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RESUMO

A lipoperoxidacdo de membranas bioldgicas, induzida por radical hidroxil, radical
ascorbil e a espécie reativa de nitrogénio 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 acido
fosfatidico e fosfatidilcolina em diferentes razdes de concentracdo; iv) microssomas de figado de
rato. As variacOes de entalpia e distribuicdo lipidica na bicamada, ocasionadas pela incorporacao
de acido fosfatidico em lipossomas de fosfatidilcolina foram investigadas através de calorimetria
de varredura diferencial e ressonancia magnética nuclear de *H, respectivamente. Também foi
analisada a inibicdo do processo lipoperoxidativo pelos antioxidantes naturais quercetina,
melatonina e vitamina Bg. Os niveis de lipoperoxidacdo variaram em fungdo das espécies
reativas, dos antioxidantes e da composicdo das membranas. O potencial oxidante das espécies
reativas em lipossomas de fosfatidilcolina e em microssomas de figado de rato apresentou a
seguinte ordem de poténcia: radical hidroxil ~ radical ascorbil > peroxinitrito, enquanto que em
lipossomas de asolecitina tal ordem apresentou-se como: radical ascorbil> radical hidroxil ~
peroxinitrito. A presenca de acido fosfatidico em lipossomas de fosfatidilcolina, nas
concentracOes testadas, promoveu uma queda no percentual de lipoperoxidacao induzida pelas
trés espécies reativas utilizadas. Da mesma forma, concentracdes crescentes de acido fosfatidico
em lipossomas de fosfatidilcolina proporcionaram uma reducdo dos valores de variacdo de
entalpia (AH) nas membranas, 0 que sugere um rearranjo de suas cadeias apolares para uma
forma mais ordenada e estavel. Os resultados envolvendo a distribuicdo de &cido fosfatidico em
lipossomas de fosfatidilcolina indicaram a viabilidade do uso de sais de ferrocianeto como

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



na monocamada externa e interna da membrana, através de RMN de *H, visto que os resultados
obtidos apresentaram-se de acordo com o0s dados documentados na literatura. Dentre 0s
antioxidantes testados, as concentragcdes de melatonina necessarias para inibir em 50% os danos
lipoperoxidativos nas membranas testadas apresentaram as maiores diferencas em funcéo do tipo
de espécie reativa e da composicdo das membranas. Uma caracterizacdo pioneira foi realizada
sobre o efeito protetor de vitamina Bg contra a lipoperoxidacgdo induzida por espécies reativas de
nitrogénio em membranas. Os resultados foram discutidos de forma a contribuir para uma visao
mais completa sobre a influéncia do comportamento intrinseco de membranas, espécies oxidantes

e antioxidantes na dindmica da lipoperoxidagéo.



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 (AH) and the distribution of phospholipids on phosphatidylcholine:
phosphatidic acid in different molar ratios in liposomes were obtained by differential scanning
calorimetry and *H-nuclear magnetic resonance, respectively. It was also evaluated the lipid
peroxidation inhibition by quercetin, melatonin and vitamin Bg. 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 AH 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 *H-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 Bg 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. INTRODUCAO

As membranas biologicas, matrizes basicamente lipidio-protéicas organizadas em
bicamadas, determinam as caracteristicas estruturais e funcionais das células eucaridticas, através
da interacdo entre fatores relacionados com a sua composi¢éo quimica, seu estado fisico e modo
de organizagdo 2.

A permeabilidade das membranas celulares, bem como as atividades enzimaticas
relacionadas, estdo diretamente associadas ao seu grau de fluidez. A fluidez da membrana, por
sua vez, pode sofrer modificagdes propiciadas por processos de lipoperoxidagdo (LPO) induzida
por Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e de Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs) em
fosfolipidios ®*. A lipoperoxidacdo é um processo altamente destrutivo associado a eventos
patolégicos como diabetes, cancer, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), danos por
isquemia e reperfusdo, processos inflamatorios cronicos, doengas neurodegenerativas, como
Parkinson e Alzheimer, dentre outros, conforme apresentado na tabela 1> %°.

A extensdo do dano lipoperoxidativo causado por espécies reativas estd associada a
diferenciacdo qualitativa e quantitativa dos constituintes fosfolipidicos em funcao dos tecidos do
organismo. As células neuronais, por exemplo, séo ricas em esfingomielina, enquanto que a
membrana de mitocondrias hepaticas é constituida por fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina,
diacilglicerol e fosfatidiletanolamina *'°. A figura 1 representa a estrutura de alguns dos
fosfolipidios associados a neurénios ou a mitocondrias hepaticas.

A heterogeneidade da composicédo fosfolipidica em membranas bioldgicas também afeta o
potencial de sistemas antioxidantes contra os danos causados pela lipoperoxidacao induzida por

espécies reativas 2.
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EVENTOS PATOLOGICOS ASSOCIADOS A LPO INDUZIDA POR EROs E
ERNSs

CATEGORIA EXEMPLOS

Derrame cerebral, infarto do miocardio,
Isquemia/ reperfuséo arritmias, angina, choque (perda tem-
poréria da funcdo do miocéardio).

Glomerulonefrites, vasculites, doengas
Danos imunes/ processos inflamatdrios auto-imunes, artrite reumatdide, hepa-
tites.

Doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, sindrome de  Down,
esquizofrenia, danos nervosos induzidos
por xenobidticos, apoptose neuronal.

Doencas neurodegenerativas

Danos oxidativos ao DNA Cancer

Tabela 1- Eventos patolégicos associados a lipoperoxidacdo (LPO) induzida por

espécies reativas de oxigénio (EROSs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) °
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Figura 1- Estrutura de alguns fosfolipidios presentes em neurénios e mitocdndrias
hepéticas™.
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As células apresentam defesas antioxidantes que podem ser classificadas em: i)
enzimaticas, que incluem as superoxido dismutases, catalases e glutationa peroxidases; ii) ndo
enzimaticas enddgenas, tais como glutationa reduzida e o composto inddlico melatonina; iii) ndo
enzimaticas exdgenas, dentre as quais podem ser citados 0s compostos fenolicos, como
flavonéides e vitaminas como a-tocoferol (vitamina E) e vitamina Bg °. Os mecanismos de agéo
de defesas antioxidantes incluem: i) atividades inibidoras da producéo de radicais livres, induzida
por metais de transicdo; ii) atividades inibidoras de reacdes em cadeia; e iii) atuacdes através de
mais de um mecanismo, ou “mecanismos mistos de ac&o” *2.

Indolaminas, como a melatonina, demonstraram atividade antioxidante através do
seqtiestro de radicais livres, como o radical hidroxil *. Em situacBes de estresse oxidativo, em
gue a membrana torna-se mais rigida, a melatonina pode estabiliza-la a um nivel de fluidez
6timo™®.

As propriedades antioxidantes de compostos polifenélicos de plantas, como os flavonoides,
podem estar relacionadas com as suas atividades como agentes redutores, doadores de hidrogénio

elou seqiiestradores de oxigénio singlete *°.

Flavonoides interagem com lipidios como
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e esfingomielina, modificando a fluidez da
membrana, 0 que parece ser um mecanismo adicional através do qual promove sua atividade
antioxidante na bicamada *"*®,

Diversas técnicas podem ser utilizadas para investigar as propriedades fisico-quimicas de
membranas, e os efeitos causados nas mesmas ap0s suas interacBes com espécies reativas e
antioxidantes. Dentre tais técnicas, podem ser citadas a espectroscopia de fluorescéncia,
espectroscopia de absorcdo UV-visivel, ressonancia paramagnética eletrénica (EPR), calorimetria

de varredura diferencial (DSC) e ressonancia magnética nuclear (RMN) > 292,
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A técnica de DSC permite a caracterizacdo termodinamica do comportamento de fase em
bicamadas lipidicas °. Esta técnica pode ser utilizada para o estudo do efeito causado por
interagdes entre fosfolipidios no comportamento termodindmico de fase de bicamadas hidratadas.
A interacdo de farmacos com modelos de membrana também pode ser investigada por DSC 222,

A técnica de RMN é uma das mais potentes no estudo de membranas bioldgicas e
modelos de membrana %. Esta técnica pode ser utilizada para pesquisas que envolvem a
elucidacdo estrutural de membranas, velocidade de movimentos conformacionais e translacionais,
ordem e reorientacdo molecular, e polimorfismo dos lipidios *?. Estudos com RMN de 'H
investigaram a distribuicdo fosfolipidica em modelos de membranas binarias, bem como a
permeabilidade de lipossomas a fons 2"%%,

Devido a quantidade e diversidade de patologias associadas com a lipoperoxidagdo de
membranas celulares, torna-se importante investigar a influéncia das interagcbes entre
fosfolipidios, bem como o comportamento intrinseco de espécies reativas e antioxidantes no
favorecimento ou inibicdo do processo lipoperoxidativo. A susceptibilidade de lipossomas a
lipoperoxidacédo induzida por espécies reativas de oxigénio esta consideravelmente documentada

na literatura %%

, 0 que ndo pode ser afirmado para o dano oxidativo induzido por espécies
reativas de nitrogénio. Da mesma forma, os estudos que abordam o efeito antioxidante de
vitamina Bs, atualmente estdo restritos ao potencial da vitamina contra a espécie anion
superdxido .

Neste trabalho, diferentes modelos de membrana foram avaliados, considerando a
susceptibilidade a lipoperoxidacdo induzida por espécies reativas, bem como as interacdes com
antioxidantes naturais. Para isto, os niveis de lipoperoxidag&o, induzidos por radicais hidroxil e

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

figado de rato (MC). Trés composic¢des lipossomais foram utilizadas: i) asolecitina de soja, que
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possui como componentes majoritarios a fosfatidilcolina, o fosfatidilinositol e a
fosfatidiletanolamina **; ii) fosfatidilcolina de ovo fresco, que apresenta diversos acidos graxos
saturados e insaturados em sua composi¢do; iii) uma mistura contendo diferentes razbes de
concentracOes de &cido fosfatidico e fosfatidilcolina (AF:PC). Os microssomas de figado de rato
possuem, adicionalmente aos fosfolipidios e &cidos graxos, sistemas enzimaticos em sua

composicao 3%

, uma variavel diferencial em comparagdo aos modelos de lipossomas utilizados.

A influéncia de relacdes inter-fosfolipidicas na susceptibilidade da membrana ao dano
induzido pelas trés espécies reativas citadas, foi investigada a partir de ensaios de
lipoperoxidacdo, em lipossomas compostos por &cido fosfatidico e fosfatidilcolina. Para melhor
entendimento de tais influéncias, a investigacéo foi direcionada para o estudo das modificagdes
causadas pela incorporacao de acido fosfatidico em lipossomas de fosfatidilcolina. Neste sentido,
foram avaliados o comportamento termodindmico de fase da bicamada, através de medidas de
DSC, e a distribuicdo fosfolipidica do modelo de membrana, através do uso da técnica de RMN
de 'H.

A percentagem de inibicdo dos danos lipoperoxidativos nas membranas, induzidos por
espécies reativas, apds interacdo das bicamadas com o0s antioxidantes naturais quercetina,
melatonina e vitamina Bs também foi determinada.

Os resultados obtidos neste trabalho foram discutidos de forma a contribuir para um ponto
de vista amplo e singular sobre a dindmica da lipoperoxidagdo, induzida ndo somente por
espécies reativas de oxigénio, como também por espécies reativas de nitrogénio, em membranas.

A compreensdo desta dindmica é relevante para o desenvolvimento de terapias preventivas e

curativas dos eventos patoldgicos associados a este processo oxidativo.



28

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MEMBRANAS CELULARES: FUNCOES, COMPOSICAO LIPIDICA, ESTADO

FISICO E ORGANIZACAO.

Membranas bioldgicas sdo responsaveis pelas caracteristicas estruturais e funcionais das
células eucarioticas. Sdo consideradas como centro de regulacdo da atividade celular, e
fundamentais para conservacdo da energia biologica. As funcbes basicas das membranas
celulares sdo: delimitar compartimentos intra e extracelulares; criar gradientes quimicos 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 exercam suas
funcBes metabdlicas de modo coordenado; fornecer substratos para o metabolismo como, por
exemplo, 4cido aracddnico para sintese de prostaglandinas; e favorecer a transducao de sinais ***.
Também possuem funcBes importantes durante os processos de endocitose, exocitose, divisdo,
fusdo e comunicacéo intercelular **°,

As funcbes das membranas sdo determinadas pela inter-relacdo de trés fatores: i)
composicdo quimica; ii) estado fisico; e iii) modo de organizacdo da bicamada. Estas inter-
relacdes estdo mostradas na figura 2.

As membranas sdo compostas por uma matriz de lipidios, distribuidos de forma
heterogénea, na qual cerca de 10° moléculas de diversas espécies, como proteinas e
polipeptideos, estdo inseridas e mantidas na interface 8. Existe uma variedade quantificada em
mais de 2000 lipidios nas membranas de mamiferos. Os lipidios podem ser classificados, de

1

acordo com sua estrutura, em fosfolipidios, esfingolipidios e glicolipidios ~. A composi¢ao
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quimica das membranas determina suas propriedades fisicas de carga liquida, potencial de dipolo,

propriedades elasticas, comportamento de transicdo de fases e hidratagdo, dentre outras %

ADO

ORGANIZACAO

COMPOSICAO

Figura 2- Conex0es entre composi¢do, estado fisico, organizacdo e fungdes das

membranas °.

Como citado anteriormente, a composi¢do heterogénea das membranas celulares esta
intimamente relacionada com seu estado fisico 3"*°. Os estados podem variar entre fases liquido-
cristalinas (L,) e gel (Lp), tipicas de bicamadas lipidicas; fase hexagonal invertida (Hy),
caracterizada pela auséncia da organizacdo dos componentes de membrana em bicamadas; e
outros estados intermediarios que ocorrem em transi¢cGes de fase, como por exemplo, a fase
hexagonal periddica (Pg') %640 Estes estados da membrana sdo influenciados por diversos fatores,
como temperatura, potencial de membrana, forcas osmoticas, vibracdo “stretching” dos
componentes e presenca de solutos na fase aquosa, dentre outros .

A composicdo quimica e o estado fisico das membranas propiciam as interagdes entre 0s
seus componentes, determinando a forma como 0s mesmos organizam-se 2. Os lipidios est&o

organizados estruturalmente em bicamadas assimétricas, nas quais faces hidrofilicas
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proporcionadas pelas regides polares dos lipidios estdo direcionadas para 0 meio aquoso

citoplasmético e extracelular **°.

Entre estas faces polares, estdo localizados 0s centros
hidrofébicos dos lipidios, protegidos da exposicdo ao meio aquoso extracelular **2. A estrutura
da membrana celular estéa representada na figura 3.

Dentre as forcas associadas a manutencdo do arranjo lipidico em bicamada no meio
aquoso, estdo incluidas as ligacdes de hidrogénio e outras provindas de interacGes hidrofilicas
(entre as cadeias polares dos lipidios), e as forcas de Van der Walls (entre as cadeias hidrofébicas
lipidicas) **. Existem ainda forcas associadas as interacBes entre as cadeias polares e/ou apolares
com o0 meio aquoso. InteracBes entre as cadeias hidrofébicas dos lipidios e o meio aquoso
estabelecem e caracterizam o efeito hidrofobico, que € imprescindivel para manter o arranjo
lipidico sob forma de bicamada®. Estas interacdes séo energeticamente desfavoraveis, devido as
contribuigOes oferecidas por uma variagdo de entropia no sistema de valor negativo (AS<0). Tais

valores de AS contribuem para um valor positivo da variacdo da energia livre de Gibbs (AG). ,

visto que esta é calculada pela equacao:
AG= AH - TAS (Equacéo 1),

em que AH é a variacdo de entalpia, T é a temperatura absoluta e AS, a variacdo de entropia do
sistema. Por outro lado, as interagdes entre as cabecas polares lipidicas e a agua direcionam a AG
para um valor menos positivo, caracterizando tais interagdes como sendo de ocorréncia mais
espontanea, quando comparada as que envolvem as cadeias apolares *.

As inter-relagbes que envolvem a composicdo quimica, o estado fisico e 0 modo de
organizacdo da membrana, estdo associadas a dindmica lipidica. Esta dindmica pode determinar

propriedades fisico-quimicas da membrana, como a fluidez. As influéncias causadas pela
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composicao lipidica, estado fisico e modo de organizacdo sobre a dindmica lipidica seréo

discutidas adiante com mais detalhes.
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Figura 3- Estrutura basica da membrana celular *

2.1.1. FOSFOLIPIDIOS DE MEMBRANAS CELULARES

Os lipidios de membrana geralmente possuem estrutura anfipatica, contendo assim uma
porcdo hidrofilica, denominada cabeca polar, e outra hidrofébica, conhecida por cauda apolar
(figura 4) *.

A cabeca polar pode ser constituida por grupos fosfato, amina e alcool, e a cauda apolar
contém cadeias de &cidos graxos. De acordo com suas caracteristicas estruturais, os lipidios de
membrana podem ser classificados em : i) fosfolipidios; ii) esfingolipidios; iii) glicolipidios e iv)
ester6is *. Com o objetivo de focalizar na proposta deste trabalho, somente os fosfolipidios serdo

abordados de forma detalhada.
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A estrutura quimica dos fosfolipidios caracteriza-se por conter duas cadeias de acidos
graxos que sofreram esterificacdo com um glicerol, cujo carbono na posicdo 3" apresenta ligaces
éster com um grupo fosfato. Este Gltimo esta unido, também através de esterificacdo, a um grupo
&lcool™*. A estrutura quimica dos fosfolipidios est4 representada na figura 5. A tabela 2 mostra
os diversos grupos alcoois que podem estar presentes na cabeca polar dos fosfolipidios.

A fosfatidilcolina é o fosfolipidio de constituicio majoritaria na membrana celular **.
Fosfatidilcolinas naturais apresentam uma cabega polar constituida por um grupo fosfocolina
zwiteridnico. Estes fosfolipidios também possuem duas cadeias de acidos graxos de extensdo
similar. A cadeia apolar ligada ao carbono 1° do glicerol apresenta-se geralmente saturada,
enquanto que a cadeia ligada ao carbono 2" costuma possuir insaturagdes (figuras 4 e 5). A cadeia
ligada ao carbono 2° do glicerol contém geralmente de uma a seis duplas ligacBGes, na

conformagao cis *°.

Figura 4- Representagéo

esquematica da estrutura

de um lipidio (superior) e
Cabeca polar Cauda apolar

estrutura da fosfatidil-
colina  (inferior). Em

vermelho, a cabeca polar;

HiC.
H,o— N7 em preto, a regido glicerol
I c/ e as cadeias alquilicas do

111

lipidio
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Alcood—0—P —0—CH, O Figura 5- Estru-
‘ 3 tura geral de
0 fosfolipidios *.

FUNCOES ALCOOL PRESENTES EM FOSFOLIPIDIOS DE MEMBRANA

FUNCAO ALCOOL ESTRUTURA
+
Colina HO——CH,—CH,— N (CH,),
+
Etanolamina HO—CH,—CH,— NH,
+
Serina HO——CH,—— CH ——NH

CO0~

HO CH, CH CH,OH

li |

Glicero Y

OH OH

OH
. OH
Inositol
OH
OH

Tabela 2- Estrutura dos grupos alcoois presentes na composic&o dos fosfolipidios *.
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O parametro de empacotamento (PP, abreviatura da expressdo em inglés “packing
parameter”) relativo a fosfatidilcolinas aproxima-se da unidade. Isto significa que estes
fosfolipidios apresentam conformacéo cilindrica e tendem a adquirir uma organizagdo em
bicamada, quando em meio aquoso. Para efeito de comparacéo, moléculas com PP muito inferior
ou superior a 1, tendem a associarem-se na forma de micelas ou em estruturas hexagonais

invertidas. Este parametro é definido por:

PP=V/al. (Equacdo 2),

Em que V corresponde ao volume hidrofébico; a, a area de superficie média ocupada pela regido
polar na interface ar/agua; e lc, a0 comprimento das cadeias alquilicas do fosfolipidio *"*.

O empacotamento da bicamada de fosfatidilcolina parece ser determinado pela
organizacéo de seus grupos glicerol, de forma a regular a permeabilidade de bicamada *°. As
fosfatidilcolinas distribuem-se principalmente na monocamada externa da membrana celular *°°*.
A principal funcédo das fosfatidilcolinas € manter a estrutura e organizagdo das membranas

celulares *

. Participam também da sinalizacdo celular, atuando como um reservatorio de
mensageiros lipidicos secundarios. As fosfatidilcolinas sdo fontes de lipidios bioativos como
diacilglicerois, fatores de ativacdo plaquetéria, acido aracdénico, acido lisofosfatidico e acido
fosfatidico °*°.,

A cabeca polar da fosfatidiletanolamina (figura 6) contém um grupo amino livre, e ocupa
menos espaco em relacdo as cadeias de acidos graxos. A relagdo entre as areas ocupadas pela
cabeca polar e as cadeias hidrofébicas da fosfatidiletanolamina proporciona ao aminofosfolipidio
o formato de um cone *. Os aminofosfolipidios possuem a tendéncia de formar estruturas néo

lamelares, isto é, sem a organizacdo em bicamada, como em fases hexagonais invertidas (H)

(figura 7) ou fases clbicas .
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Figura 6- Estrutura da fosfatidiletanolamina. Em vermelho, a cabeca polar

fosfoetanolamina; em preto, a regio glicerol e as cadeias alquilicas do lipidio™.

Figura 7- Representacdo esquematica de

aminofosfolipidios em fase hexagonal

invertida (Hy). Em vermelho, a cabeca

polar destes fosfolipidios; em preto, o

glicerol e as cadeias apolares °’.

Quando os aminofosfolipidios sdo forcados em uma estrutura planar, como em uma
bicamada, distribuem-se preferencialmente na monocamada interna. Nestas condicdes, a pressdo
intrinseca na parte hidrofébica da membrana é aumentada **°**’. Estas variagdes na tensdo das
cadeias hidrofobicas parecem regular a atividade e dobramento das proteinas inseridas na
membrana plasmatica °’. Dentre outros processos regulados pelos aminofosfolipidios, podem ser
citados a coagulagdo sangiiinea, adeséo celular e endocitose >,

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

ligada ao carbono 1° do glicerol, e uma cadeia insaturada ligada ao carbono 2° (figura 8) *.



36

Possui um grupo fosfoinositol em sua cabeca polar, 0 que confere uma carga negativa a este
lipidio. O fosfatidilinositol ainda pode sofrer fosforilagdes. De acordo com o nimero de fosfatos
extras, que podem unir-se por ligacdes éster as suas hidroxilas, o fosfolipidio pode denominar-se
como di- ou tri- fosfatidilinositol. Tais fosfatos extras propiciam cargas adicionais ao
fosfatidilinositol, distribuidas ao longo da superficie da membrana celular. Desta forma, a
presenca de fosfatidilinositol, bem como a de outros fosfolipidios negativamente carregados,
influencia a carga total da superficie da membrana *. O fosfatidilinositol parece ter papel

importante na sinalizacéo celular e no deslocamento dos lipidios de membrana .

H o H
HO H 1
Il:ll H P#W,W
HI:I l:l - '.hl:l - DmD-’W
H a T
H H - 1]

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

preto, a regido glicerol e as cadeias alquilicas do lipidio**.

O fosfatidilinositol pode facilmente organizar-se em bicamadas e, na membrana celular,
parece estar principalmente localizado na monocamada interna ®%,

Dentre os fosfolipidios presentes na membrana celular, os acidos fosfatidicos possuem a
estrutura quimica mais simples. Estes fosfolipidios ndo possuem o substituinte alcool ligado ao
seu grupo fosfato (figura 9) ®. Os estudos associados & distribuicdo de &cido fosfatidico na

27,65

bicamada lipidica apresentam resultados controversos , como sera discutido adiante neste

trabalho. Por ser um importante intermediario biosintético na sintese de triacilglicerol e
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diacilglicerol, o cido fosfatidico ocorre de forma minoritaria nas membranas celulares . Esta
associado aos processos de proliferacdo, mobilidade, agregacéo celular e processos de fuséo e
transporte na membrana %, Como o fosfatidilinositol, o 4cido fosfatidico é um agente indutor

de carga negativa na membrana celular .

r‘:J
e Lo
i S e f‘«.w,f xxvf/\

- e
- --"—OH'\._H

1

x_,.-fhvh"-\__f"'

O —m=0

-
- \Vﬂvf"xvﬂv,/ﬁvf“x\j/&hff

Figura 9- Estrutura do acido fosfatidico (AF). Em vermelho, a cabeca polar fosfato

sem substituintes; em preto, a regido glicerol e as cadeias alquilicas do lipidio **.

A presenca de cargas nas membranas celulares acarreta fendmenos eletrostaticos que
influenciam a conformacéo, atividade e transporte de varias moléculas, e controlam parcialmente
o reconhecimento intra e intercelular .

Membranas celulares contém numerosos ions e grupos polares, como 0s propiciados por
fosfolipidios, apresentando assim uma carga de superficie (figura 10). A presenca de cargas na
superficie da bicamada pode atrair contra-ions, bem como influenciar a distribuicdo dos mesmos
na interface membrana-meio aquoso ™. O fluxo de difusdo de contra-fons ao longo desta
interface propicia um potencial de superficie, que pode atrair e regular as atividades funcionais de

diversas espécies, como a proteina kinase C "2,
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extracelular

wtracelilar 2

i

Figura 10- Representacdo esquemética de uma membrana
bioldgica do ponto de vista eletrostatico. Em vermelho, as faces
hidrofilicas da membrana, constituida pelas cabecas polares dos
lipidios; em preto, o centro hidrofébico da membrana; em verde,

proteinas inseridas na bicamada. Adaptada de Cevc ™.

Estudos em bicamadas de fosfatidilcolinas demonstraram a presenca de associacfes
eletrostaticas interfosfolipidios entre o grupo amonio e o grupo fosfato. Estes estudos ressaltaram
a importancia da carga presente na cabeca polar da fosfatidilcolina para manutencdo do arranjo
em bicamada da membrana 3. Outras interages influenciadas por cargas de superficie envolvem
antioxidantes e membranas fosfolipidicas, como demonstrado em experimentos in vitro com
Trolox, a forma hidrossoltvel da vitamina E, em vesiculas fosfolipidicas de diferentes cargas %°.

A diversidade das estruturas associadas a cadeia polar dos fosfolipidios torna-se menos

complexa quando comparada a variedade de cadeias de acidos graxos que cada tipo de
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fosfolipidio pode apresentar. As diversas composicOes de acidos graxos sdo peculiares a cada
classe de fosfolipidio e tipo de membrana *. Os 4cidos graxos podem possuir cadeias alquilicas
saturadas e/ou insaturadas, e regulam a permeabilidade das membranas a substancias

hidrofilicas’.

2.1.2. ACIDOS GRAXOS INSATURADOS DE MEMBRANAS CELULARES

Cada classe de fosfolipidios possui uma composicdo tipica de acidos graxos, influenciada
pela sua origem tecidual *. As diferencas na composicao de 4cidos graxos em fosfatidilcolinas de
ovo fresco e de soja sdo mostradas na tabela 3.

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

membranas bioldgicas.

COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS ENCONTRADOS EM
PC DE OVO FRESCO E EM PC DE SOJA

ACIDO GRAXO SIMBOLO % EM PC DE OVO v Es%?,f DE

Palmitico 16:0 34 17
Palmitoleico 16:1 2 -
Estearico 18:0 11 6
Oléico 18:1 32 13
Linoleico 18:2 18 59
Linolénico 18:3 - 5
Aracdonico 20:4 3 -

Tabela 3- Percentual de acidos graxos presentes em fosfatidilcolina de ovo fresco e
fosfatidilcolina de soja “**. Simbolo= nimero de carbonos da cadeia: (nimero de

insaturacdes).
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ACIDOS GRAXOS COMUNS EM MEMBRANAS BIOLOGICAS

- NOME
SIMBOLO POPULAR ESTRUTURA
Saturados
14:0 ACidO )OL\/\/\AN\/\
miristico HO CH,
e ACidO jjl]\//\/\\/\/\/\\/\/\
palmitico o \ CH,
18:0 Acido 0
estearico )J\/\/\/\/\/\/\/\/\
HO CH,
Insaturados
16:1 Acido i
palmitoleico o )L/WW/\/CW
18:1 Acido i
A /U\/\/\/\/z\/\/\/\/CHS
oléico HO
18:2 Acido o
linoleico HC,J\/\/\/\/=\/=\/\/\.:;H3
18:3 Acido 0
linolénico o — — =
20:4 Acido .
aracddnico
HD _ _ _ _ CH

Tabela 4- Estrutura de 4cidos graxos presentes em membranas bioldgicas .
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Os acidos graxos encontrados na membrana celular de animais sdo, em sua maior parte,
poliendicos. Contém ligacBes duplas de conformacdo predominantemente cis que, por sua vez,
apresentam um arranjo polialilico ".

Dados de cristalografia de raio-X determinaram que a presenca de uma insaturagéo cis na
porcdo alquilica dos &cidos graxos ocasiona um desvio no angulo entre ligacfes. Este desvio

angular resulta na inclinacdo da cadeia alquilica ", conforme mostrado na figura 11.

& & H H
HHHH HHHHH »
HECCOOOCCES d oy
H HHHHHH H \C“ s }{ff ligagdo dupla cis
[19[{%;4‘?‘;{8& H
H ot ) *Cf’ O =
I
O‘If ligagdo dupla trans

Figura 11- A) Estrutura do &cido cis-oleico; B) inclinacdo da cadeia alquilica

propiciada pela ligagdo dupla cis, comparada a cadeia contendo uma ligacéo trans’®"".

O angulo entre uma ligacdo simples de carbono e uma insaturacao cis é de 123° enquanto
que o angulo entre duas ligacdes simples de carbono é de 111°. Por esta diferenca, o
empacotamento inter-cadeias torna-se mais dificil, em relacdo ao empacotamento de acidos
graxos saturados, a medida que o nimero de insaturacGes aumenta. Isto propicia uma desordem
na cadeia e um menor grau de rigidez na membrana "®™. O efeito da presenca de insaturacdes cis
na cadeia alquilica no empacotamento da bicamada esta representado na figura 12.

Ao influenciar a ordem do arranjo lipidico e, por conseqiiéncia, seu grau de mobilidade,

as configuracdes cis e trans das cadeias alquilicas influenciam o estado fisico da membrana ™.
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saturada monoinsaturada poliinzaturada

Figura 12- Representacdo esquematica do empacotamento lipidico em
bicamadas de fosfatidilcolinas saturadas, monoinsaturadas e poli-

insaturadas’®.

Atraveés dos efeitos decorrentes dos graus de insaturacdo e do arranjo polialilico da cadeia

apolar lipidica, os &cidos graxos podem ser associados a processos de fusdo da membrana %%,

82,83 84,85

modulacdo da atividade enzimética ligada a membrana e adesdo celular , € manutencao

ou alteracio da permeabilidade %%

Como pode ser observado, a presenca de insaturacfes na cadeia de &cidos graxos exerce
uma influéncia profunda nas propriedades da membrana “*. Alguns autores sugerem que o fator
determinante principal do grau de fluidez das membranas é o grau de insaturagdes presentes em

suas cadeias de 4cidos graxos %%,

2.1.3. FLUIDEZ E DINAMICA LIPIDICA DAS MEMBRANAS CELULARES

A fluidez da membrana celular é uma propriedade fisico-quimica de definicdo complexa,

devido a natureza fortemente anisotrépica da bicamada. Modelos convencionais consideram a
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bicamada lipidica como uma estrutura de fase unicamente fluida, associando a mobilidade lateral
de seus componentes, quando ndo estdo diretamente ancorados ao citoesqueleto, a mobilidade
lateral dos liquidos ®°. Porém, a grande heterogeneidade dos componentes de membrana propicia
a ocorréncia de fendbmenos cooperativos, que podem resultar em diferentes transicdes de fase,
outros fendmenos de ponto critico e equilibrios multi-fases. Tais fenbmenos cooperativos
proporcionam & bicamada lipidica uma estrutura com caracteristicas de fase liquido-cristalina,
que pode conter areas delimitadas em fase gel, e/ou vice-versa *’. Estas areas sdo conhecidas por
dominios, que sdo definidos como qualquer regido cuja composicdo lipidica seja diferente em
relagdo s outras areas remanescentes da membrana *.

O comportamento de fase e a organizacdo lateral de membranas heterogéneas podem
sofrer alteracdes, ocasionadas por variacBes sutis de composicdo lipidica, temperatura, forca
idnica e pH ¥'. Isto reforca a visdo de que todos os fendmenos ocorrentes na membrana celular,
inclusive os que repercutem na variacdo do seu grau de fluidez, sdo consequéncia da interagao
entre todos 0s seus componentes e ndo apenas do efeito proporcionado por moléculas individuais.
Este ponto de vista torna-se necessario para melhor entendimento da dindmica existente na
membrana celular .

A dindmica lipidica envolve caracteristicas conformacionais e translacionais das
moléculas no plano da bicamada ** (figura 13).

A dindmica conformacional envolve movimentos intra-moleculares como rotagédo ao
longo do eixo, vibragdo metilénica “stretching” simétrica / assimétrica e isomerizagdo trans-
gauche *. Uma das técnicas que pode ser utilizada para investigar a dinamica intra-molecular dos
lipidios € a espectroscopia Raman. Através desta técnica pode-se detectar estas cadeias lipidicas,

quando na configuracio gauche, através da analise das bandas na regido préxima a 1100 cm™ ©2).



44

O aparecimento de moléculas na configuracdo gauche esta diretamente associado a um aumento

do grau de fluidez na membrana

92,93

dop
Rotacéio \ Flip-Flop —— : ]
a0 longo Transicéo principal —— ‘ Difuséo latera
do eixo o I 10 plano
i Difusdo Lateral ) :
o . H  Rotagio ao longo do eixo
2 4 i Isomerizagdo trans-gauche i
\/\/\ . . l:
1 3 H Vibracio - CH, ;
C2 2 T T T T T T T T T :‘.
412108 6 4 2 0 24 ;
trans  gauche Freqiiéncia 107/ sec iy
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Vibracéo "stretch" simétrica  Vibragéo "stretch” assimétrica

Figura 13- Frequiéncias caracteristicas e movimentos relacionados a dindmica lipidica

conformacional e translacional de membranas .

A dindmica translacional dos lipidios envolve indicadores da posi¢édo lateral da molécula

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

transicéo de fase principa

01
([

Em fosfolipidios de constituicdo majoritaria em bicamadas, como a fosfatidilcolina, a

velocidade da dindmica translacional é bastante inferior aquela correspondente a dinamica

conformacional . A velocidade do processo de difusdo passiva trans-bicamada dos lipidios

(tempo de meia vida, ty,= horas a dias) é conseqiiencia do desfavorecimento energético

envolvido na difusdo das suas cabecas hidrofilicas através do centro hidrofébico da bicamada .
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Isto indica que cabecas polares carregadas podem reduzir a velocidade relativa da mobilidade
trans-bicamada dos lipidios. Entretanto, alguns fosfolipidios negativamente carregados, como o
acido fosfatidico, podem ter suas cargas neutralizadas por protonagdo, o que reduz o ty, de

movimentacdo trans-bicamada para segundos .

No organismo, este tij, é principalmente
reduzido pela agdo de proteinas catalisadoras da difusdo lipidica trans-bicamada, como as
aminofosfolipidios translocases *'.

A transicdo de fase principal é um fenbmeno pseudo-critico, isto €, um principio de
primeira ordem que ocorre muito préximo ao ponto critico e, consequentemente, esta associado a
variagdes térmicas %%, Refere-se a transicdo de uma bicamada lipidica na fase gel para a fase
liquido-cristalina *.

Na fase gel (figura 14A), os lipidios apresentam uma velocidade de difusdo lateral
reduzida e cadeias apolares de mobilidade restrita, cujas insaturagfes tendem a adotar uma
configuracdo trans. Nesta fase, a conformacdo e orientacdo lipidica tornam-se altamente
ordenadas .

Na fase liquido-cristalina, os lipidios apresentam conformacéo e orientacdo desordenada
(figura 14B), sofrendo rapidas difusdes laterais e translacionais no plano da bicamada *. O
estado liquido-cristalino propicia um alto grau de mobilidade lateral aos lipidios de membrana, o
que determina as condices 6timas para o funcionamento de protefnas *%.

A transicdo principal é geralmente acompanhada pela formagdo de dominios, na qual
grandes variacbes de densidade térmica sdo manifestadas, induzindo uma diferenciacdo no

¥ A medida que o grau de

comportamento termodindmico de lipidios de membrana
heterogeneidade das membranas aumenta, a formacao de dominios e os fendbmenos cooperativos
adquirem maior complexidade . Isto pode ocasionar uma separacdo macroscépica de fases e

gerar diferentes fendmenos de ordenamento de natureza estatica ou mesmo um ordenamento
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global das moléculas *’. Durante a separacdo de fases, parece ocorrer um forte fendmeno de

compress&o na membrana, e as propriedades seletivas a solutos sdo modificadas °.

Figura 14- Comportamento da bicamada
lipidica na fase gel (A) e liquido-cristalina
(B). Representadas em cor vermelha, a cabeca
polar dos fosfolipidios; as cadeias apolares,
representadas em cor preta, possuem alto grau

de movimentacio .

Outras propriedades da membrana que podem ser alteradas durante a transi¢do principal

estdo relacionadas a morfologia, area, ordem conformacional das cadeias hidrofébicas, ordem

translacional/ cristalinidade lipidio-moléculas e espessura *"4%°,

Um segundo tipo de transicao relacionado a membranas é conhecido como pré-transicao,
por apresentar-se de forma adjacente a fase gel e liquido-cristalina. Lipidios que sofrem a pré-

transicdo apresentam fase hexagonal periodica (Pg-), caracterizada por ondulagdes resultantes do

pareamento irregular entre as &reas respectivas ao grupo polar e as cadeias hidrofobicas ***%. A

velocidade desta transicdo é baixa e os valores de AH envolvidos sdo inferiores aos

103,104

correspondentes a uma transicdo principal Neste tipo de transicdo podem ocorrer
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mudancgas consideraveis em propriedades dos lipidios, como varia¢des no grau de hidratagcdo da
cabeca polar, no acoplamento entre as monocamadas, na simetria caracteristica ao
empacotamento das cadeias alquilicas, ou ainda um aumento no niimero de ligacées gauche®%,

Os estados das fases, bem como a composicao lipidica, extensdo da cadeia hidrofobica,
pressdo, grau de hidratacdo, interacdo com colesterol e farmacos anestésicos, e 0 processo de
lipoperoxidacao séo fatores determinantes do grau de fluidez das membranas #%°%,

A composicdo lipidica esta intimamente associada a temperatura das transi¢des de fase e,
conseqiientemente a um aumento ou reducdo do grau de fluidez das membranas. O
comportamento termodinamico de lipidios contendo cadeias apolares insaturadas é diferenciado
do relativo a lipidios saturados, visto que a presenca de insaturac@es na cadeia alquilica reduz as
temperaturas tipicas de transicdo de fases dos lipidios para uma faixa abaixo de 0°C 1'%,
Estudos anteriores demonstraram que a incorporacdo de &cidos graxos insaturados na
conformacdo cis, como acido oleico, linolenico e aracddnico, em um sistema composto por
fosfatidilcolina, reduziu a sua temperatura de transicéo da fase gel para liquido-cristalina **°.

O estudo cientifico sobre as influéncias especificas dos lipidios nas propriedades das
membranas celulares pode ser dificultado, devido a grande heterogeneidade de cadeias apolares
presentes nestas bicamadas lipidicas. Entretanto, tais interferéncias podem ser eliminadas através
da utilizacdo de modelos de membrana, que propiciam um maior controle sobre os componentes

que podem influenciar o sistema estudado "***.

2.1.4. MODELOS DE MEMBRANAS CELULARES

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

dificultados pela interferéncia provocada pela sua heterogeneidade. Assim sendo, tornam-se
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importantes 0os modelos de membrana celular, cujas variaveis podem ser estabelecidas e
controladas, permitindo que os principios fisico-quimicos e interagdes especificas sejam
interpretados de forma mais precisa "**'®. Neste trabalho, lipossomas e microssomas de figado de
rato foram utilizados como modelos de membrana.

O uso de lipossomas como modelo de membranas celulares em experimentos cientificos é
bastante difundido, e proporciona vantagens como a facilidade de producdo, com propriedades
reproduziveis, além da possibilidade de obtencdo em grandes quantidades *!"'8 Os
lipossomas possuem constituicdo lipidica similar a da matriz de células e organelas, e podem
apresentar uma ou Vvarias bicamadas, também conhecidas por lamelas, simulando de forma
eficiente determinadas propriedades das membranas °.

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho, nimero de lamelas,
ou método de preparacdo **°. Os trés tipos mais comuns de lipossomas usados em trabalhos
cientificos sdo: vesiculas grandes multilamelares (MLVSs), vesiculas grandes unilamelares
(LUVs) e vesiculas pequenas unilamelares (SUVS). As MLVs possuem um diametro superior a
400 nm e sdo compostas por muitas lamelas heterogéneas em seus compartimentos internos. A
quantidade de lamelas presentes nestas vesiculas dificulta o estudo de propriedades da bicamada
lipidica, como permeabilidade e fusdo. As MLVs costumam ser preparadas a partir da dispersdo
de lipidios em meio aquoso ***'?°. LUVs apresentam didmetros na faixa de 50-400 nm e sdo
organizados em apenas uma bicamada. Podem ser preparadas a partir da filtragdo sob presséo em
filtros de policarbonato de porosidade definida, sonicacdo, ou extruséo de uma amostra de MLV
229419 Técnicas modificadas de hidratagdo, como procedimentos que envolvem a evaporago de
solventes e dialise de lipidios dissolvidos em detergentes, podem ser utilizadas para formar LUVs

de uma forma direta, ndo originadas de MLVs "***?2, SUVs possuem diametro na faixa de 20-50
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nm e sdo mais instaveis em relacdo aos dois primeiros tipos de lipossomas **°. A estrutura de um

lipossoma unilamelar esta representada na figura 15.

Figura 15- Corte transversal de um lipossoma unilamelar. Em
vermelho, as cabecas polares; em preto, as caudas

hidrofdbicas'?,

Lipossomas constituidos por grupos polares carregados sdo considerados modelos
realisticos e de efeitos similares quando comparados com as membranas 2%,

Os microssomas de figado de rato sdo modelos de membranas naturais que possuem uma
alta concentracdo de &cidos graxos poliinsaturados *2. Também fazem parte da composicao
microssomal  fosfatidilcolina,  fosfatidiletanolamina,  fosfatidilinositol,  fosfatidilserina,

esfingolipidios, colesterol e sistemas enziméticos como o citocromo P-450 e citocromo bs *262%,

A atividade enzimatica decorrente do reticulo endoplasmaético, presente nos microssomas, é uma
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variavel diferencial neste modelo de membrana, quando comparado ao modelo de lipossomas
descrito. Tal caracteristica viabiliza o uso de microssomas para estudos com xenobidticos ***3,
Neste trabalho, lipossomas unilamelares e microssomas foram usados, como modelos de

membrana, em ensaios de lipoperoxidacdo induzida por espécies reativas. As caracteristicas

destas espécies serdo discutidas adiante.

2.2. ESPECIES REATIVAS E RADICAIS LIVRES

De forma geral, um radical livre pode ser definido como um atomo ou uma molécula
independente que possui um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada
eletronica™2. O elétron desemparelhado altera a reatividade quimica de seu respectivo atomo,
tornando-o mais reativo em relacdo a sua forma ndo-radical *. Assim, sdo caracteristicas dos
radicais livres a instabilidade, a alta reatividade e o paramagnetismo ***3.

O termo espécie reativa é utilizado para descrever ndo somente radicais livres mas
também outras moléculas ndo-radicalares que, em condigdes fisiologicas, podem promover
reacdes de oxidagdo ou de reducdo *. A figura 16 representa a distribuic&o eletronica em orbitais
de diversas espécies reativas de oxigénio. As espécies reativas bioldgicas podem ser classificadas
em Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNS), de acordo

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

apresentados na figura 17 .
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Figura 16- Distribuicdo eletrénica em orbitais para diversas espécies reativas de

oxigénio®.

Espécies reativas de oxigénio sdo geradas a partir do metabolismo de aminas biologicas,
prostaglandinas, purinas, esterdides, aminoacidos, carnitina e enzimas como a xantina oxidase.
Também podem ser produzidas a partir da auto-oxidacdo endogena de pequenas moléculas como
flavinas, catecolaminas, hidroquinonas e hemoglobinas, bem como da acdo de redutases de
flavoproteinas e de citocromos Paso, entre outros **3*. A tabela 5 apresenta algumas fontes

celulares de producdo de diversas espécies reativas de oxigénio (EROSs).



EROs

Radicais Né&o radicais
Superoxido, O, Peroxido de Hidrogénio, H,O,
Hidroxil, *OH Acido hipocloroso, HOCI
Peroxil, RO, Ozo6nio, O3
Alcoxil, RO* Oxigénio singlete, 'Ag

Hidroperoxil, HO,*

ERNS
Radicais Né&o radicais
Monoxido de Nitrogénio, NO* Acido Nitroso, HNO,
Dioxido de Nitrogénio, NO,* Trioxido de dinitrogénio, N,O3

fon nitronio, NO,"

Anion Nitroxil, NO°

Tetroxido de Dinitrogénio, N,O4
Peroxinitrito, ONOO"

Acido Peroxinitroso, ONOOH

Cloreto de Nitrila, NO,CI

Figura 17- Exemplos de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) ®.
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FONTES CELULARES DE PRODUCAO DE EROs

FONTES EROs
ENDOGENAS Mitocondria 0,°, H,0,, "OH
Citocromo P-450 0,°, H,0O,

Macrofagos/ células inflamatorias 0,°, H,0,, OCI -

Peroxissomos H»0,
EXOGENAS Metais ‘OH
Radiacao *OH

Tabela 5- Fontes celulares de geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs)™,

Em sistemas biologicos, as espécies reativas de nitrogénio possuem como fonte priméria o
monoxido de nitrogénio ou 6xido nitrico, NO®, espécie sintetizada por 6xido nitrico sintases,
geralmente em concentracdes de 0,02 a 2uM %7, As reacBes mais proeminentes do monéxido
de nitrogénio envolvem interacBes com centros metélicos em proteinas, como os de ferro e cobre,
ou com radicais livres, que resultam na producdo de diversas espécies reativas de nitrogénio
(figura 18). Dentre estas espécies, pode ser citado o peroxinitrito, ONOQO", produto gerado
durante lesdes teciduais que podem ocorrer, por exemplo, em casos de hipertenséo & .

Espécies reativas de oxigénio parecem estar envolvidas em importantes funcdes
fisioldgicas, como a transducdo de sinais que propiciam a expressdo geneética, e a proliferacéo

celular ¥91%° As espécies reativas de nitrogénio possuem fungdo essencial como intermediarios
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da sinalizacdo celular que envolve oxi-reducdo como, por exemplo, as respostas celulares

especificas reguladas por fatores de crescimento e citocinas ***.

XOD

NAD{P)H ox NOS
Mito
C 0 .‘/CNU—- NOy

Oxidacéo Nitragio
Nitrosaciio
NO -NO,

Figura 18 — Representacdo esquematica de reacgdes
biol6gicas que produzem espécies reativas de nitrogénio
a partir do mondxido de nitrogénio, NO°. MPO=
mieloperoxidase; NOS= oxido nitrico sintase; Mito=

mitocondria; XOD= xantina oxidase %,

A atividade de espécies reativas de oxigénio e de espécies reativas de nitrogénio em um
organismo sadio costuma ser regulada através de defesas antioxidantes, que podem ter origem: i)
enzimatica, como as superoxido dismutases, catalases e glutationa peroxidases; endégena nado-
enzimatica, como a glutationa reduzida; iii) exogena, tais como flavondides, a-tocoferol
(vitamina E) e o grupo conhecido por vitamina B .

As patologias associadas a espécies reativas decorrem do estresse oxidativo, isto é, um
desequilibrio na razéo entre espécies oxidantes e sistemas de defesas antioxidantes em favor das

primeiras 1*#1%3. O estresse oxidativo é propiciado através do efeito causado pela exposicdo do
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organismo a qualquer situacao fisioldgica de estresse, e/ou fontes exdgenas de especies reativas,
como poluentes ambientais, nos sistemas de protecdo celulares. Dentre os poluentes ambientais
podem ser citados fumaca de cigarro, radiacdo, hidrocarbonetos halogenados (como o gas cloro-
flior-carbono), metais pesados, e certos pesticidas, como o Paraquat (dimetil pirimidina)™***444°,
Uma segunda fonte exdgena de espécies reativas é o alcool, cujo consumo pode induzir reacdes
oxidativas no figado **.

Diversos efeitos associados a espécies reativas podem ser desencadeados no organismo: a
modificacdo de aminoacidos, alteracdo de atividades enzimaticas, quebra de ligacGes peptidicas,
modificacGes em glicoproteinas, perda de metal em metaloproteinas, aumento na susceptibilidade
a proteolise, oxidacdo de grupos tidis para pontes dissulfetos e alteracbes nos receptores e no
caréter antigénico, dentre outros ***"1*® Espécies reativas de oxigénio podem interagir com o
4cido desoxiribonucleico (DNA), induzindo mutacdes nas bases nitrogenadas e cancer 3%,

Dentre as espécies reativas de nitrogénio, 0 ONOO™ pode induzir a apoptose de tipos celulares

como timdcitos e células corticais ***°**** dentre outras agdes descritas na tabela 6.

PEROXINITRITO: ALVOS E ACOES BIOLOGICAS
ALVO EFEITO CONSEQUENCIA
Reducédo de fatores

Oxidacéo: deplecéo da

Tiois glutationa reduzida antioxidantes e de transcripcéo
Lipidios Oxidacéo : lipoperoxidagédo Dano as membranas
MnSOD Nitracdo: inibicdo enzimatica Be.dUan d,a . dismutagao - do
anion superoxido
. o « Desorganizacdo da arquitetura
Citoesqueleto Nitracéo: alteracdo da estrutura

celular

Tabela 6- Acbes biologicas causadas por interacdo de peroxinitrito com moléculas

especificas 2.
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2.2.1. REACOES BIOLOGICAS QUE ENVOLVEM A PRESENCA DE ESPECIES

REATIVAS

As espécies reativas interagem com outras moléculas biologicas atraves das seguintes
reacdes: i) adicdo, ii) transferéncia de elétrons e iii) abstracéo de hidrogénio ®.

Uma reacdo de adicdo importante ocorre entre o radical hidroxil ("OH) e a base guanina
do DNA, e esté representada na figura 19. Esta adi¢do constitui um mecanismo de lesdo ao acido

nucleico e possui como produto a 8-hidroxiguanina .

0]

</|:| )\ — Ho\<jfk
9\*

Guanina
\. H,

l +é +H*

N
HO\</ | NH
—
N” N7 e,
R

8- Hidroxiguanina

Figura 19- Adicao de radical hidroxil ("OH) & base guanina do DNA ®..
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A adicdo de NO; (nitragdo), NO'(nitrosacio) e NO (nitrosilagio) sdo freqiientes em
reacBes envolvendo espécies reativas de nitrogénio *3**°3%>* por exemplo, a nitracéo de residuos
de tirosina (TYR), representada na figura 20, pode ocorrer no peptideo vasoconstritor
angiotensina 11 *>**®, Esta reacdo gera 3-nitrotirosina (NTYR), um produto estavel que vem
sendo utilizado em estudos cientificos como um marcador do dano tecidual mediado por NO ° e

ONOO 156,157.

OH
NH_+ i =z NH,+ OH
o S - o
+ ONOO o NO.
Q ]
TYR Peroxinitriio NTYR

Figura 20— Nitragdo da tirosina por agdo de peroxinitrito **.

Dentre as reagfes que envolvem transferéncia eletronica, podem ser citadas as envolvidas
no sistema ativo de oxigénio, que reduz o oxigénio molecular a 4gua. O sistema ativo de oxigénio
consiste de quatro etapas nas quais ocorre a transferéncia consecutiva de quatro elétrons, um em
cada etapa. A transferéncia eletronica em cada etapa do sistema promove a formagdo de,
respectivamente, anion superoxido (O,") , peroxido (Oy), radical hidroxil (*OH) e agua (figura

21) 1%
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A abstracdo de um hidrogénio pode ocorrer nas cadeias alquilicas de acidos graxos,
desencadeando o inicio do processo de lipoperoxidacdo em membranas bioldgicas, discutido

detalhadamente adiante 8.

Oo,!
m \ é

hv (+ HY \
ou 6
outra 0, —>0,"———> 0, ——> 'OH ——=H,0
fonte (+H*) (+ H*) (+ H*) (+HY)
de energia _ ;

91, Oxigénio Radical Perdxido Radical Agua

Molecular Anion Hidroxil
Superéxido

Figura 21- Sistema ativo de oxigénio **,

222. QUIMICA DO RADICAL HIDROXIL, RADICAL ASCORBIL E DO

PEROXINITRITO

Utilizou-se neste trabalho radical hidroxil ("OH), radical ascorbil (Asc) e peroxinitrito
(ONOQ), justificando assim uma revisao sobre estas especies reativas.

Dentre as espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxil possui um dos maiores
potenciais oxidativos, sendo gerado in vivo a partir da reducdo monovalente da molécula de O,

(ver figura 21) #134%° Foi

estabelecido que, em sistemas bioldgicos, o radical hidroxil também
pode ser produzido a partir da reacao de Fenton/ Haber-Weiss, embora a importancia bioldgica da
mesma ainda seja discutida atualmente **"***%!_ A reacéo de Fenton (equacio 4) é catalisada por

Fe** (e algumas vezes por Cu®"), desde que este é reduzido ao interagir com O,", gerando o fon
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ferroso. O Fe?* pode reagir com H,O,, recuperando o ferro em seu estado de maior oxidacéo e

produzindo anion hidroxila e *OH. A somatoria das duas reacdes descritas nas equacdes 3 e 4,

constitui a reagio de Haber-Weiss (equagao 5) ***1%,

Fe +0," > Fe'? + 0, (Equagéo 3)
+

Fe'? + H;0,-> Fe™ + OH +'OH  (EquagZo 4)
= 0," +H;0,> 0, + OH + "OH (Equagéo 5)

O radical ascorbil (Asc) é uma espécie intermediaria formada durante a oxidacdo do

4cido ascorbico (AscH,) a acido dehidroascérbico (DHA)*®

, conforme representado na figura 22.

OH
HO*COq/O
HO Asen, M Figura 22- Oxidagdo
. . de é&cido ascorbico
N (AscH,) a éacido
- 01; ] HO%O dehidroascorbico
e = (DHA). O radical
L o) oH ascorbil ("Asc) é o
intermediario forma-
+H' | |-H" pK =118 FHT| HT pK = -0.86 do durante a perda de
OH OH / OH um elétron do acido
HO N0 HO‘[SETO o~ HO 0 ascorbico e esta
. A:_O_ o .A_SC o- 7o assinalado por16l:ma
flecha vermelha™.
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Em microssomas de figado de rato, o radical ascorbil parece complexar-se com o ferro

ligado @ membrana (figura 23). Casalino e colaboradores

1

% sugeriram que este complexo

catalisaria 0 processo oxidativo em cadeias apolares de membranas bioldgicas.

S

C ———
WA R Pa p CH,OH
CH==CH CH—Ch W i
HOCH
| 0
H H ;‘ i
\‘c/ ” 0 0
WA e ™ Py B,/
CH==CH CH===CH AL

N
b THtOH
HOCH
Q
G =0
” -(v_
g o
H (=)
= Fe
|HAOH
HOCH
),-O
20
H
A |
n/ 0, 0
HY 49

Figura 23- Complexacéo entre radical ascorbil e ferro microssomal, catalisando
um processo oxidativo em membranas bioldgicas. Adaptada de Casalino, Sblano

e Landriscina 1,

O peroxinitrito (ONOQ") apresenta um alto potencial oxidante, sendo produzido no

organismo através da reacdo entre 0 mondxido de nitrogénio e o anion superdxido

167,168
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NO®* + O, > ONOO  (Equacao 6)

O método mais utilizado para a sintese experimental de peroxinitrito ocorre via
“quenched-flow”, que sera detalhadamente descrito na secao referente a materiais e metodos. A
sintese por este método envolve reacdes entre nitrito acidificado e perdxido de hidrogénio
(equacao 8), formando &cido peroxinitroso. Em meio basico, o acido peroxinitroso (ONOOH)
desprotona a peroxinitrito (equacao 9) .

HNO,+ H" < H,0 + NO*  (Equagcdo 7)
NO*+ H,0; > ONOOH + H* (Equacio 8)

ONOOH + OH - ONOO "+ H,O (Equacéo 9)

O peroxinitrito apresenta pKa (pKa= 6,8) proximo ao pH fisioldgico (pH= 7,4). Desta
forma, esta espécie reativa pode atuar no organismo também na presenca de 4&cido
peroxinitroso™®*'%”. O 4cido peroxinitroso possui alta velocidade de decomposic&o. Os produtos
da decomposicéo do acido peroxinitroso sao compostos de 60-70% de ion nitrato (NO3’) e de 30-
40% de di6xido de nitrogénio (NO,") e radical hidroxil ("OH) 01",

O peroxinitrito também pode interagir com dioxido de carbono, CO,, espécie importante
por sua funcdo de tamponamento em diversos sistemas no organismo **’. O diéxido de carbono
parece catalisar a decomposicdo de peroxinitrito, formando um aducto ONOOCO; ~. O aducto
pode decompor-se rapidamente em radical anion carbonato (*CQ3) e radical diéxido de nitrogénio
(NO,*) 10 17217 "Um diagrama esquemético do modelo proposto por Stanbro **’ da formagdo e
decomposicdo de peroxinitrito/ cido peroxinitroso (considerados no esquema diretamente como

ONOOQO") em lipoproteinas é demonstrado na figura 24.
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H' NO,” +H

\ k, /ﬂ
ONOOr

by
ki co, «OH+ NO*
NO*
ks
ONOOCO; > NO; + 00,
lﬂ'I'|l
«C0, + NOT

Figura 24- Diagrama esquematico das reacGes de formacdo e

decomposico de peroxinitrito/4cido peroxinitroso ¢’

Na tabela 7 sdo mostradas as reacdes envolvidas no modelo proposto para formacéo e
decomposicdo de peroxinitrito/ acido peroxinitroso e suas respectivas constantes de
VeIocidade167,170,171,176—178.

E valido ressaltar que as reagbes formadoras das espécies reativas de nitrogénio s&o

: H AnG : ' 136,167,179
aceleradas quando em compartimentos hidrofébicos, como ocorre nas lipoproteinas :

Neste trabalho, o radical hidroxil, radical ascorbil e peroxinitrito foram utilizados para
promover a lipoperoxidacdo em modelos de membrana. A compreensdao da quimica destas

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

indices de oxidacéo em diversos modelos de membrana.
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REACOES ENVOLVIDAS NO MODELO DE FORMACAO E DECOMPOSICAO DE
ONOO/ ONOOH E CONSTANTES DE VELOCIDADE

REACOES CONSTANTES DE VELOCIDADE
(1) NO* + O, > ONOO ki=5x 10 Ms?

(2) ONOO "> NO* + 0," k,= 0,017 s*
(3) ONOO "> NO," + *OH ks= 0,207 s*
(4) ONOOH > NOj + H* ks= 0,483 s

(5) ONOO "+ CO, > ONOOCO, ks=5,8x10*Ms?
(6) ONOOCO, > NO," + *CO3 ke=3x10°s™
(7) ONOOCO, = NO5 + CO; k;=7x10°s™

Tabela 7- Reagdes envolvidas no modelo de formacdo e decomposicdo de ONOO/

ONOOH e constantes de velocidade *°77%74476178,

2.2.3. LIPOPEROXIDACAO DE ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS

O processo de lipoperoxidacdo em membranas lipidicas compreende de trés eventos
principais: iniciacdo, propagacao e terminagao.

A iniciacdo geralmente ocorre quando uma espécie reativa abstrai um hidrogénio
pertencente a cadeia poli-insaturada de lipidios da membrana. A abstracdo de hidrogénio por
espécies reativas € favorecida energeticamente em hidrogénios metilénicos bis-alilicos, cujo valor
da energia de dissociacdo da ligacdo C-H (75-80 kcal/mol), é inferior ao correspondente a energia
envolvendo a dissociacdo de hidrogénios alilicos (~ 88 kcal/mol) e alquil (~ 101 kcal/mol) (figura
25). Ao possuir uma dissociacdo mais favorecida energeticamente em relacdo aos outros tipos de
hidrogénios presentes na cadeia, o0s hidrogénios bis-alilicos estdo mais susceptiveis a

oxidacgo*®18,
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alquil bis-alilico
~ 101 keal/mol 75-80 kcal/mol

| f
RGH H  HH ~
\l'—l_l—'l\/:\}%:/

/A HH H

alilico
~88 kcal/mol

Figura 25- Energias de dissocia¢do das ligagcbes C-H para
hidrogénios bis-alilicos (em vermelho), alilicos e alquil de
cadeias hidrocarbonetos 2.

Apos a abstracdo do hidrogénio, uma nova espécie radical centrada no carbono € formada,
podendo interagir com oxigénio molecular para formar um radical lipidico peroxil. Este radical
lipidico pode abstrair um atomo de hidrogénio de um segundo acido graxo, levando a geragdo de
outro radical centrado no carbono e de um radical hidroperéxido. O peroxil também pode sofrer
ciclizacdo, formando um peréxido ciclico, que pode sofrer rearranjos a endoperdxidos. As
reacOes descritas a partir da formacdo de radical peroxil caracterizam a etapa de propagacéo do
processo oxidativo. A oxigenacdo, hidrolise dos endoperdxidos ou o fornecimento de energia via
calor para os mesmos sdo reagdes que participam da etapa de terminacédo, gerando produtos néo
radicais como malonildialdeido (MDA) e 4- hidroxialcenais (4-HDA) 8182183,

As etapas ocorrentes no processo de lipoperoxidagdo induzida por espécies reativas estdo

representadas na figura 26.
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Figura 26- Esquema de lipoperoxidagdo em 4&cidos graxos poli-insaturados.
l:abstracdo de hidrogénio da cadeia poli-insaturada de lipidios de membrana;
2:formacédo de radical peroxil; 3: formacdo da segunda espécie radical centrada no

carbono; 4: formagao de endoperdxidos. Adaptado de Halliwell e Gutteridge®.

A lipoperoxidacdo pode propiciar 0 enrijecimento da membrana ao aumentar a razdo

molar entre colesterol e fosfolipidios %!, A influéncia do processo oxidativo no aumento do
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grau de rigidez da membrana estd bem evidenciado na literatura através de estudos envolvendo
doencas neurodegenerativas e envelhecimento 84,

Em modelos de membrana, o processo espontaneo de lipoperoxidagédo pode propiciar
efeitos diferentes entre o grau de fluidez de lipossomas e de microssomas de figado de rato. Em
lipossomas, a lipoperoxidagéo provoca o enrigecimento da bicamada. Em microssomas, tal dano
oxidativo costuma desencadear um aumento no grau de fluidez da membrana #.

As células apresentam defesas que atuam em sinergismo contra a lipoperoxidacdo
induzida por espécies reativas nas membranas celulares, como citado anteriormente. Os

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

0s compostos utilizados neste trabalho, serdo discutidos a seguir.

2.3. ANTIOXIDANTES

As espécies antioxidantes podem ser classificadas segundo o0 mecanismo de acao em: i)
inibidoras da producdo de radicais livres, induzida por metais de transicdo; ii) inibidoras de
reacdes em cadeia; e iii) espécies que atuam por dois ou mais mecanismos sinergisticos, também
conhecidos por “mecanismos mistos de agéo” 3¢,

O éacido dehidroascorbico ¢ um exemplo de espécie inibidora da producdo de radicais
livres, induzida por metais de transicdo. Esta espécie pode atuar em misturas de ions metalicos de
transicéo e lipoproteinas 18718,

Dentre os inibidores de reacdes em cadeia estdo incluidos os compostos capazes de
sequestrar ou estabilizar radicais livres. Sdo exemplos deste grupo: i) radicais livres relativamente

estaveis, como o radical 6xido nitrico e 1-oxil-2,2,6,6- tetrametilpiperidina (TEMPO) %% : i)
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E 189,192 :

agentes redutores, como 0 acido ascérbico e a vitamina e iii) compostos que interagem

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

Dentre 0s compostos que atuam por mecanismos mistos, podem ser citados 0s
antioxidantes naturais quercetina, melatonina e vitamina Bs.

A quercetina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona) é um flavondide consideravelmente
discutido na literatura por suas propriedades bioldgicas, que inclui o potencial antioxidante contra

radicais hidroxil, &nion superéxido, peroxil e alcoxil ®'%. Os flavondides costumam atuar via

sequiestro de radicais livres e/ou ligando-se a metais de transicéo %

Figura 27- Estrutura da quercetina (3,5,7,3", 4’- pentahidroxiflavona) **.

A estrutura da quercetina apresenta grande importancia para a sua atividade antioxidante
(figura 27). Os grupos funcionais responsaveis por tal atividade estdo circundados na figura 27
por linhas tracejadas. O potencial redox da quercetina é aumentado devido a presenca do grupo
catecol no anel B e do grupo hidroxil no anel C, que possuem propriedades elétron-doadoras,
constituindo um alvo para espécies reativas ****%. A presenca da insaturacéo entre os carbonos 2

e 3 do anel C confere a estrutura da quercetina um maior grau de coplanaridade em relagdo a
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outros flavondides que ndo possuem esta dupla ligag&o, como a taxifolina **. A conjugacéo desta
dupla ligagdo com o grupo carbonila no carbono 4 é responsavel pelo deslocamento de elétrons
provindos do anel B. Isto potencializa a capacidade seqiestrante de radicais livres ou pode
conferir um alto grau de estabilidade aos radicais fenoxil, resultantes da abstracdo do hidrogénio

199,200 Tal

pertencente ao grupo hidroxila por espécies reativas estabilidade é fator determinante

para eficiéncia de flavondides no seqiiestro de espécies reativas 2%

Um segundo fator que favorece o potencial antioxidante da quercetina é a sua interacao
com o centro hidrofobico das membranas e a sua complexacgdo reversivel com as cadeias polares
dos fosfolipidios 2%,

A melatonina (N-acetil-2-metoxitriptamina) € um neurohormonio, cuja sintese ocorre
principalmente na glandula pineal, a partir do metabolismo do triptofano 2°2. A melatonina atua

como um mediador quimico que regula uma variedade de funces enddcrinas, neurais e

imunes®®® 2 A estrutura da melatonina esta apresentada na figura 28.

CH,

Figura 28- Estrutura da melatonina (N-acetil-metoxitriptamina)>®
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A melatonina tem sido considerada uma espécie antioxidante potente contra os efeitos
danosos provocados pelo estresse oxidativo no organismo. Este neurohorménio atua através do
seqliestro de uma variedade de espécies reativas como radical hidroxil, peroxinitrito, acido
peroxinitroso, peroxido de hidrogénio, oxigénio singlete e mondxido de nitrogénio.

O potencial sequestrante de espécies reativas da melatonina é determinado pelos
substituintes do anel heteroaromético indolaminico que, por sua vez, proporciona uma alta
eletroreatividade no sistema. Pode-se afirmar que a quimica de oxidacdo da melatonina esta
diretamente associada a um balanco dos efeitos provocados pela presenca dos residuos N-acetil e
metéxi 2%, O substituinte met6xi ligado ao carbono 5 da melatonina parece evitar a formacéo de
radicais intermediarios centrados no oxigénio e/ou diminuir a formacao de radicais centrados no
carbono, uma vez que estes radicais podem comportar-se de forma pro-oxidativa ou propiciar a
formacéo de produtos téxicos, como dimeros 2°7?%, O substituinte N-acetil determina a quimica
de oxidacdo da melatonina, como pode ser visto na figura 29, relativa a reagdes entre o
antioxidante e radical hidroxil para formar 3-hidroximelatonina ciclica, produto facilmente
excretado na urina 2>,

A interacdo entre melatonina e acido peroxinitroso (ONOOH) parece envolver uma
transferéncia eletrénica da primeira para o segundo, propiciando a formacdo de um radical cation
melatoninil (figura 30). Os produtos majoritarios provindos destas interacfes sdo 0 5-metoxi-2-
hidropirrol indol e 6-hidroximelatonina. Estes produtos podem reagir novamente com &cido
peroxinitroso, resultando em N-acetil-N"-formil-5-metoxicinuramina e 4,6-dihidroximelatonina,
respectivamente ?°. A 6-hidroximelatonina parece atuar como um seqiestrador de outros radicais

livres 2°.
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O grupo denominado vitamina Bg € composta por piridoxina, piridoxamina e piridoxal
fosfato, interconversiveis a nivel celular #*. Estudos anteriores sugerem que a vitamina Bs
previne a formacdo do radical anion superéxido e de peréxidos lipidicos *°.

O mecanismo quimico no qual os compostos de vitamina Bg inibem as reacdes de
lipoperoxidagdo ainda ndo foi documentado na literatura #*2. Porém, o grupo é constituido por
compostos fendlicos (figura 31), que possuem alta reatividade sobre os radicais peroxil. Tal
reatividade é determinada por: i) energias de dissociacdo de ligagdes; ii) estabilizacdo por
ressonancia do radical resultante; iii) potencial redox; iv) impedimento estérico para abstracdao do
hidrogénio pertencente ao grupo hidroxila ou & amina por radicais peroxil ***. Os substituintes
hidroxil e amina no anel piridina da vitamina B possuem propriedades sequestrantes de radicais

de oxigénio #+#2,

H
o
HO— =~ H
~ B - O— p—0
H,C N Piridoxina ‘
O
Piridoxal fosfato
H
NH, ‘ .
o—_=C NH
HO = OH N\ /
HyC \N Piridoxamina OH CH,

Figura 31- Estrutura dos componentes do grupo vitamina Bg: piridoxina,

piridoxamina e piridoxal fosfato %,
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A vitamina Bg também pode atuar de forma indireta, visto que sua deficiéncia no
organismo limita a disponibilidade de cisteina, inibindo a fungdo da metionina na biossintese de

glutationa reduzida (GSH) %,

2.4, TECNICAS INSTRUMENTAIS UTILIZADAS PARA CARACTERIZAR
MEMBRANAS FOSFOLIPIDICAS E SUAS INTERACOES COM ESPECIES

REATIVAS E ANTIOXIDANTES

A caracterizacdo de membranas e suas interacGes com espécies reativas e antioxidantes
podem ser investigadas por diversas técnicas instrumentais. Dentre estas, estdo incluidas a
espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia de absor¢cdo UV-visivel, ressonancia
paramagnética eletronica (EPR), calorimetria de varredura diferencial (DSC) e ressonancia
magnética nuclear (RMN) 2035:40:215216

A espectroscopia de fluorescéncia baseia-se na absor¢do molecular de um foton, cuja
energia € correspondente a diferenca entre o estado eletronico fundamental e um dos estados
eletronicos excitados da molécula. Apos sofrer um periodo de termalizacao, os elétrons retornam
do primeiro estado de excitacdo ao seu estado fundamental, emitindo energia em forma de luz %'
A intensidade de emissdo pode ser detectada em funcdo de comprimentos de onda fixos, atraves
de fluorimetros ou espectrofluorimetros *%. O grau de fluidez de membranas, ap6s sua interacéo
com espécies reativas ou antioxidantes, pode ser monitorado através da analise da anisotropia da
emissdo de fluorescéncia. Por esta analise, o grau de fluidez da membrana pode ser detectado a
partir da mobilidade de uma sonda, inserida em determinado local da bicamada %729,

A espectroscopia de absorcdo em UV-visivel esta baseada em medidas de absorbancia ou

de transmitancia de luz por solucBes, em cubetas transparentes que contém um caminho optico de
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comprimento determinado. Através desta técnica, pode-se determinar a concentracdo de um
soluto a partir de seus coeficientes de absor¢do molar e do comprimento do caminho 6ptico da
cubeta, através da representacdo matematica da lei de Beer. Esta lei relaciona de forma linear as
medidas de absorbancia, caminho éptico e concentracdo do analito **2. Niveis de lipoperoxidagdo
em membranas podem ser avaliados ao determinar-se a concentracdo de complexos formados
entre os produtos gerados neste processo oxidativo e &cido tiobarbittrico ?%#. Detalhes sobre
este método estdo descritos no item “Materiais e Métodos” deste trabalho. A técnica de UV-
visivel ainda pode ser utilizada para a deteccdo de modificagdes no estado da fase lipidica e nas
propriedades elétricas de superficie das membranas. Estas alteracbes podem ser caracterizadas
através da andlise do comportamento de sondas espectroscopicas, como a merocianina-540, apos
interacdo com a bicamada lipidica. Espectros de absor¢do de monémeros de merocianina-540
indicam que a forma da banda de Ams € sensivel a polaridade do ambiente. A formacdo de
dimeros de merocianina-540 em membranas correlaciona-se com a densidade do arranjo da
cadeias alquilicas proximas aos grupos polares do fosfolipideo e com a curvatura da
vesicula®'®?%,

Os principios da ressonancia paramagneética eletronica (EPR) fundamentam-se na
orientacdo de elétrons desemparelhados em um campo magnético. Pelo fato de existir pouca
incidéncia de moléculas bioldgicas que possuem elétrons desemparelhados, sondas como 1-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPQO) e N-oxil-4"-4"-dimetiloxazolidina (DOXIL) €é bastante
usado em estudos de caracterizacdo de membranas e efeitos causados nas mesmas apds interacdes

com antioxidantes 2%%°,

Métodos de “spin-trapping” podem ser utilizados em estudos de
lipoperoxidacdo em membranas. Estes métodos caracterizam-se pela formacéo de adutos estaveis

a partir da reacdo entre um radical livre, como o radical hidroxil, e uma segunda espécie, como o
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oxido de 5,5,-dimetilpirrolina (DMPOQ). Os adutos formados podem ser medidos diretamente por
EPR %%,

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) e a ressondncia magnética nuclear (RMN)
foram aplicadas neste trabalho, justificando uma revisdo mais detalhada sobre estas técnicas,

descrita a seguir.

2.4.1. CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL APLICADA AO ESTUDO

DE MEMBRANAS

A aplicacdo da técnica de calorimetria de varredura diferencial (Differential Scanning
Calorimetry - DSC), para o estudo da transicdo da fase gel para liquido-cristalina em bicamadas
lipidicas, est4 bem documentada na literatura >10022422

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 aluminio)
contendo a amostra a ser investigada e uma referéncia (em geral a panela vazia), em funcéo da
temperatura ou do tempo. Um experimento de DSC em funcdo da temperatura consiste em
aquecer a amostra e a referéncia, com uma taxa de aquecimento fixa. Inicialmente, a diferenca de
temperatura (AT) entre os dois recipientes é nula. Porém, caso a amostra sofra alguma
modificacdo em sua estrutura atdmica, devido ao efeito da temperatura, AT sera diferente de zero,
pelas variacBes na distribuicdo do estado energético do sistema amostra-referéncia *°**%. Esta
variacdo na distribuicdo do estado energético do sistema amostra-referéncia 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

estdvel ou de menor energia, liberando calor. Um exemplo é a relaxacdo estrutural e, (ii)
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endotérmico, ocorre quando a amostra realiza uma transicdo de fase ou fusdo. Nesse caso, a
amostra absorve calor para vencer a barreira de energia que separa os dois estados energéticos 2.

Os aparelhos de DSC podem ser classificados de acordo com os principios operacionais
como: i) calorimetros de varredura diferencial por fluxo de calor (usado nessa dissertagdo), e, ii)
calorimetros de varredura diferencial por compensacdo de calor. O aparelho DSC usando fluxo
de calor, utiliza recurso termo-elétrico para medir AT entre 0s dois recipientes contendo a
amostra investigada e a referéncia. Os dois recipientes sdo aquecidos por uma Unica fonte e, caso
a amostra sofra alguma modificacdo estrutural, o sinal correspondente a medida de AT é obtido
como uma diferenca de potencial elétrico, fornecida em unidades de poténcia (Watts,
W)3100228.229 A Figura 32 mostra 0 arranjo experimental presente no aparelho DSC usando

fluxo de calor.

purga de gas

/
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Figura 32- Arranjo experimental de calorimetria de varredura diferencial por

fluxo de calor %°.

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

podemos obter a variacdo de entalpia (AH) associada aos processos exotérmico e endotérmico
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ocorrendo na amostra investigada. O valor de AH para cada evento é obtido atraves da integracdo
da area sob o pico correspondente.
Esta relacdo pode ser explicada pela equacdo bésica envolvendo o calor liberado ou

absorvido pela amostra durante a transi¢do por unidade de tempo (dH/dt)

dH/dt= - dg/dt + (Cs-Cr) dTp/dt — RCs d’g/ dt?*  (Equacéo 10),

onde dg/dt é o fluxo de energia registrado pelo aparelho de DSC, Cs é soma das capacidades
calorificas referentes a amostra e a referéncia, Cr é a capacidade calorifica da referéncia, Tp € a
temperatura do disco termoeletrico do aparelho expressa por unidade de tempo, e R é a
resisténcia térmica. A area sobre o pico da curva é Aq = —AH .

O aparelho de DSC por compensacéo de calor diferencia-se daquele que opera por fluxo
de calor, por utilizar fontes separadas para aquecer 0s recipientes contendo a amostra e
referéncia. Caso a amostra sofra alguma modificagéo estrutural devido ao efeito da temperatura,
provocando assim uma variagdo em AT, ajustes potenciométricos nos dois aquecedores
compensardo a diferenca na distribuicdo energética entre a amostra e a referéncia, fornecendo
mais ou menos energia para o sistema de forma a manter AT nula *°%2%622°,

Dentre os diversos trabalhos que envolvem o comportamento termodindmico de
membranas biologicas e modelos de membrana, analisados por DSC, podem ser citados
investigacdes sobre a miscibilidade de fosfolipidios compostos por diferentes acidos graxos. A
heterogeneidade da mistura fosfolipidica provoca um grande alargamento dos picos nas curvas

64,226

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

de dimiristoil 4cido fosfatidico (DMPA) e dipalmitoil acido fosfatidico (DPPA) %%,
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Outros trabalhos em que podem ser utilizadas medidas de DSC estdo relacionados a

investigagdo de mudancas na organizacdo de bicamadas lipidicas, resultantes do estresse

oxidativo induzido por espécies reativas e de interacdes com antioxidantes 2323,
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Figura 33- Curvas de DSC para misturas de
DMPA/DPPA em diferentes fracbes molares. O
alargamento dos picos ¢é observado a medida que
as fragcbes molares (x) de DPPA aumentam nas

misturas lipidicas %%,
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2.4.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR APLICADA AO ESTUDO DE

MEMBRANAS

As interacdes magnéticas anisotropicas das membranas bioldgicas podem ser detectadas
através da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN), desde que em condi¢des nas quais a
velocidade do movimento molecular seja compativel com a escala de tempo do aparelho usado 2°.

Os fundamentos teoricos da técnica de RMN baseiam-se no principio de que, em um
campo magnético externo aplicado (Bo), nucleos que possuem momentos magnéticos podem
absorver uma radiacdo eletromagnética em determinada regido de radio-freqliéncia. Tal

frequéncia é determinada através da equacdo 11:

v=y Bp(1l-0)

(Equacéo 11),
27

em que y é a razdo magnetogirica do ndcleo, By é o campo aplicado e o, a constante de
blindagem.

Os nicleos mais analisados em amostras de fosfolipidios sdo *H, 2H, *C, *'P, *N e °N
28236 A quantidade de radiacdo eletromagnética que os nicleos absorvem é dependente da
interacdo entre 0 campo magnético externo e o campo magnético provocado pelo giro dos
elétrons ao longo do eixo nuclear 23>2372%

Os espectrometros de RMN mais utilizados atualmente sdo os denominados aparelhos de
pulso com transformada de Fourier (figura 34). Nestes aparelhos, um nucleo submetido a um
forte campo magnético externo recebe e absorve numerosos pulsos de radiacdo de radio-

freqiiéncia. O tempo de duracdo destes pulsos, t, costuma ser menor que 10 us, e a freqliéncia de

radiacdo, na ordem de 10° a 10° MHz. O intervalo entre os pulsos, T, costuma durar de um a
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varios segundos. Durante este intervalo, um sinal de radio-freqiiéncia de dominio temporal,
denominado decaimento de inducdo livre (FID), é emitido a partir da relaxacdo do ndcleo
excitado. Este sinal é detectado por uma bobina receptora de radio-freqiiéncia, e armazenado em
um computador para tratamento de dados. Por aplicacdo da transformada de Fourier, o FID é

convertido em um sinal de dominio de freqiiéncia, que é apresentado no espectro de RMN (figura

35).
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Figura 34- Esquema representando o RMN de pulso: (a) sequiéncia de pulso; (b) ampliacdo do

pulso de radio-frequiéncia
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Figura 35- Sinal de FID e sinal de dominio de freqiiéncia obtido ap6s transformada de
Fourier 28

O comportamento do nucleo durante os procedimentos sucedidos na técnica de RMN de
pulso pode ser representado através de coordenadas cartesianas com o auxilio de vetores (figura
36). Antes de serem submetidos aos pulsos de radio-frequéncia, 0s momentos magnéticos
nucleares (M) estdo alinhados com o campo magnético externo, By (figura 36 a). A emissao de
um pulso de radiofreqiiéncia no sistema (no caso da figura, um pulso de 90°), gera um segundo
campo magnetico (representado como B; na figura 36 b, atravessando o eixo X) que desvia o0
alinhamento do vetor M com o eixo z , proporcionando a rotacdo do vetor em torno do eixo X e
do plano y-z (figura 36 c e d). Este desvio caracteriza o estado de ressonancia do nucleo, definido
como uma condicdo de transferéncia de energia, em que uma pequena perturbacdo periodica
(neste caso, B;) produz uma mudanca consideravel em algum parametro do sistema analisado
(como ocorre na orientacdo de M). Quando a emissdo do pulso cessa, o nucleo tende a relaxar e
retornar a sua posicao alinhada, emitindo o sinal de FID %2,

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

uma nuvem eletrdnica, cuja densidade varia em funcdo do seu ambiente quimico. Esta nuvem de
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elétrons gera um campo magnético intrinseco responsavel pelo efeito de blindagem no ndcleo
que, somado ao campo externo, resulta no campo efetivo. Esta blindagem é diretamente
proporcional a densidade da nuvem eletronica presente em torno do nucleo, e altera a frequéncia
de absor¢do do mesmo em relacdo a freqiiéncia de absor¢do de um nucleo usado como referéncia
interna. A diferenca entre as posi¢des espectrais de um ndcleo em particular e de outro nicleo
usado como referéncia, causada pelo grau de blindagem ou desblindagem (o segundo é resultante
de interacBes entre o nlcleo e o seu ambiente quimico, que reduzem a densidade da sua nuvem
eletrbnica) do primeiro, é denominada deslocamento quimico (8).

O 06 pode ser quantificado em unidades de freqiiéncia (Hz) ou em unidades adimensionais,
caso seu valor em Hz seja dividido pela freqiiéncia aplicada no nticleo e multiplicado por 10°. As
unidades adimensionais do & sdo expressas no espectro de RMN como partes por milhdo
(ppm)**. No espectro de RMN o & pode estar direcionado para regides espectrais mais blindadas,
conhecidas como “campo alto”, ou para regides menos blindadas, denominadas “campo baixo”,
sendo que 0 campo magnético aumenta da esquerda para direita *:32%®,

Adicionalmente ao grau de blindagem, outros fatores podem influenciar o & de um nucleo,
como o solvente utilizado durante o experimento, o pH, temperatura do meio no qual a amostra
se encontra, concentracdo e sua interacdo com reagentes de deslocamento.

A troca de um solvente clorado (como CDCI3) utilizado para dissolver uma amostra de
metil-acetileno em um experimento de RMN de H, por um solvente aroméatico (como CgD)
pode alterar a posicao e aparéncia de sinais referentes aos grupos metila e alquino no espectro

(A3 entre os dois grupos de 0,4 ppm) 2.

A influéncia da temperatura sobre o 6 pode ser exemplificada atraveés de observagdes

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 hidrogénios metilénicos ligados a colina
(—CH,N") para um campo mais alto em relacdo ao mesmo experimento realizado a temperatura
ambiente (25 °C) %*°.

Reagentes de deslocamento sdo complexos de coordenacgdo, geralmente paramagnéticos,
que, ao interagir com o nucleo, alteram a sua densidade eletrbnica. Apresentam-se como centros
compostos por metais ou lantanideos coordenados a ligantes organicos. Sdo exemplos de
reagentes de deslocamento paramagnéticos os sais de eurdpio, de praseodimio, e de ferricianeto
27238240 Complexos diamagnéticos, como cobalto (III)- octaetilporfirinas, também s&o
considerados reagentes de deslocamento Uteis para experimentos de RMN de *H que envolvem
aminas 2.

Os reagentes de deslocamento sdo comumente utilizados em investigagdes que envolvem
a assimetria transbicamada presente em lipossomas de composi¢do heterogénea, podendo
elucidar aspectos topogréficos de uma bicamada lipidica, como por exemplo, a distribui¢cdo dos
lipidios na monocamada externa e interna de vesiculas 2728:240.242:243244

Bicamadas compostas por fosfatidilcolina sdo relativamente impermeaveis a ferricianeto
de potéssio, propiciando a interacdo do anion ferricianeto, Fe(CN)s ~ apenas com o grupo

27,28

amonio da colina presente na monocamada externa (—N*(CH3)3; EXT) , modificando assim o

grau de blindagem dos hidrogénios ligados a este alcool, em relacdo ao dos ndcleos associados a
colina pertencente & monocamada interna da membrana (—N*(CH3); INT) ?. O anion
ferricianeto, Fe(CN)s ¥, paramagnético, pode modificar o & dos nlcleos da membrana de PC
através do mecanismo de deslocamento por contato, ou de Fermi, no qual o elétron

desemparelhado do ion metalico forma uma ligacdo quimica com o grupo amdnio presente na

colina 2% A figura 37 apresenta o espectro de RMN de *H de lipossomas de fosfatidilcolina
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apos interacdo com 150 mM de ferrocianeto de potassio. A interagao eletrostatica entre N*(CH3)3
EXT (6=3,26) com o anion ferricianeto direciona o & do sinal dos hidrogénios ligados ao &lcool
fosfolipidico para um campo de aproximadamente 0,3 ppm mais blindado em relacéo ao sinal dos

hidrogénios ligados a—N*(CH3)3 INT %/,

(a) (b) (c)

L 1

(d) (e)

Figura 36- Comportamento da magnetizacdo resultante de um conjunto de ndcleos em
um experimento de pulso de 90 °: (a) precessdo dos nucleos com magnetizacdo
resultante (M) na direcdo do campo magnético externo (By); (b), (c) e (d) rotacdo do
vetor M durante o tempo de duracdo do pulso; (e) relaxacdo apOs o término do

pu|30218,238
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Em espectros de RMN de *H, a integral de determinado sinal de dominio de freqiiéncia,
correspondente a area sob a curva do mesmo, pode ser usada para calcular o nimero de prétons
correspondentes ao sinal obtido #®%*, Em membranas compostas por misturas binarias de
fosfolipidios, sendo fosfatidilcolina um de seus compostos, a distribuicdo do segundo fosfolipidio
pode ser investigada comparando-se os valores das integrais dos picos correspondentes aos
hidrogénios ligados & N*(CH3); EXT e aos ligados & N*(CH3); INT *’. BERDEN e
colaboradores % determinaram a localizacdo preferencial de AF, PE e fosfatidilserina em
lipossomas de PC, como sendo a monocamada interna da vesicula.

Outros estudos relacionados as membranas biologicas e modelos de membrana e
efetuados através da técnica de RMN, estdo associados a elucidagdo estrutural, velocidade e tipos

de movimentos conformacionais e translacionais dos lipidios, ordem e reorientacdo molecular e

polimorfismo®%.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho visa contribuir para uma visao singular e mais completa sobre o processo de
lipoperoxidacdo induzida ndo somente por espécies reativas de oxigénio, como também por
especies reativas de nitrogénio, em membranas de diferentes constituicdes. Desta forma,
pretende-se investigar os efeitos propiciados por caracteristicas intrinsecas de fosfolipidios e
acidos graxos, espeécies reativas, bem como de antioxidantes naturais, sobre o favorecimento ou
inibicdo do processo lipoperoxidativo. Desde que uma ampla variedade de processos patologicos
estd associada a lipoperoxidacao induzida por espécies reativas, este estudo pode ser Gtil para

prevencao e terapia desses distarbios.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

<> Realizar um estudo comparativo dos indices de lipoperoxidacdo induzida pelas espécies
reativas radical hidroxil, radical ascorbil e por peroxinitrito em modelos de membrana de
diferentes constituicdes. 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 concentracdes crescentes de &cido fosfatidico; e iv) microssomas de
figado de rato.

<> Avaliar a eficiéncia dos antioxidantes naturais quercetina, melatonina e vitamina Bs

contra o processo lipoperoxidativo nos sistemas mencionados acima.
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X Investigar o comportamento termodindmico de lipossomas constituidos por diferentes
razGes molares de &cido fosfatidico e fosfatidilcolina, através de medidas de AH, obtidas
por calorimetria de varredura diferencial;

+  Realizar um estudo comparativo da distribuicdo fosfolipidica em membranas de diferentes
razdes molares de acido fosfatidico e fosfatidilcolina, através de estudos de ressonancia

magnética nuclear de préton, RMN de *H.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. REAGENTES UTILIZADOS NO TRABALHO: todos os reagentes utilizados neste
trabalho possuem grau de pureza analitica. Consistem em: L-a-fosfatidilcolina de ovo fresco, L-
a- acido fosfatidico de ovo fresco (1,2-diacil-sn-glicero-fosfato), acido ascérbico, soroalbumina
bovina, reagente de Folin, quercetina e acido tiobarbitdrico (SIGMA, E.U.A.), peréxido de
hidrogénio, tampdo fosfato de potéassio, tris (tris-hidroximetil-aminometano), acido cloridrico,
hidréxido de sédio (NaOH), é&cido tricloroacético, acido 2,2,3,3-ds-3-trimetilsililpropinico
(TSP), sacarose, fosfato de sddio, cloreto de ferro, sulfato de ferro, cloreto de potéassio (MERCK,

Alemanha), melatonina (ALDRICH, EUA), asolecitina (FLUKA), desoxicolato de sodio
(BOEHRINGER MANNHEIM, Alemanha), colato de sodio (SERVA, Alemanha), éagua
deuterada 99,9% (CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES INC.), ferricianeto de potassio
(RIEDEL-DE HAEN, Alemanha), ferrocianeto de potassio (MALLINKRODT, E.U.A.), cloreto
de magnésio (FLUKA, Alemanha), tricina (APPLICHEM, Alemanha), vitamina Bs (GALENA,
Brasil), cloreto de céalcio (NUCLEAR, Brasil), nitrito de sddio (NUCLEAR, Brasil), Glicerol

(REAGEN, Brasil).
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4.2. PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS: os lipidios utilizados na preparacdo de lipossomas
foram fosfatidilcolina, asolecitina e diferentes razGes molares de &cido fosfatidico e
fosfatidilcolina, 65,78 mM. Os lipidios foram previamente solubilizados em um tampao contendo
10 mM de tricina, 45 mM de colato de s6dio e 25 mM de desoxicolato de sddio, pH 8,0 e
submetidos ao método de diélise. Tal método propicia a remocdo dos surfactantes colato e
desoxicolato de sodio, para subseqliente coalescéncia das micelas formadas e rearranjo lipidico
para uma configuracdo em bicamada™®. A dialise foi efetuada a 30 °C, utilizando-se uma
membrana com poros de didmetro estimado em 1-2 nm, contra um volume de dois litros de
tampdo, constituido de 10 mM de tricina e 2,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,), pH 8,0
121,122,248,249

. O esquema da preparacdo de lipossomas através do método de didlise esta

representado na figura 38.

Recipiente de didlise com
memhrana porosa
Lipideo 50 mg/mL +
Tricina 10 mAT +
Colaio-Na 20 mg/mL +

Desoxicolato-Na 10 mg/mL

Tampio de didlize
Tricina 10 mM
I'|.-I,g_lrl1312 25 mM

Figura 38- Esquema de dialise para preparacdo de

lipossomas 12122:248:249
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As misturas de acido fosfatidico e fosfatidilcolina foram preparadas nas seguintes razdes:

1:0,025, 1:0,05 e 1:0,125.

4.3. PREPARACAO DE MICROSSOMAS DE FIGADO DE RATO: os microssomas sio
provenientes de figados de ratos machos Wistar adultos, com 55-60 dias, pesando de 160-190 g.
Os animais utilizados foram mantidos a temperatura ambiente, com agua e ra¢do ad libitum, de
acordo com as recomendagdes éticas. Estes animais foram fornecidos pelo laboratdrio da prof.
Dra. Fatima R.M. da Silva, Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal de Santa Catarina.

Os microssomas foram entdo obtidos a partir da técnica de centrifugacdo diferencial
através da agregagdo com célcio. Os figados foram homogeneizados em tampao tris-sacarose 10
mM pH 7,4 e centrifugados a 600g (= 600xg= forca centrifuga) por 5 minutos em temperatura de
4°C, isolando-se o sobrenadante. A fracdo mitocondrial foi obtida a partir de uma nova
centrifugacdo do sobrenadante, a 12000g por 10 minutos. Apos esta centrifugacdo, o precipitado
(contendo a fracdo mitocondrial) foi separado do sobrenadante, e neste foi adicionado cloreto de
calcio 80 mM, para precipitacdo da fracdo microssomal. O precipitado foi lavado com 15 mM de
cloreto de potassio / 10 mM de tampéo tris-HCI pH 7,4 e centrifugado a 25000 g por 15 minutos.
Depois de lavados, os microssomas foram ressuspensos em 20% de glicerol em tampao fosfato de
sodio 0,1 M. A fracdo microssomal foi entdo congelada a —70 °C em nitrogénio liquido para

posterior analise e determinagéo da concentrago de proteinas 2°%2°%,

4.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA: o método de Lowry *? foi
utilizado para determinar a concentracao total de proteinas nos microssomas. O método consiste

no tratamento de uma amostra com Cu?*alcalino e reagente de Folin. A cor azulada, resultante da
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complexacéo de Cu **com aminoacidos e da reducio provocada no fosfomolibdato (presente no
reagente de Folin) ao interagir com o complexo, pode ser detectada espectrofotometricamente a
660 nm. As medidas de absorbancia sdo proporcionais a quantidade de proteina presente na

amostra. Uma curva de calibragéo foi realizada utilizando-se como padréo soroalbumina bovina.

4.5. SINTESE DE RADICAL HIDROXIL: o radical hidroxil foi obtido a partir da reacio entre
2,8 mM de H;0,, 0,02 mM de FeCl; e 0,1 mM de &cido ascérbico. O acido ascorbico foi
utilizado como agente redutor de Fe*3, recuperando Fe*? para continuar o ciclo de formacdo do

radical. O método de obtencéo de *OH foi adaptado de Halliwell, Gutteridge e Aruoma %°.

4.6. SINTESE DE RADICAL ASCORBIL : o radical ascorbil foi produzido através da reacio

entre 0,025 mM de FeSO, e 0,50 mM de 4cido ascorbico °°.

4.7. SINTESE DE PEROXINITRITO: o peroxinitrito foi sintetizado pelo método “quenched-

19 Um sistema a vacuo de

flow”, proposto por Koppenol e colaboradores (figura 39)
erlenmeyers conectados por um T de vidro foi utilizado para misturar solucbes de 0,6 M de
peréxido de hidrogénio (H,O,) em 0,7 M de &cido cloridrico (HCI), 0,6 M de nitrito de sddio
(NaNO,) e 1,5 M de hidréxido de sédio (NaOH), previamente resfriadas a 0°C, em uma vazao de
10 mL/s (figura 40). Durante a sintese, todas as solu¢Ges foram mantidas em banho de gelo e o
produto final foi coletado apds um descarte dos primeiros mililitros em um frasco de Kitasato (de
forma a estabelecer o fluxo de mistura das soluc@es) e armazenado a -80°C até sua utilizacdo nos
experimentos. Dados de literatura afirmam que o peroxinitrito sintetizado por este método e

armazenado nas condi¢bes descritas permanece estdvel até, no maximo, 15 dias.

Experimentalmente, a estabilidade do peroxinitrito perdura até 5 dias ap6s sua preparacgao.
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A concentracdo do peroxinitrito obtido foi determinada através de medidas
espectrofotométricas de absorcdo no UV a 302 nm (coeficiente de extincdo molar, ¢ = 1670 M™

cm™) 4 A concentragdo utilizada nos ensaios de lipoperoxidacao (ver adiante) foi de 2,64 mM.

Frasco de coleta

0.6 MH20:'+ o6 MNaNO, 15 M NuOH
0.7M HCI

Frasco de descarte

Figura 39- Sistema utilizado para sintese de peroxinitrito (adaptado de

Koppenol e colaboradores **°).

4.8. LIPOPEROXIDACAO INDUZIDA POR ESPECIES REATIVAS: a lipoperoxidacio foi
induzida por radical hidroxil, radical ascorbil ou peroxinitrito, através da geracdo ou adicdo
destas espécies em um meio reacional contendo lipossomas (12,5 mg/mL de fosfolipidios) ou
microssomas de figado de rato (contendo 1 mg/mL de proteinas), e antioxidantes (no caso dos
ensaios para obtencdo das curvas dose-resposta), pH 7,4. As solugdes tampdo adicionadas no
meio eram compostas por 10 mM de tampédo fosfato de potassio, para ensaios com radical
hidroxil, e 100 mM de Tris- HCI para testes com radical ascorbil e peroxinitrito.

Dois tipos de experimentos controle foram realizados, para eliminacdo de interferentes

nas leituras espectrofotométricas. Um dos controles apresentou em seu meio reacional todos 0s
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componentes descritos anteriormente, com excecdo das membranas lipidicas. Os valores de
leituras espectrofotométricas obtidos com estes controles foram subtraidos dos valores detectados
com os modelos de membrana, para tratamento dos dados. O segundo controle foi realizado na
auséncia de espécies oxidantes no meio de reacdo, para deteccdo de valores de absorbancia
relativos a peroxidagéo basal, induzida pelo o oxigénio do ar. Este valor também foi descontado
dos valores obtidos com as amostras contendo membranas lipidicas e as espécies reativas testadas
neste trabalho.

As amostras e os controles foram incubados durante 30 minutos a 37°C e a extenséo do
dano por lipoperoxidagdo nas membranas foi detectada através do método do &cido
tiobarbittrico??®?*, Este método caracteriza-se pela formacao de um aduto de coloragdo résea a
partir da reacdo entre malonildialdeido (MDA), produto majoritario da lipoperoxidacdo, e &cido
tiobarbiturico (TBA) (figura 40). A reacdo ocorre em pH acido, propiciado pela adi¢do de acido
tricloroacético no meio °. Esta reagdo foi acelerada através de incubagdo a 100°C ?°#. O tempo

médio desta incubacao foi de 30 minutos.

OH H N. _SH
a
— cH—CH— N * 2H0
OH
TBA VDA produto de coloragdo rasea

Figura 40- Reacdo entre &cido tiobarbitdrico (TBA) e malonildialdeido (MDA) para

formar um aduto de coloragdo résea

A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), expressa em

umol de TBARS/ mg de lipidio (no caso de lipossomas) ou de proteina (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, ¢, de 1,56 x 10° Mlcm™.8

4.9. EXPERIMENTOS COM CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL:
lipossomas compostos por diferentes razGes molares de &cido fosfatidico e fosfatidilcolina em um
recipiente de aluminio 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 referéncia um recipiente
selado vazio. O fluxo de nitrogénio usado foi de 50/50 mL/min. A calibragdo do aparelho, no que

diz respeito a temperatura e calorimetria, foi realizada com indio.

4.10. EXPERIMENTOS COM RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H: os
experimentos com ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H foram realizados com amostras
de lipossomas contendo diferentes razdes molares de &cido fosfatidico e fosfatidilcolina, diluidas
para uma concentracdo de fosfatidilcolina a 30 mM, em 0,2 mM de ferricianeto de potassio,
Ks[Fe(CN)g], preparado em &gua deuterada 2. Realizou-se testes paralelos com ferrocianeto de
potassio, K4[Fe(CN)g], nas mesmas condi¢des. As medidas foram efetuadas em temperatura de
310 K, utilizando como referéncia interna o acido 2,2,3,3-d4-3-trimetilsililpropionico (TSP). A
andlise da distribuicdo lipidica nos lipossomas foi realizada a partir da comparagdo entre 0s
valores de integrais dos picos espectrais referentes aos hidrogénios ligados a porcdo colina

localizada na face externa e interna da bicamada 2"%*’,

4.11. ANTIOXIDANTES: a solucdo estoque de melatonina foi preparada a partir de uma
solubilizacdo prévia do antioxidante em etanol 1% e diluicdo para a concentracdo desejada nos

tampdes respectivos aos ensaios de lipoperoxidagdo 2*°. As solucdes estoque de quercetina e a
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vitamina Bg foram preparadas com agua milli-Q. Melatonina e vitamina Bg foram estocadas em

auséncia de luz e calor ?2%,

4.12. INSTRUMENTAGCAO: a preparacio de lipossomas pelo processo de dialise, bem como a
incubacdo do meio reacional durante os ensaios de lipoperoxidacdo, foram realizados em banho-
maria Fabbe-Primar 1609.

As leituras espectrofotométricas dos ensaios relativos aos niveis de lipoperoxidacao e
dosagens de proteinas microssomais e de peroxinitrito foram efetuadas em aparelho UV-vis.
Pharmacia LKB Ultrospec I11.

As medidas de calorimetria de varredura diferencial dos lipossomas foram realizadas em
célula DSC 2010 TA e os espectros de RMN de *H foram obtidos em espectrometro Bruker AC

200F .

4.13. ANALISE ESTATISTICA: os resultados foram expressos como média + desvio padrio
de triplicatas de experimentos independentes. Cada experimento foi repetido de trés a quatro
vezes (n=3-4). Quando necessario, o tratamento de dados foi efetuado através da analise de testes
de variacdo 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 DISCUSSAO

5.1. LIPOPEROXIDAGCAO INDUZIDA POR RADICAL HIDROXIL, RADICAL
ASCORBIL E PEROXINITRITO EM LIPOSSOMAS DE FOSFATIDILCOLINA E

ASOLECITINA E EM MICROSSOMAS DE FIGADO DE RATO

Os indices de lipoperoxidacao total induzida por radical hidroxil ("OH), radical ascorbil

(*Asc) e peroxinitrito (ONOO) em lipossomas de fosfatidilcolina (PC) e asolecitina (ASO) e em
microssomas de figado de rato (MC) estdo representados na figura 41 e na tabela 8. Na figura 41,
os valores de lipoperoxidacdo total estdo comparados aos valores relativos a peroxidacdo 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 indice de lipoperoxidacdo foi observado em testes com peroxinitrito, enquanto que o0s
potenciais oxidativos referentes a radical hidroxil e ascorbil, nas condicdes estabelecidas,
apresentaram valores semelhantes entre si.

As variaveis determinantes dos diferentes indices de lipoperoxidacdo obtidos neste ensaio
parecem estar relacionadas com o contetdo fosfolipidico das membranas e com as caracteristicas
intrinsicas das espécies reativas testadas 2180181256
A influéncia do contetdo fosfolipidico das membranas utilizadas neste trabalho sobre os

indices lipoperoxidativos parece estar relacionada a dois fatores importantes: o favorecimento

energético existente para a abstracdo de hidrogénios metilénicos bis-alilicos, presentes em
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Figura 41- indices de lipoperoxidacdo (LPO) total induzida por

radical hidroxil (*OH), radical ascorbil (*Asc) e peroxinitrito

(ONOO") em lipossomas de fosfatidilcolina (PC) e asolecitina

(ASO) e microssomas de figado de rato (MC), expressa em umol

de substancias que reagem com &cido tiobarbiturico (TBARS) por

mg de lipidio (no caso de lipossomas) ou proteina (no caso de

microssomas). Os dados foram tratados estatisticamente atraveés

da andlise de testes de variagdo Kruskal-Wallis. Os valores de p

menores que 0,05 (*p < 0,05) foram considerados significativos,

quando comparados com seus respectivos controles.

95

, por espécies reativas, e a presenca de cargas nas
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LPO TOTAL INDUZIDA POR ESPECIES REATIVAS EM

MEMBRANAS (%)
ESPECIES
PC ASO MC
REATIVAS
*OH 92 49 91
*AsC 96 74 91
ONOO 26 52 56

Tabela 8- Percentagens relativas aos indices de lipoperoxidacéo

(LPO) induzida por radical hidroxil ("OH), radical ascorbil (*Asc) e
peroxinitrito (ONOO") em lipossomas de fosfatidilcolina (PC) e
asolecitina (ASQO) e em microssomas de figado 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 conteudo de 4&cidos graxos que compdem a fosfatidilcolina de ovo fresco e a
fosfatidilcolina de soja foi descrito anteriormente na tabela 3. Desta forma, a composicao de
acidos graxos insaturados presentes em fosfatidilcolina de ovo fresco inclui o &cido oleico (C
18:1, 32 %), linoleico (C 18:2, 18%), palmitoleico (C 16:1, 2%) e aracdonico (20:4, 3%) .
Membranas de microssomas de figado de rato possuem uma composicdo de acidos graxos
semelhante a de fosfatidilcolina de ovo, diferindo apenas pela presenca minoritaria de acido
docohexandico (C 22:6, 4,3 %) . O conteldo de A&cidos graxos de microssomas e
fosfatidilcolina poderia justificar a similaridade obtida nos indices de lipoperoxidacdo, induzida
por radical hidroxil e radical ascorbil, nestas duas membranas. Asolecitina de soja é composta por

uma mistura de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol *'. Os fosfolipidios
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presentes em asolecitina contém os seguintes acidos graxos insaturados: acido 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
linolénico (C 18:3, 5% em fosfatidilcolina, 6 % em fosfatidiletanolamina e 7% em
fosfatidilinositol) **. A composicao de 4cidos graxos insaturados nos modelos de membrana esté
apresentada na tabela 9, para fins comparativos.

Esperava-se que, por conter mais hidrogénios bis-alilicos em sua estrutura, as membranas
de asolecitina apresentariam maior susceptibilidade a lipoperoxidacéo induzida pelas espécies
reativas, quando comparadas as membranas de fosfatidilcolina. Os resultados obtidos indicaram
que, nas condi¢des utilizadas, a presenca de hidrogénios bis-alilicos nas cadeias apolares dos
fosfolipidios ndo poderia ser o unico fator determinante da susceptibilidade das membranas a
acao de espécies reativas.

Ja foi estabelecido que a presenca de cargas nas membranas modifica a velocidade de
interacdo entre lipidios, radicais e antioxidantes, afetando as colisGes entre os mesmos 2*%*°, Este
principio foi aplicado por Barclay e Vingvist ?° ao demonstrarem que a forca de repulsdo entre a
superficie da membrana e Trolox (vitamina E sollvel) possui papel importante na eficiéncia do
antioxidante como sequestrador de radicais peroxil.

A cabeca 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-ions
presentes no meio reacional *’. Em pH neutro ou basico, a carga positiva presente na colina pode
estar orientada em direcdo ao meio reacional, propiciando a atracdo de compostos negativamente
carregados, como o peroxinitrito. Tal forca atrativa poderia influenciar os valores relativos aos
niveis de lipoperoxidacdo em fosfatidilcolina induzidos por peroxinitrito e seus produtos de

decomposicdo. Entretanto, os resultados obtidos mostraram uma menor susceptibilidade de
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lipossomas de fosfatidilcolina a lipoperoxidacdo induzida pela espécie reativa, quando comparada
a lipossomas de asolecitina. Tal fato pode ser discutido com base em um estudo realizado por

28 que demonstrou a impermeabilidade de fosfatidilcolinas

Khairutdinov e colaboradores
sintéticas as espécies anidnicas peroxinitrito e carbonato (COj3), e a sua rapida permeacdo pelas

espécies neutras acido peroxinitroso e radical dioxido de nitrogénio (NO,").

Composicao de acidos graxos insaturados nos modelos de membrana

PC de ovo MC ASO de soja

Ac. Graxo % Ac. Graxo % Ac.Graxo % Ac.Graxo % Ac.Graxo %

Oleico Oleico Oleico Oleico
32 Oleico (18:1) 9,7 13 7 5
(18:1) (18:1) (18:1) (18:1)
Linoleico Linoleico Linoleico Linoleico Linoleico
18 12,8 59 60 16
(18:2) (18:2) (18:2) (18:2) (18:2)
Palmitoleico Palmitoleico Linolénico Linolénico Linolénico
2 2,1 5 6 7
(16:1) (16:1) (18:3) (18:3) (18:3)
Aracdonico Aracdonico
3 27,2
(20:4) (20:4)

Docohexandico
43
(22:6)

Tabela 9- Percentagem de &cidos graxos insaturados em fosfatidilcolina (PC) de ovo,

microssomas de figado 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 forcas de repulsio dentro do sistema .

Neste trabalho, os efeitos causados pela densidade de cargas, presentes na superficie de
membranas, nos indices de lipoperoxidacdo induzida por espécies reativas foram investigados.
Com esta finalidade, lipossomas contendo diferentes concentracfes de &cido fosfatidico e
fosfatidilcolina foram utilizados como modelo de membrana, visto que, tal como o

fosfatidilinositol, o &cido fosfatidico & um agente indutor de carga negativa em membranas.

5.2. EFEITOS DA INCORPORACAO DE ACIDO FOSFATIDICO EM LIPOSSOMAS DE
FOSFATIDILCOLINA NA LIPOPEROXIDACAO 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 superficie nos niveis de lipoperoxidacao
induzida por espécies reativas. O acido fosfatidico foi utilizado como agente indutor de carga
negativa nos lipossomas de fosfatidilcolina, em diferentes razGes molares.

As percentagens de lipoperoxidacdo induzida por radical hidroxil ("OH), radical ascorbil

(*Asc) e peroxinitrito (ONOQO?) em lipossomas contendo diferentes razes entre concentragdes de
acido fosfatidico e fosfatidilcolina (AF:PC) estdo apresentadas na figura 42.

O aumento gradual da razdo entre concentracdes de acido fosfatidico e fosfatidilcolina
resultou em uma reducdo do percentual de lipoperoxidagdo induzido pelas trés espécies reativas

testadas. A incorporacdo de 0,125 M de &cido fosfatidico nos lipossomas de fosfatidilcolina
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acarretou em uma queda de aproximadamente 58%, 85% e 87% nos indices de lipoperoxidacao
induzida por radical hidroxil, radical ascorbil e peroxinitrito, respectivamente.

Outros estudos, realizados com vesiculas de dipalmitoilfosfatidilcolina e dipalmitoil &cido
fosfatidico, sugerem que, em pH neutro, interacfes entre &cido fosfatidico e a forma dissociada
do &cido aracddnico originam complexos polianiénicos. Estes complexos podem ligar-se de
forma eficiente a fons ferrosos, inibindo desta forma a lipoperoxidagdo induzida por ferro®°.
Neste trabalho, o sistema gerador dos radicais hidroxil e ascorbil envolve reagcdes com ions
ferrosos (ver no item Materiais e Métodos). A interacdo dos mesmos com o &cido aracdénico,
presente em fosfatidilcolina de ovo fresco, poderia acarretar em uma menor disponibilidade de
Fe?* para a producdo dos radicais e, consegilentemente, em uma reducdo nos indices
lipoperoxidativos em membranas.

A inibicdo do dano oxidativo induzido por peroxinitrito poderia estar associada as
concentracBes decrescentes de fosfatidilcolina contidas nas membranas, & medida que a razéo
entre concentracbes de 4&cido fosfatidico e fosfatidilcolina aumenta. A reacdo entre
fosfatidilcolina e peroxinitrito € de primeira ordem em fosfatidilcolina, o que estabelece uma
relagdo direta entre a sua concentragdo no ensaio e o rendimento de malonildialdeido obtido
como produto da lipoperoxidacdo, em condi¢Bes nas quais a concentracdo de peroxinitrito é
fixa®®,

A partir destas informagdes, esperar-se-ia observar uma inibigcdo linear do processo de
lipoperoxidacdo induzido pelas trés espécies reativas testadas, com a incorporacéo de quantidades
crescentes de acido fosfatidico em lipossomas de fosfatidilcolina. Entretanto, as percentagens de
inibicdo do processo lipoperoxidativo alcangadas excedem os valores tipicos associados a uma
relacdo linear com as quantidades crescentes de acido fosfatidico. Na razdo méxima entre

concentracBes de &cido fosfatidico e fosfatidilcolina (AF:PC méx), utilizada neste trabalho, a



101

quantidade de &cido fosfatidico ndo é maior que 10 % da concentracdo total de fosfatidilcolina e,

neste modelo, os indices de lipoperoxidacdo alcangaram o zero.

120+ O OH
] | O Asc
— 1
E’\_/ 80
I
S 60-
8 ]
1 40+ N
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0
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Figura 42- indices de lipoperoxidacio (LPO) total induzida

por radical hidroxil, *OH (circulos verdes), radical ascorbil,

*Asc (quadrados azuis) e peroxinitrito, ONOO™ (tridngulos
laranjas) em fungdo de lipossomas contendo diferentes
razbes entre concentracbes de 4&cido fosfatidico e
fosfatidilcolina (AF:PC).

Os resultados demonstraram uma probabilidade consideravel de que outras interagdes,
diferentes das eletrostaticas, envolvendo acido fosfatidico, poderiam estar influenciando as
interrelagdes entre oxidantes e fosfolipidios de membrana. Por esta razdo, o estudo foi

direcionado para analises do efeito da incorporacdo de acido fosfatidico no comportamento de
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fase termotrépica de lipossomas de fosfatidilcolina, através de medidas de calorimetria de

varredura diferencial, discutido a seguir.

53. EFEITOS DA INCORPORACAO DE ACIDO FOSFATIDICO NO
COMPORTAMENTO TERMODINAMICO DE LIPOSSOMAS DE
FOSFATIDILCOLINA, ANALISADOS POR CALORIMETRIA DE VARREDURA

DIFERENCIAL

O efeito da incorporacdo de acido fosfatidico no comportamento de fase termodinamica
de lipossomas de fosfatidilcolina foi avaliado a partir da AH, obtida a partir de medidas de
calorimetria de varredura diferencial (DSC), de sistemas contendo as seguintes raz6es molares
entre acido fosfatidico 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.

Acidos graxos insaturados costumam apresentar transices em faixas negativas de
temperatura, quando hidratados **2. A curva de DSC obtida nos ensaios com lipossomas
constituidos por &cido fosfatidico 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 transicdo de fase do 4cido oleico, -18°C **3. Em estudos anteriores, Tirosh e

colaboradores 2%

observaram, em ensaios com bicamadas de fosfatidilcolina de ovo, uma
transicdo larga em — 8°C. O alargamento das curvas relativas a transicOes presentes em
lipossomas de fosfatidilcolina de ovo fresco pode estar associado a composicéo diversificada de

4cidos graxos presentes neste fosfolipidio 2.
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A incorporacdo de concentracfes crescentes de acido fosfatidico em lipossomas de
fosfatidilcolina causou uma reducdo nos valores de AH do sistema analisado, como pode ser

observado nos valores descritos na tabela 10.

1 €X0

-35 -30 -25 -20 -15 -10 -5
Temperatura (C)
Figura 43- Curvas de DSC de lipossomas constituidos por

diferentes razbes molares de acido fosfatidico e
fosfatidilcolina (AF:PC).

As curvas exotérmicas, bem como os valores de entalpia obtidos, sugerem uma transicao
da amostra para um estado menos energético. Assim sendo, os resultados obtidos sugerem um
ordenamento progressivo dos lipidios, a medida que a concentragdo de acido fosfatidico aumenta
no sistema. A incorporacdo de extensas cadeias alquilicas, presentes no acido fosfatidico, em

vesiculas de PC, pode preencher “lacunas” originadas pelo empacotamento caracteristico de suas



104

cadeias polares, reduzindo o efeito desestabilizante provocado pelo arranjo inicial do fosfolipidio
e aumentando a intensidade das forcas de van der Walls em sua regi&o apolar ?°%*2, Um arranjo
lipidico mais ordenado proporciona uma reducdo da permeabilidade da bicamada a espécies
reativas. Isto altera a difusdo transmembrana das espécies oxidantes, reduzindo a velocidade das
reacOes associadas a estas e, consequentemente, a extensédo do dano lipoperoxidativo induzido

pelas mesmas 2%,

AH EM LIPOSSOMAS CONSTITUIDOS

POR AF E PC
AF : PC AH (J/g)
0,0 2.079
0,05 1.552
0,125 1.354

Tabela 10- Variagbes de entalpia (AH) de lipossomas
constituidos por é&cido fosfatidico e fosfatidilcolina, em
diferentes razbes entre concentragdes lipidicas (AF:PC),

obtidas das curvas de DSC apresentadas na figura 44.
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5.4. DISTRIBUICAO LIPIDICA EM LIPOSSOMAS CONSTITUIDOS POR ACIDO
FOSFATIDICO E FOSFATIDILCOLINA, DETECTADA POR RESSONANCIA

MAGNETICA NUCLEAR DE 'H

A interacdo entre os lipossomas compostos por acido fosfatidico e fosfatidilcolina
(AF:PC, nas razdes molares 0,00, 0,05 e 0,125) e anion ferricianeto, Fe(CN)s —, provocou um
desdobramento no sinal referente aos hidrogénios ligados a porcdo colina da monocamada
externa do lipossoma, —N*(CHs)s EXT, apenas para a primeira razdo molar estudada (AF:PC
0,00), que nédo envolve a presenca do acido fosfatidico no lipossoma (figura 44)

Berden e colaboradores %’ realizaram este ensaio com lipossomas constituidos por &cido
fosfatidico e fosfatidilcolina nas razdes molares de 0,3 e 1,0, nos quais foi considerada uma
assimetria na bicamada lipidica, baseada na evidéncia da localizacdo preferencial do acido
fosfatidico na monocamada interna da membrana. Entretanto, resultados obtidos por Koter e
colaboradores ® demonstraram uma distribuicdo aleatéria e uma organizacdo simétrica de
fosfatidilcolina e acido fosfatidico na bicamada, em uma grande faixa de razdes molares. De
qualquer forma, nas duas possibilidades de distribuicdo lipidica citadas para lipossomas
compostos por &cido fosfatidico e fosfatidilcolina em diferentes razdes molares, a interacdo de
anion ferricianeto com —N*(CH3)3; EXT, propiciaria o desdobramento dos sinais de hidrogénio
ligados a colina em um espectro de um *H-RMN. O néo-desdobramento de tais sinais, observado
nos espectros de lipossomas compostos por acido fosfatidico e fosfatidilcolina, nas razbes
molares estudadas neste trabalho, poderia sugerir uma terceira interacdo entre os dois
fosfolipidios que, de alguma forma, ndo permite a ligacdo do reagente de deslocamento com a

—N*(CH3); EXT.
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Figura 44- Sinais de RMN de 'H (200 MHz, em 4gua deuterada) dos hidrogénios
ligados a —N*(CH3); EXT de lipossomas compostos por acido fosfatidico e
fosfatidilcolina de razdo molar igual a zero, na auséncia (a) e na presenca (b) de anion

ferricianeto, Fe(CN)s, e de lipossomas compostos por &cido fosfatico e fosfatidilcolina

. AF:PC
| 0,125
|+ Fe(CN)s

de raz&o molar igual a 0,125 (c) na presenca do reagente de deslocamento.
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Trabalhos anteriores demonstraram que complexos com centros metalicos diamagnéticos

sd0 reagentes de deslocamento (teis para ensaios de RMN de *H com aminas ?**. Deste modo,

ensaios paralelos aos efetuados com Fe(CN)s — foram realizados com o seu analogo

diamagnético, Fe(CN)s . Observou-se, a partir da analise dos resultados, um desdobramento dos

sinais de hidrogénios ligados a —N*(CH3)3, deslocando o sinal dos hidrogénios ligados a

—N*(CH3)3 EXT para um campo mais baixo (Ad = 0,3) (figura 45).
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Figura 45- Sinais de RMN de *H (200 MHz, em 4gua deuterada) dos hidrogénios ligados
a —N'(CH3)3; EXT de lipossomas compostos por acido fosfatico e fosfatidilcolina de
razdo molar igual a zero, na auséncia (a) e na presenca (b) de &nion ferrocianeto, Fe(CN)g
~ e de lipossomas compostos por acido fosfatico e fosfatidilcolina de razdo molar igual a
0,125 (c) na presenca do reagente de deslocamento.

O efeito de desblindagem dos picos de hidrogénio ligados a —N*(CH3); EXT ja foi
observado em ensaios com anion ferricianeto, Fe(CN)¢>, em colinas presentes em
apolipoproteinas B, demonstrando uma versatilidade na orientacdo do deslocamento (para campo
alto ou baixo) provocado por estes reagentes 232%4,

As raz0es entre integrais calculadas a partir dos picos referentes aos hidrogénios ligados a
porcdo colina presente na monocamada externa e interna (N*(CHs)s EXT/ N*(CHs)s INT) de

lipossomas compostos por &cido fosfatico e fosfatidilcolina em diferentes razGes molares,

desdobrados por interacdo com Fe(CN)g™* , estdo demonstradas na tabela 11.


Usuário do Windows
Line
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DISTRIBUICAO DE PC EM LIPOSSOMAS DE AF:PC

AF:PC N*(CHa)s EXT/ N*(CHa)s INT
0,00 3,9
0,05 1,89

0,125 1,78

Tabela 11- Razéo entre integrais calculadas a partir dos picos de RMN
de 'H (200 MHz, em &gua deuterada) referentes aos hidrogénios ligados
a porcdo colina presente na monocamada externa e interna (N*(CHs)s
EXT/ N*(CHs)s INT) de lipossomas compostos por acido fosfatico e
fosfatidilcolina em diferentes razdes molares (AF:PC), desdobrados por
interacdo com anion ferrocianeto, Fe(CN)s™.

Considerando as razfes apresentadas na tabela 11, as moléculas de acido fosfatidico
parecem estar localizadas preferencialmente na monocamada interna da vesicula lipidica,
resultados que condizem com os apresentados por Berden e colaboradores #’. Os resultados
obtidos a partir do uso de sais de ferrocianeto nos ensaios de distribuicdo lipidica em bicamadas,
sugerem a viabilidade da utilizacdo desta espécie diamagnética como reagente de deslocamento
em ensaios de *H-RMN que envolvem bicamadas lipidicas.

O mecanismo de interacdo dos reagentes de deslocamento Fe(CN)g ~ e Fe(CN)s ™ sobre as
bicamadas compostas por acido fosfatidicos e fosfatidilcolinas em diferentes razbes molares
requer futuras investigacdes, as quais envolvem estudos sisteméaticos de RMN de *H a diferentes

concentracOes de reagentes de deslocamento.
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5.5. ATIVIDADE INIBITORIA DE ANTIOXIDANTES NATURAIS CONTRA A
LIPOPEROXIDACAO INDUZIDA POR RADICAL HIDROXIL, RADICAL ASCORBIL

E PEROXINITRITO EM MEMBRANAS

As atividades inibitérias de quercetina, melatonina e vitamina Bg contra a lipoperoxidacdo

(LPO) induzida por radical hidroxil ("OH), radical ascorbil (*Asc) e por peroxinitrito (ONOOQO")
em lipossomas de fosfatidilcolina (PC), asolecitina (ASO) e em microssomas de figado de rato
(MC) estdo apresentadas sob forma de curvas dose-resposta e tabela referente & concentracdo de
antioxidantes que inibe em 50% (1Csp) 0 processo peroxidativo.

O potencial antioxidante da quercetina (figura 46 e tabela 12) apresentou-se decrescente
contra a lipoperoxidagdo induzida por espécies reativas na seguinte ordem: ascorbil > hidroxil >
peroxinitrito, em lipossomas compostos de fosfatidilcolina e de asolecitina. Em microssomas de
figado de rato, uma ordem decrescente foi observada para lipoperoxidacéo induzida por hidroxil>
ascorbil> peroxinitrito. Em todas as membranas estudadas, o menor potencial antioxidante do
flavonoide foi obtido contra a lipoperoxidacdo induzida por peroxinitrito.

Estudos realizados com flavondides demonstraram um mecanismo antioxidante adicional
ao seqiiestro de espécies reativas durante a lipoperoxidacdo **’. Este mecanismo refere-se
modificacdo causada por estas espécies antioxidantes no ordenamento lipidico e fluidez da

membrana. ARORA e colaboradores %

sugeriram que os flavondides localizam-se
preferencialmente no centro hidrofébico de membranas compostas por fosfolipidios de cadeias
apolares insaturadas, 0 que propicia um aumento na ordem estrutural lipidica e rigidez. Como
citado anteriormente, este efeito pode prevenir a lipoperoxidacdo ao dificultar a difusdo de

especies oxidantes nas membranas, diminuindo a velocidade das reacdes que estdo associadas as

mesmas na bicamada. Apesar do desfavorecimento energético existente na localizacdo das
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cabecas polares em um ambiente hidrofébico, deve-se considerar que a conformacdo final dos
flavondides na bicamada pode ser influenciada por diversos fatores, como a forca das interacdes
hidrofébicas entre estes compostos e os fosfolipidios, bem como suas habilidades de formar
pontes de hidrogénio intra e intermoleculares **'.

A interacdo de quercetina com a bicamada lipidica pode ser mediada pela distribuicdo de
cabecas polares carregadas e ndo-carregadas na face hidrofilica da membrana, bem como a
extensdo de suas cadeias apolares e o grau de insaturagdo em seu centro hidrofébico 2°°. Os
resultados obtidos com o uso da quercetina como antioxidante demonstraram valores similares de
ICso em lipossomas de asolecitina e fosfatidilcolina, cuja composicao € diferenciada no que diz
respeito ao grau de insaturacdo. Isto sugere que o efeito protetor do flavondide contra a
lipoperoxidacédo é resultado de um balanceamento entre seu potencial sequestrador de espécies
reativas e sua capacidade de modificar o grau de fluidez da membrana.

A acdo de melatonina promoveu os maiores indices de inibicdo contra 0s processos
lipoperoxidativos induzidos por radical hidroxil em todas as membranas investigadas neste
trabalho. Em lipossomas de fosfatidilcolina, a melatonina foi mais eficiente contra a agdo das
espécies reativas na ordem radical hidroxil > radical ascorbil > peroxinitrito. Em lipossomas de
asolecitina e em microssomas de figado de rato, tal ordem apresentou-se como radical hidroxil >
peroxinitrito > radical ascorbil (figura 48).

As concentracbes de melatonina necessérias para inibir em 50% os danos
lipoperoxidativos nas membranas testadas (1Csp) apresentaram as maiores diferencas, em funcao

do tipo de espécie reativa e da composi¢cdo das membranas (tabela 12).
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Figura 46 -Atividade
lipoperoxidacdo (LPO) induzida por radical hidroxil, *OH
(circulos verdes), radical ascorbil, *Asc (quadrados azuis) e
peroxinitrito, ONOO" (triangulos laranjas) em lipossomas de

fosfatidilcolina (PC) e asolecitina (ASO) e em microssomas de

figado de rato (MC).
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Estudos anteriores com membranas de dimiristoilfosfatidilcolina sugerem que a

melatonina localiza-se preferencialmente na regido proxima a interface membrana-meio aquoso.

Entretanto, o antioxidante possui a habilidade de expandir-se para quase todas as regides da

membrana %°. A melatonina parece apresentar uma funcéo estabilizante da membrana, regulando

0 seu grau de fluidez de forma a prevenir o enrigecimento da bicamada ocasionado por

lipoperoxidacdo induzida por espécies reativas >°.
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Figura 47 - Atividade inibitéria da melatonina contra a
lipoperoxidacdo (LPO) induzida por radical hidroxil, “OH (circulos
verdes), radical ascorbil, *Asc (quadrados azuis) e peroxinitrito,
ONOO" (triangulos laranjas) em lipossomas de fosfatidilcolina
(PC) e asolecitina (ASO) e em microssomas de figado de rato
(MC).

O grau de protecdo antioxidante propiciado pela melatonina em membranas €
influenciado pelas mudancas estruturais que o neurohorménio pode sofrer por acdo da bicamada
lipidica, pelo seu perfil de distribuicdo através da membrana, bem como por seu coeficiente de
particdo hidrofilico/ hidrofébico .

As percentagens de lipoperoxidacdo (LPO) induzida por acdo de radical hidroxil (*OH),

radical ascorbil ("Asc) e peroxinitrito (ONOO’), em lipossomas de fosfatidilcolina (PC),
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asolecitina (ASO) e microssomas de figado de rato (MC) tratados com vitamina Bg estdo

apresentadas na figura 48, e os valores de 1Cs da vitamina, descritos na tabela 12.
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Figura 48 - Atividade inibitéria da vitamina Bg contra a
lipoperoxidacédo (LPO) induzida por radical hidroxil, “OH (circulos
verdes), radical ascorbil, *Asc (quadrados azuis) e peroxinitrito,
ONOO" (triangulos laranjas) em lipossomas de fosfatidilcolina
(PC) e asolecitina (ASO) e em microssomas de figado de rato
(MC). 1 mM de vitamina Bg = 0,17 mg/mL; 2 mM de vitamina Bg=
0,34 mg/mL; 3 mM de vitamina Bg= 0,51 mg/mL; 4 mM de

vitamina Be= 0,68 mg/mL.

A vitamina Bg apresentou um potencial antioxidante considerdvel contra a

lipoperoxidacdo induzida por radical ascorbil em lipossomas de fosfatidilcolina. Porém, em
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lipossomas de asolecitina, a 1Csp do antioxidante ndo foi alcancada em ensaios de inibicdo da
lipoperoxidacédo induzida por radical ascorbil nas concentracgdes testadas.

Um efeito pro-oxidante (dados ndo apresentados) foi observado em ensaios de inibicao
por vitamina Bg da lipoperoxidagdo induzida por radical hidroxil, ascorbil e microssomas de
figado de rato. O efeito pré-oxidante da vitamina em microssomas de figado de rato tratados com
estas espécies reativas parece ter sido causado por acdo da piridoxina. Os metabolitos da
piridoxina sdo formados pelo sistema microsomal citocromo Pssp, € podem propiciar a
lipoperoxidagdo ao reduzir, complexar e/ou liberar fons de ferro **%°’. Ao complexar-se com
ions de ferro, a piridoxina os torna mais cataliticos ou ativos em reagdes redox, propiciando um
efeito lipoperoxidativo na membrana 2°®, Nos experimentos efetuados neste trabalho, estes fons
podem ter sido originados do sistema de geracdo de radical hidroxil e radical ascorbil (ver se¢éo
de Materiais e Métodos), ou liberados a partir da ferritina presente em microssomas de figado de
rato preparados por centrifugacao diferencial %°.

A vitamina Bg demonstrou uma atividade antioxidante eficaz contra os danos oxidativos
induzidos por peroxinitrito em lipossomas de asolecitina e em microssomas de figado de rato na
faixa de concentracdo de 0,17 a 0,68 mg/mL. Entretanto, isto ndo foi observado em ensaios
analogos contra a lipoperoxidagdo induzida por peroxinitrito em lipossomas de fosfatidilcolina.
Comparando-se os resultados aqui obtidos com os dados documentados na literatura, observou-se
que, em condigdes similares, a vitamina Bg apresenta efeito antioxidante menos potente em
relacdo ao da vitamina E 2’°. Entretanto, as dosagens de vitamina Bg sdo inferiores a dose diaria

271

recomendada de piridoxina em humanos adultos (2 mg) “'*, o que indica a viabilidade funcional

da vitamina contra a espécie reativa de nitrogénio em questéo.
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De acordo com pesquisas efetuadas na literatura cientifica, o efeito protetor da vitamina
Bs contra a lipoperoxidacdo induzida por espécies reativas de nitrogénio parece nao ter sido
caracterizado, indicando este trabalho como pioneiro nesta observagéo.

A tabela 12 descreve os valores de I1Cs referentes a quercetina, melatonina e vitamina Bg
contra a lipoperoxidacdo (LPO) induzida por radical hidroxil (*OH), radical ascorbil ("Asc) e

peroxinitrito (ONOQ") nos modelos de membrana testados.

ICso (MM) DE ANTIOXIDANTES CONTRA A LPO INDUZIDA POR ESPECIES

REATIVAS
Membrana Espécie Quercetina Melatonina Vitamina
Reativa Be
‘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%) 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 ICsy de quercetina, melatonina e vitamina Bg contra
lipoperoxidacdo (LPO) induzida por radical hidroxil (*OH), radical ascorbil ("Asc) e
peroxinitrito (ONOQO") em lipossomas de fosfatidilcolina (PC), asolecitina (ASO) e em
microssomas de figado de rato (MC). Estes valores foram obtidos a partir dos resultados
descritos nas figuras 47, 48 e 49. PO= efeito prd-oxidante.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho propicia uma visdo ampla sobre a dindmica que envolve a composicéo das
membranas e as caracteristicas intrinsicas das espécies reativas e dos antioxidantes presentes no
meio, e determina diferentes niveis de lipoperoxidacdo nas bicamadas lipidicas. Este
entendimento pode contribuir para a resolucdo de questionamentos que abordam os diversos
graus de susceptibilidade tecidual a espécies reativas, influenciando desta forma o
desenvolvimento ou agravamento de eventos patolégicos no organismo. O trabalho também pode
contribuir para uma nova consciéncia no que diz respeito a processos preventivos contra as
doencas associadas a lipoperoxidacao induzida por espécies reativas.

Os resultados apresentados neste trabalho envolvem interac6es lipidio-lipidio (como em
lipossomas compostos por acido fosfatidico e fosfatidilcolina), bem como espécies reativas-
membranas-antioxidantes:

X Os niveis de lipoperoxidacdo induzida por radical hidroxil, radical ascorbil e por
peroxinitrito em lipossomas e microssomas de figado de rato diferiram em funcédo do tipo
de espécies reativas testadas e da composicdo das membranas. Esta variacdo indica
influéncias de interacBes eletrostaticas, propiciadas pela presenca de cargas nos
fosfolipidios de membranas, favorecendo ou inibindo o processo lipoperoxidativo no
sistema. O conteudo de hidrogénios metilénicos bis-alilicos parece estar relacionado com
a similaridade dos indices de lipoperoxidacdo, induzidos por radical hidroxil e ascorhil,
em lipossomas de fosfatidilcolina e em microssomas de figado de rato.

X A presenca de concentragcdes crescentes de acido fosfatidico, utilizado como agente
indutor de cargas negativas, em lipossomas de fosfatidilcolina, propiciou uma reducéo

ndo linear do percentual de lipoperoxidacdo induzida pelas trés espécies reativas. Isto
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indica que outras interacGes, diferentes das eletrostaticas e relacionadas a composicao do
sistema estudado, podem influenciar as interacdes entre as espécies oxidantes e 0s
fosfolipidios de membrana.

Experimentos com calorimetria de varredura diferencial em lipossomas compostos por
acido fosfatidico e fosfatidilcolina, mostraram reducGes graduais nos valores de AH a
medida que a concentracdo de acido fosfatidico aumentava no sistema. Isto sugere que a
presenca de acido fosfatidico em lipossomas de fosfatidilcolina induz a um rearranjo
lipidico para uma conformacdo mais ordenada e estavel das cadeias alquilicas nas
bicamadas.

A interacdo entre lipossomas constituidos por acido fosfatidico e fosfatidilcolina e
ferricianeto sugeriu uma distribuicdo lipidica na membrana que, de algum modo, nédo
permite a formacdo de uma ligacdo quimica entre o grupo aménio quaternario da colina e
o0 reagente de deslocamento. Estudos paralelos com ferrocianeto revelaram uma interagéo
entre esta espécie diamagnética e os lipossomas compostos acido fosfatidico e
fosfatidilcolina. Os experimentos com ferrocianeto indicaram uma distribuicdo de acido
fosfatidico preferencialmente na monocamada interna da membrana. Os resultados estdo
de acordo com os obtidos em estudos anteriores com ferricianeto em lipossomas de acido
fosfatidico e fosfatidilcolina, em razdes 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 *H com membranas biolégicas.

O potencial antioxidante da quercetina contra a lipoperoxidacdo induzida por radical
hidroxil, radical ascorbil e peroxinitrito diferiu em funcdo do tipo de membrana

(lipossomas ou microssomas) e de espécies reativas presentes no sistema.
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X As concentracBes de melatonina necessarias para inibir em 50% os danod
lipoperoxidativos, nas membranas testadas, apresentaram as maiores diferengas em
funcdo do tipo de espécie reativa e da composi¢cdo das membranas.

<> A vitamina Bg apresentou comportamento antioxidante contra a lipoperoxidacao induzida
pelas espécies reativas em lipossomas, e um efeito pro-oxidante em microssomas de
figado de rato tratados com radical hidroxil e radical ascorbil.

<> Os resultados obtidos envolvendo o potencial antioxidante de vitamina Bg contra a
lipoperoxidagdo induzida por peroxinitrito permitem uma caracterizagcdo pioneira do
efeito protetor desta vitamina contra o dano oxidativo ocasionado por espécies reativas de
nitrogénio.

Os resultados apresentados neste trabalho podem ser relevantes para um maior
esclarecimento sobre as interacBes que influenciam a liberacdo prolongada de farmacos em
lipossomas. Deste modo, tal compreensdo pode contribuir para o desenvolvimento de novos
farmacos para a terapia de doencas e processos patologicos associados a lipoperoxidacdo por

espécies reativas >'2?"*,

7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho proporcionaram novos questionamentos, que
direcionaram as perspectivas para pesquisas envolvendo: i) caracterizacfes fisico-quimicas de
membranas ap0s sua interacdo com melatonina; ii) estudos do potencial antioxidante de vitamina
Bs. com outras espécies reativas de nitrogénio; iii) investigacbes mais aprofundadas sobre as
transi¢es envolvidas em lipossomas compostos por misturas binarias de &cido fosfatidico e

fosfatidilcolina, e iv) a interacdo dos mesmos com o0s reagentes de deslocamento anion
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ferricianeto e ferrocianeto. Desta forma, podem ser citadas como perspectivas para um trabalho

proximo:

*
°e

Investigagdes envolvendo modificagdes na ordem e dindmica de fosfatidilcolina em
bicamadas na presenca de melatonina na forma adicionada e incorporada, através de
medidas de RMN de *H, 3P, *C e ®N;

Acompanhamento de alteracdes topoldgicas em modelos de membranas, provocadas por
sua interagdo com o antioxidante, atraves de analises envolvendo microscopia de forga
atomica (AFM);

Avaliacdo do efeito da melatonina no estado da fase lipidica nas propriedades elétricas de
superficie da bicamada, através de estudos espectroscOpicos com sondas dpticas e
fluorescentes, como a merocianina-540;

InvestigacOes sobre o potencial antioxidante da melatonina contra lipoperoxidagéo
induzida por espécies reativas, quando incorporada em lipossomas.

Caracterizacdo do potencial antioxidante de vitamina Bg contra a lipoperoxidagdo de
outras espécies reativas de nitrogénio, tal como o monoéxido de nitrogénio, realizada de
forma a contribuir na elucidagdo do mecanismo de acdo antioxidante da vitamina.
Aperfeicoamento do estudo envolvendo os efeitos causados pela incorporacdo de acido
fosfatidico no comportamento termodindmico de lipossomas de fosfatidilcolina, atraves
da técnica de microcalorimetria.

Estudos sistematicos de RMN de 'H envolvendo lipossomas constituidos por &cido
fosfatidico e fosfatidilcolina, em diferentes razbes molares, submetidos a diferentes

concentracOes de anion ferricianeto e anion ferrocianeto.
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