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RESUMO 

 

A lipoperoxidação de membranas biológicas, induzida por radical hidroxil, radical 

ascorbil e a espécie reativa de nitrogênio peroxinitrito foi investigada em diversos modelos de 

membranas. Estes modelos consistiram em: i) lipossomas compostos por fosfatidilcolina de ovo; 

ii) lipossomas contendo asolecitina de soja; iii) lipossomas compostos por uma mistura de ácido 

fosfatídico e fosfatidilcolina em diferentes razões de concentração; iv) microssomas de fígado de 

rato. As variações de entalpia e distribuição lipídica na bicamada, ocasionadas pela incorporação 

de ácido fosfatídico em lipossomas de fosfatidilcolina foram investigadas através de calorimetria 

de varredura diferencial e ressonância magnética nuclear de 1H, respectivamente. Também foi 

analisada a inibição do processo lipoperoxidativo pelos antioxidantes naturais quercetina, 

melatonina e vitamina B6. Os níveis de lipoperoxidação variaram em função das espécies 

reativas, dos antioxidantes e da composição das membranas. O potencial oxidante das espécies 

reativas em lipossomas de fosfatidilcolina e em microssomas de fígado de rato apresentou a 

seguinte ordem de potência: radical hidroxil ≈ radical ascorbil > peroxinitrito, enquanto que em 

lipossomas de asolecitina tal ordem apresentou-se como: radical ascorbil> radical hidroxil ≈ 

peroxinitrito. A presença de ácido fosfatídico em lipossomas de fosfatidilcolina, nas 

concentrações testadas, promoveu uma queda no percentual de lipoperoxidação induzida pelas 

três espécies reativas utilizadas. Da mesma forma, concentrações crescentes de ácido fosfatídico 

em lipossomas de fosfatidilcolina proporcionaram uma redução dos valores de variação de 

entalpia (∆H) nas membranas, o que sugere um rearranjo de suas cadeias apolares para uma 

forma mais ordenada e estável. Os resultados envolvendo a distribuição de ácido fosfatídico em 

lipossomas de fosfatidilcolina indicaram a viabilidade do uso de sais de ferrocianeto como 

reagentes de deslocamento para detectar a razão entre as quantidades de fosfatidilcolina presentes 



na monocamada externa e interna da membrana, através de RMN de 1H, visto que os resultados 

obtidos apresentaram-se de acordo com os dados documentados na literatura. Dentre os 

antioxidantes testados, as concentrações de melatonina necessárias para inibir em 50% os danos 

lipoperoxidativos nas membranas testadas apresentaram as maiores diferenças em função do tipo 

de espécie reativa e da composição das membranas. Uma caracterização pioneira foi realizada 

sobre o efeito protetor de vitamina B6 contra a lipoperoxidação induzida por espécies reativas de 

nitrogênio em membranas. Os resultados foram discutidos de forma a contribuir para uma visão 

mais completa sobre a influência do comportamento intrínseco de membranas, espécies oxidantes 

e antioxidantes na dinâmica da lipoperoxidação. 

 



ABSTRACT 

 

Membrane lipid peroxidation induced by hydroxyl and ascorbyl radicals and by 

peroxynitrite was investigated in egg phosphatidylcholine, soy asolectin and egg 

phosphatidylcholine / phosphatidic acid mixtures liposomes as well as in rat liver microsomes. 

Enthalpy variation (∆H) and the distribution of phospholipids on phosphatidylcholine: 

phosphatidic acid in different molar ratios in liposomes were obtained by differential scanning 

calorimetry and 1H-nuclear magnetic resonance, respectively. It was also evaluated the lipid 

peroxidation inhibition by quercetin, melatonin and vitamin B6. The distinct responses obtained 

in this study can be explained through the membrane polyunsaturated phospholipid contents and 

through the intrinsic behavior of reactive species and antioxidants involved in the lipid 

peroxidation assays. The oxidant effect power follows the order hydroxyl radical ≈ ascorbyl 

radical > peroxynitrite on phosphatidylcholine and rat liver microsomes, whilst on asolectin 

liposomes it follows the order ascorbyl radical > hydroxyl radical ≈ peroxynitrite. Increasing 

amounts of phosphatidic acid in phosphatidylcholine liposomes resulted in lower levels of lipid 

peroxidation. The ∆H values indicate a more ordered membrane arrangement as a function of 

phosphatidic acid amount. The lipid distribution in the bilayers containing phosphatidic acid and 

phosphatidylcholine demonstrated that ferrocyanide salts are suitable shift reagents to measure 

the outside/inside ratio of phosphatidilcholine using 1H-NMR. The results obtained in this 

experiment are in accordance with other results decribed in the literature. The differences in the 

antioxidant concentration-answer curves were more evident with melatonin. The responses 

obtained with vitamin B6 group allowed a first characterization of its protective effect against 

membrane peroxidation induced by reactive nitrogen species. The results were discussed in order 



to provide a more complete view involving the influence of membranes, oxidants and 

antioxidants intrinsic behavior on the lipid peroxidation dynamics. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

As membranas biológicas, matrizes basicamente lípidio-protéicas organizadas em 

bicamadas, determinam as características estruturais e funcionais das células eucarióticas, através 

da interação entre fatores relacionados com a sua composição química, seu estado físico e modo 

de organização 1,2.  

A permeabilidade das membranas celulares, bem como as atividades enzimáticas 

relacionadas, estão diretamente associadas ao seu grau de fluidez. A fluidez da membrana, por 

sua vez, pode sofrer modificações propiciadas por processos de lipoperoxidação (LPO) induzida 

por Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) e de Espécies Reativas de Nitrogênio (ERNs) em 

fosfolipídios 3,4. A lipoperoxidação é um processo altamente destrutivo associado a eventos 

patológicos como diabetes, câncer, síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), danos por 

isquemia e reperfusão, processos inflamatórios crônicos, doenças neurodegenerativas, como 

Parkinson e Alzheimer, dentre outros, conforme apresentado na tabela 1 5, 6-9. 

A extensão do dano lipoperoxidativo causado por espécies reativas está associada à 

diferenciação qualitativa e quantitativa dos constituintes fosfolipídicos em função dos tecidos do 

organismo. As células neuronais, por exemplo, são ricas em esfingomielina, enquanto que a 

membrana de mitocôndrias hepáticas é constituída por fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, 

diacilglicerol e fosfatidiletanolamina 1,10. A figura 1 representa a estrutura de alguns dos 

fosfolipídios associados a neurônios ou a mitocôndrias hepáticas.  

A heterogeneidade da composição fosfolipídica em membranas biológicas também afeta o 

potencial de sistemas antioxidantes contra os danos causados pela lipoperoxidação induzida por 

espécies reativas 12. 
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EVENTOS PATOLÓGICOS ASSOCIADOS A LPO INDUZIDA POR EROs E 
ERNs  

CATEGORIA EXEMPLOS  

Isquemia/ reperfusão 
Derrame cerebral, infarto do miocárdio, 
arritmias, angina, choque (perda tem-
porária da função do miocárdio). 

Danos imunes/ processos inflamatórios 
Glomerulonefrites, vasculites, doenças 
auto-imunes, artrite reumatóide, hepa-
tites. 

Doenças neurodegenerativas 

Doença de Alzheimer, doença de 
Parkinson, síndrome de Down, 
esquizofrenia, danos nervosos induzidos 
por xenobióticos, apoptose neuronal. 

Danos oxidativos ao DNA Câncer 
 

Tabela 1- Eventos patológicos associados a lipoperoxidação (LPO) induzida por 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 8, 9.  

 
 

 
Figura 1- Estrutura de alguns fosfolipídios presentes em neurônios e mitocôndrias 

hepáticas11. 
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As células apresentam defesas antioxidantes que podem ser classificadas em: i) 

enzimáticas, que incluem as superóxido dismutases, catalases e glutationa peroxidases; ii) não 

enzimáticas endógenas, tais como glutationa reduzida e o composto indólico melatonina; iii) não 

enzimáticas exógenas, dentre as quais podem ser citados os compostos fenólicos, como 

flavonóides e vitaminas como α-tocoferol (vitamina E) e vitamina B6 
8. Os mecanismos de ação 

de defesas antioxidantes incluem: i) atividades inibidoras da produção de radicais livres, induzida 

por metais de transição; ii) atividades inibidoras de reações em cadeia; e iii) atuações através de 

mais de um mecanismo, ou “mecanismos mistos de ação” 13.   

Indolaminas, como a melatonina, demonstraram atividade antioxidante através do 

seqüestro de radicais livres, como o radical hidroxil 14. Em situações de estresse oxidativo, em 

que a membrana torna-se mais rígida, a melatonina pode estabilizá-la a um nível de fluidez 

ótimo15. 

As propriedades antioxidantes de compostos polifenólicos de plantas, como os flavonóides, 

podem estar relacionadas com as suas atividades como agentes redutores, doadores de hidrogênio 

e/ou seqüestradores de oxigênio singlete 16. Flavonóides interagem com lipídios como 

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e esfingomielina, modificando a fluidez da 

membrana, o que parece ser um mecanismo adicional através do qual promove sua atividade 

antioxidante na bicamada 17,18. 

Diversas técnicas podem ser utilizadas para investigar as propriedades físico-químicas de 

membranas, e os efeitos causados nas mesmas após suas interações com espécies reativas e 

antioxidantes. Dentre tais técnicas, podem ser citadas a espectroscopia de fluorescência, 

espectroscopia de absorção UV-visível, ressonância paramagnética eletrônica (EPR), calorimetria 

de varredura diferencial (DSC) e ressonância magnética nuclear (RMN) 5, 19-21. 
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A técnica de DSC permite a caracterização termodinâmica do comportamento de fase em 

bicamadas lipídicas 5. Esta técnica pode ser utilizada para o estudo do efeito causado por 

interações entre fosfolipídios no comportamento termodinâmico de fase de bicamadas hidratadas. 

A interação de fármacos com modelos de membrana também pode ser investigada por DSC 22-24. 

A técnica de RMN é uma das mais potentes no estudo de membranas biológicas e 

modelos de membrana 25. Esta técnica pode ser utilizada para pesquisas que envolvem a 

elucidação estrutural de membranas, velocidade de movimentos conformacionais e translacionais, 

ordem e reorientação molecular, e polimorfismo dos lipídios 25,26. Estudos com RMN de 1H 

investigaram a distribuição fosfolipídica em modelos de membranas binárias, bem como a 

permeabilidade de lipossomas a íons 27,28. 

Devido à quantidade e diversidade de patologias associadas com a lipoperoxidação de 

membranas celulares, torna-se importante investigar a influência das interações entre 

fosfolipídios, bem como o comportamento intrínseco de espécies reativas e antioxidantes no 

favorecimento ou inibição do processo lipoperoxidativo. A susceptibilidade de lipossomas a 

lipoperoxidação induzida por espécies reativas de oxigênio está consideravelmente documentada 

na literatura 7,12,29, o que não pode ser afirmado para o dano oxidativo induzido por espécies 

reativas de nitrogênio. Da mesma forma, os estudos que abordam o efeito antioxidante de 

vitamina B6, atualmente estão restritos ao potencial da vitamina contra a espécie ânion 

superóxido 30.  

Neste trabalho, diferentes modelos de membrana foram avaliados, considerando a 

susceptibilidade a lipoperoxidação induzida por espécies reativas, bem como as interações com 

antioxidantes naturais. Para isto, os níveis de lipoperoxidação, induzidos por radicais hidroxil e 

ascorbil e por peroxinitrito (ONOO-), foram quantificados em lipossomas e em microssomas de 

fígado de rato (MC). Três composições lipossomais foram utilizadas: i) asolecitina de soja, que 
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possui como componentes majoritários a fosfatidilcolina, o fosfatidilinositol e a 

fosfatidiletanolamina 31; ii) fosfatidilcolina de ovo fresco, que apresenta diversos ácidos graxos 

saturados e insaturados em sua composição; iii) uma mistura contendo diferentes razões de 

concentrações de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina (AF:PC). Os microssomas de fígado de rato 

possuem, adicionalmente aos fosfolipídios e ácidos graxos, sistemas enzimáticos em sua 

composição 32,33, uma variável diferencial em comparação aos modelos de lipossomas utilizados.  

A influência de relações inter-fosfolipídicas na susceptibilidade da membrana ao dano 

induzido pelas três espécies reativas citadas, foi investigada a partir de ensaios de 

lipoperoxidação, em lipossomas compostos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina. Para melhor 

entendimento de tais influências, a investigação foi direcionada para o estudo das modificações 

causadas pela incorporação de ácido fosfatídico em lipossomas de fosfatidilcolina. Neste sentido, 

foram avaliados o comportamento termodinâmico de fase da bicamada, através de medidas de 

DSC, e a distribuição fosfolipídica do modelo de membrana, através do uso da técnica de RMN 

de 1H. 

A percentagem de inibição dos danos lipoperoxidativos nas membranas, induzidos por 

espécies reativas, após interação das bicamadas com os antioxidantes naturais quercetina, 

melatonina e vitamina B6 também foi determinada. 

Os resultados obtidos neste trabalho foram discutidos de forma a contribuir para um ponto 

de vista amplo e singular sobre a dinâmica da lipoperoxidação, induzida não somente por 

espécies reativas de oxigênio, como também por espécies reativas de nitrogênio, em membranas. 

A compreensão desta dinâmica é relevante para o desenvolvimento de terapias preventivas e 

curativas dos eventos patológicos associados a este processo oxidativo. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. MEMBRANAS CELULARES: FUNÇÕES, COMPOSIÇÃO LIPÍDICA, ESTADO 

FÍSICO E ORGANIZAÇÃO. 

 

Membranas biológicas são responsáveis pelas características estruturais e funcionais das 

células eucarióticas. São consideradas como centro de regulação da atividade celular, e 

fundamentais para conservação da energia biológica. As funções básicas das membranas 

celulares são: delimitar compartimentos intra e extracelulares; criar gradientes químicos e 

elétricos, para regular o transporte de solutos nos compartimentos internos e externos da célula; 

controlar a atividade das enzimas de membranas, acomodando-as de forma que exerçam suas 

funções metabólicas de modo coordenado; fornecer substratos para o metabolismo como, por 

exemplo, ácido aracdônico para síntese de prostaglandinas; e favorecer a transdução de sinais 1,34. 

Também possuem funções importantes durante os processos de endocitose, exocitose, divisão, 

fusão e comunicação intercelular 1,35.  

As funções das membranas são determinadas pela inter-relação de três fatores: i) 

composição química; ii) estado físico; e iii) modo de organização da bicamada. Estas inter-

relações estão mostradas na figura 2. 

As membranas são compostas por uma matriz de lipídios, distribuídos de forma 

heterogênea, na qual cerca de 109 moléculas de diversas espécies, como proteínas e 

polipeptídeos, estão inseridas e mantidas na interface 36-38. Existe uma variedade quantificada em 

mais de 2000 lipídios nas membranas de mamíferos. Os lipídios podem ser classificados, de 

acordo com sua estrutura, em fosfolipídios, esfingolipídios e glicolipídios 1. A composição 
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química das membranas determina suas propriedades físicas de carga líquida, potencial de dipolo, 

propriedades elásticas, comportamento de transição de fases e hidratação, dentre outras 2.  

 
 

 

COMPOSIÇÃO ESTADO 

ORGANIZAÇÃO FUNÇÃO 

Figura 2- Conexões entre composição, estado físico, organização e funções das 

membranas 2. 

 
 
 

Como citado anteriormente, a composição heterogênea das membranas celulares está 

intimamente relacionada com seu estado físico 37,39. Os estados podem variar entre fases líquido-

cristalinas (Lα) e gel (Lβ), típicas de bicamadas lipídicas; fase hexagonal invertida (HII), 

caracterizada pela ausência da organização dos componentes de membrana em bicamadas; e 

outros estados intermediários que ocorrem em transições de fase, como por exemplo, a fase 

hexagonal periódica (Pβ´) 36,40. Estes estados da membrana são influenciados por diversos fatores, 

como temperatura, potencial de membrana, forças osmóticas, vibração “stretching” dos 

componentes e presença de solutos na fase aquosa, dentre outros 2. 

A composição química e o estado físico das membranas propiciam as interações entre os 

seus componentes, determinando a forma como os mesmos organizam-se 2. Os lipídios estão 

organizados estruturalmente em bicamadas assimétricas, nas quais faces hidrofílicas 
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proporcionadas pelas regiões polares dos lipídios estão direcionadas para o meio aquoso 

citoplasmático e extracelular 1,36. Entre estas faces polares, estão localizados os centros 

hidrofóbicos dos lipídios, protegidos da exposição ao meio aquoso extracelular 41,42. A estrutura 

da membrana celular está representada na figura 3. 

Dentre as forças associadas à manutenção do arranjo lipídico em bicamada no meio 

aquoso, estão incluídas as ligações de hidrogênio e outras provindas de interações hidrofílicas 

(entre as cadeias polares dos lipídios), e as forças de Van der Walls (entre as cadeias hidrofóbicas 

lipídicas) 43. Existem ainda forças associadas às interações entre as cadeias polares e/ou apolares 

com o meio aquoso. Interações entre as cadeias hidrofóbicas dos lipídios e o meio aquoso 

estabelecem e caracterizam o efeito hidrofóbico, que é imprescindível para manter o arranjo 

lipídico sob forma de bicamada36. Estas interações são energeticamente desfavoráveis, devido às 

contribuições oferecidas por uma variação de entropia no sistema de valor negativo (∆S<0). Tais 

valores de ∆S contribuem para um valor positivo da variação da energia livre de Gibbs (∆G). , 

visto que esta é calculada pela equação: 

 
∆G= ∆H - T∆S (Equação 1), 

 
em que ∆H é a variação de entalpia, T é a temperatura absoluta e ∆S, a variação de entropia do 

sistema. Por outro lado, as interações entre as cabeças polares lipídicas e a água direcionam a ∆G 

para um valor menos positivo, caracterizando tais interações como sendo de ocorrência mais 

espontânea, quando comparada às que envolvem as cadeias apolares 1. 

As inter-relações que envolvem a composição química, o estado físico e o modo de 

organização da membrana, estão associadas à dinâmica lipídica. Esta dinâmica pode determinar 

propriedades físico-químicas da membrana, como a fluidez. As influências causadas pela 
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composição lipídica, estado físico e modo de organização sobre a dinâmica lipídica serão 

discutidas adiante com mais detalhes. 

 
 

 
Figura 3- Estrutura básica da membrana celular 44. 

 
 

 
2.1.1. FOSFOLIPÍDIOS DE MEMBRANAS CELULARES 

 

Os lipídios de membrana geralmente possuem estrutura anfipática, contendo assim uma 

porção hidrofílica, denominada cabeça polar, e outra hidrofóbica, conhecida por cauda apolar 

(figura 4) 1. 

A cabeça polar pode ser constituída por grupos fosfato, amina e álcool, e a cauda apolar 

contém cadeias de ácidos graxos. De acordo com suas características estruturais, os lipídios de 

membrana podem ser classificados em : i) fosfolipídios; ii) esfingolipídios; iii) glicolipídios e iv) 

esteróis 1. Com o objetivo de focalizar na proposta deste trabalho, somente os fosfolipídios serão 

abordados de forma detalhada. 
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A estrutura química dos fosfolipídios caracteriza-se por conter duas cadeias de ácidos 

graxos que sofreram esterificação com um glicerol, cujo carbono na posição 3´ apresenta ligações 

éster com um grupo fosfato. Este último está unido, também através de esterificação, a um  grupo 

álcool1,45. A estrutura química dos fosfolipídios está representada na figura 5. A tabela 2 mostra 

os diversos grupos álcoois que podem estar presentes na cabeça polar dos fosfolipídios. 

A fosfatidilcolina é o fosfolipídio de constituição majoritária na membrana celular 1,45. 

Fosfatidilcolinas naturais apresentam uma cabeça polar constituída por um grupo fosfocolina 

zwiteriônico. Estes fosfolipídios também possuem duas cadeias de ácidos graxos de extensão 

similar. A cadeia apolar ligada ao carbono 1´ do glicerol apresenta-se geralmente saturada, 

enquanto que a cadeia ligada ao carbono 2´ costuma possuir insaturações (figuras 4 e 5). A cadeia 

ligada ao carbono 2´ do glicerol contém geralmente de uma a seis duplas ligações, na 

conformação cis 46.  

 
 

Figura 4- Representação

esquemática da estrutura

de um lipídio (superior) e

estrutura da fosfatidil-

colina (inferior). Em

vermelho, a cabeça polar;

em preto, a região glicerol

e as cadeias alquílicas do

lipídio 1,11. 
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O parâmetro de empacotamento (PP, abreviatura da expressão em inglês “packing 

parameter”) relativo a fosfatidilcolinas aproxima-se da unidade. Isto significa que estes 

fosfolipídios apresentam conformação cilíndrica e tendem a adquirir uma organização em 

bicamada, quando em meio aquoso. Para efeito de comparação, moléculas com PP muito inferior 

ou superior a 1, tendem a associarem-se na forma de micelas ou em estruturas hexagonais 

invertidas. Este parâmetro é definido por:  

 
PP= V/ a lc (Equação 2), 

 
Em que V corresponde ao volume hidrofóbico; a, à área de superfície média ocupada pela região 

polar na interface ar/água; e lc, ao comprimento das cadeias alquílicas do fosfolipídio 47,48. 

O empacotamento da bicamada de fosfatidilcolina parece ser determinado pela 

organização de seus grupos glicerol, de forma a regular a permeabilidade de bicamada 49. As 

fosfatidilcolinas distribuem-se principalmente na monocamada externa da membrana celular 50,51.  

A principal função das fosfatidilcolinas é manter a estrutura e organização das membranas 

celulares 45. Participam também da sinalização celular, atuando como um reservatório de 

mensageiros lipídicos secundários. As fosfatidilcolinas são fontes de lipídios bioativos como 

diacilgliceróis, fatores de ativação plaquetária, ácido aracdônico, ácido lisofosfatídico e ácido 

fosfatídico 52-56.  

A cabeça polar da fosfatidiletanolamina (figura 6) contém um grupo amino livre, e ocupa 

menos espaço em relação às cadeias de ácidos graxos. A relação entre as áreas ocupadas pela 

cabeça polar e as cadeias hidrofóbicas da fosfatidiletanolamina proporciona ao aminofosfolipídio 

o formato de um cone 1. Os aminofosfolipídios possuem a tendência de formar estruturas não 

lamelares, isto é, sem a organização em bicamada, como em fases hexagonais invertidas (HII) 

(figura 7) ou fases cúbicas 45.  
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Figura 6- Estrutura da fosfatidiletanolamina. Em vermelho, a cabeça polar 

fosfoetanolamina; em preto, a região glicerol e as cadeias alquílicas do lipídio11. 

 
 

Figura 7- Representação esquemática de 

aminofosfolipídios em fase hexagonal 

invertida (HII). Em vermelho, a cabeça 

polar destes fosfolipídios; em preto, o 

glicerol e as cadeias apolares 57. 

 
 
 

Quando os aminofosfolipídios são forçados em uma estrutura planar, como em uma 

bicamada, distribuem-se preferencialmente na monocamada interna. Nestas condições, a pressão 

intrínseca na parte hidrofóbica da membrana é aumentada 50,51,57. Estas variações na tensão das 

cadeias hidrofóbicas parecem regular a atividade e dobramento das proteínas inseridas na 

membrana plasmática 57. Dentre outros processos regulados pelos aminofosfolipídios, podem ser 

citados a coagulação sangüínea, adesão celular e endocitose 58-60.  

O fosfatidilinositol contém, como a fosfatidilcolina, uma cadeia hidrofóbica saturada 

ligada ao carbono 1´ do glicerol, e uma cadeia insaturada ligada ao carbono 2´ (figura 8) 45. 
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Possui um grupo fosfoinositol em sua cabeça polar, o que confere uma carga negativa a este 

lipídio. O fosfatidilinositol ainda pode sofrer fosforilações. De acordo com o número de fosfatos 

extras, que podem unir-se por ligações éster as suas hidroxilas, o fosfolipídio pode denominar-se 

como di- ou tri- fosfatidilinositol. Tais fosfatos extras propiciam cargas adicionais ao 

fosfatidilinositol, distribuídas ao longo da superfície da membrana celular. Desta forma, a 

presença de fosfatidilinositol, bem como a de outros fosfolipídios negativamente carregados, 

influencia a carga total da superfície da membrana 1. O fosfatidilinositol parece ter papel 

importante na sinalização celular e no deslocamento dos lipídios de membrana 61. 

 
 

 
Figura 8- Estrutura do fosfatidilinositol. Em vermelho, a cabeça polar fosfoinositol; em 

preto, a região glicerol e as cadeias alquílicas do lipídio11. 

 
 
 

O fosfatidilinositol pode facilmente organizar-se em bicamadas e, na membrana celular, 

parece estar principalmente localizado na monocamada interna 62,63.  

Dentre os fosfolipídios presentes na membrana celular, os ácidos fosfatídicos possuem a 

estrutura química mais simples. Estes fosfolipídios não possuem o substituinte álcool ligado ao 

seu grupo fosfato (figura 9) 1,64. Os estudos associados à distribuição de ácido fosfatídico na 

bicamada lipídica apresentam resultados controversos 27,65, como será discutido adiante neste 

trabalho. Por ser um importante intermediário biosintético na síntese de triacilglicerol e 
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diacilglicerol, o ácido fosfatídico ocorre de forma minoritária nas membranas celulares 1,66. Está 

associado aos processos de proliferação, mobilidade, agregação celular e processos de fusão e 

transporte na membrana 65-68. Como o fosfatidilinositol, o ácido fosfatídico é um agente indutor 

de carga negativa na membrana celular 63,69.  

 
 

 
Figura 9- Estrutura do ácido fosfatídico (AF). Em vermelho, a cabeça polar fosfato 

sem substituintes; em preto, a região glicerol e as cadeias alquílicas do lipídio 11. 

 
 
 

A presença de cargas nas membranas celulares acarreta fenômenos eletrostáticos que 

influenciam a conformação, atividade e transporte de várias moléculas, e controlam parcialmente 

o reconhecimento intra e intercelular 70.  

Membranas celulares contêm numerosos íons e grupos polares, como os propiciados por 

fosfolipídios, apresentando assim uma carga de superfície (figura 10). A presença de cargas na 

superfície da bicamada pode atrair contra-íons, bem como influenciar a distribuição dos mesmos 

na interface membrana-meio aquoso 70,71. O fluxo de difusão de contra-íons ao longo desta 

interface propicia um potencial de superfície, que pode atrair e regular as atividades funcionais de 

diversas espécies, como a proteína kinase C 71,72.  
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Figura 10- Representação esquemática de uma membrana 

biológica do ponto de vista eletrostático. Em vermelho, as faces 

hidrofílicas da membrana, constituída pelas cabeças polares dos 

lipídios; em preto, o centro hidrofóbico da membrana; em verde, 

proteínas inseridas na bicamada. Adaptada de Cevc 70. 

 
 
 
Estudos em bicamadas de fosfatidilcolinas demonstraram a presença de associações 

eletrostáticas interfosfolipídios entre o grupo amônio e o grupo fosfato. Estes estudos ressaltaram 

a importância da carga presente na cabeça polar da fosfatidilcolina para manutenção do arranjo 

em bicamada da membrana 73. Outras interações influenciadas por cargas de superfície envolvem 

antioxidantes e membranas fosfolipídicas, como demonstrado em experimentos in vitro com 

Trolox, a forma hidrossolúvel da vitamina E, em vesículas fosfolipídicas de diferentes cargas 29.  

A diversidade das estruturas associadas à cadeia polar dos fosfolipídios torna-se menos 

complexa quando comparada à variedade de cadeias de ácidos graxos que cada tipo de 
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fosfolipídio pode apresentar. As diversas composições de ácidos graxos são peculiares a cada 

classe de fosfolipídio e tipo de membrana 1. Os ácidos graxos podem possuir cadeias alquílicas 

saturadas e/ou insaturadas, e regulam a permeabilidade das membranas a substâncias 

hidrofílicas74.  

 

2.1.2. ÁCIDOS GRAXOS INSATURADOS DE MEMBRANAS CELULARES  

 

Cada classe de fosfolipídios possui uma composição típica de ácidos graxos, influenciada 

pela sua origem tecidual 1. As diferenças na composição de ácidos graxos em fosfatidilcolinas de 

ovo fresco e de soja são mostradas na tabela 3. 

A tabela 4 apresenta alguns ácidos graxos saturados e insaturados presentes em 

membranas biológicas. 

 
 

COMPOSIÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS ENCONTRADOS EM  
PC DE OVO FRESCO E EM PC DE SOJA 

ÁCIDO GRAXO SÍMBOLO % EM PC DE OVO  
% EM PC DE 

SOJA  
Palmítico 16:0 34 17 

Palmitoleico 16:1 2 - 
Esteárico 18:0 11 6 

Oléico 18:1 32 13 
Linoleico 18:2 18 59 
Linolênico 18:3 - 5 
Aracdônico 20:4 3 - 

 
Tabela 3- Percentual de ácidos graxos presentes em fosfatidilcolina de ovo fresco e 

fosfatidilcolina de soja 1,11. Símbolo= número de carbonos da cadeia: (número de 

insaturações). 
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ÁCIDOS GRAXOS COMUNS EM MEMBRANAS BIOLÓGICAS 

SÍMBOLO NOME 
POPULAR ESTRUTURA 

 
Saturados 

 
14:0 

 
Ácido 

mirístico 

 
16:0 

 
Ácido 

palmítico 

 
 

18:0 
 

Àcido 
esteárico 

 
Insaturados 

 
16:1 

 
Ácido 

palmitoleico 
 

 
18:1 

 
Ácido 
oléico 

 
 

18:2 
 

Ácido 
linoleico 

 
 

18:3 
 

Ácido 
linolênico 

 
 

20:4 
 

Ácido 
aracdônico 

 

 

HO
CH3

O

 

Tabela 4- Estrutura de ácidos graxos presentes em membranas biológicas 1. 
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Os ácidos graxos encontrados na membrana celular de animais são, em sua maior parte, 

polienóicos. Contêm ligações duplas de conformação predominantemente cis que, por sua vez, 

apresentam um arranjo polialílico 75. 

Dados de cristalografia de raio-X determinaram que a presença de uma insaturação cis na 

porção alquílica dos ácidos graxos ocasiona um desvio no ângulo entre ligações. Este desvio 

angular resulta na inclinação da cadeia alquílica 76, conforme mostrado na figura 11. 

 
 

 
Figura 11- A) Estrutura do ácido cis-oleico; B) inclinação da cadeia alquílica 

propiciada pela ligação dupla cis, comparada a cadeia contendo uma ligação trans76,77. 

 
 
 

O ângulo entre uma ligação simples de carbono e uma insaturação cis é de 123º, enquanto 

que o ângulo entre duas ligações simples de carbono é de 111º. Por esta diferença, o 

empacotamento inter-cadeias torna-se mais difícil, em relação ao empacotamento de ácidos 

graxos saturados, à medida que o número de insaturações aumenta. Isto propicia uma desordem 

na cadeia e um menor grau de rigidez na membrana 76,78. O efeito da presença de insaturações cis 

na cadeia alquílica no empacotamento da bicamada está representado na figura 12. 

Ao influenciar a ordem do arranjo lipídico e, por conseqüência, seu grau de mobilidade, 

as configurações cis e trans das cadeias alquílicas influenciam o estado físico da membrana 74.  
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Figura 12- Representação esquemática do empacotamento lipídico em 

bicamadas de fosfatidilcolinas saturadas, monoinsaturadas e poli-

insaturadas79. 

 

 
 
Através dos efeitos decorrentes dos graus de insaturação e do arranjo polialílico da cadeia 

apolar lipídica, os ácidos graxos podem ser associados a processos de fusão da membrana 80,81, 

modulação da atividade enzimática ligada a membrana 82,83 e adesão celular 84,85, e manutenção 

ou alteração da permeabilidade 86,87. 

Como pode ser observado, a presença de insaturações na cadeia de ácidos graxos exerce 

uma influência profunda nas propriedades da membrana 74. Alguns autores sugerem que o fator 

determinante principal do grau de fluidez das membranas é o grau de insaturações presentes em 

suas cadeias de ácidos graxos 88,89. 

 

2.1.3. FLUIDEZ E DINÂMICA LIPÍDICA DAS MEMBRANAS CELULARES  

 

A fluidez da membrana celular é uma propriedade físico-química de definição complexa, 

devido à natureza fortemente anisotrópica da bicamada. Modelos convencionais consideram a 
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bicamada lipídica como uma estrutura de fase unicamente fluida, associando a mobilidade lateral 

de seus componentes, quando não estão diretamente ancorados ao citoesqueleto, à mobilidade 

lateral dos líquidos 90. Porém, a grande heterogeneidade dos componentes de membrana propicia 

a ocorrência de fenômenos cooperativos, que podem resultar em diferentes transições de fase, 

outros fenômenos de ponto crítico e equilíbrios multi-fases. Tais fenômenos cooperativos 

proporcionam à bicamada lipídica uma estrutura com características de fase líquido-cristalina, 

que pode conter áreas delimitadas em fase gel, e/ou vice-versa 37. Estas áreas são conhecidas por 

domínios, que são definidos como qualquer região cuja composição lipídica seja diferente em 

relação às outras áreas remanescentes da membrana 39.  

O comportamento de fase e a organização lateral de membranas heterogêneas podem 

sofrer alterações, ocasionadas por variações sutis de composição lipídica, temperatura, força 

iônica e pH 37. Isto reforça a visão de que todos os fenômenos ocorrentes na membrana celular, 

inclusive os que repercutem na variação do seu grau de fluidez, são conseqüência da interação 

entre todos os seus componentes e não apenas do efeito proporcionado por moléculas individuais. 

Este ponto de vista torna-se necessário para melhor entendimento da dinâmica existente na 

membrana celular 90. 

A dinâmica lipídica envolve características conformacionais e translacionais das 

moléculas no plano da bicamada 91 (figura 13). 

A dinâmica conformacional envolve movimentos intra-moleculares como rotação ao 

longo do eixo, vibração metilênica “stretching” simétrica / assimétrica e isomerização trans-

gauche 91. Uma das técnicas que pode ser utilizada para investigar a dinâmica intra-molecular dos 

lipídios é a espectroscopia Raman. Através desta técnica pode-se detectar estas cadeias lipídicas, 

quando na configuração gauche, através da análise das bandas na região próxima a 1100 cm-1 (92). 
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O aparecimento de moléculas na configuração gauche está diretamente associado a um aumento 

do grau de fluidez na membrana 92,93. 

 
 

 

C

C

C

C1

2 

3

4
1

2
trans gauche

1

2

C
HH

C
HH

Vibração "stretch" simétrica       Vibração "stretch" assimétrica

Figura 13- Freqüências características e movimentos relacionados à dinâmica lipídica 

conformacional e translacional de membranas 91. 

 
 
 

A dinâmica translacional dos lipídios envolve indicadores da posição lateral da molécula 

no plano da membrana, como os fenômenos de difusão passiva trans-bicamada (flip-flop) e a 

transição de fase principal 91.  

Em fosfolipídios de constituição majoritária em bicamadas, como a fosfatidilcolina, a 

velocidade da dinâmica translacional é bastante inferior àquela correspondente a dinâmica 

conformacional 91,94. A velocidade do processo de difusão passiva trans-bicamada dos lipídios 

(tempo de meia vida, t1/2= horas a dias) é conseqüencia do desfavorecimento energético 

envolvido na difusão das suas cabeças hidrofílicas através do centro hidrofóbico da bicamada 95. 
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Isto indica que cabeças polares carregadas podem reduzir a velocidade relativa da mobilidade 

trans-bicamada dos lipídios. Entretanto, alguns fosfolipídios negativamente carregados, como o 

ácido fosfatídico, podem ter suas cargas neutralizadas por protonação, o que reduz o t1/2 de 

movimentação trans-bicamada para segundos 96. No organismo, este t1/2 é principalmente 

reduzido pela ação de proteínas catalisadoras da difusão lipídica trans-bicamada, como as 

aminofosfolipídios translocases 97.  

A transição de fase principal é um fenômeno pseudo-crítico, isto é, um princípio de 

primeira ordem que ocorre muito próximo ao ponto crítico e, conseqüentemente, está associado a 

variações térmicas 37,98,99. Refere-se à transição de uma bicamada lipídica na fase gel para a fase 

líquido-cristalina 37.  

Na fase gel (figura 14A), os lipídios apresentam uma velocidade de difusão lateral 

reduzida e cadeias apolares de mobilidade restrita, cujas insaturações tendem a adotar uma 

configuração trans. Nesta fase, a conformação e orientação lipídica tornam-se altamente 

ordenadas 1.   

Na fase líquido-cristalina, os lipídios apresentam conformação e orientação desordenada 

(figura 14B), sofrendo rápidas difusões laterais e translacionais no plano da bicamada 36. O 

estado líquido-cristalino propicia um alto grau de mobilidade lateral aos lipídios de membrana, o 

que determina as condições ótimas para o funcionamento de proteínas 90,100.  

A transição principal é geralmente acompanhada pela formação de domínios, na qual 

grandes variações de densidade térmica são manifestadas, induzindo uma diferenciação no 

comportamento termodinâmico de lipídios de membrana 37. À medida que o grau de 

heterogeneidade das membranas aumenta, a formação de domínios e os fenômenos cooperativos 

adquirem maior complexidade 90. Isto pode ocasionar uma separação macroscópica de fases e 

gerar diferentes fenômenos de ordenamento de natureza estática ou mesmo um ordenamento 
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global das moléculas 37. Durante a separação de fases, parece ocorrer um forte fenômeno de 

compressão na membrana, e as propriedades seletivas a solutos são modificadas 2.  

 
 

 

A 

B 
Figura 14- Comportamento da bicamada

lipídica na fase gel (A) e líquido-cristalina

(B). Representadas em cor vermelha, a cabeça

polar dos fosfolipídios; as cadeias apolares,

representadas em cor preta, possuem alto grau

de movimentação 36.

 
 

Outras propriedades da membrana que podem ser alteradas durante a transição principal 

estão relacionadas à morfologia, área, ordem conformacional das cadeias hidrofóbicas, ordem 

translacional/ cristalinidade lipídio-moléculas e espessura 37,40,90.  

Um segundo tipo de transição relacionado a membranas é conhecido como pré-transição, 

por apresentar-se de forma adjacente à fase gel e líquido-cristalina. Lipídios que sofrem a pré-

transição apresentam fase hexagonal periódica (Pβ´), caracterizada por ondulações resultantes do 

pareamento irregular entre as áreas respectivas ao grupo polar e às cadeias hidrofóbicas 101,102. A 

velocidade desta transição é baixa e os valores de ∆H envolvidos são inferiores aos 

correspondentes a uma transição principal 103,104. Neste tipo de transição podem ocorrer 
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mudanças consideráveis em propriedades dos lipídios, como variações no grau de hidratação da 

cabeça polar, no acoplamento entre as monocamadas, na simetria característica ao 

empacotamento das cadeias alquílicas, ou ainda um aumento no número de ligações gauche105-109. 

Os estados das fases, bem como a composição lipídica, extensão da cadeia hidrofóbica, 

pressão, grau de hidratação, interação com colesterol e fármacos anestésicos, e o processo de 

lipoperoxidação são fatores determinantes do grau de fluidez das membranas 2,90,110,111.  

A composição lipídica está intimamente associada à temperatura das transições de fase e, 

conseqüentemente a um aumento ou redução do grau de fluidez das membranas. O 

comportamento termodinâmico de lipídios contendo cadeias apolares insaturadas é diferenciado 

do relativo a lipídios saturados, visto que a presença de insaturações na cadeia alquílica reduz as 

temperaturas típicas de transição de fases dos lipídios para uma faixa abaixo de 0ºC 112-114. 

Estudos anteriores demonstraram que a incorporação de ácidos graxos insaturados na 

conformação cis, como ácido oleico, linolenico e aracdônico, em um sistema composto por 

fosfatidilcolina, reduziu a sua temperatura de transição da fase gel para líquido-cristalina 115. 

O estudo científico sobre as influências específicas dos lipídios nas propriedades das 

membranas celulares pode ser dificultado, devido à grande heterogeneidade de cadeias apolares 

presentes nestas bicamadas lipídicas. Entretanto, tais interferências podem ser eliminadas através 

da utilização de modelos de membrana, que propiciam um maior controle sobre os componentes 

que podem influenciar o sistema estudado 74,116. 

 

2.1.4. MODELOS DE MEMBRANAS CELULARES 

 

Os estudos das estruturas e propriedades das membranas celulares muitas vezes são 

dificultados pela interferência provocada pela sua heterogeneidade. Assim sendo, tornam-se 
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importantes os modelos de membrana celular, cujas variáveis podem ser estabelecidas e 

controladas, permitindo que os princípios físico-químicos e interações específicas sejam 

interpretados de forma mais precisa 74,116. Neste trabalho, lipossomas e microssomas de fígado de 

rato foram utilizados como modelos de membrana.  

O uso de lipossomas como modelo de membranas celulares em experimentos científicos é 

bastante difundido, e proporciona vantagens como a facilidade de produção, com propriedades 

reproduzíveis, além da possibilidade de obtenção em grandes quantidades 1,5,117,118. Os 

lipossomas possuem constituição lipídica similar a da matriz de células e organelas, e podem 

apresentar uma ou várias bicamadas, também conhecidas por lamelas, simulando de forma 

eficiente determinadas propriedades das membranas 5.  

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho, número de lamelas, 

ou método de preparação 119. Os três tipos mais comuns de lipossomas usados em trabalhos 

científicos são: vesículas grandes multilamelares (MLVs), vesículas grandes unilamelares 

(LUVs) e vesículas pequenas unilamelares (SUVs). As MLVs possuem um diâmetro superior a 

400 nm e são compostas por muitas lamelas heterogêneas em seus compartimentos internos. A 

quantidade de lamelas presentes nestas vesículas dificulta o estudo de propriedades da bicamada 

lipídica, como permeabilidade e fusão. As MLVs costumam ser preparadas a partir da dispersão 

de lipídios em meio aquoso 119,120. LUVs apresentam diâmetros na faixa de 50-400 nm e são 

organizados em apenas uma bicamada. Podem ser preparadas a partir da filtração sob pressão em 

filtros de policarbonato de porosidade definida, sonicação, ou extrusão de uma amostra de MLV 

25,94,119. Técnicas modificadas de hidratação, como procedimentos que envolvem a evaporação de 

solventes e diálise de lipídios dissolvidos em detergentes, podem ser utilizadas para formar LUVs 

de uma forma direta, não originadas de MLVs 7,121,122. SUVs possuem diâmetro na faixa de 20-50 
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nm e são mais instáveis em relação aos dois primeiros tipos de lipossomas 119. A estrutura de um 

lipossoma unilamelar está representada na figura 15. 

 
 

 
Figura 15- Corte transversal de um lipossoma unilamelar. Em 

vermelho, as cabeças polares; em preto, as caudas 

hidrofóbicas123. 

 
 

 
Lipossomas constituídos por grupos polares carregados são considerados modelos 

realísticos e de efeitos similares quando comparados com as membranas 124,125.  

Os microssomas de fígado de rato são modelos de membranas naturais que possuem uma 

alta concentração de ácidos graxos poliinsaturados 32. Também fazem parte da composição 

microssomal fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, 

esfingolipídios, colesterol e sistemas enzimáticos como o citocromo P-450 e citocromo b5 126-130. 

A atividade enzimática decorrente do retículo endoplasmático, presente nos microssomas, é uma 
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variável diferencial neste modelo de membrana, quando comparado ao modelo de lipossomas 

descrito. Tal característica viabiliza o uso de microssomas para estudos com xenobióticos 33,131. 

Neste trabalho, lipossomas unilamelares e microssomas foram usados, como modelos de 

membrana, em ensaios de lipoperoxidação induzida por espécies reativas. As características 

destas espécies serão discutidas adiante. 

 

2.2. ESPÉCIES REATIVAS E RADICAIS LIVRES 

 

De forma geral, um radical livre pode ser definido como um átomo ou uma molécula 

independente que possui um ou mais elétrons desemparelhados em sua última camada 

eletrônica132. O elétron desemparelhado altera a reatividade química de seu respectivo átomo, 

tornando-o mais reativo em relação a sua forma não-radical 4. Assim, são características dos 

radicais livres a instabilidade, a alta reatividade e o paramagnetismo 33,133.  

O termo espécie reativa é utilizado para descrever não somente radicais livres mas 

também outras moléculas não-radicalares que, em condições fisiológicas, podem promover 

reações de oxidação ou de redução 33. A figura 16 representa a distribuição eletrônica em orbitais 

de diversas espécies reativas de oxigênio. As espécies reativas biológicas podem ser classificadas 

em Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) e Espécies Reativas de Nitrogênio (ERNs), de acordo 

com as moléculas a partir das quais foram originadas. Exemplos de espécies reativas estão 

apresentados na figura 17 8.   
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Estado                          O2 singlete                            Superóxido                           Íon  
Fundamental                                                                                                       peróxido

Figura 16- Distribuição eletrônica em orbitais para diversas espécies reativas de 

oxigênio8. 

 
 
 

Espécies reativas de oxigênio são geradas a partir do metabolismo de aminas biológicas, 

prostaglandinas, purinas, esteróides, aminoácidos, carnitina e enzimas como a xantina oxidase. 

Também podem ser produzidas a partir da auto-oxidação endógena de pequenas moléculas como 

flavinas, catecolaminas, hidroquinonas e hemoglobinas, bem como da ação de redutases de 

flavoproteínas e de citocromos P450, entre outros 133,134. A tabela 5 apresenta algumas fontes 

celulares de produção de diversas espécies reativas de oxigênio (EROs). 
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ER

Radicais                     

Superóxido, O2
-•                    

Hidroxil, •OH                        

Peroxil, RO2
•                        

 Alcoxil, RO•                            

Hidroperoxil, HO2
•               

 
ER

Radicais                    

Monóxido de Nitrogênio, NO•

Dióxido de Nitrogênio, NO2
•  

      

 

Figura 17- Exemplos de espécies reativas d

nitrogênio (ERNs) 8.  

 

 

Os 

                  Não radicais

     Peróxido de Hidrogênio, H2O2

     Ácido hipocloroso, HOCl 

      Ozônio, O3

      Oxigênio singlete, 1∆g 

      

Ns 

                Não radicais

               Ácido Nitroso, HNO2

               Trióxido  de dinitrogênio, N2O3

                Íon nitrônio, NO2
+  

Ânion Nitroxil, NO-

Tetróxido de Dinitrogênio, N2O4

Peroxinitrito, ONOO-

Ácido Peroxinitroso, ONOOH 

Cloreto de Nitrila, NO2Cl 
e oxigênio (EROs) e de espécies reativas de 
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FONTES CELULARES DE PRODUÇÃO DE EROs 

FONTES                EROs 

 

ENDÓGENAS 

 

Mitocôndria 

 

O2
-•, H2O2, •OH 

 Citocromo P-450 O2
-•, H2O2

 Macrófagos/ células inflamatórias O2
-•, H2O2, OCl -

 Peroxissomos H2O2

 

EXÓGENAS 

 

Metais 

 

•OH 

 Radiação •OH 

 
Tabela 5- Fontes celulares de geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs)135. 

 
 
 

Em sistemas biológicos, as espécies reativas de nitrogênio possuem como fonte primária o 

monóxido de nitrogênio ou óxido nítrico, NO•, espécie sintetizada por óxido nítrico sintases, 

geralmente em concentrações de 0,02 a 2µM 136,137. As reações mais proeminentes do monóxido 

de nitrogênio envolvem interações com centros metálicos em proteínas, como os de ferro e cobre, 

ou com radicais livres, que resultam na produção de diversas espécies reativas de nitrogênio 

(figura 18). Dentre estas espécies, pode ser citado o peroxinitrito, ONOO-, produto gerado 

durante lesões teciduais que podem ocorrer, por exemplo, em casos de hipertensão 8, 138.  

Espécies reativas de oxigênio parecem estar envolvidas em importantes funções 

fisiológicas, como a transdução de sinais que propiciam a expressão genética, e a proliferação 

celular 139,140. As espécies reativas de nitrogênio possuem função essencial como intermediários 
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da sinalização celular que envolve oxi-redução como, por exemplo, as respostas celulares 

específicas reguladas por fatores de crescimento e citocinas 141.  

 
 

 
Figura 18 – Representação esquemática de reações 

biológicas que produzem espécies reativas de nitrogênio 

a partir do monóxido de nitrogênio, NO•. MPO= 

mieloperoxidase; NOS= oxido nítrico sintase; Mito= 

mitocôndria; XOD= xantina oxidase 136. 

 
 
 

A atividade de espécies reativas de oxigênio e de espécies reativas de nitrogênio em um 

organismo sadio costuma ser regulada através de defesas antioxidantes, que podem ter origem: i) 

enzimática, como as superóxido dismutases, catalases e glutationa peroxidases; endógena não-

enzimática, como a glutationa reduzida; iii) exógena, tais como flavonóides, α-tocoferol 

(vitamina E) e o grupo conhecido por vitamina B6 8.  

As patologias associadas a espécies reativas decorrem do estresse oxidativo, isto é, um 

desequilíbrio na razão entre espécies oxidantes e sistemas de defesas antioxidantes em favor das 

primeiras 142,143. O estresse oxidativo é propiciado através do efeito causado pela exposição do 
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organismo a qualquer situação fisiológica de estresse, e/ou fontes exógenas de espécies reativas, 

como poluentes ambientais, nos sistemas de proteção celulares. Dentre os poluentes ambientais 

podem ser citados fumaça de cigarro, radiação, hidrocarbonetos halogenados (como o gás cloro-

flúor-carbono), metais pesados, e certos pesticidas, como o Paraquat (dimetil pirimidina)133,144,145. 

Uma segunda fonte exógena de espécies reativas é o álcool, cujo consumo pode induzir reações 

oxidativas no fígado 146. 

Diversos efeitos associados a espécies reativas podem ser desencadeados no organismo: a 

modificação de aminoácidos, alteração de atividades enzimáticas, quebra de ligações peptídicas, 

modificações em glicoproteínas, perda de metal em metaloproteínas, aumento na susceptibilidade 

a proteólise, oxidação de grupos tióis para pontes dissulfetos e alterações nos receptores e no 

caráter antigênico, dentre outros 133,147,148. Espécies reativas de oxigênio podem interagir com o 

ácido desoxiribonucleico (DNA), induzindo mutações nas bases nitrogenadas e câncer 8,133. 

Dentre as espécies reativas de nitrogênio, o ONOO- pode induzir a apoptose de tipos celulares 

como timócitos e células corticais 149,150,151, dentre outras ações descritas na tabela 6. 

 
PEROXINITRITO: ALVOS E AÇÕES BIOLÓGICAS 

ALVO EFEITO CONSEQÜÊNCIA  

Tióis Oxidação: depleção da 
glutationa reduzida 

Redução de fatores 
antioxidantes e de transcripção 
 

Lipídios Oxidação : lipoperoxidação Dano às membranas 

MnSOD Nitração: inibição enzimática 

 
Redução da dismutação do 
ânion superóxido 

 

Citoesqueleto Nitração: alteração da estrutura Desorganização da arquitetura 
celular 

 
Tabela 6- Ações biológicas causadas por interação de peroxinitrito com moléculas 

específicas 152. 



56 

2.2.1. REAÇÕES BIOLÓGICAS QUE ENVOLVEM A PRESENÇA DE ESPÉCIES 

REATIVAS 

 

As espécies reativas interagem com outras moléculas biológicas através das seguintes 

reações: i) adição, ii) transferência de elétrons e iii) abstração de hidrogênio 8.  

Uma reação de adição importante ocorre entre o radical hidroxil (•OH) e a base guanina 

do DNA, e está representada na figura 19. Esta adição constitui um mecanismo de lesão ao ácido 

nucleico e possui como produto a 8-hidroxiguanina 8. 
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Figura 19- Adição de radical hidroxil (•OH) à base guanina do DNA 8 . 
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A adição de NO2 (nitração), NO+(nitrosação) e NO (nitrosilação) são freqüentes em 

reações envolvendo espécies reativas de nitrogênio 136,153,154. Por exemplo, a nitração de resíduos 

de tirosina (TYR), representada na figura 20, pode ocorrer no peptídeo vasoconstritor 

angiotensina II 155,156. Esta reação gera 3-nitrotirosina (NTYR), um produto estável que vem 

sendo utilizado em estudos científicos como um marcador do dano tecidual mediado por NO • e 

ONOO- 156,157. 

 
 

 
Figura 20– Nitração da tirosina por ação de peroxinitrito 156. 

 
 
 

Dentre as reações que envolvem transferência eletrônica, podem ser citadas as envolvidas 

no sistema ativo de oxigênio, que reduz o oxigênio molecular à água. O sistema ativo de oxigênio 

consiste de quatro etapas nas quais ocorre a transferência consecutiva de quatro elétrons, um em 

cada etapa. A transferência eletrônica em cada etapa do sistema promove a formação de, 

respectivamente, ânion superóxido (O2
•-) , peróxido (O2

-), radical hidroxil (•OH) e água (figura 

21) 158. 
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A abstração de um hidrogênio pode ocorrer nas cadeias alquílicas de ácidos graxos, 

desencadeando o início do processo de lipoperoxidação em membranas biológicas, discutido 

detalhadamente adiante 8. 
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Figura 21- Sistema ativo de oxigênio 158.  

 
 
 

2.2.2. QUÍMICA DO RADICAL HIDROXIL, RADICAL ASCORBIL E DO 

PEROXINITRITO  

 

Utilizou-se neste trabalho radical hidroxil (•OH), radical ascorbil (•Asc) e peroxinitrito 

(ONOO-), justificando assim uma revisão sobre estas espécies reativas. 

Dentre as espécies reativas de oxigênio, o radical hidroxil possui um dos maiores 

potenciais oxidativos, sendo gerado in vivo a partir da redução monovalente da molécula de O2 

(ver figura 21) 8,134,159. Foi estabelecido que, em sistemas biológicos, o radical hidroxil também 

pode ser produzido a partir da reação de Fenton/ Haber-Weiss, embora a importância biológica da 

mesma ainda seja discutida atualmente 147,159-161. A reação de Fenton (equação 4) é catalisada por 

Fe3+ (e algumas vezes por Cu2+), desde que este é reduzido ao interagir com O2
•-, gerando o íon 



59 

ferroso. O Fe2+ pode reagir com H2O2, recuperando o ferro em seu estado de maior oxidação e 

produzindo ânion hidroxila e •OH. A somatória das duas reações descritas nas equações 3 e 4, 

constitui a reação de Haber-Weiss (equação 5) 162,163. 

 
Fe+3 + O2

•- Æ Fe+2 + O2 (Equação 3) 

Fe+2 + H2O2Æ Fe+3 + OH- + •OH  (Equação 4) 
____________________________________________ 

         
  =     O2

•- + H2O2 Æ O2 + OH- + •OH  (Equação 5) 
 

+ 

 

O radical ascorbil (•Asc) é uma espécie intermediária formada durante a oxidação do 

ácido ascórbico (AscH2) a ácido dehidroascórbico (DHA)164, conforme representado na figura 22.  

 

 

pK = 4.1

pK = 11.8 pK = -0.86+H+ -H+

+H+ -H+

O

OH

OHO

HO

OH

AscH2

O

OH

OHO

O

OH

AscH-

+H+ -H+

O

O

OHO

O

OH

Asc2

-e

-e -e

Asc

O

O

OHO

O

OH

O

O

OHO

O

OH

DHA

O

OH

OHO

O

OH

AscH

•Asc
Figura 22- Oxidação
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(AscH2) a ácido

dehidroascórbico 

(DHA). O radical

ascorbil (•Asc) é o

intermediário forma-

do durante a perda de

um elétron do ácido

ascórbico e está

assinalado por uma

flecha vermelha165. 
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Em microssomas de fígado de rato, o radical ascorbil parece complexar-se com o ferro 

ligado à membrana (figura 23). Casalino e colaboradores 166 sugeriram que este complexo 

catalisaria o processo oxidativo em cadeias apolares de membranas biológicas. 

 
 

 
Figura 23- Complexação entre radical ascorbil e ferro microssomal, catalisando 

um processo oxidativo em membranas biológicas. Adaptada de Casalino, Sblano 

e Landriscina 166. 

 
 
 

O peroxinitrito (ONOO-) apresenta um alto potencial oxidante, sendo produzido no 

organismo através da reação entre o monóxido de nitrogênio e o ânion superóxido 167,168.  
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NO• + O2
-•Æ ONOO-     (Equação 6) 

 
O método mais utilizado para a síntese experimental de peroxinitrito ocorre via 

“quenched-flow”, que será detalhadamente descrito na seção referente a materiais e métodos. A 

síntese por este método envolve reações entre nitrito acidificado e peróxido de hidrogênio 

(equação 8), formando ácido peroxinitroso. Em meio básico, o ácido peroxinitroso (ONOOH) 

desprotona a peroxinitrito (equação 9) 169.  

 

NO

ON

 
O peroxinitrito

forma, esta espécie 

peroxinitroso154,167. O 

da decomposição do ác

40% de dióxido de nitr

O peroxinitrito

por sua função de tam

parece catalisar a deco

pode decompor-se rapi

(NO2
•) 170, 172-175. Um 

decomposição de pero

ONOO-) em lipoproteí
HNO2 + H+ ↔ H2O + NO+ (Equação 7) 

+ + H2O2 Æ ONOOH + H+ (Equação 8) 

OOH + OH- Æ ONOO - + H2O (Equação 9)
 apresenta pKa (pKa= 6,8) próximo ao pH fisiológico (pH= 7,4). Desta 

reativa pode atuar no organismo também na presença de ácido 

ácido peroxinitroso possui alta velocidade de decomposição. Os produtos 

ido peroxinitroso são compostos de 60-70% de íon nitrato (NO3
-) e de 30-

ogênio (NO2
•) e radical hidroxil (•OH) 170,171.  

 também pode interagir com dióxido de carbono, CO2, espécie importante 

ponamento em diversos sistemas no organismo 167. O dióxido de carbono 

mposição de peroxinitrito, formando um aducto ONOOCO2 –. O aducto 

damente em radical ânion carbonato (•CO3) e radical dióxido de nitrogênio 

diagrama esquemático do modelo proposto por Stanbro 167 da formação e 

xinitrito/ ácido peroxinitroso (considerados no esquema diretamente como 

nas é demonstrado na figura 24. 
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Figura 24- Diagrama esquemático das reações de formação e 

decomposição de peroxinitrito/ácido peroxinitroso 167. 

 
 
 

Na tabela 7 são mostradas as reações envolvidas no modelo proposto para formação e 

decomposição de peroxinitrito/ ácido peroxinitroso e suas respectivas constantes de 

velocidade167,170,171,176-178. 

É válido ressaltar que as reações formadoras das espécies reativas de nitrogênio são 

aceleradas quando em compartimentos hidrofóbicos, como ocorre nas lipoproteínas 136,167,179. 

Neste trabalho, o radical hidroxil, radical ascorbil e peroxinitrito foram utilizados para 

promover a lipoperoxidação em modelos de membrana. A compreensão da química destas 

espécies reativas é primordial para um estudo mais abrangente sobre os fatores determinantes dos 

índices de oxidação em diversos modelos de membrana. 
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REAÇÕES ENVOLVIDAS NO MODELO DE FORMAÇÃO E DECOMPOSIÇÃO DE 

ONOO-/ ONOOH E CONSTANTES DE VELOCIDADE 

REAÇÕES CONSTANTES DE VELOCIDADE 
 

(1) NO• + O2
-• Æ ONOO-

 

k1= 5 x 10 9 M-1s-1

(2) ONOO - Æ NO• + O2
-• k2= 0,017 s-1

(3) ONOO - Æ NO2
• + • OH k3= 0,207 s-1

(4) ONOOH Æ NO3
- + H+ k4= 0,483 s-1

(5) ONOO - + CO2 Æ ONOOCO2
- k5= 5,8 x 10 4 M –1s-1

(6) ONOOCO2
- Æ NO2

• + •CO3
- k6= 3 x 105 s-1

(7) ONOOCO2
- Æ NO3

- + CO2 k7= 7 x 105 s-1

 
Tabela 7- Reações envolvidas no modelo de formação e decomposição de ONOO-/ 

ONOOH e constantes de velocidade 167,170,171,176-178. 

 
 
 

2.2.3. LIPOPEROXIDAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS  

 

O processo de lipoperoxidação em membranas lipídicas compreende de três eventos 

principais: iniciação, propagação e terminação.  

A iniciação geralmente ocorre quando uma espécie reativa abstrai um hidrogênio 

pertencente à cadeia poli-insaturada de lipídios da membrana. A abstração de hidrogênio por 

espécies reativas é favorecida energeticamente em hidrogênios metilênicos bis-alílicos, cujo valor 

da energia de dissociação da ligação C-H (75-80 kcal/mol), é inferior ao correspondente à energia 

envolvendo a dissociação de hidrogênios alílicos (≈ 88 kcal/mol) e alquil (≈ 101 kcal/mol) (figura 

25). Ao possuir uma dissociação mais favorecida energeticamente em relação aos outros tipos de 

hidrogênios presentes na cadeia, os hidrogênios bis-alílicos estão mais susceptíveis à 

oxidação180,181. 
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Figura 25- Energias de dissociação das ligações C-H para 

hidrogênios bis-alílicos (em vermelho), alílicos e alquil de 

cadeias hidrocarbonetos 182. 

 
 
 

Após a abstração do hidrogênio, uma nova espécie radical centrada no carbono é formada, 

podendo interagir com oxigênio molecular para formar um radical lipídico peroxil. Este radical 

lipídico pode abstrair um átomo de hidrogênio de um segundo ácido graxo, levando à geração de 

outro radical centrado no carbono e de um radical hidroperóxido. O peroxil também pode sofrer 

ciclização, formando um peróxido cíclico, que pode sofrer rearranjos a endoperóxidos. As 

reações descritas a partir da formação de radical peroxil caracterizam a etapa de propagação do 

processo oxidativo. A oxigenação, hidrólise dos endoperóxidos ou o fornecimento de energia via 

calor para os mesmos são reações que participam da etapa de terminação, gerando produtos não 

radicais como malonildialdeído (MDA) e 4- hidroxialcenais (4-HDA) 8,182,183.  

As etapas ocorrentes no processo de lipoperoxidação induzida por espécies reativas estão 

representadas na figura 26. 



65 

 
Figura 26- Esquema de lipoperoxidação em ácidos graxos poli-insaturados. 

1:abstração de hidrogênio da cadeia poli-insaturada de lipídios de membrana; 

2:formação de radical peroxil; 3: formação da segunda espécie radical centrada no 

carbono; 4: formação de endoperóxidos. Adaptado de Halliwell e Gutteridge8. 

 
 
 

A lipoperoxidação pode propiciar o enrijecimento da membrana ao aumentar a razão 

molar entre colesterol e fosfolipídios 110,111. A influência do processo oxidativo no aumento do 
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grau de rigidez da membrana está bem evidenciado na literatura através de estudos envolvendo 

doenças neurodegenerativas e envelhecimento 111,184. 

Em modelos de membrana, o processo espontâneo de lipoperoxidação pode propiciar 

efeitos diferentes entre o grau de fluidez de lipossomas e de microssomas de fígado de rato. Em 

lipossomas, a lipoperoxidação provoca o enrigecimento da bicamada. Em microssomas, tal dano 

oxidativo costuma desencadear um aumento no grau de fluidez da membrana 185. 

As células apresentam defesas que atuam em sinergismo contra a lipoperoxidação 

induzida por espécies reativas nas membranas celulares, como citado anteriormente. Os 

mecanismos de defesa de diversas espécies antioxidantes, bem como um estudo detalhado sobre 

os compostos utilizados neste trabalho, serão discutidos a seguir. 

 

2.3. ANTIOXIDANTES  

 

As espécies antioxidantes podem ser classificadas segundo o mecanismo de ação em: i) 

inibidoras da produção de radicais livres, induzida por metais de transição; ii) inibidoras de 

reações em cadeia; e iii) espécies que atuam por dois ou mais mecanismos sinergísticos, também 

conhecidos por “mecanismos mistos de ação” 13,186.  

O ácido dehidroascórbico é um exemplo de espécie inibidora da produção de radicais 

livres, induzida por metais de transição. Esta espécie pode atuar em misturas de íons metálicos de 

transição e lipoproteínas 13,187-189.  

Dentre os inibidores de reações em cadeia estão incluídos os compostos capazes de 

seqüestrar ou estabilizar radicais livres. São exemplos deste grupo: i) radicais livres relativamente 

estáveis, como o radical óxido nítrico e 1-oxil-2,2,6,6- tetrametilpiperidina (TEMPO) 190,191 ; ii) 
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agentes redutores, como o ácido ascórbico e a vitamina E 189,192 ; e iii) compostos que interagem 

com radicais livres de forma a diminuir sua reatividade, como o estradiol 186. 

Dentre os compostos que atuam por mecanismos mistos, podem ser citados os 

antioxidantes naturais quercetina, melatonina e vitamina B6. 

A quercetina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona) é um flavonóide consideravelmente 

discutido na literatura por suas propriedades biológicas, que inclui o potencial antioxidante contra 

radicais hidroxil, ânion superóxido, peroxil e alcoxil 8,18. Os flavonóides costumam atuar via 

seqüestro de radicais livres e/ou ligando-se a metais de transição 193.  

 

 
 

Figura 27- Estrutura da quercetina (3,5,7,3´, 4´- pentahidroxiflavona) 194.  
 
 

A estrutura da quercetina apresenta grande importância para a sua atividade antioxidante 

(figura 27). Os grupos funcionais responsáveis por tal atividade estão circundados na figura 27 

por linhas tracejadas. O potencial redox da quercetina é aumentado devido à presença do grupo 

catecol no anel B e do grupo hidroxil no anel C, que possuem propriedades elétron-doadoras, 

constituindo um alvo para espécies reativas 195-197. A presença da insaturação entre os carbonos 2 

e 3 do anel C confere à estrutura da quercetina um maior grau de coplanaridade em relação a 
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outros flavonóides que não possuem esta dupla ligação, como a taxifolina 198. A conjugação desta 

dupla ligação com o grupo carbonila no carbono 4 é responsável pelo deslocamento de elétrons 

provindos do anel B. Isto potencializa a capacidade seqüestrante de radicais livres ou pode 

conferir um alto grau de estabilidade aos radicais fenoxil, resultantes da abstração do hidrogênio 

pertencente ao grupo hidroxila por espécies reativas 199,200. Tal estabilidade é fator determinante 

para eficiência de flavonóides no seqüestro de espécies reativas 18,199.  

Um segundo fator que favorece o potencial antioxidante da quercetina é a sua interação 

com o centro hidrofóbico das membranas e a sua complexação reversível com as cadeias polares 

dos fosfolipídios 197,201.  

A melatonina (N-acetil-2-metoxitriptamina) é um neurohormônio, cuja síntese ocorre 

principalmente na glândula pineal, a partir do metabolismo do triptofano 202. A melatonina atua 

como um mediador químico que regula uma variedade de funções endócrinas, neurais e 

imunes203, 204. A estrutura da melatonina está apresentada na figura 28. 
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          Figura 28- Estrutura da melatonina (N-acetil-metoxitriptamina)205
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A melatonina tem sido considerada uma espécie antioxidante potente contra os efeitos 

danosos provocados pelo estresse oxidativo no organismo. Este neurohormônio atua através do 

seqüestro de uma variedade de espécies reativas como radical hidroxil, peroxinitrito, ácido 

peroxinitroso, peróxido de hidrogênio, oxigênio singlete e monóxido de nitrogênio.  

O potencial seqüestrante de espécies reativas da melatonina é determinado pelos 

substituintes do anel heteroaromático indolamínico que, por sua vez, proporciona uma alta 

eletroreatividade no sistema. Pode-se afirmar que a química de oxidação da melatonina está 

diretamente associada a um balanço dos efeitos provocados pela presença dos resíduos N-acetil e 

metóxi 206. O substituinte metóxi ligado ao carbono 5 da melatonina parece evitar a formação de 

radicais intermediários centrados no oxigênio e/ou diminuir a formação de radicais centrados no 

carbono, uma vez que estes radicais podem comportar-se de forma pro-oxidativa ou propiciar a 

formação de produtos tóxicos, como dímeros 207,208. O substituinte N-acetil determina a química 

de oxidação da melatonina, como pode ser visto na figura 29, relativa a reações entre o 

antioxidante e radical hidroxil para formar 3-hidroximelatonina cíclica, produto facilmente 

excretado na urina 205,206.  

A interação entre melatonina e ácido peroxinitroso (ONOOH) parece envolver uma 

transferência eletrônica da primeira para o segundo, propiciando a formação de um radical cátion 

melatoninil (figura 30). Os produtos majoritários provindos destas interações são o 5-metóxi-2-

hidropirrol indol e 6-hidroximelatonina. Estes produtos podem reagir novamente com ácido 

peroxinitroso, resultando em N-acetil-N´-formil-5-metóxicinuramina e 4,6-dihidroximelatonina, 

respectivamente 209. A 6-hidroximelatonina parece atuar como um seqüestrador de outros radicais 

livres 210. 
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Figura 29 - Reações

de seqüestro de

radical hidroxil

(•OH) e peróxido de

oxigênio (H2O2) por

melatonina. 

Adaptado de Tan e

colaboradores 205
Figura 30- Reações

entre melatonina e

ácido peroxinitroso
209. 
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O grupo denominado vitamina B6 é composta por piridoxina, piridoxamina e piridoxal 

fosfato, interconversíveis a nível celular 211. Estudos anteriores sugerem que a vitamina B6  

previne a formação do radical ânion superóxido e de peróxidos lipídicos 30.  

O mecanismo químico no qual os compostos de vitamina B6 inibem as reações de 

lipoperoxidação ainda não foi documentado na literatura 212. Porém, o grupo é constituído por 

compostos fenólicos (figura 31), que possuem alta reatividade sobre os radicais peroxil. Tal 

reatividade é determinada por: i) energias de dissociação de ligações; ii) estabilização por 

ressonância do radical resultante; iii) potencial redox; iv) impedimento estérico para abstração do 

hidrogênio pertencente ao grupo hidroxila ou à amina por radicais peroxil 211. Os substituintes 

hidroxil e amina no anel piridina da vitamina B6 possuem propriedades seqüestrantes de radicais 

de oxigênio 211,212. 
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A vitamina B6 também pode atuar de forma indireta, visto que sua deficiência no 

organismo limita a disponibilidade de cisteína, inibindo a função da metionina na biossíntese de 

glutationa reduzida (GSH) 214.  

 

2.4. TÉCNICAS INSTRUMENTAIS UTILIZADAS PARA CARACTERIZAR 

MEMBRANAS FOSFOLIPÍDICAS E SUAS INTERAÇÕES COM ESPÉCIES 

REATIVAS E ANTIOXIDANTES 

 

A caracterização de membranas e suas interações com espécies reativas e antioxidantes 

podem ser investigadas por diversas técnicas instrumentais. Dentre estas, estão incluídas a 

espectroscopia de fluorescência, espectroscopia de absorção UV-visível, ressonância 

paramagnética eletrônica (EPR), calorimetria de varredura diferencial (DSC) e ressonância 

magnética nuclear (RMN) 20,35,40,215,216.  

A espectroscopia de fluorescência baseia-se na absorção molecular de um fóton, cuja 

energia é correspondente a diferença entre o estado eletrônico fundamental e um dos estados 

eletrônicos excitados da molécula. Após sofrer um período de termalização, os elétrons retornam 

do primeiro estado de excitação ao seu estado fundamental, emitindo energia em forma de luz 217. 

A intensidade de emissão pode ser detectada em função de comprimentos de onda fixos, através 

de fluorímetros ou espectrofluorímetros 218. O grau de fluidez de membranas, após sua interação 

com espécies reativas ou antioxidantes, pode ser monitorado através da análise da anisotropia da 

emissão de fluorescência. Por esta análise, o grau de fluidez da membrana pode ser detectado a 

partir da mobilidade de uma sonda, inserida em determinado local da bicamada 111,197,219.  

A espectroscopia de absorção em UV-visível está baseada em medidas de absorbância ou 

de transmitância de luz por soluções, em cubetas transparentes que contêm um caminho óptico de 
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comprimento determinado. Através desta técnica, pode-se determinar a concentração de um 

soluto a partir de seus coeficientes de absorção molar e do comprimento do caminho óptico da 

cubeta, através da representação matemática da lei de Beer. Esta lei relaciona de forma linear as 

medidas de absorbância, caminho óptico e concentração do analito 218. Níveis de lipoperoxidação 

em membranas podem ser avaliados ao determinar-se a concentração de complexos formados 

entre os produtos gerados neste processo oxidativo e ácido tiobarbitúrico 220,221. Detalhes sobre 

este método estão descritos no item “Materiais e Métodos” deste trabalho. A técnica de UV-

visível ainda pode ser utilizada para a detecção de modificações no estado da fase lipídica e nas 

propriedades elétricas de superfície das membranas. Estas alterações podem ser caracterizadas 

através da análise do comportamento de sondas espectroscópicas, como a merocianina-540, após 

interação com a bicamada lipídica. Espectros de absorção de monômeros de merocianina-540 

indicam que a forma da banda de λmáx é sensível a polaridade do ambiente. A formação de 

dímeros de merocianina-540 em membranas correlaciona-se com a densidade do arranjo da 

cadeias alquílicas próximas aos grupos polares do fosfolipídeo e com a curvatura da 

vesícula216,222.  

Os princípios da ressonância paramagnética eletrônica (EPR) fundamentam-se na 

orientação de elétrons desemparelhados em um campo magnético. Pelo fato de existir pouca 

incidência de moléculas biológicas que possuem elétrons desemparelhados, sondas como 1-oxil-

2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) e N-oxil-4´-4´-dimetiloxazolidina (DOXIL) é bastante 

usado em estudos de caracterização de membranas e efeitos causados nas mesmas após interações 

com antioxidantes 20,219. Métodos de “spin-trapping” podem ser utilizados em estudos de 

lipoperoxidação em membranas. Estes métodos caracterizam-se pela formação de adutos estáveis 

a partir da reação entre um radical livre, como o radical hidroxil, e uma segunda espécie, como o 



74 

óxido de 5,5,-dimetilpirrolina (DMPO). Os adutos formados podem ser medidos diretamente por 

EPR 223.  

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) e a ressonância magnética nuclear (RMN) 

foram aplicadas neste trabalho, justificando uma revisão mais detalhada sobre estas técnicas, 

descrita a seguir. 

 

2.4.1. CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL APLICADA AO ESTUDO 

DE MEMBRANAS 

 

A aplicação da técnica de calorimetria de varredura diferencial (Differential Scanning 

Calorimetry - DSC), para o estudo da transição da fase gel para líquido-cristalina em bicamadas 

lipídicas, está bem documentada na literatura 5,100,224,225.  

Do ponto de vista experimental, a técnica DSC propicia medidas de trocas de calor no 

interior de uma célula calorimétrica entre dois recipientes (normalmente panelas de alumínio) 

contendo a amostra a ser investigada e uma referência (em geral a panela vazia), em função da 

temperatura ou do tempo. Um experimento de DSC em função da temperatura consiste em 

aquecer a amostra e a referência, com uma taxa de aquecimento fixa. Inicialmente, a diferença de 

temperatura (∆T) entre os dois recipientes é nula. Porém, caso a amostra sofra alguma 

modificação em sua estrutura atômica, devido ao efeito da temperatura, ∆T será diferente de zero, 

pelas variações na distribuição do estado energético do sistema amostra-referência 100,226. Esta 

variação na distribuição do estado energético do sistema amostra-referência é traduzida através 

de picos no espectro DSC, os quais podem ser de dois tipos: (i) exotérmico, ocorre quando a 

amostra se encontra em um estado mais energético e transita para um estado energético mais 

estável ou de menor energia, liberando calor. Um exemplo é a relaxação estrutural e, (ii) 
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endotérmico, ocorre quando a amostra realiza uma transição de fase ou fusão. Nesse caso, a 

amostra absorve calor para vencer a barreira de energia que separa os dois estados energéticos 227.  

Os aparelhos de DSC podem ser classificados de acordo com os princípios operacionais 

como: i) calorímetros de varredura diferencial por fluxo de calor (usado nessa dissertação), e, ii) 

calorímetros de varredura diferencial por compensação de calor. O aparelho DSC usando fluxo 

de calor, utiliza recurso termo-elétrico para medir ∆T entre os dois recipientes contendo a 

amostra investigada e a referência. Os dois recipientes são aquecidos por uma única fonte e, caso 

a amostra sofra alguma modificação estrutural, o sinal correspondente à medida de ∆T é obtido 

como uma diferença de potencial elétrico, fornecida em unidades de potência (Watts, 

W)35,100,228,229. A Figura 32 mostra o arranjo experimental presente no aparelho DSC usando 

fluxo de calor.  

 
 

 
Figura 32- Arranjo experimental de calorimetria de varredura diferencial por 

fluxo de calor 230. 

 
 
 

Curva de DSC relaciona a taxa de fluxo de calor (W) contra temperatura. Desta curva 

podemos obter a variação de entalpia (∆H) associada aos processos exotérmico e endotérmico 

Usuário do Windows
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ocorrendo na amostra investigada. O valor de ∆H para cada evento é obtido através da integração 

da área sob o pico correspondente.  

Esta relação pode ser explicada pela equação básica envolvendo o calor liberado ou 

absorvido pela amostra durante a transição por unidade de tempo (dH/dt) 

 
dH/dt= - dq/dt + (Cs-Cr) dTp/dt – RCs d2q/ dt2

 (Equação 10), 

 
onde dq/dt é o fluxo de energia registrado pelo aparelho de DSC, Cs é soma das capacidades 

caloríficas referentes à amostra e a referência, Cr é a capacidade calorífica da referência, Tp é a 

temperatura do disco termoeletrico do aparelho expressa por unidade de tempo, e R é a 

resistência térmica. A área sobre o pico da curva é ∆q = −∆H 231. 

O aparelho de DSC por compensação de calor diferencia-se daquele que opera por fluxo 

de calor, por utilizar fontes separadas para aquecer os recipientes contendo a amostra e 

referência. Caso a amostra sofra alguma modificação estrutural devido ao efeito da temperatura, 

provocando assim uma variação em ∆T, ajustes potenciométricos nos dois aquecedores 

compensarão a diferença na distribuição energética entre a amostra e a referência, fornecendo 

mais ou menos energia para o sistema de forma a manter ∆T nula 100,226,229. 

Dentre os diversos trabalhos que envolvem o comportamento termodinâmico de 

membranas biológicas e modelos de membrana, analisados por DSC, podem ser citados 

investigações sobre a miscibilidade de fosfolipídios compostos por diferentes ácidos graxos. A 

heterogeneidade da mistura fosfolipídica provoca um grande alargamento dos picos nas curvas 

calorimétricas 64,226, conforme representado na figura 33, em curvas de DSC referentes a misturas 

de dimiristoil ácido fosfatídico (DMPA) e dipalmitoil ácido fosfatídico (DPPA) 232. 
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Outros trabalhos em que podem ser utilizadas medidas de DSC estão relacionados a 

investigação de mudanças na organização de bicamadas lipídicas, resultantes do estresse 

oxidativo induzido por espécies reativas e de interações com antioxidantes 233,234.  

 
Figura 33- Curvas de DSC para misturas de 

DMPA/DPPA em diferentes frações molares. O 

alargamento dos picos é observado à medida que 

as frações molares (x) de DPPA aumentam nas 

misturas lipídicas 232. 
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2.4.2. RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR APLICADA AO ESTUDO DE 

MEMBRANAS 

 

As interações magnéticas anisotrópicas das membranas biológicas podem ser detectadas 

através da técnica de ressonância magnética nuclear (RMN), desde que em condições nas quais a 

velocidade do movimento molecular seja compatível com a escala de tempo do aparelho usado 25.  

Os fundamentos teóricos da técnica de RMN baseiam-se no princípio de que, em um 

campo magnético externo aplicado (B0), núcleos que possuem momentos magnéticos podem 

absorver uma radiação eletromagnética em determinada região de radio-freqüência. Tal 

freqüência é determinada através da equação 11: 

v= γ   B0 (1-σ)

      2 π 
(Equação 11), 

 
em que γ é a razão magnetogírica do núcleo, B0  é o campo aplicado e σ, a constante de 

blindagem. 

Os núcleos mais analisados em amostras de fosfolipídios são 1H, 2H, 13C, 31P, 14N e 15N 

235,236. A quantidade de radiação eletromagnética que os núcleos absorvem é dependente da 

interação entre o campo magnético externo e o campo magnético provocado pelo giro dos 

elétrons ao longo do eixo nuclear 235,237,238.  

Os espectrômetros de RMN mais utilizados atualmente são os denominados aparelhos de 

pulso com transformada de Fourier (figura 34). Nestes aparelhos, um núcleo submetido a um 

forte campo magnético externo recebe e absorve numerosos pulsos de radiação de radio-

freqüência. O tempo de duração destes pulsos, τ, costuma ser menor que 10 µs, e a freqüência de 

radiação, na ordem de 102 a 103 MHz. O intervalo entre os pulsos, T, costuma durar de um a 



79 

vários segundos. Durante este intervalo, um sinal de radio-freqüência de domínio temporal, 

denominado decaimento de indução livre (FID), é emitido a partir da relaxação do núcleo 

excitado. Este sinal é detectado por uma bobina receptora de radio-freqüência, e armazenado em 

um computador para tratamento de dados. Por aplicação da transformada de Fourier, o FID é 

convertido em um sinal de domínio de freqüência, que é apresentado no espectro de RMN (figura 

35).  

 
Figura 34- Esquema representando o RMN de pulso: (a) seqüência de pulso; (b) ampliação do 

pulso de radio-freqüência 218
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. 

Figura 35- Sinal de FID e sinal de domínio de freqüência obtido após transformada de 

Fourier 218. 

 
 
 

O comportamento do núcleo durante os procedimentos sucedidos na técnica de RMN de 

pulso pode ser representado através de coordenadas cartesianas com o auxílio de vetores (figura 

36). Antes de serem submetidos aos pulsos de radio-freqüência, os momentos magnéticos 

nucleares (M) estão alinhados com o campo magnético externo, B0  (figura 36 a). A emissão de 

um pulso de radiofreqüência no sistema (no caso da figura, um pulso de 90°), gera um segundo 

campo magnético (representado como B1 na figura 36 b, atravessando o eixo x) que desvia o 

alinhamento do vetor M com o eixo z , proporcionando a rotação do vetor em torno do eixo x e 

do plano y-z (figura 36 c e d). Este desvio caracteriza o estado de ressonância do núcleo, definido 

como uma condição de transferência de energia, em que uma pequena perturbação periódica 

(neste caso, B1) produz uma mudança considerável em algum parâmetro do sistema analisado 

(como ocorre na orientação de M). Quando a emissão do pulso cessa, o núcleo tende a relaxar e 

retornar a sua posição alinhada, emitindo o sinal de FID 218.  

Neste processo, deve-se considerar o fato de que os núcleos apresentam-se blindados por 

uma nuvem eletrônica, cuja densidade varia em função do seu ambiente químico. Esta nuvem de 
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elétrons gera um campo magnético intrínseco responsável pelo efeito de blindagem no núcleo 

que, somado ao campo externo, resulta no campo efetivo. Esta blindagem é diretamente 

proporcional à densidade da nuvem eletrônica presente em torno do núcleo, e altera a freqüência 

de absorção do mesmo em relação à freqüência de absorção de um núcleo usado como referência 

interna. A diferença entre as posições espectrais de um núcleo em particular e de outro núcleo 

usado como referência, causada pelo grau de blindagem ou desblindagem (o segundo é resultante 

de interações entre o núcleo e o seu ambiente químico, que reduzem a densidade da sua nuvem 

eletrônica) do primeiro, é denominada deslocamento químico (δ).  

O δ pode ser quantificado em unidades de freqüência (Hz) ou em unidades adimensionais, 

caso seu valor em Hz seja dividido pela freqüência aplicada no núcleo e multiplicado por 106. As 

unidades adimensionais do δ são expressas no espectro de RMN como partes por milhão 

(ppm)238. No espectro de RMN o δ pode estar direcionado para regiões espectrais mais blindadas, 

conhecidas como “campo alto”, ou para regiões menos blindadas, denominadas “campo baixo”, 

sendo que o campo magnético aumenta da esquerda para direita 218,238. 

Adicionalmente ao grau de blindagem, outros fatores podem influenciar o δ de um núcleo, 

como o solvente utilizado durante o experimento, o pH, temperatura do meio no qual a amostra 

se encontra, concentração e sua interação com reagentes de deslocamento. 

A troca de um solvente clorado (como CDCl3) utilizado para dissolver uma amostra de 

metil-acetileno em um experimento de RMN de 1H, por um solvente aromático (como C6D6) 

pode alterar a posição e aparência de sinais referentes aos grupos metila e alquino no espectro 

(∆δ entre os dois grupos de 0,4 ppm) 238. 

A influência da temperatura sobre o δ pode ser exemplificada através de observações 

descritas em outros estudos, de que o aquecimento de amostras de fosfatidilcolina de ovo pode 
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provocar um deslocamento do sinal respectivo aos hidrogênios metilênicos ligados à colina 

(⎯CH2N+) para um campo mais alto em relação ao mesmo experimento realizado a temperatura 

ambiente (25 °C) 239. 

Reagentes de deslocamento são complexos de coordenação, geralmente paramagnéticos, 

que, ao interagir com o núcleo, alteram a sua densidade eletrônica. Apresentam-se como centros 

compostos por metais ou lantanídeos coordenados a ligantes orgânicos. São exemplos de 

reagentes de deslocamento paramagnéticos os sais de európio, de praseodímio, e de ferricianeto 

27,238,240. Complexos diamagnéticos, como cobalto (III)- octaetilporfirinas, também são 

considerados reagentes de deslocamento úteis para experimentos de RMN de 1H que envolvem 

aminas 241. 

Os reagentes de deslocamento são comumente utilizados em investigações que envolvem 

a assimetria transbicamada presente em lipossomas de composição heterogênea, podendo 

elucidar aspectos topográficos de uma bicamada lipídica, como por exemplo, a distribuição dos 

lipídios na monocamada externa e interna de vesículas 27,28,240,242,243,244. 

Bicamadas compostas por fosfatidilcolina são relativamente impermeáveis a ferricianeto 

de potássio, propiciando a interação do ânion ferricianeto, Fe(CN)6 –3 apenas com o grupo 

amônio da colina presente na monocamada externa (⎯N+(CH3)3 EXT) 27,28, modificando assim o 

grau de blindagem dos hidrogênios ligados a este álcool, em relação ao dos núcleos associados à 

colina pertencente à monocamada interna da membrana (⎯N+(CH3)3 INT) 27. O ânion 

ferricianeto, Fe(CN)6 3-, paramagnético, pode modificar o δ dos núcleos da membrana de PC 

através do mecanismo de deslocamento por contato, ou de Fermi, no qual o elétron 

desemparelhado do íon metálico forma uma ligação química com o grupo amônio presente na 

colina 245,246. A figura 37 apresenta o espectro de RMN de 1H de lipossomas de fosfatidilcolina 
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após interação com 150 mM de ferrocianeto de potássio. A interação eletrostática entre N+(CH3)3 

EXT (δ=3,26) com o ânion ferricianeto direciona o δ do sinal dos hidrogênios ligados ao álcool 

fosfolipídico para um campo de aproximadamente 0,3 ppm mais blindado em relação ao sinal dos 

hidrogênios ligados a ⎯N+(CH3)3 INT 27. 

 

 

Figura 36- Comportamento da magnetização resultante de um conjunto de núcleos em 

um experimento de pulso de 90 °: (a) precessão dos núcleos com magnetização 

resultante (M) na direção do campo magnético externo (B0); (b), (c) e (d) rotação do 

vetor M durante o tempo de duração do pulso; (e) relaxação após o término do 

pulso218,238. 
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Em espectros de RMN de 1H, a integral de determinado sinal de domínio de freqüência, 

correspondente à área sob a curva do mesmo, pode ser usada para calcular o número de prótons 

correspondentes ao sinal obtido 218,238. Em membranas compostas por misturas binárias de 

fosfolipídios, sendo fosfatidilcolina um de seus compostos, a distribuição do segundo fosfolipídio 

pode ser investigada comparando-se os valores das integrais dos picos correspondentes aos 

hidrogênios ligados à N+(CH3)3 EXT e aos ligados à N+(CH3)3 INT 247. BERDEN e 

colaboradores 27 determinaram a localização preferencial de AF, PE e fosfatidilserina em 

lipossomas de PC, como sendo a monocamada interna da vesícula. 

Outros estudos relacionados às membranas biológicas e modelos de membrana e 

efetuados através da técnica de RMN, estão associados à elucidação estrutural, velocidade e tipos 

de movimentos conformacionais e translacionais dos lipídios, ordem e reorientação molecular e 

polimorfismo25,26. 

b) 

a) 

Figura 37- Espectro de

RMN de 1H, 270 MHz

de vesículas de PC na

presença (a) e na

ausência (b) de

Fe(CN)6
–3 em D2O 27. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

Este trabalho visa contribuir para uma visão singular e mais completa sobre o processo de 

lipoperoxidação induzida não somente por espécies reativas de oxigênio, como também por 

espécies reativas de nitrogênio, em membranas de diferentes constituições. Desta forma, 

pretende-se investigar os efeitos propiciados por características intrínsecas de fosfolipídios e 

ácidos graxos, espécies reativas, bem como de antioxidantes naturais, sobre o favorecimento ou 

inibição do processo lipoperoxidativo. Desde que uma ampla variedade de processos patológicos 

está associada a lipoperoxidação induzida por espécies reativas, este estudo pode ser útil para 

prevenção e terapia desses distúrbios.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

� Realizar um estudo comparativo dos índices de lipoperoxidação induzida pelas espécies 

reativas radical hidroxil, radical ascorbil e por peroxinitrito em modelos de membrana de 

diferentes constituições. Os modelos de membrana utilizados consistem de lipossomas, 

compostos por: i) asolecitina de soja; ii) fosfatidilcolina de ovo fresco; iii) uma mistura de 

fosfatidilcolina e concentrações crescentes de ácido fosfatídico; e iv) microssomas de 

fígado de rato. 

� Avaliar a eficiência dos antioxidantes naturais quercetina, melatonina e vitamina B6 

contra o processo lipoperoxidativo nos sistemas mencionados acima. 
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� Investigar o comportamento termodinâmico de lipossomas constituídos por diferentes 

razões molares de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina, através de medidas de ∆H, obtidas 

por calorimetria de varredura diferencial; 

� Realizar um estudo comparativo da distribuição fosfolipídica em membranas de diferentes 

razões molares de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina, através de estudos de ressonância 

magnética nuclear de próton, RMN de 1H. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. REAGENTES UTILIZADOS NO TRABALHO: todos os reagentes utilizados neste 

trabalho possuem grau de pureza analítica. Consistem em: L-α-fosfatidilcolina de ovo fresco, L-

α- ácido fosfatídico de ovo fresco (1,2-diacil-sn-glicero-fosfato), ácido ascórbico, soroalbumina 

bovina, reagente de Folin, quercetina e ácido tiobarbitúrico (SIGMA, E.U.A.), peróxido de 

hidrogênio, tampão fosfato de potássio, tris (tris-hidroximetil-aminometano), ácido clorídrico, 

hidróxido de sódio (NaOH), ácido tricloroacético, ácido 2,2,3,3-d4-3-trimetilsililpropiônico 

(TSP), sacarose, fosfato de sódio, cloreto de ferro, sulfato de ferro, cloreto de potássio (MERCK, 

Alemanha), melatonina (ALDRICH, EUA), asolecitina (FLUKA), desoxicolato de sódio 

(BOEHRINGER MANNHEIM, Alemanha), colato de sódio (SERVA, Alemanha), água 

deuterada 99,9% (CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES INC.), ferricianeto de potássio 

(RIEDEL-DE HAËN, Alemanha), ferrocianeto de potássio (MALLINKRODT, E.U.A.), cloreto 

de magnésio (FLUKA, Alemanha), tricina (APPLICHEM, Alemanha), vitamina B6 (GALENA, 

Brasil), cloreto de cálcio (NUCLEAR, Brasil), nitrito de sódio (NUCLEAR, Brasil), Glicerol 

(REAGEN, Brasil).  
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4.2. PREPARAÇÃO DOS LIPOSSOMAS: os lipídios utilizados na preparação de lipossomas 

foram fosfatidilcolina, asolecitina e diferentes razões molares de ácido fosfatídico e 

fosfatidilcolina, 65,78 mM. Os lipídios foram previamente solubilizados em um tampão contendo 

10 mM de tricina, 45 mM de colato de sódio e 25 mM de desoxicolato de sódio, pH 8,0 e 

submetidos ao método de diálise. Tal método propicia a remoção dos surfactantes colato e 

desoxicolato de sódio, para subseqüente coalescência das micelas formadas e rearranjo lipídico 

para uma configuração em bicamada119. A diálise foi efetuada a 30 °C, utilizando-se uma 

membrana com poros de diâmetro estimado em 1-2 nm, contra um volume de dois litros de 

tampão, constituído de 10 mM de tricina e 2,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2), pH 8,0 

121,122,248,249. O esquema da preparação de lipossomas através do método de diálise está 

representado na figura 38.  

 

 
Figura 38- Esquema de diálise para preparação de 

lipossomas 121,122,248,249. 
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As misturas de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina foram preparadas nas seguintes razões: 

1:0,025, 1:0,05 e 1:0,125. 

 

4.3. PREPARAÇÃO DE MICROSSOMAS DE FÍGADO DE RATO: os microssomas são 

provenientes de fígados de ratos machos Wistar adultos, com 55-60 dias, pesando de 160-190 g. 

Os animais utilizados foram mantidos a temperatura ambiente, com água e ração ad libitum, de 

acordo com as recomendações éticas. Estes animais foram fornecidos pelo laboratório da prof. 

Dra. Fátima R.M. da Silva, Departamento de Bioquímica, Centro de Ciências Biológicas, 

Universidade Federal de Santa Catarina.  

Os microssomas foram então obtidos a partir da técnica de centrifugação diferencial 

através da agregação com cálcio. Os fígados foram homogeneizados em tampão tris-sacarose 10 

mM pH 7,4 e centrifugados a 600g (= 600xg= força centrífuga) por 5 minutos em temperatura de 

4°C, isolando-se o sobrenadante. A fração mitocondrial foi obtida a partir de uma nova 

centrifugação do sobrenadante, a 12000g por 10 minutos. Após esta centrifugação, o precipitado 

(contendo a fração mitocondrial) foi separado do sobrenadante, e neste foi adicionado cloreto de 

cálcio 80 mM, para precipitação da fração microssomal. O precipitado foi lavado com 15 mM de 

cloreto de potássio / 10 mM de tampão tris-HCl pH 7,4 e centrifugado a 25000 g por 15 minutos. 

Depois de lavados, os microssomas foram ressuspensos em 20% de glicerol em tampão fosfato de 

sódio 0,1 M. A fração microssomal foi então congelada a –70 °C em nitrogênio líquido para 

posterior análise e determinação da concentração de proteínas 250,251,252. 

 

4.4. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO PROTÉICA: o método de Lowry 252 foi 

utilizado para determinar a concentração total de proteínas nos microssomas. O método consiste 

no tratamento de uma amostra com Cu2+alcalino e reagente de Folin. A cor azulada, resultante da 
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complexação de Cu 2+com aminoácidos e da redução provocada no fosfomolibdato (presente no 

reagente de Folin) ao interagir com o complexo, pode ser detectada espectrofotometricamente a 

660 nm. As medidas de absorbância são proporcionais à quantidade de proteína presente na 

amostra. Uma curva de calibração foi realizada utilizando-se como padrão soroalbumina bovina.  

 

4.5. SÍNTESE DE RADICAL HIDROXIL: o radical hidroxil foi obtido a partir da reação entre 

2,8 mM de H2O2, 0,02 mM de FeCl3 e 0,1 mM de ácido ascórbico. O ácido ascórbico foi 

utilizado como agente redutor de Fe+3, recuperando Fe+2 para continuar o ciclo de formação do 

radical. O método de obtenção de •OH foi adaptado de Halliwell, Gutteridge e Aruoma 253. 

 

4.6. SÍNTESE DE RADICAL ASCORBIL : o radical ascorbil foi produzido através da reação 

entre 0,025 mM de FeSO4 e 0,50 mM de ácido ascórbico 166. 

 

4.7. SÍNTESE DE PEROXINITRITO: o peroxinitrito foi sintetizado pelo método “quenched-

flow”, proposto por Koppenol e colaboradores (figura 39) 169. Um sistema a vácuo de 

erlenmeyers conectados por um T de vidro foi utilizado para misturar soluções de 0,6 M de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) em 0,7 M de ácido clorídrico (HCl), 0,6 M de nitrito de sódio 

(NaNO2) e 1,5 M de hidróxido de sódio (NaOH), previamente resfriadas a 0°C, em uma vazão de 

10 mL/s (figura 40). Durante a síntese, todas as soluções foram mantidas em banho de gelo e o 

produto final foi coletado após um descarte dos primeiros mililitros em um frasco de Kitasato (de 

forma a estabelecer o fluxo de mistura das soluções) e armazenado a -80°C até sua utilização nos 

experimentos. Dados de literatura afirmam que o peroxinitrito sintetizado por este método e 

armazenado nas condições descritas permanece estável até, no máximo, 15 dias. 

Experimentalmente, a estabilidade do peroxinitrito perdura até 5 dias após sua preparação. 
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A concentração do peroxinitrito obtido foi determinada através de medidas 

espectrofotométricas de absorção no UV a 302 nm (coeficiente de extinção molar, ε = 1670 M-1 

cm-1) 254. A concentração utilizada nos ensaios de lipoperoxidação (ver adiante) foi de 2,64 mM. 

 
Figura 39- Sistema utilizado para síntese de peroxinitrito (adaptado de 

Koppenol e colaboradores 169). 

 
 
 
4.8. LIPOPEROXIDAÇÃO INDUZIDA POR ESPÉCIES REATIVAS: a lipoperoxidação foi 

induzida por radical hidroxil, radical ascorbil ou peroxinitrito, através da geração ou adição 

destas espécies em um meio reacional contendo lipossomas (12,5 mg/mL de fosfolipídios) ou 

microssomas de fígado de rato (contendo 1 mg/mL de proteínas), e antioxidantes (no caso dos 

ensaios para obtenção das curvas dose-resposta), pH 7,4. As soluções tampão adicionadas no 

meio eram compostas por 10 mM de tampão fosfato de potássio, para ensaios com radical 

hidroxil, e 100 mM de Tris- HCl para testes com radical ascorbil e peroxinitrito.  

Dois tipos de experimentos controle foram realizados, para eliminação de interferentes 

nas leituras espectrofotométricas. Um dos controles apresentou em seu meio reacional todos os 
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componentes descritos anteriormente, com exceção das membranas lipídicas. Os valores de 

leituras espectrofotométricas obtidos com estes controles foram subtraídos dos valores detectados 

com os modelos de membrana, para tratamento dos dados. O segundo controle foi realizado na 

ausência de espécies oxidantes no meio de reação, para detecção de valores de absorbância 

relativos a peroxidação basal, induzida pelo o oxigênio do ar. Este valor também foi descontado 

dos valores obtidos com as amostras contendo membranas lipídicas e as espécies reativas testadas 

neste trabalho. 

As amostras e os controles foram incubados durante 30 minutos a 37°C e a extensão do 

dano por lipoperoxidação nas membranas foi detectada através do método do ácido 

tiobarbitúrico220,221. Este método caracteriza-se pela formação de um aduto de coloração rósea a 

partir da reação entre malonildialdeído (MDA), produto majoritário da lipoperoxidação, e ácido 

tiobarbitúrico (TBA) (figura 40). A reação ocorre em pH ácido, propiciado pela adição de ácido 

tricloroacético no meio 8. Esta reação foi acelerada através de incubação a 100°C 220,221. O tempo 

médio desta incubação foi de 30 minutos. 
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Figura 40- Reação entre ácido tiobarbitúrico (TBA) e malonildialdeído (MDA) para 

formar um aduto de coloração rósea 

 
 
 
A concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), expressa em 

µmol de TBARS/ mg de lipídio (no caso de lipossomas) ou de proteína (no caso de microssomas) 
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foi determinada a partir de leitura espectrofotométrica a 535 nm, e calculada usando um 

coeficiente de absortividade molar, ε, de 1,56 x 105 M-1cm–1. 8

 

4.9. EXPERIMENTOS COM CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL: 

lipossomas compostos por diferentes razões molares de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina em um 

recipiente de alumínio selado (20 mg) foram submetidos a uma varredura na velocidade de 5°C / 

min, em uma faixa de temperatura de –50 a 30°C. Utilizou-se como referência um recipiente 

selado vazio. O fluxo de nitrogênio usado foi de 50/50 mL/min. A calibração do aparelho, no que 

diz respeito à temperatura e calorimetria, foi realizada com índio.  

 

4.10. EXPERIMENTOS COM RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE 1H: os 

experimentos com ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H foram realizados com amostras 

de lipossomas contendo diferentes razões molares de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina, diluídas 

para uma concentração de fosfatidilcolina a 30 mM, em 0,2 mM de ferricianeto de potássio, 

K3[Fe(CN)6], preparado em água deuterada 27. Realizou-se testes paralelos com ferrocianeto de 

potássio, K4[Fe(CN)6], nas mesmas condições. As medidas foram efetuadas em temperatura de 

310 K, utilizando como referência interna o ácido 2,2,3,3-d4-3-trimetilsililpropiônico (TSP). A 

análise da distribuição lipídica nos lipossomas foi realizada a partir da comparação entre os 

valores de integrais dos picos espectrais referentes aos hidrogênios ligados à porção colina 

localizada na face externa e interna da bicamada 27,247. 

 

4.11. ANTIOXIDANTES: a solução estoque de melatonina foi preparada a partir de uma 

solubilização prévia do antioxidante em etanol 1% e diluição para a concentração desejada nos 

tampões respectivos aos ensaios de lipoperoxidação 255. As soluções estoque de quercetina e a 
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vitamina B6 foram preparadas com água milli-Q. Melatonina e vitamina B6 foram estocadas em 

ausência de luz e calor 12,256.  

 

4.12. INSTRUMENTAÇÃO: a preparação de lipossomas pelo processo de diálise, bem como a 

incubação do meio reacional durante os ensaios de lipoperoxidação, foram realizados em banho-

maria Fabbe-Primar 169.  

As leituras espectrofotométricas dos ensaios relativos aos níveis de lipoperoxidação e 

dosagens de proteínas microssomais e de peroxinitrito foram efetuadas em aparelho UV-vis. 

Pharmacia LKB Ultrospec III.  

As medidas de calorimetria de varredura diferencial dos lipossomas foram realizadas em 

célula DSC 2010 TA e os espectros de RMN de 1H foram obtidos em espectrômetro Bruker AC 

200F . 

 

4.13. ANÁLISE ESTATÍSTICA: os resultados foram expressos como média ± desvio padrão 

de triplicatas de experimentos independentes. Cada experimento foi repetido de três a quatro 

vezes (n=3-4). Quando necessário, o tratamento de dados foi efetuado através da análise de testes 

de variação Kruskal-Wallis, utilizando-se um programa GraphPad Prism 3.0. Os valores de p 

menores que 0,05 (*p < 0,05) foram considerados estatisticamente significativos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. LIPOPEROXIDAÇÃO INDUZIDA POR RADICAL HIDROXIL, RADICAL 

ASCORBIL E PEROXINITRITO EM LIPOSSOMAS DE FOSFATIDILCOLINA E 

ASOLECITINA E EM MICROSSOMAS DE FÍGADO DE RATO  

 

Os índices de lipoperoxidação total induzida por radical hidroxil (•OH), radical ascorbil 

(•Asc) e peroxinitrito (ONOO-) em lipossomas de fosfatidilcolina (PC) e asolecitina (ASO) e em 

microssomas de fígado de rato (MC) estão representados na figura 41 e na tabela 8. Na figura 41, 

os valores de lipoperoxidação total estão comparados aos valores relativos a peroxidação basal 

nas membranas. 

O potencial oxidante das espécies reativas testadas em lipossomas de fosfatidilcolina 

apresentou-se na ordem: radical hidroxil ≈ radical ascorbil > peroxinitrito. Em lipossomas de 

asolecitina, tal ordem apresentou-se como: ascorbil > hidroxil ≈ peroxinitrito. Em microssomas, o 

menor índice de lipoperoxidação foi observado em testes com peroxinitrito, enquanto que os 

potenciais oxidativos referentes a radical hidroxil e ascorbil, nas condições estabelecidas, 

apresentaram valores semelhantes entre si.  

As variáveis determinantes dos diferentes índices de lipoperoxidação obtidos neste ensaio 

parecem estar relacionadas com o conteúdo fosfolipídico das membranas e com as características 

intrínsicas das espécies reativas testadas 29,180,181,256. 

A influência do conteúdo fosfolipídico das membranas utilizadas neste trabalho sobre os 

índices lipoperoxidativos parece estar relacionada a dois fatores importantes: o favorecimento 

energético existente para a abstração de hidrogênios metilênicos bis-alílicos, presentes em 
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cadeias poliinsaturadas dos ácidos graxos 180,181, por espécies reativas, e a presença de cargas nas 

membranas 29. 
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Figura 41- Índices de lipoperoxidação (LPO) total induzida por 

radical hidroxil (•OH), radical ascorbil (•Asc) e peroxinitrito 

(ONOO-) em lipossomas de fosfatidilcolina (PC) e asolecitina 

(ASO) e microssomas de fígado de rato (MC), expressa em µmol 

de substâncias que reagem com ácido tiobarbitúrico (TBARS) por 

mg de lipídio (no caso de lipossomas) ou proteína (no caso de 

microssomas). Os dados foram tratados estatisticamente através 

da análise de testes de variação Kruskal-Wallis. Os valores de p 

menores que 0,05 (*p < 0,05) foram considerados significativos, 

quando comparados com seus respectivos controles. 
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LPO TOTAL INDUZIDA POR ESPÉCIES REATIVAS EM 

MEMBRANAS (%) 

ESPÉCIES 

REATIVAS 
PC ASO MC 

    
•OH 92 49 91 
•Asc 96 74 91 

ONOO- 26 52 56 

 
Tabela 8- Percentagens relativas aos índices de lipoperoxidação 

(LPO) induzida por radical hidroxil (•OH), radical ascorbil (•Asc) e 

peroxinitrito (ONOO-) em lipossomas de fosfatidilcolina (PC) e 

asolecitina (ASO) e em microssomas de fígado de rato (MC), obtidos 

a partir dos resultados apresentados na figura 41. Os valores de 

percentagens obtidos com as amostras foram descontados dos obtidos 

com seus respectivos controles. 

 
 
 

O conteúdo de ácidos graxos que compõem a fosfatidilcolina de ovo fresco e a 

fosfatidilcolina de soja foi descrito anteriormente na tabela 3. Desta forma, a composição de 

ácidos graxos insaturados presentes em fosfatidilcolina de ovo fresco inclui o ácido oleico (C 

18:1, 32 %), linoleico (C 18:2, 18%), palmitoleico (C 16:1, 2%) e aracdônico (20:4, 3%) 11. 

Membranas de microssomas de fígado de rato possuem uma composição de ácidos graxos 

semelhante à de fosfatidilcolina de ovo, diferindo apenas pela presença minoritária de ácido 

docohexanóico (C 22:6, 4,3 %) 166. O conteúdo de ácidos graxos de microssomas e 

fosfatidilcolina poderia justificar a similaridade obtida nos índices de lipoperoxidação, induzida 

por radical hidroxil e radical ascorbil, nestas duas membranas. Asolecitina de soja é composta por 

uma mistura de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol 31. Os fosfolipídios 
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presentes em asolecitina contêm os seguintes ácidos graxos insaturados: ácido oleico (C 18:1, 

13% em fosfatidilcolina, 7% em fosfatidiletanolamina e 5% em fosfatidilinositol), linoleico (C 

18:2, 59% em fosfatidilcolina, 60 % em fosfatidiletanolamina e 16% em fosfatidilinositol), e 

linolênico (C 18:3, 5% em fosfatidilcolina, 6 % em fosfatidiletanolamina e 7% em 

fosfatidilinositol) 11. A composição de ácidos graxos insaturados nos modelos de membrana está 

apresentada na tabela 9, para fins comparativos. 

Esperava-se que, por conter mais hidrogênios bis-alílicos em sua estrutura, as membranas 

de asolecitina apresentariam maior susceptibilidade a lipoperoxidação induzida pelas espécies 

reativas, quando comparadas às membranas de fosfatidilcolina. Os resultados obtidos indicaram 

que, nas condições utilizadas, a presença de hidrogênios bis-alílicos nas cadeias apolares dos 

fosfolipídios não poderia ser o único fator determinante da susceptibilidade das membranas à 

ação de espécies reativas.  

Já foi estabelecido que a presença de cargas nas membranas modifica a velocidade de 

interação entre lipídios, radicais e antioxidantes, afetando as colisões entre os mesmos 29,256. Este 

princípio foi aplicado por Barclay e Vinqvist 29 ao demonstrarem que a força de repulsão entre a 

superficie da membrana e Trolox (vitamina E solúvel) possui papel importante na eficiência do 

antioxidante como seqüestrador de radicais peroxil. 

A cabeça polar da fosfatidilcolina possui uma carga positiva e outra negativa, que podem 

estar direcionadas para o interior ou exterior da membrana, dependendo do pH e dos contra-íons 

presentes no meio reacional 257. Em pH neutro ou básico, a carga positiva presente na colina pode 

estar orientada em direção ao meio reacional, propiciando a atração de compostos negativamente 

carregados, como o peroxinitrito. Tal força atrativa poderia influenciar os valores relativos aos 

níveis de lipoperoxidação em fosfatidilcolina induzidos por peroxinitrito e seus produtos de 

decomposição. Entretanto, os resultados obtidos mostraram uma menor susceptibilidade de 
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lipossomas de fosfatidilcolina a lipoperoxidação induzida pela espécie reativa, quando comparada 

a lipossomas de asolecitina. Tal fato pode ser discutido com base em um estudo realizado por 

Khairutdinov e colaboradores 258 que demonstrou a impermeabilidade de fosfatidilcolinas 

sintéticas às espécies aniônicas peroxinitrito e carbonato (CO3
-), e a sua rápida permeação pelas 

espécies neutras ácido peroxinitroso e radical dióxido de nitrogênio (NO2
•). 

 
 

Composição de ácidos graxos insaturados nos modelos de membrana 

PC de ovo MC ASO de soja 

Ac. Graxo % Ac. Graxo % Ac. Graxo % Ac. Graxo % Ac. Graxo % 

Oleico 

(18:1) 
32 Oleico (18:1) 9,7 

Oleico 

(18:1) 
13 

Oleico 

(18:1) 
7 

Oleico 

(18:1) 
5 

Linoleico 

(18:2) 
18 

Linoleico 

(18:2) 
12,8

Linoleico 

(18:2) 
59 

Linoleico 

(18:2) 
60 

Linoleico 

(18:2) 
16 

Palmitoleico 

(16:1) 
2 

Palmitoleico 

(16:1) 
2,1 

Linolênico 

(18:3) 
5 

Linolênico 

(18:3) 
6 

Linolênico 

(18:3) 
7 

Aracdônico 

(20:4) 
3 

Aracdônico 

(20:4) 
27,2       

  
Docohexanóico 

(22:6) 
4,3       

 
 
Tabela 9- Percentagem de ácidos graxos insaturados em fosfatidilcolina (PC) de ovo, 

microssomas de fígado de rato (MC) e em asolecitina (ASO) de soja. 
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A carga negativa propiciada pelo fosfatidilinositol em lipossomas de asolecitina, pode 

formar uma barreira elétrica, na qual espécies reativas e antioxidantes podem também estar 

negativamente carregadas, aumentando a forças de repulsão dentro do sistema 31.  

Neste trabalho, os efeitos causados pela densidade de cargas, presentes na superfície de 

membranas, nos índices de lipoperoxidação induzida por espécies reativas foram investigados. 

Com esta finalidade, lipossomas contendo diferentes concentrações de ácido fosfatídico e 

fosfatidilcolina foram utilizados como modelo de membrana, visto que, tal como o 

fosfatidilinositol, o ácido fosfatídico é um agente indutor de carga negativa em membranas. 

 

5.2. EFEITOS DA INCORPORAÇÃO DE ÁCIDO FOSFATÍDICO EM LIPOSSOMAS DE 

FOSFATIDILCOLINA NA LIPOPEROXIDAÇÃO INDUZIDA POR RADICAL 

HIDROXIL, RADICAL ASCORBIL E PEROXINITRITO 

 

Os lipossomas de fosfatidilcolina constituem um modelo de membrana simples e eficiente 

para o estudo do efeito da densidade de carga de superfície nos níveis de lipoperoxidação 

induzida por espécies reativas. O ácido fosfatídico foi utilizado como agente indutor de carga 

negativa nos lipossomas de fosfatidilcolina, em diferentes razões molares.  

As percentagens de lipoperoxidação induzida por radical hidroxil (•OH), radical ascorbil 

(•Asc) e peroxinitrito (ONOO-) em lipossomas contendo diferentes razões entre concentrações de 

ácido fosfatídico e fosfatidilcolina (AF:PC) estão apresentadas na figura 42.  

O aumento gradual da razão entre concentrações de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina 

resultou em uma redução do percentual de lipoperoxidação induzido pelas três espécies reativas 

testadas. A incorporação de 0,125 M de ácido fosfatídico nos lipossomas de fosfatidilcolina 
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acarretou em uma queda de aproximadamente 58%, 85% e 87% nos índices de lipoperoxidação 

induzida por radical hidroxil, radical ascorbil e peroxinitrito, respectivamente.  

Outros estudos, realizados com vesículas de dipalmitoilfosfatidilcolina e dipalmitoil ácido 

fosfatídico, sugerem que, em pH neutro, interações entre ácido fosfatídico e a forma dissociada 

do ácido aracdônico originam complexos polianiônicos. Estes complexos podem ligar-se de 

forma eficiente a íons ferrosos, inibindo desta forma a lipoperoxidação induzida por ferro259. 

Neste trabalho, o sistema gerador dos radicais hidroxil e ascorbil envolve reações com íons 

ferrosos (ver no item Materiais e Métodos). A interação dos mesmos com o ácido aracdônico, 

presente em fosfatidilcolina de ovo fresco, poderia acarretar em uma menor disponibilidade de 

Fe2+ para a produção dos radicais e, conseqüentemente, em uma redução nos índices 

lipoperoxidativos em membranas. 

A inibição do dano oxidativo induzido por peroxinitrito poderia estar associada às 

concentrações decrescentes de fosfatidilcolina contidas nas membranas, à medida que a razão 

entre concentrações de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina aumenta. A reação entre 

fosfatidilcolina e peroxinitrito é de primeira ordem em fosfatidilcolina, o que estabelece uma 

relação direta entre a sua concentração no ensaio e o rendimento de malonildialdeído obtido 

como produto da lipoperoxidação, em condições nas quais a concentração de peroxinitrito é 

fixa258. 

A partir destas informações, esperar-se-ia observar uma inibição linear do processo de 

lipoperoxidação induzido pelas três espécies reativas testadas, com a incorporação de quantidades 

crescentes de ácido fosfatídico em lipossomas de fosfatidilcolina. Entretanto, as percentagens de 

inibição do processo lipoperoxidativo alcançadas excedem os valores típicos associados a uma 

relação linear com as quantidades crescentes de ácido fosfatídico. Na razão máxima entre 

concentrações de ácido fosfatídico e fosfatidilcolina (AF:PC máx), utilizada neste trabalho, a 
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quantidade de ácido fosfatídico não é maior que 10 % da concentração total de fosfatidilcolina e, 

neste modelo, os índices de lipoperoxidação alcançaram o zero. 
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Figura 42- Índices de lipoperoxidação (LPO) total induzida 

por radical hidroxil, •OH (círculos verdes), radical ascorbil, 

•Asc (quadrados azuis) e peroxinitrito, ONOO- (triângulos 

laranjas) em função de lipossomas contendo diferentes 

razões entre concentrações de ácido fosfatídico e 

fosfatidilcolina (AF:PC). 

 
 

 

Os resultados demonstraram uma probabilidade considerável de que outras interações, 

diferentes das eletrostáticas, envolvendo ácido fosfatídico, poderiam estar influenciando as 

interrelações entre oxidantes e fosfolipídios de membrana. Por esta razão, o estudo foi 

direcionado para análises do efeito da incorporação de ácido fosfatídico no comportamento de 
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fase termotrópica de lipossomas de fosfatidilcolina, através de medidas de calorimetria de 

varredura diferencial, discutido a seguir. 

 

5.3. EFEITOS DA INCORPORAÇÃO DE ÁCIDO FOSFATÍDICO NO 

COMPORTAMENTO TERMODINÂMICO DE LIPOSSOMAS DE 

FOSFATIDILCOLINA, ANALISADOS POR CALORIMETRIA DE VARREDURA 

DIFERENCIAL  

 

O efeito da incorporação de ácido fosfatídico no comportamento de fase termodinâmica 

de lipossomas de fosfatidilcolina foi avaliado a partir da ∆H, obtida a partir de medidas de 

calorimetria de varredura diferencial (DSC), de sistemas contendo as seguintes razões molares 

entre ácido fosfatídico e fosfatidilcolina: i) 0,00; ii) 0,05 e iii) 0,125. Todas as curvas obtidas 

apresentaram um comportamento exotérmico, como pode ser observado na figura 43. 

Ácidos graxos insaturados costumam apresentar transições em faixas negativas de 

temperatura, quando hidratados 112. A curva de DSC obtida nos ensaios com lipossomas 

constituídos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina igual a zero (AF:PC = 0,00) apresentou um 

comportamento exotérmico cujo ponto médio foi detectado em –17,78°C, valor que coincide com 

a temperatura de transição de fase do ácido oleico, -18°C 113. Em estudos anteriores, Tirosh e 

colaboradores 233 observaram, em ensaios com bicamadas de fosfatidilcolina de ovo, uma 

transição larga em – 8°C. O alargamento das curvas relativas a transições presentes em 

lipossomas de fosfatidilcolina de ovo fresco pode estar associado à composição diversificada de 

ácidos graxos presentes neste fosfolipídio 232.  
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A incorporação de concentrações crescentes de ácido fosfatídico em lipossomas de 

fosfatidilcolina causou uma redução nos valores de ∆H do sistema analisado, como pode ser 

observado nos valores descritos na tabela 10. 
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Figura 43- Curvas de DSC de lipossomas constituídos por 

diferentes razões molares de ácido fosfatídico e 

fosfatidilcolina (AF:PC). 

 

 
 

As curvas exotérmicas, bem como os valores de entalpia obtidos, sugerem uma transição 

da amostra para um estado menos energético. Assim sendo, os resultados obtidos sugerem um 

ordenamento progressivo dos lipídios, à medida que a concentração de ácido fosfatídico aumenta 

no sistema. A incorporação de extensas cadeias alquílicas, presentes no ácido fosfatídico, em 

vesículas de PC, pode preencher “lacunas” originadas pelo empacotamento característico de suas 
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cadeias polares, reduzindo o efeito desestabilizante provocado pelo arranjo inicial do fosfolipídio 

e aumentando a intensidade das forças de van der Walls em sua região apolar 260-262. Um arranjo 

lipídico mais ordenado proporciona uma redução da permeabilidade da bicamada a espécies 

reativas. Isto altera a difusão transmembrana das espécies oxidantes, reduzindo a velocidade das 

reações associadas a estas e, conseqüentemente, a extensão do dano lipoperoxidativo induzido 

pelas mesmas 197,258. 

 
 

 ∆H EM LIPOSSOMAS CONSTITUÍDOS  

POR AF E PC 

AF : PC ∆H (J/g) 

0,0 2.079 

0,05 1.552 

0,125 1.354 

 
 
 

 

 
 
 
 
 

Tabela 10- Variações de entalpia (∆H) de lipossomas 

constituídos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina, em 

diferentes razões entre concentrações lipídicas (AF:PC), 

obtidas das curvas de DSC apresentadas na figura 44. 
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5.4. DISTRIBUIÇÃO LIPÍDICA EM LIPOSSOMAS CONSTITUÍDOS POR ÁCIDO 

FOSFATÍDICO E FOSFATIDILCOLINA, DETECTADA POR RESSONÂNCIA 

MAGNÉTICA NUCLEAR DE 1H 

 

A interação entre os lipossomas compostos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina 

(AF:PC, nas razões molares 0,00, 0,05 e 0,125) e ânion ferricianeto, Fe(CN)6 –3, provocou um 

desdobramento no sinal referente aos hidrogênios ligados a porção colina da monocamada 

externa do lipossoma, ⎯N+(CH3)3 EXT, apenas para a primeira razão molar estudada (AF:PC 

0,00), que não envolve a presença do ácido fosfatídico no lipossoma (figura 44)  

Berden e colaboradores 27 realizaram este ensaio com lipossomas constituídos por ácido 

fosfatídico e fosfatidilcolina nas razões molares de 0,3 e 1,0, nos quais foi considerada uma 

assimetria na bicamada lipídica, baseada na evidência da localização preferencial do ácido 

fosfatídico na monocamada interna da membrana. Entretanto, resultados obtidos por Koter e 

colaboradores 65 demonstraram uma distribuição aleatória e uma organização simétrica de 

fosfatidilcolina e ácido fosfatídico na bicamada, em uma grande faixa de razões molares. De 

qualquer forma, nas duas possibilidades de distribuição lipídica citadas para lipossomas 

compostos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina em diferentes razões molares, a interação de 

ânion ferricianeto com ⎯N+(CH3)3 EXT, propiciaria o desdobramento dos sinais de hidrogênio 

ligados a colina em um espectro de um 1H-RMN. O não-desdobramento de tais sinais, observado 

nos espectros de lipossomas compostos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina, nas razões 

molares estudadas neste trabalho, poderia sugerir uma terceira interação entre os dois 

fosfolipídios que, de alguma forma, não permite a ligação do reagente de deslocamento com a 

⎯N+(CH3)3 EXT. 
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c

AF:PC 
0,125 
+ Fe(CN)6 -3

a b

AF:PC  
0,00 
+ Fe(CN)6

-3

AF:PC 
0,00  

 
Figura 44- Sinais de RMN de 1H (200 MHz, em água deuterada) dos hidrogênios 

ligados a ⎯N+(CH3)3 EXT de lipossomas compostos por ácido fosfatídico e 

fosfatidilcolina de razão molar igual a zero, na ausência (a) e na presença (b) de ânion 

ferricianeto, Fe(CN)6
-3, e de lipossomas compostos por ácido fosfático e fosfatidilcolina 

de razão molar igual a 0,125 (c) na presença do reagente de deslocamento.  

 
 
 

Trabalhos anteriores demonstraram que complexos com centros metálicos diamagnéticos 

são reagentes de deslocamento úteis para ensaios de RMN de 1H com aminas 241. Deste modo, 

ensaios paralelos aos efetuados com Fe(CN)6 –3 foram realizados com o seu análogo 

diamagnético, Fe(CN)6 –4. Observou-se, a partir da análise dos resultados, um desdobramento dos 

sinais de hidrogênios ligados à ⎯N+(CH3)3, deslocando o sinal dos hidrogênios ligados à 

⎯N+(CH3)3 EXT para um campo mais baixo (∆δ = 0,3) (figura 45). 
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AF:PC 0,00  

ba 
AF:PC 
0,00 + 
Fe(CN)6 -4

c
AF:PC 0,125
+ Fe(CN)6 -4

 
Figura 45- Sinais de RMN de 1H (200 MHz, em água deuterada) dos hidrogênios ligados 

a ⎯N+(CH3)3 EXT de lipossomas compostos por ácido fosfático e fosfatidilcolina de 

razão molar igual a zero, na ausência (a) e na presença (b) de ânion ferrocianeto, Fe(CN)6 
–4 e de lipossomas compostos por ácido fosfático e fosfatidilcolina de razão molar igual a 

0,125 (c) na presença do reagente de deslocamento.  

 
 
 

O efeito de desblindagem dos picos de hidrogênio ligados à ⎯N+(CH3)3 EXT já foi 

observado em ensaios com ânion ferricianeto, Fe(CN)6
–3, em colinas presentes em 

apolipoproteínas B, demonstrando uma versatilidade na orientação do deslocamento (para campo 

alto ou baixo) provocado por estes reagentes 263,264.  

As razões entre integrais calculadas a partir dos picos referentes aos hidrogênios ligados à 

porção colina presente na monocamada externa e interna (N+(CH3)3 EXT/ N+(CH3)3 INT) de 

lipossomas compostos por ácido fosfático e fosfatidilcolina em diferentes razões molares, 

desdobrados por interação com Fe(CN)6
-4 , estão demonstradas na tabela 11. 

 

Usuário do Windows
Line
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DISTRIBUIÇÃO DE PC EM LIPOSSOMAS DE AF:PC 

AF:PC N+(CH3)3 EXT/ N+(CH3)3 INT 

0,00 3,9 

0,05 1,89 

0,125 1,78 

 
Tabela 11- Razão entre integrais calculadas a partir dos picos de RMN 

de 1H (200 MHz, em água deuterada) referentes aos hidrogênios ligados 

à porção colina presente na monocamada externa e interna (N+(CH3)3 

EXT/ N+(CH3)3 INT) de lipossomas compostos por ácido fosfático e 

fosfatidilcolina em diferentes razões molares (AF:PC), desdobrados por 

interação com ânion ferrocianeto, Fe(CN)6
-4. 

 
 
 

Considerando as razões apresentadas na tabela 11, as moléculas de ácido fosfatídico 

parecem estar localizadas preferencialmente na monocamada interna da vesícula lipídica, 

resultados que condizem com os apresentados por Berden e colaboradores 27. Os resultados 

obtidos a partir do uso de sais de ferrocianeto nos ensaios de distribuição lipídica em bicamadas, 

sugerem a viabilidade da utilização desta espécie diamagnética como reagente de deslocamento 

em ensaios de 1H-RMN que envolvem bicamadas lipídicas.  

O mecanismo de interação dos reagentes de deslocamento Fe(CN)6 –3 e Fe(CN)6
-4 sobre as 

bicamadas compostas por ácido fosfatídicos e fosfatidilcolinas em diferentes razões molares 

requer futuras investigações, as quais envolvem estudos sistemáticos de RMN de 1H a diferentes 

concentrações de reagentes de deslocamento. 
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5.5. ATIVIDADE INIBITÓRIA DE ANTIOXIDANTES NATURAIS CONTRA A 

LIPOPEROXIDAÇÃO INDUZIDA POR RADICAL HIDROXIL, RADICAL ASCORBIL 

E PEROXINITRITO EM MEMBRANAS 

 

As atividades inibitórias de quercetina, melatonina e vitamina B6 contra a lipoperoxidação 

(LPO) induzida por radical hidroxil (•OH), radical ascorbil (•Asc) e por peroxinitrito (ONOO-) 

em lipossomas de fosfatidilcolina (PC), asolecitina (ASO) e em microssomas de fígado de rato 

(MC) estão apresentadas sob forma de curvas dose-resposta e tabela referente à concentração de 

antioxidantes que inibe em 50% (IC50) o processo peroxidativo. 

O potencial antioxidante da quercetina (figura 46 e tabela 12) apresentou-se decrescente 

contra a lipoperoxidação induzida por espécies reativas na seguinte ordem: ascorbil > hidroxil > 

peroxinitrito, em lipossomas compostos de fosfatidilcolina e de asolecitina. Em microssomas de 

fígado de rato, uma ordem decrescente foi observada para lipoperoxidação induzida por hidroxil> 

ascorbil> peroxinitrito. Em todas as membranas estudadas, o menor potencial antioxidante do 

flavonóide foi obtido contra a lipoperoxidação induzida por peroxinitrito. 

Estudos realizados com flavonóides demonstraram um mecanismo antioxidante adicional 

ao seqüestro de espécies reativas durante a lipoperoxidação 197. Este mecanismo refere-se à 

modificação causada por estas espécies antioxidantes no ordenamento lipídico e fluidez da 

membrana. ARORA e colaboradores 197 sugeriram que os flavonóides localizam-se 

preferencialmente no centro hidrofóbico de membranas compostas por fosfolipídios de cadeias 

apolares insaturadas, o que propicia um aumento na ordem estrutural lipídica e rigidez. Como 

citado anteriormente, este efeito pode prevenir a lipoperoxidação ao dificultar a difusão de 

espécies oxidantes nas membranas, diminuindo a velocidade das reações que estão associadas às 

mesmas na bicamada. Apesar do desfavorecimento energético existente na localização das 
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cabeças polares em um ambiente hidrofóbico, deve-se considerar que a conformação final dos 

flavonóides na bicamada pode ser influenciada por diversos fatores, como a força das interações 

hidrofóbicas entre estes compostos e os fosfolipídios, bem como suas habilidades de formar 

pontes de hidrogênio intra e intermoleculares 197.  

A interação de quercetina com a bicamada lipídica pode ser mediada pela distribuição de 

cabeças polares carregadas e não-carregadas na face hidrofílica da membrana, bem como a 

extensão de suas cadeias apolares e o grau de insaturação em seu centro hidrofóbico 265. Os 

resultados obtidos com o uso da quercetina como antioxidante demonstraram valores similares de 

IC50 em lipossomas de asolecitina e fosfatidilcolina, cuja composição é diferenciada no que diz 

respeito ao grau de insaturação. Isto sugere que o efeito protetor do flavonóide contra a 

lipoperoxidação é resultado de um balanceamento entre seu potencial seqüestrador de espécies 

reativas e sua capacidade de modificar o grau de fluidez da membrana. 

A ação de melatonina promoveu os maiores índices de inibição contra os processos 

lipoperoxidativos induzidos por radical hidroxil em todas as membranas investigadas neste 

trabalho. Em lipossomas de fosfatidilcolina, a melatonina foi mais eficiente contra a ação das 

espécies reativas na ordem radical hidroxil > radical ascorbil > peroxinitrito. Em lipossomas de 

asolecitina e em microssomas de fígado de rato, tal ordem apresentou-se como radical hidroxil > 

peroxinitrito > radical ascorbil (figura 48). 

As concentrações de melatonina necessárias para inibir em 50% os danos 

lipoperoxidativos nas membranas testadas (IC50) apresentaram as maiores diferenças, em função 

do tipo de espécie reativa e da composição das membranas (tabela 12). 



111 

0,0 0,4 0,8 0,0 0,4 0,80,0 0,4 0,8

0

20

40

60

80

100

  

ASO

  

MC

LP
O

 to
ta

l (
%

)
 

PC

 

Quercetina (mM)
 

Figura 46 -Atividade inibitória da quercetina contra a 

lipoperoxidação (LPO) induzida por radical hidroxil, •OH 

(círculos verdes), radical ascorbil, •Asc (quadrados azuis) e 

peroxinitrito, ONOO- (triângulos laranjas) em lipossomas de 

fosfatidilcolina (PC) e asolecitina (ASO) e em microssomas de 

fígado de rato (MC). 

 
 
 

Estudos anteriores com membranas de dimiristoilfosfatidilcolina sugerem que a 

melatonina localiza-se preferencialmente na região próxima a interface membrana-meio aquoso. 

Entretanto, o antioxidante possui a habilidade de expandir-se para quase todas as regiões da 

membrana 20. A melatonina parece apresentar uma função estabilizante da membrana, regulando 

o seu grau de fluidez de forma a prevenir o enrigecimento da bicamada ocasionado por 

lipoperoxidação induzida por espécies reativas 9,15. 
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Figura 47 - Atividade inibitória da melatonina contra a 

lipoperoxidação (LPO) induzida por radical hidroxil, •OH (círculos 

verdes), radical ascorbil, •Asc (quadrados azuis) e peroxinitrito, 

ONOO- (triângulos laranjas) em lipossomas de fosfatidilcolina 

(PC) e asolecitina (ASO) e em microssomas de fígado de rato 

(MC). 

 
 
 

O grau de proteção antioxidante propiciado pela melatonina em membranas é 

influenciado pelas mudanças estruturais que o neurohormônio pode sofrer por ação da bicamada 

lipídica, pelo seu perfil de distribuição através da membrana, bem como por seu coeficiente de 

partição hidrofílico/ hidrofóbico 20.  

As percentagens de lipoperoxidação (LPO) induzida por ação de radical hidroxil (•OH), 

radical ascorbil (•Asc) e peroxinitrito (ONOO-), em lipossomas de fosfatidilcolina (PC), 
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asolecitina (ASO) e microssomas de fígado de rato (MC) tratados com vitamina B6 estão 

apresentadas na figura 48, e os valores de IC50 da vitamina, descritos na tabela 12.  
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Figura 48 - Atividade inibitória da vitamina B6 contra a 

lipoperoxidação (LPO) induzida por radical hidroxil, •OH (círculos 

verdes), radical ascorbil, •Asc (quadrados azuis) e peroxinitrito, 

ONOO- (triângulos laranjas) em lipossomas de fosfatidilcolina 

(PC) e asolecitina (ASO) e em microssomas de fígado de rato 

(MC). 1 mM de vitamina B6 = 0,17 mg/mL; 2 mM de vitamina B6= 

0,34 mg/mL; 3 mM de vitamina B6= 0,51 mg/mL; 4 mM de 

vitamina B6= 0,68 mg/mL. 

 
 

 
A vitamina B6 apresentou um potencial antioxidante considerável contra a 

lipoperoxidação induzida por radical ascorbil em lipossomas de fosfatidilcolina. Porém, em 
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lipossomas de asolecitina, a IC50 do antioxidante não foi alcançada em ensaios de inibição da 

lipoperoxidação induzida por radical ascorbil nas concentrações testadas. 

Um efeito pró-oxidante (dados não apresentados) foi observado em ensaios de inibição 

por vitamina B6 da lipoperoxidação induzida por radical hidroxil, ascorbil e microssomas de 

fígado de rato. O efeito pró-oxidante da vitamina em microssomas de fígado de rato tratados com 

estas espécies reativas parece ter sido causado por ação da piridoxina. Os metabólitos da 

piridoxina são formados pelo sistema microsomal citocromo P450, e podem propiciar a 

lipoperoxidação ao reduzir, complexar e/ou liberar íons de ferro 266,267. Ao complexar-se com 

íons de ferro, a piridoxina os torna mais catalíticos ou ativos em reações redox, propiciando um 

efeito lipoperoxidativo na membrana 268. Nos experimentos efetuados neste trabalho, estes íons 

podem ter sido originados do sistema de geração de radical hidroxil e radical ascorbil (ver seção 

de Materiais e Métodos), ou liberados a partir da ferritina presente em microssomas de fígado de 

rato preparados por centrifugação diferencial 269. 

A vitamina B6 demonstrou uma atividade antioxidante eficaz contra os danos oxidativos 

induzidos por peroxinitrito em lipossomas de asolecitina e em microssomas de fígado de rato na 

faixa de concentração de 0,17 a 0,68 mg/mL. Entretanto, isto não foi observado em ensaios 

análogos contra a lipoperoxidação induzida por peroxinitrito em lipossomas de fosfatidilcolina. 

Comparando-se os resultados aqui obtidos com os dados documentados na literatura, observou-se 

que, em condições similares, a vitamina B6 apresenta efeito antioxidante menos potente em 

relação ao da vitamina E 270. Entretanto, as dosagens de vitamina B6 são inferiores a dose diária 

recomendada de piridoxina em humanos adultos (2 mg) 271, o que indica a viabilidade funcional 

da vitamina contra a espécie reativa de nitrogênio em questão.  
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De acordo com pesquisas efetuadas na literatura científica, o efeito protetor da vitamina 

B6 contra a lipoperoxidação induzida por espécies reativas de nitrogênio parece não ter sido 

caracterizado, indicando este trabalho como pioneiro nesta observação.  

A tabela 12 descreve os valores de IC50 referentes a quercetina, melatonina e vitamina B6 

contra a lipoperoxidação (LPO) induzida por radical hidroxil (•OH), radical ascorbil (•Asc) e 

peroxinitrito (ONOO-) nos modelos de membrana testados.  

 
 
IC50 (mM) DE ANTIOXIDANTES CONTRA A LPO INDUZIDA POR ESPÉCIES 

REATIVAS 
Membrana Espécie 

Reativa 
Quercetina Melatonina Vitamina 

B6

     
 •OH 0,15 ± 0,02 0,25 ± 0,02 1,40 ± 0,01 

PC • Asc 0,08 ± 0,01 0,45 ± 0,04 1,00 ± 0,01 
 ONOO- 0,30 ± 0,03 0,90 ± 0,09 - 
     
 •OH 0,10 ± 0,01 0,35 ± 0,03 1,50 ± 0,02 

ASO • Asc 0,08 ± 0,01 1,08 ± 0,11 - 
 ONOO- 0,30 ± 0,03 0,68 ± 0,07 3,40 ± 0,03 
     
 •OH 0,61 ± 0,06 (x10-2) 0,40 ± 0,04 PO 

MC • Asc 0,24 ± 0,02 1,30 ± 0,13 PO 
 ONOO- 0,27 ± 0,03 0,72 ± 0,07 2,80 ± 0,03 

 
Tabela 12- Valores de IC50 de quercetina, melatonina e vitamina B6 contra 

lipoperoxidação (LPO) induzida por radical hidroxil (•OH), radical ascorbil (•Asc) e 

peroxinitrito (ONOO-) em lipossomas de fosfatidilcolina (PC), asolecitina (ASO) e em 

microssomas de fígado de rato (MC). Estes valores foram obtidos a partir dos resultados 

descritos nas figuras 47, 48 e 49. PO= efeito pró-oxidante.  
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6. CONCLUSÕES 

 

Este trabalho propicia uma visão ampla sobre a dinâmica que envolve a composição das 

membranas e as características intrínsicas das espécies reativas e dos antioxidantes presentes no 

meio, e determina diferentes níveis de lipoperoxidação nas bicamadas lipídicas. Este 

entendimento pode contribuir para a resolução de questionamentos que abordam os diversos 

graus de susceptibilidade tecidual a espécies reativas, influenciando desta forma o 

desenvolvimento ou agravamento de eventos patológicos no organismo. O trabalho também pode 

contribuir para uma nova consciência no que diz respeito a processos preventivos contra as 

doenças associadas a lipoperoxidação induzida por espécies reativas.  

Os resultados apresentados neste trabalho envolvem interações lipídio-lipídio (como em 

lipossomas compostos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina), bem como espécies reativas-

membranas-antioxidantes: 

� Os níveis de lipoperoxidação induzida por radical hidroxil, radical ascorbil e por 

peroxinitrito em lipossomas e microssomas de fígado de rato diferiram em função do tipo 

de espécies reativas testadas e da composição das membranas. Esta variação indica 

influências de interações eletrostáticas, propiciadas pela presença de cargas nos 

fosfolipídios de membranas, favorecendo ou inibindo o processo lipoperoxidativo no 

sistema. O conteúdo de hidrogênios metilênicos bis-alílicos parece estar relacionado com 

a similaridade dos índices de lipoperoxidação, induzidos por radical hidroxil e ascorbil, 

em lipossomas de fosfatidilcolina e em microssomas de fígado de rato. 

� A presença de concentrações crescentes de ácido fosfatídico, utilizado como agente 

indutor de cargas negativas, em lipossomas de fosfatidilcolina, propiciou uma redução 

não linear do percentual de lipoperoxidação induzida pelas três espécies reativas. Isto 
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indica que outras interações, diferentes das eletrostáticas e relacionadas a composição do 

sistema estudado, podem influenciar as interações entre as espécies oxidantes e os 

fosfolipídios de membrana. 

� Experimentos com calorimetria de varredura diferencial em lipossomas compostos por 

ácido fosfatídico e fosfatidilcolina, mostraram reduções graduais nos valores de ∆H à 

medida que a concentração de ácido fosfatídico aumentava no sistema. Isto sugere que a 

presença de ácido fosfatídico em lipossomas de fosfatidilcolina induz a um rearranjo 

lipídico para uma conformação mais ordenada e estável das cadeias alquílicas nas 

bicamadas.  

� A interação entre lipossomas constituídos por ácido fosfatídico e fosfatidilcolina e 

ferricianeto sugeriu uma distribuição lipídica na membrana que, de algum modo, não 

permite a formação de uma ligação química entre o grupo amônio quaternário da colina e 

o reagente de deslocamento. Estudos paralelos com ferrocianeto revelaram uma interação 

entre esta espécie diamagnética e os lipossomas compostos ácido fosfatídico e 

fosfatidilcolina. Os experimentos com ferrocianeto indicaram uma distribuição de ácido 

fosfatídico preferencialmente na monocamada interna da membrana. Os resultados estão 

de acordo com os obtidos em estudos anteriores com ferricianeto em lipossomas de ácido 

fosfatídico e fosfatidilcolina, em razões molares superiores as estudadas neste trabalho. 

Isto indica a viabilidade do uso de sais de ferrocianeto como reagentes de deslocamento 

em experimentos de RMN de 1H com membranas biológicas. 

� O potencial antioxidante da quercetina contra a lipoperoxidação induzida por radical 

hidroxil, radical ascorbil e peroxinitrito diferiu em função do tipo de membrana 

(lipossomas ou microssomas) e de espécies reativas presentes no sistema.  
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� As concentrações de melatonina necessárias para inibir em 50% os danod 

lipoperoxidativos, nas membranas testadas, apresentaram as maiores diferenças em 

função do tipo de espécie reativa e da composição das membranas. 

� A vitamina B6 apresentou comportamento antioxidante contra a lipoperoxidação induzida 

pelas espécies reativas em lipossomas, e um efeito pró-oxidante em microssomas de 

fígado de rato tratados com radical hidroxil e radical ascorbil. 

� Os resultados obtidos envolvendo o potencial antioxidante de vitamina B6 contra a 

lipoperoxidação induzida por peroxinitrito permitem uma caracterização pioneira do 

efeito protetor desta vitamina contra o dano oxidativo ocasionado por espécies reativas de 

nitrogênio.  

Os resultados apresentados neste trabalho podem ser relevantes para um maior 

esclarecimento sobre as interações que influenciam a liberação prolongada de fármacos em 

lipossomas. Deste modo, tal compreensão pode contribuir para o desenvolvimento de novos 

fármacos para a terapia de doenças e processos patológicos associados a lipoperoxidação por 

espécies reativas 272,273.  

 

7. PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho proporcionaram novos questionamentos, que 

direcionaram as perspectivas para pesquisas envolvendo: i) caracterizações físico-químicas de 

membranas após sua interação com melatonina; ii) estudos do potencial antioxidante de vitamina 

B6. com outras espécies reativas de nitrogênio; iii) investigações mais aprofundadas sobre as 

transições envolvidas em lipossomas compostos por misturas binárias de ácido fosfatídico e 

fosfatidilcolina, e iv) a interação dos mesmos com os reagentes de deslocamento ânion 
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ferricianeto e ferrocianeto. Desta forma, podem ser citadas como perspectivas para um trabalho 

próximo: 

� Investigações envolvendo modificações na ordem e dinâmica de fosfatidilcolina em 

bicamadas na presença de melatonina na forma adicionada e incorporada, através de 

medidas de RMN de 1H, 31P, 13C e 15N; 

� Acompanhamento de alterações topológicas em modelos de membranas, provocadas por 

sua interação com o antioxidante, através de análises envolvendo microscopia de força 

atômica (AFM); 

� Avaliação do efeito da melatonina no estado da fase lipídica nas propriedades elétricas de 

superfície da bicamada, através de estudos espectroscópicos com sondas ópticas e 

fluorescentes, como a merocianina-540; 

� Investigações sobre o potencial antioxidante da melatonina contra lipoperoxidação 

induzida por espécies reativas, quando incorporada em lipossomas. 

� Caracterização do potencial antioxidante de vitamina B6 contra a lipoperoxidação de 

outras espécies reativas de nitrogênio, tal como o monóxido de nitrogênio, realizada de 

forma a contribuir na elucidação do mecanismo de ação antioxidante da vitamina. 

� Aperfeiçoamento do estudo envolvendo os efeitos causados pela incorporação de ácido 

fosfatídico no comportamento termodinâmico de lipossomas de fosfatidilcolina, através 

da técnica de microcalorimetria. 

� Estudos sistemáticos de RMN de 1H envolvendo lipossomas constituídos por ácido 

fosfatídico e fosfatidilcolina, em diferentes razões molares, submetidos a diferentes 

concentrações de ânion ferricianeto e ânion ferrocianeto. 
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