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Resumo

O efeito da floretina sobre estrutura e hidratagéo de vesiculas de
dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) foi investigado através da técnica de
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE). Variagbes desses parametros
no centro da bicamada da membrana foram observadas através da insergéo
de uma sonda paramagnética derivada da fosfatidilcolina (marcador de spin
do tipo 14-PCSL). Os espectros obtidos por essa sonda em vesiculas de
DMPC puro, e com adigédo de floretina, entre as temperaturas de 15°C a 50°
C, foram simulados através de um método néo linear de ajuste dos minimos
quadrados, utilizando o programa Nonlinear Least-Square (NLSL). Através
das simulagdes foi possivel analisar a hidratagdo e a ordem da bicamada, na
regido central da vesicula, a fim de caracterizar a interagdo da floretina com
as membranas. Esses parametros indicam que a presenca floretina nestas
vesiculas diminui a hidratacdo das mesmas, seja na fase gel ou fluida. Essa
reducdo de moléculas de agua no centro da bicamada é acompanhada pelo

aumento da ordem da bicamada nessa micro-regiao analisada.

Palavras-chave: dimiristoil fosfatidilcolina, ressonancia paramagnética

eletrénica, floretina, hidratacéo.



Abstract

The effect of phloretin in the structure and hydration of dimiristoyl
phosphatidylcholine vesicles (DMPC) was investigated by electron
paramagnetic resonance technique (EPR) at the bilayer core of membrane,
using 14-PCSL spin label derivative of phosphatidylcoline.

The spectra obtained by pure DMPC vesicles and with addition of
phloretin were simulated using the Nonlinear Least-Square program, at the
tempearature between 15 °C to 50 °C. Through these simulations it was
possible to analyse the membrane hydration and bilayer order, to understand
the interaction between DMPC aggregates and phloretin.

The results show that the phloretin decreases the membrane
hydration in both gel and fluid phases. This reduction of water molecules is

accompanied by increasing of the bilayer order at this micro-region.

Key-words: dimiristoyl phosphatidylcholine,  electron  paramagnetic

resonance, phloretin, hydration,
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1. Introducao

O estudo da hidratagdo em membranas € de grande interesse bioldgico. A
hidratagcdo & responsavel pela estabilidade de biomembranas e de proteinas em
estado nativo. A permeabilidade da membrana lipidica a moléculas de agua &

grande, embora a densidade de agua no interior da bicamada seja
possivelmente muito pequena, e varie conforme a regido da bicamada. A diminui¢édo
da quantidade de agua no interior da bicamada foi correlacionada a um decréscimo
da permeabilidade da bicamada a pequenas moléculas polares, sendo
possivelmente relevante para a atuacgao biolégica das membranas.

E sabido que existem duas diferentes populagdes de agua no interior da
bicamada: uma populacdo de agua estacionaria, que hidrata a cabeca polar (Disalvo
& Gier, 1989), e outra populagdo de agua nao estacionaria, que atravessa a
bicamada.

Dada a importancia do papel da agua no funcionamento de agregados
biomoleculares, € nosso interesse estudar a variacdo da quantidade de agua em
bicamadas lipidicas neutras de DMPC interagindo com a molécula floretina, através
da técnica de RPE. Utilizando marcadores de spin, a presenga de agua no interior
da bicamada lipidica foi estudada, sendo possivel correlacionar a ordem e a
polaridade de uma determinada micro-regido (Berliner, 1976).

O entendimento da interagdo da floretina sobre as membranas biolégicas
pode propiciar o desenvolvimento de novas drogas, uma vez que a floretina &
encontrada na casca da maca e tem efeitos especificos sobre o metaboloismo
humano. Um dos efeitos observados € a regulagcdo de agucar no sangue humano
(LeFevre & Marshall, 1959).



1.1. A membrana lipidica

Os principais componentes de uma membrana sao os glicerofosfolipidios,
ele € composto por uma molécula de glicerol esterificada a dois acidos graxos nos

carbonos 1 e 2, e no carbono 3 possui um grupo fosfato.
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Figura 1 — Férmula quimica geral e principais classes de glicerofosfolipidios.



Os glicerofosfolipidios apresentam duas grandes cadeias hidrocarbdnicas
hidrofébicas (apolar) de acidos graxos e uma “cabeca” hidrofilica (polar) que contém
fosfato. Portanto, os glicerofosfolipidios sdo moléculas anfifilicas, ou anfipaticas
(contém uma regido hidrofilica e outra hidrofébica).

Os lipidios em agua tendem a formar estruturas moleculares, resultado da
atracdo entre as moléculas devido a interacdo de van der Waals. Lipidios com uma
cadeia hidrocarbbnica apresentam uma regido de interagdo conica, assim quando
disperso em agua ocorrera a formagéo de estruturas denominadas micelas (Figura
2a). Porém, lipidios com dupla cadeia carbbnica em agua tendem a formar
bicamadas, devido ao a sua regiao de interagao cilindrica (Figura 2b). As bicamadas
tendem a se organizar em vesiculas, ou lipossoma (Figura 2c), podendo conter uma
unica bicamada lipidica ou bicamadas multiplas em torno do compartimento aquoso
interno e, portanto, sao classificados em unilamelar e multilamelar, respectivamente.

Esta configuragéo confere as membranas biolégicas muitas de suas propriedades.

= cavidade
@ @ aguosa

Micela Bicamada Lipossoma
(a) (b) (ec)

Figura 2 — Estruturas lipidicas formada em meio aquoso: a) Micela; b) Bicamada
lipidica; e c) Vesicula unilamelar.

Uma membrana ndo € uma estrutura estatica, os lipidios se movem
proporcionando uma fluidez a membrana, sendo essa fluidez dependente da
temperatura (ALBERTS, 1999).
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1.2. A Floretina e o DMPC

Neste trabalho foi utilizado o glicerofosfolipidio dimiristoil fosfatidilcolina
(DMPC) como modelo de membrana biolégica. O DMPC quando disperso em agua

forma vesiculas multilamelares, com um carater eletrénico neutro.

/\Mo i -
/\/\/\/\=/\/\/\/\;}§\o’ OW ?:“

Figura 3 — Estrutura quimica do dimiristoil fosfatidilcolina

A floretina € conhecida como uma molécula que altera as propriedades
elétricas e a permeabilidade das membranas. Ambos os efeitos sdo resultados da
adsorgéo nas superficies de monocamadas e bicamadas lipidicas causando uma
alteragdo do potencial elétrico. Estudos sobre o transporte de glicose nas
membranas de células de glébulos vermelhos do sangue em seres humanos
mostram que a floretina € um importante inibidor do transporte de glicose (LeFevre &
Marshall, 1959).

O OH
0

S

Figura 4 - Formula quimica da molécula floretina.

O efeito primario da floretina em membranas de DMPC é causado pela
diminuicdo do potencial de dipélo da camada lipidica, que resultard& em um
alinhamento uniforme dos dipélos em dire¢do oposta ao do lipidio. Assim, a regiao
positiva da floretina adsorveria a porgdo aquosa e a regido negativa se posicionaria

nas cadeias carbonicas da membrana (Andersen et al, 1976).



11

Estudos com calorimetria diferencial de varredura demonstraram que a
floretina reduz a temperatura de transicdo de fases em membranas de DMPC,
indicando uma reducao na ordem da bicamada (Cseh et al., 2000). Porém estudos
posteriores demonstraram que a floretina altera a organizagéo da agua na regiéo da
cabecga, devido a desidratacdo dos grupos PO, resultando num aumento do

empacotamento na porgédo da cabeca (Diaz et al., 2001, Disalvo et al., 2004) .
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2. Objetivos

O objetivo desse trabalho é estudar as alteragbes na hidratagédo e
estrutura de membranas lipidicas neutras de dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC)
promovidas pela floretina. Através da técnica de RPE, com o auxilio do marcador de
spin 14-PCSL, pretende-se simular os espectros destes marcadores nas vesiculas
no intervalo de temperatura entre 15°C e 50°C, a fim de correlacionar a
permeabilidade da membrana com a ordem e hidratagcéo na regido considerada.

O presente trabalho utilizou os dados obtidos na dissertacao de mestrado
de Andreza Barbosa Gomide, realizado no Grupo de Biofisica e Fisica Médica do
Instituto de Fisica da USP-SP.
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3. Fundamentos teoricos

3.1. Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

A Ressonancia paramagnética eletrbnica é uma técnica que detecta
transicdes entre elétrons desemparelhados na presenga de um campo magnético.
Como as bicamadas ndo possuem elétrons livres é necessario utilizar um marcador
de spin, que ira introduzir um grupo paramagnético no sistema, fazendo com que
seja possivel a analise da bicamada.

Um experimento de RPE é realizado mantendo-se constante a freqiéncia
da radiacdo eletromagnética e variando-se o campo magnético aplicado
perpendicularmente ao campo elétrico, adquirindo assim os valores de absorcao de
energia em fungdo do campo magnético. O espectro obtido & resultado das
transicdes eletrénicas do estado fundamental para estados excitados. Em RPE a

frequéncia de radiacéo esta compreendida na faixa de 1 a 100GHz.

3.1.1. A Interagdao Zeeman

Na presenca de um campo magnético os spins eletronicos tendem a se
alinhar com o campo de forma quantizada em diferentes estados de energia. Esse
efeito € chamado efeito Zeeman. Esse numero de estados possiveis varia conforme
0 numero quantico de spin da particula (S), obedecendo a distribuicdo de 2S + 1
estados de energia. Para um elétron, S =1/2, e portanto duas orientagdes em relagcéo
ao campo magnético aplicado sdo possiveis, uma paralela e outra antiparalela,
correspondente aos estados de energia Ms= +1/2 e Mg= -1/2.

Para ocorrer uma transicao eletrbnica entre esses estados magnéticos, é
necessario que a energia do féton 4o corresponda a diferenca de energia entre
esses dois estados da molécula, condigdo conhecida como ressonancia. Isto implica
que a radiacao eletromagnética deve estimular os dip6los magnéticos presentes na

molécula, resultante do movimento de rotag&o intrinseca do elétron.



14

Os dipolos magnéticos sao representados pela grandeza conhecida como

momento de dipolo magnético (). O momento de dipolo magnético é diretamente

proporcional ao seu momento angular de spin (5 ), de forma que temos:
f=-gp.8 (3.1)
sendo que g,f, € o conhecido como a razdo giromagnética, em que g, é o fator g

do elétron livre, e B, € o magneton de Bohr, que € o momento magnético esperado

para uma unidade de momento angular quéantico dado por g, = 4eh , sendo m, a

e
massa do elétron,e a carga do elétron e # a constante de Planck.
O sinal negativo da equacéo (3.1) indica que para um elétron, o momento
magnético € antiparalelo ao spin.

A energia de uma particula com momento magnético i e o campo B é

dado por:

U=-pB (3.2)
U =—-u.B.cosd

Sendo # o angulo entre o0 momento de dip6lo e o campo magnético
(equacédo 3.2), quando @ for igual a 0° (dipdlo paralelo a diregdo do campo
magnético), o valor da energia € minimo, e quando & for igual a 180° (dipdlo

antiparalelo), o valor da energia € maximo.

paralelo anti-paralelo
M.=+1/2 M;=-1/2
B, 1

Figura 5 — Alinhamento dos momentos de dipdlo magnético () do elétron em

relacdo ao campo magnético By.
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Para um sistema quantico, a substituicdo do momento magnético uz da

equacao (3.1) na equacao (3.2) resulta no termo da Hamiltoniana de spin eletrénico

em presenca do campo magnético externo aplicado:
H =g,p.S.B (33)
Supondo o campo magnético orientado no eixo z, a equagdo pode ser
simplificada.

HzgeﬁeSZBO (34)
em que B, é a intensidade do campo B, e S, é a componente de S no eixo z,

representando o operador de spin, onde os auto-valores s&o iguais a +1/2. Portanto

temos:
U=t gfB, (35

Através da diferenca de energia entre esses dois niveis energéticos

podemos obter a condi¢do basica de ressonancia para um elétron livre.
AU =hv=g,p,B, (3.6)

Isso implica que a incidéncia de uma radiagéo eletromagnética de energia
hv faz com que os elétrons sofram uma transi¢do, indo de uma posi¢cao paralela
para uma posigdo antiparalela ao campo magnético. Essa energia é normalmente
fornecida por um campo de microondas de freqUiéncia fixa perpendicular ao campo
magnético, sendo o campo variado até que ocorra a transicdo. Quando ocorre a
transicdo o sistema absorve energia do campo de microondas, e esta é detectada
por um sistema eletrdnico, obtendo a derivada do espectro de absorcdo (Weil et
al.,1994).
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(] / m5=+1f2

AE=hv=gpB

Campo magnético B

(a)

Energia (E)

\ m5= _11'\2

(b)

absor¢éo (X")

~_
(o]
—
dx"/dB

Figura 6 — (a) Desdobramentos dos niveis de energia do spin eletrénico na presenca
de um campo magnético B, (b) espectro de absor¢gédo de energia do campo de

microondas, e (c) derivada de espectro de absorgao.

3.1.2. A Interagao Hiperfina

O desdobramento hiperfino origina-se da interacdo entre o momento
magnético eletrbnico e 0 momento magnético dos nucleos vizinhos. O numero de
linhas hiperfinas de um nucleo depende do seu spin nuclear (I), obedecendo a
distribuicdo de 21 + 1 estados nucleares de spins possiveis. Para o nitrogénio, 1=1,
cada spin nuclear tem trés possiveis orientagées, M;= -1, M;= 0, e M, = +1 (Weil et
al. 1994).

A energia de interagdo hiperfina sera dada porS.AI, onde A é

denominado como constante de desdobramento hiperfino, S € o momento angular
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do elétron desemparelhado e 7 é o momento angular do nulcleo vizinho, que sera
quantizado pelo numero quéntico M,. Levando em consideragédo a contribuigdo da

interacao hiperfina, o Hamiltoniano torna-se:

H=g, BSB+S.AI (3.7)

o A . 1
Portanto a condig&o de ressonancia, se tornara: hv =g, 8,8, iEM’A

(a)

i

Figura 7 — (a) Desdobramento de energia e transicbes permitidas para um atomo de

S=1/2 e | =1, (b) Primeira derivada do espectro de absorcéo.

3.1.3. Fator g

O fator g € uma constante intrinseca do elétron, considerando um campo
magnético externo By que age sobre o elétron. Esse campo magnético externo pode
gerar um campo magnético interno na amostra, e esse campo sera adicionado ou
subtraido ao campo externo, assim o fator g efetivo sera:

_ hv
s,

Deste modo, o fator g desloca-se em relagéo ao elétron livre de acordo

(3.8)

com as interagdes com a vizinhanga, podendo refletir as caracteristicas da molécula
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na qual os elétrons desemparelhados estdo presentes. A medida de um fator g para
um sinal desconhecido pode ser valiosa para auxiliar na identificagdo da origem
deste sinal. A principal origem dos campos magnéticos locais € o momento
magnético orbital, causando uma variagao de g em relagéo a ge, introduzido por uma
mistura de estados excitados no estado fundamental. Para a maioria das moléculas,
os desvios do fator g em relacdo a g dependem da orientacdo da molécula em

relagcdo ao campo magnético externo, ou seja, de sua anisotropia (Weil et al. 1994).

3.2. Espectrometro de RPE

O espectrémetro pode ser resumido em trés componentes principais: uma
fonte de radiacdo eletromagnética, uma amostra e um detector. A amostra é
colocada em uma cavidade ressonante que contém as dimensdes necessarias para
que a radiagao incidente entre em ressonancia, gerando ondas estacionarias. Toda
a energia das microondas que entra na cavidade € armazenada, sendo dissipada na
forma de calor, e nenhuma poténcia é refletida de volta. Se houver alguma variagéo
no campo magnético que leve os elétrons da amostra a ressonancia, parte da
radiacdo da cavidade sera absorvida, sendo essa intensidade detectada. O espectro
de absor¢ao da amostra sera obtido através da diferenga entre a radiagao incidente
e a radiagao refletida. Em geral o espectro é na forma da primeira derivada (Figura
9b). A integral do espectro de absor¢cdo que corresponde a area sob o espectro
(Figura 9a), fornece a concentracdo de marcador na amostra, pois a absorgao é

proporcional ao numero de elétrons desemparelhados.
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espectro

intensidade

eixo-y

x-axis (B,)

ponte

cavidade
e

amostra

Figura 8 — Esquema simplificado de um espectrometro de ressonancia

paramagnética eletrénica

I |
£ |
£ }\ f\ /\ _ N
U j |
Campo magnético By > Campo magnético By >
(a) (b)

Figura 9 — (a) Espectro de absor¢éo e (b) primeira derivada do espectro em fungéo

do campo magnético, ambos obtidos para o radical nitréxido.
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3.3. Simulagéao dos espectros de RPE

Os espectros de RPE podem ser diferenciados em termos da dinamica
dos marcadores de spin, por trés tipos de movimento: espectros de movimento
rapido (“motional narrowing region”), de movimento lento (“slow-motion”) e limite
rigido (“rigid limit”). As analises desses espectros de movimento lento, cujo tempo de
correlagdo rotacional esta entre 10° e 10° s, sdo dificultadas, pois devido ao
movimento da molécula em estudo ou o movimento do marcador podem produzir
linhas irregulares e complicadas. As simula¢des de espectro de RPE tém permitido
visualizar mudangas que ocorrem nas propriedades do movimento dos marcadores
de spin, mostrando aspectos dinamicos dos sistemas em estudo, os quais com
outras técnicas espectroscédpicas nao sao facilmente percebidos, sendo necessario o
uso de tecnologia computacional, pois o calculo de uma simulagdo do espectro
requer a solugao de inumeras equacdes de matrizes.

Nesse trabalho foi utilizado o programa “NLSL” (Nonlinear Least-Square)
para fazer as simulacdes dos espectros. Este programa gera um espectro tedrico a
partir dos parametros definidos pelo usuario utilizando a equacgéo estocastica de
Liouville. O programa ajusta o espectro tedrico ao experimental através de um
algoritmo de minimizagdo denominado método n&o linear dos minimos quadrados.

O programa modela a reorientagdo de um sistema composto por um
elétron e um nucleo (normalmente um nitroxido) através de trés tipos de interacéo:
(a) interacdo Zeeman do spin eletrénico, incluindo um fator g anisotrépico; (b)
interacdo hiperfina elétron-nucleo; (c) interacdo Zeeman isotrépica do spin nuclear.
(Budil et al., 1996).

3.4. Sistemas de coordenadas

Nas simulagbes realizadas pelo programa, sdo empregadas varios
sistemas de coordenadas para representar completamente o problema: o sistema
diretor de coordenadas(xd,yd,zd), que define a direcao da molécula paramagnética

na bicamada, sendo 0s eixo X4 € Y4 tangencias a superficie da mesma e o eixo z4

perpendicular a superficie da bicamada; o sistema de coordenadas do
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laboratério(x,,y,,z,), onde o eixo z_ coincide com o campo magnético externo
aplicado pelo espectrémetro; o sistema magnético de coordenadas(x,,,v, .z, ), que &
definido pelos sistemas de eixos principais do tensor g; o sistema de coordenadas
da interagéo hiperﬁna(xA,yA,zA), que € definido pelos sistemas de eixos principais
do tensor A; e o sistema de coordenadas de difusdo rotacional(x,,y,,z,), que &

definido pelos sistemas de eixos principais do tensor rotacional R.
As relagdes entre esses sistemas de coordenadas s&o determinadas por
diferentes conjuntos de angulos de inclinagéo. Os angulos de inclinacao de difuséo

Q=(a,,pb,,7,) sao representados por angulos de Euler e especificam a rotagdo do

sistema do sistema magnético de coordenadas em relacdo ao sistema de
coordenadas de difusdo rotacional. Para levar o sistema de coordenadas hiperfinas
para o sistema magnético de coordenadas é utilizada os angulos de inclinagao

magnética Q=(«,,,p,.7,) - O sistema diretor de coordenadas e o sistema de
coordenadas do laboratério se relacionam através do angulo Q=(0,%,0), sendo o

angulo Y referente ao angulo entre o eixo diretor do fluido anisotropico e o0 campo
magnético. A transformacao entre os diferentes sistemas é expressa por uma série
de operagdes, uma rotagdo em torno do eixo z por um angulo y, uma rotagc&o no eixo
y através de um angulo 3, e uma rotagdo no eixo x por um angulo a (Budil et al.,
1996).

3.5. Parametros da simulagao

Geralmente pode-se caracterizar 3 classes de parametros necessarias
para a analise dos espectros: parametros magnéticos e estruturais, esses sao
representados pelos tensores magnéticos; parametros dindmicos, que incluem os
coeficientes de difusao rotacional; parametros de ordenamento; parametros inteiros,

que define o tipo do modelo ou os calculos utilizados (Budil et al., 1996).
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3.5.1. Tensores magnéticos: tensor g e tensor desdobramento hiperfino

Os tensores g, referente ao fator g, e de desdobramento hiperfino (A),
referente a interagdo hiperfina, sdo parametros magnéticos e estruturais que
representam a anisotropia espectral. Esses tensores sao definidos como matrizes
cujas diagonais sdo (9xx.Jyy,.Jzz) para o tensor g e (A«wAy,Az) para o tensor
desdobramento hiperfino.

Esses componentes podem ser determinados a partir do espectro de
amostras de monocristais ou em um sistema onde os marcadores apresentam
movimentos muito rapidos. Quando o marcador possuir uma dindmica intermediaria,
esses valores de tensores ndo podem ser obtidos apenas pela observacdo do
espectro experimental.

Se o sistema possuir um regime de movimento muito rapido, sera
encontrado um espectro isotropico para a interacdo Zeeman do spin, isto é
independe da orientagdo do campo magnético externo, entdo o tensor g pode ser
substituido pelo g isotrdpico (go), definido pela média de seus componentes do

tensor g, dado por:

go =gxx+g3yy+gzz (3.9)

Se o sistema possui simetria axial, entdo g =g, #g_, tendo g, =g_
(paralelo ao eixo de simetria) e g, =g, =g, (perpendicular ao eixo de simetria),
entdo a expressao 3.9 pode ser resumida em:

2
O:g//"' g1 (3.10)
3
Para o tensor desdobramento hiperfino, no caso de um sistema isotrépico
0 mesmo raciocinio pode ser seguido, onde ap sera o valor do desdobramento
hiperfino isotropico:
A +A4, +A4
g, =2 ¥ e (3.11)
3
A, +24
ao — // 3 L

Em sistemas de limites rigidos (monocristal) com simetria axial € possivel

(3.12)

encontrar o valor do desdobramento hiperfino maximo (Anax) € o valor do
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desdobramento hiperfino minimo (Amin), como pode ser observado no grafico da
figura 10. Os valores de A, e AL podem ser encontrados através das relagdes
abaixo, onde os valores de Ay, Ayy € A, sGo componentes do tensor A para o radical
nitréxido em um monocristal (Marsh, 1981).

A// = Amax

(3.13)
_ A// - Amin
AJ_ - Amin +174 1 4 + A (314)
= Yy
zz 2

Em sistemas de movimentos rapidos, os valores de Amax € Amin Na0
podem ser encontrados com a analise do espectro, porém é possivel encontrar o
valor de Ay, como mostrado na figura 10 (Schneider e Freed, 1989; Budil et al.,
1996).

100 G

Figura 10 — Espectros dos marcadores 5-PCSL e 16-PCSL, indicando os
parametros Anin, Amax € o obtidos a partir da analise dos espectros
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3.5.2. Modelo de Difusao

Para os calculos espectrais tedricos varios modelos de difusdo foram
incorporados ao programa: Difusdo Browniana, difusdo nao-Browniana, difusdo por
saltos discretos, e difusdo Anisotropica. Esses modelos estabelecem como o
marcador ira se reorientar em relagéo aos eixos moleculares de rotagéo (Budil et al.,
1996).

3.5.2.1 Difuséo rotacional Browniana

Essa difusdo ocorre quando ocorre uma série infinita de reorientacdes
dadas pelo tensor de difusdo rotacional (D). Cada eixo molecular pode assumir um
tempo de correlagao caracteristico diferente. No programa, o tensor D é dado em
termos da variavel R, mantendo a seguinte relagao:

R =log,(D) (3.15)

Assim como outros tensores, o tensor r pode ter sua anisotropia
representada na forma cartesiana (ry, ryy, zz) ou axial (ry, r1), caso se assuma uma
simetria axial. Este modelo de difusdo é recomendado para marcadores de spin com
tamanhos intermediarios e para macromoléculas marcadas, sendo o modelo mais

usado.

3.5.2.2. Difuséo rotacional nhdo-Browniana

Nesse modelo de difusédo, as reorientagbes sdo descontinuas, ocorrendo
uma reorientacao a cada intervalo 7 ; em relagdo ao eixo especifico, o eixo i. O valor
quadratico médio da angulo reorientado em relacéo a i é dado por:

6, .4, =6ORT (3.17)

medio
Os parametros que definem esta reorientacdo sao as variaveis pmxy em

relacéo ao plano xy e pml em relagao ao eixo z.
pmxy =R

X’TX)
r (3.18)
pml =R 7.
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3.5.2.3. Difusédo por saltos discretos

Pode ser adicionado aos modelos de difusdo Browniana e difusdo nao-
Browniana. Neste caso, a molécula salta para os primeiros sitios simétricos ao eixo

molecular z,, com uma taxa dada pela variavel D.

3.5.2.3. Difuséo anisotropica

Este modelo representa uma anisotropia externa, em relagdo ao eixo fixo
de coordenadas, util no caso de fluidos ordenados. O marcador de spin gira,
juntamente com o seu movimento browniano intrinseco em torno do eixo z4 do

sistema diretor com z4=z (y =0), isto &, a rotacdo em torno da dire¢do do campo

magnético externo. Este modelo ndo pode ser combinado com o modelo de difusao

rotacional ndo-Browniana ou 0 modelo de difusao por saltos discretos.

3.5.3. Parametro de ordem

O parametro de ordem caracteriza o grau de organizacdo do sistema,
representando o potencial orientador presente em membranas bioldgicas, que
restringe 0 movimento rotacional das cadeias lipidicas. Esse parametro varia entre
zero e um, quanto mais préximo do um, maior sera a anisotropia do sistema. Nas
simulagdes, o parametro de ordem esta relacionado aos coeficientes do potencial de
orientacdo. Quanto menor for o valor desse coeficiente, maior sera a entropia do
sistema e maior sera o desalinhamento do radical nitroxido em relagdo ao sistema
de coordenadas diretor.

Adicionalmente a esta ordem microscopica pode existir uma desordem
macroscopica, isto €, o marcador tem orientagbes preferenciais em relagcdo a
molécula onde esta ligado, embora as diferentes moléculas na amostra possuam
uma distribuicdo aleatéria de orientagcdes em relagdo ao campo magnético externo.
Este caso especifico € conhecido como ordem microscopica com desordem

macroscopica (MOMD), sendo modelado integrando o espectro para um numero



26

especificado de angulos y. Ele é valido tanto para o modelo de difusdo Browniana

como para o de difusao anisotropica (Salmon et al, 2007).

3.5.4. Outros Parametros

Além do tempo de correlagdo existem varios outros parametros na
simulagédo que irdo influenciar a largura das linhas, esses parametros representam
nao homogeneidades locais, tanto do campo magnético interno quanto do campo
magnético externo gerado pelo espectrémetro. Essa corregdo pode ser obtida pelo
coeficiente gibg que é usado quando as linhas tém uma forma mais aproximada a
derivada gaussiana, ou seja mais abrupta nas bordas. Analogamente, existe uma
matriz de largura de linha lorentziana adicional anisotropica W. Esta matriz pode
alargar seletivamente a linha do espectro de RPE correspondente a cada
componente (Wyy, Wy, e W;;). Por ex., W, alarga as linhas extremas (a de campo
mais baixo e de campo mais alto) que correspondem a g, € A, (no caso do
nitroxido) bem como a linha central. W também pode ser representada de trés
formas diferentes. Por ultimo, o coeficiente gib, representa uma largura de linha
gaussiana adicional dependente da orientagao, onde:

gib = gib, - gib,.cos2y (3.19)
sendo que, Y é o angulo formado entre o eixo diretor e 0 campo magnético externo.
Ele faz sentido unicamente quando temos medidas com diferentes orientagdes em
relagcdo ao eixo do campo externo ou no modelo MOMD (“Microscopic Order with
Macroscopic Disorder”). O coeficiente pode ser associado a ndo homogeneidade do
campo magnético externo. A diferenga gibo-gib, deve ser positiva (Budil et al, 1996,
Salmon et al, 2007).
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4. Metodologia

As amostras foram preparadas com 10 mM de DMPC acrescido de 0,2
mol % de marcador 14-PCSL em solugcdo de cloroférmio, com a subseqiente
remogao do solvente organico através da passagem de uma corrente de nitrogénio
gasoso ultrapuro e permanéncia em vacuo por 2 horas. Posteriormente, foi
adicionado 10mM de tampao HEPES acrescido de 2mM de NaCl, corrigindo o valor
do pH da solugdo com NaOH, para um valor equivalente ao pH fisiolégico igual a
7,4. (Fernandez & Lamy-Freund, 2000, Riske et al., 2004).

Os espectros de RPE foram obtidos no laboratério de Biofisica e Fisica
Médica do Instituto de Fisica da USP/SP, utilizando o espectrdbmetro de RPE da
Bruker modelo EMX, com freqiéncia na faixa da banda X (9,4 GHz). A regiao
monitorada pelo marcador incorporado a membrana foi a do centro da bicamada,
mais especificamente a micro regido em torno do 14° carbono da cadeia acila do
fosfolipideo.

Os espectros foram obtidos nas temperaturas entre 15°C e 50°C,
variando a temperatura a cada 5°C, visando monitorar as diferentes fases de
organizagédo da vesicula. Amostras de DMPC com e sem a presenca de floretina
foram analisadas.

Para obter as simulagbes dos espectros foi usado o programa NLSL
(Nonlinear Least-Square), desenvolvido pelo grupo do Dr. Jack H. Freed. (Schneider
& Freed, 1989, Budil et al.,1996). A escolha inicial dos parametros usados nas
simulacbes € feita usando parametros experimentais obtidos diretamente do
espectro, valores mencionados em artigos ja publicados, e 0 bom senso do usuario.
Para este trabalho foi usado como base as simulagdes feitas para vesiculas
compostas pelo fosfolipideo dimistiroil fosfoglicerol (Arima, 2007).

Os principais parametros usados nas simulacdes estdo descritos abaixo:

Para os elementos da diagonal principal do tensor desdobramento
hiperfino, cuja simetria axial foi considerada, os valores das componentes
perpendiculares foram A = Ay = 5,0, deixando variar o valor da componente
paralela A,..

Os valores para os elementos da diagonal principal do tensor g foram:
9x=2,0089, g,,=2,0058, e g,,=2,0021.
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Os angulos de inclinagdo de difusdo e magnético foram mantidos nulos,
considerando que os sistemas de coordenadas estavam coincidentes.

Devido aos espectros obtidos, os parametros relacionados com o
alargamento ndo homogéneo gaussiano, foram fixados em giby=1,5 e gib,=0.3.

Os tempos de correlacao rotacional e o coeficiente do potencial orientador

foram variados.



29

5. Resultados e Discussoes

A Figura 11 apresenta os espectros experimentais do marcador 14-PCSL
(linhas pretas) incorporado em vesiculas de DMPC em tampao HEPES pH 7,4, sem
e com a adicdo de 2 mM de floretina, a diferentes temperaturas. As simulagdes
(linhas vermelhas) também sao apresentadas superpostas ao espectro experimental.
Abaixo da temperatura de transigéo de fase principal gel-fluido T, (em torno de 23
°C), os espectros apresentam linhas hiperfinas alargadas, resultante de um meio
lipidico mais organizado, tipico da fase gel. Acima da T, as linhas hiperfinas vao
estreitando com o aumento da temperatura, indicando um ambiente mais
desordenado, tipico da fase fluida. Entretanton, nesta fase, ndo é possivel observar
diferencas Obvias entre os espectros com e sem a adigéo de floretina. Dessa forma,
a simulagao dos espectros torna-se imprescindivel para obter diferencas entre estes
espectros.

Com o uso da equacgéo 3.11 € possivel calcular o valor do desdobramento
hiperfino isotropico ag a partir dos valores Ay, Ayy, € A, obtidos nas simulacdes dos
espectros. Na figura 12 é apresentada a dependéncia ap, em fungéo da temperatura.
Como pode ser observado, na presenca de floretina o valor de ap € diminuido. Isto
esta relacionado a uma diminuicdo na polaridade da membrana, ocasionando uma
reducado na permeabilidade. Esse resultado é observado durante todas as fases da

membrana, mantendo essa redug¢ao durante todas as temperaturas analisadas.
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Sem Floretina Sem Floretina

Com Fleretina
Com Flaretina

Sem Floretina Sem Floretina

Com Floretina Com Floretina

Sem Floretina Sem Floretina

Com Flaretina Com Floretina

Sem Floretina Sem Floretina

50°C

Com Floretina Com Floretina

Figura 11 — Espectros experimentais e simulados do 14-PCSL incorporados em 10
mM DMPC em tampao HEPES acrescido de 2 mM de NaCl, com e sem adicao de
floretina, paras as temperaturas de 15° a 50°. Os espectros experimentais estao

representados em preto e os espectros simulados em vermelho.
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Figura 12 — Variacado do desdobramento hiperfino isotropico (ag) com a temperatura,

para amostras de DMPC com e sem a adig&o de floretina.

Outro parametro analisado é a ordem da bicamada através do parametro
dyo fornecido pelo programa ao término de cada simulacdo. Esse parametro esta
relacionado ao coeficiente do potencial diretor cy. A figura 13 apresenta a variagao
de dyy com a temperatura. O meio lipidico esta completamente ordenado se dx=1, e
completamente desordenado se d=0. As curvas representadas na figura 13
mostram um comportamento descrescente da ordem com a temperatura. Isso era
esperado pois, como anteriormente mencionado, a fase gel da bicamada €& mais
ordenada que a fase fluida, devido a presenca de conformacgbes trans na cadeia

acila.

Entretanto, somente a simulagcdo permite concluir que a presenca de
floretina produz um aumento da ordem no centro da bicamada lipidica, aumentando

assim o empacotamento da membrana, para todas as temperaturas observadas.
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Figura 13 — Variagdo do parametro de ordem (dy) com a temperatura, para

amostras de DMPC com e sem a adigéo de floretina.

A taxa de difuséo rotacional da sonda também foi analisada através dos
parametros rprp e rpll, considerando uma simetria axial. A variacdo de rpll mostra
que a presencga da floretina nao alterou significantemente a difusdo do marcador no

meio lipidico na direc&o paralela a cadeia hidrocarbdnica.

De maneira contraria, a analise de rprp mostra uma variagcéo perceptivel
da difusdo do marcador na direcdo perpendicular a cadeia acila da bicamada, na
presenca de floretina. Entretanto, os resultados obtidos nao permite, a priori, concluir

sobre a difusdo da sonda devido ao comportamento inesperado obtido na simulagao.
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6. Conclusoes

A presenca de floretina em vesiculas neutras de DMPC altera a
permeabilidade da membrana, ocasionando uma reducdo da quantidade de
moléculas de agua ndo estacionaria na regido central da bicamada. Essa reducao
pode ser explicada pela alteracdo da orientagdo do potencial de dipolo das cabecas
polares da vesicula. Esse efeito pode ser observado tanto na fase fluida quanto na
fase gel.

A reducgéo de moléculas de agua no centro da bicamada é acompanhada
pelo aumento da ordem da bicamada, indicando um aumento no empacotamento da
membrana, resultante da desidratacdo dos grupos PO, das cabecgas polares devido
a interacdo da floretina na superficie da vesicula. Esse resultado também é
observado em todas as temperaturas analisadas.

Esses resultados concordam com resultados anteriormente obtidos
(Disalvo et al., 2004), demonstrando que a simulagdo dos espectros obtidos pela
técnica de RPE, pode ser usada como ferramenta para determinagéo da variagcéo de

parametros especificos da interagdo membrana/molécula.
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