um grupamento nitrôxido em um p~ntanel 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),O grupamento ligado aos

aminos grupos e:

o
~ -

Õ
l'!
O

O glucagon é um peptídio contendo 29 amino

ácidos (PM-3500) dotado de grande liberdade conforma-

cional em solução aquosa (540). Não seria, portanto,

de se esperar que os e.~p~ctros da molécula marcada

apresentassem indicaç6es de elevado grau de imobili-

zaÇao em água. Soma-se a isso o fato de que o anel

contendo o marcador liga-se aos amino grupos por li

gação simples, o que confere ao grupamento nitróxido



um grau de liberdade adicional. No caso G-12, poder

se-ia esperar uma grande mobilidade/uma v~z que o

anel contendo o grupamento nitróxido está ligado a

porçao terminal da cadeia lateral da lisina.

No entanto, estudos em solução e em sol­

ventes orgânicos indutores de a-hélice (541,542) in

dicaram para o G-lZ uma maior iJOObilidade que para G-l,

(543). Isto está de acordo c.om dãdos de raios X (544)
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que revelam que o terminal amino do peptídio goza

de maior liberdade de movimento mesmo no estado cris-
talino.

A interação de glucagon com estruturas li-

pídicas já havia sido examinado atravis de medidas

de fluorescência e dicroismo circular por Elelhoch e

colaboradores (545, 546). Esses autores

que o peptídio não interagia com membranas

encontram

de PC,

(546), mas que a formação de a-hélice era induzida por mi

celas de lisofosfatidil colina. Uma "forte interação

foi tambim observada neste laboratorio entre glucag~n__

e micelas de HDTMA e de docecil sulfato

(547) .

de ""sódio

Ao "mesmo tempo em que eram realizados os

experimentos de RPE, Epand e colaboradores (548) mos

traram. através do emprego técnicas de fluorêscencia

e dicroismo circular que o hormônio era capaz de in

teragir com um fosfolípidio em fase gel, a DMPC, ad­

quirindo conformação em a-hélice sem modificar a tem

peratura de transição de fase do fosfolipídio. Acima

de T não ocorriam alterações na emissão de fluores-
c

cência ou no dicroismo circular do glucagon.









em solução aquosa à mesma temperatura. Os efeitos de

alterações espectrais são visíveis tanto ab·<;1ixo (mais

intensamente) como acima da temperatura de transição

do fosfolÍpidio. Isto sugere que, ou a ticnica de

marcador de spin está sendo capaz de detetar um efei

to que as outras técnicas não detetaram (ou seja, a inte

ração acima de T ), ou a molécula marcada possui umc .

comportamento diferente da nativa.

A possibilidade de verificar o envolvimen­

to ou náo de resíduos individuais de amino ácidos em
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interações, torna o método aqui empregado bastante

interessante para o estudo pormenorizado dessas inte

raçoes.

Quando se empregou DPPC os resultados fo-

ram menos evidentes, como verificado também por Epand

e colaboradores (549). Tambim, quando PC foi usada

nao se verificou a ocorrência de qualquer alteração

nos espectros de G-1 ou G-12. Esses resu1ta-

dos também estão de acordo com os de Schneider e

Edelhoch (546).

Um comportamento bastante diferente foi,

no entanto, observado quando se examinou a interação

entre G-l e G-12 e membranas de fosfolipídios carre­

gados negativamente. Nas Figs. 67 e 68 encontram-se

os espectros de G-l e G-IZ, respectivamente, em pre­

sença de PA,PS e PIo Verifica-se pelo grau de imobi~

1ização refletido nos espectros, que ambos os com-

postos marcados interagem de maneira ihtensa com os

fosfolipídios, sendo a interação menos intensa aparenteme!!,

te com a PS. Observa-se que, no caso dos fosfolipí-
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dios carregados negativamente tanto o amino grupo ter.
minaI como a lisina 12 estão envolvidos, na medida em

que esse envolvimento é retratado pelas alterações es

pectrais.

Os estudos da interação entre glucagon e mem­

branas artificiais, da maneira como foram efetuados,

empregando-se o hormônio marcado. permitiram obter in­

formações sobre as alterações conformacionais do hormô

nio em consequências dessa interação.

As alterações espectrais observadas com G-12

em presença de DMPC e com G-1 e G-12 em presença de fos

folipídios carregados negativamente estariam de acordo

com a aquisição pelo peptídio de uma corformação mais

empacotada (como a a-hélice) que restringiria a mobi1i

dade do grupo paramagnético, como visto no estudo do

efeito de solventes que sabidamente induzem o glucagon

a adotar essa conformação (541,542).

O presente estudo também se apresenta como

excelente modelo para o exame de interações lipídio-pro

teína em membranas, que vem sendo alvo de intensa in­

vestigação nos últimos anos. A influência recíproca de

ambos os componentes sobre as propriedades estruturais

do sistema (ou seja, alterações do peptídio pelo lipí­

dio e alterações da estrutura da membrana pelo peptí­

dio são aspectos que se deseja examinar e o estudo aci

ma evidencia a viabilidade. de estudos dessa natureza.

Finalmente, o efeito mais intenso (ou único)

do glucagon sobre membranas em fase ge1 parece origi-



nar-se do mesmo princípio invocado anteriormente no

caso dos hidrocarbonetos cancerígenos (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 ácidos graxos do fosfolipídio.
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c. Estudos com Membranas Biológicas

1. Biossíntese de Fosfolípidio por Sistem&Enzimáticos

de Mamíferos*

A maneira mais comum de introduzir marca­

dores de spin lipídicos em membranas biológicas baseia

se na intercalação física de compostos de natureza

lipídica na região de mesma natureza da membrana.

Em vista da heterogeneidade :da organiza­

çao 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 excluídos de sistemas

lipídicos densamente empacotados (ref. 200 e Seco

III.A.I.). A própria estrutura do marcador pode in­

fluir no processo de exclusão (Sec. III.A··l.). Em

estudos de interação lipídio-proteína foi sugerido

que as moléculas re~rteres.poderiam ter sido excluí­

das da vizinhança onde ocorre uma forte interação

entre lipídios e proteínas (235,256). Por outro la­

do, vários estudos tem mostrado que em alguns siste

mas os espectros RPE de marcadores de spin podem

fornecer informações a respeito da natureza· e inten

sidade da ligação de lipídios a proteínas (215,216,

219) .

Uma forma atraente para abordar o estudo

de marcadores de spin em membranas biológicas se

constitui no emprego de compostos marcados especif~

*Refs.259 e 260
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camente selecionados para o exame de um componente

particular da membrana., Assim, por exemplo, para o

estudo da proteína carregadora de ADP, que intera-
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ge com acil coenzima A, foi preparada -uma se-

rie de derivados marcados desse composto (552). Uma
~

abordagem análoga foi empregada através da sintese

de derivados marcados de acil colina para o estudo

do receptor da acetil colina em eletroplaca (255).

Preparações de compostos de importância biológica

marcados tem sido descritas na literatura e alguns

tem sido utilizados no estudo de membranas. Uma sé

rie de referências relacionadas a esse assunto

dada na ref. 150.

-e

Uma forma extremamente conveniente de in-

troduzir um marcador de spin lipídico em uma membra

na é 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

se localizaria.

provavelmente

A maioria dos trabalhos que descreveram a

habilidade de um sistema biológico de utilizar um·

marcador de spin (em geral, ácido graxo) como subs-

trato para incorporação em membranas se relaciona

com microorganismos (234-237). Colbeau e colaboradores (258),

obtiveram fosfolipídios marcadores através da incor

poração de ácido esteárico marcado em lisofosfatidll

colina em presença de fração microsomal ou mitocôn­

dria interna de fígado de rato.

O presente trabalho se constituiu no pri­

meiro relato da biossíntese de um fosfolípidio (o



ácido fosfatídico) a partir do ácido esteário em

fração microsomal de fígado de cobaia~ A manipula­

ção bioquímica foi efetuada pelo Dr. N.Z. Stanacev

e pela sra. L. Stuhne-Sekalec., de acôrdo com os

procedimentos descritos nas refs. 259 e 260.

O material de partida se constitui de sn

-glicerol-3-fosfato contendo 14C na posição 2 e de

12-SASL. O meio de incuoação escolhido foi aquele

que favorece a síntese de ácido fosfatídico.
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A Fig. 69 apresenta a cromatografia em

coluna de DEAE-celulose m.un gradiente de acetato de aJIK)­

nio dos líquídos preparados biossinteticamente parcialmen

te purificados através de passagem por coluna cro­

matográfica de ácido silícico.

A frações contendo a maior parte da ra­

dioatividadê (linha cheia) e do sinal de RPE (linha

tracejada) foram obtidas em concentrações de acet~

to de amônio que produzem a liberação de ácido fo~

fatídico. Amostras doeluato se comportam em croma

tografia em camada delgada da mesma forma que um

padrão de ácido fosfatídico e a hidrólise alcalina

forneceu o glicero'l- 3- fos fa to.

Quando a fração microsomal era inativada

por açao de calor, a incorporação de 12-SASL em

ácido fosfatídico era menor que l't daquela obtida

enzimaticamente.

A biossíntese de PA foi também efetuada

empregando-se o sn-glicerol-3-fosfato tritiado na

posição 2. Como ácidos graxos foram empregados o

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



Fig•. 69

205

8
O
u8

O . Ou
-a

I·C CllI/) 600
UO ------ SPIN l.A8El. ~-a
Cll J::Cll a -.-4u o-~

~
I/)Cll

Oa '100 '<- IZ -.-4 QI

!-If
-a-aUl
~.-4O
O-~•.-4

0.03 ~ '.-4 O-a M-a\.-4 u
Cllo--.:r

QI u'.-4M 200 -a ~M

~I/)QI
3 QI-a M

OI/) aQI
;:J..M oOa

;:J..

Cromatografia em coluna de DEAE-celulose de lipídios marcadores
com l4C e com marcador de spin, obtidos atravês de preparação
em larga escala.

..---

!1
q
".

11' .

~~II\
I I

J

~/!}I
. 7

·~10G- •

I~ \ .., .

V,

~-~

Fig. 70 Espectros de PA contendo marcador de spin obtido biossintetica­
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to e oleato de sódio. A tabela XII compara os ren-

dimentos obtidos. Verifica-se que estes são maiores

com o sal sódico do l2-SASL do que com o ácido. Is

so é provavelmente devido à maior solubilidade do

sal em meio aquoso. Por outro lado não há uma li-
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nearidade entre os redimentos e as concentrações

iniciais de marcador de sptn.

Numa preparaçao em larga escala, -apos

purificação, a preparação de ácido fosfatídico re­

velou conter 17% de espécie paramagnética. A con­

centração de radical nitróxido foi calculada por

dupla integração dos espectros (conforme Fig. 70)

empregando-se um padrão de concentação

de l2-SASL.

conhecida

Estudos de degradação do ácido fosfatídi

co através de veneno de Crota1us adamanteus ao 1i-

50 derivado vieram indicar que não existe ligação

do 12-SASL a uma posição preferencial do glicerol-

-3-fosfato, obtendo-se quantidades aproximadamente

iguais nas posições I e 2, ou seja, concentrações

aproximadamente iguais de espécie paramagnêtica fo

ram encontradas na forma de 12-SASL e de ácido li-

sofosfatídico após a ação do veneno.
/

O espectro de ácido fosfatidico marcado,

obtido biossintéticamente, apresentou, em membra-

nas microsomais, a forma revelada na Fig. 71 (espec~

tro superior). Extratos lipídicos dessas membranas

dispersos em meio aquoso, apresentaram o espectro da

Fig. 71 (inferior). Também nessa figura constamo espectro

de absorção, obtido por integração simples e a du-
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Fig. 71 Espectros de PA, a - em fração microsomal de fígado de cobaia, onde
ocorreu a biosslntese do marcador de spin e b - em liposomas prepa­
rados com os lipídios extraídos das membranas. A-primeira derivada;
B- espectro de absorção; C - segunda integral de A.



pIa integral, que forneceu as concentrações das
.

amostras.

As dife~enças observadas nas formas das

linhas dos dois espectros são do mesmo tipo que as

encontradas para comparações semelhantes em outros

trabalhos. Essas diferenças devem-se provavelmente

ã maior imobilização de pelo ~enos uma fração dos

marcadores devida provavelmente ã ocorrência de in

teração lipídio-proteína nas membranas microsomais.

De fato o espectro superior da Fig. 71 apresenta

indicações de superposição de componentes devido ã

presença de mais de uma população.

Espectros semelhantes tem sido analisa

dos como sendo constituídos pela soma de uma compo­

nente que corresponde à população do marcador en­

volvida em interação direta lip{dio-proteína (mais

imobilizada) e de outra componente relativa ã popu

lação de lipídio formador da região da bicama­

da (mais móvel).

O presente trabalho estabelece que o 12­

-SASL é um substrato ~ceitâvel para a formação do

ácido fosfatídico cata1isada por fração microsomal

de fígado de cobaias. Os resul tados demonstram a

viabilidade de se introduzir marcadores de spin em

membranas biológicas na forma de componentes in­

trínsecos das mesmas através de via biossintética,

e da sua quantificação através da dupla integração

dos espectros de RPE e da dosagem concomitante de

um elemento radloativo. Marcadores de spin ligado~

covalentemente a componentes intrínsecos de membra

nas (lipídios ou proteínas) se constituem provavelmente
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em repórteres mais adequados das características

estruturais do sistema. A possibilidade de obtenção

de espectros de estruturas membranosas imediatamente

após a ocorrência do processo biossintético também

representa uma vantagem, pois elimina etapas de ma

nipulação que envolvem a introdução de um marcador
,.

extrinseco em membranas.

2. Estudos da Destruição do Paramagnétismo do Radical

Nitróxido por Sistemas Enzimáticos de Membranas

Componentes de membranas biológicas pos-

suem muitas vezes a habilidade de reagir com radi­

cais nitróxido causando o desaparecimento do para­

magnetismo (262-265). As reações são provavelmente

devidas a ação de enzimas ou sistemas enzimáticos,

tendo o fenômeno sido inclusive empregado para es-

tudar a cadeia respiratória localizada na membrana

de E. coli (264).

A reação em presença de mitocôndrias foi

estudada por Quintanilha e Packer (266) que con-

cluiram que nessas organelas a transferência de

eletrons é mediada pela ubiquinona. ~~

Em estudos com mitocôndrias e fração mi

crosomal de fígado de cobaia, nós observamos tam-

bém a habilidade dessas organelas de catalisar a

destruição do sinal de RPE do marcador de spin. O

exame da cinética de reação em diferentes condi­

ções de trabalho permitiu a obtenção de uma série



de informações, tanto a respeito da reação como de

caráter estrutural.

Nesse sentido variaram-se os seguintes as

pectos:

19 • Marcadores de spin - Foram utiliza­

dos o l2-SASL, seu sal sódico, o 5-SASL, o ácido

fosfatídico contendo ácido esteárico marcador na

posição 12, o estearil coenzima A marcado na posi­

ção 12, a SSL, e a TEMPO-colina.

29 • Frações sub-celulares .. Comparou-se a

habilidade das seguintes frações de reagir com o

radical N-O: mitocôncrias, mitocôndrias delipida­

das, mitocôndrias internas, matriz mitocondrial,

fração microsomal e fração microsomal delipidada.

39 • 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 evaporação de solven

te orgânico, ou era fornecido ao sistema biológico

por liposomas de PC aos quais o marcador havia si­

do incorporado durante a sua preparação.

49 • Foi ainda investigado o efeito da

presença de grupamento -SH no meio,na forma de mer

capto etanol.

Foi efetuado um estudo de estearil CoA.

Verificou-se que o mesmo em solução forma miceLas,

apresent<tndo um espectro indicativo de forte intera

ção spin-spin. Quando a solução é diluida ocorre

o desaparecimento dessa interação (0,47 mM~ suge-
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rindo que foi atingida a concentração micelar crí­

tica (cmc) abaixo da qual só existiriam. monômeros

(ver conteúdo da ref. 527). Esse valor da cmc di­

fere daquele para o composto nativo (SS3). Verifi­

cdu-se que esse marcador não se incorpora a 1ipo­

somas de PC, sendo porem capaz de ligar-se às mem­

branas biológicas. A forma de linhas espectrais

sugere que o estearil CoA.marcado poderia estar

ligado a proteínas das membranas (Fig. 72).

O marcador SSL, por sua vez, dificilmen­

te é incorporado a membran~biológicas. Das várias

tentativas efetuadas, apenas uma vez foi obtido um

espectro indicativo de alargamento por troca. Es­

pectro semelhante já havia sido observado quando

um marcador d·a mesma natureza foi adicionado à pre

paração de membranas em solução alcoólica (S54).

Tal fato foi explicado em termos do marcador for­

mar micelas, em vista de sua reduzida solubilidade

tanto em água como na membrana. (Um comportamento

semelhante foi também observado quando se tentou

incorporar o marcador CSL a partir de um filme em

membranas de eritrócitos (lSO~. O fato foi discuti

. do em termos da incapacidade da membrana de solubi

lizar mesmo proporções muito baixas de um composto

altamente hidrofóbico, em base a um estudo pormeno

rizado da distribuição heterogêne a de CSL em micelas

de brometo dehexadecil trimeti1 amônio (SSS). ·Em

vista do acima, a destruição do sinal de RPE do SSL

foi somente estudada com o ~arcador incorporado em

liposomas de PC.

.,....
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Fig. 72 Espectr~ de estearil CoA marcado na posiçao 12 em membranas internas d.e
mitocôndrias de fLgado de cobaia em presença de mercaptretanol.: Oliservam
se elevado grau de imobilização do marcador ligado ã membr"lna, bem-­
como linhas estreitas devidas ao composto na fase aquosa. (--) espec­
tros inicia~ (---) espectro após 20 minutos. A meia vida para o desapa
recimento do espectro do marcador em água é de 1000 segundosol enquanto
que na membrana é de 2800 segundos
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estearil CoA foram adicionados ao meio àquoso de

suspensão das frações sub-celulares.

A Tabela XIII mostra as meias vidas medi

das para cinética de desaparecimento do sinal de

RPE dos vários marcadores em presença dos ·vários

sistemas estudados. Observa-se que todas as rea­

çoes sao mais rápidas em presença de mercapto eta­

nol. Contudo, náo é esse .composto. por si. o res­

ponsável pela reação (sabe-se que radicais nitróxi

d - d' d .. d F 3+o sao re UZl os por clstelna em presença e e

(556~, uma vez que o composto é muito ativo sobre

marcadores de spin incorporados em liposomas de P4

em ausência das preparações biológicas.

Esses resultados sugeriram que o sítio

redutor é de naturez~ proteica, sendo atiVádo por

mercapto etanol.

A velocidade da reação dependeu da con-

centração do marcador. aumentando para concentra-

çoes menores (para a mesma quantidade de proteina

da fração sub-celular, Tabela XIV).

Fração microsomal e mitocôndrias delipi­

dadas reduziram os marcadores com velocidades me-

nores que as organelas intactas (Tabela XV). O mes

mo ocorreu com mitocôndrias internas e matriz mito

condrial (Tabela XV). Esses resultados sugerem que,

apesar do sítio de reação ser de natureza proteic~

a integridade da membrana é necessária para confe­

rir a essas estruturas o arranjo adequado para fu~

cionamento mais eficiente, ou seja, a conformação
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TABELA xv

Meias vidas (t l / 2 , em segundos) para a queda da altura da linha de campo central (ho ) nos espectros

de marcadores de spin nos sistemas estudados a .

Marcador de

spin

Forma de for-

necimen to do

marcador

(MarcadOr)
M x 105 Mitocôndrias

lipidadas
+mercaptoetanol

t l / 2

Mitocôndrias internas
+mercapto- -mercapto-
etanol etanol

Matriz mitocondrial
+rnercapto- -rnercapto-

etanol etanol

7100

d

5500

2600

PA marcado

estearil CoA

marcado b

a,b,c e d

liposomas de PC 2, O

filme 2,0

liposornas de PC 1, O

solução 5,0 6200

solução 2,5 4000

sao os mesmos que na Tabela XIII

2800

8700

>10000 6400,3300c - ,5100

~.....
-..J
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mais ativa das proteínas é obtida em presença dos

lipídios e provavelmente através de interações com

estes. O fato de se obter alguma reatividade em

presença de matriz mitocondrial sugere que várias

atividades enzimáticas devem ser responsáveis pela

atividade máxima observada em presença de organe­

las intactas.

As meias vidas para a reação dadas nas

Tabelas XIII-XV parecem depender da posição do mar-

cador na cadeia do ácido esteárico. Assim, os com-

postos possuindo o anel oxazolidínico no carbono 12

da cadeia apresentaram meias vidas mais longas do que o

S-SASL. O valor de t
l/2

para SSL, Tabela XIII, é para lU1\3.

concentração do marcador maior do que a empregada no ex­

perimento com S-SASL. Considerando-se.a tendência

manifestada na Tabela XIV esperar-se-ia um valor

de ~1/2 mais baixo para concentrações comparáveis

as dos outros marcadores na Tabela XIII. Finalmen-

te é patente que a redução da TEMPO-colina se
I

da

numa velocidade muito maior do que a dos outros

marcadores. O estearil CoA apresenta picos devidos

a marcador em solução (Fig. 72). Estes também desa

parecem rapidamente. Esses resultados sugerem que

a sítio de redução deve encontrar-se próximo ã su­

perfície da membrana.

Nota-se também que a velocidade indepen-

de de se o marcador se encontra na membrana bioló­

gicas ou em liposomas (Tabela XIII). O provável m~

canismo para essa observação é que ocorre transfe­

rência de marcador do liposoma para a membrana bio

l~gica mediada pela fração de marcador dissolvida
\

em água (SS8) (devido a solubilidade finita do



marcador nesse meio) e que essa etapa é mais rapi-
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da do que a redução.

A transferência através do meio aquoso

ta1v~ não ocorra no caso do ácido fosfatídico, uma

vez que a solubilidade de fosfolipídios em água

muito baixa. g possível que o grupamento N-O e

-e
o

sugere

anel oxazolidínico aumentem essa solubilidade, mas

provavelmente, o efeito não se~ia ~uficiente para

produzir concentrações comparáveis com as dos ou·

tros compostos (5- e l2-SASL, o sal sódico de 12­

SASL e l2-SASL-CoA). Nesse caso a transferência se

daria provavelmente atravês do contacto (colisão)

entre as duas membranas.

g possível ainda Que a redução sej a me­

diada por difusão lateral dos componentes que se

encontram na membrana (253) e isso explica em par­

te a considerável diferença entre TEMPO-colina e

os marcadores solúveis na membrana.

Convém notar que a fusão entre liposomas

e as membranas biológicas não deveria ocorrer nas

condições experimentais. Um resultado que

que a fusão realmente não ocorre, pode ser visto na

forma das linhas espectrais obtidas quando se mis­

turam os liposomas com as frações sub-celulares. A.

forma das linhas não' se aI tera permanecendo aq~

la característica de liposomas (e diferente da ob-

tida para os marcadores nas membranas

Fig. 71)

Como se vê na Tabela XI I I, a

biológicas,.

velocidade

da reação foi maior em presença de mitocôndrias do

que em presença de fração microsomal (para a mesma
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quantidade de proteína). Também, na maioria dos ca

so~ houve uma quebra no gráfico do logaritm~ da aI

tura das linhas espectrais em função do tempo no

caso de mi tocôndrias, na presença de -SH. Este efei

to quase nunca ocorre com fração microsomal. g po~

sível que a quebra, com aumento posterior da velo­

cidade (em geral) se devesse à necessidade de um

tempo de espera para ativação do sIstema redutor.

Talvez alguma alteração estrutural da membrana ocor

ra, expondo mais o sítio de reação.

As diferenças entre mitocôndrias e micro

somas sugeriram que uma possível transferência de

marcador entre as organelas poderia ser

através do estudo da cinética de redução.

detetada

A tabela XIII mostra que quando marcado-

res de spin são intercalados em membranas microso-

mais e, a seguir, estas são expostas a mitocôndrias a redu-

ção ocorre com velocidade bem maior do que na pre

sença de apenas um dos' sistemas. Observa-se ainda uma que
. -

bra no gráfico de log h versus ... ) tempo, como usual

mente é observado com mitocôndrias. Os resultados

sugerem que também entre organelas é possível efe­

tuar a transferência de marcadores de spin.

Recentemente, Stuhne-Sekalec e Stanacev

(559,560) estudaram esse processo através de ex­

perimentos análogos. lida e colaboradores (561)

também estudaram a transferência de marcadores de

spin entre diferentes organelas.

Membranas biol6gicas ou células intac­

tas, em várias oportunidades revelaram a proprie­

dade de interagir com o grupamento nitr6xido numa

re aç ão provavelmente de redução desse grupo com perda do par!

i,1

~
1
I
!

;j
1:
11



magnetismo (262-266). Esse processo pode as vezes

se constituir num inconveniente, uma vez que, no

caso de velocidades muito altas, a obtenção de es­

pectros para informações de caráter estrutural po­

de ser prejudicada.

O estudo da cinética de tais reaçoes e

dos fatores que influem essa cin~tica pode contri­

buir para o estabelecimento de condições em que es

sas dificuldades sejam superadas. Ao mesmo tempo,

variando-se uma série de aspectos das condições de

trabalho, torna-se possível uma análise das carac-

ter{sticas dos sítios responsáveis pela reativida­

de das membranas, tais como, natureza química, lo­

calização e necessidade da presença dos lipídios

para conferir às proteínas uma conformação mais

ativa.
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IV - CONSIDERAÇOES FINAIS

o capítulo I tratou das bases do Método de

Marcador de Spin, bem como de algumas de suas aplica­

çoes no estudo de propriedades dinâmicas de membranas.

O capítulo 111 ~presentou trabalhos realiza­

dos com participação da autora dentro da área.

Procurar-se-á aqui efetuar uma avaliação crí

tica do método e comparar os resultados obtidos atra­

vés dele com aqueles obtidos por outras técnicas, apre

sentando as vantagens e limitações encontradas nos

estudos com marcadores de spin.

Um dos aspectos ·do trabalho com marcadores

de spin que deve ser analisado é o da localização dos

mesmos em membranas.

Em membranas artificiais de um componente

apenas esperar-se-ia uma distribuição homogênea de um

marcador de spin. O ~nico problema a ser considerado é

o da localização em termos das regiões polares e apola

res da membrana. Por exemplo, espera-se que o grupa­

mento carboxila de ácidos graxos se localize na região

polar da membrana~· pr6ximo da interface membrana-água.

Um problema diverso surge quando os marcado­

res nao são capazes de se intercalar no sistema em estu

do, o que em geral ocorre devido a um empacotamento dé~

so das moléculas. O fenômeno se manifesta, como observ~

do com lisofosfatidil colina anidra (Sec. 111. B.I.h) e

com os monos e diglicerídios saturados (Secs. lI! B.I.c

e 111. B.I.d). A exclusão de marcadores pode também

ocorrer de forma seletiva, determinada pela sua
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estrutura molecular, como no caso de l2-SASL na liso­

fosfatidil colina anidra (Sec. III. B.l.b.)9 onde o

anel oxazolidínico constitui uma pertubação muito gran

de na posição 12, ao passo que o 5-SASL não é excluí­

do do sistema.

Quando um sistema artificial possui mais de

um componente, surge outro problema: a possibilidade

da localização preferencial de marcadores em um ambi­

ente formado por apenas um ou alguns dos componentes.

Algumas misturas lipídicas apresentam distribuição he

terogênea, possibilitando a localização seletiva de

marcadores. Tal fenômeno foi descrito (562,563). Esse

é um problema sério para o estudo de membranas bioló­

gicas, onde se sabe que o arranjo molecular não é ho­

mog~neo. Estudos com marcadores de spinp~dem revelar

as propriedades apenas de parte das bio-membranas.

Em alguns casos foi sugerido que os marca­

dores de spin poderiam não estar localizados em re­

giões de mais denso empacotamento (235,256) ~ de inte

raçao lipídio-proteína). Por outro lado, em vários

sistemas, a presença de uma população de marcador mais

imobilizada foi interpretada como correspondendo a li

pídio interagindo diretamente com proteína (215,216,

219).

Um outro tipo de problema reside na dificul

dade de incorporar marcadores de natureza muito hidr~

fóbica (como CSL e o SSL) em membranas biológicas. E~

geral, obtem-se um espectro indicativo de um elevado

grau de interação por troca (150,554) sugerindo solu­

bilização limitada do marcador pela membrana. A solu-
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bilização do CSL por micelas de brometo de hexadecil

trimetil amônio foi estudada por Schréir e colaborado

res (SSS) e também neste caso o processo apresenta li

mitações, provavelmente devido ao caráter hidrofóbico

do marcador.

Um outro aspecto do trabalho com marcadores

de spin que é sujeito a críticas é 9 da pertubação cau

sada pelo próprio marcador, especialmente no caso. em
/

que o grupamento volumoso do anel oxazolidinico aumen

ta a área ocupada pela molécula como é o caso dos áci

dos graxos. Tem sido sugerido que o marcador poderia

estar relatando as propriedades de um ambiente cria-

do por ele mesmo~ Uma boa maneira de minimizar esse

tipo de problema é o trabalho comi uma variedade de

marcadores, a fim de confirmar as conclusões obtidas.

Uma variedade de técnicas físicas tem sido

empregada no estudo de propriedades dinâmicas e estru

turais de membranas. Entre elas, a ressonância magnéti
/

ca nuclear (de proton, deutério, carbono 13, fosforo

31, fluor 19, refs 89-9S). Uma desvantagem da ressonan

cia magnética nuclear (RMN) é a baixa sensibilidade.

Enquanto concentrações de radical da ordem de lO~5M são

suficientes para detetar o sinal de RPE, concentraçõ~

muito mais elevadas'são necessárias para experimentos

de RMN. A principal vantagem de RMN é a de se poder

estudar os componentes naturais de membranas sem in-
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troduzir a pertubação de um marcador.

A análise espectral, contudo apresenta dl.

ficuldades diversas para os diferentes núcleos. A in­

terpretação dos espectros de proton de membranas é contro
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vertida (564,565). Medidas de tempos de relaxação spin

, d l3C d- . f - b . " .retIculo e ao In ormaçoes so re mOVImentos rapI-

dos em membranas, mas os espectros não são indicativos

do grau de ordem. Parâmetros de ordem são obti

dos diretamente dos espectros de 2H, (91,94), mas i di

fici1 a obtenção de dados sobre a velocidade de movi-

a d
31 - ... .mentos. s espectros e P sao senSIveIS ao mOVImento

e ã ordem moleculares (385). A'análise dos espectros

de 19 F apresenta as mesmas dificuldadea encontradas com

IH, agravadas pelo fato de o fluor não ser necessaria­

mente um bom substituto para o hidrogênio. Contudo, a

maior parte dos experimentos de RMN em membranas pode

ser interpetrada em termos da teoria para movimentos
-. ( -6 2rapIdos T <10 para H), o que representa uma vanta-

em relação a RPE, onde frequentemente i necessário uma

teoria mais complexa para movimentos lentos. Por outro

lado, a análise de valores de tempos de relaxação spi~

retículo em sistemas ordenados já atingiu um estágio

mais avançado em RPE do que em RMN de 2H e 13C. Deve -

se lembrar ainda a sensibilidade dos espectros de RPE

a variações de frequências e da polaridade do meio.

A espectroscopia de fluorescência i ainda

mais sensível do que a de RPE, mas apresenta em muitos

experimentos a mesma desvantagem que o mitodo de marca
.-

dor'de spin: ê o emprego de uma molicula reporter es-

tranha ao sistema. A análise de experimentos de despo­

1ari zação de flmrescência i geralmente fei ta em termos

de uma teoria desenvolvida para JOOvimento isótropico em meio

não ordenado (566). Isto pode levar a grandes erros na

avaliação de tempos de correlação ou viscosidade devi-

do ~ forma anisotr6pica das mol~cu1as e i

de o rdem na membrana.

existência



A técnica de espectroscopia de correlação de
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fluorescência tem sido usaJa para estudar processos

de difusão lateral e pode- também ser aplicada para di

fusão rotacional. A recuperação de fluorescência após

foto-destruição se constitui em uma execelente técni-

ca para o estudo da difusão lateral de componentes de

membranas (55).

A espectroscopia Raman é s ens í ve I ·'a isomeri

zaçao trans-gauche e ao empacotamento das cadeias (84"::8Q)

mas a interpretação dcs dados em termos de um parâmetro

de ordem ainda não foi efetuada~ A espectroscopia de

infra-vermelho também vem sendo aplicada no estudo de

memhranas (82,83), sendo de grande utilidade no estu-

do de sistemas altamente ordenados, que apresentam,

nesses estudos, linhas estreitas.

_ Difração de raios X pode ser usada para me­

dir distâncias como a espessura da bicamada ou a sepa

ração entre as cadeias de ácidos graxos (73,74). Di­

fração de neutrons pode ser usada para localizar áto­

mo de deutério de compostos seletivamente deuteriados

na bicamada (87,88). Contudo, nenhum dos dois métodos

fornece informação a respeito da dinâmica molecular,

diminuindo a resolução 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 parâmetro de ordem ao longo

da cadeia (93). g possível que a pertubação -devida

ao anel oxazolidínico seja em parte respons~vel pela

discrepância. 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 distribuição que tem uma du­

ração de <10- 7
5 aparece como estática, enquanto que p~

2 - -5ra o RMN de H essa duraçao tem que ser >10 ~. 4,ssim,

movimentos com tempos de correlação intermediários en­

tre esses valores darão origem a diferentes parâmetros

de ordem para RPE e para deutério. De qualquer forma,

não se encontra presentemente esclarecida a diferença

,experimental obtida entre os resultados de RPE e RMN ..~
2 .',

de H. O trabalho recente de Polnaszek e Mason discute

as poss!veis causas desse efeito (566).

Em síntese, o método de marcador de spinapre

senta limitações, tais como: 1 9 - introdução de uma mo

lécula não intrinsica ao sistema; 29 -a possível pertu~

bação causada por essa molécula; 39 - a possível loca­

lização heterogênea do marcador no plano da membrana;

4 9 - a possível destruição do marcador em sistemas bio

lógicos. Por outro lado, o método oferece uma,série de

vantagens: 1 9 alta sensibil~dade, sendo necessáriasbai

xas concentrações do sistema e da molécula repórter;2 9

a obtenção de espectros pode ser efetuada em temposc~

tos, o que facilita a parte experimental; 39 os espec­

tros são extremamente sensíveis ao grau de orientação

e ã mobilidade dos marcadores de spin; 4 9 as teorias

para interpretação desses espectros se encontram em ní

vel bastante desenvolvida, permitindo a análi~e dos

mesmos em um nível bastante satisfatório; 59 a reativi

dade qu!mica de marcadores de spin também pode se uti­

lizada para obter informações relevantes a respeito dos

sistemas estudados.
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RESUMO

Uma revisão é efetuada sobre: I - os princi

pais aspectos da pesquisa no ramo de membranas biológicas e.
2 - no ramo de membranas artificiais;· 3 - os princípios do

Método de Marcador de Spin; 4 - as aplicações do método no

campo de membranas.

são descritas uma série de investigações em

que foi aplicado o ~todo de Marcador de Spin para estudo de proprie­

des estruturais e dinâmicas de membranas e do efeito de age~

tes adicionados às mesmas. Nesse sentido foram examinados:

I - os requisitos estruturais para que compostos anfifíli­

cos formem bicamadas organizadas; 2 - a influência da compo­

sição de membranas na partição de marcadores de spin que se

distribuem entre a membrana e a fase aquosa; 3 - a dependên­

cia da permeabilidade de membranas da composição lipídica

das mesmas; 4 - o efeito do colesterol sobre o grau de orga­

nização e a mobilidade de componentes da membrana; 5 - o pa­

pel estrutural de hidroperóxidos lipídicos, bem como a sua

reatividade em matrizes membranosas; 6 - a interação entre

hidrocarbonetos aromáticos cancerígenos e não cancerígenos e

membranas lipídicas; 7 - o efeito do antibiótico poliênico

anfotericina B sobre a estrutura e permeabilidade de membra­

nas; 8 ~ a interação entre o hormônio peptídico glucagon e

membranas; 9 - a biossíntese de fosfolípidios contendo marc!

dor de spin e os espectros fornecidos pelos mesmos em membra



nas; 10 - a reatividade de memb!anas biológicas, mediando

reaçoes de destruição de paramagnétismo de marcadores de

spin e o emprego dessa propriedade para estudar a tranferên

cia de lipídios entre organelas.

São ainda discutidas as vantagens e as limita­

ções do método empregado e é efetuada uma comparação com o~

tros métodos espectroscópicos utilizados no estudo de membra

nas.
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