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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos filmes lipidicos e utilizaslosestudos
sobre propriedades estruturais de membranas biologicas. Obseraofegnacédo de
filmes finos de fosfolipideos, com DMPC (1,2-dimiristil-fosfdtidolina), DPPC (1,2-
dipalmitil-fosfatidil colina), DOPC (1,2-dioleil-fosfatidil cala) e PC (fosfatidil colina),
em suportes solidos (mica, silicio hidrofilico e hidrofébico). Qudd foram obtidos
através do uso de diferentes técnicas de preparacdo, tais cars@oadé vesiculas
lipidicas sobre uma superficie solida e a deposicdo atravéyaporacdo de um
solvente organico. Os solventes testados foram o cloroférmio e o isowpkofa
método de analise utilizado foi a microscopia de forca atdmicB)AK aplicacdo da
microscopia de forga atdmica forneceu informacdes sobrewueate morfologia das
camadas organicas obtidas através de analises de topogsafiendstras. Foi possivel
concluir através deste estudo que a morfologia das camadas $ipddipande dos
lipideos e do grau de hidratacdo das camadas formadas. As doédisescalizadas em
condicdes fisioldégicas de pH e forca ibnica e medidas pelo miginsde forca
atbmica em tempo real. Durante o desenvolvimento deste trabalhoyoabser o
comportamento de membranas celulares sintéticas de DMPC nardemgpede
transicdo de fase e foram também obtidas informacfes sobre azacganiateral de
bicamadas lipidicas através da formacdo de dominios microscépiersscopicos em
sistemas compostos por dois ou mais diferentes fosfolipideos. Durestiedo de uma
peroxidacao lipidica com os sistemas modelos foram observadas nwudeagtecas na
organizacao lateral da bicamada. A peroxidacéao lipidica promoveu difezentes de
organizacdo molecular da bicamada lipidica, devido a mudancas obsewadagtes

de dominios especificos.



ABSTRACT

In this work lipid films were developed and used in studies on stalctur
properties of biological membranes. The formation of thin phospholipid fihdMPC
(1,2-dimyristoylsn-glycero-3-phosphocholine), DPPC (1,2-dipalmiteg3-glycero-
phosphocholine), DOPC (1,2-diolesh-3-glycero-phosphocholine) and Egg-
Phosphatidylcholine on solid supports (mica, hydrophilic and hydrophobicrgileas
investigated. The films were developed by use of different prépartachniques which
are the vesicle fusion on the surface and the deposition througtvdperation of an
organic solvent. The tested solvents were chloroform and isopropanol. €de us
analysis method was the atomic force microscopy (AFM). Pipdication of the atomic
force microscopy supplied information about the structure and morpholodlyeof
organic films by analyses of the topography of the sampleanlbe concluded by this
study that the morphology of the films depends of the lipid type landiydration level
of the films.The analyses were realized under physiological ©wonslin pH and ionic
strength and measured by AFM in real time. During this worlo#teavior of synthetic
cell membranes of DMPC were observed at the temperatunghade transition,
furthermore information about the lateral organization of lipid kitayoy the formation
of microscopic and nanoscopic domains in composed systems for two edifierent
phospholipids was obtained. Drastic changes in the lateral organipéttbe bilayer
during the study of lipid peroxidation at these model systems oleverved. The lipid
oxidation promotes different levels of molecular organization of the lipid bilayer



1 —INTRODUCAO

1.1 — Sistemas biologicos modelo

Em 2003, Peter Agre e Roderick MacKinnon receberam o Prémio Mebel
Quimica por suas descobertas relacionadas com os canais de masmimhlares.

Estes trabalhos descrevem como ions e agua sao transportadasgaradra dentro
das células dos organismos vivos.

Os conhecimentos sobre o funcionamento de células usando-se sistemas
biolégicos modelo progridem a medida que as técnicas de investigégdo S
aperfeicoadas®*

Todas as informacdes celulares estdo correlacionadas comuturase as
propriedades das membranas celulatézara entender as propriedades de membranas
biologicas € de grande importancia estudar sua estrutura basicansada lipidica.
Modelos de sistemas biolégicos podem reconstituir a atividade biokgisseembranas
e proteinas de membranas respeitando suas funcdes e estfutlitara o
desenvolvimento de estudos relacionados com o comportamento de membranas
biolégicas, tém-se usado modelos de fosfolipideos de memBrahds %10 uso de
membranas modelo preparadas com apenas um tnico componente fosftlilidico
mais, mas em pequeno nimero, tem a vantagem da simplifféd¢ao.

O estudo em membranas modelo permite a avaliagdo de fenGmenos
individualizados no que concerne a participacdo dos fosfolipideos. Posteartieyras
informacfes obtidas com os modelos podem ser utilizadas para @linéggio do
conhecimento em sistemas mais complexos como € o caso de uma membrana celular.

Filmes de monocamadas e bicamadas lipidicas sobre suporte sdlidtraélo
um consideravel interesse de pesquisadores na Ultima dédasies modelos tém sido
usados em estudos sobre a estrutura e propriedades de membragasabioiiurais e
para a investigacdo de processos bioloditdsjncluindo reorganizacdo molecular,
interacdes antigeno/anticorpbcatélise enziméatica e fusdo de membrafas?
biosensore& biofuncionalizacéo de sélidos inorganic8se imobilizacdo de DNA®
Estudos sobre alteragcbes na morfologia de estruturas celula@sportamento de
proteinas, bem como a liberacéo controlada de farmacos e genssndonrealizados

no sentido de desenvolver biomaterfdi&' A aplicacdo clinica que se pode esperar
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destes dispositivos ou biomateriais artificiais € de grande iémmia na medicina
moderna.

A microscopia de forca atbmica (AFM) tem-se mostrado um métadoada o
estudo da morfologia de filmes organicos finos bem como da topaliegiimes
compostos por monocamadas ou bicamadas lipidfeas.

No desenvolvimento deste trabalho serdo avaliadas camadas dipidica
depositadas em suportes sélidos como um sistema biolégico modelo. shett®
serdo estudadas camadas de fosfolipideos em sistemas uniémias I;2-dimiristil-
fosfatidil colina (DMPC) e o 1,2-dipalmitil-fosfatidil colinddPPC) e em sistemas
binarios com DPPC/DOPC ( 1,2-dioleil-fosfatidil colina) e DPRC(Psfatidil colina)
depositadas em mica ou silicio. O sistema uma vez caradteseaa submetido a acéo
de espécies reativas de oxigénio. As amostras serdo aaslgadmicroscopia de forca
atdmica e imagens de topologia das diferentes superficies exiguosente utilizadas
para avaliar o comportamento de fosfolipideos organizados em cachadate uma

reacao de peroxidacao lipidica.



1.2 - Diversidade das membranas bioldgicas

As membranas biolégicas sdo essenciais para a vida da. ddkemabranas
naturais consistem essencialmente em proteinas e lipidesttutu em bicamadas
das membranas bioldégicas € composta por uma variedade de lipidedfegam
significativamente em tamanho e estrutura devido as suas difenerapriedades
quimicas?® Para entender as propriedades fisicas das membranas biolégicas sua
dindmica e micromecanica é necessario ter conhecimentos ssditeracdo entre 0s
lipideos dentro da bicamada em escala moleéUfAr.

Na superficie de membranas celulares existem regidesmwifologia distinta
ou dominios, com microcanais, juncdes de célula-célula, e molécpesiatizadas.
Cada um destes dominios é especializado para uma funcéo particolarabsorcao de
nutrientes, comunicacdes de célula para célula e endotitose.

O desenvolvimento de estudos relacionados com a quimica em nivel awolecul
da interface membrana/agua é um estudo complicado devido a fragiédi@mnanho
dos tecidos biolégicos. Uma compreensdo completa deste estudo poderiarcanduzi
producdo, por exemplo, de veiculos quimicos efetivos no transporte de metisaeae
uma melhor biocompatibilidade entre estes veiculos sintéticos enemsbranas
celulares. Isso pode ser desenvolvido conhecendo-se 0 comportamento e as
propriedades fisico-quimicas dos lipideos de membrana atravésoddeumodelos
simplificados.

1.3 — Lipideos

Os lipideos sé@o biomoléculas insoliveis em agua e altamente sofwei
solventes orgéanicos. Suas fungbes biolégicas incluem armazenameaterdea e
permeabilidade entre o meio extracelular e intracelular.tdfmiscerca de 5x£0
moléculas lipidicas em uma area dent’ de bicamada lipidicZ.

As trés principais classes de lipideos de membrana séo ospiafoli, os
glicolipideos e o colesterol. Todos os lipideos de membrana ténommogdamento
estrutural em comum: saanfipaticas (ou anfifilicas) — isto €, elas possuem uma
extremidadehidrofdbica (ndo-polar) e uma extremidadérofilica (polar). O grau de

anfifilicidade depende dos detalhes estruturais das moléculas de liffitfeos.



As moléculas de fosfolipideos e glicolipideos das membranas eslular
apresentam cadeias de acidos graxos que contém normalmente de dtbmdside
carbono. De acordo com o sistema, um acido graxo € designado por dor®snime
separados por dois pontos; o primeiro niumero é o nimero total de &tomos de carbono no
acido graxo e o segundo € o numero de insaturacdes. Assim 16e2seefe um acido
Ci6 com duas insaturaces, que é o acido hexadecadiéhoico.

Na Figura 1 estdo representadas as estruturas de algunsndgsaisr acidos
graxos encontrados nas membranas biologicas.

Os fosfolipideos séo a principal classe de lipideos de membrana, pamuos

mais abundantes.

H H
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CH4(CH,), CH, CH,(CH,),COOH
(CH,) (CHy), N NS
7 N\ AR NIN
CH, COOH H HH H
acido oléico (2) acido linoléico (Z)
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FIGURA 1 — Estrutura de alguns dos principais &cidos graxos encontrados nas
membranas biol4gicas.



1.1.1 - Fosfolipideos

Os fosfolipideos sdo pequenas moléculas lipidicas, compostas de asidae gr
glicerol. Diferem dos triglicerideos por possuirem apenas dwdécuobas de acidos
graxos unidas a uma molécula de glicerol cuja terceira hidresiéligada a um grupo
fosfato. Este grupo fosfato pode estar unido a uma molécula de &lcaok,(col
etanolamina, inositol, glicerol ou serirfa)Figura 2)

A esfingomielina é o Unico fosfolipideo em membranas que néo é dieria
glicerol, contém um aminoalcool, a esfingosina, que contém uma lordgaca

hidrocarbénica insaturadi.

I
H,C—O0—C—R;
HC—O——C—R,

I
H,C—0—P—0—X
o
FIGURA 2 — Representacéo geral de uma molécula de fosfolipide®R2 variam de
acordo com o acido graxo presente na moléetlppde ser diferentes alcoois (colina,

glicerol, etalonamina, inositol ou serina).

A Figura 3, mostra um exemplo de fosfolipideo de membrana derivado da

fosfatidil colina (também chamada de lecitif).

FIGURA 3 - Exemplo de um fosfolipideo de membrana (POPC — 1-palmitil-R-olei

fosfatidil colina).



Diferencas no comprimento e na saturacdo das cadeias carbdoscasidos
graxos sdo importantes, porque influenciam na capacidade das n®l@mila
fosfolipideos agruparem-se umas com as outras, e por esta razao rprovodancas
na fluidez da membrarta®

Longe de ser somente uma matriz estrutural passiva, os fosfofipide
representam um papel ativo em transducéo de sinais e modulacamdlifcialguns
dos quais sdo controlados pelo estado fisico dos fosfolipideos nas membrana

biolégicas®’
1.1.2 — Propriedades estruturais dos fosfolipideos

Devido a presenca de grupos com diferentes polaridades, os fosfolipideos
apresentam comportamentos diferentes dependendo da polaridade do me® sm

encontranf® (Figura 4)

I
CH, ; e —
Fis,, CH;; _HCI-E’CH' "'EH‘I*E O—CH.

1l
cH : it
R"CH:# :-'h\CH;rCHc‘\uCH;"C o=CH El' "
HC-0=P=0-c.H—N-E

N 5 A é!EJ
Regiéo lipidica apolar
hidrofébica h ~- /
Regiao polar

hidrofilica (fosfatidil colina)

FIGURA 4 — Estrutura molecular dos fosfolipideos derivados da lecitina, salgnis

diferentes polaridades na mesma molécula.



As moléculas de fosfolipideos com desigualdade entre 0s grupas qailar e
caudas de hidrocarbonetos tendem a formar espontaneamente monocaieadaRas
em interface ar/agua, mostrada na Figuta 5.

Imersos em meio liquido aquoso os fosfolipideos formam prontamente $amina
bimoleculares (bicamadas), que variam com as diferentes tlrseodinamicas e com
diferentes composi¢cdes quimicas dos fosfolipideos, ou seja, o tamanhm daédi
bicamadas em qualquer temperatura ou pressao depende do tamanitdaagar da

molécula e do comprimento e flexibilidade das cadeias apéfaieigura 5)

ar

Bicamada

R s

FIGURA 5 — Organizacdo microscopica dos fosfolipideos em interface ar/agua e em

meio aquoso.

A formacéo de bicamadas é um processo de automontagem, ouestjaflaa
de uma bicamada é inerente a estrutura das moléculas de fdsfmdigionstituintes,
especificamente de seu carater anfifilico. A formacao datestrem bicamada deve-se
principalmente a interacfes hidrofébicas e forcas atrativasrdderaNaals nas caudas
hidrocarbdnicas.

As cadeias de acidos graxos dos fosfolipideos podem apreseptarestado
ordenado, rigido ou relativamente desordenado, fftlitfo.

Fosfolipideos altamente orientados depositados em suportes sélidazrofere
possibilidades experimentais importantes para estudar o fenémeno dautsda
organizacdo, flutuacdes e interacdes entre as bicarladas.

Tem sido comprovado que bicamadas compostas por fosfolipideos podem existir
em fases diferentes, dependendo da temperatura e comp6éicBara construir um
sistema composto por diferentes fases, usualmente realizasenistura de dois

lipideos que possuam diferentes transi¢cdes de fase.



1.3.3 - Transicao de fase dos fosfolipideos

Os acidos graxos presentes nos fosfolipideos podem mudar da faseagal
fase liquida em uma temperatura de fusdo (ou, de transicao)ecistaca (abreviada
por Tm, em que m vem do inglés e significa “melting” = fusdo) @try988 Tien,
2003). Na transicdo de fase de um fosfolipideo as ligacbes C—C ndadaonformacao
anti no estado ordenado para a conformaygicche(esquerda, em francés) através de
uma rotacéio de 120°, ficando em estado relativamente desord&fado.

A temperatura na qual a transicdo de fase ocorre é meras sadeias dos
hidrocarbonetos séo curtas ou contém duplas ligacdes; uma dupla tggu@auz um
angulo na cadeia hidrocarbonica. Esse angulo interfere nas @eteratermoleculares
das cadeias do &cido graxo, fazendo com que a temperatura dgitrae$a menor do
que a dos fosfolipideos saturados com o mesmo comprimento de cadeberRplo, 0
fosfolipideo 1,2 —dioleil-fosfatidil colina (18:1), com uma insaturacdo adeia
carbdnica, possui temperatura de transicdo em —20 °C, por outro lado, a do 1,2-diestearil
fosfotidil colina (18:0) com o mesmo nimero de carbonos na cadeia, é dé'50 °C.

Bicamadas lipidicas naturais podem ter regides com lipidecgsangel, em
estado ordenado, e em outras regides com lipideos em fase diesdacienados (fase
liquida). Estas regibes sdo normalmente ricas em colestenotlekEerminadas regides
da membrana, provavelmente podem coexistir diferentes fases. difesaacas de
fases na bicamada sédo responsaveis pela sua fluidez e se pleweipalmente as
temperaturas de transicdes das cadeias de acidos graxos prédéfites.

Em sistemas modelo compostos por fosfolipideos o que ocorre durante uma
transicdo de fase ndo é tdo simples, e foram realizadas w&&iudos na tentativa de
conhecer exatamente o comportamento de membranas lipidicas duramsic@io de
fase do sistem&'*®

Tem sido comprovado através de estudos com sistemas modelo, que uma
bicamada lipidica com excesso de agua pode sofrer transictesed®mb aquecimento

4! Experimentalmente, a transicdo de fase pode ser observadaegiemismente



medida através do uso de diferentes técnicas, por exemplo, edf@ioe varredura
diferencial e microscopia de forca atomita.

Durante a transi¢cao de fase ocorrem mudancas na organizagéontaana. A
entalpia aumenta aproximadamente de 20-40 kinaelpendendo do comprimento da
cadeia lipidica. O volume aumenta aproximadamente de 4 % e a area & 25 %.

Em bicamadas lipidicas, regies polares e apolares de molé&suligsideos
tendem a repelir-se. A baixas temperaturas, as cadeias casbbidoofébicas rigidas
sdo atraidas fortemente pelas forcas de interacdo de vaWakds. Em altas
temperaturas, nayJ as flutuacdes lipidicas contribuirdo para um aumento da entropia
3145 A transigdo de fase, da gel para a liquida (fase Lfase L), é a principal e é
acompanhada por uma grande mudanca de entropia.

Existem estudos sobre transicdo de fase nos quais uma transstdotexntre a
pré-transicdo e a principal € abordada, a chamada, fase “rigpke’ B), que é
caracterizada por ondulacGes periddicas na bicamada lipidica. fd&sst tem sido
observada em multicamadas de fosfatidilcolinas saturadas e idibgifaerdis*®
Todavia, este fenémeno “ripple” ainda ndo esta totalmente esd&tet**°(Figura
6)

gxrunnbble

i

FIGURA 6 - llustracdo sobre a formacdo da fase “ripple”. Em cinza, esta a

representacdo dos lipideos em fase liquida e em preto os lipideos em fase gel.

A entalpia do sistema muda durante a transicdo de fase, comodjaciatido
antes, e esta mudanca pode ser mostrada por medidas de tradsipdzss tde um
sistema composto por fosfoslipideos usando a calorimetria de varditenencial
(DSC)#>1

A Figura 7, mostra um estudo por calorimetria de varredura difaldSC)

do fosfolipideo 1,2-dimiristil-fosfatidil colina (DMPC) onde pode-se olmeqgue o
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principal evento durante a varredura é a transi¢cao principal derfa$g e no inicio da
pré-transicdo até a principal, pode-se observar a fase “riphldase denominada
“ripple” adota uma geometria diferente, exibindo ondulacdes periodaasiperficie,
com periodicidades de 10-20 nm. Antes da transi¢do principal eoaepré-transicao

a membrana é plana, e apds a principal a membrana encontra-se em estatfo fluido.

m | DSC l| D™MPC
I.SI]—.
N "
%D 100 - Pré-transicao Tgﬁg(s;i'gglo
é— 1 M
1 : A AN P—
gy | —— | P o N _—
Fase gel | "ripple” | Fase fluida
1 o b J Ly
[ I j -

[ T Y T T T T T T T T J T T T T T T T 1
L1} 15 20 25 o

T [*C]

FIGURA 7 — Perfil de calor especifico de membranas multilamelare©MeC,

mostrando a pré e a principal transicao de fase.

1.3.3.1 — Diferentes fases em sistemas unitarios

Diferentes fases em bicamadas lipidicas compostas de apenasmponente
fosfolipidico podem ser visualizadas na presenca de aquecimentterapesatura do
sistema estiver proxima & de transicdo caracteristica fifddeo em estudd’ Tem
sido também demonstrado experimentalmente que em intervalo deatkmgpedurante
a transicdo de fase, a gel e a liquida podem coexistir. Popkxemtemperatura de
transicéo (F,) do estado de gel ordenado (fagg ppara o liquido desordenado (fasg L
do fosfolipideo DMPC € descrita na faixa de 20-30 °C no banco de dados
termodinamicos dos lipided$> Nestes experimentos, a temperatura é aumentada

gradualmente até estar acima da de transic&do do fosfolipideo componenterdid siste

11



1.3.3.2 — Diferentes fases em misturas lipidicas

Em certas condicbes de temperatura e pressao, dependendo de sascéomp
lipidica, misturas fosfolipidicas separam-se em duas fasesivmis, eventualmente
uma delas permanece em fase gel (fage & a outra em fase fluida (fasg) f°°>*
Todavia, ainda existem duvidas com relacdo a miscibilidade dayéhse liquida, e
vice-versa, em sistemas com misturas de fosfolipid&msum sistema com misturas
fosfolipidicas, isto €, composto por dois ou mais diferentes fosfolipideosorréncia
das diferentes fases surge principalmente devido a presenctemdmtds cadeias de
acidos graxos, em alguns casos mono ou poliinsaturados. Para uma méstura
fosfolipideos em regifes de coexisténcia gel-fluido, a morfoldggaagregados de gel
pode ser compacta ou ramificada dependendo do lipideo utifizado.

Filmes lipidicos estdo sendo extensivamente investigados como malgelos
membranas biologicas e forneceram informacfes importantes aghngamentos
lipideo-lipideo e interacdes lipideo-prote?fia>°

InvestigacBes sobre separacfes de fase em filmes fosfolipiiosgaram-se
particularmente utéis no estudo de dominios lipidicos que sdo regide®mbrana
formadas devido a existéncia de separacdes de fase, promoeldapr@senca de
diferentes componentes lipidicos, cujo tamanho pode ter entre alguns masoinet

micrometros: >’
1.3.4 — Formacao de dominios lipidicos

O modelo de mosaico-fluido para membranas celulares descreveaneadbéc

lipidica como uma estrutura bidimensional com proteinas assoti®dsseriormente,

foi evidenciado que a bicamada possui uma estrutura lateral comaplicad
consequentemente estudos neste sentido foram iniciados. Foi elucidadaaenta
existéncia de dominios, demonstrando que a separacéo de fasestn@dateral pode
existir em membranas. A separacdo de fases fluido-gelisturas de fosfolipideos, é
um fendmeno relativamente bem investigatfd:>® A imiscibilidade de duas fases
nestes sistemas é devido a diferencas nas transicoes edeldaslipideos. Esta
imiscibilidade, € uma das responsaveis pela formacdo de dommiai@sganizacdo

lateral das bicamadas lipidicas, ou seja, dominios lipidicos s&®segom alguma
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caracteristica fisica que as diferenciam das demaiSegegroximas, a composicao
molecular do dominio difere totalmente de suas vizinhangas na merfibtana.

A presenca e o papel biolégico de dominios lipidicos, ou microdominios em
membranas celulares estdo atualmente sendo estudados, o que podéndir coeutai
definir os mecanismos de interacdo entre os lipideos e proteinascicwiite
necessario para a compreensdo da dinamica nas membranas celulares.

A heterogeneidade de membranas biolégicas € determinante eas vari
processos, por exemplo, a permeabilidade da membrana e a formai@oid®s de
membrana com ou sem separacdo de¥asen subconjunto biolégico composto por
sistemas heterogéneos descobertos recentemente, os ‘“rafts”’dosdimios de
membranas até hoje ndo totalmente compreendid@stermo “rafts” é definido como
uma composicdo especial de lipideos que é rica em colesteroigoesiglina e
glicolipideos, como o gangliosideo GM1. Em regides de dominios, commfts’ “
ocorrem as principais ligacdes com proteinas e anticorpos)saltigio de sinais € 0
estresse oxidativo da membran@esquisas estdo sendo realizadas nesta area com o
objetivo de descobrir se os “rafts” sdo estruturas rigidas catée ®ujeitos a mudancas
no estado fisico e na composi¢4o.

Esta bastante claro que dominios lipidicos tém uma grande importancia
bioquimica por participarem diretamente da organizacdo de protéissim, tudo o
que altera o arranjo dos dominios pode promover mudancas nas funcesltamage
porgue seu mecanismo funcional € dependente do conjunto de propriedades n®leculare
gue a compoe.

Os dominios lipidicos podem ser estudados experimentalmente atfavés
preparacdo de amostras com misturas lipidicds$Tem sido demonstrado que
formacgBGes de dominios podem diferir, enquanto alguns formam agregadpactos
isolados, outros ramificam-se e formam uma cadeia, comprovandongoifcdogia da
separacdo de fase é variavel com os lipideos presentes na8fsédguns trabalhos
tém utilizado o colesterol, possibilitando que a biomembrana alcamageometria de

superficie préxima a dos dominios “rafts” existentes nas membranas bisf8gica

13



O desenvolvimento de estudos sobre dominios lipidicos e transicdo ddidase
realizados utilizando-se sistemas biolégicos modelo, por exempiesfile bicamadas
lipidicas. Estes, podem ser preparados por diferentes métodos deszriiesatura.
Cada método apresenta algumas peculiaridades, apesar de todamrerforitmes de
bicamadas lipidicas que sé@o posteriormente utilizados em ensp@g@ntais. Neste
sentido, a seguir serdo introduzidos alguns métodos de preparagiwedarfcluindo

0S que serdo utilizados neste trabalho.

1.4 — Auto-organizagéo de filmes lipidicos

A auto-organizacdo de monocamadas, simples bicamadas e multicaskeadas
fosfolipideos sobre suportes soélidos tém atraido um consideravel setelesnte as
Gltimas décadas. Estruturalmente, os fosfolipideos de membranas sdo extreneament
expostos a ambientes aquosos. Consequentemente, € de relevancia kestadaa
comportamentos sobre a estrutura de bicamadas lipidicas e suasdprg® em
condicdes préximas as das fisiolégicas.

Muitos métodos de preparacdo de membranas fosfolipidicas modeladtém s
abordados, entre os quais cita-se a fusdo de vesiculas lipidigesdinas) sobre
superficies so6lidas®®*"1922 formacdo de bicamada lipidicas (BLMs) por
eletroquimic&?, deposicéo de camadas por Langmuir-Blodett

Nestes sistemas modelo, séo realizadas deposi¢cdes de monocapididas, |

bicamadas ou multicamadas em suportes sélidos.
1.4.1 - Filmes de monocamadas lipidicas

Estudos realizados a mais de 50 anos relatam a formacéo de ipiokcos
utilizando a técnica de Langmuir-Blodgett (LB). Nesta técradarmacao dos filmes é

realizada transferindo-se camadas monomoleculares de anfitilicimderface agua-ar

para a superficie de um suporte.
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Quando uma monocamada é transferida para a superficie de um suporte
hidrofilico, normalmente realiza-se uma deposicdo de modo que 0s grupamentos
hidrofilicos da molécula interagem com a superficie. Esta deposigghamaday.

(Figura 8)
Y X

LU Y

T molécula anfifilica

FIGURA 8 — Diferentes métodos de formacao de bicamadas de moléculdiecasfi

por LB.

Por outro lado, se a superficie do suporte for hidrofébica, a melhoagater
com a superficie € na regido de cadeias hidrofébicas dauteléleste caso, pode-se
usar a transferéncia da monocamada pela deposicdo chXmadaqual as regides
hidrofébicas da molécula ficam em contato com a superficie. As idépssde
monocamadas na técnica LB podem ser realizadas destas formaangierindo a
monocamada de modo com que a parte hidrofébica da molécula fique em,qootat
exemplo, com uma superficie hidrofilica (chamada deposfgadNa formacdo da
camada lipidica, o modo mais usual de deposi¢cdo é ortigmr ser o mais estavel,
devido ao fato, de que neste tipo de deposicdo ocorrem interacdesregnbes
hidrofébicas das moléculas, como nas membranas biolégicas, na fomaag@amada
lipidica®

Em experimentos realizados com dois tipos de fofoslipideos, foi cmtestat
influéncia do pH e temperatura da 4gua da qual os filmes foram transféridos.

A vantagem da deposicdo de filmes por LB é a producdo de filmes de
multicamadas com densidades e composicdo predeterminadas, homodé&meos,

alinhados em varios suportés$.
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1.4.2 - Filmes de bicamadas lipidicas e o paradoxo da pressao de vapor (PPV)

Outras técnicas alternativas de preparacdo e deposicdo de dasaplanas
sobre suportes solidos foram desenvolvidas em funcdo das dificuldadegpagdiio
de filmes por Langmuir-Blodgett.

Uma delas € a deposicédo de vesiculas lipidicas esféoigdaribém chamados
de lipossomas) sobre a superficie sélitd@s lipossomas podem ser formados por
apenas uma bicamada lipidica (lipossomas unilamelares), ou pas \G@&madas

bilipidicas (multilamelares). (Figura 9)

Regido hidrofilica

Regido hidrofébica

FIGURA 9 — Modelo de um lipossoma unilamelar de fosfolipidfos.

Os lipossomas tém sido utilizados também como transportadores de, droga
aditivos alimentares e na indastria de cosméticos oferecendo aliptede de
dissolver substancias lipofilicas em sua bicamada lipididaidvafilas em seu interior
aquoso além da sua biodegradabilidade e baixa toxidade. Tém sidmad&sli
experiéncias que investigam o efeito de concentracdo de lipidelmsmacéo de uma
bicamada lipidica continua simples, ou seja, em altas concentrdedgssiculas
lipidicas o filme tende a formar multicamadas.

Contudo, outros estudos na literatura afirmam que o processo de fordeacao
multicamadas pode ser dependente somente do tempo de incubacédo (texapaérioec
para que ocorra a ruptura e fusdo entre as vesiculas). Portamomac&do de
multicamadas ou até mesmo de uma simples bicamada por espalhdmesticulas
lipidicas ndo é um processo simpfes.

Em principio, esta intuitivamente claro que o processo de formacddndes

dependera da concentracdo de lipideos, uma vez que concentracdesltanais a
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aumentam a probabilidade de contato entre vesiculas. Porém, €& dtifisiderar
somente a dependéncia da concentracdo para a adsor¢cao de uma Wsiftrmacao
de um filme lipidico, deve-se considerar também a energia déadea das regides de
borda®*®®®(Figura 10)

Por outro lado, pouco ainda é conhecido sobre a estrutura das regifiedale
Apenas assume-se que quando filmes lipidicos planares séo colocadosbeEmtes
aquosos, a sua extremidade (regido de borda) tende a fechamseeaique cadeias

hidrofébicas evitam o contato com a agua presente devido ao processo d&8’fusdo.

MARARARARRERRRRERRRTAR
W

FIGURA 10 — Representacdo de uma bicamada sobre uma superficie solida.

Um terceiro método utilizado na preparacdo de filmes, baseia-se no
espalhamento de uma solugdo sobre uma superficie sélida contendodesslipi
dissolvidos em um solvente organféEstudos tém demonstrado que as concentracées
das solucdes lipidicas e o tamanho do lipideo representam um papel fotadlame
determinante para a espessura do filme preparado por este fi&tdd4"

Existem diversos estudos que apontam para o fato de que o processo de
formacdo de multicamadas ocorre pela adsorcdo de camada-poacamaqde iSSO
facilita o possivel equilibrio entre as fases de espalhamentoc@olsdo lipideo e
evaporacéo do solvent&:’?

Outro método recentemente desenvolvido, baseado na técnica de espalhamento
de solucdo organica € o “spin-coating”, que apresenta uma pequerengaifeto
método anterior, porque utiliza rotacéo (100 a 200 rpm) na prepatagsa@omostras. O
resultado é uma menor densidade dos filmes, devido ao melhor espathpmeuzido
pela rotagdo. Suportes ndo-homogéneos ou impurezas podem resudefoenacoes
nos filmes durante o procedimento de “spin-coatifig”.

Nestas técnicas, os lipideos ndo se encontram completamentadugirabmo

nas outras citadas anteriormente (LB e fusdo de vesiculashaoda dos estudos
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realizados posteriormente serdo com amostras preparadas poragéda de solvente
organico, submetendo-as ao vapor de &gt

Até pouco tempo atras, acreditava-se que filmes de lipideos,estditiente
hidratados, para que possuissem as mesmas condi¢des fisico-qdieninasmbranas
celulares, poderiam ser formados apenas por técnicas em qyrdesdiestivessem
previamente hidratados antes de serem depositados sobre a supélitiei. Por muito
tempo foi aceito que filmes produzidos pela dissolucéo de fosfolipéteasn solvente
organico, evaporacao e posterior hidratacdo por vapor, ndo apresemsmmaasmas
caracteristicas fisico-quimicas dos outros previamente hidrataé@sta constatacéo foi
chamada “o paradoxo da presséo do vaffor”.

O controle da umidade € um ponto sutil, até que Katsaras provou
experimentalmente que ndo ha paradoxo se o controle da umidade da asloktra
for construido adequadamente para que se suprima tudo que provoca o extaixkm
UR (umidade relativa) na amostra, incluindo gradientes de tem@est condensagao
de éguéll,lo,73,76
De acordo com as propriedades termodinamicas elementares, agamiaaiao
de macromoléculas em agua (bicamada completamente hidratadegmmaliferenca
quando preparada na presenca de vapor de agua saturado, i.e., 100% de umidade
relativa (UR), uma vez que o potencial quimico da agua é mmess dois ambientes.
Isto comprova que se a producéao de filmes for realizada em 100% dedeaqmra, ou
seja, completamente hidratados, estes encontram-se nas mesmigdesofidico-
quimicas que os previamente hidratados como nas técnicas de LaBgpdgatt ou
fusdo de vesiculas lipidicd%%** 7374

Durante a técnica de espalhamento da solucdo organica, tipicanenteasl
centenas ou milhares de bicamadas lipidicas podem ser formegdasddndo da
concentracdo da solucdo lipidica. Todavia, com este método é diftcihtrole do
namero de bicamadas, contrariamente a técnica de LB (Langhodige®t) em que sao
depositadas monocamadas flutuantes repetidamente em um suporte €ro dém
monocamadas depositadas na superficie solida (N) € controlado. Porlanlatyo
somente até duas bicamadas lipidicas podem ser preparadas pewiti8 a@ fraca
interacdo existentes entre elas, este fenbmeno esta relaciomado processo de
deposicdo da técnica LB. Aplicam-se também restricbes senmedhamt N ao
espalhamento de vesiculas onde os lipideos sdo depositados por adsosgan de f

vesiculas unilamelares ou multilamelares em superficiegas6l Em comparacdo com
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os filmes de Langmuir-Blodgett, a fusdo de vesiculas temtagem de que os lipideos
estdo auto-organizados em bicamadas antes da deposigéo.

1.5 - Métodos de andlises dos filmes

Vérias técnicas estdo disponiveis para caracterizar auesiragbmposicdo e
propriedades dos filmes de fosfolipideos. Filmes de monocamadas e bicapiditas |
tém sido estudados extensivamente através de técnicas que infsaie a estrutura
e/ou orientacdo molecular dos filmes. As principais sé8o espectrasabpi

"8 microscopia de fluorescéndid)® eletroquimica?®® reflexdo e

infravermelho’
difracdo de raios-X;"%%9"3%% reflexdo de néutrofiZentre outras.

Lipideos transferidos sobre suportes solidos oferecem a possibilidade de
aplicacdo de um grande numero de técnicas analiticas de cepgui ndo podem ser
usadas para estudar membranas biolégicas. Apesar desta graedadeade métodos,
até recentemente pouco se conhecia sobre a estrutura e aslpdgsridos lipideos em
escala nanométrica, devido a falta de uma técnica com alta resolucao tieisuper

O desenvolvimento da microscopia de forca atbmica (“Atomic Force

Microscopy”) &

abriu novas possibilidades na pesquisa sobre filmes lipidicos. A
microscopia de forca atdbmica tem provado ser um método Util Sgaravestigar a
morfologia de filmes de fosfolipideos, durante a tltima déthda.

A aplicacdo da microscopia de forca atbmica na caractédzdg morfologia e
propriedades fisico-quimicas de filmes lipidicos tem sido abordatisive em alguns
artigos de revisdb® Esta técnica em sido usada em estudos de misturas fosfolipidicas
morfologia dos filmes em diferentes condi¢cbes, e a interacadodfidipideos com
proteinas e DNA®®

Outros estudos com microscopia de forca atbmica também estdo sendo
desenvolvidos como, a elucidacdo de mecanismos de formacdo de filnses pel

espalhamento de solucdo organica com analiseexesity™> %8

porém analises por
microscopia de forca atdmida situ (condi¢des fisioldgicas e em tempo real) por este

método ainda ndo foram completamente desenvolvidas
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1.5.1 - Microscopia de Forga atdmica

A microscopia de forca atdmica tem se mostrado um método bemriagm
para a investigacéo de superficies com alta resolucéo esffacial.

A idéia de operacdo do microscopio de forca atbmica é a apr@intecuma
ponta, que estd montada no final de um suporte, préxima da superficie de uma amostra e
a mensuracdo da interacdo entre as forcas que se estabefdoena @onta e a
superficie da amostra, ou seja, o0 microscopio de forca atbusdéca interacbes ponta-
amostra para tracar o mapa da superficie. A ponta varre aicigpeaf amostra e suas
interacBes com o suporte sdo medidas a partir das deflexdes do fyp®deua como
uma mola). As deflexdes do suporte sdo detectadas pela incidénorafdixe de laser

no suporte que é refletido em um fotodiodo. O comprimento do suporte poeel@o

a 200um e, pode ter a forma dé ou de haste, em geral retangular. (Esquema 1)

Fotodiodo
Suporte
4 € ponta /

7

Controle de Realimentag&o \amosw

(feedback) e computador
Scanner
Piezelétrico

ESQUEMA 1 — Principio de funcionamento do microscépio de for¢ca atdmica.
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A forca que a amostra exerce sobre a ponta é determinada fleld@aelo
suporte, dada pela lei de Hooke F ka, ondea o deslocamento do suportk sua
constante de mola propria, determinada pelas caracteristicamsteucao. As forcas
detectadas normalmente estdo na ordem de nN (nanonewtons) a pN (piconewtons).

O movimento do suporte com a ponta na dire¢cdo z e a amostra na Hirggo
realizado por um sistema piezoelétrico, que permite um movimentoleoistmas trés
direcbes (X, Yy, z), em escala subnanométrica.

Para obter informacdes, por exemplo, sobre a morfologia, em ueranchetda
area escolhida na amostra move-se a amostra na direcdoemeugn caminho pré-
definido. O controle deste processo € finalizado por um computador. Trogdo te
controle de realimentacao (“feedback”) ajusta a posicao daéadiregelo z-piezo para
gue se mantenha fixa a condicdo de “feedback” (por exemplo, ugzadonstante ou
uma amplitude constante). A condicdo de “feedback” depende do modo deaoper
utilizado na realizac&o das varreduras, e estes modos serao discutides adiant

Em pontos pré-definidos (x, y) a expansédo do z-piezo e outros pargnpetro
exemplo, a deflexdo vertical do suporte (sinal de erro) ou alldferca lateral), sera
medida. O mapa da medida da expansdo do z-piezo, por exemplo, pode zadtsua
diretamente no computador assim como a morfologia da amostra na arealatfalis

A resolucdo espacial deste instrumento esta limitada por ununtonge
parametros. Principalmente pelo controle do movimento piezo, o qual nomeese
abaixo da escala subnanométrica, e pelo tamanho efetivo da pontantested efetivo
da ponta esta relacionado com o seu raio (normalmente >10 nm), e I@Mooda
ponta na superficie. Em superficies suaves (ou moles) como cdipatieas ou outros
materiais organicos, sdo esperadas resolucdes de até 1nm (@a xlingcnos melhores
casos.

O mecanismo de realimentacdo (feedback) do microscopio pernetentds
modos de operacdo. Os modos de funcionamento mais comuns sao o0 de caitato e a

operacdes dos modos dindmicos (ndo contato, Tapping’readedo de MAE).
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Os dois principais modos de operacdo do microscopio de forca atordioa es

representados na Figura 1.

s / T g

-~ # =,
_.."" 1-‘\L.\'\,_,-"/_\-\l‘l'\-y/_ \\\ o : /_‘\"-_ ..-"lr ‘I"-r"'.r’_\\\.

FIGURA 11 - llustracdo dos diferentes modos de operagdo do microscopio de forca

atdbmica. (a)modo contato; (b) modo dinamico.

1.5.1.1 - Modo contato

Neste modo de operacdo a ponta sera aproximada da superficieslen ate
gue uma certa forca (o “setpoint”) seja alcancad#a forca é escolhida pelo operador e
pode ser em principio, repulsiva ou atrativa. Usualmente as forpaksivas séo
usadas.

Quando a ponta aproxima-se da amostra, € primeiramente atraida pelaisuperfic
devido a um amplo conjunto de forcas atrativas existentes na pegi@nas de van der
Waals. Esta atracdo aumenta em um maximo quando a ponta apreximais da
amostra, os a&tomos de ambas ficam tdo proximos até atuacao ake dergcepulséo
eletrostética (Figura 12).

Esta repulsdo eletrostatica enfraquece a forca atrativadidangue a distancia
diminui. A forca anula-se quando a distancia entre os atomos é da dedalguns
angstroms (da ordem caracteristica de uma ligacao quimicand® as forcas tornam-
se positivas, considera-se que 0os atomos da ponta e 0os da amostesmestétato, e

dominam as forcas repulsivs
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Em distancias muito proximas, em que nuvens eletrdnicas dos atomosala pont

os de superficie comecam a sobrepor-se, a ponta € operada por forcas repulsivas.

Atomos da
ponta

Atomos da
superficie

a2 =X

FIGURA 12 — llustragcéo da aproximacao da ponta que varre e a amostra.

Neste modo de operacédo, o controle por feedback ajusta a extensg®zo z-
até um ponto em que a forca de varredura seja mantida constamté.dgstais comum

dos modos nao dinamicos de varredura.
1.5.1.2 - Modo dinamico

No modo contato, devido a ponta estar sempre em contato com a superficie
(forcas repulsivas), uma forca lateral consideravel pode atwarsarcdanos na area de
varredura se a superficie investigada for muito mole, por exemioesf de
fosfolipideos em fase fluida. Neste caso, o melhor € utdiztio modo de operacédo do
microscépio, ou seja, o dindmico.

A caracteristica basica do principio de operacdo do microscopimrde f
atdbmica no modo dinamico é que o suporte oscila proximo a freqiéncessdaaecia.

A oscilacdo do suporte faz com gque a ponta so interaja fortemmanta superficie no
ponto de oscilacdo mais baixo. Esta configuracdo reduz a aplicagac;ae laterais

durante o processo de varredtr&
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Para entender a idéia principal de “feedback” para este modo, &lémedsrar
gue o suporte (mola) portador da ponta é externamente dirigido ertiaansente a
um oscilador harménico. A excitacdo do suporte €, normalmente dipgidaima
vibracdo supersonica> (20 KHz) que faz com que este movimente-se por campo
magnético (MAC-MODE, mais usado para operacdo em liquidos).

Quando o suporte (mola) aproxima-se da superficie até uma cd&nacidis
recebe influéncia através da interacdo com a superficierendo um decréscimo na
medida da amplitude. As interacdes de forcas adicionais (repulsivastrativas)
causam mudancas na frequéncia ressonante do suporte. Para aooperagae em
liquidos, a frequéncia dirigida € constante. Isto significa quepsata interagir com a
superficie, o suporte ndo € mais dirigido por ressonancia. A conseqU&rgua a
amplitude decresce. Esta mudanca na amplitude devido a aproximag@mtdana
amostra é mostrada na Figura 13, e é usada neste modo padbatie. A condicao
de “feedback” do modo dindmico em ar é o decréscimo da amplitude,rqagigtada
cada vez que ocorre esse decréscéinio.

Um segundo parametro de oscilacdo (ndo mostrado nos graficos}ee pofde
ser obtida e ser conectada com as propriedades fisicas (omaio dureza ou adesao).
A fase pode ser mostrada como um contraste adicional (relacicrada as

propriedades fisicas locais).

0,54

mudanca de
amplitude

o
S
1

amplitude [a.u.]

linha base

o
N
1

0 ' l(I)O ' 2(I)0 ' 3(I)0 ' 4(I)0 ' 500
extengdo do piezo [nm]

FIGURA 13 — Medida da amplitude durante a aproximac&do na supefficie.
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a) Modo dinamico - MAC-MODE®

No modo dindmico de operacdo do microscépio de forca atdmica MAC-
MODE®, o suporte (mola) portador da ponta possui propriedades magnétical e osc
sobre a superficie da amostfalsto é, a forca oscilante é aplicada através de um
solendide diretamente no suporte magnetizado e o suporte mageateasvestido é
guiado para oscilar em um campo magnético.

1.5.1.3 — Aplicagbes

E importante que se tenha o conhecimento que a imagem de microdeopia
forca atbmica revela a topografia da amostra na regidovalserPara analisar-se
dados, por exemplo, sobre as alturas desta regido que estaramadi@xicom o
comportamento estrutural da amostra, faz-se uma medida grafieaasimbagem. Essa
medida, € chamada varredura de linha e revela informacdes sobweadoga do
filme. Nas imagens obtidas por microscopia de forca atdmicaga®es mais claras
representam as mais altas do filme.

A Figura 14, mostra a analise topografica de um filme de ouro @&ppsitado
sobre silicio, e o grafico da altura do filme esta representddwvaeedura de linha na
Figura 14b. Para obter-se informacdes mais abrangentes sobréokbgia da amostra,
esta analise é realizada em diversas regides.

Varredura de linha

Z[nm]

0 0204 06 08 1
X[pum]

FIGURA 14 — (a) Exemplo de uma imagem de topografia obtida por microscopia de
forca atbmica; (b) representacéo gréfica de uma varredura de linha dieerahef Au
depositado sobre silicio.
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As vantagens do microscoépio de forca atbmica sao: (i) sondar, g teal e
em ambiente aquoso, a estrutura da superficie de filmes lipid{gpsmedir
propriedades fisicas diretamente e com alta resolucéo esp@idiapossibilitar a
modificacdo a estrutura de filme e analisar processos biofisleoaum modo
controladg® 8% 99097

Um aspecto importante e de interesse neste trabalho é ac&ornde
nanodominios, caracterizados por arranjos moleculares de diferagesnéabicamada
lipidica, obtidos, como ja foi discutido, pela mistura de fosfolipideos kEgides
hidrofébicas de dimensdes diferentes. A geometria desta orgaminaolecular pode
ser modificada por diferentes processos, e esta alterac&stmdura da bicamada
poderd ser analisada pela microscopia de forca atbmica. Ndsthod serd utilizada a
peroxidacao lipidica induzida por uma espécie reativa de oxigénio eremplo para
esta avaliacdo. Sendo assim, na préxima seccao sera apresetaiado“peroxidacao

lipidica”.
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1.6 - Peroxidacéo Lipidica
1.6.1 - Espécies reativas de oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e as espéctesagede nitrogénio
(ERNSs) séao expressodes utilizadas na literatura de radla@s, mas ndo sao definidas
normalmente. As Eros e as ERNs séo originadas na producao de adéifosiiato
(ATP) na mitocbndria. O ATP € a maior fonte de energia quimicaginismos Vivos
como bactérias, plantas e animais. O grupo fosfato terminahgéfdérido para varias
biomoléculas aceptoras, e posteriormente sdo transformadas agnente para a
realizacdo dos trabalhos celulares dos organismos Yivos.

A enzima citocromo oxidase, cataliticamente responsavel phlade de @em
H,O nos organismos aerobicos, através da adicdo de quatro elétronapasutiiza
90 % do oxigénio total consumido. Em 1986, Jones relacionou mais de 30 diferentes
enzimas além da citrocomo oxidase, em rins de mamiferos, osrpeassitam de
oxigénio no seu metabolismo. Cada uma destas enzimas possui undadeafini
especifica pelo Pe estdo envolvidas em varios processos metabdlitos. Dentro destes
processos podemos citar 0 metabolismo de aminas biologicas, @odiags, purinas,
esterdides, aminoacidos e carnitina e de outras atividades celinalg@indo auto-
oxidacdo de pequenas moléculas tais como as flavinas, catecolanhiiagquinonas,
acao das redutases de flavoproteinas e dos citocra@os P

As reacdes dos processos metabdlitos, muitas vezes geraROas Edmo 0s
radicais superéxido (), hidroxila (OH), hidroperoxila {OH,), peroxila (RQ’) e o
alcoxila (RO). Frequentemente, o termo EROs é utilizado para designar salilices
derivados do oxigénio molecular, mas também para espécies deriadgigénio, que
ndo sdo radicais livres, como por exemplo, o peréxido de hidrogés®)(H acido
hipocloroso (HOCI), entre outros. Alguns 6xidos de nitrogénio, como monoéxido de
nitrogénio (NO) e dioxido de nitrogénio (N sdo considerados radicais livres e 0
peroxinitrito (ONOO) que € um néo-radical, sdo chamados de espécies reativas de
nitrogénio (ERNs). Outra forma usual utilizada para estas iespé& o termo
“oxidante”.

As principais EROs estdo mostradas na Tabela 1.
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TABELA 1 — Principais espécies reativas de oxigénio (ERDs).

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

RADICAIS NAO — RADICAIS
Superoxido, @ Peréxido de Hidrogénio, 0,
Hidroxila, *OH Acido Hipocloroso, HOCI
Peroxila, RG Acido Hipobromoso, HOBr
Alcoxila, RO Ozonio, Q

Hidroperoxila, HQ' Oxigénio singlete, @A

A maioria da produgéon vivo de radical hidroxila, o mais reativo destas
espécies mencionados, provem da reacdo,@e ¢bm o superdxido (reacdo de Haber-
Weiss) a qual na realidade apresenta duas etapas, dependenteeadal@iemas vezes
de Cd*, envolvendo a reacéo de Fent8h®* Ambas reacdes estéo ilustradas (Esquema
2).

Fe* + 0, — F&" + O,
Fe?* + H,0, » FE€*+ OH +°0OH  (Reagdo de Fenton)
0, + HO, - O, + OH +'OH (Reacao de Haber-Weiss)

ESQUEMA 2 —Reacéo de Fenton, catalisada por ferro.

O 6xido nitrico (NO, ou mondéxido de nitrogénio) € um outro exemplo de
radical livre produzido biologicamente tendo um amplo espectro denagéi@anismo
humano, muito conhecido principalmente pelo seu potencial de provocar vasodilatagao.

A reacdo do oxido nitrico e superoxido pode levar a formacéao de gherdei
nitrito, o qual é um poderoso oxidante e causa danos em moléculas bol¥gita
bioquimica desta espécie reativa, ndo radical, tem sido pesgeisaddivamente. No

processo inflamatoério, por exemplo, esta molécula € capaz de aitaxidar
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biomoléculas, compostos fendlicos tais como a tirosina, implicando nunctompa
consideravel sobre a estrutura celdfar.

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis as espéciedeativaEnio
particularmente aos radicais hidroxila. Eles atacam prote@nasiucdo modificacbes em
glicoproteinas, perda de metal em metaloproteinas e aumento ceptifilidade a
protedlis’®>% As espécies ativas de oxigénio causam também alteracdedAp D
provocando mutacdes nas bases nitrogenadas. Acidos graxos poliinsatorados c
araquidénico, também sdo modificados quimicamente por radicais liteesnedo a
permeabilidade da membrana ad'Caom conseqiiente ativacdo de fosfodiesterases, e
eventual ruptura da membrana e a morte cetlfar.

Para o conhecimento sobre o mecanismo de acdo das EROs nonuwganis
necessario conhecer a acdo do oxigénio molecular nos processoslicosalbioje
sabe-se que 2 a 5% do oxigénio respirado acabam gerando ERCsarisftamacao
do oxigénio, majoritariamente na mitocondfia.

Para ligar a dois atomos de hidrogénio e formar uma molécula de @gua
oxigénio precisa receber quatro elétrons. Todavia,on€&n sempre se transforma
diretamente em agua. Ao ganhar um elétron, trasforma-se em radical superoxido
(02 ") que pode reagir com outro radical superéxido. Quando isso acontece;ab radi
anion superdxido volta a ser uma substancia estavel, o peroxido deehidr@igOy).
Duas moléculas de superdxido podem espontaneamente dismutar para peedxido
hidrogénio e oxigénio molecular na presenca de dois protons. Esta oeagd@ com
uma velocidade muito alta na presenca da superoxido dismutase, uma ene
possui cobre-zinco ou manganés tetramérico, no citosol e na mitocdndria
respectivamente. O peréxido de hidrogénio@pl pode ser convertido em oxigénio
molecular e 4gua pela catalase, uma enzima que contém o grupaerastoou reage
com a glutationa na presenca de glutationa peroxidase para fguaae @issulfeto de
glutationa®®®

Por outro lado, o peréxido de hidrogénio@-) ndo tem um radical livre e nédo
reage no mesmo lugar onde é formado. No entanto, as moléculasOdesédb
extremamente reativas capazes de passar de uma célulaupaaaumentando a
probabilidade de reagirem com os metais de transicdo, particotaré’/Fe’. A
atracdo entre o #, e &tomos de ferro pode ser fatal para a célula, pois ao combinar-s

com o ferro, recebe mais um elétron - o equivalente ao oxigénitrésmlétrons extras
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formando o radical hidroxila ©@H), o radical hidroxila’@©H) reage instantaneamente

com as biomoléculd$? (Esquema 3)

Fe?* o Fed*

- Superdxido ~
O, dismutase H,0, Egﬁ%?\o de OH*

Superoxido , Perdxido de hidrogénio ————— Radical Hidroxila

l

MitocOndria

Catalaseem __ |, Glutationa R
Peroxissoma peroxidase

} '

H,O H,0O

ESQUEMA 3 — Formacao do radical hidroxilaH) em processos metabolittys.

Como foi mencionado, as EROs e ERNs s&do produzidas em condi¢cdes
fisioldgicas como resultado normal dos organismos vivos. Entretanto, quando ocorre um
desequilibrio na homeostase, que pode ser causado por varias patojogidscdo de
espécies reativas aumenta substancialmente prejudicando ainslao nm&ganismo
enfermo.

Dentre as patologias relacionadas com o estresse oxidativiomese aquelas
gue afetam o sistema nervoso central como a doenca de Alzleiowtras doencas
degenerativas, bem como as injdrias por esquemia e reperfusdo, dofagegarias,
circulatérias e cardiovasculares e aquelas relacionadas casteimas imunoldgico e

gastrintestinaf®
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1.6.2 Principais reacdes radicalares em sistemas biolégicos

As EROs podem reagir formando novos radicais livres favorecendaeseagd
cadeia. Os radicais livres reagem com as biomoléculas infesgreente. Esta falta de
especificidade representa o maior obstaculo no estudo dos procedsmospor estas
espécies que ocorrem em sistemas biolégicos, que sdo quimicamentt®
complexos?®® No entanto, trés tipos principais de interacées de radizaisToléculas
bioldgicas foram identificadas, estudadas e relacionadas cesd@de tecidos. Dentre
as interagfes possiveis menciona-se a adicdo, a transferéetédrales e a abstragao
de atomos. Muito do que é conhecido com relacao as patologias mediadasR@s
pode ser considerado da perspectiva desses trés tipos de reacaoapsfimsnacoes
esperadas, considerando a disponibilidade das moléculas-alvo nos tesideac®@es

mencionadas anteriormente seréo mostradas a seguir no Esquema 4:

1. ADIGAO OU COMBINAGAO DE RADICAIS

R
/" —»m
Re® + XmY X v
R
R® + XJ_\/_\—Y—P m
X: Y

2. TRANSFERENCIA DE ELETRONS

R* + O, —» R* + of-

3. ABSTRACAO DE ATOMOS

R® + XmY > x—/_\/_\—Y+ RH

ESQUEMA 4 — Reagdes caracteristicas de radicais livres nos sistemas biof8gicos.

Considerando os lipideos como moléculas alvo, espécies quimicas, como o
radical hidroxila {OH), abstraem um atomo de hidrogénio no »@Hico da molécula

de um &cido graxo insaturado, produzindo radicais centrados no carbono que
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posteriormente reagem com,,Qpara formar radicais peroxila. O radical peroxila
produzido por esta reacdo, pode entdo abstrair outro atomo de hidrogénio da cadei
lateral do acido graxo de uma molécula de lipideo adjacente. &&tale reacdes em
cadeia, que constituem a fase de propagacdo da peroxidacdo ligoditayara até a
formacéo de produtos n&o radicalates?

Estas reacOes podem ser caracterizadas em trés etapas noostra o
Esquema 5. Apoés ser iniciada a formacao de radicais livresa (E}aples rapidamente
propagam a reacdo de formacdo de hidroperoxidos (etapa 2), que por ssa vez,
decompdem produzindo novos produtos de decomposi¢cdo. Essa decomposicdo €
favorecida pela grande quantidade de outros &cidos graxos que fornétens @os
hidroperéxidos. No final desta série de reacdes quimicas, ha farrdacaldeidos,
cetonas, alcoois e outros produtos (etapa 3). Ocorre também reagibcdes livres

entre si, ou com outros compostos, formando espécies néo radicalares ou denaalicai

reativos®?
1 - Inicio
e +“—>
Rl R / R]_ R/\/\/\Rl
= 0,
2 - Propagacao l

OOH oo®

3 - Finalizacéo

OOCH

ESQUEMA 5 — Etapas de um dos possiveis caminhos de reacdo de peroxidacdo na

cadeia acil de um &cido graxo monoinsaturido.
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A propagacdo da reacao lipidica é governada pela energia de atidsodie
ligacdes carbono-hidrogénio na cadeia carbdnica, que podem ser viBigsradl5. As
ligacdes carbono-hidrogénio mais fracas estdo nos grupamenitenaosebis-alilicos

com energia de dissociacao de 75-80 kcal/mol cen8®& kcal/mol para os hidrogénios

monoalilicos e= 101 kcal/mol para uma ligacdo C-H alquita.

Alquila

=101 keal/mol bis-alilico
75-80 kcal/mol

' }

NEEY,
| | )4 R’
wen/ N/ N\
TH H H H
Alilico
= 88 kcal/mol

FIGURA 15 — Energias de dissociacdo necessarias na formacao de raéiaansa

cadeia carbobnica.

Neste sentido, o ataque de lipoperoxidos a hidrogénios de grupamentos
metilénicos bis-alilicos de lipideos poliinsaturados € favorecidsin® teoricamente a
peroxidacdo € mais intensa quanto mais insaturado for o 4cido grasejapguanto
mais 4cido for o hidrogénio metilénico, maior a probabilidade debs&maédo.Acredita-
se que o acumulo dos produtos formados na lipoperoxidacédo (malonaldeicir@x#
2-alcenais) , aumente a rigidez e diminua a eficiéncia furlcitznenembrana causando

o envelhecimento gradual das células (Esquem& 6y
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A oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados procede por um mecanismo de
reacdo em cadeia no qual as reacdes terminais formam vathgqs, incluindo uma

série de aldeidos. Alguns destes aldeidos formados na lipoperoxid@gabsesdos na

Tabela 2110,114,115

ACIDO GRAXO POLIINSATURADO

Y, . / MDA

/
x
oox

ESQUEMA 6 - Representacdo resumida da peroxidacéo lipichoa formacéo do
MDA (malonaldeido) e 4-HDA (4-hidroxialcenais).

34



TABELA 2 — Aldeidos formados pela oxidacdo de &cidos graxbsmgaturados:°

Aldeido Acido Graxd®
Malonaldeido 20:4, 20:5, 22:6
Propanal 18:2, 20:4
Butanal 18:2, 20:4
Pentanal 18:2, 20:4
Hexanal 18:2, 20:4
2,4 - Heptadienal 18:2, 20:4
4-hidroxi-2-hexenal 22:6
4-hidroxi-2-octenal 18:2, 20:4
4-hidroxi-2-nonenal 18:2, 20:4
4-hidroxi-nona-2,6-dienal 20:5, 22:6
4,5-dihidroxidecenal 20:4

®Abreviacées: 18:2, &cido linoléico; 20:4, acidogatidbnico; 20:5, 4cido eicosapentenodico; 22:6, @cid
docosahexendico.

O malonaldeido (MDA), é a molécula mais abundante dorma neste
processd’® Esta observacdo também comprovada em estudos coridacdo do
linoleato e do linolenato de metila, ésteres pramrs dos acidos graxos linoléico
(18:2) e linolénico (18:3) respectivamehté. Em relacdo aos outros aldeidos
mencionados, 0 4-hidroxi-2-nonenal (4- HNE) tambémode ser produzido
abundantemente e sendo um agente toxico, poderasfegas bioldgicos prejudiciais
que estdo associados a uma série de patologiaipptinente a aterosclerosé:*®

Aldeidos, como o 4-HNE reagem com grupamentos, Nid proteinas
promovendo a formacdo de bases de Schiff, reagenbéta com grupamentos
sulfidrilas de enzimas inativando-as. Muitos outppsdutos, como acidos de cadeia
curta, ésteres e cetonas podem ser formados attawéscoes radicalares em sistemas
biol6gicos>311°

Portanto, a identificacdo e quantificacdo dos castgw derivados de aldeidos
formados fornecem indiretamente um indice do damalativo resultante da

peroxidacao lipidica.
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7

A determinacdo do malonaldeido (MDA), € realizadar pmedida
espectrofotométrica do produto colorido (roseonfado a partir de sua reagcdo com o
acido tiobarbitarico (TBA). Este método de anaksehamado de “teste a substancias
reativas ao acido tiobarbiturico” (abreviado porAHS). Neste ensaio uma molécula de
MDA reage com duas de TBA para formar um produt® gpssui absor¢do maxima em
535 nm(Equacéo 15

s N\ OH
SH N OH CHO HO
‘ CH N —N SH
2\ + - X"\ + 2H,0
AN CH——CH=—=CH
CHO \ /
OH N
HO

TBA MDA PRODUTO

Durante as ultimas décadas, o niumero de estudosryadvem a peroxidagéo
lipidica em patologias humanas tem aumentado &igtiifamenteé!***° Apesar da
importancia de elucidar os diferentes fatores engo$ na iniciacdo e propagacéao de
uma peroxidagdo lipidica em varios sistemas biotixyi em muitas investigacoes as
variaveis experimentais ainda ndo sdo bem definilanetodologia mais comumente
utilizada é o teste TBARY 1%

A cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) tamlpode ser utilizada para
deteccdo de moléculas como lipoperéxidos resubtatis reacdes de peroxidagdo. O
TBARS apresenta limitagcbes intrinsecas aos métabgrimétricos, incluindo a
sensibilidade e grandes variacdes nos resultados.

Uma vantagem do uso da microscopia de forca atbnadavestigacam situ
de uma peroxidacao lipidica, € o fato de que éipelsacompanhar as mudancas na
topografia da amostra, devido as mudancas fisiaasireicas nos filmes, sem causar

perturbacdo na auto-organizacao das moléculas.
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2 — OBJETIVOS

2.1 — Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi preparar membranatulazes sintéticas
(biomembranas artificiais) em condi¢Oes fisiologica caracterizar utilizando a
microscopia de forca atdbmica, bem como realizandest relacionados com a auto-
organizagdo lipidica e comportamentos fisico-quisiicdos fosfolipideos em
temperatura de transicdo de fase (fase gel panaaig Posteriormente, efetuar ensaios
de uma reacédo de peroxidacao lipidica, para alidagdo, em condicdes fisiologicas e
em tempo real através da microscopia de forca agyndos danos estruturais nas

membranas modelos causados por espécies reativagéaio.

2.2 — Objetivos especificos

&  Conhecer o funcionamento cientifico e operacioral nticroscopio de forca
atomica.

Preparar filmes lipidicos e analisar com microsaaja for¢a atdmica.

Analisar os filmes fosfolipidicos em condi¢desdidgicas.

Observar os filmes em temperatura de transicaasie(fase gel/liquida)

& & & &

Observar a formacdo de dominios microscopicos @stapicos na estrutura
lateral da bicamada lipidica.
&  Estudar o comportamento morfologico das bicamagédidas ap6s a reacao de

peroxidacao.
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1 - METODOLOGIA

3.1 - Preparacao dos Suportes

Os suportes utilizados foram laminas de mica mutcewde silicio. As laminas
de mica utilizadas foram obtidas da SPI-suppliesséChester, PA, U.S.A e realizou-
se uma clivagem recente para o uso. Na clivagesuperficie de mica removeu-se as
primeiras laminas da superficie.

O silicio 100 (tipo N) da MEMC Eletronic Materia{Malaysia) foi utilizado
como suporte na formacdo dos filmes. Sabe-se qs#icio em contato com o ar
atmosférico forma uma camada de 6xido. Esta podeeseovida a partir de uma
solucdo de &cido fluoridrico (5%), que realiza ulingpeza quimica na superficie
removendo completamente a camada de contaminagaddin Esta remocéo foi entdo
feita colocando-se a lamina de silicio por 15 sdgama solucéo de acido fluoridrico
(HF 5%), em seguida o silicio foi removido e lavadon agua ultrapura (resistividade
especifica 18 i@ cm). O resultado € que ligacdes livres do silidam saturadas por
atomos de hidrogénid>'?® As ligacbes Si- H séo estaveis e impedem uma nova
contaminacdo do suporte pelo oxigénio do ar. Esteepgimento proporciona a
obtencéo de superficies hidrofobicas.

Para a obtencdo de superficies hidrofilicas deigsilitilizou-se uma solugéo
saturada de hidroxido de potédssio (KOH) em etaBalditt, 2002). A superficie é
colocada em contato com esta solucdo por 1 mimat@eguida € removida e lavada
com agua ultrapura (resistividade especifica X8 &) em abundancia. O excesso de
agua é retirado sob fluxo continuo de gas nitrag&hL). Na superficie ocorre a

formacdo de ligacbes Si — OH, e esta torna-sefilaré
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3.2 — Reagentes, solventes e fosfolipideos utilizados

a) Sigmd

Acido ascoérbico, fosfato monobasico de potassio B®) e &cido

tiobarbitarico (TBA), &cido hidroxietil piperazireanosulfénico (HEPES).

b) Merck®

Peréxido de Hidrogénio (@, — 30%), cloreto de ferro (Fefll cloreto de sédio
(NaCl), isopropanol, metanol, cloroférmio, acidodtidrico (HF), etanol e hidroxido de
potéssio (KOH).

c) Avanti® Polar Lipids

1,2-dimiristil-fosfatidil colina (DMPC), 1,2-dipalitil-fosfatidil colina (DPPC),
1,2-dioleil-fosfatidilcolina (DOPC) e fosfatidil toa (PC).
A Tabela 3, mostra os lipideos que foram utilizagesa a realizacdo deste

trabalho, a temperatura de transigéo caracteristste composicao.

TABELA 3 — Relacdo de lipideos utilizados nos experimento$izeelns com a

temperatura caracteristica de transicdo e commoSica

Lipideo Temperatura de Transicao Acido Graxé
DOPC -20 °C 18:1
PC - mistura
DMPC 24 °C
14:0
DPPC 41 °C 16:0

®AbreviagOes: 18:1, acido oléico; 14:0, acido rtirés 16:0, acido palmitico



O fosfolipideo PC é uma mistura contendo diferenteteias de acidos graxos
derivados da lecitina. Os acidos graxos presemeB@ estdo representados na Figura
16.

PC

16:0 ) 34
16:1 2

18:0 1

18:1 32
18:2 18

18:3
20:0
20:1
20:2
20:3
2014 |mmm 3

22:0
22:6 - Insaturado

outros |:| Saturado

Abreviacdes: 16:0, &cido palmitico; 16:1 acido hkeaendico; 18:0, acido esteérico; 18:1 acido ojéico

18:2, &cido linoléico; 20:4, acido araquiddnico

FIGURA 16 — Acidos graxos existentes em B¢

As estruturas dos fosfolipideos utilizados podem \@sualizadas abaixo,

incluindo alguns dos acidos existentes em PC:

o] [«]
2 H Ok/\/\/\/\/\/\ 9 4 OJ\/\/\/\/\/\/\/\
;ﬁ/vo/ﬁo*o\/\i/oY\/\/\/\/\/\/ ;ﬁ/\ﬂ/t"\)!\ﬂ\(\/\/\/\/\/\/\/
9 o © [}
1,2-dipalmitil fosfatidil colina (16:0) 1,2-dimiristil fosfatidil colina (14:0)
DPPC DMPC
oy O).L/\/\/\/=\/\/\/\/
;:/\/O)EO\X/DW o
1,2-dioleil fosfatidil colina (18:1) HOANA A A~
DOPC acido palmitoléico (16:1)
o]
~ ﬂ
o T T "o
| | cH,
HO — —
acido linoléico (18:2) acido araquiddnico (20:4)
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d) Outras marcas

Acido tricloroacético (TCA) da Synth

Todos os reagentes e solventes utilizados apresemtalto grau de pureza e

foram usados sem purificacfes prévias.

3.3 — Métodos experimentais

3.3.1 - Preparagéao dos filmes

Os filmes utilizados nos experimentos foram preg@gapor trés diferentes
técnicas, fusdo de vesiculas lipidicas, espalhampat rotacdo (“spin-coating”) e

espalhamento de solucdo orgéanica.

3.3.1.1 — Formacéo de filmes por fusdo de vesiculas lipidicas (lipossomas)

O fosfolipideo DMPC foi depositado na superficielidgd na forma de
lipossomas.

a) Preparacao das vesiculas lipidicas

Vesiculas lipidicas unilamelares ou multilameldogam obtidas via método de
extrusdo através do seguinte procedimento: em uU&o lke vidro 20 mg de lipideo
foram dissolvidos em 1mL de cloroférmio. Em segudsolvente foi removido sob gas
nitrogénio formando um filme que posteriormentedeixado sob vacuo até a completa
evaporacao do solvente. O filme formado foi ent@batado com solugdo tampéo
(HEPES ou tampao fosfato-kPQO,) 10mM em pH 7,4, e agitado vigorosamente em
agitador tipo vortex.

As vesiculas lipidicas obtidas foram entdo diluiglassolucdo tampé&o até uma

concentragéo final de 0,03 mg/mL.
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b) Deposicao sobre as superficies

As vesiculas lipidicas de DMPC foram espalhadasesalsuperficie solida da
seguinte maneira: 10L de solucdo, contendo as vesiculas lipidicas comcentracédo
0,03 mg/mL, foram colocados em uma superficie deamecentemente clivada com
uma area de 1cml cm e a amostra foi deixada em repouso por 10to8nO excesso
de vesiculas foi removido lavando-se a superfiol®m colucdo fisiologica de NaCl

(0,9%). Em seguida as amostras foram analisadaskidr

3.3.1.2 — Formacéo de filmes por espalhamento de solucéo orgéanica

a) Filmes formados por simples espalhamento da solug&o orgéanica

Esta técnica requer o simples espalhamento da mmssbre a superficie,
espera-se a completa evaporacdo do solvente, egnua as amostras sao submetidas
a vacud?

Os filmes foram preparados depositando-se, por rdeicuma micropipeta,
15uL de uma solucéo organica (com os fosfolipideos ©BR DMPC dissovidos em
iso-propanol ou cloroférmio) no suporte desejade possuia 2crm 2cm de area, e em
seguida permitiu-se que a solugcéo se espalhassataspamente e o0 solvente fosse
evaporado. Apos a evaporacdo do solvente, ocomauauto-organizacao do filme em
multicamadas e a amostra foi deixada sob vacuooXd@f horas) para completa
evaporacao do solvente. A concentragao variou Blea@®@mg/mL. Na preparacédo de
filmes com sistemas binarios, compostos por dderatites fosfolipideos, 0 mesmo
procedimento foi adotado, em quantidades 1:1 (mhmu¥ diferentes sistemas
(DPPC/DOPC e DPPC/PC dissolvidos em iso-propan©b. experimentos foram
conduzidos em temperatura de aproximadamente 23°C.

O fendbmeno que caracteriza a deposi¢do da solugédso-propanol pode ser
resumido como segue.

A gota de solucdo depositada na superficie sehesptd atingir o tamanho final
e desaparecer. Tipicamente uma solugdo gé &M concentracdo de 2mg/mL (em
superficie de 2cmx 2cm de area) produziu um filme com uma manchaegilee cor

caramelo em superficie hidrofilica de silicio.
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b) Formacéo de filmes de espalhamento por rotacao

Foram preparadas solugbes contendo o fosfolipi®C dissolvido em iso-
propanol ou cloroférmio em concentragdes entre-0Bng/mL, sendo 1@ destas
solucbes depositadas nas superficies de siliciofflido e hidrofébico de tamanho 1cm
x 1cm. Depois de depositar a amostra sobre a sdpeffdi realizada a evaporacao do
solvente por alta rotacdo através do uso de umsifoga. Apds evaporacdo do
solvente a amostra € deixada sob vacuo por 12 paragemocao de qualquer traco de
solvente.

3.4 — Caracterizagao por AFM

As imagens da superficie de amostras foram ob&dasim microscépio de forca
atdbmica picoScan da Molecular Imaging Corporatibanfipe, Arizona). As medidas
foram realizadas com suportes (cantilevers) detnittle silicio (SN4) de 200um de
comprimento e constante de mola nominal de 0,12, Mom ponta tipo NP-S. Para
obtencéo das imagens através do MAC-MGD&am utilizados MAC-levers (Tipo 1)
de silicio retangulares, e com constante de mdte 6rll5 — 1,5 N/m.

3.4.1- Montagem da célula para liquidos do microscopio de forca atbmica

A célula liguida do microscoépio de forca atbmicenéxida pelo fabricante foi
montada e selada com auxilio de uma fita de teffaticionou-se na célula, sob a
amostra, 20QuL de solucéo tampao (HEPES ou fosfato.RBy, pH 7,4, 10 mM) ou
em alguns casos simplesmente agua ultrapura. A& plenvarredura foi mergulhada na
célula liquida, e iniciadas varreduras. Foram zedlbs ajustes para que todo o sistema
estivesse equilibrado e pudesse obter dadesu sobre a estrutura e morfologia das

amostras analisadas. (Figura 17)
amostra

b Porta
suporte

> Z

<]

Célula
liquida

FIGURA 17— (a) Célula para liquidos do microscopio de fatgamica com a amostra.
(b) Equipamento preparado para varredfitas.
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3.4.2— Peroxidacdo lipidica dos filmes situ

A peroxidacao lipidica foi realizada nos sistemaxieios desenvolvidos neste
trabalho, em condicdes fisioldgicas com analises\pd/1 em tempo real.

Adicionou-se na célula liquida (sob o filme fogbidico em estudo,
DPPC/DOPC ou DPPC/PC) durante as varreduras mé@iquR0de solucdo tampéao
(HEPES ou fosfato — pH 7,4) com 0s reagentes n&cesspara que ocorresse a
peroxidacao lipidica e mantendo-se a concentragabdos reagentes em um volume
de 400pL (considerando-se soma com os 2(0adicionados na montagem da célula
liquida) em: 0,1 mM de acido ascorbico, 20 uM deretb de ferro, 2,8 mM de
peroxido de hidrogénio em 10 mM de tampao fosfato HEPES). Nestas condi¢cbes
foram obtidasin situ, imagens de AFM em funcdo do tempo necesséario para
observacdo dos danos provocados na membrana dildiddo aos efeitos produzidos
pelo ataque do radical hidroxila nos filmes dedbgfdeos utilizados no experimento.

3.5 — Determinacao da peroxidacdo lipidica por TBARS

No monitoramento de ensaios de peroxidacdo li@idiealizou-se uma
peroxidagdo de lipossomasvitro, para constatar através de um outro método orsste
utilizado para a peroxidagédo das biomembranascéaiif de fosfolipideos.

3.5.1 — Peroxidagaoen vitro

Em ensaios de peroxidacao vitro, inicialmente preparou-se uma solucéo
tampao contendo lipossomas na concentracéo de B0l fapmo foi descrito no item
3.3.1.1) de DMPC, DPPC, DOPC ou PC. A concentréigabdos lipossomas no meio
reacional foi de 5 mg/mL contendo 0s outros reagenécessarios para a peroxidacao.

O método utilizado baseia-se na oxidacao induzéla m@dical hidroxila*OH)
em membranas lipidicas. O radical hidroxil®H) foi produzido pela reacdo de 0,1
mM de &cido ascorbico, 20 uM de cloreto de fe2r8,mM de peroxido de hidrogénio
em tampdao fosfato (ou HEPES) 10 mM. ApoOs a reagéotubos de ensaio foram
incubados em banho-maria a 37°C por 30 min, emidagfoi adicionado acido
tricloroacético (TCA 12%) e o tiobarbiturico (TBA7M3%) e novamente os tubos foram
incubados a 100°C por 30 min. A peroxidacdo ligidi¢oi determinada
espectrofotométricamente a 535 nm, através da f@onde um complexo réseo, vindo
da reacdo entre o malonaldeido, formado duranigopdroxidagdo, com o TBA. (p.
36).107’121
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4— RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi a preparacao e aagfio de filmes de fosfolipideos
organizados em bicamadas sobre suportes solidosestndosin situ (condigdes
fisiologicas e analises em tempo real) e em eswlascopica através da microscopia
de forca atbmica, sobre condi¢cdes quimicas quédtaesem mudancas na morfologia
da bicamada lipidica. Foram realizados testes solm@mportamento morfoldgico das
camadas através de uma reacao de peroxidacao.oDmyithto da peroxidacdo ser um
processo de degradacédo lipidica importante e estpoucos estudos sobre a real
morfologia das bicamadas lipidicas ap6s uma rededmeroxidacao, este foi uma nova
forma de abordagem no tema.

A sequéncia de resultados e discussfes sera dpidsea seguinte ordem:

a) Preparacdo de filmes auto-organizados em bicmsndd fosfolipideos sobre
suportes sélidos por diferentes métodos descrédisanatura.

b) Estudo de propriedades dos filmes lipidicos &afas.

c) Caracterizacdo das camadas lipidicas e utilizeo& filmes em analises sobre o
comportamento estrutural de uma bicamada lipidientd a reacdo de

peroxidagao.

4.1 — Preparacéao de filmes

Trés técnicas foram testadas para a preparacaineis fipidicos (a fusdo de
vesiculas sobre a superficie, a técnica de espalttanpor rotacdo e o simples
espalhamento de solugcao), com o objetivo de avadialiferentes modos de preparagao
das amostras, seguindo-se alguns critérios:

i) A escolha de um método para a preparacao dosdil

i) A estabilidade em ambiente aquoso.

iil) A formacao de filmes com misturas lipidicasando-se para isto fosfolipideos com
cadeia acila saturada e com cadeia acila insatupta viabilizar a analise sobre
aspectos morfologicos de bicamadas lipidicas cotap@®r diferentes fases.

Analises utilizando imagens de AFM e medidas poreduras de linha
forneceram dados sobre a morfologia dos filmesa R@ana observagdo mais ampla
sobre a morfologia completa da amostra estas agdligam realizadas em diversas

regioes.
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4.1.1 — Analises dos suportes utilizados

Os suportes solidos que foram utilizados nestealinabpodem ser vistos na
Figura 18, que mostra a superficie (hidrofilica) miza logo apés clivagem (Figura
18a), a de silicio hidrofébico (Figura 18b) e adikicio hidrofilico (Figura 18c). E
possivel também observar pelas varreduras de (fparas 18d, 18e e 18f) que as trés
superficies sdo planas, se comparadas com o tamaddio de uma bicamada lipidica

(+ 5 nm)?® e apresentam uma rugosidade similar (0,4 nm ows)en

w
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FIGURA 18 — Analises de topografia por microscopia de fortfeméca dos suportes
utilizados, (a) mica; (b) silicio hidrofilico; (sjlicio hidrofébico. A varredura de linha
indicada nas imagens mostra a rugosidade nestasfisigs; (d) mica; (e) silicio
hidrofilico; (f) silicio hidrofobico.

Dentre os suportes escolhidos para o desenvolvintste trabalho, a mica é o
mais utilizado para estudos sobre bicamadas lg8dipois sabe-se que a primeira
bicamada lipidica adere fortemente na superfideofilica deste suporte, favorecendo
a auto-organizacéo das camadas subseqiféiiesilicio € um material semicondutor e
tem a vantagem de sua aplicabilidade no campo dtedbologia, através do

desenvolvimento de biossensores e outros disposigietronicos®

46



4.1.2 - Fusédo de vesiculas sobre a superficie

A Figura 19, apresenta imagens de topografia porastopia de forga atbmica
de amostras preparadas por fusdo de vesiculaspaylee ser representado por uma
sucessdo das seguintes etapas: (i) inicialmentereoeo adsorcdo das vesiculas na
superficie (Figura 19a); (ii) em seguida a vesiadsorvida pode romper-se ou fundir-
se com outra antes da ruptura. Em ambos os @asmsnada uma bicamada planar na
forma de discos que se fundirdo com o0s outros fmaraar uma simples bicamada
lipidica, mostrada na Figura 19b. O tempo médioa parcompleta formacdo da

bicamada lipidica observado nos experimentos foirt#hutos.

FIGURA 19 — Imagens de topografia de AFM (em solucéo figjiwié de NaCl 0,9 % a
~23 °C); (a) vesiculas de DMPC adsorvidas sobre suparficie de mica € 0) e (b)
posterior formagdo de bicamada lipidica continuares@ superficiet (= ~140 min).

Tamanho da imagem:6n x 6 um.

A varredura de linha na Figura 20b, mostra a aligauma das vesiculas
depositada sobre a superficie (Figura 20a). Edfiass variaram entre 10 — 60 nm, e
estes valores tém sido relatados na literatura éemmior outros grupos de pesquisa, e

tem uma variacdo que depende do método utilizagwathucéo das vesicul¥S.
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As vesiculas lipidicas adsorvidas na superficiarteva formacgéo de discos, a
varredura de linha na Figura 20c mostra o perfiirdoio da formacédo de um disco,

apos a ruptura da vesicula lipidica (formada arg#tuma fusdo entre vesiculas).

Z[nm]

0 200 400 600
X[nm]

Z[nm]
|_\
@

0 200 400 600

X[nm]
FIGURA 20 — Imagem de topografia de AFM de vesiculas de DMRL vesiculas
adsorvidas na superficie de mica; (b) a varrederdintha mostra o tamanho de uma
vesicula adsorvida; (c) a varredura de linha mastparfil do processo de formacgéo de

um disco.

Em analises por varredura de linha obtidas em esgife borda em bicamadas
formadas por este método (resultados ndo mostraal@ura obtida foi & 0,4 nm

para o fosfolipideo DMPC.
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Os resultados obtidos, indicam que as camadaschgidrescem pela agrupacao
de aglomerados (discos) proximos, resultando ngplimrecobrimento da superficie.
As camadas formadas apresentam poucos defeitosseigicos.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de@cord a literatur&*°"2’0
estudo mecanistico sobre a formacédo da bicamadprecesso de fusdo de vesiculas

lipidicas vem sendo realizado por varios grupopesguisa’®’
4.1.3 — Deposicao pelo espalhamento de uma solucéo organica
a) Preparacao de filmes de espalhamento por rotacéo (“Spin-coating”)
Na Figura 2la esta mostrada uma imagem obtida ponosnopia de forca
atdmica de um filme de DMPC preparada pela técaeaspalhamento por rotacéo,

utilizando-se iso-propanol como solvente, os expenios foram realizados a 23 °C.

Observa-se nesta figura a formacédo multilamelar atinras de 2,5 ou 6 nm (Figura

21b).
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FIGURA 21 — Imagem de topografia de AFM mostrando a formad@aum filme
multilamelar (a) de DMPC sobre superficie de gilisidrofilico através da técnica de

Z[nm]

espalhamento por rotacdo. (b) A varredura de lind@stra a formacdo de uma

superficie multilamelar. Temp. ~23 °C.

Com relacao aos suportes e solventes, os melregelados obtidos foram com
superficies hidrofilicas e iso-propanol como solgasrganico, os outros testados foram
superficies hidrofobicas de silicio e cloroférmionmm solvente (estes resultados nao
estdo mostrados, mas outros semelhantes serdotidbscuno préximo item). A

espessura dos filmes formados depende da concamtds; solucdo e do grau de

49



hidratacdo da amostra. Superficies ndo-homogéneaspurezas podem conduzir a
mudancas morfologicas nos filmes (por exemplo, ran&égdo incompleta do filme)
durante o processo de formacdo dos filmes. A titlemadescreve que a frequéncia
rotacional com que s&o produzidos os filmes inftina sua espessufa.

b) Técnica do simples espalhamento de solucdo organica
A Figura 22 mostra uma comparacdo entre filmes MO obtidos em silicio

hidrofilico (Figura 22a) e hidrofébico (Figura 22pglo simples espalhamento de

solucdo sobre a superficie, utilizando-se iso-propaomo solvente. As imagens das

amostras foram obtidas em temperatura de 23 *Giapgdamente.

FIGURA 22 — Imagens de topografia obtidas por AFM de camatda®MPC (a)
formacg&o de multicamadas em silicio hidrofilicapideos dissolvidos em iso-propanol;
(b) formacdo de camadas ndo organizadas sobreo shidrofébico — lipideos
dissolvidos em iso-propanol; (c) formacdo de maitiadas sobre silicio hidrofébico —

lipideos dissolvidos em cloroférmio.

A variacdo de solventes para determinado fosfaipiel suporte provou ter uma
forte influéncia no processo de formacdo e na nogia do filme. Em suportes
hidrofébicos de silicio, o cloroférmio mostrou-senelhor solvente, provavelmente por
ser de polaridade média, o que favoreceu seu espattio sobre a superficie
hidrofobica (Figura 22c). Em superficies hidro#ikc (resultados ndo mostrados), o
cloroférmio ndo permitiu um bom espalhamento dacsm.

Comparando-se os resultados, obtidos observa-sea queperficie de silicio
hidrofilica permite a formagdo de grandes terrafeigura 22a) ao contrario da

superficie hidrofobica (Figuras 22b e 22c).
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Como neste trabalho h& o interesse em superfipidgchs mais amplas foi dado
0 prosseguimento no estudo utilizando-se supesfitigrofilicas e iso-propanol como
solvente. Este solvente foi entdo utilizado em sods filmes preparados pelo
espalhamento de solucéo organica, em superficsdidie® hidrofilico ou em superficie
hidrofilica de mica.

A Figura 23 mostra uma imagem de topografia (AFK)udh filme de DMPC
em mica apos a evaporacdo do solvente. Verifica-peesenca de grandes terracos,

regides de camadas lipidicas e falhas no recobtar{baracos).

'
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FIGURA 23 — Imagem de topografia por AFM mostrando a formadg multicamadas
de DMPC apés a evaporacédo do solvente sobre stipetti mica (a), a varredura de

linha em (b) mostra a altura das camadas formd@dasanho da imagem: 3m x 30

um.

Observando-se ao longo dos buracos, pode-se teridgizada espessura do
filme e considerar que nem todos os buracos revalaonperficie de suporte. Na Figura
23b é mostrado o perfil da superfie relacionado aaegido marcada pela varredura de
linha na imagem de topografia da amostra na Fig8ea As alturas obtidas para uma
camada de DMPC foram ~ 6 nm, e estas s&o concesdenin os valores existentes na

literatura para a bicamada de DMPC que foram medidadifracéo de raios-¥."*
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Uma propriedade notavel nos filmes lipidicos de MME a sua tendéncia
natural de se organizarem espontaneamente em grégrdacos lipidicos paralelos a
superficie do suporte. Esta propriedade pode sdficada na Figura 24, na qual é
apresentada em trés dimensfes (3D) a morfologiaudarficie de uma amostra de
DMPC, apdés a evaporacdo do solvente, com diferemiesis, correspondentes a

diferentes camadas.

FIGURA 24 — Imagem de AFM em 3D obtida apds a evaporacédo olicerde,
revelando a formacé&o dos terracos bilipidicos deP@BM1 mg/mL dissolvido em iso-

propanol) sobre silicio hidrofilico. Tamanho da gaa ~10um x 10 um.
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Por outro lado, flmes de DPPC nao apresentamnaafgiio de grandes terracos
bilipidicos como os filmes de DMPC, quando prepasadas mesmas condi¢cdes. Na
Figura 25a observa-se novamente a formacdo de sfilooen terracos amplos. A
explicacdo para estes terracos € que as amostr&8ME foram preparadas em
temperaturas préximas a de sua transicdo de fad®el@ 3),e portanto em algumas
regibes do filme provavelmente existem lipideos fa®e liquida. Estes lipideos
presentes nas camadas do filme (pode-se lembraregi@es em fase liquida nas
bicamadas lipidicas biolgicas sdo as principasparsaveis pela sua fluidd%z®),
apresentam uma melhor mobilidade. Ou seja, a nflaidez das camadas de DMPC,
devido a mistura de fases gel/liquida, é fundanh@ata a formacao de terragcos amplos

na superficie de suportes sélidos.

L
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FIGURA 25 — Imagens de topografia obtidas por AFM sobre &ra®sde filmes
lipidicos ap6s a evaporacdo do solvente; (a) fileeDMPC; (b) filme de DPPC.
Suporte utilizado: silicio hidrofilico, analises ewndicdes ambientes (temp.~ 23°C).

Por outro lado, os filmes de DPPC, (temperaturatrdesicdo 41 °C) que
possuem somente lipideos em fase gel (menor matdieém temperatura ambiente),
nao apresentam a mesma organizacao morfolégicaréFapb).

Uma melhor organizacao (formacao de terracos ang@dsicamadas lipidicas)
das amostras foi obtida neste trabalho atravésdiatécdo dos filmes, uma vez que
filmes preparados por espalhamento de solucdo iocegdencontram-se apenas
parcialmente hidratados e a hidratacdo ap6s a e do solvente ocorre apenas

pela umidade do ar no ambiente.
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c) Etapa de Hidratagéao

A Figura 26, mostra mudancas morfolégicas no filde DPPC durante
hidratacdo em vapor de agua a 40 °C. Observa-@eatda imagem de topografia na
Figura 26a que ndo ocorreu uma organizacdo em egatedracos bilipidicos apds a
evaporacao do solvente e em temperatura ambientigrme discutido anteriormente.
A Figura 26b mostra que apos exposicdo de 20 minvapor, inicia-se uma
reorganizacdo na amostra de DPPC, e com a fornacémracos bilipidicos. Apés 30
min (Figura 26¢) em vapor o filme estd mais reogaio exibindo amplos terracos,
com alturas variando entre 5 — 6 nm (Figura 26dyte€ valores experimentais
dependem do nivel de hidratacdo e da posi¢aovelasi amostra conforme observados

em estudos por espalhamento de raidé-X.

Z[nm]
@

FIGURA 26 — Imagens de topografia da sequténcia de hidratg&@mostra de DPPC
sobre superficie de mica (a) DPPC apés a evapodiggolvente; (b) apés 20 min em
vapor; (c) apés 30 min em vapor; (d) a linha deedarra revela as caracteristicas da

topologia ao longo da amostra.
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A etapa de hidratacdo mostrou que com o aumentaldo e umidade ocorrem
mudancas morfolégicas nos filmes produzidos pgbaleamento da solucéo organica,
e observa-se a formacao de ilhas bilipidicas maiooen menores defeitos nos filmes.
Consequentemente, a pequena organizacao e o granaeo de defeitos nos filmes
sao provavelmente devido ao fato da amostra nao @snhpletamente hidratada.

O maximo de hidratacdo ocorre quando as amostrasceipletamente
submergidas em agua (ou solucédo tampéao) ou mesm®@¥ vapor de agua. Para se
obter um filme hidratado, 100 % por vapor, é nem@ssum rigido controle de
temperatura e pressao de vaffor.

Nos experimentos realizados neste trabalho, padbtancdo da hidratacéo
maxima, as amostras foram imersas em solucdo tamdpablEPES (pH 7,4) ou

simplesmente agua.

d) Amostras em condicfes fisiologicas

Na técnica de fusdo de vesiculas, os filmes quaerfdormados encontravam-se
hidratados, por outro lado, na técnica de espalhtorege solucdo organica os filmes
necessitam imersdo da amostra em solucdo tampaguaupara as analises dos filmes
em condic0des fisiologicas.

Todavia, as amostras preparadas pela técnica dghaspento por rotacao
(resultados ndo mostrados) sdo menos estaveis guanddo hidratadas, quando
comparadas com os sistemas de multicamadas prepareld espalhamento da solucéo
organica e este resultado, também esta descritersura’, e inviabiliza esta técnica
para o estudo das camadas organicagu.

Os resultados obtidos apds a completa hidratacéi@mastras preparadas por

espalhamento de solucdo organica, serdo mostraugiaL.
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A Figura 27, mostra a morfologia do filme de DMPC ap6s a evain do
solvente. Apés a hidratacdo por agua (Figura 2%b)ilche, ocorreu uma grande

reorganizacdo na amostra, mas as ilhas bilipidioasinuam evidentes, mantendo a

estrutura de multicamadas (Figura 27c).

Z[nm]

FIGURA 27 — Imagens de topografia obtidas por AFM de filndesDMPC sobre
silicio hidrofilico; (a) bicamadas de DMPC apés amoracdo do solvente; (b)
bicamadas hidratadas; (c) a varredura de linharengsie as alturas das bicamadas em

agua séo de (6;90,4) nm. Analises em temperatura (~ 23 °C).

Se comparar com a técnica da fusao de vesiculagierns melhores resultados
sdo os que apresentam a formacdo de apenas uma hinamada, os arranjos
multilamelares (multicamadas) podem apresentaragents importantes em algumas
aplicacdes. Por exemplo, a incorporagdo de pratdimgcionais, catalise enzimatica,
proteinas que absorvem luz ou para o transporfardecos. Estas aplicacbes podem
ser compreendidas em escala linear com o volumbidamadas. Um outro exemplo de
formacdo de multicamadas ocorre nas plantas, éspetente nas membranas
tilacoides dos cloroplastd$.

Amostras de DPPC também foram analisadas em meidd, e assim como as
amostras de DMPC, mostraram-se estaveis e iguamiemmaram estruturas de

multicamadas.
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A Figura 28, mostra a topografia de uma amostr®@BC imersa em tampao
HEPES, pH 7,4 (Figura 28a), com a formacao de gstetracos multilamelares. Cada
terraco corresponde a uma bicamada lipidica de D&IPC (6,4+ 0,4) nm de altura

(Figura 28b).

0 05 1 15 2 25 3
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FIGURA 28 — Imagem de topografia obtida por AFM sobre a plogia de uma
amostra com formacgao de patamares multilamelar&E, sobre superficie de mica,
apos imersdo em solucdo tampédo de HEPES (pH 7,4¢mperatura ambiente (a); a

varredura de linha mostra a altura dos terragos (b)

Essa pequena diferenca nas alturas entre a bicatedd&IPC (~6,0 nm) e a de
DPPC (6.4 nm) esta obviamente correlacionada cooormprimento da cadeia de
hidrocarbonetos dos respectivos acidos graxos da f@sfolipideo. (DMPC-14:0 e
DPPC-16:0). As alturas estdo condizentes tambémesbnaos realizados por difracéo
de raios-X, utilizando-se 0 mesmo método de prefarde amostrds.

Com estes resultados pode-se concluir que o méiméspalhamento da solugéo
organica € aplicavel também para medidassituy, possibilitando a analise por
microscopia de forca atbmica de camadas lipidmas, os respectivos lipideos em fase
gel em temperaturas menores que 24 °C para o ifuisied DMPC. Foram observadas
em temperaturas proximas a 24 °C, o DMPC iniciaaasicdo de fase, e nestas
temperaturas ocorrem algumas mudancas morfologmaséiimes, que serdo discutidas

a sequir.
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4.2 —Filmes de DMPC analisados situ em temperatura de transicéo de fase

A transicdo de fase das cadeias de hidrocarbortketsslipideos resulta em
mudancas conformacionais e nas interacdes intecolates’” O tamanho médio da
bicamada lipidica em qualquer temperatura ou poessfpende do comprimento e
flexibilidade das cadeias apolare4®

Neste trabalho, as mudancas fisicas nos filmesréii€as morfologicas), em
temperaturas préoximas a transicdo de fase dos lifddlns componentes foram

detectadas por microscopia de for¢ca atbmica.
a) Coexisténcia de duas fases em filmes de DMPC

Na Figura 29a € mostrada a superficie de um filln®MPC em temperatura
proxima a de transicdo. Nesta imagem de topogcafistata-se um claro contraste de
altura (que pode ser observado pela varredurana ha Figura 29b) na membrana de
DMPC (Figura 29). A diferenca de alturas entreesgdes claras e escuras no filme de
DMPC est&o em torno de 0,5 nm (5 A) e ndo séo zentls a altura esperada para uma
bicamada lipidica.

5 b

4, L

< 3 i
N ]

2, L

1, L

0’ T T T T T —

0 0.5 1 15

X[pm]

FIGURA 29 — (a) Coexisténcia das duas diferentes fasge (lg) obtidas por imagem
de topografia de uma amostra de DMPC imersa entd&oltampéo HEPES (pH 7,4),
temperatura ambiente (aprox. 24 °C).(b) A diferemga alturas é de aproximadamente

0,5 nm vista na varredura de linha.

Este resultado permite concluir que duas fasesegkuida, coexistem na
superficie do filme, em temperaturas proximas aralesicdo do DMPC (24 °C, vide
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Tabela 3). Também pode-se concluir que as regi@s aolaras (mais altas) contém
lipideos na fase gel, como descrito na literatana @mostras preparadas pela fusdo de
vesicula$* ou camadas avaliadas por difracéo de raios-X eos@as preparadas por
espalhamento de solucdo organica para o fosfotiféPC1%68.70.71

A origem desta diferenca nas alturas, pode ediioeaada com o fato de que
na fase gel (faseg). as cadeias de hidrocarbonetos encontram-se alterogyanizadas.

Por outro lado, quando os lipideos encontram-das®liquida (fase d) as flutuagbes

entrépicas contribuem para uma desorganizacéo ogsuas’>**

b) Desaparecimento de pequenos defeitos em uma bicamada de DMPC

A Figura 30 mostra que em temperatura proxima dralesicdo de fase do
DMPC ocorrem mudangas nos filmes, iniciando-se andmento de um defeito na
bicamada lipidica. O completo fechamento de umefithe DMPC foi visualizado em
temperatura proxima a 24 °C, quando todos os dsfexistentes em uma bicamada
lipidica desapareceram (Figuras 30a, 30b, 30c g 8@aclui-se que o aumento da area
ocupada por lipideos que aumenta 5% &%7&tmobilidade*>>das moléculas lipidicas
em fase fluida faz com que todos os defeitos foomath membrana desaparecam
durante o experimento.

FIGURA 30 — Desaparecimento de pequenos defeitos na bicalipétiaa de DMPC
devido ao aumento da temperatura durante a vaaettuAFM. (a) inicio da varredura
temp. ~18 °C, faseg (b) ~ 19 °C; (c) ~ 22 °C; (d) ~24 °C, fasg. [Experimentosn
situ.
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4.3 — Sistemas compostos por misturas lipidicas

As membranas biologicas sdo estruturas heterogénaasstituidas por
diferentes fosfolipideos e para obter um sistemdefoopara estudar o comportamento
fisiologico de membranas celulares € necessarioepapcdo de filmes que se
aproximem destas condicfes. Neste sentido, ukzsistemas de misturas lipidicas, ou
seja, compostos por lipideos em fase gel e nadageristalina (geralmente com cadeias
de hidrocarbonetos insaturadas) a temperatura atabie

Neste trabalho, foram utilizados misturas lipididassistemas DPPC/DOPC e
DPPC/PC. O fosfolipideo DOPC (18:1) possui tramsigie fase em -20 °C,
encontrando-se em estado liquido a temperaturaeaiebiO fosfolipideo PC, que
apresenta varios acidos graxos (incluindo &cidsatimados e poliinsaturados) em sua
composicdo, e embora sua temperatura de trans@aoseja definida, encontra-se
também em estado liquido a temperatura ambientestkas de misturas fosfolipidicas
foram preparadas pelo método do espalhamento dedsobrgéanica e observadas apos
a evaporacao do solvente (Figura 31).

A Figura 31a, mostra a imagem de topografia dodfiiormado pela mistura
DPPC/DOPC (1:1 m/m). Observa-se a formacao de lidamno filme e através de
uma analise por varredura de linha nota-se a f@mee regides com alturas (em torno
de 1nm) ndo condizentes com uma bicamada lipidic&,4 nm para o fosfolipideo
DPPC).

Na mistura de DPPC/PC 1.1 m/m (Figura 31b), tamb#serva-se na
morfologia do filme, e ap0s a evaporacdo do sob/eatformacdo de regides com
diferentes alturas, de ~1,5 nm mostradas, peladara de linha na Figura 31d (zoom
de imagem em Figura 31c).

No capitulo anterior foi discutido que em tempawatigual ou superior a de
transicdo de fase, os flmes de DMPC apresentam pegaena diferenca de alturas
(Figura 29). Pode-se entdo sugerir, que devidofaedcas na morfologia dos filmes e

nas alturas, coexistem diferentes fases (Figura 31)
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As diferentes fases observadas na Figura 31a ee8#n portanto relacionadas
com a fase na qual encontram-se os fosfolipidesdeaexes nas misturas (Tabela 3)
durante o experimento. Entre os fatores que podeaanbém influir nestas diferencas
nas alturas inclui-se, o comprimento da cadeiatcéch diferenciada, insaturacdes na

cadeia e interacdes entre as bicamadas.

AN T waw| d
2.5

~1 nm 5l

1.5

1,
0.57

Z[nm]

0 ; ; ‘ ; ‘
0 02 04 06 08 1
X[um]

FIGURA 31 - Imagens de topografia de AFM mostrando a magfalalas amostras,
apés a evaporacdo do solvente (sobre superficiesnida muscovita), de (a)
multicamadas de DPPC/DOPC, formacgé&o de ilhas eendek(lg) e em fase liquida
(Ly) nas bicamadas indicadas também pela linha dedwa da imagem. (b) Formagéo
de diferentes fases na amostra em DPPC/PC. A imageift) € zoom da imagem em

b; (d) a varredura de linha sugere a formacao féeetites fases no filme.
Como resultado das imagens na Figura 31, conclgisseas regides mais claras
dos filmes dentro das bicamadas sdo compostasigideds em fase gel (DPPC),

condizente com dados mostrados na literdfura.
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4.3.1 — Dominios microscOpicos e nanoscopicos em amostras de DPREOD e
DPPC/PCin situ

As membranas lipidicas exibem espontaneamente xastéeia de estruturas
em diferentes fases na presenca de agua em exc6586)>* Neste trabalho sistemas
com misturas lipidicas foram analisadossitu (solu¢cdo tampdo HEPES 10 mM, pH
7,4), e os resultados obtidos serdo discutidoguirse

Em analise da imagem de topografia da mistura@POPC mostrada na
Figura 32, pode-se observar a formacdo de uma hatatipidica com altura em torno
de 6,4 nm e dentro da bicamada regifes com altierasl nm. Sugere-se que existem
na bicamada, regides ricas em DOPC (fase liquidajras em DPPC (fase gel). Como
as regides ricas em fase liquida sdo aparenteraegtande maioria, pode-se assumir
que existem regides de dominios de DPPC dentregiées ricas em DOPC, uma vez
que dominios séo definidos como regides dentroetabrana lipidica com composicao

molecular que os diferenciam das suas vizinhaficas.

Regido rica
em DOPC

Regiéo rica
em DPPC

FIGURA 32 — Imagem AFM de topografia de uma amostra de DPR@/MD (1:1 m/m)
imersa em solucdo tampao HEPES (pH 7,4) em tenyparambiente. Imagem: 10n
x 13 um.

Através da microscopia de forca atdmica foi denradstentdo que dominios de
DPPC (na mistura DPPC/DOPC, Figura 32) ndo formaampenas nas extremidades
da bicamada lipidica (regides de borda), mas tanmdrémegides centrais da bicamada.
O tamanho dos dominios também variou de nanos@@il@0 nm ou menos) até

microscépicos (m ou mais) incluindo valores intermediarios (domséni
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mesoscoépicos). Os dominios foram distribuidos esa ticamada lipidica, mostrando
uma distribuicdo de tamanho heterogéneo com o taonde dominios intermediarios
que predominaram nas extremidades (regides de d)omkzs regides de menor
predominancia de terracos da bicamada lipidica.c@&mraste, dominios nanoscoépicos,
com um tamanho aparente de aproximadamente 10@nostraram uma distribuicao
mais aleatdria que os maiores.

A distribuicdo destes dominios esta condizente cotros dados experimentais
relatados na literatura em filmes preparados Eidule vesiculds: >3

Em mistura de DPPC/PC (o PC contém diferentesasde acidos graxos, vide
Figura 16 p.40), nota-se a formacdo de duas pargigases com dominios
microscoépicos de fase gel, ricos em DPPC, comaaltem torno de ~1,5 nm (Figura
33b).

Fase Gel

Fase
Liquida

FIGURA 33 — Formacdo de dominios microscopicos em uma bidant@idica
formada pela mistura DPPC/PC (1:1 m/m). Amostrasaem solucéo tampao HEPES,
(pH 7,4). Temp. ~23 °C.

Nos filmes, ndo foram observados dominios nanosoépimenores que 100
nm) de lipideos em fase liquida (dominios maisdmiem altura) em regides ricas em
fase gel (regides mais altas do filme). Como el@és sxtremamente pequenos,
possivelmente encontram-se escondidos pela presdmgaoléculas mais altas do
lipideo DPPC (em fase gel), fazendo com que a pbmtaicroscépio de forga atbmica
fique impossibilitada de analisa-los. A existérdgstes dominios tem sido comprovada

em estudos por difracdo de néutrons, em filmesMECQ/DSPC®
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A geometria de bicamadas de fosfolipideos em urterses binario (1:1)
composto por misturas de lecitinas sintéticas, cdifierencas nas cadeias de
hidrocarbonetos forma diversos dominios de regi@es na fase gel e na liquida, em
ambiente aquoso. A formacdo de dominios em sistedeasmisturas lipidicas
(representada por um modelo na Figura 34) tem cdaprovada também através do

uso de difracdo de néutrotfs.

Suporte

FIGURA 34 — Visao lateral de uma mistura lipidica hidratada.

Como resultado, observa-se que foi possivel olteres compostos por
misturas lipidicas, estaveis em solucao aquosat@etéca do espalhamento da solucéo
organica. Observou-se a formacédo de dominios iatdeamembrana e comprovou-se
gue estes mostraram-se estaveis durante os precdses@arredura. O método de
espalhamento da solucao orgéanica foi satisfatoni@eostrasn situde DMPC, DPPC
e em sistemas de misturas lipidicas compostas PBXCIZDOPC (1:1) e DPPC/PC (1:1).

Este foi entdo, 0 método de preparacéo escolhicdograducao dos filmes que
foram utilizados em ensaios de peroxidacéao lipidiodilmes de misturas lipidicas.

Um dos principais objetivos deste estudo foi vigaaldiretamente e demonstrar
por meio da microscopia de forca atbmica (AFM) axisténcia de dominios que séo
formados devido a presenca de lipideos em difesefdses em sistema que néo
apresente grandes variacOes de temperatura e qréssdeito da oxidacao lipidica na
organizagdo dos dominios nestas membranas foi manméestigado, e os resultados

obtidos seréo mostrados a seguir.
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4.4 — Peroxidacéo lipidica
4.4.1. — Analises de peroxidacéo lipidica com microscopia de forca atdmica

A investigacdo de uma reacdo de peroxidacdo lgidam a microscopia de
forca atbmica permitiu uma analise direta em estat@meétrica, sobre o mecanismo de
acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) fosesfilipidicos preparados neste
trabalho.

Sabe-se que um radical ou outro intermediario veatiicia a lesdo tecidual
através de alteragcdes quimicas nas moléculas. ie#emente, acredita-se que a
natureza e a extensao destas alteracdes deixemlaefisiopatologicad™*°

O perdxido de hidrogénio ¢8,) pode espalhar-se pela membrana lipidica
produzindo perturbacées metabdlicas séfidsma delas é a formacdo do radical
hidroxila (OH), que é produzido pela quebra homolitica da liga@& O na molécula
de HO,, e € muito reativo e extremamente oxidante.

O processo de peroxidacédo lipidica pode formardsngagmentos de cadeia
acila ou pequenos fragmentos como moléculas dddakleradicais n&o-reativos e
alcoois, entre outros produtdsNestas condicdes, separacdes de fases podem ser
formadas ou destruidas. A peroxidacao lipidica pedefeito dual nos fosfolipideos
presentes, um que estava em um estado mais ordeeadesordenar e vice-versa
dependendo do grau de oxidac&o e da organiza¢dmdimntes da peroxidacao.

A microscopia de forca atbmica detecta mudancasca$is induzidas
quimicamente, devido a reacao de peroxidacao dipidds sistemas modelo estudados.

Em uma sequéncia de reacdes de peroxidacdo naduoiadipidica da mistura
DPPC/PC, observou-se através de mudancas morfafgio filme a evidéncia do

desaparecimento de dominios de lipideos em fasmadd (fase gel). (Figura 35)
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A Figura 35, mostra imagens de topografia de umeficomposto por DPPC/PC
(no qual regides de dominios ricos em DPPC sa®eeiddos) durante a passagem de
um periodo de tempo antes (Figura 35a) e aposzaa(friguras 35f1) de substancias
gue promovem a peroxidagdo lipidica. Nesta seqéédei imagens nota-se que o
tamanho dos dominios lipidicos ricos em DPPC diemmuaté o completo
desaparecimento de alguns (marcado pela seta). dSivpb observar que o
desaparecimento dos dominios inicia em regidesratdefra entre as duas fases do
filme. As alturas dos dominios foram medidas paredura de linha e possuem aprox.

1,4 nm.

Z[nm]

FIGURA 35 — Imagem de topografia de amostra composta porCIHRP, com
dominios ricos com DPPC em evidéncia (regifes mlarss), durante uma reacao de
peroxidacdo em uma bicamada lipidica; (a) iniciorecao t = 0); (b) indicio de
mudancas nos dominios de lipideos em estado ordeffiase gel)t = 12 min; (c)
modificacdes na morfologia do filme com mudancasnganizacao lateral do filme£

30 min); (d) { = 50 min); (e) varredura de linha com altura dosthios formados em
misturas compostas por DPPC/PC.
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A desorganizagdo completa de uma regido ordenatibmeolipidico indica que
perturbacdes quimicas ocorreram mudando a morfolata bicamada lipidica.
(Figura 35)

Durante uma peroxidacéao lipidica sao formados rawtdeidos de cadeia curta,
sollveis em agua. Estes novos materiais podemdigsor as regides de dominios da
bicamada lipidica e serem responsaveis pelas masl@os filmes (vide, Tabela 25,

A presenca de acidos poliinsaturados no PC (agagualdnico, 20:4 e acido
linoléico, 18:2) leva a formacao principalmente dwlonaldeido pela abstracéo

intramolecular de hidrogénios metilénicos (Esqué&ina

ANJVI:V_V_SVV°°°”
/W—yljiv—v—wm“

peréxido

|
o \WMM
/\/\/\/\)\/z\/zv\/COOH \ \ — COOH
A IV

12 *8
\ COOH
endoperoéxido 2 utros
ciclico o/ 11 calor ou o| L+produtos
\ hidrélise
MDA

ESQUEMA 7 — Mecanismo de formacdo de hidroperoxidos e peodxidiclicos

obtidos a partir do acido araquidénito.
No Esquema 7, é mostrado inicialmente a abstrag@mrdhidrogénio alilico em
C-13. O hidrogénio pode ser abstraido também dé @41C-7, fornecendo entéo outros

peroxidos e produtos finais.
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A decomposicdo de peroxidos por exposicdo a iome fmi cobre, gera uma
mistura de produtos complexa, incluindo epéxidddeidos saturados (por exemplo,
hexanal), aldeidos insaturados, cetonas (por exempltanonas, pentanonas,
octanonas) e hidrocarbonetos.

Uma das reacBes pode proceder da seguinte mamweifeg’ reage com
hidroperoxidos na posi¢do 5 a partir do final ddeta carbénica do &cido graxo, e
nestas condicdes, o pentano pode ser produzida(gamem condi¢des fisioldgicas).

Esta reacdo pode ocorrer com o acido linoléico@mu o araquiddnico, como
visto no Esquema 8:

H H

| |
CH,4(CH,),-C-R + Fe?*— Fe(lll) + OH- +CH,(CH,),-C-R
| |

OOH O

Reacao
de ciséo-B
H

adicdo de H* . |
pentano ”

O
R = C,; H,,0, (acido linoléico)

R = C,H,,0, (4cido araquidbnico)

ESQUEMA 8 — Formacdo do pentano e aldeidos durante a pag&ddde &cidos
graxos poliinsaturadds.

Os gases etano {ds) e etileno (HC=CH,) também séo produzidos em reacdes
similares no acido linolénico. A reacédo radicalamccisaof mostrada acima € bem
conhecida, e ocorre especialmente com os radicaisila.

A literatura sobre reacbes de peroxidacéo lipidicgere que podem ocorrer
indmeras alteracdes na organizacéo lipidica dumptecesso da peroxidacdg'+**°
Porém, as dimensdes destas alteracbes na morfalagiecamada lipidica ainda nao

haviam sido observadas em escala microscopica.

68



Na proxima sequéncia de imagens obtidas duranter@igacado lipidica, é
possivel observar a destruicdo nas regides de bardecamada lipidica. Nestas regides
a curvatura existente, devido a cadeias de hidvooato que evitam o contato com a
agua, faz com que ocorra uma maior desorganizagadipideos em relacdo a de
dominios centrais da bicamada lipidica. (Figura 36)

Nas imagens de topografia obtida por AFM em amsstta DPPC/DOPC
durante a reacdo de peroxidacdo lipidica mostradaBigura 36, observa-se que o
ataque preferencial acontece nas regides de begiées ricas em DPPC. A sequéncia
dos efeitos da peroxidacéo lipidica mostra o desapaento de varias regides (borda)
ricas com lipideos em fase ordenada (gel), sendo wmna destas mudancas esta

indicada com a seta.

FIGURA 36 — Imagens de topografia de uma bicamada lipidicaposta pela mistura
DPPC/DOPC, onde observam-se regides ricas em DBPPcOifi dominios de DOPC
(2). (@)t =0; (b)t =9 min; (c)t = 20 min; (d)t = 35 min.
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A destruicdo das regides de borda na bicamadaayebuente se deve por
estarem presentes nestes fosfolipideos em fasddiglestes possuirem insaturacdes na
cadeia carbbnica, alvos preferenciais para os esarpdicalares durante a reacdo de
peroxidacao.

Tem sido demonstrado na literatura, em filmes darbadas lipidicas, o ataque
preferencial de fosfolipases (Pkas regides de borda. Isto ocorre devido a fak
da enzima promover a clivagem do seu alvo, queosagrupamentos glicerdis dos
fosfolipideos, em relacéo as regides centrais altéeorganizadas na membrdna.

Nos resultados obtidos durante a peroxidacdo diaidios filmes, também
observou-se o ataque preferencial em regides dab@figura 36)

A imagem apresentada na Figura 8 de uma bicamada lipidica composta pela
mistura de DPPC/DOPC onde observa-se uma grand@oreiga em DOPC e a
formacdo de uma regido rica em DPPC na qual foraiderciados dominios
mesoscopicos de DOPC. Estes dados séo condizentes analise atravées de linhas de
varredura na amostra, que forneceram as alturaedé®s de dominios e sdo em torno
de 1 nm.

Observam-se os efeitos de uma reacédo de peroxigagd@mminios de lipideos
em fase liquida, e sabe-se que estas reacfes rocene lipideos insaturados que
formam estes dominios. Os resultados indicam queéanss oxidativos na bicamada
levaram principalmente a uma reorganizacéo es#iytevidenciada principalmente em
regides de dominios de lipideos em fase liquidzides ricas em lipideos insaturados).
No término da reacdo observa-se uma reorganizacéstrutura lateral da bicamada.

1 - Regi&o rica
emDPPC

2 -Dominios
deDOPC

3 - Regido rica
emDOPC

| P O
FIGURA 37 — Topografia da amostra na mistura DPPC/DOPCnfeiol da reacao de
peroxidacaot = 0; (b)t = 30 min.
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Como ja foi mencionado, € conhecido que a oxida@® acidos graxos da
membrana iniciada pela presenca das EROs resuli@agraentacdo de lipideos com
cadeia carb6nica insaturada, produzindo residucadiga curta®®

Na literatura, existem estudos que sugerem a f@made bis-hidroperéxidos
como reacdo secundaria da oxidacdo de oleato#tardes, por exemplo, da oxidacdo
do oleato de metila, e que por sua vez sdo preesgrste varios aldeidos de cadeia
curta, incluindo o malonaldeid®® Os bis-hidroperéxidos resultam da abstracdo
intramolecular de um hidrogénio proveniente de wmba@no na posica@ ou y

(Esquema 95

OOH OOH
OOH
0 o]
R/\O + /\/\/ /\/ t m
o R o]
e outros produtos e outros produtos

ESQUEMA 9 — Produtos de reacdes secundarias, formados dagdxi do oleato de

metila®?
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Além dos produtos formados por oxidacdo de acidaxog que foram
discutidos até agora, ocorre também a producaoiviesds acidos de cadeia curta,

alcoois e cetonas,B-insaturadas que pode ser visto no Esquenda 10.

OOH Oe
M T M
R / R’ R / R'
RH >  R'OH
R’ | R"Oe

R'=C4H,,0,

R=C/Hy

ESQUEMA 10— Formac&o de cetonas a partir da oxidacdo deoadeametila®

Sugere-se que pelo fato de que durante uma reagauxidacdo, na cadeia
carbbnica de um acido graxo insaturado, uma grgondetidade de residuos pode ser
formada. Assim, poderdo ocorrer defeitos nas bidasapidicas.

Conforme mencionado, estes fenbmenos foram visuly neste trabalho
através da microscopia de forca atdbmica.

A préxima sequéncia de imagens mostra a formacéiesielefeitos em filmes
compostos pela mistura DPPC/DOPC, e comprova qaeést da formacdo de novas
espécies quimicas durante o processo de peroxidggdaa, conforme previsto,
podem ser observadas mudancas na morfologia dussfilSabe-se que as regides ricas
pela presenca de lipideos em fase liquida (DOP@ ra@sostra) tendem a esconder
pequenos defeitos, como foi discutido no item ddhre a fluidez da fase liquida em

uma bicamada lipidica (Figura 30, p. 59).
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As reacgOes de peroxidagdo que ocorreram, formamrbuiaco na estrutura da
bicamada lipidica. Porém, devido a presenca deelgs em fase fluida este buraco foi

rapidamente recoberto. (Figura 38)

FIGURA 38 — Imagens de topografia de AFM mostrandr

a formacédo e fechamento de um buraco na bicame
(DPPC/DOPC) em regiao rica com o fosfolipideo DOP

durante uma peroxidacao lipidica, faF O, inicio do

Z[nm]
PENMNY DD

e
. . 0 200 400 600 800
buraco na bicamada, (t} 26 min, inicio do processo Xinm]

processo de peroxidacéo, ) 16 min, formacédo de um

regenerativo da bicamada e, {(d)
34 min, buraco completamente recoberto, (e) a dareede linha mostra a altura do

buraco formado na imagem em b.

Por outro lado, nem sempre a formacédo de defedobicamada ocorreu em
regides ricas em fase fluida durante os experimento

A Figura 39, mostra uma sequéncia de reacdes axigacdo na bicamada
lipidica composta pela mistura DPPC/PC. Foi obskrvaurante a reagdo de
peroxidacdo, a ocorréncia de defeitos nas regiéas em lipideos em fase gel. Devido
ao fato dos lipideos nestas regides possuirem adeeaccarbbdnica saturada e nao terem
a mesma mobilidade dos lipideos em fase liquidamaesdificac6es (buracos) na
bicamada lipidica ndo foram recobertas como asfopaen formadas nas regides em
fase liquida (mostradas na Figura anterior).
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A Figura 39b, mostra que ap0s uma reacao de peagiadlipidica apareceram
buracos em regides de dominios lipidicos ricos ase fgel, e também evidencia o
desaparecimento destas regides que inicia-se edesede fronteira entre as duas fases.

Dominios —ricos
em DPPC

"
FIGURA 39 - Imagem de topografia de uma peroxidacao lipidmaamada de
DPPC/PC com regibes ricas com lipideos de DPPCwéreia, regibes mais claras
(a) Inicio da reacab= 0; (b) modificacbes com formacéo de defeitoorganizacdo

lateral da bicamada lipidica£ 30 min).

A Figura 40, mostra um ampliacdo de imagem darkignterior onde pode-se
observar o desaparecimento de diversas regidessainocas dentro de regibes de

dominios em fase gel.

FIGURA 40- Imagem de topografia de AFM mostrando um ampbiagé uma regido
da Figura 39b na amostra de DPPC/PC, sendo assegi@ras, dominios ricos em
DPPC. (@) Inicio da reacédb= 0); (b) formacéo de defeitos na bicamada lipidic=
30 min).
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Estas evidéncias experimentais sugerem a existdeoiilbminios nanoscopicos
de lipideos em fase liquida dentro de regides rcadipideos em fase gel, através da
evidéncia da peroxidacdo nestas regides, aparemiese@mente com lipideos em fase
gel, mas onde se observa o ataque de espéciemsaddi oxigénio (Figura 40b).

Pode-se assim concluir que nas regides de donricims em DPPC vistos na
Figura 40a provavelmente coexistam dominios namisa® de lipideos insaturados,
mais susceptiveis a reacdes de peroxidacao lipjgkta fato de se observar a formacgéao
de defeitos nos dominios de DPPC ap0s a peroxidggdica. (Figura 40b)

A existéncia de dominios nanoscopicos de lipideodase liquida coexistindo
dentro de regifes ricas em fase gel, como foi tkzuno capitulo de misturas lipidicas
(p. 63) ndo tinha comprovacao experimental pelaras@opia de forca atdbmica. A
evidéncia da reacdo de peroxidacao lipidica nes@ifes sugere a existéncia destes
dominios.

Esta evidéncia experimental também satisfaz atoefmostrados e analisados
nas Figuras anteriores quando ocorreram mudancasgd@es ricas em fase gel,. Que
sdo compostas por lipideos com cadeias carbénatasadas e, portanto onde nao se
esperaria que ocorressem mudancgas na estrutura.

A literatura tem mostrado a coexisténcia de dapsinhanoscopicos em
membranas preparadas pela mistura de PLPC (1-pdrirtoleil-fosfatidil colina) e
diferentes quantidades de cardiolipina (tetra-@diddsfatidilglicerol). Os resultados
obtidos sdo uma evidéncia experimental da teorifeddmeno da separacgéo lateral de
fases em misturas de fosfolipideos com difereradsias carbdnicds®*3!

Os estudos apresentados neste trabalho tambéndesté&@ordo com esta teoria,
porque através de reacdes de peroxidacdo compeavque dominios ricos em lipideos
com cadeia carbonica insaturada ou poliinsatur@aémente existiram nos filmes,
devido a mudancas morfolégicas em regides espasidigos a peroxidacao lipidica.

Estes dados podem contribuir para o entendimentoatanismo dos danos de
uma peroxidacao para as propriedades da membran@ €onseqiéncia da oxidacao,
a auto-organizacao lipideo-lipideo se reorganizauema nova estrutura de diferente
estado fisico com desaparecimento de nanodominide dominios microscopicos
especificos.

Efeitos biolégicos da acdo de EROs podem ser cenaglds patoldgicos a nivel
molecular. Isto pode conduzir a uma perturbacéo prapriedades especificas que

dependem, por exemplo, da conformacdo e organizdgdanoléculas de lipideo e
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proteinas na membrana. Por outro lado, o processpetdoxidacdo lipidica pode
também gerar uma heterogeneidade de produtos egimrgemente gerar novas
separacdes de fase quando uma quantidade critigendeto de reacdo se acumula na
membrana. Neste trabalho, observou-se principabneatravés de analises de
topografia, que mudancas induzidas através deesalgperoxidacdo em fosfolipideos
hidratados levaram a formacao de novas estrutesmdenadas.

Resumindo, os resultados obtidos nas reactesrderigegcdo foram analisados
atraves de diferencas na topografia da bicamatthdgpor evidéncias de mudancas na

organizagéo lateral de fases.
4.3.1.2 — Determinacédo da peroxidacao lipidica por TBARS

O teste a substancias reativas com o TBA (TBAR&)zado neste trabalho em
amostras de lipossomas compostas pelo fosfolipd€p DMPC, DPPC, DOPC.
Observou-se a formacdo do produto obtido pela ceagire o MDA e o TBA em
amostras de PC pela formacdo do produto colorideseptado na equacéao 1, p.36,
comprovando assim a eficiéncia do sistema que fibizado posteriormente na
peroxidacdo lipidica em filmes fosfolipidicos desawidos neste trabalho. Nao foi
observada a formacdo de MDA em reacdes de per@adgidica com lipossomas de
DPPC, DMPC e DOPC.

Sabe-se que a formagcdo do MDA ocorre a partir dagbes de cisdo dos
endoperoxidos formados na peroxidacdo dos acido®gpoliinsaturados da cadeia de
radicais peroxild® A comprovacdo da peroxidacdo lipidica pelo TBARSrap
lipossomas de PC se deve a presenca de acidos graxoduas ou mais insaturacoes.
Em PC, os &acidos linoléico (18:2) e araquidbnic6:4p sdo os que favorecem a
formacédo do malonaldeido (MDAY*'**M®No DOPC, a cadeia lateral possui uma
insaturacdo e também pode ocorrer a formacdo do MDAreacfes secundarias.
Todavia ndo foi detectado por TBARS provavelmenta haixa sensibilidade do
meétodo, mas a formacdo do MDA durante a oxidacaacitto oléico foi comprovada
na literatura por anélise de espectroscopia deah@¥® DMPC e o DPPC apresentam
nas estruturas &cidos graxos saturados, portantoosmsusceptiveis a reacdo de

peroxidacao.
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2 — CONCLUSOES

» Os resultados obtidos pelo método de espalhamerdgold¢do organica mostraram-
se satisfatorios na formagdo de camadas de DMP@CD® de sistemas com
misturas lipidicas (DPPC/DOPC e DPPC/PC) sobre rgegpohidrofilicos. Os
aspectos morfologicos das camadas lipidicas depeddéipo de lipideo e do nivel
de hidratacdo do filme. Quando as amostras sadosaseem solucdo liquida,
observa-se uma reorganizacdo do filme, e os filmestraram-se estaveis em
medidagn situ.

* Nos estudos realizados em temperatura de transiediase pode-se observar a
mobilidade de regies em fase liquida, e a detedeabferentes fases lipidicas pela
diferenca nas alturas na bicamada lipidica. Obseseoa formacdo de dominios
lipidicos tanto em analisex situcomo em analisdn situ.

* Nas analises de peroxidacéo lipidica observou-seoqiano oxidativo iniciado pela
reacdo do radical hidroxila@H) com o acido graxo insaturado ou poliinsaturdalo
fosfolipideo levou a fragmentacdo do acido graxo rewos compostos. Quando
diferentes compostos foram formados, estes causamadancas na organizacao
lateral da bicamada lipidica. Quando estas mudaocarrem em regides de fase
liguida, o que normalmente se observa € a formdeadefeitos na bicamada que
desaparecem devido ao material fluido proximo deitbe Porém quando estes
defeitos sdo formados em regides de fase gel, esggea existéncia de dominios
nanoscopicos de lipideos em fase liquida (lipidesaturados ou poliinsaturados).
Os filmes permaneceram estaveis e puderam setabkiscatravés da microscopia
de forca atbmica.

» As abordagens combinadas, utilizadas neste trabAlfd e peroxidacdo lipidica
permitiram avaliagdes mecanisticas do comportameatbpideos considerando a
formacao de dominios, fendbmenos de borda em carsadassicédo de fase.

» Os possiveis produtos formados pelas lesGes oxagatias membranas (em especial
de PC) foram detectados por métodos espectrofoticost
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6 - PERSPECTIVAS

Este trabalho pode contribuir no desenvolvimento fdéuros estudos
relacionados com mudancas em regifes de domipioéchs induzidas por reacdes de
peroxidacéo lipidica das bicamadas.

Os filmes que foram desenvolvidos neste trabatidem ser utilizados para a
imobilizacdo ou fixacdo de uma proteina de membi@rao, por exemplo, canais
ibnicos ou anticorpos para o desenvolvimento deseiasoredNeste sentido, estudos
futuros poderdo ser desenvolvidos a partir desiemepa etapa, visando-se o

desenvolvimento de biomateriais para nanobiotegnlo
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