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Resumo

A floretina (3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxifenil)-1-propanona) € uma
dihidrocalcona presente principalmente em magas que ultimamente vem sendo
empregada para fins terapéuticos e cosmeticos. Essa molécula tem demonstrado
interagir com membranas modelo neutras e carregadas, alterando a hidratacéo, a
gual é importante tanto para a estabilidade de bicamadas, como para suas
permeabilidades seletivas. Neste trabalho, o efeito da floretina foi estudado em
lipossomos (vesiculas) negativamente carregados de DMPG
(dimiristoilfosfatidilglicerol) a baixa forca iénica (10 mM Hepes pH 7.4 + 2 mM NacCl).
Os resultados foram comparados com o0s obtidos para a barbaloina [10-
glicopiranosil-1,8-dihidroxi-3-(hidroximetil)-9(10H)-antracenona], - uma antraquinona
glicosilada extraida de folhas de diferentes plantas do género Aloe -, porque essa
biomolécula demonstrou ser capaz de interagir fortemente com vesiculas de DMPG
a baixa forca ibnica. As alteracdes dindmicas e estruturais foram monitoradas pela
técnica espectroscépica de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) através da
incorporagcdo de marcadores de spin nas membranas lipidicas. Os dados foram
analisados através de parametros medidos diretamente sobre os espectros e por
meio de parametros simulados (solu¢des da equacdo estocastica de Liouville para
um conjunto de spins magnéticos). Os resultados de RPE no intervalo entre 5 °C e
10 °C mostraram que a floretina aumenta sensivelmente a anisotropia tanto na
superficie quanto no centro das bicamadas; enquanto que entre 15 °C a 19 °C, tanto
a floretina como a barbaloina aumentam a mobilidade e a fluidez no centro da
bicamada. Para altos valores de temperaturas (35 °C a 45 °C) a adicéo da floretina
aparentemente nao alterou a hidratacdo, mas mudou significantemente o
empacotamento e a difusdo molecular na regidao das cabecas polares; enquanto a
barbaloina aumentou a hidratacdo tanto nas regides proximas a superficie quanto no
centro da bicamada, e produziu grandes alteracdes estruturais (“dobras”)
principalmente nas por¢cdes terminais das cadeias hidrocarbdnicas. Os resultados
obtidos para a técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC) indicam que
ambas as moléculas acabam com a existéncia do pico de pré-transicdo (préximo dos

10 °C) e reduzem a cooperatividade dos lipidios na regido de transicdo da fase gel



para a fase liquido-cristalina dos agregados de DMPG. As posicfes da floretina e da
barbaloina nas bicamadas de DMPG sédo discutidas baseando-se nos diferentes

resultados de RPE e DSC obtidos para a presenca de cada uma dessas moléculas.

Palavras-chave: floretina, barbaloina, ressonancia paramagnética eletrénica,
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), hidratagdo, calorimetria diferencial de
varredura (DSC)

Abstract

Phloretin (3-(4-Hydroxyphenyl)-1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)-1-propanone) is
a dihydrochalcone present mainly in apples, which lately has been used for medical
and cosmetic purposes. It has been shown that phloretin interacts with neutral and
charged model membranes, changing the hydration, which is important as for bilayer
stability as for its permeability properties. In this work, the effect of phloretin was
studied in negatively charged DMPG (dimyristoylphosphatidylglycerol) liposomes
(vesicles) at low ionic strength (10mM Hepes pH 7.4 + 2 mM NacCl). The results were
compared with the biomolecule barbaloin (10-glucopyranosyl-1,8-dihydroxy-3-
(hydroxymethyl)-9(10H)-anthracenone), - a known active ingredient extracted from
leaves of different Aloe plants -, because this glycosilated anthraquinone has showed
to interact strongly with DMPG vesicles at low ionic strength. The dynamics and
structural changes were monitored by ESR (electron spin resonance), using spin
labels incorporated in the membranes. The data were analyzed by using parameters
measured directly on the spectra and by simulated parameters (solutions of the
stochastic Liouville equation for a set of magnetic spins). The ESR results for the
interval between 5 °C and 10 °C showed that phloretin increases strongly the
anisotropy on the surface as well as at the bilayer core, while between 15 °C to 19
°C, phloretin and barbaloin increase the mobility and the fluidity at the bilayer core.
For high temperature (35 °C to 45 °C) the presence of phloretin apparently did not
alter the hydration, but changed significantly the packing and the motional diffusion of

the lipid polar heads; while barbaloin increased the hydration on the surface as well



as the bilayer core, but produced great structural changes (“folds”) mainly at the end
of the hydrocarbon chains. The results obtained for the differential scanning
calorimetry (DSC) indicate that the both of them abolish the pre-transition pick
(around 10 °C) and reduce the cooperativity of the gel to liquid-crystalline transition of
DMPG aggregates. The position of the phloretin and the barbaloin in DMPG bilayers
will be discussed on the basis of the difference of ESR and DSC results obtained for

the presence of each one of these molecules.

Key words: phloretin, barbaloin, electron paramagnetic resonance (ESR),
dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG), hydration, differential scanning
calorimetry (DSC)
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1. Introducéo

A 4gua é a substdncia mais abundante na superficie da Terra e
representa o liquido mais essencial a vida: todas as reacdes bioquimicas sao
realizadas em ambiente aquoso e a hidratacao de estruturas organicas é de grande
interesse biolégico, uma vez que ela contribui para a estabilidade estrutural de
biomembranas e de proteinas em estado nativo. Considerando que as membranas
lipidicas agem como barreiras semipermedaveis, ndo é surpresa que as superficies
dessas bicamadas apresentam alto grau de hidratacdo, jA que, as cabecas dos
lipidios de membrana sédo estruturas polares e estdo em contato direto com 0s
compartimentos aquosos delimitados por essas barreiras. Por outro lado, em se
tratando da hidratacdo no interior das membranas, somente ap0s a realizacdo de
pesquisas empregando técnicas tais como a ressonancia paramagnética eletrénica
(RPE) e a fluorescéncia, através da incorporacdo de sondas de spin e de sondas
fluorescentes, respectivamente, foi comprovado que moléculas de adgua podem ser
encontradas mesmo no interior hidrofobico das bicamadas lipidicas, tanto em
membranas modelo, como naturais (Griffith, Dehlinger e Van, 1974; Harris, Power, et
al., 1983; Subczynski, Wisniewska, et al., 1994; Ho, Slater e Stubbs, 1995; Ge e
Freed, 1998). Por essa razdo, o estudo de biomoléculas capazes de alterar o grau
de hidratacdo ao longo de diferentes profundidades das bicamadas lipidicas tem
sido alvo de muitas pesquisas (Fernandez e Lamy-Freund, 2000; Ge e Freed, 2003;
Duarte, Oliveira, et al., 2008).

Lipossomos, também conhecidos como vesiculas lipidicas, séo estruturas
lamelares concéntricas e separadas por um mei0 aquoso. Formam-se
espontaneamente em ambiente aquoso e sao bastante utilizados como membranas
modelo em estudos de processos biofisicos, assim como, na elaboracdo de
carreadores terapéuticos (“drug delivery”) para numerosas aplicacbes clinicas
(Batista, Carvalho e Magalhaes, 2007). Visando evitar agregacao entre as vesiculas
em dispersao, fosfolipidios eletricamente carregados sdo comumente incorporados
nos lipossomos, ja que, cargas de mesmo sinal geram repulsao eletrostéatica, e por
esse motivo, os lipidios carregados sao bastante estudados. O lipidio
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) € a molécula aniénica mais abundante encontrada
em células procaridticas e tém sido amplamente usado como modelo de membrana

negativamente carregada (Seelig, Macdonald e Scherer, 1987; Heimburg e Biltonen,
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1994; Fernandez e Lamy-Freund, 2000) a fim de mimetizar membranas naturais.
Curiosamente, em pH fisiolégico as caracteristicas estruturais dos lipossomos desse
fosfolipidio sdo dependentes de concentracdes do cation Na': sob baixa
concentracdo desse cation, formam-se vesiculas hidratadas unilamelares (Kodama e
Miyata, 1995) que apresentam um peculiar intervalo de temperatura de transi¢éo de
fase; enquanto que, sob altas concentracdes catibnicas, os lipossomos organizam-
se em estruturas hidratadas multilamelares e sdo dotados de caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes a lipossomos do lipidio neutro dimiristoilfosfatidilcolina
(Degovics, Latal e Lohner, 2000; Fernandez, Riske, et al., 2008).

Desse modo, considerando que as moléculas de floretina e de barbaloina
demonstraram ser capazes de interagir com vesiculas lipidicas (Gomide, 2006;
Duarte, Oliveira, et al., 2008) e, que essas alteracdes podem estar correlacionadas a
alteracbes quanto a estrutura e a hidratacdo dos agregados biomoleculares, neste
trabalho realizou-se um estudo comparativo entre os efeitos produzidos por essas
moléculas em membranas modelo negativamente carregadas de DMPG sob baixa
concentracdo de Na'. Os resultados foram obtidos empregando-se a técnica de
ressonancia paramagnética eletronica (RPE) e a calorimetria diferencial de varredura
(DSC) visando monitorar as alteracbes na estrutura dos agregados lipidicos em
funcdo da variacdo da temperatura do meio. Os dados obtidos por RPE foram
analisados através de parametros medidos diretamente sobre os espectros (anélise
direta) e de parametros espectrais simulados (analise indireta). As simulagfes
espectrais foram realizadas empregando-se o programa NLSL (“Nonlinear Least-
Squares”), o qual é capaz de gerar um espectro tedrico a partir da solucdo da
equacdao estocastica de Liouville (Schneider e Freed, 1989a; Budil, Lee, et al., 1996;
Fernandez e Lamy-Freund, 2000; Ge e Freed, 2003). O projeto aqui apresentado foi
desenvolvido em colaboracdo com o Grupo de Biofisica da USP/SP, com especial

contribuicao realizada por Dr. Evandro L. Duarte (Duarte, Oliveira, et al., 2008).

1.1 Glicerofosfolipidios: os lipidios de membrana mais abundantes

(Voet e Voet, 1995)

Os lipidios representam uma classe de moléculas anfifilicas
caracterizadas por uma grande diversidade quanto a sua estrutura e funcao

biolégica, podendo ser desde combustiveis celulares a moléculas sinalizadoras
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(Stryer, 1981; Vance e Vance, 2008). Em relacdo a morfologia celular, sao
importantes constituintes estruturais da membrana plasmética e de organelas.
Glicerofosfolipidios sdo o0s maiores componentes lipidicos das membranas
bioldgicas e comp&em-se de uma molécula glicerol (1,2,3-propanotriol) esterificada a
dois &cidos graxos nos carbonos 1 e 2, e a um grupo fosfato no carbono 3 (figura 1).
O grupo fosfato, por sua vez, é esterificado a um grupo alcoodlico, como a colina,
etanolamima ou glicerol, sendo que o glicerofosfolipidio mais simples é o acido
fosfatidico que apresenta o atomo de hidrogénio ligado ao grupo fosfato, isto €, o

grupo hidroxila (OH) substituindo o grupo colina na figura 1.

Figura 1- llustracdo da estrutura do glicerofosfolipidio 1,2-dimiristoil-sn-glicerol-3-fosfocolina
ou fosfatidilcolina (PC). As numerag¢des indicadas referem-se aos 3 carbonos pertencentes ao
grupo glicerol (1,2,3-propanotriol). Substituic6es do grupo colina (caixa com linha sdlida) por
outros grupos de alcoodis sdo listados. Os nomes em parénteses referem-se a nomenclatura
adquirida pelo lipidio devido a ligacdo do novo alcool. Figura editada de Vance & Vance (2008)
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Os glicerofosfolipidios apresentam caracteristica anfifilica, isto €, possuem
uma cabeca polar hidrofilica (grupo fosfato esterificado a um grupo alcodlico) e
grupos nao-polares (hidrofébicas) correspondentes as cadeias hidrocarbénicas dos
acidos graxos. Esse carater anfifilico € o que determina a formacéo de bicamada dos

lipidios em estruturas lamelares quando dispersos em agua.

1.2 Agregados lipidicos e estruturas lamelares

(Voet e Voet, 1995; Stryer, 1981, Lasic, 1998; Vance e Vance, 2008)

A formacao de agregados lipidicos é resultante da forca de atracdo entre
moléculas, e esta interacdo (forca de van der Waals) varia com o inverso da sexta
poténcia da distancia molecular. Assim, cada molécula possui uma regido especifica
em que tal forca atua. Essa regido de interacdo é denominada envelope e
determinam as diferentes fases de agregacao lipidica: micelar, lamelar ou
hexagonal.

Lipidios com uma Unica cadeia hidrocarbbnica apresentam um envelope
aproximadamente conico invertido (figura 2A), o que favorece a formacdo de
estruturas em fases micelares (figura 3A), isto €, agregados moleculares sem
volume interno de agua. Lipidios com duas cadeias de &cidos graxos apresentam
um envelope cilindrico (figura 2B), o que dificulta a formacédo de micela e favorece o

processo de formacdo de bicamadas, isto €, formam-se estruturas lamelares gel-
cristalinas (Lg) ou liquido-cristalinas (Lq) (figura 2B). Essas bicamadas por sua vez,

arranjam-se em estruturas vesiculares com volume interno de agua (figura 3B).
Nesse caso, enquanto as cadeias hidrocarbonicas interagem entre si de modo nao
covalente (forcas de van der Waals) e formam uma regido ndo polar (hidrofobica) no
interior da bicamada, as regides das cabecas polares se arranjam de modo a formar
regides polares (hidrofilica) correspondetes as superficies interna e externa das
vesiculas, as quais sdo favorecidas pelas interacdes eletrostaticas (pontes de
hidrogénio) com as moléculas de agua. Fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilglicerol (PG)
sdo exemplos de glicerofosfolipidios que apresentam organizacdo em fase lamelar.
Por outro lado, lipidios que apresentam duas cadeias hidrocarbonicas,

mas que apresentem um pequeno volume ocupado pelas cabecas em relacdo ao
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das cadeias, irdo apresentar um envelope levemente conico, o qual determinara uma
organizacdo hexagonal (H,) desses lipidios, isto €, uma estrutura micelar invertida,
com as cabecas polares capturando um volume aquoso no interior dessas estruturas
(figura 2C). Desse modo, embora a maioria dos glicerofosfolipidios se organize em
estruturas lamelares, aqueles que apresentam o envelope levemente conico,
poderdo se organizar tanto em estruturas lamelares, como em estruturas hexagonais
(Hy). Um bom exemplo desse fenémeno, é verificado para agregados do lipidio

fosfatidiletanolamina (PE) que, a baixas e médias temperaturas, sdo encontrados
nas fases lamelares Lg e Lg, respectivamente, enquanto que, para altas

temperaturas, a fase hexagonal é predominante.

Figura 2 — llustracdo da relacdo entre o envelope lipidico e a fase lipidica (organizacédo)
produzida em dispersao. Os termos (LB) e (La) indicam dois tipos de fases de bicamada: gel-
cristalina (rigida) e liquido - cristalina (fluida), respectivamente. (Vance & Vance, 2008)
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Figura 3— llustracdo da organizacdo lipidica sob a forma de (A) micela e (B) vesicula
unilamelar. Os envelopes cbnico invertido (A) e cilindrico (B) estao indicados.

1.3 Membranas biologicas: barreiras semipermeaveis

(Walsh e Schwartz-Bloom, 2005; Brunton, Lazo e Parker, 2006;
Delucia, Oliveira-Filho, et al., 2007)

As membranas bioloégicas sao estruturas lamelares basicamente
constituidas de uma bicamada de agregados lipidicos, entre 0os quais se encontram
incorporadas moléculas protéicas (figura 4). Como citado anteriormente, 0s
glicerofosfolipidios sdo os lipidios mais abundantes de membrana, e esse fato é
justificado considerando-se que apresentam envelope cilindrico (ver secéo 1.2) e,
gue para esse tipo de envelope a organizagdo sob fase lamelar é favorecida. Esses
lipidios assim como os demais fosfolipidios, apresentam propriedades anfifilicas, e,
desse modo, ao organizarem sob a forma lamelar determinam a existéncia de duas
regides bem definidas: uma regiao hidrofilica nas superficies internas e externas da
membrana, correspondente as cabecas polares; e outra hidrofébica, correspondente
as cadeias hidrocarbbnicas do centro da bicamada lipidica (figura 4). Outro
constituinte lipidico de membranas que merece destaque é o colesterol, uma vez
gue, ao ser uma molécula esteroidal, sua presenca aumenta a hidrofobicidade e o

grau de ordenamento das bicamadas.
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Figura 4- llustragcdo da estrutura basica das membranas biolégicas: bicamada lipidica (folheto
duplo) incorporada de proteinas integrais. As proteinas periféricas nao atravessam a
bicamada, ao contrério das integrais. As regifes hidrofilicas e hidrofébicas estédo indicadas.
Os carboidratos também estdo presentes, mas encontram-se associados a proteinas
(glicoproteinas) ou a lipidios (glicolipidios). Figura adaptada de Lodish et al. (2000).

O papel principal das membranas bioldgicas € delimitar as dimensdes
celulares e de organelas citoplasmaticas, determinado as particularidades de
composicao entre os diferentes compartimentos aquosos. Essa funcéo de barreira €
desempenhada gracas a permeabilidade seletiva intrinseca das membranas
bioldgicas: moléculas lipossoluveis (hidrofébicas) podem atravessar passivamente a
matriz lipidica a favor do gradiente de concentracdo; por outro lado, compostos
polares ou ionizados (carregados) precisam ser transportados passivamente por
intermédio de carreadores (difusdo facilitada) ou ativamente, seja mediado por
canais protéicos, como, por exemplo, proteinas co-transportadoras de outras
substancias. Além disso, substancias de grandes pesos moleculares s6 conseguem
transpor essas barreiras por processos que desencadeiem a endocitose. Embora
todos os processos citados sejam importantes, considerando que a maioria das
drogas sé@o acidos ou bases fracos, elas tendem a se manterem em sua forma
guimica ndo-ionizada (lipossoluvel), e, portanto, sdo principalmente absorvidas pelo
transporte passivo lipidico, o que torna esse processo muito importante para

absorcao de drogas em geral. Desse modo, os estudos biofisicos relacionados ao
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modo como diferentes biomoléculas interagem com o ambiente lipidico podem
contribuir para um melhor entendimento dos aspectos relacionados ao transporte

dessas substancias através da matriz lipidica (Fahr, Hoogevest, et al., 2005).

1.4 Lipossomos: membranas modelo

(Lasic, 1988; Lasic, 1998; Matteucci e Thrall, 2000;
Batista, Carvalho e Magalhaes, 2007)

Lipossomos séo vesiculas microscopicas geralmente constituidas de uma
ou mais bicamadas de fosfolipidios concéntricas, que mimetizam a organizacéo
lipidica presente nas membranas biolégicas. Séo utilizados h4 mais de 30 anos,
sendo importante para diferentes areas da ciéncia e da tecnologia. Na éarea de
pesquisa sdo utilizados como membranas modelo, com as quais a interacdo entre

lipidios, proteinas e outras biomoléculas sdo bastante estudados.

Figura 5- llustracdo dos diferentes modos de interacdo entre moléculas com lipossomos
(Kulkarni, 2010).

Em relagdo a importancia farmacoldgica, e considerando o avanco da
nanotecnologia, 0 emprego de lipossomos se tornou importante como carreador de
drogas e de pro-drogas (“drug delivery system”), assim como, de material genético
(terapia génica), cosméticos, e outras macromoléculas. Em relacdo a esse papel

desempenhado pelos lipossomos como transportadores de macromoléculas,
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conforme esté ilustrado na figura 5, as substancias a serem transportadas podem
ser adsorvidas na superficie polar das vesiculas (drogas hidrofilicas ionizadas),
incorporadas na matriz lipidica (drogas hidrofébicas) ou encapsuladas no interior
aquoso da vesicula (drogas hidrofilicas néo ionizadas) (Kulkarni, 2010). Desse
modo, considerando o presente trabalho, espera-se que um melhor esclarecimento
do modo como a floretina e a barbaloina interagem com vesiculas lipidicas venham
incentivar o desenvolvimento de novos mecanismos de transporte para essas

moléculas.

1.5 Caracteristicas fisico-quimicas das bicamadas

1.5.1 A temperaturade transicdo de fase
(Voet e Voet, 1995; Stryer, 1981)

Desde cedo aprendemos que a matéria pode se encontrar em trés
estados basicos: soélido (cristalino), liquido e gasoso. Por outro lado moléculas
anfifilicas como os lipideos podem se arranjar de diferentes maneiras e
consequentemente a membrana lipidica pode apresentar diferentes fases ou graus
de ordenamento em funcéo da temperatura em que se encontra (Pascher, 1992).
Dois importantes modos de arranjo (estado) para moléculas lipidicas de bicamadas
sdo o estado rigido ou ordenado (fase gel-cristalina) e o estado fluido ou
desordenado (fase liquido-cristalino), os quais sdo assim chamados por
apresentarem propriedades fisicas intermediarias entre estruturas solidas
(organizacéao regular) e liquidas (fluidez), sendo a transicdo de um estado para outro
caracterizada por um valor especifico de temperatura denominada temperatura de
transicdo de fase principal T,. Na fase ordenada as liga¢cdes C-C dos acidos graxos
apresentam uma conformacéo trans (figura 6 A), enquanto que na fase desordenada
h&4 a presenca de conformacdes gauche (figura 6B e 6C). Essa diferenca de
conformacado (trans/gauche) se deve a grande liberdade de rotacdo sobre cada
ligagdo C-C. Outro fator determinante na ordem da cadeia hidrocarbdnica é a
existéncia de ligacOes saturadas e insaturadas. LigacOes saturadas C-C determinam
obrigatoriamente a conformacdo do tipo trans. Ligagdes insaturadas C=C

determinam a conformagéo do tipo cis.
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Figura 6 — llustracdo dos tipos de conformacdes das ligacbes C-C em acidos graxos: (A) trans,
(B) gauche+ (rotacdo 120° horéria) e (C) gauche- (rotacao 120° anti-horéria)

Figura 7 — llustracdo do arranjo de (A) 3 moléculas com cadeias hidrocarbbnicas saturadas
(conformacédo trans), e de (B) 3 moléculas sendo apenas uma delas com cadeia hidrocarbénica
insaturada (conformacao cis).

A fase gel é favorecida pela presenca de acidos graxos com residuos
saturados, devido as cadeias se manterem alinhadas (ligagdo trans) e interagirem
via for¢cas de van der Waals, de maneira mais intensa entre si (figura 7A). Por outro
lado, uma ligacdo dupla produz uma dobra na cadeia hidrocarbdnica (ligacéo cis),
interferindo no empacotamento dessas cadeias (figura 7B) e, portanto reduzindo a
Tm. O comprimento das cadeias hidrocarbdnicas também interfere na temperatura de
transicéo de fase, porque longas cadeias interagem mais fortemente entre si devido
as fortes interacfes hidrofobicas (forcas de van der Waals) entre os numerosos
carbonos. Desse modo, a temperatura de transicdo de uma bicamada aumenta com

0 comprimento e o grau de saturacdo das cadeias de acidos graxos.

1.5.2 Hidratacéo
A hidratacdo € responsavel pela estabilidade das membranas e da
manutencdo de sua permeabilidade seletiva. Em uma bicamada lipidica, na

superficie da bicamada, a hidratacdo ocorre principalmente ao longo das cabecas
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polares, isto é, circundando o grupo esterificado e o grupo fosfato, e, ainda, em

menor propor¢ao ao redor das carbonilas (figura 8) (Disalvo, Lairion, et al., 2004).

Grupo esterificado

Fosfato

e

Carbonila 1

TN = e i

Carbonila 2 )

CO=4
C-0-C=4
P-O=4
C-0-P=2

Camada secundaria= 4

Figura 8- llustracdo de um glicerofosfolipidio juntamente com suas regibes de possiveis
hidratacfes: 1. carbonila paralela ao plano da membrana, 2. carbonila normal ao plano da
membrana, 3. Grupo fosfato (P=0), 4. grupo esterificado. A legenda indica o numero de
moléculas de agua que podem se ligar aos diferentes atomos de oxigénio. A camada primaria
refere-se a camada de hidratacdo dos grupos C=0, C-O-C, P-O, C-O-P, enquanto a camada
secundaria refere-se a camada de hidratagdo que envolve a camada primaria (Disalvo, Lairion,
et al., 2004).

Difragéo de raios-X e de néutrons, e ressonancia magnética nuclear de
protons, ndo sdo sensiveis a presenca de agua, e indicam a inexisténcia de
moléculas de agua abaixo do grupo carbonila dos fosfolipidios (Wiener e White,
1992; Volke e Pampel, 1995; Zhou, Sayer, et al., 1999). Desse modo, em se tratando
da hidratacdo no centro das membranas, somente apos a realizacdo de pesquisas
empregando-se técnicas tais como a ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) e
a fluorescéncia, através da incorporacdo de sondas de spin e de sondas
fluorescentes, respectivamente, foi comprovado que moléculas de agua podem ser
encontradas mesmo no interior hidrofébico das bicamadas lipidicas, tanto em
membranas modelo, como naturais (Griffith, Dehlinger e Van, 1974; Harris, Power, et
al., 1983; Subczynski, Wisniewska, et al., 1994; Ho, Slater e Stubbs, 1995; Ge e
Freed, 1998). Estas técnicas espectroscopicas comprovaram que a barreira
hidrofobica (descrita nas sec¢bes 1.2 e 1.3) imposta pela membrana lipidica é
dependente de vérios fatores, como a presenca de duplas ligacdes de carbono, ou
de moléculas hidrofébicas, como o colesterol, incorporadas a bicamada. A

diminuicdo da quantidade de agua no interior da bicamada foi correlacionada a um
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decréscimo da permeabilidade da bicamada a pequenas moléculas polares, sendo,
possivelmente, relevante para a atuagao bioldgica das membranas.

Utilizando-se marcadores de spin, a presenca de agua no interior da
bicamada lipidica tem sido estudada podendo-se correlacionar a ordem e a
polaridade de uma determinada micro-regido (Marsh, 1981; Ge e Freed, 1998; Ge e
Freed, 2003). Também é possivel a utilizacdo de sondas fluorescentes para
monitorar a presenca de agua no interior de bicamadas (Ho, Slater e Stubbs, 1995).
Fernandez e Lamy-Freund (2000) mostraram que a diminuicdo da fluidez da
bicamada provocada pela presenca do peptideo melanotropico o-MSH (ao-
melanocyte stimulating hormone), estava correlacionada com um aumento do
desdobramento hiperfino isotrépico (ao, ver secdo 3.1.6.1) de marcadores de spin
incorporados em diferentes profundidades da bicamada lipidica. Este resultado foi
interpretado como um aumento do niumero de moléculas de agua no interior da
membrana lipidica (Griffith, Dehlinger e Van, 1974). Assim, pretende-se estudar a
presenca de agua em bicamadas pela interacdo entre a floretina e vesiculas
negativamente carregadas usando a técnica de RPE.

1.6 A membrana modelo de DMPG

O DMPG (dimiristoilfosfatidilglicerol) & um glicerofosfolipidio que
apresenta um grupo fosfato ligado a um glicerol e a duas cadeias acilas com 14
carbonos cada (figura 9). Geralmente os lipidios podem arranjar suas cadeias de
diferentes formas dependendo da diferenca da area ocupada entre a cabeca
polar e as cadeias hidrocarbdnicas: quanto maior a area ocupada pelas cabecas,
maior sera a curvatura das bicamadas lipidicas (figura 10). Kodama & Miyata
(1996) ao estudarem vesiculas de diferentes lipidios, comprovaram que as
vesiculas de DMPG apresentavam grande curvatura (figura 10 A). Esse fato foi
correlacionado a carga total negativa presente na cabeca do DMPG, isto €, o
grupo fosfato anidnico das cabecas polares produziria uma alta repulsao
eletrostatica entre as cabecas, 0 que resultaria numa grande area ocupada por

essas cabecas em relacdo as cadeias hidrocarbonicas.
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Figura 9 - Estrutura quimica do DMPG. (Fonte: Avanti Polar Lipids).
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Figura 10 - llustracdo esqueméatica da diferencas do arranjo lipidico em bicamadas
dependentes da variacdo da area ocupada pelas cabecas (a) em relagcédo area ocupada pelas as
cadeias hidrocarbdnicas(b). A curvatura das bicamadas aumenta proporcionalmente ao
incremento da area ocupada pelas cabecas: (C) <(B) < (A) (Kodama e Miyata, 1996).

Outra importante descoberta refere-se a identificacdo de um
comportamento anémalo na temperatura de transicdo de fase do DMPG a baixa
forca ibnica (baixas concentracdes de NaCl) (Riske, Amaral e Lamy-Freund, 2001;
Riske e Dobereiner, 2002; Riske, Fernandez, et al., 2003; Riske, Amaral, et al.,
2004). Esse comportamento foi caracterizado pela existéncia de um intervalo de
transicao gel-liquido cristalina entre as temperaturas To,=18°C e T,#=35°C (figura 11)
no perfil calorimétrico obtido pela técnica de calorimetria diferencial de varredura

(DSC) (Riske, Amaral e Lamy-Freund, 2001). Essa técnica mede o calor absorvido
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ou liberado por uma amostra quando a temperatura € variada, a pressao constante,
comparativamente a uma referéncia, permitindo detectar a presenca de transicoes
de fase pela existéncia de picos de calor especifico (ver sesséo 3.2). Schneider et al.
(1999) empregando essa mesma técnica demonstrou que tanto a forca ibnica, como
o0 comprimento das cadeias hidrocarbonicas influenciam o intervalo de transicao de
fase para os lipossomos de fosfatidilglicerol: o incremento da forga ionica (figura
12A) ou o0 aumento do comprimento da cadeia hidrocarbonica (figura 12B) reduzem
o intervalo de transicdo de fase a uma pequena faixa (pico estreito), tornando o perfil
calorimétrico de DSC semelhante ao observado para os lipossomos do lipidio neutro
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) (figura 11) (Cseh, Hetzer, et al., 2000).

i 1 L
il " .ll
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Figura 11 — Curvas obtidas por calorimetria diferencial de varredura (DSC) de 50 mM DMPG em

HEPES + 2 mM de NaCl e de 1 mM DMPC em HEPES. As curvas sé&o plotadas em unidades de
calor especifico (Cp) e de temperatura (T) (Riske, Amaral e Lamy-Freund, 2001).



2- transica _
pre-transiga0 Dimistoil PG

[Na"):

- OmM

S0mM

ce [kd/'mol- 2]

28

60
504 .
pre-
_ transigao
cadeia |
Cie dipalimitail PG
#0 <
304
dilpentadecanail) PG
20 -
104 dimirsitail PG
‘ ", [EscalaXa)
:
i ‘-
04 v diltridecanail) PG
” E |Escala X4)
I I I I
-10 0 10 . |
TT.[°C]

(B)

Figura 12— (A) Espectros que mostram a dependéncia do perfil calorimétrico do DMPG em
relacdo a variacdo da concentracdo de Na+ entre [0-500mM]. (B) Espectros que mostram a
dependéncia do perfil calorimétrico com a variacdo do comprimento da cadeia hidrocarbdnica.
Os termos C13, C14, C15, C16 referem-se ao numero de atomos de carbonos pertencentes aos
diferentes lipidios de fosfatidilglicerol (PG): 13 carbonos para di(tridecanoil)PG, 14 carbonos
para o DMPG , 15 carbonos para o di(pentadecanoil)PG e 16 carbonos para dipalmitoilPG,
respectivamente. As setas indicam a presenca do pico de pré-transicdo. A linha pontilhada
indica o intervalo de temperatura para a transicdo de fase, enquanto a linha tracejada refere-se
a temperatura de transigao para o pico mais estreito. A concentracdo dos lipidios utilizada foi
de 10 mM em pH=7.5. Os espectros sdo plotados em unidades de calor especifico (Cp) e de
temperatura (T) (Schneider, Marsh, et al., 1999).
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Posteriormente, descobriu-se que em ph fisiolégico as caracteristicas estruturais dos
lipossomos desse fosfolipidio eram dependentes de concentracdes do cation Na™:
sob baixa concentracdo desse cétion, formam-se vesiculas hidratadas unilamelares
(Kodama e Miyata, 1995) e elas apresentam o peculiar intervalo de temperatura de
transicdo de fase do DMPG; enquanto que, sob altas concentragcdes catidnicas, 0s
lipossomos ndo apresentam essa transicdo de fase peculiar e organizam-se em
estruturas hidratadas multilamelares dotadas de caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes aos lipossomos do lipidio neutro fosfatidilcolina (Degovics, Latal e
Lohner, 2000; Fernandez, Riske, et al., 2008).

A organizacdo do DMPG na regido de transicdo (também chamada de
fase intermediaria) ainda ndo foi bem caracterizada, mas muitos modelos tém sido
propostos. Riske et al. (2004) sugeriram um modelo, no qual os lipidios de DMPG
manteriam sua estrutura de agregacao sob forma vesicular, exceto pelo surgimento
de fissuras durante a fase intermediaria. Essas fissuras surgiriam na superficie da
membrana devido ao aumento das interacfes eletrostaticas entre as cabecas
polares com 0 aumento da temperatura (iniciando em To,) €, ap0s um rearranjo das
cadeias hidrocarbodnicas, essas fissuras sumiriam (proximo de T).

Alakoskela et al. (2007) propuseram um modelo diferente, no qual haveria
uma descontinuidade da estrutura geral da membrana na fase intermediaria, e assim
definiram as fases apresentadas em vesiculas compostas por lipidios de DMPG. A
fase gel seria descrita pelas cadeias hidrocarbdnicas empacotadas e inclinadas,
sendo a maioria dos grupos fosfatos associada aos cations Na*, o que impediria a
protonacédo (cation H") das cabecas polares (figura 13A). A fase pré-transicdo
(ripple) apresentaria um inicio da dissociacdo dos cations Na* das cabecas lipidicas,
0 que resultaria em cadeias hidrocarbdnicas interdigitadas (interpenetradas) e
menos empacotadas (figura 13B). Ja a fase intermediaria seria caracterizada pelas
cabecas pouco associadas aos cations Na*, mas também pouco protonadas, o que
garantiria uma alta negatividade dessas cabecas e uma descontinuidade da
organizagcdo da membrana sob forma vesicular (figura 13C). Por outro lado, durante
a fase liquido-cristalina os grupos fosfatos se encontrariam fortemente dissociados
dos cations Na*, mas altamente protonados, o que favoreceria a reorganizacio dos

lipidios de DMPG sob forma vesicular (figura 13 D).
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Figura 13 - Modelo esquematico do comportamento das fases do DMPG. A esquerda s&o
mostradas seccbes detalhadas da estrutura da bicamada (linha preta). Circulos azuis
representam ions Na+, enquanto os circulos vermelhos e verdes representam regifes da
cabeca desprotonadas (anidnicas) e protonadas (neutras), respectivamente. As cadeias acila
sdo representadas por linhas conectadas as regibes da cabeca. A direita sdo mostrados
esbocos da geometria da vesicula. A, B, C, e D correspondem as fases gel, pré-transicéo
(ripple), intermediéria, e fluida, respectivamente (Alakoskela e Kinnunen, 2007).

1.7 A Floretina
(o] OH
O I O l OH

Figura 14 - Estrutura quimica da floretina (3-[4-hidroxifenil]-1-[2,4,6-trihidroxifenil]-1-
propanona) (Cseh et al., 2000).
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A floretina é um flavonoide biciclico pertencente a familia das
dihidrocalconas, as quais sao caracterizadas pela presenca de dois anéis benzbicos
interligados por uma cadeia insaturada de trés carbonos (figura 14) (Nakamura,
Watanabe, et al., 2003; Tomas-Barberan e Clifford, 2000). Dihidrocalconas sé&o
flavondides raros, que sao encontradas em cerca de 30 espécies de plantas, sendo
a floretina e a sua forma glicosilada (floridizina) ricamente presentes nas cascas e
nas polpas de macgas (Gosch, Halbwirth, et al., 2009; Ilwashina, 2003; Bourvellec,
Guyot e Renard, 2009). Curiosamente, embora a floretina apresente potente
atividade antioxidante, essa propriedade foi atribuida a um novo grupo farmacéforo:
2,6-dihidroxiacefenona (Rezk, Haenem, et al.,, 2002). A floretina influencia o
transporte de inUmeras substancias através da membrana (Levine, Franki e Hays,
1973; Sukhorukov, Kirschner, et al., 2001) e estudos com células vermelhas
demonstraram que essa dihidrocalcona apresenta afinidade por proteinas e lipideos
de membrana (Jennings e Solomon, 1976; Auner e Valenta, 2004). Além disso, uma
pesquisa demonstrou que a floretina € capaz de inibir a atividade das enzimas MPP-
1 e elastase, sugerindo uma possivel aplicagdo cosmética antienvelhecimento (Leu,
Lin, et al., 2006). Outro estudo recente corroborou com essa propriedade, ao
comprovar que uma formulacdo contendo vitamina C, acido ferrulico e floretina
combatia os efeitos relacionados ao stress oxidativo e ao raio ultravioleta (Oresajo,
Yatskayer, et al., 2009).

Visando uma melhor compreensdo do efeito da floretina em ambiente
lipidico, estudos in vitro foram realizados, 0s quais mostraram que esse raro
flavondide ao ser adsorvido pela superficie de membranas modelo é capaz de alterar
a orientacdo do potencial de dipélo das cabecas polares, e consequentemente
modificar a permeabilidade de membranas a ions e moléculas. (Reyes, Greco, et al.,
1983; Bechinger, 1991). Entretanto, a mudanca de dipolo nas membranas lipidicas
nao é uma simples funcdo do momento dipolo da molécula adsorvida, mas também
dependente do numero e da posicdo dos grupos hidroxi no anel e da densidade
superficial da membrana (Reyes, Greco, et al., 1983). Desse modo, devem-se levar
em consideracao as diferentes conformacdes (Gomez-Zavaglia, 2009) e, portanto,
diferentes momentos de dipolo que a molécula de floretina pode assumir. Estudos
realizados com membranas neutras de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) sugerem
gue o efeito primério ocorreria pelo alinhamento do dipolo da floretina em oposi¢éo

ao dos lipidios. Nesse caso, a regido positiva da floretina estaria em contato com a
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porgdo aquosa enquanto a regido negativa se intercalaria entre as cadeias
hidrocarb6nicas (figura 15) (Reyes, Greco, et al., 1983; Cseh e Bens, 1998; Cseh e
Benz, 1999; Diaz, Lairion, et al., 2001).
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Figura 15 - Provavel localizagdo da floretina na interface lipidio-agua em vesicula de DMPC
(Diaz et al., 2001).

Interessantemente, a floretina altera a organizacédo da agua na regiao da
cabeca, possivelmente devido a desidratacdo dos grupos PO, 0 que explicaria o
aumento do empacotamento na por¢cdo da cadeia do glicerol (Diaz, Lairion, et al.,
2001; Disalvo, Lairion, et al., 2004; Lairion e Disalvo, 2004). Estudos realizados no
Instituto de Fisica da USP (Gomide, 2006) corroboram com os resultados de Disalvo
et al. (2004), uma vez que crescentes concentracdes de floretina produziram um
aumento no empacotamento e uma provavel desidratacdo em vesiculas
multilamelares de DMPC. Entretanto, a presenca de floretina demonstrou reduzir a
temperatura de transicdo de fase (Cseh, Hetzer, et al., 2000) em vesiculas neutras
de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), o que néo é esperado, uma vez que um efeito
de desidratacdo e 0 consequente aumento do empacotamento deveriam ser
acompanhados por um aumento da temperatura de transicdo de fase. Dessa forma,
0 mecanismo de acgédo da floretina em ambiente lipidico ainda ndo se encontra muito
bem esclarecido.
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No caso de vesiculas negativamente carregadas de
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), a polaridade da cabeca devido ao grupo glicerol
determinaria uma menor interacdo entre a floretina e os grupos fosfatos, o que
resultaria em resultados diferentes ao verificados em vesiculas neutras de DMPC.
Uma hipétese sugere que o grupo glicerol da cabeca polar aumentaria 0 nimero
pontes de hidrogénio e “protegeria” os grupos fosfatos do efeito de desidratacdo da

floretina (Lairién e Disalvo, 2004).

1.8 A Barbaloina

7

A barbaloina (figura 16), que é também denominada aloina, é um
derivado antraquinénico C-glicosideo comumente encontrado em extratos de plantas
Aloe spp (Wamer, Vath e Falvey, 2003). Extratos dessas plantas séo utilizados ha
mais de 3000 anos como remédios populares, e, embora muitos componentes
tenham sido identificados, a barbaloina € componente ativo mais conhecido (Haller,
1990; Bi, Song, et al., 2005). A aloina foram atribuidas propriedades laxativas,
antiinflamatérias e antioxidantes (Lam, Woo, et al., 2007), sendo, por isso,
amplamente utilizada para fins terapéuticos e cosméticos (Tian, Liu, et al., 2003).

Figura 16- llustracdo da estrutura quimica da antraquinona glicosilada barbaloina

A barbaloina apresenta baixa absortividade oral, mas que, ao ser
metabolizada pela flora intestinal humana, é convertida a sua forma nao glicosilada
aloe-emodina, a qual é prontamente absorvida (Che, Akao, et al., 1991). Alvez et al.
(2004) demonstrou que, embora tanto a barbaloina como a aloe-emodina sejam

capazes de interagir com vesiculas anibnicas de DMPG, a aloina favorecia a
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formacao de estruturas lamelares, enquanto a sua forma néo glicosilada estabilizava
estruturas hexagonais Il (ver sessdo 1.2). Duarte et al. (2008) realizou um estudo
detalhado e verificou que sob baixa forca idnica a interacdo da barbaloina com
essas vesiculas prolongavam sensivelmente o intervalo de transicdo de fase peculiar
do DMPG (Riske, Amaral e Lamy-Freund, 2001; Riske e Dobereiner, 2002; Riske,
Fernandez, et al., 2003; Riske, Amaral, et al., 2004) e, ainda, que a presenca dessa
molécula alterava tanto o empacotamento, como a hidratacdo na superficie e no
centro da bicamada lipidica. Esses resultados sugerem que, embora a barbaloina
ndo possa atravessar a membrana das células intestinais, ela € capaz de
parcialmente penetrar ao longo das estruturas hidrofébicas da bicamada lipidicas
(Duarte, Oliveira, et al., 2008).

2 Objetivos

Este projeto propde um estudo comparativo entre os efeitos produzidos
pela interagdo das biomoléculas floretina e barbaloina com vesiculas lipidicas,
através da analise das alteracdes na estrutura e hidratagdo de lipossomos
negativamente carregados de dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) produzidas pela
presenca de cada uma dessas moléculas. Espera-se que os resultados obtidos
neste trabalho venham a contribuir para a elucidacdo dos diferentes modos de

interacdo dessas moléculas com membranas modelo.

3 Técnicas experimentais

A seguir segue-se uma breve descricdo dos principios basicos da técnica
de ressonéancia paramagnética eletronica (RPE) e da calorimetria diferencial de
varredura (DSC), assim como, dos principais parametros que podem ser obtidos
pela andlise dos dados coletados por essas técnicas.
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3.1 Técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica

(Marsh, 1981)

A ressonancia paramagnética eletrénica (RPE), também conhecida como
ressonancia do spin eletrénico, € o nome dado ao processo de absorgdo ressonante
de microondas por atomos, ions ou moléculas paramagnéticas, com a0 menos um
elétron desemparelhado na presenca de um campo magnético. Considerando que
bicamadas e vesiculas ndo apresentam carater paramagnético, € necessaria a
utilizacdo do método do marcador de spin, que consiste na introducdo de um grupo
paramagnético no sistema a ser analisado. No caso de estudo de membranas
modelo, esse grupamento paramagnético geralmente € o radical nitroxido (N-O) e a
molécula que o contém pode ser ligada ao sistema por meio de intercalacao fisica

entre os agregados.

3.1.1 Interacdo Zeeman e interacao hiperfina
(Atherton, 1993; Weil e Bolton, 2007)

O elétron possui um movimento de rotacdo intrinseco (spin) e um
movimento orbital, aos quais é associado um momento de dipolo magnético
(pequenos imas girantes). O Principio de Excluséo de Pauli postula que cada orbital
s6 pode ser ocupado por dois elétrons com spins opostos. Assim, um Unico elétron

num orbital produz um momento de dipolo magnético de spin resultante nao nulo.

Figura 17 — llustracdo do momento angular resultante (J) e de suas duas componentes:
momento angular de spin (?) e momento angular orbital (L).
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Como o momento magnético é proporcional ao seu momento angular,

consequentemente, o elétron possui um momento magnético u_f (equacao 1.1)

proporcional ao seu momento angular resultante (J), o qual corresponde a soma

vetorial do momento angular de spin (§) e do momento angular orbital (Z), conforme

mostrado na figura 17.

—

v = —gLUp f (1.1)

3/ (J+1)+S(S+1)—L(L+1)
onde g = 270+1)

7

, € conhecido como fator de Landé ou

simplesmente “fator g” e refere-se a projecéo de SeLna direcéo de J.

e
Up = > = 9,2740 - 10_24] T~1 , € conhecido como magneton

me
de Bohr , onde e é a carga do elétron, m. a massa do elétron e h a constante de
Planck dividida por 21r. Note que como ug apresenta valor negativo para o caso de

um elétron livre, 0 momento magnético total (ﬁ) apresentara sentido oposto ao seu

momento angular resultante (f).

Num sistema paramagnético, embora 0 momento magnético de cada
elétron desemparelhado seja diferente de zero, a magnetizacdo total (ver secéo
3.1.3) é nula devido a aleatoriedade da orientagdo de cada momento. Entretanto, se

—_—
um campo magnético estatico (H,) for aplicado a esse sistema, observa-se o

surgimento de uma magnetizacéo total ndo nula devido ao alinhamento dos elétrons
em estados quantizados diferentes, o chamado efeito Zeeman ou interagdo Zeeman.
Esse numero de estados varia conforme o nimero quantico de spin m da particula e
obedece a regra 2m + 1. Como o namero quantico de spin do elétron é m=1/2, o
numero de estados possiveis sera dois, com suas energias proporcionais a mg=+1/2
e ms=-1/2, e portanto, os elétrons irdo possuir duas orientacdes possiveis (figura 18)
em relagdo ao campo aplicado: uma paralela (menor energia) e outra antiparalela

(maior energia) ao campo magnético externo aplicado.
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Figura 18 — llustracdo do alinhamento dos momentos de dipolo magnético (paralela e

antiparalela) do elétron devido a aplicagdo campo magnético H,,

(&)

Hﬂ F'

Y Hu

)

0

(
U= -pHycos8 =-pu,l;

c)

U=+ph,

8 = 180°

Figura 19- llustracdo da variacao dos valores para a energia potencial magnética (U) em funcao
do angulo 6, o qual corresponde ao grau de alinhamento entre 0 momento magnético (i) e &

direcdo z do campo magnético (H_,,)) aplicado: (a) alinhamento a favor do campo (8=0°) produz
um valor minimo para (U); (b) alinhamento arbitrario e (c) alinhamento no sentido oposto do
campo (6=180°) produz um méaximo valor para (U). Figura adaptada de Weil e Bolton (2007).

A energia potencial magnética (U) em funcdo do angulo 6 entre o

momento magnético (i) e a diregéo z do campo magnético (H,) é dada pela formula

(1.2).

U=-w.H,
U= —|,u].HO|cos(9)

U=—lgLup].-Hylcos(8)

(1.2)
(1.3)

....... (1.4)

Segundo a férmula (1.3), no caso de cos(6) = 1, isto é, para um alinhamento

paralelo entre 0 momento magnético e o campo (8 = 0°), verifica-se que a energia

(V) apresenta seu valor minimo(figura 19a) e, no caso de cos(8)= -1, ou seja, para
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um alinhamento antiparalelo (6 = 180°), a energia(U) apresenta seu valor maximo
(figura 19c). Ainda, reescrevendo a equacgao (1.4) e empregando-se o formalismo
hamiltoniano para um elétron desemparelhado sujeito a um campo magnético

externo aplicado, a interacdo Zeeman pode ser caracterizada pela equacéao (1.5).
H=pgJ.g.H, (1.5)

onde (g) é um tensor de segunda ordem, também conhecido como “fator g”, e
define a diferenca de orientacdo entre 0 campo externo (FO)) e 0 momento angular

resultante do elétron (f).

Por outro lado, o nucleo também possui um momento de dipolo magnético
intrinseco. Desse modo, 0 momento magnético nuclear pode interagir com o
momento magnético eletrbnico, provocando uma perturbacdo energética
denominada como interacdo hiperfina ou acoplamento hiperfino (figura 20). Isso
provocara novamente um desdobramento de energia para esse elétron segundo a
regra 2mi+1, onde agora m; correspondera ao valor do numero quantico de spin
nuclear interagente. No caso do radical nitroxido, o nitrogénio apresenta numero
guantico de spin nuclear m=1 e, portanto, apresentara trés estados de energia ( m, =

-1, m=0e m;=+1).

Figura 20- llustracdo da interagcdo hiperfina: acdo do campo magnético nuclear H; sobre o
momento magneético eletrénico.

Dessa forma, o termo da interagdo hiperfina no formalismo hamiltoniano pode ser

definida pela equacgéao (1.6).
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H=14] (1.6)

onde A & um tensor de segunda ordem, denominado desdobramento hiperfino, e,

de modo semelhante ao “fator g”, define o acoplamento da interacdo entre o

S
momento de spin de um nucleo vizinho (I) e o momento angular resultante do

elétron desemparelhado (7).

Concluindo, apés a interacdo Zeeman com 0 campo externo, para cada
nivel de energia de spin de um elétron desemparelhado (+1/2 ou -1/2) do radical
nitroxido, surgirdo trés desdobramentos de energia devido a interacdo hiperfina, e
desse modo, a hamiltoniana total (1.7) corresponderd a soma das equacdes (1.5) e
(1.6):

H=uH,g]+I1A] (1.7)
onde a solucao da equacao (1.7), correspondera a energia média total que um

elétron desemparelhado pode assumir devido a interagdo Zeeman e hiperfina.

3.1.2 O fenbmeno daressonancia
(Atherton, 1993; Weil e Bolton, 2007)

Na auséncia de um campo magnético externo, 0sS momentos magnéticos
spins eletrbnicos se encontram distribuidos aleatoriamente e, portanto, a

magnetizacdo total do sistema é nula e ndo ha uma diferenca energética

populacional bem definida. Entretanto, se um campo magnético estéatico (F(;) for
aplicado na direcdo z, apés o equilibrio térmico ser atingido, observa-se uma
diferenca energética entre duas populagdes devido a interagcdo Zeeman (ver secao
anterior), isto é, coexistirdo dois estados, sendo um correspondente a uma
populacdo com alta energia (N,) e o outro a uma populagcéo com baixa energia (N_).
No equilibrio térmico, a ocupacao desses estados de energia pode ser caracterizada

pela equacao de Boltzmann:
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AE hw
Ny

v —e ‘sl =e kBT (1.8)

onde kp =1.3806 x 10723JK~! é a constante de Boltzmann, T é a

temperatura em que se encontra o sistema, N_ e N, séo as populacdes do estado
menos energético e mais energeético, respectivamente, e AE = hw corresponde a
diferenca (separacdo) energética entre esses niveis. Segundo essa equacao (1.8),
no equilibrio térmico, a populacdo ocupando o nivel energético mais baixo (N_) sera
ligeiramente maior, - proporcional ao fator de decaimento exponencial, referente ao
segundo termo na equacao (1.8).

Considere um sistema com diferentes estados energéticos desdobrados

via interacdo Zeeman e hiperfina. Se nele aplicarmos um campo magnético oscilante

(ﬁl)), observa-se que quando a frequéncia (w1) do campo aplicado coincide com a

diferenca especifica de energia (AE) entre dois estados, o0s elétrons
desemparelhados entram em ressonancia, transitando entre esses niveis. Nesse
caso, quando o equilibrio térmico é restabelecido, observam-se duas populacdes em
equilibrio: os elétrons do estado mais energético cedem energia (emisséo) e “saltam”
para 0 estado menos energético, enquanto que os elétrons do nivel menos
energético absorvem energia e “saltam” para o estado mais energético. Entretanto,
como vimos anteriormente pela equagdo de Boltzmann, a populagdo com nivel
energético € levemente mais numerosa que a com nivel mais alto, e, portanto, o
fenbmeno de absor¢do supera o de emissdo de energia, 0 que permite a utilizacdo
da RPE como técnica espectroscopica. Essa transicdo de energia entre os estados
ressonantes € bem definida e s6 ocorre quando Ams=+1 entre 0s estados
provenientes da interacdo Zeeman e, quando Am;=0 entre os estados produzidos
pela interacdo hiperfina. A essas duas condigBes é denominada Regra de Selecéo.
Para o caso especifico de um radical nitréxido, que apresenta nimeros quanticos de
spin eletrbnico ms=1/2 e nuclear m;=1, para cada um dos dois niveis energéticos
devido a interacdo Zeeman (ms=+1/2 ou ms=-1/2), serdo desdobrados trés niveis
energéticos devido a interacdo hiperfina (m=1, 0, -1)(ver secédo 3.1), e desse modo,
serdo possiveis trés transi¢cdes energéticas distintas (figura 21).
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Figura 21- llustracdo dos niveis de energia adquiridos devido interacdo Zeeman (ms=+1/2) e
hiperfina (m=+1, 0, -1) tipicas de um radical nitroxido onde S=1/2 e I=1. As transi¢fes de
energia permitidas estao indicadas e s6 ocorrem para Am;=0.

Se considerarmos que 0 campo magnético estatico (HT,) € aplicado
apenas na direcdo z, a solugdo da hamiltoniana (1.6) sera dada pela equacao (1.9):
E =upg.-Ms H, (1.9)
onde E corresponde a energia adquirida por um elétron desemparelhado devido a
apenas interacdo Zeeman, Ms=+ 1/2 refere-se aos dois estados possiveis que o
elétron pode assumir devido acdo do campo magnético e, Ug € g Sao constantes

conhecidas como magnéton de Bohr e fator g, respectivamente. Desse modo, a

energia absorvida (AE) pelo sistema sera correspondente a :

1 1
AE =~ up gH, — (—guB gHo) = pup gH, (2.0)
e, consequentemente, a equacgao de Boltzmann (1.8) pode ser reescrita como:

Ny AE _kB9Ho

— =@ kT = e kT 2.1)
N_

Analisando-se as equacdes (2.0) e (2.1), verifica-se que quanto maior for a

intensidade do campo magnético estatico (H,) aplicado, maior sera a separagao
energética (AE = hw) entre as populacdes N_ e N, e, portanto, maior devera ser a
frequéncia (w1) do campo oscilante (H;) necessaria para que o fendbmeno da

ressonancia ocorra. Muitos experimentos de RPE, assim como o proposto neste

trabalho, empregam um campo magnético (H_O)) com intensidade préxima de 3300G

(0,33 T), o que, segundo a equacgéo (2.0), exige a aplicagdo de um campo oscilante
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(E)) com freqiéncia (w1) da ordem de 9,0 GHz (Banda-X) caracteristico da faixa das
microondas.

Um fator que esta correlacionado a equacdo de Boltzmann e que merece
ser mencionado refere-se a sensibilidade do sistema em relacdo a técnica de RPE.
Ndo é mistério que o aumento das concentracdes de elétrons livres ou de

marcadores na amostra aumenta a sensibilidade do sinal de RPE. Entretanto,

fatores como a temperatura e a intensidade do campo magnético (H,) também

interferem. Segundo a equagao de Boltzmann (2.1), quanto menor a temperatura de

—_—
equilibrio do sistema e maior a intensidade campo (H,) aplicado, menor sera o valor

para o fator de decaimento exponencial (segundo termo da equacao 2.1) e,
consequentemente, maior sera a diferenca populacional contendo niveis energéticos
distintos. Desse modo, como a sensibilidade depende essencialmente da diferenca
de quantidade da populacdo que tende absorver energia (nivel energético baixo) em
relacdo a que tende emitir (nivel energético alto), teoricamente um sistema

paramagnético aumenta a sua sensibilidade em relacdo a técnica de RPE para

valores de temperaturas baixos e para altas intensidades do campo magnético (H,)

—_—
aplicado. Por outro lado, deve-se considerar que altos valores para o campo (H,)

bY

exigem gue a ressonancia ocorra a alta frequéncia de microondas, e, portanto,

—_—
mesmo cessado a aplicagdo de (H;), o sistema ndo entra em equilibrio térmico

imediatamente (ver tempo de relaxacéo spin-rede, secéo 3.1.3), e acaba se tornando

saturado, isto é, temporiamente insensivel a uma nova aplicacdo da microonda,

enquanto a diferenga populacional energética ndo é reestabelecida.

3.1.3 As equacOes de Bloch
(Atherton, 1993; Weil e Bolton, 2007; Brustolon e Giamello, 2009)

Felix Bloch propdés um conjunto de equacdes que descreviam
classicamente a dependéncia da magnetizacdo total de um sistema de spins em
relacdo a um campo magnético aplicado. Essas equacdes foram originalmente
criadas para descrever o comportamento magnético dos nucleos, mas também pode

ser utilizada para escrever fenbmenos paramagnéticos.
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Um sistema paramagnético na auséncia de um campo magnético
apresenta uma magnetizacéo total (M) nula devido a aleatoriedade dos momentos
magnéticos de cada elétron desemparelhado. Entretanto, se um campo magnético
estatico (Fo)) for aplicado na dire¢cdo z, apdés o equilibrio térmico ser atingido,
observa-se o surgimento de uma magnetizacao M (médulo M,) paralela a direcédo do
campo, mas nenhuma magnetizacdo no plano x-y é observada. Entretanto, para um
caso mais geral em que a magnetizacao M estiver inclinada em relacéo ao eixo de
aplicagdo do campo magnético estatico, verificar-se-a uma variagcao temporal de M,
devido ao surgimento de um movimento de precessao desse vetor (figura 22a).

Nesse caso, 0 movimento do vetor magnetizacdo pode ser descrito por uma

equacao conhecida como equacao fundamental de Bloch (2.2):

aM .
W = y(Hef X M) (22)
_ HUB | : . f:
onde Y = ?, € conhecido como constante giromagnética.

Hef , € campo magnético efetivo (resultante) aplicado

M, é o vetor magnetizacao total do sistema
d

——, corresponde a variagéo temporal do vetor M

(b)

Figura 22- (a) um momento magnético classico M (associado com um momento angular) diante
da aplicacdo de um campo estatico H, na direcdo z realiza um movimento de precessdo na
direcdo do campo aplicado com freqUéncia angular correspondente a de Larmor (wg). (b)
aplicacdo de um campo H; na direcdo perpendicular a Hy, para um conjunto de coordenadas
(x’,y',2’) com 0 eixo z' coincidente com o eixo z. (c) para um observador nos eixos (x',y’,z'), 0
vetor M realiza um movimento de precessdo em torno da dire¢cdo do campo H; com frequéncia
(w,). Figura adaptada de Brustolon e Giamello (2009).
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Se considerarmos que 0 campo magnético estatico (H_(;) € aplicado
apenas na direcdo z e rearranjando-se o resultado da equagédo (2.0), pode-se
observar que os vetores magnetizacao dos elétrons desemparelhados apresentardo
um movimento de precessdo apenas na direcdo de (H_(,)) e com uma frequéncia

correspondente a freqiiéncia de Larmor (figura 22a) :

gt Ho

w, = H

(2.3)
onde w, € a frequéncia de Larmor devido a presenca de campo externo (HT,) e geé

denominado “fator g” e refere-se a interagcdo Zeeman entre elétron livre e o campo
magnético estatico.

Por outro lado, se alterarmos a configuracdo anterior, aplicando-se um

novo campo girante ( HT) sobre o plano x-y (figura 22b), e com frequiéncia de giro

coincidente com a frequéncia de Larmor, verificaremos que em relacdo ao eixos

coordenados o vetor M sera “derrubado” e precessionara na dire¢cdo do campo

oscilante com uma nova freqiiéncia w1 (figura 22c):

gnp

w1 = m

(2.4)

Entretanto, o vetor magnetizacdo néo precessionara apenas em torno da direcdo de

( H;), uma vez que este campo estd em fase com a freqiéncia de Larmor: o
movimento do vetor magnetizacéo total passara a ter um movimento complexo em
forma de espiral, de forma que sua projecdo sobre 0 eixo z passara a assumir

valores oscilantes entre os extremos —M, e +M,, contra e a favor do campo estatico
(FO)), respectivamente, enquanto a aplicacdo do campo oscilante (HT) for mantida.
Esse fendbmeno de oscilagéo entre os estados mais (sentido oposto de H,) e menos

(a mesmo sentido de ﬁZ) energéticos (ver sessao 3.1.1, figura 19) corresponde a

ressonancia propriamente dita.
Entretanto, caso seja cessado apenas a aplicacdo de F{ verificar-se-a

que o vetor M retornard a sua posicao inicial. Esse comportamento € conhecido

como fenbmeno de relaxacdo da magnetizacdo e possuira dois tempos
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caracteristicos conhecidos como tempo de relaxagdo longitudinal 7; e tempo de

relagéo transversal 7,. O tempo 7; é também conhecido como tempo de relaxagéo

spin-rede, pois ele refere-se ao tempo de restauracdo exponencial do valor da

magnetizacdo sobre o eixo z devido a interacdo entre 0s spins e a rede, enquanto o
tempo 7, € também conhecido como tempo de relaxagéo spin-spin, pois ele refere-

se ao tempo de decaimento exponencial do valor da magnetizacao sobre o plano x-y

devido a perda de coeréncia de fase dos momentos magnéticos dos spins.
Finalmente, lembrando que o campo magnético efetivo interagente (H—ef)

sobre a colecdo de spins corresponderd a soma vetorial do campo magnético

estatico (HT)) com o campo magnético oscilante (Hj), que esta descrita na equacao

(2.5),

P —

Hy = FO) + ﬁl) = H; cos(wt) i+ Hysen(wt)j+ Hy k (2.5)

e considerando os tempos de relaxagéo longitudinal 7, e transversal 7,, a equagao
fundamental de Bloch (1.9) pode ser reescrita como:

dM —  —— 1 , . 1

= VM xHy —;(sz + M,j) - (M, — M)k (2.6)

ou seja, as equacgoOes de Bloch correspondentes sera:

dM, 1
= y(—M,H, + M,H;sen(wt)) — —M, (2.7)
dt Ty
dM, 1
= y(—M,H;cos(wt) + M\ H,) ——M,
dt Ty
dM, 1
=y (—Mlesen(wt) + Mychos(wt)) +— (My— M,)
dt 71

onde M, é a intensidade do vetor magnetizacdo no eixo z, anteriormente a

aplicacéo de (?1) As solucdes para conjunto de equacdes de Bloch (2.7) podem ser

usadas para descrever classicamente os fenbmenos paramagnéticos de RPE.
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3.1.4 O espectrobmetro de RPE
(Marsh, 1981; Weil e Bolton, 2007; Brustolon e Giamello, 2009)

A técnica espectroscépica de RPE detecta a absorcdo de energia de
microondas em sistemas em que ocorre o fenbmeno de paramagnetismo. Existem
dois modos de se realizar um experimento de RPE. O primeiro modo consiste em
manter a aplicacgdo de um campo magnético estatico constante (direcdo e
intensidade constantes) e de uma microonda, cuja freqiiéncia € variada linearmente.
Desse modo, quando o valor da frequiéncia da microonda coincide com a diferenca
enérgica entre os estados produzida pelo campo magnético, o fenbmeno da

ressonancia ocorre (figura 23a). Entretanto, visando menores custos e menor com-

. >
Ho H

Hgo = constantE Wgo = CONSTANTE

Figura 23- llustracéo de dois modos de realizacdo de um experimento de RPE: (a) aplicacdo de
um campo magnético estatico (FJ) e de uma microonda, cuja freqiiéncia € variada linearmente.
As linhas horizontais paralelas indicam que a diferenca energética entre dois estados ae B &
mantida fixa, enquanto as linhas verticais de diferentes comprimentos indicam que a energia
fornecida pela microonda é variada linearmente; (b) aplicacdo de uma microonda com
frequéncia fixa e variacdo linear da intensidade do campo magnético aplicado. As linhas
inclinadas indicam que a diferenca energética entre dois estados a e B é variada
proporcionalmente a variacdo da intensidade campo magnético, enquanto as retas verticais
indicam que a energia fornecida pela microonda é mantida fixa. O cruzamento entre as linhas
sélidas indicam a ocorréncia do fenbmeno da ressonancia para os dois modos. Figura
adaptada de Brustolon e Giamello (2009).

plexidade de fabricacdo, o aparelho comercial de RPE é produzido para funcionar
em um modo alternativo, no qual a freqiéncia da microonda é mantida fixa
(frequéncia ou banda fixa), enquanto a intensidade do campo magnético € variado

linearmente. Nesse caso, considerando que a diferenca energética entre os estados
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bY

assume valores varidveis e proporcionais a intensidade do campo magnético, a
ressonancia magnética ocorre quando um dado valor de campo produz uma
diferenca energética coincidente com o valor energético determinado pela freqiéncia

fixa da microonda (figura 23b).

Figura 24 — Diagrama de blocos do espectrémetro de RPE: ponte, cavidade ressonante,
magneto e espectro de RPE.

Os espectrémetros mais comuns sao os de banda X, - frequéncia fixa de

microondas produzida é da ordem de 9 GHz-, a qual requer aplicagdo de um campo

magneético (FO)) com intensidade préxima dos 3300G (ver secdo 3.1.2), cuja

intensidade é convenientemente variada dentro de um intervalo correspondente a
100G. A figura 24 é um diagrama de blocos de um espectrémetro tipico de RPE. A
ponte de microondas contém tanto a fonte produtora de microonda, como um
detector. A microonda produzida na ponte incide sobre a amostra que esta numa
cavidade localizada entre imas geradores do campo magnético variavel. Apos a
ressonancia e consequente absorcdo de energia pela amostra, a microonda é
refletida para a ponte e terd sua intensidade detectada. A diferenca entre a
intensidade da microonda incidente e refletida sera correspondente a intensidade de
energia absorvida pela amostra, sendo essa quantidade adquirida para cada valor
do campo magnético varrido num espectro que geralmente corresponde a primeira

derivada de um espectro de absorcéo.
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3.1.5 O espectro de RPE

! l

absorgio

—
_ JUUL

> 14
Ho Ho

(&) (b)
Figura 25 - Exemplo de espectros de movimento rapido obtidos para o radical nitréxido: (a)
espectro de absorcéo e (b) primeira derivada do espectro de absorcéo.

O espectro de RPE de marcadores de spin anfifilico incorporados a
agregados lipidicos corresponde a primeira derivada do espectro de absorc¢éo (figura
25) para um dado marcador de spin e ele informa sobre a micro-viscosidade e a
polaridade da regido onde se encontra o grupo paramagnético (Marsh, 1981; Ge e
Freed, 1998; Brustolon e Giamello, 2009). Esse grupo-sonda pode tanto estar ligado
a cabeca polar do anfifilico, portanto informando sobre propriedades da interface do
agregado com 0 meio aquoso, como estar ligado a um dos carbonos da cadeia acila
do anfifilico (Marsh, 1981; Ge e Freed, 1998; Ge e Freed, 1999; Fernandez e Lamy-
Freund, 2000; Ge e Freed, 2003; Duarte, Oliveira, et al., 2008). No caso do radical
nitroxido (grupo sonda), cujo espectro de RPE é caracterizado pela presenca de trés
linhas hiperfinas (figura 25) devido as trés transicfes energéticas possiveis durante a
ressonancia (ver sessao 3.1.2), a assimetria desse radical torna seu espectro de
RPE sensivel ao ordenamento da regido onde ele se encontra (ver secao 3.1.8).

Portanto, a andlise dos espectros de RPE permite a identificacdo tanto de
regides altamente organizadas e rigidas, tipicas de anfifilico na fase gel-cristalina,
como de regides mais fluidas, relacionadas a fase liquido-cristalina de bicamadas
lipidicas. Para informacdes sobre a correlacdo entre a forma que os espectros

podem assumir e 0s parametros analisados, favor consultar a proxima secao.
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3.1.6 Os parametros analisados dos espectros de RPE
(Marsh, 1981; Schneider e Freed, 1989a; Budil, Lee, et al., 1996)

Uma importante aplicacdo de RPE e de outras ressonancias magnéticas,
em geral, é o estudo da dindmica molecular de um determinado marcador em
membranas bioldgicas, em superficies ou ligado a agregados moleculares. Em
espectros de movimento rapido podem-se obter os parametros de interesse de
maneira direta (Turchiello, Juliano, et al., 2000), isto é, medindo-se diretamente os
parametros espectrais. Entretanto, no caso de espectros anisotropicos de
movimento lento, como a relacdo entre o espectro e a obtencdo dos parametros de
interesse € predominantemente indireta, se torna necessaria a simulacao desses
parametros (Schneider e Freed, 1989a; Fernandez e Lamy-Freund, 2000).

Em geral, podem-se definir trés classes de parametros espectrais
necessarias para a analise de RPE num sistema: parametros magnéticos e
estruturais, parametros de ordem e parametros dinamicos. Espectros de movimento
rapido (motional narrowing region) sao altamente isotropicos e, portanto, podem ser
analisados pelos parametros dinamicos (tempos de correlacao rotacional), que se
referem a mobilidade de um dado marcador. Por outro lado, espectros de limite
rigido, por se caracterizarem como sistemas altamente ordenados, ndo exigem

gualquer parametro dindmico, mas requerem as componentes dos tensores

-

magnéticos § e A; enquanto que, espectros de movimento lento (slow motion)
geralmente requerem todas as informacdes referentes aos tensores magnéticos e a
dindmica rotacional para caracterizar o movimento e ou a ordem molecular. Nesse
caso, a tecnologia computacional se torna necesséria, pois a simulagdo requer a
solucdo de equacbes de matrizes de grande porte, como € o caso do método de
minimizacdo néo-linear dos minimos quadrados, as quais sao facilmente resolvidas
pela escolha conveniente de diferentes algoritmos.
Os seguintes sistemas de eixos s&o utilizados nas simulagdes: o sistema
molecular, o sistema diretor, o sistema magnético e o sistema de laboratério.
e O sistema de laborat6rio (x.,y.,z.) € o sistema fixo de referéncia, onde z, € o
eiXxo em que 0 campo magnético estatico (m’) é aplicado.
e O sistema diretor (X4,Yd4,Zgq) € O sistema de eixos de orientacdo média das

cadeias acila em fluidos anisotropicos sendo que o eixo z4 € tomado como
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sendo normal a cada ponto da superficie da bicamada, enquanto 0s eixos x4 €
Y4 SA0 tangenciais a superficie.

e O sistema magnético (Xm,Ym,Zm) € O sistema de eixos em que 0s tensores g e
A sao diagonalizados, onde o0 eixo X, define a direcdo do eixo N-O, 0 eixo zn,
€ paralelo ao orbital 2p-1 do atomo de nitrogénio e 0 eixo y, € escolhido
segundo a regra da mao direita, sendo perpendicular aos outros eixos (figura
26).

e O sistema de difusdo molecular é o sistema de eixos referentes a difusdo
rotacional do marcador, onde o eixo zg € tomado como sendo paralelo ao eixo
de axial de rotacdo do radical. No caso do marcador 16-PC o0 eixo zr €
tomado como sendo paralelo ao z4 (figura 26). No caso especifico do
marcador do tipo dipalmitoilfosfatidiltempocolina (DPPTC) assume-se que o
eixo zr € paralelo a ligacdo N-O (Ge e Freed, 1998), eixo yg é definido como
sendo normal ao plano do anel piperidina (figura 27) e o movimento do radical
nitréxido pode ser caracterizado pela rotacdo interna sobre 0s eixos
zr(rotacao), xg(batida) e ygr(corte) (Ge e Freed, 2003).
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Figura 26- Estrutura quimica do marcador de spin do tipo 16-PC (16-fosfatidilcolina). O sistema
de eixos magnéticos (Xm, Ym, Zm), O €ix0o rotacional zz e o eixo diretor z4 estdo indicados
(Costa-Filho, Shimoyama e Freed, 2003)
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Figura 27 - Estrutura quimica do marcador de spin dipalmitoilfosfatidiltempocolina (DPPTC). O
sistema de eixos magnéticos (Xm, Ym: Zm), rotacional (Xq, Y4, Zg) € O eixo diretor zy4 estéo
indicados (Ge e Freed, 1998).

A relagcdo entre esses quatros sistemas de coordenadas sao
determinados por diferentes conjuntos de angulos de inclinacdo. Os angulos de
difuséo (ap,Bp,Yp) especificam a rotacdo do sistema de eixos magnético em relacao
ao sistema de eixo molecular, enquanto que os angulos de inclinagdo magnética
(am,Bm,Ym) S0 aqueles que especificam a rotacéo entre os eixos do tensor A e do
tensor g, sendo a, B e y associados as rotacbes sobre os eixos X, y e z,

respectivamente.

3.1.6.1 O fator g e o fator desdobramento hiperfino
(Marsh, 1981; Schneider e Freed, 1989a; Budil, Lee, et al., 1996)

Os tensores g e A sdo parametros magnéticos e estruturais, pois se
referem a dependéncia direcional (anisotropia) da interacdo do momento magnético
do elétron desemparelhado que um sistema possui em relacdo a um campo estatico
externo e/ou a um o momento magnético nuclear vizinho, respectivamente. Desse

modo, é comum se definir esses tensores como matrizes diagonais com as
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componentes (gxx,gvy,Jzz) para o tensor g e as componentes (Axx,Avy,Azz) para o
tensor A, visando fixar esses tensores sobre o sistemas de eixos magnéticos
adotados.

Em sistemas com simetria axial, para o tensor A adota-se Axx=Ayy=A, €
Azz=A; , com A, # A, e de forma similar gxx=gvvy=0. € gzz=0gy , com g, # Q.
Entretanto, se o sistema for isotropico para a interacdo Zeeman, isto €, independente
da orientacdo do campo estatico externo aplicado, o tensor g pode ser substituido
por um valor escalar (go) que sera definido pela média dos valores de suas trés

componentes (equacao 2.8).

_ YGxxTGyy T9zz

9o ’ (2.8)

Da mesma forma, se o sistema for isotrépico para a interacao hiperfina, o
tensor A pode ser substituido pelo desdobramento hiperfino isotrépico (ag) que sera

definido pela média dos valores de suas trés componentes (equacao 2.9).

_ AxcHAyy +Ay,
3

a, (2.9)

Em sistemas de limite rigido (monocristal) com simetria axial para o tensor
A pode-se medir o valor do desdobramento hiperfino maximo 2Awix € 0 valor do
desdobramento hiperfino minimo 2Ayin diretamente do espectro (figura 28A) (Freed,
1976). O primeiro valor correspondera ao dobro do valor de A, e o segundo valor

pode ser usado para calcular o valor de A, através da equacao 3.0,

— _ A//_Amin
AL = Apin + 14 ll Azz —(Axx +AYY)/2] (3.0)

sendo que na equacao (3.0) os valores de Axx, Ayy e Azz sao componentes do

tensor A para o radical nitroxido em um monocristal (tabela 1).



53

Tabela 1 — Valores principais dos tensores g e A do radical nitrdxido em um monocristal
(Marsh, 1981).

AXx(G) Ayy(G) Azz(G) GXxx Gyy Gzz
Doxil -
cadeia 59 54 32,9 2,0088 2,0058 2,0021
alifatica

Desse modo, mesmo o sistema ndo sendo isotropico, pode-se calcular em
uma primeira aproximacdo o valor do desdobramento hiperfino isotrépico ap pela

equacao (3.1).

. ZAJ_‘I'A//

a, 3

(3.1)

Em sistemas de movimento rapido, embora 2Ayix € 2AvNn N0 possam
ser medidos, a isotropia do espectro permite a medi¢cdo do valor 2a, diretamente no
espectro (figura 28B).

Por outro lado, em sistemas de movimento lento, ndo é possivel medir
Awmix, Awmin, € tampouco ap. Nesse caso, por meio da simulagdo podem-se encontrar
os valores de A, e Ay em um sistema com simetria axial, os quais poderao ser
utilizados para calcular o valor ag, de acordo com a equacéao (3.1) também utilizada

para os sistemas no limite rigido.
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(A)

(B)

100 G

Figura 28— Espectros de marcadores nitroxido do tipo n-PC(fosfatidilcolina), onde (A) n=5 para
o marcador de superficie e, (B) n=16 para o marcador no final da cadeia carbdnica (marcador
do centro da bicamada). Os parametros Ayax, Awvin € ap €stdo indicados.

3.1.6.2 Parametro de ordem
(Schneider e Freed, 1989a; Budil, Lee, et al., 1996; Ge e Freed,

1999; Fernandez e Lamy-Freund, 2000)

O parametro de ordem S de um sistema descreve o grau de organizacao

do sistema em que o radical nitréxido se encontra e possui valor entre 0 e 1, sendo
gue quanto maior for a anisotropia do sistema, mais préximo da unidade ser& o valor

do parametro de ordem. Tal parametro pode ser obtido a partir dos valores
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espectrais de Ayax € Auin quando estes podem ser medidos (ver secao anterior),
sendo conhecido como ordem efetiva do sistema (Sef):
Seff — A//_Amin
Azz —(Axx +Ayy)/2

(3.2)

onde os termos Axx, Ayy e Azz na equacédo (3.2) sao constantes, cujos valores
correspondem as componentes do tensor hiperfino A para o radical nitréxido em um
monocristal (tabela 1).

No caso da simulacdo de espectros de RPE o parametro de ordem esta
associado ao potencial de orientacdo, cujos parametros cyg € Cz, sSao coeficientes de
12 e 22 ordem desse potencial. O parametro S, esta associado ao coeficiente ¢y, de

modo que um baixo valor para esse coeficiente indica um alto desalinhamento (alta
dispersao angular) do radical em relacao ao seu eixo diretor zq4 (normal a superficie
da bicamada) e, desse modo, um aumento da desordem (baixo valor para S;p) do
sistema. Além disso, enquanto para valores positivos de Syo 0 eixo zg de rotacdo
axial molecular apresenta-se paralelo ao eixo diretor zg (ordem na mesma direcéo de
Z4), valores negativos indicam que o eixo de rotacdo zg esta deslocado no plano xg-

ya do eixo diretor (ordem na direcdo do plano perpendicular a zg). Por outro lado, o
coeficiente ¢, determina os valores que podem assumidos pelo parametro S, o
gual quando presente e independentemente do sinal, indica que ha uma tendéncia
de alinhamento do eixo rotacional zgr em relagcdo ao plano xg-yg do eixo diretor,
sendo que para valores positivos(negativos) o eixo Xr (Yr) esta preferencialmente
alinhado com o eixo zg.

E interessante citar, ainda, que durante as simulacbes o aumento no
coeficiente c,o do potencial diretor produz sobre os espectros uma mudanca no 1°
pico (campo magnético baixo) transformando a forma aproximadamente simétrica
em um pico mais largo e aparentemente composto, seguida de um aumento da
altura do 2° pico (campo magnético central); enquanto a diminuicdo de c,, promove
0 aumento da altura e um estreitamento do 1° pico, e uma redugao na altura do 2°.
Em relacdo ao parametro cy,, uma redugéo em seu valor promove um melhor ajuste

na altura do 1° pico, porém com uma perda na altura do 2° pico e vice-versa.
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3.1.6.3 Tempos de correlacdo rotacional

(Marsh, 1981; Schneider e Freed, 1989b)

Os tempos de correlacao (7) sdo parametros dinamicos, que para o caso
especial de espectros que monitoram sistemas em que se encontram no regime de
movimento rapido, estdo intimamente associados com a largura das linhas
espectrais, e, portanto podem ser estimados através de medidas diretas sobre esses
espectros. Entretanto, em regimes de movimento lento, 0os espectros se tornam
anisotropicos, e, portanto, os tempos de correlacdo ndo podem ser obtidos
diretamente, e s6 podem ser analisados através dos valores principais obtidos para
o tensor de difusdo rotacional axialmente simétrico: os parametros RL e Ry, que
representam, respectivamente, a taxa de difusdo perpendicular (translacional) e
paralela (rotacional) em relagéo ao eixo de simetria (sistema de eixo molecular) do
radical nitroxido (ver secéo 3.1.6). Nesse caso, os tempos de correlacdo rotacional
(zL e 7), portanto, podem ser calculados baseados nos valores de R1 e de R por

meio da equacéo (3.3)

T (3.3)

~ 6R
onde RL e R, tem unidade de [s]*, e s&o obtidos empregando-se a base dez (10%),
cujas poténcias (X) sdo correspondentes aos valores de rprp e rpll, respectivamente,
sendo que esses Ultimos parametros fornecidos somente através de simulacéo
espectral.

A ordem dos tempos de correlacao é caracteristica do movimento dos

marcadores de spin:

o paratT < 10~ 0s marcadores apresentardo um movimento muito rapido e
independente da orientacdo do campo aplicado, isto €, o espectro sera
isotropico (figura 29 e) com as alturas das linhas iguais e os tensores g e A
corresponderao respectivamente a ap € go.

o para 107 <7<3.107° os radicais se movimentardo rapidamente

(motional narrowing) e 0 espectro apresentard uma isotropia parcial, isto é,

alturas e larguras das linhas pouco diferenciadas.
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s para3.107? <7 < 1077 os marcadores se movimentaro lentamente (slow
motion) e a simulagcéo se torna necessaria para a analise do espectro nesse
regime.

e para T > 10~7 os marcadores se encontrardo praticamente imoveis e o
espectro é altamente anisotropico (espectro de pd), isto €, seu espectro
correspondera a soma dos sinais (figura 29 d) para todas as orientacdes
(figura 29 a,b,c) do campo magnético.

Em relacdo a simulagbes espectrais é importante lembrar que
considerando a formula (3.3), altos valores de rprp e rpll implicam em pequenos
valores assumidos pelos tempos de difusdo rotacional, desse modo, grandes valores
para rprp e rpll representam que os marcadores apresentam grande mobilidade e,
portanto, mais isotropicos serdo 0s espectros em relacdo os 1° e 2° picos, isto é,
apresentaréo linhas espectrais mais estreitas e com alturas semelhantes para os 1°

e 2°picos.
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Figura 29 — Espectros de RPE obtidos para o campo magnético aplicado sobre o (a) eixo-x, (b)
eixo-y, e (c) eixo-z. Em (d) representa-se um espectro de p6 (anisotrépico) e em (e) espectro
isotropico independente da orientacdo do campo magnético aplicado (Marsh, 1981).
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3.1.6.4 Largura e alturas das linhas espectrais

Como visto nas sessOes anteriores, as linhas espectrais sdo muito
sensiveis ao grau de ordenamento e de mobilidade dos marcadores de spin
(Schneider e Freed, 1989b; Fernandez e Lamy-Freund, 2000), desse modo, a
analise direta dos dados obtidos com a técnica de RPE podem ser realizada através
do estudo comparativo entre as medidas das alturas e das larguras das linhas
espectrais (Marsh, 1981; Turchiello, Juliano, et al., 2000; Fernandez e Lamy-Freund,
2000; Duarte, Oliveira, et al., 2008). Considerando que 0s espectros isotropicos
monitoram regides mais fluidas, enquanto espectros anisotrépicos séao
caracteristicos de sistemas mais viscosos, dentre os parametros utilizados na
analise direta destacam-se:

e a razao entre as alturas (figura 30) dos picos para o campo baixo e central
(h+1/hg) ou entre o campo alto baixo e central (h.;/hg): um valor proximo de
uma unidade indica que as alturas dos diferentes picos apresentam valores
semelhantes e, portanto, maior sera a isotropia do sistema, ou seja, maior o

grau de fluidez.

e Jlarguras do pico (figura 30) para campo central (Ahy), para campo baixo
(Ah4q) e para o campo alto (Ah.;): quanto maior a largura dos picos, maior
sera anisotropia do sistema, ou seja, maior a viscosidade.

fiH o
—

1 -

A

£H 4

Figura 30- llustracdo esquematica de um espectro isotropico mostrando os picos baixo
(m=+1), central (m=0) e alto (m=-1) e suas respectivas alturas (h) e larguras (Ah).
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Cabe lembrar, ainda, que como as -caracteristicas espectrais sao
influenciadas tanto pelo tipo de marcador utilizado, assim como, pelas alteracdes de
vizinhancgas que eles monitoram, certos espectros de RPE podem apresentar picos
pouco definidos, o que determina baixa sensibilidade para uma andlise direta das
medidas de suas linhas e, portanto, a analise direta nem sempre apresenta bons
resultados, - principalmente em sistemas com regime de movimento lento (ver secao
3.1.6).

3.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise térmica de materiais pode ser realizada por um conjunto variado
de técnicas, entretanto, todas elas visam um mesmo objetivo: medir a resposta de
um material diante de um aquecimento ou de um resfriamento, permitindo, assim,
determinar correlacdes entre propriedades fisicas do material analisado em relacéo
a variacoes de temperatura (Hatakeyama e Liu, 1998). A calorimetria diferencial de
varredura ( differential scanning calorimetry - DSC) € a técnica mais amplamente
utilizada para analise térmica de materiais e consiste na medicao da diferenca de
fluxo de calor para uma amostra em relacdo a uma referéncia diante de uma
variacdo linear de temperatura, & pressdo constante (Gabbott, 2008; Menczel e
Prime, 2009).

3.2.1 O aparelho de DSC
(Gabbott, 2008; Menczel e Prime, 2009)

Um aparelho de DSC, que utiliza o principio de compensacao de
poténcia, € basicamente composto por duas células, sendo uma destinada a
amostra e outra a referéncia, as quais se apresentam isoladas adiabaticamente do
ambiente. Cada uma contém acoplada uma resisténcia, que é responsavel pelo
fornecimento de calor individual, e um sensor de temperatura (figura 31). A
temperatura entre as células é mantida invariavel, mas ambas sdo aquecidas ou
resfriadas linearmente conforme o intervalo de temperatura desejado. Quando a
célula contendo a amostra absorve ou libera calor, ela exige que uma maior ou

menor poténcia seja fornecida, respectivamente, para que a sua temperatura seja
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mantida coincidente com a da referéncia. Desse modo, essa variacao de poténcia de
energia fornecida entre a referéncia € convertida em curvas de calor especifico x
temperatura, que sao também conhecidas como perfis calorimétricos. Esse fato
pode ser justificado, considerando que uma maior (menor) poténcia implica huma
maior (menor) quantidade de calor a ser fornecida para que o sistema varie sua
temperatura, indicando, portanto, um aumento (decréscimo) do calor especifico (Cp)
dessa amostra. Essas variacfes quanto ao calor especifico estdo correlacionadas a
alteracoes fisico-quimicas na amostra, e, portanto, resultam no monitoramento de

diferentes propriedades assumidas pelo sistema em funcao da temperatura.

Figura 31- llustracao esquematica de um aparelho de DSC de compensacédo de poténcia: duas
células (uma para a amostra e outra para a referéncia) contendo resisténcias e sensores de
temperatura individuais. A temperatura entre as células é mantida invariavel durante um
resfriamento ou aquecimento das células através de variagdes na poténcia da resisténcia da
amostra. Figura adaptada de Menczel e Prime (2009).

3.2.2 Os parametros analisados das curvas calorimétricas de DSC
(Chapman, Urbina e Keough, 1974; Gabbott, 2008)

A técnica de DSC é bastante empregada para o estudo das transi¢cdes de
fase de membranas modelo e de diversos materiais organicos ou nao. Nesse caso,
essa técnica é utilizada para detectar os intervalos de temperatura em que as
transicoes de fase ocorrem a presséo constante, atraves da medi¢do de picos ou de

vales de calor especifico (Cp) em funcéo da temperatura, os quais corresponderédo a
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curvas de calor absorvido ou liberado, respectivamente (figura 32). Ainda, como
tanto a altura e quanto a forma dessas curvas podem variar, elas sdo também
conhecidas como perfis calorimétricos, cujas caracteristicas estdo intimamente
associadas com as propriedades fisico-quimicas de cada sistema. Por exemplo, na
figura 32, pode-se observar um processo endotérmico seguido por um exotérmico
para uma mesma amostra. Esse comportamento pode ser explicado por uma
transicdo com perda de organizacdo estrutural (pico), seguida por uma transicado
com ganho de organizacdo (vale). Esta ultima € caracteristica de materiais que
apresentam uma propriedade de recristalizacdo, a qual é produzida geralmente

devido a uma perda de solvatagcdo em suas estruturas.

Figura 32- llustracdo de um perfil calorimétrico contendo um processo endotérmico e outro
exotérmico para uma mesma amostra. A primeira estrutura (pico) corresponde a um aumento
do calor especifico e, portanto, refere-se a uma transicao tipica de um estado mais organizado
para um menos organizado. A segunda estrutura (vale) corresponde a perda de calor
especifico pela amostra, isto é, perda de solvatagdo (recristalizagdo), referindo-se a uma
transicdo de um estado menos organizado para um mais organizado. Figura adaptada de
Gabbott (2008).

Sistemas constituidos por apenas fosfolipidios e &gua costumam
apresentar um pico caracteristico de transicao de fase em seus perfis calorimétricos.
A carga das cabecas polares lipidicas, valor de pH , forca iGnica, assim como o
comprimento as cadeias hidrocarbonicas sdo exemplos de fatores que podem alterar
o modo como lipidios interagem entre si e com outras biomoléculas, o que é refletido
também em alteracdes de perfis calorimétricos (Kodama e Miyata, 1996; Schneider,
Marsh, et al., 1999; Fernandez e Lamy-Freund, 2000; Cseh, Hetzer, et al., 2000;
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Riske, Amaral e Lamy-Freund, 2001). Em perfis calorimétricos representados por
picos de formas simétricas pode-se estimar a cooperatividade de transicdo desses
sistemas, a qual sera proporcional a medida da largura a meia altura desses picos
em curvas DSC: uma perda na cooperatividade de um sistema (alargamento do
pico) corresponde a um decréscimo na quantidade média de lipidios que
transicionam uniformemente de um estado a outro para um dado valor ou intervalo
de temperatura, e vice-versa.

Além disso, como a integral da area das curvas calorimétricas de calor
especifico x temperatura correspondem a entalpia de transi¢cdo (AH) (Heimburg e
Biltonen, 1994; Heimburg, 1998), cujo valor refere-se a energia envolvida num
processo de transicdo, pode-se determinar a quantidade de energia total (calor) que
deve ser fornecida (processo endotérmico, AH positivo) ou liberada (processo
exotérmico, AH negativo) da amostra para que haja uma mudanca de fase (figura
33). Uma reducdo no valor de AH, a qual foi correlacionada a uma perda na
intensidade de interacdo (forcas de van der Waals) entre as cadeias hidrocarb6nicas
(Ohline, Campbell, et al., 2001), assume a mesma interpretacdo empregada para um
efeito de alargamento no pico de transicdo calorimétrico, e, portanto, geralmente
refere-se a presenca de impurezas que determinem que um sistema lipidico
transicione de modo n&o-uniforme (menos cooperativo) (Chapman, Urbina e
Keough, 1974; McMullen e McElhaney, 1997; Prenner, Lewis, et al., 1999; Mannock,
Lewis e McElhaney, 2010).

Desse modo, os parametros mais estudados por essa técnica em
processos de transicao de fase sao ( figura 19):

e Ton: temperatura do inicio da transicao,

e Tus: temperatura do final da transigéo,

e T, temperatura de transicdo de fase principal, geralmente correspondente a
temperatura em que 50% da transi¢do esta completa,

e AH: entalpia de transicdo normalizada por mol ou por unidade de massa,

e C,: calor especifico, que correspondente a quantidade de calor (por mol ou
por unidade de massa) requerido para varia em 1° a temperatura da amostra

a presséao constante.
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Figura 33- llustragcdo esquematica de um perfil calorimétrico de uma transicdo endotérmica
para um sistema lipidio-agua. Os parametros T,,, T € Toi COrrespondem as temperaturas de
inicio, de fase principal e do final de transi¢cédo, respectivamente. A area abaixo da curva
correspondente a energia principal absorvida na transi¢cdo (AH). Figura adaptada de Chapman
et al. (1974).

4 Materiais e métodos

4.1 Materiais

O sal de 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DMPG), os marcadores
de spin 1-palmitoil-2-(16-doxilestearoil)-sn-glicero-3-fosfocolina (16-PCSL), 1,2-diacil-
sn-glicero-3-fosfo(tempo)colina (Tempo-PCSL) foram comprados de Avanti Polar
Lipids (Birmingham, AL, USA). A floretina (3-[4-hidroxifenil]-1-[2, 4, 6-trihidroxifenil]-1-
propanona), a barbaloina [10-glicopiranosil-1,8-dihidroxi-3-(hidroxi-metil)-9(10H)-
antracenona] e o tampédo HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperizina-acido etanosulfénico)
foram adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), enquanto o cloreto
de sbdio (NaCl) e o hidroxido de sodio (NaOH) foram comprados da Casa

Americana (Séo Paulo, SP).
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4.2 Dispersao lipidica

Primeiramente, foram preparados filmes em solucédo de cloroférmio para
uma concentracdo de 10 mM de DMPG acrescido de 0,2 mol % para o marcador de
spin 16-PCSL ou de 0,6 mol % para o Tempo-PC , incorporados ou ndo de 2 mM (20
mol %) de molécula interagente (barbaloina ou floretina); com a subseqiente
remocao do solvente organico através da passagem de uma corrente de nitrogénio
gasoso ultra-puro e evacuacdo por no minimo 2 horas. Posteriormente, o preparo
das amostras foi realizado dispersando-se esses filmes lipidicos em 10 mM de
tampao HEPES acrescido de 2 mM (baixa forca idnica) de NaCl, sendo o valor do
pH da solucé&o final corrigido com NaOH para um valor equivalente ao pH=7,4
fisiol6gico. (Fernandez et al., 2000, 2008; Riske et al., 1997,1999, 2001, 2002, 2003,
2004). As amostras utilizadas nas medidas de DSC foram preparadas de modo

similar, entretanto, sem a adicdo de marcadores de spin.

Figura 34- Marcador de spin do tipo (A) 16-PCSL e (B) Tempo-PC Fonte: Avanti Polar Lipids
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4.3 Espectroscopia de Ressonancia paramagnética eletronica (RPE)

Os dados de RPE de radiacéo continua, utilizando microondas na faixa de
9 GHz (banda-X), foram realizadas no laboratério de Biofisica e Fisica Médica, do
IFUSP/SP, usando o espectrometro de RPE da Bruker modelo EMX. A frequéncia da
microonda foi mantida fixa (ordem 9 GHz e poténcia 10 mW) e o campo magnético
(ordem 3300 G) aplicado foi variado dentro um intervalo correspondente a 100 G.

Os espectros para cada tipo de marcador foram obtidos para o intervalo
de temperatura entre 5 °C a 45 °C e taxa de incremento correspondente a 5 °C,
visando monitorar as diferentes fases de organizacdo da vesicula de DMPG. Devido
a grande complexidade encontrada para a fase de transicao (18 °C a 33 °C) para as
vesiculas desse lipidio, as temperaturas nesse intervalo foram variadas de 1 °C. O
tempo de espera antes de cada aquisi¢cao foi corresponde a 10 minutos, visando o
equilibrio térmico da amostra para o valor de temperatura monitorado (Duarte,
Oliveira, et al., 2008).

As analises dos dados obtidos com a técnica de RPE foram realizadas
diretamente ou indiretamente. A analise direta consistiu no estudo comparativo dos
valores medidos para as alturas e as larguras das linhas espectrais (sec¢ao 3.1.6.4),
sendo que o parametro de desdobramento hiperfino a, foi medido apenas em
espectros isotrépicos. As medidas diretas sdo médias de no minimo trés repeticdes
e quando nao mostrados, os erros sao inferiores a 5%.

A analise indireta foi obtida através da simulacdo espectral. O programa
utilizado nas simulagdes foi o NLSL (“Nonlinear Least-Square”) o qual por meio de
valores iniciais fornecidos pela intuicdo do usuario e conhecimento prévio da
organizacdo do sistema (Ge e Freed, 1998, 1999, 2003; Fernandez e Lamy-Freund,
2000) é capaz de ajustar o espectro teorico ao experimental através de um algoritmo
de um método nédo-linear de minimos quadrados, empregando-se solugbes da
equacao estocastica de Liouville (Schneider e Freed, 1989a; Budil, Lee, et al., 1996).
Esse ajuste permite a obtencdo de parametros correlacionados a mobilidade e a
organizacao dos lipidios, para cujos melhores valores se estimam erros inferiores a
5% (Ge e Freed, 2003). Os valores iniciais adotados para os parametros que nao
variaram durante as simulacdes foram: AL = Axx = Ayy = 5,0 , Azz = 33,32, gxx =
2,0089 , gyy = 2,0058 e g,; = 2,0021 (Ge e Freed, 1998; Fernandez e Lamy-Freund,
2000) para o marcador de spin 16-PC; AL = Axx = Ayy = 6,1, Azz = 35,00, gux =
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2,0092, gyy = 2,0064 e g, = 2,0020 (Ge e Freed, 2003) para o marcador Tempo-PC.
Os angulos magnéticos (0m,Bm,Yym) foram mantidos nulos, pois se considerou
coincidentes os sistemas de eixos do tensor g e A (simetria axial). Os angulos de
difusdo (ap,Bp,yp) foram mantidos nulos exceto para as simulacbées com o marcador
Tempo-PC o qual foi mantido B = 65°. Outros parametros que foram mantidos
constantes durante as simulacbes se referem ao alargamento ndo homogéneo de
linhas gaussianas (gib0, gib2), cujos valores os foram mantidos gib0 = 1,0, gib2 =
0,3 para o marcador 16-PC e, gib0 = 1,5, gib2 = 0,5 para o marcador TEMPO-PC.
Pardmetros de alargamento de linhas anisotrépicas lorentizianas (wprp, wpll)
também foram utilizados quando necessarios (Budil, Lee, et al., 1996).

Os parametros obtidos pelo ajuste entre a curva experimental e a curva
simulada pelo programa NLSL, cujos valores foram utilizados para a andlise indireta
das alteracbes provocadas pela interacao entre a floretina e a barbaloina com os
lipossomos de DMPG foram:

e Sy e Sy sdo parametros relacionados aos potencias de orientacdo do radical
nitroxido em relacdo ao eixo diretor do sistema e, portanto, referem-se a
organizacéao lipidica (ordem) do sistema (ver se¢ao 3.1.6.2).

e Rprp e rpll: referem-se a escala logaritmica em base 10 dos parametros Rt e
R, , 0s quais representam a taxa de difusdo rotacional perpendicular e
paralela ao eixo de simetria (sistema de eixo molecular) do radical nitroxido
(ver secdo 3.1.6.3). No caso especifico do marcador 16-PC, como o
parametro rpll se mostrou insensivel (Ge e Freed, 1999; Costa-Filho,
Shimoyama e Freed, 2003) durante as simulacdes, a taxa de movimento
rotacional R, néo foi utilizado como parametro comparativo.

Obs.: para uma melhor compreensao dos parametros que podem ser obtidos por
uma analise direta ou indireta dos espectros de RPE e das interpretacdes dos

valores que eles podem assumir, veja a secao 3.1.6.

4.4 Analise térmica por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As medidas calorimétricas foram realizadas a pressédo constante em um
microcalorimetro de alta sensibilidade da Microcal e modelo VP-DSC, empregando-

se uma taxa de varredura de 20 °C/h durante um intervalo de temperatura entre 5 °C
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a 55 °C. As subtracdes das linhas de base e as integrais (entalpia de transi¢ao) dos
perfis calorimétricos foram realizadas no software ORIGIN também da Microcal.
Embora a cooperatividade de um sistema seja proporcional a medida da largura a
meia altura do pico de transicdo em curvas DSC, como para vesiculas de DMPG a
transicdo de fase é caracterizada por um intervalo de transicdo que apresenta um
pico composto (formas assimétricas), a medida da largura a meia altura ndo é bem
definida e, portanto, o efeito da floretina e da barbaloina sobre a cooperatividade de
transicdo lipidica foi realizado empregando-se como parametros comparativos as
alteracdes na largura total do pico e nos valores da entalpia de transicdo de fase
(Heimburg, 1998; Prenner, Lewis, et al., 1999; Cseh, Hetzer, et al., 2000; Ohline,
Campbell, et al., 2001; Mannock, Lewis e McElhaney, 2010) provocado pela

presenca dessas moléculas em vesiculas de DMPG.

5 Resultados

Nesta se¢do sera realizada uma andlise dos dados obtidos pelas técnicas
de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) e de (DSC), assim como, dos
parametros obtidos nas simulacées dos espectros de RPE, visando um estudo
comparativo entre o efeito da floretina e da barbaloina sobre a mobilidade e a

organizacdo da bicamada nas regides monitoradas de cada marcador.
5.1 Marcador 16-PC

O marcador de spin 16-PC monitora a regido central da bicamada e
alguns dos espectros obtidos em presenca de membrana pura, e com adicao de
barbaloina e floretina sdo apresentados na figura 35. Conforme pode ser visto, a
presenca da floretina parece alargar mais os espectros a 5 °C(curva vermelha, figura
35 A), 0 que parece evidenciar um maior grau de anisotropia da membrana a baixas
temperaturas. Na temperatura de 25 °C, dentro do intervalo da fase intermediaria do
DMPG puro (19 °C a 33°C), os espectros mostram que, tanto a presenca da floretina
(curva vermelha) como a da barbaloina (curva verde), reduzem a intensidade do
segundo pico na regido de campo alto (figura 35B). Em temperaturas mais altas,

como a 45 °C, a floretina ndo aparenta realizar nenhuma mudanca, enquanto a
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barbaloina torna o espectro mais anisotropico, o que indica um possivel aumento de

viscosidade (figura 35C).

Figura 35 — Espectros experimentais do marcador de spin 16-PC incorporados em vesiculas de
DMPG puro (curva preta) e com a adicdo de 2 mM de floretina (curva vermelha) ou 2 mM de
barbaloina (curva verde) para (A)5 °C, (B) 25 °C e (C)45 °C. A linha tracejada indica a posigao
do segundo pico naregido do campo alto.

5.1.1 Analise dafluidez e da polaridade

Para as temperaturas entre 5 °C a 10 °C, a presenca da floretina aumenta
significantemente a viscosidade (anisotropia) do centro da bicamada, isto €, aumenta
o valor da largura de pico de campo baixo (curva vermelha, figura 36) e reduz o valor
da razdo entre alturas de campo baixo e central (curva vermelha, figura 37) em
relacdo ao DMPG puro (curva preta, figura 36 e 37); enquanto a barbaloina
aparentemente nao apresenta nenhum efeito significativo, uma vez que
praticamente ndo altera os valores de Ah.; e de h.i1/hg (curva verde, figura 36 e 37,
respectivamente). Por outro lado, para temperaturas entre 15 °C a 25 °C, tanto a
floretina como a barbaloina apresentam um comportamento similar, ou seja,

aumentam os valores de h.i/hg (figura 37) e reduzem os valores de Ah.; (figura 36),
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demonstrando que essas moléculas tornam o centro das bicamadas mais fluido
(isotropico) para esse intervalo de temperatura.

Em relacéo a temperaturas mais altas (35 °C a 45 °C), tanto o acréscimo
da floretina, como o da barbaloina ndo alteram significantemente os valores de Ah.;
(figura 36). Isso poderia indicar que essas moléculas ndo produzem nenhum efeito
para essa faixa de temperatura. Entretanto, uma analise atenta na figura 37 permite
verificar que essas moléculas reduzem o valor da razao h.;/hg em relacdo ao DMPG
puro e, portanto, aumentam a viscosidade (anisotropia) no centro da bicamada,
contudo, sendo esse efeito mais intenso com a presenca da barbaloina. Ainda
considerando o intervalo para temperaturas altas, o parametro desdobramento
hiperfino isotrépico (ap), que esta relacionado a polaridade, foi determinado
diretamente sobre os espectros (ver secdo 3.1.6.1). A figura 38 mostra que a
floretina n&o altera a polaridade local os quais demonstram que a floretina ndo altera
a polaridade local (curva vermelha), enquanto a barbaloina a aumenta (curva verde)

significantemente.
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Figura 36- Dependéncia da largura de pico de campo baixo (Ah,;) com a temperatura em
espectros do 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e acrescido de 2
mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4).
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Figura 37- Dependéncia da razdo entre as alturas de campo baixo e central (h.i/hp) com a
temperatura em espectros do 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (m)
e acrescido de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4).
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Figura 38- Dependéncia do desdobramento hiperfino isotrépico (ag) com a temperatura para o
espectro do 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e com acréscimo
de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4).
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5.1.2 Analise dos parametros simulados

Os valores para as taxas de mobilidade translacional (R1) e rotacional
(Ry) dos espectros obtidos para o marcador de spin 16-PC foram calculados a partir
dos valores simulados dos parametros rprp e rpll, respectivamente (ver secéo
3.1.6.3). Entretanto, como os valores de rpll se mostraram insensiveis (Ge e Freed,
1999; Costa-Filho, Shimoyama e Freed, 2003), o parametro R, nédo foi utilizado no
estudo comparativo. Em primeiro lugar, no intervalo entre 15 °C e 19 °C, verifica-se
gue, enquanto o parametro relacionado a mobilidade translacional (Rt) assume
valores crescentes com o incremento da temperatura (figura 39), os valores
simulados para o parametro de ordem (Sy) decrescem (figura 40), demonstrando
ambos serem dependentes da temperatura. A presenca tanto da floretina, como da
barbaloina aumentam a mobilidade dos lipideos (curvas vermelha e verde, aumento
de R1), e reduzem a ordem na direcdo paralela a normal a superficie da membrana
(curvas vermelha e verde, redugdo de Syg). Por outro lado, as simulagbes mostraram
gue o parametro referente a ordem perpendicular a normal a superficie (S22) exibe
pouca variacdo em funcédo da temperatura (figura 41), embora tanto a presenca da
floretina (curva vermelha), como da barbaloina (curva verde) reduzam o seu valor. A
reducdo do valor de Sy, indica que houve uma perda de orientacdo do eixo xg em
relacdo ao eixo z4 diretor (Ge e Freed, 1998) no centro da bicamada, ou seja, um
aumento do alinhamento do eixo yr em relagéo ao eixo zq4 diretor, sendo esse efeito
mais acentuado com a presenca da barbaloina. Como a partir de 19 °C os espectros
de DMPG puro apresentam duplo pico para a regidao do campo alto (curva preta,
figura 35 B), os quais sugerem a existéncia de duas distintas populacbes de
marcadores (Fernandez e Lamy-Freund, 2000), ndo se realizou a simulacdo dos
espectros durante a transicdo de fase intermediaria caracteristica do DMPG (entre
19 °C a 33°C), fato que explica a inexisténcia dos valores comparativos para 0s
parametros Ri, Syo € Sy, a partir desse valor de temperatura. Por outro lado, a
presenca da floretina ou da barbaloina reduz a existéncia de um dos sitios
comumente encontrados em amostras em amostras de DMPG puro a 19 °C, o que
permitiu a simulagéo desses espectros. ( curvas vermelha e verde, figura 35 B).
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Figura 39- Valores de Ry obtidos a baixas temperaturas (15 °C a 19 °C) para os espectros do
marcador de spin 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e acrescido
de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4).
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Figura 40- Valores de S, obtidos a baixas temperaturas (15 °C a 19 °C) para o espectro do 16-

PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e acrescido de 2 mM de floretina
(®)ou 2 mM de barbaloina (4).
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Figura 41- Valores de S,, obtidos a baixas temperaturas (15 °C a 19 °C) para o espectro do
marcador de spin 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e acrescido
de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4).

Em segundo lugar, considerando o0 espago sistema submetido a
temperaturas altas (35 °C a 45 °C), a presenca da floretina reduz o valor da
mobilidade translacional (reducdo de R, curva vermelha, figura 42), enquanto a
barbaloina aumenta seu valor. Em relacdo ao parametro de ordem (S,o) observa-se
gue, sob altas temperaturas, o seu valor permanece praticamente invariavel com o
aumento da temperatura (figura 43). Embora a floretina ndo altere o médulo do valor
de S,p encontrado para DMPG puro, o fato de alterar o sinal desse parametro para
valores positivos (curva vermelha, figura 43), é interpretado que a floretina favoreca
o arranjo lipidico das cadeias hidrocarbodnicas (eixo zg) no centro da bicamada a
favor da direcao z4 do eixo diretor (Ge e Freed, 1998). Por outro lado, a presenca de
barbaloina torna as cadeias hidrocarbdnicas do centro da bicamada mais
favoravelmente arranjadas no plano x4-yq diretor, ja que nado altera o sinal negativo,
mas aumenta o valor do modulo de Sy (curva verde, figura 43) (Ge e Freed, 2003).
Ainda, verificando-se os valores de S,,, pode-se concluir que tanto a floretina, como
a barbaloina reduzem o valor de Sy, (curvas vermelha e verde, figura 44) o que
indica um aumento de orientacdo do eixo yr a favor da dire¢cdo normal (eixo z4) a
superficie da bicamada (Ge & Freed, 2003).
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Figura 42- Valores de R. obtidos a altas temperaturas (35 °C a 45 °C) para os espectros do
marcador de spin 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e acrescido
de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4).
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Figura 43- Valores de S,y obtidos a altas temperaturas (35 °C a 45 °C) para o espectro do
marcador de spin 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (M) e acrescido
de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4). A linha tracejada indica a linha base sobre
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Figura 44- Valores de S,, obtidos a altas temperaturas (35 °C a 45 °C) para o espectro do
marcador de spin 16-PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e acrescido
de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4).

5.2 Marcador Tempo-PC

Os resultados obtidos pela andlise direta e indireta dos espectros de RPE
para o marcador de spin TEMPO-PC séo apresentados apenas para as amostras de
DMPG puro e com o acréscimo de floretina. O estudo do efeito da barbaloina
empregando-se o marcador TEMPO-PC néo foi realizado no presente trabalho, mas
o efeito dessa molécula em regides proximas a superficie foram alvos de estudo de
Duarte et al. (2008). A figura 45 apresenta 0s espectros experimentais obtidos para o
marcador de spin Tempo-PC (que monitora a regido da cabeca polar) incorporados
em vesiculas de DMPG, sem e com a adicdo de floretina, em diferentes
temperaturas. Uma andlise qualitativa desses espectros, mostra que a presenca da
floretina parece alargar mais os espectros a 5 °C e 10° C (figura 45 B), o que pode
evidenciar um maior grau de viscosidade da membrana. Além disso, curiosamente,
observa-se que os espectros: de DMPG puro para 5 °C e 10° (figura 45 A) se

assemelham respectivamente aos espectros contendo floretina a 15 °C e 20 °C
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(figura 45 B). Desse modo, uma observacdo mais detalhada € necessaria para

avaliar o grau de fluidez da membrana.
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Figura 45— Espectros experimentais obtidos para o marcador de spin Tempo-PC em DMPG

puro (A) e acrescido de 2 mM de floretina (B) a diferentes temperaturas.
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5.2.1 Anélise da fluidez

Observando-se os valores encontrados para a razdo entre a largura de
pico baixo e central (Ah.i1/Ahg) verifica-se que a presenca da floretina alarga
significantemente (aumenta Ah.i/Ahg, figura 46) 0s espectros para temperaturas
baixas (5 °C e 10 °C ), enquanto que para essas mesmas temperaturas esse
parametro apresenta pouca variacdo em amostras de DMPG, o que indica que essa
molécula aumenta a viscosidade na superficie das membranas de DMPG. Para as
demais temperaturas (15 °C a 45 °C) nenhuma alteragdo brusca € observada nos
valores de Ah.;/Ahg tanto em amostras de DMPG puro, quanto em presenca de

floretina.
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Figura 46- Valores obtidos para (a) a razéo entre a largura (Ah.,/Ahy) de pico de campo baixo e
central, (b) larguras dos picos para campo central (Ahg) e (c) larguras para campo baixo (Ah,,)
em funcdo da temperatura para espectros do marcador de spin TEMPO-PC incorporado em
vesiculas de DMPG em HEPES puro (m) e acrescido de 2 mM de floretina (®).
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5.2.2 Analise dos parametros simulados

Assim como anteriormente descrito para o marcador 16-PC, os valores
para as taxas de mobilidade translacional (Ri) e rotacional (R,) dos espectros
obtidos para o marcador de spin TEMPO-PC foram calculados a partir de
parametros obtidos na simulacdo espectral (ver secdo 3.1.6.3). Os valores
encontrados para as taxas de mobilidade crescem proporcionalmente com o
incremento da temperatura, sendo que a presenca da floretina aumenta a
mobilidade translacional (perpendicular a normal de superficie) dos lipideos
(aumento Ry, figura 47) para temperaturas acima de 15 °C, mas reduz o movimento
rotacional (paralela a normal de superficie) (reducdo de Ry, figura 48) para todo o

intervalo de temperatura considerado (15 °C a 45 °C).
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Figura 47- Variacdo de RL com a temperatura para os espectros do marcador de spin TEMPO-
PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (m) e acrescido de 2 mM de floretina

(®).
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Figura 48- Variacdo de R, com a temperatura para os espectros do marcador de spin TEMPO-
PC incorporado em vesiculas de DMPG em HEPES puro (m) e acrescido de 2 mM de floretina

(®).

Devido ao comportamento obtido na simulacdo do parametro Sy, nenhum
resultado significativo € apresentado (figura 49). Por outro lado, os valores para o
parametro S,, decrescem com o0 avan¢o da temperatura (figura 50), sendo que a
presenca da floretina aumenta o seu valor para todo o intervalo de temperatura
considerado. O aumento do valor de Sz, produzido pela floretina indica que essa
molécula provoca alteragdes que determinam um aumento do arranjo preferencial de
orientacdo do eixo do eixo xg do radical nitroxido (cabecas lipidicas) a favor da

direcdo normal a superficie da bicamada (Ge e Freed, 1998; Ge e Freed, 2003)
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Figura 49- Variacéo de S, com a temperatura para os espectros do TEMPO-PC incorporado em
vesiculas de DMPG em HEPES puro (m) e acrescido de 2 mM de floretina (®).
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5.3 Medidas de DSC

Primeiramente, realizando-se uma andlise qualitativa dos perfis
calorimétricos obtidos (figura 51), pode-se verificar que, as trés curvas caracterizam
processos endotérmicos (picos de calor especifico) e, ainda, que tanto a presenca
da floretina quanto a da barbaloina acabam com o pico de pré-transicdo a 10 °C
tipico de vesiculas de DMPG puro. Além disso, a interacdo com a floretina ndo altera
significantemente a forma geral do perfil calorimétrico do sistema (curva vermelha),
mas alarga em cerca de 5 °C a regiao de transicéo e desloca o intervalo de transicéo
do DMPG puro (18 °C a 33°C) para temperaturas entre 8 °C a 28 °C. Por outro lado,
a presenca da barbaloina altera sensivelmente a forma do perfil calorimétrico (curva
verde), mostra que o inicio de transicdo ocorre a 12 °C, enquanto o fim da transicéo

de fase aparentemente é deslocado para valores proximos a 30 °C.

B o e L S e B s e B LB e

. —DMPG
——DMPG + 2mM Floretina
—— DMPG + 2mM Barbaloina

Cp (kcal/ mol .°C)

Temperatura ("C)

Figura 51- Perfis calorimétricos de vesiculas de DMPG em HEPES puro (H) e acrescido de 2
mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4). As curvas sdo plotadas em unidades de calor
especifico (kcal/mol/°C) para as ordenadas e unidades de temperatura (°C) nas abscissas. As
curvas calorimétricas para DMPG acrescido de moléculas interagentes (floretina ou
barbaloina) sdo mostradas numa escala quatro vezes maior que a empregada para DMPG puro.
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Figura 52- Valores obtidos para a entalpia de transi¢cdo em vesiculas de DMPG em HEPES puro
(m) e acrescido de 2 mM de floretina (®) ou 2 mM de barbaloina (4). As curvas séo plotadas
em unidades de energia (kcal/mol) para as ordenadas e unidades de temperatura (°C) nas
abscissas.

Analisando-se quantitativamente as curvas de entalpia de transicdo de
fase (figura 52), as quais sdo obtidas através da integral das curvas calorimétricas
de Cp x temperatura (figura 51), verifica-se que as trés curvas sao caracteristicas de
processos endotérmicos (AH>0), sendo que se observa que a presenca da floretina
promove significativos aumentos nos valores de entalpia entre 8 °C a 28 °C,
enquanto nota-se que para o DMPG puro o incremento nos valores de entalpia
ocorre entre 18 °C e 33 °C. Além disso, para temperaturas elevadas observa-se que
o valor AH torna-se invariavel tanto para vesiculas de DMPG puro (acima de 33 °C),
como na presenca da floretina (acima de 28 °C), sendo que o valor de entalpia total
de transicédo de fase (valor de AH a partir do qual ndo se observa sua variacdo em
funcdo da temperatura) na presenca da floretina (curva vermelha) é bem inferior ao
encontrado para o DMPG puro (curva preta). Por outro lado, embora a interagdo com
a barbaloina determine que o sistema lipidico apresente grandes aumentos de
entalpia entre 12 °C e 30 °C e reduza os valores de entalpia de transicdo para o
intervalo de altas temperaturas (acima dos 30 °C) em relagcdo ao DMPG puro, 0s

valores de entalpia mostram um comportamento crescente mesmo para altas
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temperaturas (curva verde), o que indica que na presenca da barbaloina a transicédo
de fase lipidica ndo cessa a 30 °C, mas prossegue para valores acima dos 50 °C.
Desse modo, embora tanto a presenca da floretina com da barbaloina alarguem os
picos de transicdo de fase e reduzam os valores de entalpia de transicdo para altas
temperaturas em relacdo a amostras de DMPG puro, o efeito de alargamento é
significantemente maior com a presenca da barbaloina, uma vez que para o intervalo
total de temperatura considerado, o valor para a temperatura final de transicdo néo
pdde ser definida. Esses resultados sugerem que essas moléculas tornam o

ambiente menos cooperativo, sendo a presenca da barbaloina mais efetiva.

6 Discussao dos Resultados

6.1 Efeitos no centro da bicamada

Na regido central da bicamada monitorada pelo marcador 16-PC, a
analise direta de espectros para temperaturas entre 5 °C a 10 °C revela que a
presenca da floretina aumenta a viscosidade (aumento de Ah.; na figura 36, e
reducéo de h.i/hg na figura 37) no centro da bicamada, enquanto que a barbaloina
aparentemente néo altera. Para altas temperaturas (35 °C a 45 °C), como n&do houve
alteracao significativa no valor de a, com a presenca da floretina, mas houve
aumento na viscosidade (aumento de Ah.;, e reducdo de h.i/hp), supbe-se que esse
aumento de anisotropia ndo seja acompanhado de alteragdo na hidratagéo local
(invariabilidade de a,, figura 38), mas apenas devido a um rearranjo estrutural das
cadeias hidrocarbénicas; enquanto que para a barbaloina o aumento da viscosidade
(reducéo de h.i/ho) pode estar correlacionado com um aumento na quantidade de
moléculas de agua na regido (aumento de ap). Em relacdo aos parametros
simulados, curiosamente para altas temperaturas, enquanto a floretina reduz
levemente a mobilidade das cadeias hidrocarbdnicas (reducdo de R4, figura 42), e
nao altera significantemente a ordem local (figura 43), a presenca da barbaloina
aumenta essa mobilidade, indicando que provavelmente o rearranjo produzido por
esta Ultima molécula, aumenta as “dobras” na porcdo terminal da cadeia
hidrocarbbnica (Ge e Freed, 1998; Fernandez e Lamy-Freund, 2000), permitindo
assim uma maior mobilidade. Outro fator que reforca a teoria de dobras na cadeia

produzida pela interagcdo com a barbaloina é a alteracdo de Sy, para valores mais
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negativos (figura 43) e a reducédo do valor positivo de Sy, (figura 44), fenbmeno esse

conhecido como “y-ordering” (Costa-Filho, Shimoyama e Freed, 2003), o qual é

ilustrado na figura 53. Por outro lado, para temperaturas entre 15 °C e 19 °C, tanto a

floretina como a barbaloina aumentam a fluidez local (aumento de R1 na figura 39,

reducao de Sy na figura 40 e reducéo de S;, na figura 41).
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6.2 Efeitos na superficie da bicamada

Na regido da superficie da membrana, a analise direta indica que houve
um aumento na viscosidade (aumento de Ah.i/Ahg, figura 46) provocado pela
floretina apenas para temperaturas baixas (5 °C a 10 °C). Para temperaturas acima
dos 10 °C, pequenas variagcbes dos valores de Ah.i/Ahy para DMPG puro
assemelha-se ao observado em DMPG acrescido de floretina, porém considerando
uma defasagem de cerca de 10 °C. O fato de que os espectros a 15 °C e a 20°C
(figura 45 A) de amostras contendo floretina se assemelham aos de DMPG puro a 5
°C e a 15 °C (figura 45 B), respectivamente, sugere que para temperaturas acima
dos 10 °C a floretina retarda a ocorréncia das alteracdes estruturais do sistema
lipidico em relacdo a amostras de DMPG puro, isto €, torna o sistema ligeiramente
menos cooperativo.

Os resultados obtidos nas simulagdes indicam que a presencga da floretina
reduz o movimento rotacional (reducdo de Ry, figura 48), mas aumenta
significativamente a mobilidade translacional (aumento de R., figura 47) e diminui o
grau de variacdo da ordem (reducado na variagdo de S, em funcao da temperatura,
figura 49) na direcdo normal a superficie. Esses efeitos podem estar correlacionados
com o0 aumento na orientagcdo do eixo Xg das cabecas em relacdo ao eixo z4
(aumento no valor de Sy, figura 50), isto €, a presenca da floretina estabilizaria o
modo como as cabecas polares se encontram na bicamada, ou seja, ligeiramente
“dobradas” sobre o plano perpendicular a normal a superficie, o que favoreceria uma
maior liberdade de movimento translacional (aumento de R.) das cabecas, mas
dificultaria a mobilidade rotacional (redu¢cdo de R,), sendo que essa nova
configuragdo produziria uma perda da dependéncia da variacdo da ordem
(cooperatividade) em funcao da temperatura (baixa variacao de Syo).

Além disso, como para o marcador TEMPO-PC os valores para 0s
tensores hiperfinos foram mantidos constantes durante as simulacdes espectrais, 0
valor médio (ap) ndo variou com a temperatura (ver secao 3.1.6.1), 0 que sugere que
a floretina ndo altera o grau de hidratacéo superficial. Uma justificativa para esse fato
seria que a polaridade da cabeca dos lipidios devida ao grupo glicerol determinaria
uma menor interacdo entre a floretina e os grupos fosfatos e, dessa forma, o grupo
glicerol do DMPG “protegeria” os grupos fosfatos do efeito de desidratacdo atribuido
a floretina, determinado alteracdes apenas organizacionais em torno do grupo
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glicerol (Lairion e Disalvo, 2004). Esse resultado difere dos encontrados para a
barbaloina, pois, Duarte et. al (2008) empregando marcadores do tipo 5-PC,
verificou que embora a barbaloina néo alterasse significantemente a ordem local, ela
produzia um aumento na polaridade, o que corresponderia a um aumento na

hidratacdo (aumento de a,) da regido préxima a superficie da bicamada.

6.3 Efeitos sobre a transicao de fase

Considerando os resultados obtidos por DSC, pode-se concluir que a
interacdo da floretina com vesiculas negativamente carregadas de DMPG
apresentam efeitos similares aos observados em perfis calorimétricos de vesiculas
neutras de DMPC (Cseh, Hetzer, et al., 2000): a presenca dessa molécula extingue
0 pico caracteristico de pré-transicdo, aumenta ligeiramente o intervalo de transicéo
principal e desloca a ocorréncia dessa transicdo de fase para valores de
temperaturas inferiores (curva vermelha, figura 51) ao observados em vesiculas
lipidicas puras (curva preta, figura 51); o que demonstra que o efeito da floretina é
tornar o ambiente lipidico menos cooperativo (ver se¢do 3.2.2) mesmo em vesiculas
carregadas de DMPG. Além disso, a floretina reduz a quantidade de energia
necessaria para que a transicao de fase dos agregados de DMPG ocorra (reducao
de entalpia de transicéo, figura 52), o que reforca a idéia de que a floretina afeta a
organizacédo lipidica e, portanto, compromete a cooperatividade de transicdo. Os
resultados encontrados para a barbaloina sdo semelhantes ao encontrados para a
floretina, mas com intensidade maior, isto é, a perda de cooperatividade de transicao
de fase provocado pela barbaloina (curva verde, figura 52) é mais efetiva que com a
presenca da floretina (curva vermelha, figura 52), uma vez que embora haja o
deslocamento do inicio da transi¢do das bicamadas de DMPG (préximos de 18 °C)
para temperatura mais baixa (ao redor de 12 °C), a temperatura final de transicéo de
fase, que € correspondente ao valor de temperatura a partir do qual ndo se observa
variacdo para a entalpia de transicdo (AH), ndo pdde ser estimada, uma vez que a
entalpia de transicdo (AH) cresce para todo intervalo de temperatura considerado, o
que corrobora com os resultados obtidos por Duarte et. al (2008), os quais indicaram
gue a temperatura final de transicéo de fase do DMPG se encontraria acima dos 60

°C devido a presenca da barbaloina.
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7 Discuss0des gerais e Conclusdes

A analise térmica por DSC comprovou que a presenca da floretina em
vesiculas negativamente carregadas de DMPG apresenta efeito semelhante aos
obtidos em vesiculas neutras de DMPC (Cseh, Hetzer, et al., 2000), ou seja, essa
molécula desloca a transicdo de fase para temperaturas mais baixas e torna o
sistema lipidico menos cooperativo (figura 51). Entretanto, considerando a analise
dos espectros de RPE, pode-se verificar que esses efeitos estdo correlacionados a
apenas alteracfes estruturais distintas no centro e na superficie da bicamada, mas
aparentemente sem a ocorréncia de mudancgas no grau de hidratacdo para as duas
regides. Considerando a regido da superficie das bicamadas de DMPG para todo
intervalo de temperatura considerado observou-se que a floretina altera a
conformacdo das cabecas polares e que essa nova configuracdo aumenta a
mobilidade translacional e reduz a variagdo da ordem em funcdo da temperatura, o
gue corrobora com o efeito de perda de cooperatividade verificado através das
medidas de DSC. Por outro lado, na regido correspondente ao centro da bicamada e
submetida a altas temperaturas, essa molécula aumenta a viscosidade local,
favorecendo a perda de dobras das por¢des terminais das cadeias hidrocarbonicas e
reduzindo a mobilidade translacional a altas temperaturas, o que sugere um efeito
de aumento no empacotamento lipidico. Ainda considerando o centro da bicamada,
para temperaturas entre 15 °C e 19 °C, as quais se encontram dentro do intervalo de
transicdo (8 °C a 28 °C) de amostras acrescidas de floretina, nota-se que essa
molécula fluidifica essa regido, isto €, reduz a viscosidade e a ordem local, o que
sugere que as porgcles terminais das cadeias hidrocarbdnicas do DMPG sejam
sensiveis a transicdo de fase lipidica. Curiosamente, a baixas temperaturas (5 °C a
10 °C) observou-se um aumento da viscosidade tanto na superficie, como no centro
da bicamada. Esse fato, somado a inexisténcia de um pico de pré-transigao tipico de
vesiculas de DMPG em medidas de DSC devido a presenca da floretina (figura 51),
sugere que essa molécula inibe a ocorréncia de uma organizacéo lipidica (ripple)
entre a fase gel e a intermediaria, de modo que uma organizacéao tipica de fase gel
(mais anisotrépica ou viscosa) seja visualizada mesmo para valores de temperaturas
entre 5 °C e 10 °C onde se deveria observar uma fase de pré-transicdo para

vesiculas lipidicas de DMPG puro.
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Em relacdo a barbaloina, sua presenca mostrou comprometer mais
drasticamente a cooperatividade de transicao de fase lipidica do que a floretina, uma
vez que o final da transicédo de fase de agregados de DMPG ocorre para valores de
temperaturas superiores aos monitorados pela técnica de DSC (além dos 55 °C).
Esse efeito pode ser compreendido se considerarmos que a barbaloina penetra na
matriz lipidica de modo a reduzir a interacdo entre as cadeias lipidicas e,
consequentemente, aumente a desordem no centro da bicamada tanto para o
intervalo entre 15 °C e 19 °C, como para temperaturas altas (35 °C a 45 °C), as
guais ambas se encontram dentro do intervalo de transicdo de amostras acrescidas
de barbaloina. Ainda, em relacdo a altas temperaturas, verificou-se um aumento na
viscosidade e na hidratacdo, os quais podem ser explicados pela ocorréncia de um
fendmeno conhecido como “y-ordering” (Costa-Filho, Shimoyama e Freed, 2003), o
gue provavelmente se deve ao favorecimento de formacgéo de “dobras”(figura 53) na
porcao terminal da cadeia hidrocarbbnica (Ge e Freed, 1998; Fernandez e Lamy-
Freund, 2000) produzido pela presenca da barbaloina. Por outro lado, para baixas
temperaturas (5 °C a 10°C), ao contrario da floretina, nenhum efeito sobre a
viscosidade pdde ser observado pela presenca dessa molécula, o que sugere que
essa molécula ndo penetraria na matriz lipidica durante a fase gel (abaixo de 12°C),
provavelmente devido ao grande grau de rigidez (empacotamento) entre a cadeias
hidrocarb6nicas. Ja na regido préxima a superficie, Duarte et. al (2008), empregando
marcadores do tipo 5-PC, verificou que embora a barbaloina nédo altere
significantemente a ordem local, ela também produz um aumento na polaridade
(aumento de a,), 0 que também pode indicar um aumento da hidratacdo na regiéao
proxima da superficie.

Em vista dos resultados discutidos pode-se concluir que a floretina
apresenta um efeito mais evidente na regido superficial monitorada pelo marcador
Tempo-PC que na regido central monitorada pelo marcador 16-PC tanto na fase gel
(abaixo da transicdo), como na fluida (acima da transi¢cdo), enquanto a barbaloina
aparentemente interage mais eficientemente com a regido central durante a fase
fluida, mas preferencialmente com a regido superficial durante a fase gel. Essa
diferenca de resultados sugere que a floretina ndo penetra na bicamada, mas se
encontra adsorvida sobre a superficie lipidica para todo o intervalo de temperatura
considerado; enquanto a barbaloina pode estar parcialmente incorporada no

ambiente hidrofébico lipidico apenas durante a fase fluida.
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Além disso, neste trabalho mostrou-se que a acdo desidratante da
floretina, a qual foi observada em diferentes profundidades de bicamadas neutras de
DMPC (Gomide, 2006), nao foi identificada em vesiculas negativamente carregadas
de DMPG tanto na superficie como no centro da bicamada, o que sugere que
vesiculas de DMPG podem ser empregadas para o transporte da floretina, sem que
a presenca dessa molécula comprometa significantemente o grau hidratacdo das
mesmas. Desse modo, visando um estudo mais refinado da influéncia do grupo
glicerol das cabecas lipidicas em relacdo ao efeito desidratante da floretina, seria
interessante analisar o efeito da floretina em vesiculas neutras de DMPC acrescidas
de concentragbes variadas de DMPG e vice-versa. Em relacdo a barbaloina,
considerando que estudos comparativos da sua interagdo com outros tipos de
vesiculas representariam uma importante fonte de informacdo do mecanismo de
acdo geral dessa molécula em ambiente lipidico, pesquisas empregando-se
vesiculas neutras de DMPC ja estdo sendo realizadas pelo grupo de Fisica e
Biofisica da USP-SP (Duarte, Oliveira, et al., 2008).

8 Apéndice

8.1 Espectros simulados

A seguir sdo mostrados 0s espectros experimentais e seus respectivos
espectros tedricos obtidos para os marcadores de spin 16-PCSL e Tempo-PC em
vesiculas de DMPG acrescidas ou ndo de 2 mM de molécula interagente (floretina
ou barbaloina). Os valores empregados durante as simulacdes para cada tipo

marcador séo descritos na sec¢éao 4.
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8.1.1 Espectros para o marcador 16-PC em DMPG

— Experimental
—— Simulado
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Figura 54 - Espectros experimentais (M) e espectros simulados (m) de RPE obtidos a
diferentes temperaturas para os marcadores 16-PC incorporados em vesiculas de DMPG puro.
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8.1.2 Espectros para o marcador 16-PC em DMPG acrescido de 2 mM de
floretina

— Experimental
—— Simulado
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Figura 55 - Espectros experimentais (H) e espectros simulados (m) de RPE obtidos a
diferentes temperaturas para os marcadores 16-PC incorporados em vesiculas de DMPG
acrescidas de 2 mM de floretina.
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8.1.3 Espectros para o marcador 16-PC em DMPG acrescido de 2 mM de

barbaloina
Experimental
—— Simulado
15°C
17°C
19°C
J\//% 34°C
JW 40°C
W 45°C
32I60 32I80 | 33I00 | 33I20 | 33I40 | 33I60 | 33I80

Campo magnético (G)

Figura 56 - Espectros experimentais (M) e espectros simulados (m) de RPE obtidos a
diferentes temperaturas para os marcadores 16-PC incorporados em vesiculas de DMPG
acrescidas de 2 mM de barbaloina.
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8.1.4 Espectros para o marcador Tempo-PC em DMPG

— Experimental
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Figura 57- Espectros experimentais (H) e espectros simulados (m) de RPE obtidos a
diferentes temperaturas para os marcadores Tempo-PC incorporados em vesiculas de DMPG
puro.
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8.1.5 Espectros para o marcador Tempo-PC em DMPG acrescido de 2 mM de
floretina

— Experimental
—— Simulado
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Figura 58- Espectros experimentais (M) e espectros simulados (M) de RPE obtidos a
diferentes temperaturas para os marcadores Tempo-PC incorporados em vesiculas de DMPG
acrescidas de 2 mM de floretina.
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