CAPITULO X|

Calorimetria aplicada a membranas
e proteinas

KARIN A. RISKE E KATIA REGINA PEREZ - DEPARTAMENTO DE BIOFISICA
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO

A Calorimetria, do latim calor = calor e do grego metria = medida, é uma
ciéncia que mede a quantidade de calor transferida entre um sistema e seus ar-
redores. Qualquer processo que resulte na liberacao ou absorcao de calor é um
candidato a um estudo calorimétrico. Portanto, ndo é surpreendente descobrir
que a calorimetria tem um vasto campo de aplicacdes com exemplos variando de
desenho de novas drogas para a industria farmacéutica ao controle de qualidade
de processos em larga escala da industria quimica e ao estudo de biomoléculas
em ciéncia basica.

Neste capitulo, serdo abordados conceitos basicos de Termodinamica dire-
tamente relacionados a calorimetria, os principais acontecimentos histéricos que
marcaram o desenvolvimento da calorimetria e os principios da medida de uma
das técnicas calorimétricas mais utilizadas atualmente, a calorimetria diferencial
de varredura (DSC). Por fim, serdo apresentadas e discutidas algumas aplicacdes

da calorimetria para o estudo de biomoléculas como lipidios e proteinas.

CONCEITOS BASICOS

Calor é a energia em transito decorrente de uma diferenca de temperatura
entre dois corpos. De acordo com a segunda Lei da Termodindmica, o calor sem-
pre flui do corpo mais quente para o corpo mais frio, até que a temperatura dos
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168 ENTRE SOLIDOS E LIQUIDOS

dois corpos se iguale. Portanto, trocas de calor vém, em geral, acompanhadas
de mudancas de temperatura. Entretanto, a relagcdo entre calor trocado por um
corpo e variagdo de sua temperatura depende das propriedades do corpo em
questdo. Isto ocorre, pois cada substancia apresenta uma capacidade distinta de
armazenamento de energia interna. A transferéncia de energia para um corpo
pode aumentar a energia cinética de suas moléculas, elevando sua temperatura,
mas pode também aumentar a rotacao e vibragdo destas moléculas, assim como
alterar sua energia potencial, o que ndo causa variagdo de temperatura. A gran-
deza fisica que define a capacidade de um corpo de absorver calor e aumentar
sua temperatura é o calor especifico, denotado por C. Cada substancia apresen-
ta um calor especifico caracteristico, e valores de C para diversas substancias
podem ser encontrados em tabelas. O calor especifico de uma substancia repre-
senta a quantidade de calor necessaria para aumentar em 1°C a temperatura de
1g desta substancia. Assim, o calor trocado, Q, entre uma substancia de massa
m e os arredores é dado em fung¢do da variacdo de temperatura decorrente, AT,

através da seguinte féormula:
O=CmAT (eq. 1)

0 sinal de Q indica se a substancia absorveu (sinal positivo) ou liberou ca-
lor (sinal negativo), resultando em um aumento ou diminui¢do de sua tempe-
ratura, respectivamente. O produto C.m é chamado de capacidade térmica do
corpo de massa m. O calor especifico C varia bastante entre diferentes substan-
cias. Em especial, o calor especifico da agua esta entre os mais altos encontrados:
1 cal/g.°C (ou 4,18 J/g.°C). Em comparagdo, o ar apresenta um calor especifico
cerca de quatro vezes menor, enquanto os metais exibem calores especificos ti-
picamente dez vezes menores que o da dgua. Por este motivo, a 4gua é utilizada
para resfriar motores de carro e maquinas industriais. Do mesmo modo, grandes
por¢des de dgua, como lagos e mares, sdo responsaveis por atenuar diferencas de
temperatura entre estacées do ano. Um exemplo classico é o efeito da corrente
do golfo, que leva dguas quentes do golfo do México para o continente europeu,
tornando-o mais quente que outras regides da Terra de mesma latitude.

O alto calor especifico da dgua é explicado pelo grande reservatoério de
energia potencial da agua, basicamente devido ao grande ntimero de ligacdes
de hidrogénio entre as moléculas de dgua. Desta forma, ao absorver calor, gran-
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CALORIMETRIA APLICADA A MEMBRANAS E PROTEINAS 169

de parte da energia é utilizada para romper ligacdes de hidrogénio e somente
uma pequena porg¢ao € revertida em aumento da energia cinética das moléculas,
o que efetivamente aumenta a temperatura da dgua.

Como o calor trocado entre um sistema e seus arredores nio é uma fungio
de estado, é necessario definir em que condi¢cdes o processo de troca de calor é
efetuado. Mais especificamente, define-se C,o calor especifico a pressdo cons-
tante e C, o calor especifico a volume constante. Para gases, os valores de C e
C, podem ser bem distintos. A relacdo entre C, e C, paragases ideais é dada por:
C,=C,+R, onde R é a constante universal dos gases. Logo, C, de gases ideais é
sempre maior que C . Entretanto, para liquidos e so6lidos, que apresentam baixa
compressibilidade, € e C apresentam valores similares. E importante ressaltar
que o calor trocado durante um processo efetuado a pressio constante (Qp) é
igual a variacdo de entalpia, AH, do processo:

Qp =AH (eq.2)

A discussdo acima levou em conta o calor especifico de substancias em
um dado estado. Entretanto, mudancas de estado, ou transicées de fase, podem
ocorrer nas substancias, o que altera o arranjo de suas moléculas e, portanto,
as propriedades desta substancia. Quando ocorrem mudancgas de estado, uma
grande quantidade de calor é absorvida ou liberada pela substancia, sem que
variacdes de temperatura decorrentes sejam observadas. Isto ocorre, pois sdo
alteradas as interacgdes entre as moléculas da substancia, e, portanto, a energia
potencial do sistema muda. Conforme discutido em outros capitulos deste livro,
as mudancas de estado se dao entre os estados solido, liquido e gasoso, e podem
ser de fusdo, vaporizacdo, condensacio, sublimacio, etc. Mudancas de estado
que diminuem a intera¢do entre as moléculas da substancia, como no sentido
solido - liquido - gasoso, requerem absorc¢do de calor para que as interagdes
entre as moléculas sejam rompidas, e sdo, portanto, processos endotérmicos.
Por outro lado, mudancas de estado no sentido contrario, gasoso - liquido -
- sélido, que envolvem aumento da interacdo entre as moléculas, sdo proces-
sos exotérmicos acompanhados de liberacdo de calor. A quantidade de calor
absorvida ou liberada para que uma mudanga de estado ocorra, depende das
interacoes entre as moléculas da substancia que sdo alteradas na transicio,
e sdo caracteristicas de cada mudanga de estado de cada substancia. Essa quan-
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170 ENTRE SOLIDOS E LIQUIDOS

tidade de calor liberada/absorvida durante uma mudanca de estado é chama-
da de calor latente. O termo latente vem do latim latens, que significa oculto.
Portanto, o calor latente é a porg¢do de calor absorvida/liberada por uma subs-
tancia, mas que ndo gera um aumento/diminuicdo de temperatura.

A Figura 1 mostra a temperatura da agua pura (nos estados soélido,
liquido e gasoso) a medida que absorve calor. Em cada uma das fases da agua
(gelo, dgua liquida e vapor de agua), a temperatura apresenta um aumento
linear com a quantidade de calor adicionado, seguindo a eq. 1. Entretanto, cada
fase apresenta um calor especifico distinto, gerando diferentes inclinagdes:
C = 0,50°C/cal.g (gelo), 1,00°C/cal.g (4gua) e 0,48°C/cal.g (vapor). Por outro lado,
durante as transicdes gelo-agua e dgua-vapor, uma grande quantidade de calor
é adicionada sem causar aumento de temperatura. A quantidade de calor adicio-
nada representa o calor latente de fusao (80 cal/g) e de vaporizagdo (540 cal/g).

FIGURA1— Variacdo de temperatura da agua (nos estados sélido, liquido e gasoso) em
fungéo da quantidade de calor adicionado. As &reas em azul indicam o calor
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O calor latente de fusdo e de vaporizacdo representa a quantidade de calor
necessaria para alterar a energia potencial das moléculas de 4gua quando ocor-
re mudanca de estado. A Figura 2 ilustra esse fato de uma maneira alternativa
a mostrada na Figura 1. Nesta figura, estdo representadas as porg¢des de energia
potencial e cinética do gelo, 4gua e vapor nas temperaturas de transicao de fase.
A energia potencial representa basicamente a quantidade de ligagdes de hidro-
génio entre as moléculas de agua. A 0°C, o gelo possui uma grande quantidade de
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energia potencial armazenada em suas ligacdes de hidrogénio. Durante o proces-
so de fusdo, a 0°C, parte dessas ligacdes é desfeita, ao que corresponde a absor¢ado
de 80 cal/g. Durante a transicdo, ndo ocorre mudanca de temperatura, e portanto
a porg¢do de energia cinética ndo é alterada. No intervalo de 0 a 100°C, a energia
absorvida (100 cal/g) diminui a energia potencial da 4gua e aumenta a energia
cinética das moléculas. Na mudanca para o estado gasoso, uma grande quantida-
de de calor é absorvida (540 cal/g), pois todas as liga¢cdes de hidrogénio entre as
moléculas sdo desfeitas, e no estado gasoso as moléculas de 4gua nio apresentam

praticamente nenhuma energia potencial e somente energia cinética.

Figura 2 — Energiainterna da &gua (nos estados sélido, liquido e gasoso) nas temperaturas
de fusédo, 0°C, e ebulicdo, 100°C. A porgdo em cor cinza claro indica a energia
potencial, armazenada principalmente nas ligacdes de hidrogénio entre as
moléculas de dgua, e a porgdo em cor cinza escuro indica a energia cinética,
que depende somente da temperatura. Adaptado de http.//hyperphysics.phy-
astr.gsu.edu/hbase/thermo/phase.html#cl
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Embora a sensac¢do térmica sempre tenha sido muito presente no nosso cotidiano,
a natureza fisica do calor foi um tema bastante intrigante na comunidade cientifi-
ca até meados do século XVIII, quando houve um apreciavel esforgo de cientistas
da drea para entendé-la.

Neste contexto, as historias da Calorimetria e da Termometria caminharam
juntas até o inicio do século XVIII quando estas duas areas da ciéncia ainda nao
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eram bem compreendidas, ou seja, ndo havia uma distingdo muito bem estabeleci-
da entre o que é Calor e o que é Temperatura.

Até o inicio do século XVIII, acreditava-se que a temperatura de equili-
brio de duas substancias, inicialmente em temperaturas diferentes, era uma
média destas temperaturas ponderadas pelos volumes iniciais destas substan-
cias [Teqz (T,v, + T,V,)/(V,+V,)]. Somente em 1757, o quimico escocés Joseph
Black (1728-1799), que se preocupava em distinguir calor e temperatura, mostrou
que ao misturar agua a 78°C com a mesma quantidade de gelo, a temperatura se
manteve a 0°C até a fusdo completa do gelo. Portanto, este simples experimen-
to, mostrou que esta mistura ndo respeitava a equagdo descrita anteriormen-
te, segundo a qual a temperatura de equilibrio, neste caso, deveria ser de 39°C.
Black entdo propos que havia um “termo de troca”, o calor, que passava do corpo
mais quente para o corpo mais frio e que este termo dependia da natureza do ma-
terial. Posteriormente, ele ampliou os seus estudos para os fend6menos de fusao
e evaporacao, postulando que o calor necessario para que houvesse a transicao de
fase ndo era desprezivel, e que era um calor que se acumulava durante o processo
de transicao; este calor é o calor latente.

E importante ressaltar que Black tinha um colaborador, o engenheiro tam-
bém escocés James Watt (1736-1819), que aproveitou os resultados dos experi-
mentos de determinacdo do calor de vaporizagdo da agua para desenvolver um
condensador que foi utilizado nas maquinas a vapor, o que revolucionou o campo
da engenharia daquela época, o que marca o inicio da Revolugdo Industrial.

Além disso, Black e Watt verificaram que a quantidade de calor perdida na
expansdo do vapor era equivalente a quantidade de calor necessaria aplicada para
haver a vaporiza¢do da agua. Neste ambito, a ideia da “conservacdo da energia”
comeca a despontar.

Apesar dos achados de Black, ele ndo descreveu nada a respeito da nature-
za do calor. No entanto, ele conclui que deveria haver um fluido imponderavel de
calor (hipétese corpuscular do calor ou do caldrico), o que na época era compar-
tilhado por Lavoisier.

Antoine Laurent Lavoisier (1743-1794), quimico francés, era um estudioso
do processo de combustdo. E, tendo em mente a descoberta do oxigénio por Karl
Wilhelm Scheele (1742-1786) em 1771 e sua confirmag¢do por Joseph Priestley
(1733-1804) em 1774, Lavoisier postulou que “combustio é um processo no qual
algum material combina com oxigénio”. Além disso, uma dos principais perguntas
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de Lavoisier naquela época era o papel do oxigénio no processo de respiracdo dos
organismos vivos. Baseado nos dados conhecidos de que o oxigénio queimava o
carbono dos alimentos, ele determinou que o ar exalado durante o processo respi-
ratério continha diéxido de carbono, que era oriundo da combinag¢do do oxigénio
com a matéria organica de dentro dos organismos.

Com isso, Lavoisier iniciou outra importante linha de pesquisa relacio-
nada a combustdo, que era a medida da quantidade de calor gerada duran-
te este processo. Para tanto, com o auxilio do também francés Pierre Simon,
0 Marqués de Laplace (1749-1827), que era matematico, fisico e astronomo,
estas medidas puderam ser feitas de forma mais precisa utilizando um dis-
positivo desenhado por eles que foi batizado por Lavoisier como o calori-
metro de gelo. Este calorimetro foi inicialmente utilizado para medir o calor
especifico de substdncias como o mercurio. Basicamente, este calorimetro
tinha trés compartimentos, um interno onde a amostra era colocada, um in-
termedidrio que circundava o porta-amostra e outro externo para isolamen-

FIGURA 3 — Esquema do calorimetro de gelo de Lavoisier-Laplace. Adaptado de [TAVARES].
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to térmico, estes dois ultimos totalmente preenchidos com gelo (Figura 3).
A amostra de massa conhecida e temperatura maior, também conhecida, era
colocada no porta-amostras. A temperatura da amostra entrava em equilibrio
com a do gelo do compartimento que a circundava causando um derretimento
parcial, que gerava certa massa de dgua que era posteriormente drenada des-
te compartimento através de uma torneira e pesada. Como o calor de fusdo do
gelo ja era conhecido gracas as contribui¢cdes de Black, o calor liberado por este
processo poderia ser calculado indiretamente pela massa da agua proveniente
do gelo fundido. A massa de 4gua que escorria do calorimetro variava de acordo
com a temperatura inicial da substancia e o calor especifico de cada substancia
(seguindo a eq. 1).

Este mesmo aparato foi utilizado por Lavoisier e Laplace para medir o ca-
lor de diversas reacgdes, em especial o calor de combustao, o seu maior interesse.
Como ele ja havia determinado que durante o processo de respiracdo, gas carbo-
nico era liberado devido a combustdo de matéria organica, ele procurou medir
o calor liberado durante este processo. Para tanto, uma cobaia foi colocada dentro
do calorimetro e a quantidade de di6xido de carbono liberada durante o processo
respiratoério foi medida. A massa de agua oriunda do calor liberado durante a res-
piracdo também foi medida e o calor total deste processo determinado. Compara-
tivamente, o mesmo experimento foi realizado com uma vela acesa ou com carvao
incandescente e a mesma taxa de calor em fun¢do da quantidade de diéxido de
carbono liberada foi encontrada, levando Lavoisier a conclusio definitiva de que a
respiragdo é um processo de combustao.

Desde o advento da calorimetria no final do século XVIII, diversos dispositi-
vos para a medida da quantidade de calor foram desenvolvidos e com o avango na
area da eletronica, novos calorimetros tém sido desenhados, possibilitando maior
precisdo na medida. Além disso, também foram desenvolvidos diversos arranjos
experimentais que deram origem a diferentes calorimetros, como: o calorimetro
adiabatico, os calorimetros de reagdo, o calorimetro de bomba, o calorimetro de
Calvet, o calorimetro a pressio constante, o calorimetro de titulacio isotérmica
e o calorimetro diferencial de varredura.

Nas ultimas décadas, varias técnicas baseadas em calorimetria diferencial
de varredura (DSC) tém sido desenvolvidas para aprimorar as medidas de calor
relacionadas com biomoléculas, portanto esta sera a técnica calorimétrica abor-
dada em maior detalhe neste capitulo.
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PRINCIPIOS DA MEDIDA DE CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE
VARREDURA (DSC)

O calorimetro diferencial de varredura mede o calor especifico de uma
amostra a medida que ha uma variacdo imposta de temperatura. Portanto, o apa-
relho de DSC é um dispositivo muito utilizado para determinar principalmente
o calor envolvido em uma transicio de fase: o calor latente. Este tipo de calorime-
tro pode ter basicamente duas configura¢des: uma na qual a amostra é sélida e
pode ser varrida até altas temperaturas, e outra na qual a amostra esta em solu-
¢do e, portanto, s6 requer temperaturas entre 0 e 100°C. Aqui, apresentaremos os
principios de medida deste ultimo, que é muito utilizado para estudar biomolécu-
las como lipidios e proteinas, que serdo apresentados na secao seguinte.

0 aparelho de DSC é composto basicamente por um compartimento adiaba-
tico que acomoda duas celas (uma onde a amostra em estudo é colocada e outra de
referéncia), resisténcias elétricas utilizadas para variar a temperatura das celas e
um sistema de termopar para monitorar a diferenga de temperatura entre as celas
(Figura 4). Como a amostra esta em soluc¢ao, a referéncia € normalmente preenchi-
da com o meio em que a amostra é dispersa (geralmente 4gua ou tampao). As celas
de amostra e referéncia sao fechadas hermeticamente de modo a permanecerem
a pressao constante durante toda a medida.

FIGURA 4 — Diagrama esquematico do aparelho de DSC.
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Em um experimento tipico de calorimetria, ambas as celas sdo aquecidas si-
multaneamente pelas resisténcias a uma taxa de varredura constante (dada em
°C/s). Durante o experimento, a poténcia das duas resisténcias é continuamente
ajustada para que a diferenca de temperatura entre as duas celas seja igual a zero.
A diferenca de poténcia entre as duas resisténcias, expressa em (cal/s), é regis-
trada como uma funcido da temperatura. Se a poténcia for dividida pela taxa de
varredura, resultard em cal/°C, a qual é a unidade de capacidade térmica.

Quando ocorre, por exemplo, uma transicio de fase com o aumento da
temperatura, a cela de amostra absorve mais calor, o que é compensado pelas
resisténcias, gerando um sinal de diferenga de poténcia que é registrado pelo
aparelho como um pico positivo. E importante ressaltar que o mesmo processo
descrito acima pode ocorrer com a diminui¢do da temperatura, quando a amos-
tra entdo libera calor, o que é registrado como um pico negativo. Neste caso,
dizemos que houve um excesso de calor absorvido ou liberado pela amostra
(processo endotérmico ou exotérmico, respectivamente).

EXEMPLOS DE APLICACOES

Calorimetros, em especial o calorimetro diferencial de varredura (DSC),
tém sido largamente utilizados para o estudo de transi¢cdes de fases caracteri-
zadas por um calor latente. O calor trocado a pressio constante indica a proé-
pria variacdo de entalpia do processo (veja eq. 2), e, portanto, a determinag¢ado
da variacdo de entalpia associada a uma transicdo de fase é trivial por DSC,
como discutido na secdo anterior.

Em particular, a calorimetria pode ser aplicada ao estudo de transicoes
de fase de interesse para os topicos abordados neste livro. Os cristais liquidos,
por exemplo, apresentam varios estados intermediarios entre um estado conven-
cional s6lido e uma fase liquida isotrdpica. As transicdes de fase entre estes esta-
dos podem ser determinadas por DSC.

Aqui, vamos mostrar em detalhe duas aplicacdes da calorimetria diferencial
de varredura em sistemas de interesse biologico: transicdes de fase de bicamadas
lipidicas e desnaturacdo de proteinas, ambos os processos sdo encontrados em
membranas biolégicas. A Figura 5 mostra termogramas obtidos de alguns tipos
de membranas bioldgicas: surfactante pulmonar bovino e membranas de dois ti-
pos de bactéria, Escherichia coli e Bacillus subtilis. Os trés termogramas mostram
a presenca de duas regides de transicdo largas, uma abaixo da temperatura fisio-
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légica e outra acima. O pico alargado abaixo de 37°C indica a transicao de fase da
porgdo lipidica das membranas, enquanto as transicoes observadas acima de 40°C
estdo associadas ao processo de desnaturacgdo de proteinas de membrana. Mesmo
antes da proposi¢cdo do modelo do mosaico fluido por Singer e Nicolson em 1972,
que descreve a estrutura basica das membranas biolégicas, experimentos de calo-
rimetria de células de Mycoplasma laidlawii ([STEIM], [MELCHIOR]) mostraram a
presenca de duas transi¢cdes de fase, semelhantes as mostradas na Figura 5. Nes-
tes experimentos pioneiros, foi mostrado que a primeira transicdo era reversivel
e coincidia com a transicao de dispersdes aquosas de lipidios extraidos dessas
células. Por outro lado, a segunda transicdo era irreversivel, desaparecendo apds
a primeira varredura, e foi associada ao processo de desnatura¢do de proteinas
de membrana. Assim, a calorimetria foi essencial para mostrar que os lipidios de
membrana encontram-se, essencialmente, na estrutura de bicamadas, semelhan-

te a adotada espontaneamente por lipidios em meio aquoso.

FIGURA 5 - Termogramas obtidos de membranas de diferentes tipos de células.
Adaptado de [HEIMBURG, 20071].
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Avisdo atual que temos da estrutura de membranas biolégicas é muito seme-
lhante a descrita no modelo do mosaico fluido em 1972. Membranas biolégicas po-
dem ser visualizadas como uma camada protetora e seletiva que delimita a célula
e compartimentaliza o meio intracelular em organelas. A organizacdo basica de
membranas bioldgicas é conferida pelo efeito hidrofébico atuando sobre seus
principais constituintes: lipidios e proteinas de membrana, que sdo moléculas an-
fifilicas. Moléculas anfifilicas possuem uma regiao polar, hidrofilica, e uma regido
apolar, hidrofébica. Em meio aquoso, o efeito hidrofébico faz com que haja uma
auto-associacdo de moléculas anfifilicas de tal maneira que somente as porg¢des
polares destas moléculas fiquem em contato com o meio aquoso, como visto em
detalhe no capitulo VIII deste livro. A estrutura basica de uma membrana biol6gi-
ca é ade uma bicamada lipidica, na qual proteinas de membrana estdo embebidas
total ou parcialmente.

Assim, vamos apresentar em maior detalhe transi¢cdes de fase de bicama-
das lipidicas e o processo de desnaturacao de proteinas. Os lipidios constituintes
de membranas biolégicas apresentam algumas caracteristicas de cristais liqui-
dos e diferentes transi¢des de fase. Proteinas, tanto de membrana, como também
as globulares, perdem suas estruturas funcionais acima de uma temperatura de
desnaturacao, podendo envolver a perda total ou parcial de suas estruturas se-

cundaria, terciaria e quaternaria.

TRANSICOES DE FASE DE BICAMADAS LIPIDICAS

Embora as membranas biolégicas sejam compostas por varios tipos de li-
pidios, a maioria destes apresenta uma regiio polar, chamada de cabeca polar, e
outra apolar, em geral duas cadeias hidrocarbdnicas de comprimento e grau de
insaturacdo variaveis. As caracteristicas basicas dos lipidios de membrana estdo
mostradas na Figura 6. A cabeca polar pode ser neutra, zwitterionica (quando
possui cargas opostas) ou anionica. As cadeias hidrocarbdnicas possuem, em ge-
ral, comprimentos de 16 a 22 carbonos e podem ser saturadas, mono-insaturadas
ou poli-insaturadas. Em cadeias saturadas, todas as liga¢gdes carbonicas sdo sim-
ples e podem apresentar diferentes isémeros: trans e gauche. Uma insaturagdo
indica a presenca de uma dupla ligacdo carbdnica, o que normalmente resulta em
uma dobra permanente na regido da dupla ligagcdo. Como veremos, o comprimento
e grau de insaturacdo das cadeias hidrocarbonicas tém influéncia direta sobre a
fluidez e maleabilidade de membranas bioldgicas.
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FIGURA 6 — Esquema mostrando um lipidio tipico de membrana e as conformacdes de suas
cadeias hidrocarboénicas. Na configuracdo all-trans, todas as ligagdes carbdnicas
da cadeia apresentam a configuragao trans. A cadeia indicada por “gauche”
apresenta uma isomerizacdo gauche, mostrada em vermelho. A dGltima cadeia
mostra a presenca de uma dupla ligagdo carbdnica.

lipidio cadeias hidrocarbdnicas

cabeca polar all-trans gauche dupla ligacdo
caudas apolares > \E r‘_ré

Vamos agora passar a descricdo de dispersdes lipidicas puras. Como dis-
cutido acima, lipidios em meio aquoso se auto-associam em bicamadas lipidicas
devido ao efeito hidrofébico. As bicamadas lipidicas, em geral, se fecham no es-
paco formando vesiculas com um compartimento aquoso interno. Essas vesicu-
las podem ser unilamelares, com um tnico compartimento aquoso, ou multila-
melares, que apresentam varias vesiculas concéntricas com igual espagamento
entre as lamelas.

Bicamadas lipidicas compostas de um tnico tipo de lipidio apresentam dife-
rentes transicdes de fase, a principal sendo entre uma fase gel e uma fase fluida.
A Figura 7 mostra uma representacdo esquematica de bicamadas lipidicas nas
fases gel e fluida, tanto numa visdo lateral quanto do plano das cabecgas polares.
Na fase gel, encontrada a baixas temperaturas, os lipidios estao ordenados e com
pouca mobilidade. As cadeias hidrocarbdnicas apresentam principalmente a con-
figuracao all-trans (quando todas as ligagdes carbdnicas simples estdo na confi-
guracdo trans, veja Figura 6), e as moléculas de lipidios encontram-se, portanto,
estendidas e muito préximas entre si, favorecendo varias interagdes de van der
Waals ao longo das cadeias, que resultam em uma forte associa¢io entre as ca-
deias adjacentes. Além disso, as posi¢cdes das cabecas dos lipidios no plano da bica-
mada estdo correlacionadas, formando quase que uma rede cristalina de arranjos

hexagonais ou ortorrémbicos.
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FIGURA 7 — Principais caracteristicas das fases gel e fluida de bicamadas lipidicas, em uma
visdo lateral (acima) e do plano da membrana (abaixo).
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Acima de uma temperatura de transi¢do de fase principal, chamada de T ,
e caracteristica de cada tipo de lipidio, a bicamada passa para um estado fluido,
também chamado de liquido-cristalino. As cadeias hidrocarbdnicas na fase fluida
apresentam varios isdbmeros, e cada ligagdo carbdnica simples pode ser encontra-
da nas configuracdes trans e gauche, sendo que essas conformagdes sdo altamente
dinamicas. Conforme mostrado na Figura 6, cadeias que apresentam isomeriza-
¢des gauche ocupam uma area maior no plano da bicamada, e menor extensao ao
longo desta. Portanto, a drea por lipidio aumenta consideravelmente na transi¢cao
de fase gel-fluido (~25%) e a espessura da bicamada diminui (~15%). As intera-
¢oes entre os lipidios tornam-se, portanto, muito mais fracas. No plano da mem-
brana, a correlagdo posicional entre as cabegas polares é perdida, e os lipidios
apresentam alta mobilidade lateral.

Para visualizar a transicdo de fase gel-fluido de bicamadas lipidicas,
podemos imaginar o que acontece com um pedag¢o de manteiga quando passa
da geladeira para uma frigideira quente, ou com a parafina de uma vela quando
a chama é acesa. Tanto a manteiga quanto a parafina sdo constituidas principal-
mente por cadeias hidrocarbonicas.

A passagem da fase gel para a fase fluida é um processo endotérmico,
caracterizado pela presenca de um calor latente, ja que as interacdes entre os
lipidios tornam-se bem mais fracas na fase fluida. Além disso, ocorre um gran-
de aumento da entropia, pois cada ligagcdo carbonica pode ser encontrada em um

numero muito maior de configuracdes na fase fluida.
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A calorimetria diferencial de varredura permite a obten¢do de parame-
tros termodinamicos da transicdo gel-fluido de bicamadas lipidicas. O aparelho
de DSC fornece diretamente a medida de calor especifico da dispersao lipidica,
que na temperatura de transi¢do, T , apresenta um pico. Como a medida de DSC é
feita a pressdo constante, o calor absorvido durante a transi¢ao é igual a variagao
de entalpia da transicao gel-fluido (eq. 2).

A Figura 8 mostra um termograma tipico de uma dispersdao de DPPC,
um fosfolipidio que contém duas cadeias saturadas de 16 carbonos e na cabe-
¢a polar um grupo fosfato e uma colina. Para este lipidio, a transicao gel-fluido
ocorre em T _=41°C. Por volta de 33°C, um pequeno pico indica uma outra tran-
sicdo, chamada de pré-transicdo, que ndo sera discutida aqui. O valor de T_ ¢,
em geral, obtido da posicao do pico de calor especifico. Entretanto, formalmente,
T  ¢é a temperatura na qual metade dos lipidios encontra-se na fase gel e meta-
de na fase fluida, ou seja, quando ndo existe diferenca de energia livre entre as
duas fases (AG = 0).

FIGURA 8 — Termograma obtido para uma dispersdo aquosa do lipidio DPPC, cuja estrutura
estd mostrada na parte superior da figura. O grafico em detalhe mostra uma
ampliacdo da regido de transicdo de fase (T, = 41°C).
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E importante ressaltar que o termograma apresentado na Figura 8 mos-
tra a variacdo do excesso de calor especifico (ACp) em funcdo da temperatura.
Este excesso de calor especifico é obtido subtraindo-se uma linha de base do ter-
mograma obtido. Esta linha de base é escolhida de forma a anular o valor absoluto
de calor especifico da amostra antes e ap6s a transi¢do. Com este procedimento,
somente o excesso de calor especifico advindo da transicio de fase é computado,
ou seja, o proprio calor latente.

Os parametros termodinadmicos importantes envolvidos nessa transi¢do de
fase, como a variacdo de entalpia, AH, e de entropia, AS, podem ser obtidos a par-
tir do termograma. A variacdo de entalpia da transi¢do, AH, é dada pela area sob
o0 pico (veja regido destacada em cinza no detalhe na Figura 8), ou seja, através

da integral do excesso de calor especifico, ACp:

T

A= fAC, dT (eq. 3)

onde T e T, sdo as temperaturas que definem os limites de integragdo. Para picos
estreitos com o mostrado na Figura 8, a variacdo de entropia, AS, sai diretamente
da definicao da energia livre de Gibbs (AG = AH - TAS) e do fato de que, na tempe-
ratura de transigao, a energia livre das fases gel e fluida é igual, AG (T ) = 0:

AS= f (eq. 4)

A transicdo de fase gel-fluido é uma transicdo de fase de primeira ordem,
caracterizada por mudangas abruptas na entalpia, volume e area por lipidio.
Uma transicdo de primeira ordem perfeita seria caracterizada por um pico de
Cp infinitamente estreito e intenso em Tm. Entretanto, em casos reais a transi-
¢do é definida por um pico de C, com uma largura finita. A largura do pico esta
principalmente correlacionada ao nimero de lipidios que transicionam jun-
tos, chamado de unidade cooperativa. A cooperatividade da transicdo pode ser
alterada, por exemplo, mudando-se o tamanho e lamelaridade das vesiculas
lipidicas. Lipidios como o DPPC, mostrado na Figura 8, formam espontanea-
mente vesiculas multilamelares (MLVs), que atingem tamanhos da ordem de
1-10 pm e possuem varias camadas por vesicula. A transicdo de MLVs, portan-
to, apresenta uma alta cooperatividade, e uma transicdo de fase bem estreita,
com largura da ordem de 0,5°C, como mostrada na Figura 8. A unidade co-
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operativa neste caso pode alcangar quase 1000 lipidios. Alguns métodos
permitem a obtencdo de vesiculas unilamelares de tamanho controlado,
como é o caso das LUVs (vesiculas unilamelares grandes) com diametro da
ordem de 100 nm, e das SUVs (vesiculas unilamelares pequenas), com diame-
tro da ordem de 30nm. Como a espessura da bicamada é definida basicamente
pelo comprimento de dois lipidios (~5nm), a curvatura das bicamadas aumen-
ta muito a medida que o raio das vesiculas diminui. Esse aumento da curvatu-
ra, aliado a unilamelaridade, gera uma diminui¢do significativa na unidade
cooperativa da transicdo (~30 lipidios para LUVs e ~15 para SUVs; [[VANOVA]),
tendo como efeito um alargamento consideravel do pico de C,.Este efeito pode ser
visto na Figura 9, que mostra termogramas obtidos de dispersdes de MLVs, LUVs
e SUVs do lipidio DPPC.

FIGURA 9. Termogramas obtidos de dispersdes aquosas do lipidio DPPC formando
diferentes tipos de vesiculas, mostradas esquematicamente em cinza: MLVs
(vesiculas multilamelares), LUVs (vesiculas unilamelares grandes) e SUVs
(vesiculas unilamelares pequenas). Adaptado de [HEIMBURG, 1998].
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Vamos agora ver o efeito de variacdo do comprimento e grau de insatura-
¢do da cadeia hidrocarbonica. A Tabela 1 mostra os valores de T , AH e AS ob-
tidos para lipidios de mesma cabeca polar, a fosfatidilcolina, mas com diferen-
tes cadeias. As primeiras linhas da tabela mostram os parametros da transicao
gel-fluido de lipidios saturados de comprimento crescente. Cada aumento de
2 carbonos no comprimento da cadeia leva a um aumento substancial de T_ (quase
20°C), que se reflete também nos valores de AH e AS. Como visto, a fase gel é ca-
racterizada por um grande contato entre lipidios adjacentes, possibilitando uma
forte interacao de van der Waals entre as cadeias. O aumento do comprimento das
cadeias estabiliza a fase gel, pois aumenta as interagdes entre as cadeias, sendo
necessario, portanto, fornecer mais energia na forma de calor para levar os lipi-
dios a fase fluida. O ganho entrépico da fase fluida é também aumentado, pois a
adicao de carbonos leva a um aumento das configuragdes possiveis dos isomeros

(trans - gauche) da fase fluida.

TABELA1— Parametros termodindmicos da transic&o de fase gel-fluido de fosfolipidios
de mesma cabeca polar (fosfatidilcolina) e diferentes comprimentos e grau
deinsaturacéo de cadeias. A segunda coluna indica a composicéo das cadeias
hidrocarbo6nicas de cada lipidio: o primeiro nUmero indica o nUmero de carbonos
da cadeia e o segundo o numero de insaturacdes; o termo di indica que ambas
as cadeias sdo iguais. Valores extraidos de [KOYNOVA] e [HEIMBURG, 2007].

Lipidio T, (°C) AH (kcal/mol) AS (cal/mol.°C)
DLPC di12:0 0 3,0 11
DMPC di 14:0 23 5,7 19
DPPC di 16:0 41 9,1 29
DSPC di 18:0 51 12,1 37
SOPC 18:0,18:1 6 6,0 21
DOPC di 18:0 -18 8,0 31

As duas linhas finais da Tabela 1 mostram o efeito da adi¢do de uma in-
saturacdo em uma ou nas duas cadeias do fosfolipidio DSPC, com 18 carbonos.
Como mostrado na Figura 6, a dupla-ligacdo carbonica induz uma dobra fixa na ca-
deia, que perturba consideravelmente o empacotamento da fase gel, diminuindo

drasticamentea T .
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A maioria dos lipidios de membrana possui pelo menos uma cadeia insatu-
rada, e a razdo disto torna-se evidente ao analisarmos a Tabela 1. Os lipidios de
membrana possuem comprimentos de 16 a 22 carbonos. Lipidios saturados des-
se comprimento seriam encontrados em uma fase gel na temperatura fisiologica,
0 que ndo permitiria a difusao lateral dos componentes da membrana. A presenca

de insaturacgdes garante o carater fluido das membranas biolégicas.

DESNATURACAO DE PROTEINAS

As proteinas sdo macromoléculas biolégicas constituidas de aminoacidos
ligados uns aos outros formando uma cadeia polipeptidica. Cada aminoacido
tem a mesma estrutura fundamental (Figura 10). Esta estrutura consiste de um
atomo de carbono central, chamado de carbono alfa (C%), ligado covalentemente
a quatro grupos quimicos diferentes: um atomo de hidrogénio, um grupo ami-
no (H, N*), um grupo carboxilico (CO0-) e um grupo lateral, ou cadeia lateral R.
A cadeia lateral é responsavel por diferenciar os 20 tipos comuns de aminoa-
cidos. Dependendo da natureza quimica da cadeia lateral, o aminoacido pode
ser polar ndo carregado, polar carregado (apresentando carga positiva ou

negativa), apolar de cadeia alifatica ou apolar de cadeia aromatica.

FIGURA 10 — Estrutura geral de aminodacidos e ligag&o peptidica.
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A formacgdo da cadeia polipeptidica se da quando o grupo carboxilico do pri-
meiro aminoacido e o grupo amino do préximo ligam-se através de uma ligacdo
covalente, chamada, neste caso, de ligacdo peptidica (0= C - NH). A sequéncia de
aminodcidos ligados covalentemente é a estrutura primaria da proteina (Figura
11), e as ligagdes peptidicas ao longo dos atomos de C* formam o arcabougo estru-
tural da proteina onde as cadeias laterais dos aminoacidos ficam anexadas.

Cada proteina tem um niimero e sequéncia distinta de aminoacidos e como
veremos a seguir, a estrutura primaria de uma proteina determina como sera a
sua conformacao final (arranjo dos 4tomos no espaco), o que estd relacionado com
a sua fungdo. Esta conformacio ¢ atingida através de uma estruturacdo interme-
didria da cadeia polipeptidica em arranjos regulares chamados de estruturas
secundarias (Figura 11).

As estruturas secundarias regulares mais comuns sdo as oa-hélices,
as -folhas e as B-voltas. A estrutura em a-hélice é adquirida quando o arcabou-
¢o polipeptidico se enrola ao redor de um eixo longitudinal imaginario toman-
do a forma de uma espiral onde as cadeias laterais se projetam para o exterior
da hélice. Nesta estrutura, cada volta é formada por 3,6 aminoacidos e tem uma
distancia da préxima volta de cerca de 5,6 A. As a-hélices sio estabilizadas pela
presenca de trés ou quatro ligagcdes de hidrogénio entre o &tomo de hidrogénio de
um grupo anino com o de oxigénio do grupo carbonila de aminoacidos de voltas
adjacentes. A grande quantidade de ligacdes de hidrogénio nesta estrutura con-
fere a ela uma alta estabilidade.

As [-folhas ocorrem através da interagcdo de segmentos distantes da ca-
deia polipeptidica, quando o arcabouco polipeptidico se orienta lateramente,
de modo a formar uma série de pregas, estabilizadas por ligacdes de hidrogé-
nio entre o hidrogénio do grupo amino de um aminoacido de um segmento com
o oxigénio da carbonila de um aminodacido de outro segmento adjacente, resul-
tando em uma estrutura em zigue-zague, na qual as cadeias laterais dos ami-
noacidos se projetam alternadamente para cima e para baixo do plano formado
pela folha pregueada. As B-folhas sdo divididas em duas classes, as antipara-
lelas que sdo formadas conforme descrito acima, e as paralelas que sao forma-
das por regides bastante distantes da cadeia polipeptidica e que neste caso,
também mudam a orientacdo dos dtomos de H e O acarretando uma varia¢do no

angulo das ligacdes de hidrogénio que as estabilizam.
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FIGURA 11 — Estruturas primaria, secundaria, tercidria e quaternéaria de uma proteina.
Nas estruturas tercidria e quaternaria, as fitas em espiral representam as a-hélices
e as fitas em setas representam as p-folhas. Adaptado de [BIEGER] e
http:/hanguyenbiologyhlblog.blogspot.com.br/2013/01/proteins-homework.html.
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As B—voltas sdo segmentos de aminoacidos responsaveis por mudar a diregao
da cadeia polipetidica no espago ou conectar sucessivas a-hélices ou os segmentos
que vao gerar as (-folhas. Este tipo de estrutura é muito comum para realizar
dobras presentes no final de cada folha pregueada. Esta estrutura conta com a
presenca de quatro aminoacidos com o oxigénio da carbonila do primeiro fazendo
uma ligacdo de hidrogénio com o hidrogénio do grupo amino do quarto. Os ami-
nodacidos mais comuns encontrados nas dobras das [3—voltas sdo glicina e prolina.

Enquanto a estrutura secundaria esta relacionada com a interagcdo de um ami-
nodacido com outro em uma dada regido da cadeia polipeptidica, a estrutura ter-
ciaria é o arranjo espacial que a proteina adota ap6s a interacdo de aminoacidos
de regides distantes da mesma cadeia polipeptidica (Figura 11). Isto significa que
aminoacidos envolvidos nas estruturas secundarias interagem com outros que
estdo envolvidos em outra estrutura secunddria causando um “enovelamento” da
cadeia polipeptidica. Esta estrutura é estabilizada, principalmente, por ligacdes
de hidrogénio, interagdes de van der Waals, intera¢des hidrofébicas, interagdes
fon-dipolo e interagdes idnicas. E importante ressaltar que para uma proteina glo-
bular, os aminoacidos com carater mais hidrofébicos ocupam o centro da molécu-
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la de proteina apds o seu enovelamento em uma estrutura tercidria, justamente
devido ao efeito hidrofébico ja mencionado anteriormente, enquanto os aminoa-
cidos mais polares ocupam a superficie da proteina, o que garante a sua solubili-
dade em meio aquoso. Para proteinas de membrana, dominios hidrofébicos sdo
responsaveis por associar a proteina a membrana.

Algumas proteinas podem ter duas ou mais cadeias polipeptidicas,
que sdo chamadas de subunidades proteicas. O arranjo tridimensional apés a
associacdo das estruturas terciarias de cada uma dessas subunidades com a outra
é chamada de estrutura quaternaria e as intera¢des quimicas que regem esta
associagdo sdo as mesmas descritas acima (Figura 11).

A conformacao final adotada por uma proteina é chamada de conformacgao
nativa, portanto qualquer mudanca ocasionada nesta conformacdo pode causar
a desnaturacao da proteina que pode ser reversivel ou irreversivel. Como a con-
formacdo nativa de uma proteina determina a sua fungio, a sua desnaturacgio
irreversivel causa a perda definitiva da sua funcionalidade.

A estabilidade de uma proteina esta relacionada com a sua capacidade em
manter a configuracdo nativa. A diferenca entre as energias livres de Gibbs da
conformacdo nativa e desnaturada de uma proteina, em condig¢des fisiolégicas,
varia em média de somente 5 a 15 kcal/mol. Esta pequena diferenca se da porque
uma cadeia polipeptidica pode assumir varias conformagoes, portanto, o estado
“desenovelado” de uma proteina apresenta um alto grau de entropia conformacio-
nal. O alto grau de entropia conformacional somado as ligacdes de hidrogénio que
muitos grupos da cadeia polipeptidica podem fazer com o solvente aquoso, impli-
ca em uma grande tendéncia da proteina em desenovelar. Portanto, a estabilidade
de uma proteina em condigdes fisioloégicas é principalmente atribuida as ligacdes
quimicas que a mantém na forma enovelada, ou seja, o AH.

Uma das formas de estudar, experimentalmente, a estabilidade de uma
proteina é submeté-la a variacdo de temperatura e verificar a temperatura na qual
ocorre a sua desnaturacao, ou seja, um estudo de DSC.

Durante o processo de desnatura¢cdo de uma proteina, as interacées qui-
micas presentes para manter a sua conformagado nativa, precisam ser rompidas.
Isto acontece quando a proteina experimenta temperaturas onde a entropia é pre-
ponderante as forcas das interacdes quimicas que estabilizam a molécula na sua
conformacio nativa, levando, portanto, ao desenovelamento da proteina.

0 aparelho de DSC mede, como ja descrito acima, o calor especifico Cp em
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fungdo da temperatura. A temperatura de transigdo, aqui também chamadade T ,
é considerada a temperatura de equilibrio na qual metade das proteinas perma-
nece na sua forma nativa, e a outra metade das proteinas estd desnaturada. Do va-
lordeT,_, pode-se avaliar a estabilidade térmica da proteina, pois quanto maior for
atemperaturanecessdria paraatingir um estado de entropia preponderante as for-
casquimicas de estabilizacdo, maior sera asuaestabilidade na conformacio nativa.
A variacao de entalpia, AH, para ocorrer o desenovelamento, como o resultado da
variacdo da temperatura, é dado pela area do pico de excesso de calor.

0 procedimento utilizado para se obter o calor especifico de uma proteina,
assemelha-se ao utilizado para os lipidios, subtraindo-se uma linha de base do
termograma obtido. No entanto, ndo é possivel anular o valor absoluto de calor
especifico da proteina antes e ap6s a desnaturacdo, resultando em um AC,, que
geralmente é maior que zero. Isto se d4, porque associado com o processo de de-
senovelamento da proteina, ocorrem mudangas na hidratacio das cadeias laterais
dos aminodacidos que antes estavam localizadas no interior da molécula na con-
formacdo nativa. Este novo estado de solvatagdo gera novas interacdes quimicas,
podendo levar inclusive a agregacado das cadeias polipeptidicas devido ao efeito

hidrofébico ocasionado pela exposicdo de cadeias laterais apolares a agua.

FIGURA 12 — Termograma tipico de uma proteina hipotética. A linha tracejada indica a linha de
base, e aregido em cinza, a drea sob o pico de excesso de calor. A diferenca de C,
dos estados desnaturado e nativo estéd indicada por uma seta.

AC, (kJI/mol/°C)

Temperatura (°C)
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A Figura 12 mostra o termograma obtido do estudo de DSC de uma protei-
na hipotética. A medida que a amostra de proteina é varrida a uma taxa de tem-
peratura constante, o calor especifico da proteina é medido. O pico de excesso de
calor comega a aparecer na temperatura em que as interagdes quimicas que esta-
bilizam a conformacgdo nativa da proteina come¢am a ser rompidas, chegando em
um maximo que representa a temperatura em que 50 % das proteinas estdo des-
naturadas (T, ). A quantidade de proteina desnaturada aumenta com o aumento da
temperatura e o pico inicia a sua volta para alcancar a linha de base. No entanto,
para proteinas, o calor especifico antes e depois do processo de desnaturacao nao
é 0 mesmo (ACP). Em um processo de desnaturagdo, como ja descrito acima, os ami-
nodacidos com carater mais hidrofébicos que antes estavam no nucleo da proteina,
na conformagdo nativa, sdo expostos ao solvente aquoso, o que for¢a uma nova es-
truturacdo da proteina. A variagdo de entalpia de desnaturacdo, AH, é obtida a par-
tir da area abaixo do pico de excesso de calor (destacado em cinza na Figura 12).

Portanto, os valores de T, e AH fornecidos do estudo de DSC, estdo intrinse-
camente relacionados com a estabilidade da proteina. Quanto maior fora T e o
AH, maior sera a sua estabilidade.
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