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RESUMO

Neste trabalho foram detectados aspectos fisico-quimicos
da interag3o dos detergentes n3o-iénicos polioxietileno-sorbitol (Tween
20, 40, 80, BO) com a membrana eritrocitéria através da utilizag3o das
técnicas de RPE e difragdo de raios-X.

O0s compostos testados apresentaram um comportamento
bifisico, em relag¥o 3 promog¥o da hemdlise hipoosmdtica, dependente da
concentracfo em que s3c utilizados.

Foram observadas alteracBes morfolégicas nos eritrdécitos
tratados com os detergentes, detectando-se a presenca de formas crenadas
¢ "cup~form”.

Os espectros de RPE do marcador OS-SASL analisados em
fung8c da raz¥o detergente:lipidio mostraram gue quande esta razdoc era
pequena (e em termos do processc hemolitico havia um efeito de
diminuic%c dessa taxad) nenhum efeito na estrutura da membrana foi
observado. A medida que essa razfo aumenta, had a formag3o de agregados
polidispersos (detergente-lipidiol e a promogio da hemblise. Tais
efeitos mostram ser dependentes da raz3o detergente:lipidio e n3c da
presenga do detergente na sua forma micelar.

Os padrBes da difragio de raios-X cobtidos mosiraram que ©
detergente n¥o afeta a ordem da membrana nem produz separagdc de fase
gquando protege a clula do “stress” hipoosmdtico, havendo indicagUes da

ocorréncia de mudangas estrulurais apenas.
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ABSTRACT

¥ere we present EPR and X-ray diffraction studies of the
interaction of non-ionic polyoxyethylene-sorbitan derived detergents
CTween 20, 40, 60, 80> on rat erythrocytes, regarding to its
physical ~chemical aspectis.

The compounds showed a biphasic behaviour in relation to
the promotion hemolysis depending on their concentration.

Changes in the morphological cell patterns were cbserved
in detergent-treated erythrocytes and typical crenated and cup form

erythrocytes were detected.

The EPR spectra of a spin labeled stearic acid {5~SASL)
were analyzed as a funtion of the detergent:lipid (D/LD ratio. At low
DL ratio, protection against hipoosmotic lysis was observed and no
major effect on membrane structure was detected. Increasing DL ratios
give rise to increasing amounts of polydisperse (mixed) aggregates,
indicating that the effects depend on the D/L ratio, rather than on the

pressence of micelar detergent.

¥X-ray diffraction patterns obtained for detergent-treated
ghosts at hemolysis-protective concentration showed that the detergent
presence does not affect the membrane order , neither leads to phase

separation. The results are indicative of structural changes only.
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INTRODUCAO

A- Detergentes

Detergentes s3c também conhecidos como agentes tenscativos
ou surfatantes. Tais compostos quimicos tem uma natureza dual, possuindo
uma porgZc hidrofébica (mais soldvel em solventes apolares) e uma porgdo
hidrofflica (mais solavel em aguad. Em virtude dessa natureza dual dos
detergentes, suas moléculas migram para interface(s) quando colocadas em
soluclo, resultando uma diminui¢So da tensSo superficial da solucac em
relacZc A4 do solvente puro. O alinhamento das moléculas de detergentie
nas interfaces Cporg¢Zoc hidrofébica para © ar ou na fase apolar, e por¢3o
hidrefilica para é Agua) reflete a tendéncia de assumir a orientacio
termodinamicamente mais favorivel CATTWOOD e FLORENCE, 1883).

Detergentes também exibem auto-agregacio. Quando em baixa
concentraci3c em solucdc aquosa, eles se encontram como monSmer os
dispersos. Acima de uma faixa de concentracio caracteristica (especifica
para cada tipo de surfatante) as moléculas de detergente se agregam
formando estruturas denominadas micelas. O estreito intervalc de
concentraciZo no gual se inicia a formagioc de micelas ¢ desnominado de
concentragﬁo micelar critica C(CMC. A figura 1 mostra a estrutura
generalizada de uma micela de detergente em soluclc aguosa, onde podemos
observar que as por¢Bes hidrofdbicas est3o em contato uma com as outras

no nicleo micelar e as porcBes hidrofilicas formam uma camada em contato



com o meic aquoso. O numero de mondmeros que se reCinem para formar uma
micela é chamade de ndmero de agregacdo C(ND. Mais adiante as
propriedades fisico-quimicas dos detergentes (como CMC, N e outras)

ser3o mais detalhadamente apresentadas.

0>~/\/\

@’ -
.
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Figura 1. Representacic esquemitica de uma micela em meioc agquoso

| ¢(NEUGEBAUER, 1088).

1- Classificacfo dos detergentes

Usual mente os detergentes s3o classificados com base (i
na carga es/ou natureza da sua porcdo hidrofilica (“cabega'™, e Cii> na
flexibilidade e-sou natureza quimica da porg¢do hidrofébica ("cauda'd
¢ COLEMAN, 1877 D.

Os grupos “cabeca" podem ser anidnicos, catidnicos,

switteridnicos ou n3o-idnicos. Como exemplos de cabecas aniénicas temos



os grupos carboxilato, sulfato ou sulfonato. Detergentes anidnicos
comercialmente disponiveis s3o os sais de metais alcalinos ( sédio ou
potassio 2. Cabecas catifnicas normalmente s3o compostos de amdnico
quaternarico, disponiveis comercialmente como haletos, como por exeﬁplo o
brometo de hexadecilirimetilamdnio C(CTABD. Cabecas zwitteridnicas contém
tanto uma por¢3o negativamente carregada quanto uma porcdo positivamente
carregada, e como exemplo tLemos as betainas e sulfobetainas. Por sua
vez, os detergentes com cabecas n3o-idnicas nfc contém carga, sendo suas
propriedades hidrofilicas devidas aos seus grupos polioxietileno ou
agtUcares. A tabela 1 mostra a estrutura e algumas propriedades de alguns
detergentes classificados pela natureza de suas porc¢des hidrofilicas.
Quanto ao tipo de porcfio hidrofébica, em se tratando dos
detergentes usados em pesquisa bicquimica, & ccﬁum encontrarmos
hidrocarbonetos alifaticos ou esterdides. As cadeias de hidrocarbonetos
alifiticos s30 mais flexiveis, enguantc gque as de esterdides s3oc mais

rigidas.



Classificacfo dos surfatantes (FENDLER e FENDLER, 19795

Nome Férmula estrutural CMC N
mmol es/1
catidnico
CTAB n=15 CHs~CCH2> n~N"CCHad zX~ 0,92 61
anibnico
SDS  n=it CHa-CCH2J> n-0S0a M’ 8,1 62

nio-idnicos

Brij 35 n=23 C1zHzs-C0CH2CH2> n—0H 0,08 850
zwitteriénicos
DDAPS n=11 CHa~CCH2) n-N*CCHad 2-C CHz) 8S03 1.2 -

Tabela 1. Exemplos de alguns surfatantes comercialmente disponiveis

e algumas de suas propriedades fisico-quimicas (CMC e N>,

2- Propriedades fisico~quimicas dos detergentes

a. Concentracioc micelar critica (CHMCO

A concentrac3oc micelar critica C(CMC é o limite de
concentracic do detergente a partir do qual micelas s3o formadas. A CMC
& um evenio que ocorre abruptamente., sobre uma faixa muito estreita de

concentracio, e as moléculas de detergente adicionadas & uma solucio que



ji& se encontre na sua CMC serdo incorporadas em micelas. Solucdes acima

da CMC seric compostas de micelas em equilibic com os mondmeros.

b. Nimero de agregaclo (N

Quande se designa um dado nidmerc de agregacic para um
detergente, pode-se incorrer no erro de imaginar agregados bem definidos
e estiticos em soluglc. Em contraste, as micelas sio estruturas
dinimicas, sendo que a troca de monémeros entre as micelas ¢ a fase
aquosa ocorre constantemente ( WENNERSTRSN e LINDMAN, 1979 2. O nimero
de agregac3o é uma média da composic3o micelar num dade periodo de tempo
’e & estimado pela divis3c do pesc molecular da micela peloc peso do

mondmero do detergente (NEUGEBAUER, 1988).

c. Balanco hidrofilico=lipofilico (HLBE)

Um parametro adicional usado especialmente para
caracterizar detergentes n3o-idnicos do tipe polioxietileno, &€ o balanco
hidrefilico-lipofilico CHLB>. © HLB & uma expressio direta do caréter
hidrofilico de surfactante : guanto maior o HLB, mais hidrofilico é o
composto (NEUGEBAUER, 1988).

0 HLB de um detergente pode ser um indicativo de suas
propriedades. Por exemplo, a extragdo por deter gente de alguns

componentes de membranas pode ser correlacionada com o HLB. Em geral,



detergentes com HLB entre 12-14,8 s3c melhores para extracldo de
proteinas integrais da membrana. J4 detergentes com HLB de valcres
maiores (15 -20) s3oc melhores para extrag3o de proteinas extrinsecas
"CUMBREIT e STROMINGER, 1973; SLINDE e FLATMARK, 1876D. ’

O HLE & um parimetro Gtil também para se predizer o©
comportamento do detergente numa fase hidrofébica., Se o HLB for muito

alto, o detergente solubliliza-se menos nesta fase.

3- O uso dos detergentes

Basicamente em estudos bioquimicos podemos utilizar os

detergentes como:

a. agentes de dissolugclc de drogas e de facilitag¢3c de
‘penetracic de farmacos através de membranas bioclégicas CATTWOOD e

FLORENCE, 18831,
b. agentes coadjuvantes em muitas técnicas como
eletroforese , focalizacdo isoelétrica e outras técnicas cprrelatas

¢BJERRUM e LUNDAHL, 1974; DULANEY e TOUSTER, 1970; FIELD e LEE, 1985).

c. sistemas modelo para o estudo de membranas

CFENDLER, 1982).

d. agentes para isolamento e estudo de proteinas de



membranas (KUHLBRANDT, 19883.

e. agentes para reconstituicioc de proteinas de membranas

em sistemas de lipossomas (KLAUSNER, 19840.

f. agentes para o preparo de lipossomas C ALMONG, 1986).

B~ Membranas Bioldgicas

Membranas biocldgicas s3o barreiras que separam dois meios
distintos, desta forma mantende a integridade da célula. Basicamente as
membranas bioldgicas s3o constituidas de lipidios, proteinas (que na
maioria das vezes aparecem ha mesma proporciol e carboidrates ( que
quando presentes, aparecem em mnencr guantidade e s.‘z‘ib encontrados na
forma de glicoproteinas ou glicolipidios 3, sendo usualmente descritas
pelo modelo do mosaico fluido proposto por SINGER e NICOLSON (1972> que
é mostrado esquematicamente na figura 2. Neste modelo , © mais
amplamente aceito até hoje, os lipidics se organizam em forma de
bicamada, e as proteinas permeiam essa estrutura de forma a constituirem
um'arranjo extremamente diniamico C(RAWN, 198%2D.

A membrana que separa a célula do meio extracelular recebe
o nome de membrana plasmitica e é uma estrutura altamente organizada que
possui de 6 a 10 nm de espessura. A membz;ana plasmitica é uma barreira
de permeabilidade seletiva que controla o fluxo de moléculas para dentro

e para fora da célula, e gque, no casc de bactérias, também participa da



produc3o de energia metabdlica. Além disso ela contém moléculas em sua
superficie que servem para o reconhecimento e comunicacdo da célula. Nas
células eucaridticas além da membrana plasmidtica, existem muitas
membranas internas que envolvem organelas celulares, desempénhando

funcdes definidas.

OLGOSSACARIDEODS
PROTEINA PERIFERICA \
BicaMapbn
FOSFOLIPIDICA
COLESTERDL o0
PROTEINA PERIFERICA PROTEINQ INIEGRRL.

Figura 2. Modelo do mosdico fluido inicialmente proposto por SINGER e

NICHOLSON (1972).

1-Movimentos dos componentes de membranas

Membranas biolégicas s3c estruturas dinamicas e seus
componentes descrevem movimentos do tipo translacional Cdifusao
lateral), rotacional, "flip-flop" (entre camadas) e movimento das

cadeias alifaticas C(FINEAN et alii, 1984). Na figura 3 temos



representados esquematicamente oS movimentos descritos pelos
fosfolipidios.

As estruturas formadas por fosfolipidios s¥o sensiveis a
variagcBes de temperatura, podendo ocorrer en fases distintas Cge;l ou
cristal liquidod. A temperatura em gque ocorre a mudanca de fase de
dispers@es lipidicas é chamada de “temperatura de transicio de fase"
CTed) CFENDLER e FENDLER, 1975). Quando a temperatura € baixa as ligacotes
simples carbono-carbono das cadeias | alifaticas dos fosfolipidios
apresentam-se todas em conformac3o trans Csituacio de maior rigidez que
caré,ct.eriza a fase geld. J& quande hd um aumento de temperatura as
ligacdes carbono carbono podem sofrer rotacfio, sendo encontradas também
em conformacic gauche (situacfo de maior mobilidade que caracteriza a
fase de cristal liquido). Quandc a membrana se encon{,ra em estado de
ecristal liquidc também pode ser observada a rotaclo ripida em torno do
eixo longo molecular dos lipidios. Esse movimento de rotacic também pode

ser efetuado por proteinas C(FINEAN, et alii, 18840
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Figura 3. Tipos de movimentos dos componentes lipidicos da bicamada: CAD
difus3o lateral; (B> “flip-flop"; (C> movimento das cadeia alifaticas;
(D) movimento em torno do eixc longe molecular (BIANCONI, 19900,

2- Os componentes principais da membrana plasmitica do eritrécito

Pelo fato de poder ser manipulada sem a interferéncia de
outros componentes celulares, a membrana eritrocitiria é um modelo muito
usado para © estudo da estrutura e funcdc de membranas bioldgicas

C(BRETSCHER e RAFF, 18795).

10



Quanto aos seus componentes proteicos, esses podem ser
determinados através de eletroforese em gel de poliacrilamida - SDE e
coloracio com “"coomassie blue" C(BRANTON et alii., 1981). Em quase todas
as membranas plasmiticas de eritrécitos dé vertebrados encontraremos os
nesmnos componentes proteicos, os quais, majoritariamente, s3o
constituidos por duas protefinas integrais, a glicoforina e a banda 3
transportadora de ions. Outras proteinas identificadas s3o as que
compdem o citoesqueleto celular e que incluem a espectrina, banda 4.1 e
actina. JIdentifica-se ainda a anquirina, uma proteina gque possul a
func8o de ancorar as proteinas do citoesqueleto as proteinas integrais
da membrana (MARCHESI, 198%5D.

Quanto aos =eus componentes lipidicos s os
glicerofosfolipidios s8o a principal classe encontrada, constituindo
aproximadamente 50% da composicio total de 1lipidios da membrana
CROTHMAN, 1977). Os glicerofosfolipidios constituem-se de um esqueleto
dé glicerol esterificado em duas posicdes por acidos graxos e, em uma
posig3o, por um grupc fosfato. Excetuando-se © Aacido fosfatidico, em
todos os glicerofosfeolipidios encontram-se esterificados ac grupo
fosfato diferentes A&Alcoois que servem para sua classificacdo. Uma
segunda classe de lipidios que constituem a parte lipidica da membrana
Caproximadamente 1840 sdoc os esfingolipidios CROTHMAN, 19772, que tem
como estrutura base a esfingosina ao invés do glicerol. Estes dois
componentes (glicerofosfolipidios e esfingolipidios? espont.aneamente
formam a estrutura em bicamada da membrana (STORCH e KLEINFIELD, 1885).

Uma terceira classe de lipidios, que constitui cerca de

23% da composiclo total de lipidios da membrana é o colesterol C(ROTHMAN,

11



1977>. O colesterol, por possuir uma estrutura de anéis muito rigida e
caudas apolares muitoc grandes, sozinho nic se organiza em bicamada

CRAWN, 18989

3~ Interacio de detergentes com membranas

Uma grande variedade de detergentes & usada para o
isolamente e estudo de proteinas integrais da membrana. Apesar da
interacic de detergentes com membranas n3c ser completamente descrita,
tem side propostoe um mecanismc genérico de quatro passos {NEUGEBAUER,
1988), para a interagdo de detergentes com membranas (figura 4):

.o detergente se liga & membrana

.ocorre a desintegrag3oc da membrana

.a membrana ¢ solubilizada na forma de complexos mistos de

detergente-lipidioc-proteina.

.os complexcs detergente-lipidio-proteina se reorganizam
formando complexos detergente-lipidio e complexos

detergente-proteina.

1z



F 3
-
DETERGENTE ﬁ FOSFOL/IPIoro PROTEING

micelas MISTARS

Complexos DETERGENTE -

- LiPiDip -~ PROTEINA

NMUCELAS MISTAS

COMmPLEXDS DETERGENTE - PROTEINA

£ DETERGEWTE - LIPIDIO

Figura 4. Representagfic esquematica da solubilizac8o de membranas

celulares por detergentes (NEUGEBAUER, 1988D.
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Nesta intera¢3ic entre detergentes e membranas, os
detergentes da classe dos ndoc idnicos tém demonstradcec ser o©Os5 menos
danosos para as membranas (LICHTENBERG et alii, 1983>., Pelo fato de
muitas formulac®es alimenticias e farmac@uticas conterem detergentes nio
idnicos, muitos estudos sobre a ac3io destes detergentes tém sido feitos
com © intuito de esclarecer a natureza dessa interacdo aparentemente
favoravel para as membranas (FLORENCE et alii, 1984D. Estudos feitos
sobre a atividade hemolitica de detergentes n3o—idnicos derivados do
polioxietileno C(TRAGNER e CSORDAS, 1987> demonstraram que estes
compostos, assim como alguns anestésicos lipofilicos e tranquilizantes
fenotiazinicos CSEEMAN, 1066a; SEEMAN e WEINSTEIN, 18880 podem
estabilizar o eritrdcito contra o “stress” hipoosmético. Segundc estes
estudos baixas concentracdes destes compostos aumentariam a resisténcia
osmética dos eritrécitos, enquanto que concentracdes mais altas levariam
A hemdlise. Alguns estudos foram feitos no sentide de avaliar a natureza
do comportamentc hemolitico (HAMADA et alii, 1884; HAMADA et alii, 1982
. AZAZ et alii, 19810 e do comportamento protetor CCSORDAS e
SCHAUENSTEIN, 1984) de alguns anfifilicos, mas o© mecanismo destes

processos ainda n3o foi elucidado.
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C- AplicagZo de Técnicas Fisicas para o Estudo de Biomembranas

1~ RessoniAncia Paramagnética Eletrdnica

a- Método do Marcador de Spin

0 método do marcador de spin consiste no emprego de uma
molécula sonda, através de cujo espectro de ressonincia paramagnética
eletrdnica (RPE) se procura obter informacdes de cariter estrutural ou
conformacional do sistema ao qual a molécula sonda se encontra
intercalada. Esta possibilidade de obtenc¢io de informacdoc a respeito de
transicdes conformaciocnais se deve ao fatoc do RPE ser uma técnica que
opera na regido de microondas ( 9 a 35 GHz ) do especiro eletromagnético
CCARRINGTON et alii, 10687), e gque na presenca de um campoe magnético,
detecta elétrons desemparelhados. Assim sendo podemos obter informacdes
conformacionais de macromoléculas ou agregados, por ser justamente na
regiio de microondas que ocorrem os movimentos desses sistemas.

A ressonincia paramagnética eletrdnica € uma técnica
espectroscédpica que depende da presenca de moléculas paramagnéticas
Cmoléculas com elétrons desemparelhados que apresentam momento dipolar)
e se baseia na aplicacioc de um campo magnético ¥ , scb acl3oc do qual os
niveis de energia do momento magnético de spin (MSD) se tornam
divergentes (figura 5> (WERTZ e BALTON, 1972>. Quandoc se aplica a
energia eletromagnética (Av) que proporcione a condigdo de ressonancia
Ctransi¢¥c entre os dois niveis de energia) , haverd absorg3c de

energia. Esta absorc3oc de energia vai gerar um espectro gue normalmente
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é registrade na forma da derivada primeira da absorc3oc. A anilise da
posicl8c e forma das linhas em sistemas isotrdpicos pode dar informagdes
sobre a velocidade de rotag3c do marcador, scbre a estrutura, ordem e

pol aridade do sistema estudado.
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Figura 9. Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrdnico em
presenca de um campc magnético C(H). Os espectros de RPE registram, em
geral, a derivada primeira da absorc8c. (Ms corresponde ao momento

magnético de spin eletrdnicod
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A energética de transicdes envol vendo momento magnético de
spin pode ser representadc através da equagio hamiltoniana de spin que -

expressa :

5.8 +s.7.1 + 3.0.3..1+ X + %
) s 1 BN gN troca dipole

R
i
)
wi
W H

1>

onde o primeiro termo representa a interagdo do campo magnético com ©
spin eletrénico (interacdoc eletrdnica do tipo Zeeman), o segundo termc a
interacic hiperfina (spin eletrénico- spin nuclear), o terceiro a
interacio entre © s=pin nuclear & © Ccampo magnético C(gque & desprezivel
nas condic®es normais do experimento de RPED e sfeuocc e X dipolo
representam as energias envolvidas em interacdes entre elétrons livres,
que s6 ocorrem em bi ou poli radicais ou em concentracdes elevadas de
moncradicais. O termo xt depende da interac3o dos orbitais dos

roeco

radicais e X dipolo depende da geometria do sistema uma vez due senvol ve

uma dependéncia angular. Na equacdo 1D, H & o vetor de campo
magnetico, ﬁe e ﬁu s3c os magnetons eletrbnico e nuclear
respectivamente, ;N é o fator de desdobramento nuclear de Zeeman, ; é
o tensor g do elétiron, s é o operador de momentc dngular de spin nuclear
e T é o tensor do desdobramento hiperfino.

0 elétron desemparelhado pode ser afetado pela interaglo
com nucleos vizinhos. No caso de sondas de spin gue contenham o radical
nitréxido € NO D, hi o desdobramento em trés picos da absorgdo do spin

eletrénico devido A sua interacSo com o dtomo de nitrogénio que também &

paramaghético e tem momento dipolar (M) de spin nuclear igual a 1
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podendo, na presenca de um campo magnético, apresentar
valores +1, O, -1. A interac3o entre o spin nuclear (IJ) e o spin
eletrdnico €(S) di origem ac desdobramento hiperfino (segundo termo da
equacdo 1). O spin nuclear sendo igual a 1 causa o desdobramento de'cada
nivel energético de spin eletrdnico em trés (figura 6). Portanteo, na
auséncia de interac3c do spin eletrdnico Cxtroca e xdi.polo = 0), podem
ser observadas trés transicdes, uma vez gque somente transicdes com AM =

0 s3o permitidas. A separacdc entre as linhas ¢é o© desdobramento

hiperfino (SCHREIER, 1879).
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Figura B. Desdobramentoc dos niveis de energia do spin eletrdénico para um
idtomo de spin nuclear (I igual a 1. A separacdo entre as linhas é o
desdobramento hiperfino. (Ms corresponde ao momento magnético de spin

eletrénico, e Mi ao momento de spin nucleard.

b~ Espectro de Ressonincia Paramagnética Eletronica de Nitroéxidos

O radiecal nitréxide Cfigura 72, mencionadc anteriormente,

& o mais utilizado como marcador de spin por ser bastante estavel em
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amplas faixas de temperatura e pH (incluindo o fisioldégicod e também em
varios solventes. A presenca de grupos metila nos carbonos vizinhos ao
atomo de nitrogénio lhe confere estabilidade adicional. o
desenvolvimento da quimica do radical nitréxido serviq de fundamenfo ao
métode de marcac3c de spin originariamente proposto por OHNISHI e
McCONNELL (1985) e que hoje & bastante empregado para o© estudo de
sistemas bioldgicos, em particular noc campo de membranas. Este mét.odo
consiste em colocar um radical com um grupo NO estivel no sistema em
estude, seja por meio de uma reac3c que leva a uma ligacioc covalente a
uma molécula do sistema, seja simplesmente introduzindo o radical no
sistema de estudo (sob a forma de sonda de spind no qual ele &
dissolvido sem uma ligac3o permanente s suas moléculas. Como a maioria
dos sistemas estudados é diamagnética, o sinal de RPE do fragmento NO é

o dnico sinal presente.

Figura 7. Radical Nitréxido.
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Para os radicais nitréxido livres utilizados no tratamento

de membranas os termos da hamiltoniana de spin sio:

2 ¥ = f3.s.g.H + S.A.I

onde = e i s3c operadores de spin eletrénico e spin nuclear
respectivamente, H é& o vetor de campo magnético e g e A s3o os dois
tensores gue descrevem a interaclc do elétron nio emparelhado com ©
campo magnético nuclear do nitrogénioc. Devido A anisotropia de g e A
os espectros cbservados sdo dependentes da liperdade de movimentacdo do
marcador de spin. Um parametro utilizadeo como medida do grau de
liberdade de movimentagZo do marcador ¢ o tempo de correlacgio € T, J que
& definide como o tempo necessério para gue ocorra a rotagBoc de um
radiano numa molécula, em relac®o 4 sua orientag¥o prévia (SANDERBERG et
alii, 18690,

As técnicas de ressonincia paramagnética podem ser
comparadas as demais ténicas espectroscopicas no sentide em que se mede
uma absorgio de energia em fungZfco da energia aplicada, correspondente a
transicio do estado fundamental para o estado excitado (de acordo com as
leis da mecaAnica quanticad. O emprego desta técnica nos fornece graficos
da derivada primeira da absorg®o de energia pelo el étron desemparelhado
do radical da molécula sonda.

Em casos extremes, onde a molécula sonda descreve
movimento muito lento para a escala de tempo de RPE C'rc> 3 x 1077 8}, ©
espectro obtido (chamade espectro de p&d sera a resultante de uma

somatéria de todas as orientagBes possiveis em relagdo ac campo
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magnético.

O parimetro de ordem (SD ¢ uma medida da orientagZc média
de um eixc molecular em relagZc a um eixoc de referéncia (diretor?. Em
geral, o eixo diretor é tomado como a normal A superficie da bicama;:!a.

Para moléculas que descrevem movimento perfeitamente
isotrépice, o parametro de ordem serad igual a zero (S = 0). De forma
anadloga, para uma molécula perfeitamente corientada, S serad igual a um.
Em casos intermediarios, S ¢ relacionadc A& amplitude angular do
movimento anisotrépico da molécula na bicamada (Fig.8:

'4<>) : S=1¢c3<ces®p> -1

1
b4

onde 2 é o angulo formadeo entre o eixo longo molecular e a normal a

bicamada.

Figura 8. Movimentc anisotrépico de um marcador de spin na porgdo
lipidica da membrana. A direcio A// é paralela é normal 4 superficie da

bicamada.
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Para o calculoc de S de um marcador de spin intercalado em
multibicamadas planas., € necessaria a obteng3ic de especiros com © campo
magnético orientadoe paralelc C0°) e perpendicular (80°) 2 normal a
superficie da bicamada. Isto permite a obtengdco dos desdcbram#ntcs
hiperfinos paralelo e perpendicular CAy/ e Al’ respectivamentel gue sio

empregados para o calculo de S, como descrito pela equagdo abaixo:

A - A

c4d s = dd +

A - CA + A 372
z2 XX ¥y

onde Azz & o tensor de desdocbramento hiperfino na diregdo do eixo z
Conde se tem a maior probabilidade de se encontrar o elétron
desemparelhado) e ﬁ&x =) A&y s3o, respectivamente, tensores de
desdobramente hiperfino nas diregBes x e y (que correspondem a valcres
de desdobramentoc hiperfino minimosd. Nesta equagic (42 todos os valores
representam médias do movimento do eixo longo molecular, considerando-se
simetria cilindrica ac redor desse eiXo.

O espectro de marcadores de spin em dispers@es lipidicas €
uma somatéria de espectros de todas as orientagles possiveis do eixo
principal da molécula em relagZc ao campo magnético aplicado. Apesar da
existéncia de uma distribui¢qo macroscédpica isotrépica dos lipidios, o©
espectro resultante ¢ dependente da ordem local e reflete a orientagdo
local de cada molécula.

O espectro resultante nem sempre permite a determinagdo de

S. Porém, foi demonstrade por HUBELL e McCONNELL (18710 que os especlros

de alguns marcadores de spin intercalados em disper¢gfes lipidicas
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apresentam pontos dos quais & possivel extrair A;x e Ai CFigura 92, o©

gue permite o calculo de S a partir da equagioc (40

Figura 9. Espectro de RPE do marcador de spin S-SASL (1,88 x 107 em
lipossomos de fosfatidil colina de ovo (7,8 mM), mostrando as medidas de

A e A C(BIANCONI, 19902.
e ke
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Contudo, existem marcadores de spin que, por apresentarem
maior mobilidade em dispersSes lipidicas, nio possibilitam a
determinagio precisa dos valores de S e L partir do espectro de RPE.
Nestes casos, pode-se avaliar o grau de organizagio da membrana a
partir da medida de um parametro empirico obtideo pela relaglo das
alturas das linhas de campe baixo (hﬂ) e campo médio Chob, hu/ho
CFigura 100 gue engloba as contribui¢Bes de ordem e mobilidade. Quanto

maior esta relacfc, menor o grau de organizagZo do sistema (SCHREIER et

alii, 1978).

it

*

Figura 10. Espectro de RPE do marcador de spin 5-SASL (1,56 x 1070 em
lipossomos de fosfatidil colina de oveo (7,8 mM), mostrando as medidas de

h ., ho e h-—1 CBIANCONI, 19905.
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2- Difracio de Ralos-x a baixo Angulo

A utilizacZo da técnica de difragZic de raiocs X na
resolucgXo de estruturas biolégicas, nos permite determinar a posi¢5$ dos
Atomos numa molécula ou estrutura cristalina com uma resoclugdoc de
aproximadamente 2 A, através da utilizagdo de métodos matemiticos para o
calculo da distribuicXZo da densidade eletrénica. Porém multicamadas de
membranas bioclégicas, in situ ou artificialmente preparadas, n3ac podem
ser consideradas sistemas perfeitamente ordenados, como cristais ideais
unidimensionais. Em sistemas desse tipo um certo grau de desordem ¢
mantido, mesmo em estruturas mais ordenadas como € o© caso da
nervo-mielina CBAUROCK e NELANDER, 1876>. No caso das membranas
naturais, n¥o ¢ possivel, portante, chegar-se a uma lo&alizagzo precisa
dos Atemos na bicamada. 0 que pode ser determinado ¢ a sua estrutura
interna de baixa resclugdo. |

Este método baseia-se  em irradiar uma amostra e obter
informagBes sobre ela a partir da radiagd3c difratada. A radiagfo
difratada pelas membranas naturais ou artificialmemte empil hadas,
origina um espectro (chamado de espectro de Braggd, ja que as bicamadas
de fosfolipidios ordenadas apresentam espagamento bastante regular. Se,
por um lade , © arranjo comporta-se como uma estrutura unidimensional,
na direc¢¥o do eixo perpendicular ao plano das bicamadas, por outro 1l ado,
as cadeias de carbono arranjam-se numa estrutura lateral que difrata
independentemente. A intensidade difratada na regi3o equatorial, permite
calcular a distincia entre as cadeias de carbono da bicamada. Esta

distancia varia de 4.BA a 4.BA, dependendo da configurag8oc das cadeias
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da bicamada CLEVINE, 1972). Desta forma podemos obter informag@es da
estrutura interna das membranas, tanto a partir da difragfo lamelar
Cmeridional), guanto daguela devida ac empacotamento lateral C(na direglo
equatoriall.

Podemos considerar o fenémeno da difrag3o lamelar como oS
planos das bicamadas moleculares refletindo os raios X e introduzindo
diferencas de fase (defasagens da radiag3o difratada) devido & separagio
espacial dos mesmos. Estas diferengas de fase introduzidas pela
separagic espacial devem ser iguais a multiplos inteiros do comprimento
de onda dos raios X, para gue oOsS Traios difratados surjam na
interferéncia construtiva da radiag8o difratada (figura 113,

Os diagramas de difrac3ic dos arranjos lamelares das
membranas s%o obtidos na regific de a&ngulos pequenocs (8 { 5°>, denominada
regifo de baixo angulo. Isto se deve ac fato de a espessura da membrana
ser da ordem de algumas dezenas de Angstrons, e © comprimentc de onda do
raioc X utilizado ser muite menor. As reflexSes que aparecem no diagrama
ocorrem em posi¢Bes definidas por multiplos inteiros do inverso do

espagamento lamelar.
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Figura 11. Representacdo esguemitica do sistema difratante de um

empilhamento de bicamadas lipidicas. (6 é © angulo de Bragg).

~ No caso especifico de membranas de eritrécitos (*“ghosts'™
ordenadas, a estrutura lamelar por elas descrita, segundo PAPE e
colaboradores C1977), seria equivalente A representag3io que é mostradana
figura 12. Nesta representag3o asquemtica, temos © sistema difratante,
onde define-se tipicamente o espagamento L , no qual s3o distintos os
espagamentos L‘ e Lz. C termo Lg & relativo a distancia intracelular
entre duas bicamadas da mesma célula, e Lz a distancia intercelular

entre bicamadas de duas células vizinhas no empilhamento. S3Eo exatamente

esses espagamentos que podem ser determinados pela difra¢8c de raios-X.
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Figura 12. Representacao esquemitica de “ghosts” empilhados e os
espacamentos (L) por eles definidos (L1 é a disténcia intracelular e L2

a distancia intercelular)

D- Objetivos desse estudo
Este trabalho teve como principais objetivos:
1. Averiguar o© comportamerfo bifasico, relaciocnado ao

fenébmence litico em eritrécitos tratados com um  grupo de moléculas

anfif{licas Chomélegos da série Tweend cujo estudc apresentasse




relevincia para pesquisa bioquimica e farmacéutica.

2. Procurar esclarecer a natureza da interagdo bifasica de
moléculas anfiffilicas com eritrécitos, principalmente quanto a interagl3o

protetora.

3. Detectar as alterac®es da membrana eritrocitaria por
técnicas fisicas que possibilitassem a avaliac3ioc do comportamento
bifisico da membrana tratada com os detergentes da série Tween

Chombdlogos 20, 40, 60 e 801.

E-0Os compostos estudados

Tendo em vista ésses objetivos, iniciaram-se ©s estudos de
alguns detergentes homélogos, nZo-idnicos, da série Tween.

Os detergentes Tween (veja na seg3o de materiais e métodos
sua estrutura e propriedades) s3o compostos que apresentam emprego muito
variado. Devido a suas propriedades, detergentes nIc-idnicos com grupos
"cabega"™ polioxietileno, ao contrariec da maioria dos detergentes
encontrados, usualmente nZXo desnaturam proteinas, podendo dessa forma
ser usados para solubilizag3oc e caracterizacfoc de proteinas de membrana
em estado native (NEUGEBAUER, 1988). KITANI e FUJIAMA (19815 estudande a
enzima ornitina descarboxilase (EC 4.1.1.17) de figado de rato
descreveram gque o© Tween 80 dava estabilidade & enzima purificada e

promovia a sua renaturagdo caso fosse necessaric. WATANABE et alii
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cie88), também em um trabalho sobre a purificagZc de proteinas,
demonstraram que o Tween 20 podia prevenir completamenie a desnaturagfoc
causada por congelamento da miosina de misculo estriado de ratos.

Quante ao emprego terapéutico e farmacolégico - dos
detergentes Tween, CRISPENS e SORENSON (1888) demonstraram a ag3o
anticarcinogénica do Tween 80 no tratamento do sarcoma de células
reticulares de camundongos. PARRIS et alii C1987) demonstraram que o
Tween 80, em combinagZoc com algumas drogas quimioterapicas, podia
aumentar a atividade citotéxica desses medicamentos in vitro. Estudando
a ag3o de uma droga anti-epilética SAMAHA e GADALLA (1987) descobriram
que os Tweens 20, 40, 60, BO e 85 podiam aumentar sua solubilidade e
eficicia. Estes detergentes s3o usados também como agentes
estabilizadores para medicamentos injetaveis C(SHAKED et alii, 19880 e,
em combinagic com antibiéticos, AL-NAJJAR £1988) demonsirou que eram
capazes de reduzir a concentracfc minima inibitdéria de pelo menos guinze
antibidticos usados contra infecgtes cutineas ocasionadas por
Staphylococcus aqureous.

Além dos estudos realizados com finalidades de pesquisa
bicquimica e farmacéutica, como exemplificado acima, existem alguns
estudos sobre a aplicagBco dos detergentes Tween na indastria
alimenticia, no combate & poluigio e reutilizagfo de recursos, e também
no auxilio A agricultura. Os Tween 20 e 60, principalmente, s3o
amplamente usados como aditivos de prepara¢Bes alimenticias. TAGESON e
EDLING €1985) provaram gue tais compostos aumentam a permeabilidade do
trato intestinal a moléculas potencialmente tdxicas e patogénicas.

Quanto ao seu emprege para a utilizag¢3o de recursos, temos como exemplo

21




o trabalhe realizado por CASTANON e WILKE (18810 sobre a hidrdlise
enzimatica de papel Jjornal. Neste estudo ficou provado gque o Tween 80
aumentava a taxa e a extens3zo da sacarificagZo da celulose de forma a
aumentar o rendimento e a recuperacio da enzima imebilizada. No cambate
A poluig3o, os detergentes Tween foram utilizados c.’om SUCeSSC Ccomd
agentes dispersantes para sanar danos causados por derramamentc de Sleo
no mar CNUNES-GARCIA e VAZQUEZ, 1688). F‘inalmente. gquanto ao emprego
desses compostos no auxilioc a agricultura, WOODLAND e HODGSON (1987)
demonstraram suas propriedades inibitéria e estimulante socbre a
germinag3o de sementes de ervas daninhas in vitreo, dependendo da
concentrac¥o em gue eram empregados.

Face aos ingmeros empregos dgue OS5 detergentes Tween
demonstram ter, surge a relevancia .dentre outros Nestudos. de uma
investigacic mais aprofundada acerca da interagZc destas moléculas com

membranas naturais,
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MATERIAIS E METODOS

1. Os detergentes estudados

Tween & © nome comercial que se da aos detergentes
derivados do polioxistileno-sorbitol, onde © nDaGmero de grupos
polioxietileno & constante €203, variande a composig3o da cadeia de
hidrocarbonetos. Dentro desta série, escolheu-se gquatro homélogos para
estude : Tween 20, derivado do &cido laurico CC123; Tween 40, derivado
do acido palmitico cc£6>; Tween B0, derivado do Acido estearico CClBJ @
o Tween 80, derivado do acido oleico CC’a;‘). A figura 13 mostra a

estrutura comum dos detergentes Tween.

\c 0 CHZ-CHZ)—OH 0
ZC! H- —CH-CHy ~(0- CHy- CHZ) -0~ C—@

HO- (CHZ CH,- 0) HC — CH-—(O--CH CHZ)-OH

2

[F:%}:ac. graxo WeX+y+Z= 20

Figura 12. Férmula estrutural dos detergentes da série Tween
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As propriedades fisico—quimicas dos detergentes Tween

estudados neste trabalho s¥o apresentadas na tabela 2.

Propriedades dos detergentes Tween empregados.

- M estado o] viscosidade
Nome g/malﬂi cor 8% (emt) HLB CMC N
[ W] {41 {1 (MY (2 {3
Tween 20 | 1222 liquide 380 i8,7| 8,0 a0} -
amarelo
Tween 40 | 1285 liquide 500 18,8| 2,7 a0 -
amarelo
Tween 80 | 1205 tiquide 550 14,8| 2,08:a0°] -
. amaralo
Tween 80 | 1306 liguide 428 15,0/ 1,0 >a0™%| ®0
amaretlo

(13 LISSANT, 1974.
¢z> HELENIUS et alii., 197%.
«3> GENNIS, 1989,

Tabela 2. Algumas propriedades dos detergentes da série Tween estudados
{peso molecular médio (M, estado fisico e coloraclo, viscosidade a es°c,
HLB, CMC e NO.

Os detergentes da série Tween disponiveis comerciamente,
em verdade, sZo misturas de homdlogos. No caso do Tween 20, 50% de seus
aondmeros tém como acido graxo em sua estrutura o acido laurico tendo os
sutros BO% composigfo variada de acidos graxos de maior nUmerc de
carbonos. O Tween 40 tem 80% de Acido palmitico e 10% de acido
estesrico. O Tween B0 tem B55% de acido estesrico & 48% de acido

palmitico. No Tween 80 encontraremos 75% de seus mondmeros contendo
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scido ocleico e os outros 285% contendo outros acidos graxos de cadeias
menores CHELENIUS, 1979). Os homélogos 20 e 80 usados foram da Riedel de
Haén, @ os homdlogos 40 e B0 da Sigma. Sempre foram usados os mesmos

lotes de detergentes, sem Ller sido feita nenhunm tipe de purifigioc.

2-Teste para determinac3o da autooxidacSo dos estoques de detergentes

Twaeen

Foi determinada a presenca de perdxido nos estoques de
detergentes puros através do teste colorimétrico com iodeto de potassio
CMERCK STANDARTS, 1€723.

Preparcu-se uma solugdo 10 % m’v de KI e a wela
adicionou-se uma aliquota (100 ul> do detergente a 1 % Cmaior
concentracic utilizada em todos os testesd, na proporgic de 1 : 1i
¢ KI : detergente ). As solucdes 1 % dos detergentes foram preparadas no
mesme dia ¢ 28° © D, a partir de aétaquas mantidos no escuro (28°C).
Feito isso para cada um dos homdlogos, as solugdes incolores obtidas
é‘oram. agitadas e mantidas no escurc por 1 hora. A presenca de peréxido &
determinada pelo aparecimento de coloragdc amarelada na sol ucio, devido
4 oxidagSo do icdeto a iodo molecular. Se nenhuma cor for detectivel,
isso significa que, caso exista perdxido, sua concentracio é inferior a

0. 0003%.
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3-Determinacioc espectrofotométrica da CMC do Tween 80.

A determinac%c da CMC do Tween 80 nas condicdes dos
ensaios blolédgicos ( 37° ¢, em soluclo 7.7 x 10" M de NaCl > foi
realizada pele método da solubilizaclc de corantes ¢ SHIMIZU e
IWATATSURU, 10G0 3.

Utilizou-se o corante SUDAN BLACK ¢ C.I. 26180 > da Sigma,
insoldGvel em &Agua mas solivel em fases apolares, come indicador da
presenca de micelas na soluclo (estrutura na figura 14>, Desta forma
foram preparadas solucdes em concentracdes crescentes de detergente de
f~rma a se obter concentracdes gue estivessem acima e abaixo da CMC
determinada em igua Ctemperatura de 25°C) de valor 1.0 x 10™°M CHELENIUS
et alii, 1979>. A cada soluc3o de volume final igual a 10 ml foram
adicionados 1 mg de Sudan black. As solucdes ficaram por um pericdo de
48 horas a 37°C, sendo agitadas em intervalos regulares. Apds eosse
poriodo determinou-se a absorbancia deo sobrenadante das solucdes a
618 nm em espectrofotldmetro Beckman DB-G. Os valores de absorbincia
obtidos foram graficados contra os valores de concentracio do
detergente. Abaixc da CMC espera-se gque n3c haja solubilizaglc do
corante, e portanto que o valor de absorbancia das solucdes nesta
condicio seja pequenoc e invariavel independentemente da concentracfo do
detergente. Acima da CMC, espera-se gque com a solubilizac8o do corante
nas micelas, ocorra um aumento linear da absorbincia com a concentragio.
Desta forma ocorre uma inudam;a de comportamento do grifico, de tal sorte
que, tracando-se duas retas pelos valores experimentais obtidos, pela

intersec¢fo das duas, determina-se o valor da CMC.
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{H—N=N N CH,

Figura 14. Férmula estrutural do Sudan Black.

4- Preparacfo de eritrécitos integros e "ghosts”

Trabalhou~se com sangue de ratos de laboratérico de
linhagem isogénica. O sangue foi coletadc em solucio anticocagulante
CAlsiver) e depois centrifugade a 4°C por 10 minutos a 700 x g. ©
plasma, células da série branca e gorduras eram removidos por aspiragio.
As células foram ressuspendidas em PBS (NaCl 1,37 x 10"*M, KCQl
2,7 x-ioma M, NaHPO‘.? Hzo 8,0 x 100 M e KHZPO‘ 1.4 x 1072 W, tamp3o
de osmolaridade @ pH fisioldgicos, e novamente centrifugadas nas mesmas
condicdes. Apds irés repeticdes consecutivas desse processoc obtinha-se ©
concentrado de hemicias gue era mantido sob refrigeracio ( 4°C > e usado
num periodo de 24 horas.

Para a obtenc.o dos “ghosts” C(membranas de hemicias

isoladas) © preparoc do concentrado de hemAcias foi um pouco diferente,

sendo o pH da solucio de lavagem (PBS) elevado para 8.0 & a aspiracao da




interface de células brancas e gorduras mais vigorosa, mesmo dque assim
ocasionando uma perda de major quantidade de células vermelhas préximas
2 interface. A aspirac3oc vigorosa foi feita para que se garantisse que a
preparac3o estivesse livre de leucédcitos, células ricas em protoasa# que
poderiam compfomster a qualidade do estoque de “ghosts™. O preparoc dos
“ghosts" propriamente dito foi feito segundo o método descrito por DODGE
e colaboradores (1983), que se baseia na ruptura hipoosmdética dos
gritrécitos com tamplo TRIS-HCO 10mM pH 8.0. Feita a ruptura, as
membr anas foram sucessi vamente ressuspendidas neste tampio =
centrifugadas por 10 minutos a 20.000 x g a 4° ¢, ficando depositadas no
precipitado ) o sobrenadante sendo removido por aspiragio.
_Fraqgantem@nta. dependendo do doador ¢ HANAHAN e EKHOLM, 1974 > hi a
formacio de um “pellet” inscldvel de éoloracic avermelhado (devido a
maior retencio de hemoglobina), rico em proteases contaminantes gue deve
ser eliminadc. A obtencico de *ghosts™ brances e integros depende
amplamente da molariade e pH do tampio de lise (DOGDE et alii, 1863D.
Segunde DODGE & colaboradores, © pH mais elevado auxiliaria na nido
retencic de hemoglobina pela membrana (dai o emprego de tampio pH 8.0
mesmo para o preparco do concentrado de hemaciasd.

As condicgdes descritas por DODGE e colaboradores seriam
ideais para manter a integridade das membranas C(evitar a sua
fragmentac3o) contudo, n3oc seriam suficientes para garantir a obtencio
de “ghosts™ brancos. Na pritica foi exatamente esse o problema que se
encontrou, & recorreu-se entio a uma modificac3o do método sugerida por
BRANLEY e COLEMAN (1972), incluindo-se uma GUltima lavagem com tampioc

TRIS 10 mM -~ EDTA 1 mM, pH 8.0. Uma vez isolados os “"ghosts", fez-se uma



dosagem de proteina pelo método de biureto CLAYNE, 19870.

Dependendo da técnica subsequente a ser empregada,
os"ghosts"” foram mantidos purocs e congelados em nitrogénio liquido ou
entio mantidos no préprio tampfio de lise a 4°C. Quando ficavam ayﬁanas
estocados a 4°C argm usados num periocde de no miaximoc 24 horas. Esta
técnica de preparo de "ghosts® humanos foi empregada para o preparc de
"ghosts™ humanos e de ratos, obtendo-se igual rendimento e qualidade. Os
“ghests” humanos nZo foram usados para nenhum experimento, tendo sido
preparados algumas vezes apenas para servirem comc padr3c de qualidade

para os “ghosts" preparados a partir de hemicias de rato.

S~ Microscopia dos eritrécitos

Oz microscépios de interferéncia e contraste de fase sio
microscépicos épticos modificados para traduzir diferencas de indice de
refrag¥o, num contraste visivel, tantoc em brilho guante em cor .,
utilizando-se da vantagem doc fendmenc de interferéncia. Isto peode
ocorrer quande uma onda atravessa um meio de indice de refragdo
diferente dagqusle encontrado pela outra onda, de forma gque assumam fases
contrarias. Usando-se tais efeitos para manipular a luz gque passa
através de uma célula, aoc invés de se manipular a propria célula,
alcanga-se uma ‘“coloraglo &ptica”™ de acentuado contraste (NOVIKOFF
e HOLTZMAN, 1976).

Fez-se a incubac3c de B0 ul de suspensfc de hemicias

Chematderito S0% com 5 ml de solugciio de NaCl 0,077 M ou em tamp3ao




fosfato de mesma molaridade pH 7,4, e uma aliquota de 100 ul de uma
soluc3o estoque de detergente (5 % m/v) por um pericdo de 15 minutos.
Apbds esse periodo fez-se a microscopia das solugBes num fotomicroscépio
Carl Zeiss— 1I. O preparc das amostras consistiu em colocar—-se uma. gota
da suspensZoc de hemacias Caproximadamente S uld entre l&mina e laminula
e subsequentemente fazer-se o© exame microscépico nos moldes da
microscopia de fase, que basela-se em diferencas de indice de refraglc
CNOVIKOFF e HOLTZMAN, 1978>. Submeteu-se a esses estudos eritroécitos de
ratos sem nenhum tratamento Ccontroie), e eritrécitos tratados com os

detergentes Tween 20, 40, 60 e 80 na concentragfo de 0,1 % m/v, ou seja,

5 5

= M, Tween 60 7,7 x 107 Me

Tween 20 8,2 x 107~ M, Tween 40 7,8 x 10°

Twoeen BO 7,68 x 10"% M, concentracdes préximas da CMC de cada detergente.

6- Testes hemoliticos

O teste hemclitico baseocu-se na analise
espectrofotométrica da hemoglobina extravasada, segundo metodologia
descfita por DACIE e VAUGHAN (19385.

Inicialmente foram feitas curvas de resisténcia hemolitica
de eritré¢i£os de rato em condicdes de pH e osmoclaridade fisiolégica (pH
7.4, 0,184 M NaCl) em concentracdes crescentes dos detergentes Tween.
Realizou-se também os mesmos testes com hemicias fragilizadas por
estrew.se csmbético e de pH. Apds ter sido feita uma curva hemolitica em
solucBes n3o tamponadas em gradiente de Nall, foram escolhidas duas

diferentes concentrac@es (0,082 M e 0.077 M de NaCl, uma delas
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0,077 M> correspondendo A metade da osmolaridade fisioldgica, e se fez
o teste de agZo hemolitica dos detergentes Tween. O teste hemolitico
consistiu, da mesma forma que para os experimentos analisados pela
microscopia, na incubagl3o de 50 ul de suspensico de hemicias Chamatéérito
5020 com 5 ml de solucio de NaCl 0,077 M ou 0,082 M Csol’uc;fSes salinasl) e
100 ul das solugBes estoque de detergente (0,005 %; 0,08 %X e 50 % m-ov3
por um periocdo de 15 minutos. Foram efetuados também ensaios controle
onde n3c se adicionou detergente, colocando-se em seu lugar, 100 ul da
solucZoc salina. Na sequéncia fez-se uma centrifugacic por 5 minutos a
700 x g e a absorbancia do scbrenadante foi determinada em um

espectrofotdmetro Carl Zeiss (PM QIID a S4inm.

7~ Determinacio do grau de lipoperoxidacdo

0 grau de peroxidag3o lipidica das menbranas des
eritrécitos tratados com os detergentes Tween, na maior concentragio em
eles foram usados nos testes hemoliticos (1,0 ¥ m/vD, foi determinado
pela dosagem da produg3o de malonildialdeido. Os testes foram realizados
de acordec com © método descrito por STOCKS e DORMANDY (19710, e
consistiam em se misturar lentamente 1 ml da amostra biolégica ¢ no
caso, 1 ml do meio hemolitico completo, contendo sangue, solugioc salina
¢ detergente tal qual feita para a realizaclo dos testes hemcoliticos,
apds os 18 minutds de incubac3c D com & ml de uma solucioc de TCA-TBA-HC1
C 4cido triclorocacético 1B5% m/v , &acido ticbarbitGrico 0.375% mv e

Acido cloridrico O0.25N 3. Foram feitos também ensaios controle, onde no
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primeiro nioc se adicionou detergente Ccontrol e~sangue) e no segundo nio
se adicionou sangue (controle-detergented. No terceiro e quarto ensaios
controle adicicnou-se, no lugar dos detergentes, peréxidoe de hidrogénio,
nas concentragBes finais de respectivamente 2 e 5, mM
Ccontroles-positivosd. O quinéo ensaico controle continha apenas a
soluc3c de TCA-TBA-HCL Ccontrole-brancod. O TBA forma cromdforos com ©
malonildialdeido (MDAY, produtco secundario da lipoperoxidagZ¥o, que enido
s3e determinados espectrofotométricamente CCHIU et alii, 19820. As
solucdes obtidas foram agquecidas por 18 minutos, em banho maria. Feito
isso, as solucdes foram resfriadas em banho de gelo por alguns minutos,
e o precipitadeo floculoso removido por centrifugac3o a 1000 x g per 10
minutos. A absorbincia dos sobrenadantes das amostira foi determinada a
825 nm (espectrofotémetro Carl Zeiss PM QI13, descontando-se o valor da
absorbincia do tuboc controle-branco. A concentracic das amostras em nmol
de MDA por ml de hemicias foi determinada usando um coeficiente de
absor¢ic molar de 1,86 x 105!«!“1«:::{':t C STOCKS e DORMANDY, 1871 3. Os
ensaios feitos com os detergentes foram realizados na presenga € na
auséncia de azida de sédic (0,025 mMD, um inibidor da catalase, enzima
que tem a capacidade de degradar o peréxido de hidrogénio. Os

controles-positivos foram sempre feitos em solugioc que continha azida.
g~ Determinac3o eletroforética do padrZo proteico de ‘“ghosts™ tratados
com os detergentes Tween

Para esse estudo foram utilizados “ghosts™ de eritrécitos

42




de ratos preparados conforme descrito anteriormente, (tendo eles sido
congelados ou nic em nitrogénioc liquidod. Em seguida executou-se © mesmo
procedimento usado para os testes hemoliticos, tratando-se os “ghosts"
om solucic de NaCl 0,077 M Ca 37°C, por 15 minutosd com-os detergéntes
Tween na concentracio em que cada um deles mostrou efeiteo protetor ao
estresse osmético em hemicias, sé que, substituindo-se as células
intactas por um volume equivalente de *ghosts" (uma vez que *ghosts™
reselados mantém praticamente © mesmo volume que © das células de
origem D. Na sequéncia, apdés os 18 minutos de incubagio, fol feita uma
centrifugacdo por 10 minutos a 20.000 x g. O volume de cada amostra
aplicado nas placas de eletroforese foi de 100 ul, sendo a concentracido
proteica igual a 3mg-ml.

Escolheu-se © sistema de placa de gel de poliacrilamida
-SDS utilizando-se a metodologia descrita por HAMES e RICKWOOD C19810.
Nesse método utiiizawse um tamp3c de corrida 0,28 M TRIS- 1,92 M
glicina- 1% SDS e um tampio de amostra 0,08 M TRIS- 2% SDS- 10%
glicercl— 0,2% azul de bromofencl. Utilizou-se um gel de empacotamento
B% m'v € um gel de corrida 10% m/v. Preparada a placa, a amostra foi
reduzida com ditiotreitol 0,1 M (concentracio final no tampicd, fervida
em seu tampioc por S minutos e entio aplicada na placa de eletroforese. A
coloracio do gel foi feita pelo método do “coomasie blue™ € T, I. 13300 O
descrita por LAMMLI C 1970 3, gque utiliza uma mistura de metanocl- acido
acético - “"coomasie blue” para coloracio e de metanol- acido acético
para.descc&oracﬁc. O gel foi imerso nestas solucdes o tempo necessario

para que atingisse a coloragso adequada (cerca de 10-15 horasd.
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g- Estudos de Ressonincia Paramagnética Eletrénica CRPED

Os experimentos que envolveram o© emprego dessa técnica
foram realizados apenas com o Tween B8O (monocoleato) utizando-se o©
marcador de spin derivado do acido esteirico B-SASL da Syva, Palo Alto
¢ figura 15 D numa concentracio de no miximo 2 mol% do contelddo total de
lipidios da membr ana. Os experimentos consistiram em estudar
espectroscopicamente o comportamente de solucdes de eritrécitos tratados
om diferentes concentracdes do detergente ( 7,6 x 10°° M; 7,8 x 107° M;
7,6 x 16°% M; 7.6 x 10°°M @ 7.6 x 10" M >. Todos os ensaios foram feitos
em solugXo salina € NaCl 7.7 X 107*M > com hematdcrito S0%

Ccorrespondents a uma concentracio molar de lipidios totais da membrana

de aproximadamente 4.35 x 107%M >.

CH5(CH,) — € —(CH

Figuré 15. Férmula estrutural do marcador de spin B-SASL.
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Os ensaios consistiram das seguintes etapas:

1~ Preparo de filme de marcador:

Colocou~se um volume de marcador dissolvido em cloroférmio
¢ suficiente para que sua concentracio final fosse de, no maximo, 2. molX%
da quantida&e de lipidios totais da membrana, correspondentes no casc, a

5 M >. Este entic foi evaporado em fluxc de nitrogénio. Estes

5.0 x 10
filmes foram preparados no mesmo tubo onde seriam mais tarde
acrescentados a solucio salina = o] detergente, ou
salinaeritrécitos/detergente ou, ainda, s salina e eritrécitos. Antes,
porém, os tubos foram mantidos sob vacuo por 2 horas para garantir a
total evaporacio do sclvente.
2-Preparo das amostiras:

Adiciocnou-se aos tubos com filme de marcador a solucio
salina 7,7 x 107% M, depois © detergente (exceto no tubo controle) e
agitou-se vigorosamente C(em agitador> por 5 minutos. Adicicnou-se o
mesmo volume de sangue (para que ¢ hematdcrito das amostras fosse S00 e

incubou~-se a scluglio por 30 minutos a 37°C sob agitacdo suave e

constante.

3-0Obtencio de espectros de RPE:

Foram registrados espectros da amostra total, e no caso
dos ensaios que levavam células, apds uma centrifugacio de 10 minutos a
700 g, foram registrados espectros do precipitade e do scbrenadante
também. O aparelho usado foi umrER 200~-SRC da Brucker, e os espectros

nele registrados, todos obtidos a 37°¢C.
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4i-Moedida da absorbiancia do sobrenadante:

A analise do sobrenadante dos ensaios que levavam células
foi feita para fazer um paralelismo entre os efeitos do detergente
detectiveis pela concentragio de hemoglcobina extravasada com oS efeitos
acompanhados pela sonda paramagnética. Utilizou-se um espectrofotdmetro

DMS-100 CIntralab) e as medidas foram faitas em B41 nm.

S-Determinacio de fosfato dos sobrenadantes e precipitados

Fez-se uma dosagem de fosfato utilizando o método proposto
por ROUSER e colaboradores (18970) nos sobrenadantes e precipitados das
solucdes tratadas com diferentes concentracdes de Tween 80 analisadas
por RPE. Para a determinag3o, primeiro fez-se uma curva padrioc Cem que
se determinou concentragBes de 10 a 60 nmolar de fosfato) a partir de
uma Solucio estoque 1 mM de fosfato de sddio, da qual se retiraram 10,
20, 30, 40, B0 e B0 wul. Das amostras retiraram-se volumes adegquados gue
fornecessem concentra¢Bes entre 10 e 60 nmolar de fosfato.

Apds secagem em estufa, as amostras foram digeridas com 50
pl de Acido perclérico concentrado por um periodc de no minimo 1 hora em
placa de adquecimento a 180°C. A amostra e aos padrdes secos,
adicionou—se Q00 ul do reagente (3,3 mg de molibdato de aménia — 748 ul
de Agua bidestilada- 21,7 ul de acido sulfdrico concentrado—- 12,83 mg de
icido ascérbico em 129,30 ul de agua, por tubod e manteve-se a 45°C por

20 minutos. Apdés a reacic, mediu-se a absorbincia a 785 nm.

Nos experimentos de RPE, trabalhou-se com hematdécrito BOX

para respeitar as proporcées marcador-lipidio ¢ 2 molX%X D e ac mesmo
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tempo obter um bom sinal Cdentro da faixa de sensibilidade do aparelho

-%
usado, correspondendoc a aproximadamente concentracBes da ordem de 10 a

"% M de marcader). Desta forma, para que fossem mantidas as mesmas

10
proporcoes detergente membrana dos ensaios hemoliticos Céujos
hematécritos eram de O0.5%, as concentracdes do Tween 80 foram
corrigidas na mesma proporcidc (tabela 33. As medidas de absorbancia

destes ensaios foram feitas exatamente para averiguar a manutengio dos

efeitos anteriormente observados em hematdcrito menor.

Correcio dos valores de concentracio do Tween 80 para Hisox

ensaic conc. Tween 80 BLo,s%x (M) | conc. Tween B0 Husox(M

1 tconirols O O

2 7,6x10™° 7.6x10°
3 7.6x10 " 7,6x107°
4 7.6x10"° 7,6x10°*
5 7,6x107° 7,610 °
6 7,610 7,610

Tabela 3. Correcic das concentragBes de Tween 80 do hematdcrito usado
para os testes hemoliticos (0,8 0 e para os experimentos de RPE (B0 20.
A correcio do hematécrito foi feita para que a concentracfo de lipidios
nos experimentos de RPE fosse suficiente para elevar a concentragio de
marcador de spin para a faixa de sensibilidade do aparelho Ca
concentra¢g¥c de marcador deve ser de no maxime 2 mol¥% da quantidade de
lipidios totais da membrana o que deve levar a uma concentragio final de
no minino 10™°M de marcador, para ser detectavel pelo aparelho usadol.
Para se manter a mesma proporgio entre o© ndmero de células e a
quantidade de detergente, na medida em que se aumentou o hematdcrito,

aumentou—se também a gquantidade de detergente conforme @ mostrado acima.




10-Estudos de difragZo de raios X a baixo angulo

Nestes estudos buscou-se comparar o padrXo de difrag3o de
raic X obtido por “ghosts" de ratos empilhados artificialmente (por
ul tracentrifugac;ﬁo ¢ desidrata¢ie) tratados com o© homélogo 60, com o©
padrfc obtido por “ghosts"™ de rato sem nenhum tratamento, submetidos &
mesma preparagioc. Os “ghosts" de rato foram obtidos como descrito no
jtem 4 de materiais e métodos. Para o empacctamento, eles eram
ressuspendidos em tamp3o 12% sorbitol -Tris-EDTA (20 mM Tris, 1mM EDTA,
pH 7.4 e centrifugados por uma hora a 180.000 x g em umx
ultracentrifuga Beckman LB-80M. Antes do seu empacotamento, os ‘'ghosts”
sofrem a ag¥o do detergente, da mesma forma que para os experimentos de
elstroforese Citem 7 do materiais e métodosd. O "pellet"” de "“ghosts"”
obtido por esse processo era entZo montade no porta amostras do aparelho
de raiocs-X, Ecsa montagem consistia em se col ocar uma gota
(aproximadamente 20ull de uma mistura de 80% “ghosts" e 20% tamp3o Tris
SmM sobre um substrato de wvidro curve e deixa-la secar vagarosamente em
ambiente de umidade controlada (70 0. Desta forma, pode-se obter um
empilhamento ordenade de ghosts CPAPE et alii, 10770 com o qual deu-se
prosseguimente aos estudos de difrac%c propriamente ditos. Para os
calculos de densidade eletrénica o fator de desordem da amostra é
considerade, uma vez que se trata de um sistema lamelar.

As amostras depositadas em substrato de wvidro, depcis de
secas, s¥o colocadas no porta amostras. A figura 16 mostra o© porta
amostras o o substrateo de wvidro com uma amostra sendce tangenciada a

baixe Angulo pelo feixe de raios X. Come pode-se ver o© substrato de
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vidro & curvo exatamente para possibilitar o tangenciamento da amostra
sem que o mesme interfira nesse processo. Essa curvatura deve ser
considerada e corrigida quando os calculos da densidade eletrdénica da

amostra forem feitos.

o
;

'ml: S .
> i

Figura 16. Representacic esquemitica do porta amostras utilizado para os
experimentos de difrac3oc de raios-X. As lado € representade o

tangenciamento da amostra pelo feixe de raios-X.

Os padrBes de raios X foram obtidos numa chAmara plana com
colimac¥c linear e radiag¢Zo Cu Ka (A = 1.54 A produzida por um gerador
de Anodo rotatéric (Rotaflexd da Rigaku-Denki. A geometria do sistema ¢

mostirada esquematicamente na figura 17. As exposig¢des duravam de 8 a 10
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horas e nesse periodo a umidade das amostras era mantida constante por
um fluxo de nitrogénio gasosc gue passava por uma sclucic de salinidade

adequada.

Os diagramas de difragZc foram obtidos por método

fotografico, usando o filme Kodak - AA - Industrex, de grio fino.

Figura 14. Representacio esquemdtica do sisisma utilizade para a
irradiac3o da amostra pelos rajios-X. (A primeira fenda colimadora, (B>
segunda fenda colimadora, (£ porta amostiras, (D> porta filme, (ED

frascoe lavador (para umidificacdod
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RESULTADOS

1- Teste para determinacdo da auto-oxidagio dos detergentes

N3s foi constatado visualmente o aparecimento de c<or na
reac3o dos detergentes Tween com KI, em nenhum dos testes efetuados em
intervalos de 3 meses. Issco indicou que, durante o© periodce em gue
ficaram estocados, os estogques de detergentes ndoc sofriam auto-oxidacio
nas condicSes em que eram mantidos (no escuroc, a 25°¢>. Durante todos os
experimentos sobre a agdc dos detergentes Tween, os frascos estoques

foram sempre mantidos nas mesmas condi¢des de estocagem

2-Determinacio Espectrofotométrica da CMC do Tween 80

O objetive de se determinar a CMC foi o de avaliar se as
condigBes experimentais de ensaic Ctemperatura, conceniragdo de NaClD
gque sSeriam ‘usadas em experimentos subseguentes causavam uma variagdo
significativa no valor dessa propr isdade nos delergentes usados em
relacgic ac valor obtido em agua, a 258° ¢ ¢ HELENIUS ot alii,1g97@ D).

Muitos mélodos s3c usados para medir a CMC, todos eles
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utilizando-se de mudancas em uma propriedade mensuravel do sistema. Como
exemplos de métodos de determinag¥o da CMC temos o da tensiao
superficial, © de espalhamento de luz e o método da solubilizacdo de
corantes CATTWOOD e FLORENCE, 1983). A descontinuidade no grafico da
propriedade medida em fung3o da concentracio do detergente corresponde a
CMC do surfatante. CAREY (1983 e MUKERJEE e MYSELS (19700 revisaram os
principais métodos usados para determinacio de CMCs. Ambas as revisdes
enfatizam que métodos diferentes de deteccio de micelizacio apresentam
diferente sensibilidade e portanto podem fornecer di ferentes valores de
CMC para © mesmo detergente. Além disso, diferentes procedimentos
matemiticos e graficos utilizados para se determinar a CMC, mesmo que de
um mesmo experimento, podem fornecer mais de uma estimaliva para esse
valor C(MUKERJEE e MYSELS, 1970). Assim sendo, MYSELS e MUKERJEE {1979
sugerem que seja usada a interseccio das regides quase lineares acima e
abaixo do ponto de guebra como valor da CMC, particularmente nos casos
em que o conjuntc dos pontos graficados de propriedade fisica contra
concentracio de detergente € nioc-linear. De maneira nenhuma issc elimina
a ambiguidade dos valores de CMC , uma vez gque o resultado da
extrapolacio depende da faixa de pontos tomados acima e abaixo de CMC.
Finalmente nic se deve esquecer de gue , para alguns surfatantes, a CMC
obser vada depende muito fortemente das condicdes experimentais como
temperatura, pH & forca idnica.

A tabela 4 mostra os valores de absorbincia, a 615 nm,
obtidos para solugBes com concentraces crescentes do detergente Tween
80 a 37°C em sclugBico de NaCl 7,7 x 107% M, pelo método da solubilizacBo

do Sudan Black. A determinagfo grafica da CMC & mostrada na figura 18.
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Como pode ser observado existe claramente uma mudan¢a de comportamento
no grafico, a partir da qual fol encontrade um valor de 0,8 X 16° M

€11,78 x 10 %g-1> para a CMC do Tween 80.

Determinac3o da CHMC do Tween BO.

Vol ume e Vol ume Conc i Tween80 Abs@l Srm
Tveenf0 5.43 x40 M agua bidestiloda Mo

0 10,0 o 0,013
0. 05 9,85 0,285 x107° o.o12
0,1 9,80 0,81 A0 0,014
0,2 g, 80 1,02 x10°° 0,021
0,3 9,70 1,80 >0 | 0,040
0,4 g, 60 2,05 10> 0,058
0.5 9, 50 2,58 x10™> 0,083
0.6 9, 40 3,07 x10™° 0,086
0,8 9,20 4,10 x10™° 0,144

Tabela 4. SolucBes para medida de absorbincia do Tween 820 com 1 mg de

Sudan Black a 37°C, em solucZo 7,7 x10 > M de NaCl.
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Detfenmacﬁo da CMC do Tween BO pelo
método da solbiizacao do Sudan black

015
0,14
0,12
0,11
009

op8

r-

O X i i . z. i 2 i . i & i
o 1 2 3 4 5

conc. Tween 80 x 105 M

Figura 18. CMC do detergente Tween 80 obtida pelo métode da

solubilizagBio de corantes, a 37°C em meio de NaCL 0,077 M. O corante

utilizadc foi o Sudan Black.
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3-Microscopia dos eritrdcitos

De acordo com o padr¥o morfolégico imposto pelas condig¢®es
osmbticas do meioc em que a c¢élula se encontra bem como da sua interago
com agentes que possuam a capacidade de ﬁenetra~1a. come tipicamente
ocorre com agentes anfifilicos C(FUJI, 1979), os detergentes Tween
apresentaram dois padrdes bisicos de modificagic das membranas
eritrocitarias, tendo sido estes, a formag3oc de espiculas na célula
Ceélula crenadad) ou de invaginagBes C(célula “cup form">. Quandoc o meio
de ensaic utilizado foi o n3co tamponade, a forma assumida pelos
eritrécitos, independentemente do detergente usado, foi a do tipo
erenada. Quando em meic tamponado (pH fisiolégicod a forma assumida para
os guatro detergentes testadoes, foi a "cup form”. A figura 18a mostra o
padr3o esférico Cobtido por células controle em meio hipoosmético n3o
tamponade), 18p © padrao ligeiramente discdide Cassumido por células
controle em meio hipoosmético em pH fisiolégiced, 18c exemplo da forma
crenada (no caso ocasionada pelo tratamento com o Tween 80 em meio n3o
tamponado) & 18d exemplo da forma “cup form” (no casc também ocasionado

pelo tratamento com Tween 80, sC que em meio tamponadod.
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{C) (D)

Figura 1. Fotomicrografias de eritrécitos de ratos Campliados 500
vezes) realizadas num fotomicroscépio Carl Zeiss II. Observa-se as
mudancas nas formas dos eritrécitos induzidas pela interagic com O%
detergentes Tween. (A controle em sol ugio hipoténica (NaCl 0,077 M n3o
tamponada; CBD controle em solugfo hipotdnica tamponada (tamp3oe fosfato
0,077 M, psi 7,42 ; (0O célula crenada apés © tratamento com o Tween B8O
(7.6 % 10°M> em meio hipoténico nZ¥o tamponado; CD> célula “cup form®
apds tratamento com Tween 80 (7,6 % 10"51@ em meioc hipotédniceo tamponado,
pH 7.,4.
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4~ Testes hemoliticos

Em condic®es de pH e osmolaridade fisioldégica C(pH 7.4,
0,154 M NaCld> utilizando-se concentracdes crescentes dos detergentes
Tween, nenhum eféit.o (seja ele de protecioc ou promog3c da hemdlised foi
ohbservado. Desta forma reallizou-se ©OS mNeSMOS testes com hemiclias
fragilizadas por estresse osmdtico e de pH condigdes estas em que oulros
autores jid haviam demonstrado a existéncia de um comportamento bifasico
de outros anfifilicos (TRAGNER e CSORDAS, 18870.

0 grafico da figura 20 mostra a curva de resisténcia
hemolitica de hemicias de rato em solucic de NaCl nas concentragSes
M : 0,017; 0,034; 0,082; 0,067; 0,072; 0,077; ©,082; 0,087; 0,082;
0,097 e 0,154, em que o valor 0,184 M de NaCl corresponde a concentracio
fisioldégica (€0.8% m/vd. A partir desta curva escolherém“se duas
concentracdes correspondendo a niveis de hemdlise intermediirios, para
gque pudessem ser visualizadas alteracBes Caumento ou diminuicio) nesses
velores ocasionadas pelo tratamento com os detergentes testados. Estes
testes foram sempre feitos a 37°C em meioc n¥o tamponado e as
concentracdes escolhidas foram 0.077 M (0. 45% m/v) e C.082 (0.48% m/vd
as gquais, nas condicdes experimentais usadas, causavam respectivamente

oe valores médios de 32,1 % e o,7 % de hemdlise.



Cuva de resisténcia hemolitica de
hemacias de rato em gradiente de NaCl

% Hemdlise

120

72

24+

0017 34" 006z 0067 0012 Op77 0082  ©0p87 Q092 o7 mo,?j

A

log conc. NaCl (M)

Figura 20. Curva de resisténcia hemolitica de hemacias de rato em

gradiente de NaCL a 37°C.

58



Os graficos 2la, 2lb, &lc e 21d mostram o efeito dos
detergentes Tween em hemicias de rato em meio nioc tamponado em sol ucdes
0.077 M e 0.082 M de NaCl. Como pode ser cbservado nos quatro graficos,
a concentragiic dos Tweens foi variada de forma a se determinar duas
concentracdes emn qué claramente havia diferenca de compor tamento, ou
seja, protecdo e aumento da hemélise Ccomportamento biféasicod,em relagio
a um controle obtido para a mesma concentracio. As concentragtes dos
detergentes em % m/v foram as mesmas emn todos testes : 0.0001 %, 0.001%
e 1%, e a correspondéncia em concentracio molar para cada homdlogo é
apresentada na tabela 5. Como pode ser observado, os homélogos 40, B0 e
80 apresentaram efeito protetor quando empregados na concentracfo de
0,0001 % m-v enquantoc que tal efeito foi ocasionado pelo o homdlogoe 20
quando este foli empregado na concentrag3c de 0,001 X m/v. Verifica-se
também que todos os homdlogos apresentam carater hemolitico a partir da

concentracio de 1 % mov.

Concentracdes de detergentes testadas

concentracio molar

concentracio em m-/v
Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80
7 ?

7

0.0001 % 8,2 a0 7| 7.8 0™ 7| 7.7 1077 | 7,6 x10~
o 001% 8.2 x10°%| 7,8 xd0"%| 7,7 x10™%| 7,8 x10”°¢
1 0% g,2 x10°*| 7.8 sa0"*| 7,7 x107*| 7,86 xto”*

Tabela S. A concentragfo em porcentagem de peso € volume (m/v) para oS
detergentes Tween testados fol a mesma, € acima temos as equivaléncias

em molaridade desses valores.
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Efeito bifasico dos Tween em hemacias’

TWEEN 20 TWEEN 40
——NaCl 0082 M -+-NaCl 0077 M —— NeCl 0082 M -+ -NaCl 0077 M

100 100

8ot 8or

60} 60,

40+ 40

T Ll b
20k 20!
o . , AW ——s o .

R o 00082 0082 82 °

&

©

e

Q

1

TWEEN 60 TWEEN 80
X
—— NaCl 0082 M — -NaQl 0077 M ——NaCl 0082 M —+-NaCl 0077 M

100 3

80} 8o}

801 60; -4

- r - T -
A0+ 401 - -
- e
20} 20} B
A M
o i i " k i O M " 5 w A
0 00077 o077 | 17 o 00076 0076 76

log conc. Tween x 104M

Figura &81. Efeitc da concentragac dos detergentes Tween em hemicias de

rato em duas concentraghes di ferentes de Nall (0,077 M e 0,082 M a
37°C. (A Tween 20; (BY Tween 40; (C> Tween 60; (D> Tween 80.
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A tabela B compara os valores de porcentagem de hemdlise
dos controles nas solucdes de NaCl 0,077 M e 0,082 M, com os quatro

detergentes homélogoes nas concentracdes testadas.

Efeito de diferentes concentracSes de Tween na porcentagem de hemdlise

cCONnc. M % HEMOLISE NacCl 0,082M (% HEMOLISE NaGl 0,077M
controle - a,70 22,10
8,2 10" 11,860 34,70
Tween 20 | 8,2 x10°° 2,30 20,40
8,2 x10* gz, 20 g3, 20
7.8 xa0"" 7,20 24,40
Tween 40 | 7.8 x10°° 9,70 37,70
7,8 xa0™* 64,50 74,70
7,7 10”7 6,60 186,00
Tween 60 | 7,7 x10°° 21,20 43,50
7,7 a0 * 62, 00 62,50
7.8 >x107° 8,00 24,70
Tween 80 | 7.8 x10™° 9,80 32, 50
7.6 x10”* 42,80 58,10

Tabela 6. Hemélise causada pelos detergentes Tween em hemacias de ratos
em solucBes de NaCl 0,077 M e 0,082 M, a 37°C. Cada detergente foi
testado em trés diferentes concentrag@es, 0,001 %, 0.001 %¥ e 1,0 % mrv.

Como pode—se€ observar na tabela acima, nas duasg
concentracBes de Ne”l testadas, as concentrac®es em que cada homdlogo
demonstrou comportamento protetor ou hemoll tico foram as mesmas, sendo

gque, come comemtado a pouco, © Tween =20 foi o YUnico homdlogo que
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apresentou concentragio de efeito protetor de valor diferente dos

demais.

5- Determinacio do grau de lipoperoxidacdo

Como muitas outras membranas biolégicas, as membranas dos
eritrécitos sofrem peroxidacl3o lipidica devido a seu grande teor de
lipidios poli-insaturados e porgque estio diretamente expostas ao
oxigénic, gue serve como agente catalisador das complexas reacgles
radicalares envolvidas nesse processo C(CHIU et alii, 19820,

Na tentativa, de se tentar relacionar o efeito hemolitico
dos detergentes Tween com uma possivel acdo oxidante, foram feitas
anilises da producio de malonildialdefido. Estes testes foram realizados
porque alguns autores j& haviam sugerido que esse tipo de mecani smo
seria responsaivel pela ac¢3c hemolitica de sur fatantes do tipo
polioxietileno CAZAZ et alii, 1981, HAMADA et alii, 19822. Os tesies com
azida foram feitos para que, na ocorréncia de resultados negativos,
fosse possivel garantir gque este fato n3c fosse devido a degradagio
enzimidtica do perdxido de hidrogénio.

Como pode—se observar na tabela 7 para todos os testes
efetuados na presenca dos detergentes Tween, n3o foram observados
resultados que indicassem a wo©corréncia de lipoper oxidagio (tanto
nagqueles feitos sem azida de sddio, quanto nagqueles f{eitos na presenca
de azida), comoc cbservou-se para os ensaios controle feitos com per &xd do

de hidrogénic 2 mM e S mM. A inclus8o de azida de soddic em alguns
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experimentos justifica-se por ser ela um agente inibidor da enzima
catalase ¢ NICHOLLS e SHONBAUM, 1963 J. Inibe-se a catalase por ela ser

a enzima responsavel pela degradacio do peréxido de hidrogénioc.

DeterminagXo do grau de 1ipoperoxidagfo induzida pelos detergentes Tween

Ensaio  |----- Absorbancia ____ | __ nmol MDA/ ml_hemicla

com azida | sem azida| com azide sem azida
control e-sangue 0, 00584 0., 0058 o o
controle-Tween 20 0,0043 0,0042 2 L%
controle-Tween 40 0, 0046 0, 0048 L2 o
controle-Tween B0 0,0048 ¢, 0050 o o
controle-Tween 8O 0,0044 0,0048 %] o
controle*HzozmamM 0,4216 - 2,7025 ]
centrole—HZOZ—BmM 0,800=2 - 3,2640 o
Tween 20 0, 0050 0,0051 2 o
Twesn 40 ¢, 0054 0, 0048 o o
Tween B0 0, 0081 0,0042 5] ]
Tween BO 0,0049 0, 0052 o o

Tabela 7. Dosagem da produg3o de MDA em testes hemoliticos feitos com O
detergentes Tween. A dosagem do MDA foi feita apés o teste hemolitico,
feito com os quatro homdlogos na concentragfo final de lx%Cconcentraz;Ko

de efeito hemoliticod, em meio de NaCl 0,077, a 37°¢C.
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6- Determinacg3io eletroforética do padrio proteico dos “ghosts®

A figura 22 mostira o perfil eletroforético de proteinas de
membrana em feitc em sistema de gel de poliacrilamida-SDS. As cinco
amostras analisadas correspondem a um controle C“ghost purc®™) e as
ocutras quatro a "ghosts™ que sofreram tratamento com os detergentes em
suas correspondentes concentracdes protetoras. Como pode-se observar emn
todas as amostras , n3c ha diferenga na mobilidade e no nimero das
bandas proteicas. Nota-se também a auséncia da banda de hemoglobina nas
amosiras controle e tratadas com o© detergente, © que significa que a

preparagifo de “ghosts"” obtida foi de boa qualidade.
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Figura 22. Perfil eletroforético em sistema de gel de poliacrilamida—SD5
de proteinas de “"ghosts" obtido pelc método de HANES E RICKWOOD cresio.
1> controle, (&> tratade com Tween 20 8,2 X 10”° M: (3 tratade com
Tween 40 7.8 x 1077 M; (4> tratado com Tween 60 7.7 x 1077 M; (B

Tratado com Tween 80 7,6 X 107" M ; CH> Hemoglobina.
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7-Estudos de Ressonincia Paramagnética Eletrénica (RPED

A partir desses registros obtivemos uma série de
informacBes acerca das modificagBes estruturais da bicamada lipidica
ocasionadas pelo tratamento com os detergentes Tween. A figura 23 mostra
o padrZo de espectro obtido do marcador (5-SASL) em membrana de hem&cia
(figura 2323, na micela do detergente Tween 80 (figura 23bd, ambos
obtidos em solugfio de NaCl 0,077 M a 37°C, e do marcador sozinho na
mesma solugXo de NaCl (figura 23cd. Como pode ser cbservado, na figura
232 temos o© tipico movimento rapidec e isotrépico de um radical
nitréxido, que gera um espectro de trés linhas estreitas e de mesma
intensidade. Em ambientes que levam o© radical a ter movimentos mais
jentos, observa-se um alargamentco diferenciado das linhas espectrais
come & observado nas figuras 23b e 23c. Na figura 23c¢, logo abaixo do
tragado éspectral, tem-se um detalhe do extremo externo CA//J.
registrado com ganho maior, como usualmente se faz para facilitar a
medida desse parametro em espectros deste tipo. Observa-se a diferenga
na primeira linha espectral nos registros feitos na micela do detergente

C23b> @ na membrana eritrocitéria {23cl.
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(A)

(B)

hv4

(C)

Figura 23. Espectros de RPE do marcador de spin S-SASL (5,0 x10°M D em

¢A) membrana de hemacia de rato; (B micela de detergente; (Cy solugio

de NaCl 0,077 M.
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A figura 24 mostra os especiros obtides em solugBes de
HaCl 0.077 M c27°C) de hemacias CHL=B0%) em concentrag¢des crescentes do
detergente Tween 80 (figura 24a- espectro das amostras totais; figura
24b- especiro dos precipitados e figura 24c- dos sobrenadantes, colhidos
apds centrifugagﬁo a 700 x g, por 10 minutos). Comc pode ser obser vado
na seguéncia de registros tomados da amostra total (figura 24ad
inicialmente os espectros obtidos sZo tipicamente do marcador em
membrana, até chegar a uma forma mais proxima da gerada pelo marcador em
ambiente micelar. Da mesma forma, o mesmo comportamento , 86 gque menos
acentuado, pode ser cbservado na sequéncia de registros feitos nos
precipitados das amostras (figura 24bd>. Tomando-se a sequéncia dos
espectros dos sobrenadantes das amostras C(figura 24c) observa-se
inicialmente um fraco sinal do marcador em agua (na soluciod. Contudo, a
partir do quarto registro, ja se cobserva um forte sinal, Jque assume um
aspecto intermediario entre © padr¥c obtide nos ambientes membranosc &

micelar.
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Espectro de RPE do marcador B5-SASL CS,OX&O“‘MD em suspensio
moestra totald., (12

Figura 24a.
de hemicias em concentragBes crescentes do Tween 80 (a
comtrole; (2 7,509,023 7,6x10W; (4D 7 Bx1OW (5 T,6x10M;(8> 7,6x10M"
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Figura 24b. Eszpeciro de RPE do marcador S-SASL (B,Oxioméb{) em suspensio
de hemicias em concentragBes crescentes do Tween 80 ( precipitado 2. (12

controle;(2) 7.6x107H;C(3) 7,6x10M;C4d 7,810 1; (5D 7.8x10 (6D 7,Bx10M



Figura 24c¢. Espectro de RPE do marcador S-SASL (5,0x10 *M> em suspansiaoc
de hemdcias em concentragBes crescentes do Tween 80 (sobrenadante). (12
controle;(2) 7,6x10M;(3> 7,6x101;C4) 7,8x10 M;(5) 7,6x10 M (8 7,6x10m
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Nos espectros obtidos com marcader o 5-SASL, © calculo de
S pode ser feito a partir de A»/e A;' Os wvalores de S obltidos para os
espectros de solugBes totais , precipitados e sobrenadantes s3o
apresentados na tabela 8. Observa-se uma queda no valor de S a medida
que a concentragiic do Tween aumentou, tanto nos especiros obtidos da
amostra total quanto nos obtidos dos precipitados. Nos espectros de
sobrenadantes, a partir de momentoc que foi possivel calcular esse
parametro, seu valor sofreu apenas um peguenc aumento.

Tabela dos valores dos parametros de ordem obtidos para solug@es totais,
precipitados e sobrenadantes

Solucio total precipitado sobrenadante
Concentracg3o
de Tween 80
A A s A A s A A s
CHD s L S A o <
0
20,00 7,00l 0,55 (20,00] ©,90[0,55 * - -
-6 . * =
7.8 % 10 20,30)] ©,90] 0,56 [20,40] &,90(0,56 -
-
7.8 x 10 20,10 o,9o0} 0,55 |20,30{ 5,800,566 * * -
-
7.6 x 10 ip,90! 7,00] 0,54 |20,40] &,920(0,55/47,30]8,000,30
-2
7.8 % 10 17,00 7,50] 0,40 |19,50} 7.00{0,52(47,00{8,30]0,36
-2
7.8 % 10 16,70} B,50)! 0,35 |16,6 8,30 |0,34l106,00i8 100,305
(%3 - Nesses ospeclros itais paramelros nac puderam ser

obtidos uma vez que naoc foram obtidos espectiros
em membrana.

Tabela 8. Foram feitos experimentos em D concentragBes crescentes de Tweer

80 & um controle. Dos espectros obtidos foram feitas medidas de A// e A“L.

calculados os correspondentes valores de (S a partir da eguagdio (40,
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Qutro parametro que foi utilizado para a analise dos
espectros foi a relaclo de alturas h+x/ho simplificada, onde tLomou-se
apenas a altura do pico central. Conforme descrito anteriormente, quanto
mais isotrépice for o© meioc, mais rapidos ser3c o©s movimentos do
marcador, e portanto mais estreitos os picos obtidos. Dessa forma, uma
variag3e na altura do pico central com o aumento da concentragdo do
detergente seré interpretado comc uma mudanga na organizagio do sistema.

A figura 25 mostra o grafico dos valores de altura de ho contra os
valores de concentracfo de Tween 80 nas solugles totais, precipitados e
sobreﬁadantes, obtidos pelos espectiros de RPE a 37°C. Nota-se o aumento
do valor de ho com © aumento da concentragfo de Tween, tanto para os
espectros das sol ugtes totais, quanto para os espectros dos
scbrenadantes. Nos espectros obtidos dos precipitados, nota-~se

comportamentoc mais constante dos valores de h°.
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Variac3o da altwa do pico central {Ho)
com © aumento da concentracao do Tween
—— solCao ---f-- precipitado -~ sobrenadante
total

20— A

LT

10 | \

] o ]

o 00076 op76 076 76 76

log conc. Tween 80 x 102M

Figura 25. VYariag8c da altura do pico central hc> dos espectros dc
marcador BS-SASL C5,0xjcfsﬂ} em solucdes de hemdcias de rato que
continham diferentes conceniracdes do Tween BO: nas amostras totais,

precipitados e sobrenadantes.
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A determinac¥o de fosfato efetuada nos sobrenadantes e
precipitados das solugBes analisadas por RPE tinha como cbhbjetivo
acompanhar a remog¢io de por¢Ses da bicamada (membrana do eritrécitod e
tentar relacionar esse evento com possiveis alteragBes nos espectros de
RPE. Este fendmeno seria evidenciado ‘por um gradual aumento ‘da
concentragio de fosfato no sobrenatante, acompanhada por uma diminuigZo
da concentracico de fosfato no precipitado. Os resultados dessa
determinac¥c em precipitados e sobrenatantes, bem como © valor de
absorbiancia dos sobrenatantes, nas condig@es de ensaio (HL=B02D, s3co
apresentados no grafico da figuralaﬁ. Pelo grafico pode-se observar que
a medida que a concentragZfoc do Tween 80 aumentou, a concentragdo de
fosfato nos sobrenadantes aumentou e nos precipitades diminuiu. Quanto a

curva hemolitica, esta mostrou o comportamentoc bifasico do Tween 80.
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Relacaoc entre a conoentracé‘q de Pi e a
porcentagem de hemolise

—+— concentragao ---A--- concentracao -@-- % hemolise
Pi sbn Pi ppt
conc. Pi (mM) % hemolise .
~ 8¢
- 6
e ‘ ““““““ _,-P"".—.
e .
.......... M — 4
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s e
i I G
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+* " .
1 3 . i i e g
) 0,0076 0076 0,76 75 76

log conc. Tween80 x 102M

Figura 26. Concentracdoc de fosfato nos precipitados e sobrenadantes de
suspe sioc de hemacias tratadas com diferentes concentracdes do
Tween 80 e respectivos valores de taxa de hemdlise. Estas dosagens foram
feitas nas mesmas amostras que previamente haviam sido analisadas por

opr
ANA A
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8~ Difrac3o de raios X a baixo dngulo

A técnica de difrac3o de raics X nos fornece a resoclucio de
estruturas bioldgicas, através da determinac3o da posicio das moléculas
que as compdem. Desta forma, por fornecer informac®es a niveis td3o
precisos das estruturas submetidas a estudo, a técnica de difrac3o de
raios X a baixo Angulo foi empregada com © objetivo de relacionar o

efeitc protetor dos detergentes estudados com uma das duas hipdteses

1- Que tal efeito estaria relacionade com remogdes de
porcdes da membrana (fossem essas porcdes componentes lipidicos ou
proteicos), de tal forma que levassem i estabilizacdo da membrana do
eritrécito compensandc a situac3o de stress osmdético e de pH. Heste
caso, poderi'a—se dizer que, mesmo sendo o efeiteo final da acdc dos
detergentes Tween de protecdco para a célula, tal efeito sera obtido
através de uma acldo que lesaria a membrana.

2- Ou que, ao invés de porgdes da membrana estarem sendo
removidas, © que estaria ocorrendo seria a incorporagio de molécul as de
detergente na membrana, de forma a estabilza-la, e promover a Sua
protecio contra as condicdes de stress.

A partir da exposic3oc das amosiras aos raios-X, o que se
obtém primeiramente, s3o diagramas das difragdes originadas pelas
| estruturas periddicas da membrana, e possuem espacamentos
caracteristicos. Alteracdes nestes espacamentos refletem a ocorréncia de

mudancas estruturais, gue no caso, estariam sendo ocasionadas pela
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interacio com o detergente.

O0s diagramas de raios-X obtidos para ghosts puros e
tratados com Tween 60 s3c apresentados nas figuras 27a e 27b. Nota-se um
aumento de intensidade na terceira linha de difra¢3o no diagrama da

amostra tratada com o detergente.

(A)

(B

Figura &27. Diagramas de difracio de raios-X obtidos de "ghosts" de

hemicias de rato (A) puros, e (B) tratados com o Tween B0 7,7 x 107°M.
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A partir dos diagramas obtidos, foram feitos tracados
microdensitométricos (figuras 28a para ‘’ghosts" puros e 28b para
"ghosts" tratados com detergente Tween B80), que forneceram as posicdes
das reflexBes, para o calculo dos espacamentos caract.eristiccé. 0

calculo desses espacamentos é feito aplicando-se a lei de Bragg :

C8D 2d sen 8 = n A

onde n é um nimero inteiro e define a ordem da reflex3io, 8 é o Angulo
formade pelos feixes incidente e difratade com o© plano difratante
Céngulo de Braggd, d ¢ o espagamento interplanar <Cpor exemplo a
espessura da bicamada fosfolipidical e A & o comprimento de onda dos
raios-X.

Nos tracados microdensi tométricos também pode-se observar
© acentuado aumento de intensidade na terceira linha de difracio da
amostra tratada com o Tween 80.

Como j& mencionado, nos diagramas obtidos s3o observadas
trés reflexdes que, a partir dos tracados microdensitométricos e da
aplicagZo da lei de Bragg, determinou-se serem correspondentes a
espacamentos de 180 A.

Um reforgo notavel na intensidade da terceira reflexio &

observado no diagrama das membranas tratadas com o detergente.
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(A)

M A (B)

Figura &28. Tracgados microdensitométricos obtidos de diagramas de
difrac8c de raios-X de "“ghosts" de hemicias de ratos (A puros, B>

tratados com Tween 80 7,7 x 107 7M. .
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DISCUSSAQ

A peroxidag3c dos polisorbatos pode ocorrer através de

reagBes sm cadeia similarment® as que ocorrem com Sdlecs e ésteres, se

processando de acordo com o seguinte esquema CDONBROW et alli, 19780

RH + luz ou catalizador = Re° €12 INICIAGXO

Re + O_ = ROO® ' 2> PROPAGAGXO

ROO+ + RH = ROOH + R=°

ou ainda

ROOH = ROQ° + H-e
ROOH = RO~ + ©°0OH

2 ROOH = ROO° + ROe° + Hzo
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No caso de surfatantes polioxietileno a peroxidagdo ccorre
na cadeia hidrofilica e as etapas resultam em hidroperéxidos de unidades

oxietileno :

—LOCH CH 20— + O = —(OCH CH)O—
27 2 2 2

OOH

A concentrag3c de hidroperoxido medida por iodometria
fornece um indice do processo de autoxidagdc que poderia ocorrer em
condigBes especificas (luz, pH e tempsratural de acordo com DONBROW st

alii C1978).

No presente trabalho a determinagdc do processo de
autoxidag3o dos deteregntes polioxietilenc estudados forneceu dados
consistentes com a auséncia da formac3o de perdxidos nas condigles de

ensaic.

Este resultado estd de acordo com dados anteriocres de
literatura onde a formagS3oc de hidroperéxido, nas condiglies utilizadas
CpH, temperatura » luz) & préxima de zero até o décimo dia de preparagio

da solugBo do surfatante (DONBROW et alii, 1878).

Todavia, como detergentes de diferentes procedéncias podem

apresentar niveis de peroxidag8o variaveis {(como é mostrade na tabela @
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para © JTween 20), o© titesie de peroxidagdo fez-se necessarioc para
assegurar a gualidade dos detergentes usados posteriormente em ensaios

bioldgicos.

Niveis de peroxidagic em detergentes Tween 20 (DONBROW et alii, 1978D.

surfatante amostira o ne perdéxidos
mEg-kg

14,6
4,5

0,13
0,07
0,08

Twesn 20

m o 0w r

) A, B, G- ICI Alloes, Wilmingion, Del.
D~ Bigma, Bt. Louis, Mo.

E~ NBC, Gleveland, Ohic.

Tabsla ®. Difsrentes concentragles de peroxidos encontrados em

detergentes Tween 20 de diferentes procedéncias.

Qutro critério wusade para avaliar a gqualidade dos
detergentes utilizados foi © da determinagiic experimental da CMC. ©
valor encentradeo de 0,9 x10° M para ¢ Tween 80 determinado em condigles
de ensaioc €37° C, 0,077 M NaCl> & bastante préxime de valor obtido para

condi¢Bes padrdo 1,0 >310™” M CHELENIUS et alii, 1979>. Este resultiado
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além de confirmar a minima influéncia da temperatura e concentr agdo de
sal utilizadas Ccomo HELENIUS s colaboradores, 1879, ja haviam repor tado
para situag@es similares?, evidencia a auséncia do processce de

peroxidag3c dos grupamentos oxietilenc t ambém.

E interessante que seja feita a confirmagd3c dos resultados
negativos dos testes iodoméiricos para o caso de gue tais resultados
apenas tenham sido cbtidos devida a rapida degradagio do perdxido & nio
devido & sua completa inexisténcia. A velocidade de formagdo de perdéxido
durante o estigic inicial de propagagic ¢ normalmente mais rapida que a
velocidade de decomposigio. Esta velocidade subsequentemente fica igual,
seguido-se de um estégic onde a velocidade de decomposigdo & mais
ripida. Caso © teste de reatividade com KI tenha sido feito justamente
na etapa onde a velocidade de degradagdc era maior que & taxas ds
formag3e, © resultado negativo obtido seria falso. A CMC vem confirmar a
suséncia da formagSc de perdxide dade ac fato de gque este processo
ocasiona uma consequente degradag3ic das cadeias polioxietileno, dando
origem a fragmentos de peso molecular menor, como & representado no

ssquema a seguir para o Tween 20:
C H COCORDCOQCH CH o COCH CH > OH = € H__COCORICOCH CH O OH
i1 232 F4 2 n=-x 2 3 12 22 ] 2 2 n-x
+ produto de degradagdo de cadeia curia

onde R ¢ © anel sorbitel, n © numerc de grupamentos oxielileno
originalmente presentes e x é © numerc de oxietlilenc peroxidadoes

e subsequentemente decompostos.
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A presenga de tais fragmentos menores pode ser detectada
através da andlise de algumas propriedades do detergente, sendc uma
delas a CMC. A CMC de um dado anfifilico @ caracteristica para sua
composigio, @ caso oste sofra degradac¢io de suas cadeias,

consequentemente tem-se alteracgiic do valor desta prcpriedade.

O conhecimento do valor da CMC também teve relevincia para
a escolha das concentracBes dos detergentes a serem usadas no model o
biolégico empregado, visto que varios efeitos biolégicos podem ser
suprimidos ou medificados, gquando © detergente se sncontra abaixo ou
acima da sua CMC. Este ¢ o caso por exemplo de estudos feitos scobre o
transporte de hidrocortisona por surfatantes, nos quais nem o Tween 80,
nem o Solulan 25, nem © Sclulan 18 aumentaram a velocidade de disclugdeo
do referido esterdide, até que suas respectivas CMC fossem atingidas
CHAJRATWALA o TAYLOR, 19768).Nas mesmas concentragles, o Tween 80
aumentou a taxa de absorgio do secobarbitol, apenas guandc se encontrava
abaixo da .sua CMC, ocasionande diminui¢Z%c dessa taxa gquando em
concentragBes acima da sua CMC CLEVY e ANELLO, ig883, InGmeros estudos
tém s=ido feitos sobre a influéncia dos surfatantes na absor¢dc de
drogas, mostrandoe a capacidade desses agentes em exercer um efeito na
transferéncia dessas drogas através de membranas bioldgicas. Talvez o©
relato mais antige sobre este fato tenha side o trabalhe de BILLARD @
DIEULAFE 18042 onde o efeito téxico do curare injetado
int,raperitaniaimante em cobais aumenteva gquande se adicicnava sablio &
solucio injetada. ObservagOes recentes comprovam a acio do Tween BO em

aumentar a velocidade de transporte de metotrexato no cérebro CAZMIN ot

85



alii, 1982). ©0 aumento da permeabilidade das membranas a drogas, em
presenca de compostos itenscativos, pode implicar em alteracdes destas

membranas.

As alteragdes morfolégicas detectadas em preéenca dos
Tween demonstram gue estes surfatantes apresentam comportamento de
protegic ac inchamento ("swelling™) das hemacias produzido pelo “"stress”™
hipoosmético (figuras 18a, 18, 19 e 18dD, evidenciado pelo
aparecimento de células crenadas ou “cup form” em tal condicio. Segundo
estudos realizados por SHEETZ e SINGER (19742 e por FUJII <1979,
tipicamente drogas com grupo polar ani dnico induziriam a crenagac da
membrana enguanto que drogas com grupc peolar catidnico induziriam
invaginagdes <(“cup form'"2. De acordo com estes trabalhos também,
moléculas muito soldveis em Agua (que portante contém muitas regides
polares? ndc exerceriam tais efeitos nas células, uma vez gue
provavelmente elas nic podem ser incorporadas na membrana. Assim sendo,
as modificacdes gue os detergentes Tween ocasionam, comprovam que tais
moléculas incorporam-se na membrana. FUJII (187D trabalhande com
slcoois de cadeia alifitica longa relatou uma transicdo entre hemacias
crenadas e "cup form” apds o tratamento com os compostos testados., Seus
experimentos revelaram que estes compostos atravessariam a bicamada, de
forma que, em situacdc de viscosidade reduzi da da membrana, apenas
hemicias crenadas eram detectadas. Desta forma FUJII (18783 relacionou a
crenacic da membrana com uma interac8o dos compostos testados restrita a
porgic externa da bicamada lipidica. Em condigdes de viscosidade normal,

onde pode ocorrer © livre trénsito das moléculas em questio, estas podem
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atingir a porgdc interna da bicamada. Nesta situacdo, nic havendo mais
mol écul as remanescentes na porc¢ioc externa da membrana, © que se observou
foi o aparecimento das hemicias “cup form”. 5e agora analisarmos © caso
dos detergentes Tween, podemos entido dizer que em meic nic t,amponadd, de
alguma forma hid um efeito que, similarmente as condicdes de menor
viscosidade utilizadas por FUJII (19789, restringiria a penetracio
desses anfifilicos & porgéo axi.erna da bicamada, ao passc que, ©m meio
tamponado C(condiclo mais préxima da fisiolégicad a penetragdo dos
detergentes é maior, podendo estes atingir a camada interna da membrana.
As fotos obtidas Cfiguras 1%a, 19b, 19c & 18d) se observadas revelam que
nem todas asz células do campo‘ possuem a mesma forma, © gque indica um

processo dinimico de penetracio do detergente.

0 experimentce cléissico de hemdlise foi efetuado apds a
deteccic das alteracdes morfolégicas dos eritrdciteos, com a finalidade
de estabelecer o grau de integridade da membrana exposta a condl ¢cbos

gstressantes em presenca dos detergentes Tween.

O fenémenc litico ocasiocnade por detergentes tem sido
bastante explorado, porém, © mecanismo destie processeo ainda n3oc foi
completamente elucidado. Detergentes ndo idnicos promovem perturbagcdes
em membranas, e tals efeitos tem side correlacionados com © valor do HLB
desses compostos (HELENIUS e SIMONS, 1@73). Aceita-se que © HLB esti mais
relacionado com a capacidade do surfatante de se ligé.r & membrana do gue

com sua atividade litica (ZASLAVSKY et alii, 1978).



Inicialmente estudamos o© efeito dos detergentes Tween,
scbre a fragilidade osmética, gquando © processo hemolitico & estimulado
em funcic da baixa concentracio de sal. De acordo com as figuras Zla,
21b, 2lc¢ e 21d, observa-se um efeitc bifidsico para todos os homélogos. ©
efeitc de diminuigloc da fragilidade osmética em concentractes na faixa
de 00,0001 - 0,01% m/v foi verificado para os detergentes da série Triton
CTRAGNER o CSORDAS, 1887). O que se deve levar em conta, quando se
compara © efeito protetor do Triton em relagio ac Twesn, & o fato de gue
para ambos, as concentracdes relacionadas a este efsito est8o abaixo dos
valores de suas CMC’s (exceto para o caso do Triton x-48). RYBCZYNSKA e
CSORDAS €19835> também observaram que o efeito bifdsico observade para
icidos graxes livres ndo eram correlacionade com a CMC desses compostos,
Outro aspecto importante quando se compara o© compor tamentce dos
detergentes ITween com o dos TIriton, & que para os lween a concentracio
protetora ndoc se estende por uma faixa t3c ampla quanto demonstrou ser

para os detergentes da série Triton.

O processo de fragilizag8o osmética & resultado da entrada
de Agua ocorrida principalmente durante o processc de “swelling” (ARAKI
e RIFKING, 18B1D>. A fragilidade & entdo, principalmente determinada pela
relacic entre o volume inicial e ¢ volume critico CVi/Véi da célula. A
relacic entre fragilidade e a razio Vi/Vc foi previamente demonstrado
para anestésicos e tranquilizantes, comoe a cloropromazina e © etanol.
Assim o decréscimo na fragilidade osmética a baixas concentracoes destes
compostos tsm side corrslacicnada com © aumento da &area da membrana,

isto &, ao aumento do volume critico sem alteracdoc do volume inicial da
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célula om soluctes isotdnicas (ROTH e SEEMAN, 19720.

Comparando-se os homélogos da série Tween testados,
podemos notar que a ceoncentragdo protetora 0,000l % mrv fol comum ’para
os Tween 40, B0 & 80, enquanio gque para o Tween 20 ésta concentracio foi
dez vezes maior. Ficou demonstrado também (como mostra a tabela &, que
om termos de efetividade de protecic todos os homdlogos tiveram um
comportamento muitc proximo. Analisando estes resultados, poderiamos
sugerir que este efeito protetor nfo estd relacicnade ac nimero de
polioxietileno, visto que todos os detergentes possuem © mesmo ndmer o
C20>. Em relaclc aoc numere de carbonos das cadeias de dcidos graxos, que
& o fator de diferenciag8io dos quatro homdélogos (Tween 20 = C__,

12

Twesn B0 = C ¢ Tween 80 = C 2> como pode ser

Tween 40 = €,
16 18 18314

cbservado pelos dados fornecidos pela tabela &, tais variacgSes nio
implicaram Sm diferencas acentuadas Sm sSuas propriedades
fisico-quimicas. Segundo RYBCZYNSKA e CSORDAS (19890 para que um efeito
bifasico dependente de concentragio ocorra na interacio de acidos graxos
com a membrana eritrocitdria, o fator limitante seria o da existéncia de
uma cadeia de no minimo doze carbonos, @ gquanto a este aspecto, os
resultados por nds obtidos estio coerentes, uma vez gue © homdlogoe de
menor cadeia apresenta 20 carbonos. Segundo estes autores o aumento do
ngmerc de carbonos em cadeias acima de 12 carbonos é relacionado com ©
aparecimento de uma segunda faixa de concentracio onde tambdém se cbserva
=] compcrtamaﬁto bifisico. No caso dos detergentes Tween por ndés testados
este fato nic foi observado, uma vez que essa segunda faixa de

concentracic foi por weles determinada apenas gquande foram utili zadas



concentragdes muito acima dagquelas por nds testadas.

Para os detergentes nio idnicos da série alkyl-sulfatos a
propriedade litica por eles expressa estid correlaciocnada com o
comprimento da ‘cadeia @ com © nGmerc de grupos polioxietilenos
C(ZASLAVSKY et alii, 1978), O poder litico diferenciade para tal classe
de compostos, poderia estar relacionade com o tamanho de suas porcdes
hidrofilicas e lipofilicas ® parece que o volume do grupo lipofilico
pode compensar um reduzido tamanho de cadeia carbénica. O papel da
porcio hidrofilica na atividade litica do composto pode ser devido ao
seu efeitc no momento dipolar total do agente ou em sua lipofilicidade
relativa ou ainda devido & interacio desse fragmento com componentes da
membrana quando tal agente se liga & mesma. Fato é que esta questao
permanece ndoc totalmemte esclarecida, e os resultados por nds obtidos
enfatizam a necessidade de um maior nimero de estudos para a

compreenssic do mecanismo da aclio litica dos detergentes ndc idnicos.

Nossos resul tados, bem comc aqueles obtidos por

RYBCZYNSKA e CSORDAS (19880 mostram gue tamanhos de cadeias lipofilicas
diferentes s$3cv efetivos na promogdoc dos deois fenOmenos, de lise s de

protegic,

0 processe litico para alguns surfatantes polioxietlileno
(Texofor A e Cetomacrogol) foi investigado em comparag¢do com as
propriedades hemoliticas de saponinas e do perdxido de hidrogénio

CHZOZI}, Destes estudos conclui-se gque, devida a similaridade dos efeitos
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obtidos para esta classe de surfatantes com os obtidos para © peroxido
de hidrogénic, a formagi3c de peréxidos e de radicais livres eram a
principal responsavel por tal processo (AZAZ et alii, 19812. Em
experimentos de auto oxidag3o induzida por perdxido de hidrogéni¢,
STOCKS e DORMANDY €1971> demonstraram que a peroxidag8io lipidica medida
em fungSc de uma resposta positiva em um teste com o< acido
ticobarbitarico (TBAY, pode resuit,ar em uma significativa les3oc para
eritrécitos em termos hemoliticos. Nos experimentos descritos por STOCKS
e DORMANDY C18971), a peroxidag3c lipidica cocorre antes da hemdlise. Além
disso uma hemélise significativa ccorre apenas quande a produgsoc de MDA
atings um nivel critice, Estes resultados sugeriram que a peroxidagio
lipidica causa tanto mudangas na estrutura guanto na fung3o da membrana,
de forma que, as alteragles produzidas contribuem para o©o evento
hemolitico. HNeste sentido, embora tenhamos comprovade a auséncia do
processo de autoxidacBo nos estoques dos detergentes Tween testados,
julgamos ser necessario averiguar se havia lipoperoxidagdo, para
confirmar se os testes iodométiricos e determinacdc da CMC teriam sido
suficientes para afastar a hipdtese da participagBiode radicais perdxido
no efeito hemolitice, visto que, tal fendmenc era induzido na presenca
de concentracdes crescentes dos detergentes. Com este cobjetivo fez-se
os experimentos de determinacidc da produgio de malonildialdeido (MDA na
presenca © auséncia de azida de sédie, agente inibidor da enzima
catalase. Em ambas as condicdes, comoe pode-se observar na tabela 7, nao
detectamos a formacic do MDA, excluinde-se portanto a‘possibilidade de
que © mecanisme de aclo hemolitica dos Tween fosse semelhante ac

relatade para o Texofor e Cetomacrogol.
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Os resultados cobtidos para as alteragtes morfolégicas
eritrocitarias e comportamento hemolitico demonstrados pelos detergentes
Tweoen, provaram a existéncia de uma dessstruturagio da membrana
biclégica. Tal fato nos levou a indagar schbre a possibilidadé de
interaclo dos detergentes com as proteinas da membrana do eritréciteo, a
semelhanca do que ocorre para a membrana plasmiética renal gque sofre
rupturas na presenca de detergentes nio idnicos (FOSTER et alii, 189786D.
Neste processce a rupiura se processa pela ligaglo do detergente na sua
forma monomérica com os grupos polares expostos de proteinas,
seguindo~se a formacdo de micelas mistas do detergente com fragmentos da

membr ana.

Outro exemplo interessante que relacicna a interacldoc com
proteinas da membrana com a lise, & o da melitina, que forma agregados
com a banda 3 da membrana eritrocitaria, induzindo a formacioc de

particulas intramembranosas (HUI et alii, 1820D,

O perfil eletroforético por nés obtido (figura 28) guando
os "ghosts™ foram previamsnte tratados com os Tween, foi semelhante ao
cbtide para o "ghost™ contreole, demconstrando que ndc estavam ccorrendo

interagées com proteinas, quse pudessem ser detectadas com essa técnica.

Uma wvez gque nic se conseguiu relacionar o comportamento
litico dos delergentes Tween com uma possivel aglco peroxidanie, € nem
t8c poucco correlaciconar o efeito protetor com a interag3o desses

compostos com as proteinas da membrana,. buscou-~se enifc relacionar, ©
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comportamento dos detergentes Tween frente a membrana eritrocitaria, com
uma possivel interagdo desses compostos com porg3o lipidica da membrana,
de forma a alterar sua estrutura. Na busca de tal resposta, foram
realizados os experimentos de RPE & difragfSio de raios X, técnicas essas
consagradas pelo tipo de informagdo 9strutﬁral que podem fornecer sobre

o objeto de estudo.

Observando os espectros de RPE obtidos para as suspensfes
de hemécias, precipitados e sobrenadantes das solugB@es preparadas c¢om
concentragBes crescentes do Tween 80, podemes notar que guando a relagio
molar detergente:lipidio era pequena nenhum efeitc maior na estrutura da
mombrana da membrana foi observado e essencialmente nenhum espectro de
RPE foi detectade nos sobrenadantes. Na medida em que a razdo
detergente:lipidic cresceu, antes que fosse feita uma centrifugagdo, as
amosiras fmrnecéraﬂi espectros compostos (figura 24ad. Isto pode ser
observado se compararmos a figura 24a, aos padrles de espectros obtidos
sm diferentes ambientez (membrana, micela e Aguad comc moestra & figura
23. Espectros do marcador em membrana (ambiente mais anisotrépicoel s&c
caracteristicamente mais iméveis, © gque faz com gque haja nitida
diferenciagic enire as trés crientagBes possiveis do radical, como pods
ser acompanhada pela desigualdade das formas das trés linhas espectrais
em tal regisiroe (notar © achatamente da tlerceira linhad. Espectiros
meveis. come & o0 casc do marcador em meio aguose (NaCl 0,077 M> geran
linhas mais rapidas & estreitas, o gque significa que devide & rapids
movimentagio do radical (mobilidade essa pessibilitada pela isctropia deo

meiold, n¥o & possivel fazer a distingSo entre as orisntaglies
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preferenciais do marcador de spin (notar como as trés linhas s3c finas @
parecidas), O caso da micela & uma situag¥o intermediaria e se observado
detal hadamente o seu espectro, podemos perceber que ele possui uma forma
caracteristica Cnotar a ponta que aparece na primeira 1inhad,
intermediaria entre as duas situag@es ha pouco descritas. Quanto aos
espectros dos precipitados (figura 24b) estes tipicamente mostiraram ser
correspondentes a espectros doambiente da membrana, e quanto aos
espectros dos scbrendantes (figura 24c> nestes podem ser cobservadas
crescentes intensidades de espectros compostos.

Quantc ao par&metro de ordem (53 calculado a partir das
medidas de A © A‘L, podemos claramente ver (tabela B) que ele diminuiu
bastante (para amostras totais e de precipitados) a medida que a
concentracio do detergente aumentou. Nos espectros dos scbrenadantes, a
partir do momento em que foi possivel detecta-los, o parametro de ordem
determinade permaneceu praticamente igual, assumindo sempre um valor
pequenc, equivalente ao extreme inferior dos valores encontrados para os
espectros de precipitados & amostiras totais. A partir destes dados
podemos dizer que a medida em que a concentracico do detergente aumentou,
5 ordem do sistema da membrana diminuiu, e © novo sistema que aparece no
sobrenadante j& surge comoe um sistema menos ordenade do gus © de uma

membl ana.

Tomando-se os valorss de h (pico centrall, mostrados na

<
figura 25, podemos ver gue essa medida tomada dos gspectros das amostras
totais, teve um aumento de valer com o aumento da concentragde do

detergents. Um aumentc na altutra do pico central reflete uma maior



mobilidade do marcador, consequencia do aumento da dsordem do meio. O
aumento da isotropia do meio por sua vez, nada mais $ do que a expressio
da liberdade do ambisnte, da descorganizagfo do meic em gque © marcador
osti. Podemos cbservar pela figura S5 que- o aumentoc de h‘> nas amostras
totais & principalmente devido ac aumenta do valor desse paramelro nos
espectros dos scbrenadantes. Também nos espectros dos precipitadeos o©
valor de ho aumentou, porém relativamente menos que nos espectros dos

sobrenadantes ¢ das amostras totais.

Se somadas as informacSes fornecidas pela diminuigio do
valor do parametro de cordem (32 e pelo aumento da altura do pico ho,
podemos sugerir gque de uma forma geral nas trés amostiras investigadas
Camosiras totais, precipitados e scbrenadantes), em especial nas
amostras de scobrenadantes, h& uma crescente desordem e, possivelmente,
mobilidade das estruturas que as compSem. Desta forma, ac que parece,
taxas crescentes da raz3c detergente:lipidico gerariam quantidades
crescentes de agr_egados polidispersos mistos (detergente-membranal.
Comparando-se tais resultados com ©s efeitos ocasicnados pelo Triton
¥-100 CARAKI & RIFKING, 19810 wverificamos que © Tween parece exercer um
ofeitc mais nocivo que o Triton, © gue pode ser avaliado tanto pelos
valores menores do paramstro de ordem, quanto pela concentracic dez
vezZes — menor de Tween reguerida para provocar o mesmoe ofeito
desestabilizador que do Triton. © fendmenc comum aos dois detergenies &
a correlacic da modificacfo da fluidez da bicamada lipidica da membrana
que ocasionaria a posterior ruptura da mesma, desencadeando assim, ©

processo litico,
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Evidéncia adicional da presenga de fosfolipidios em pelo
menos alguns desses agregados foi dada pela determinagEc da concentragdo
de fosfato (PO‘) em precipitados e sobrenadantes. Como & possivel ver
pela figura 28, a medida gue a guantidade de Po‘cresce' nos

scbrenadantes, ®la decresce nos precipitados.

Se agora relacionarmos o mecanismodo processo de formagdo
de micelas mistas com os efeitos hemoliticos ocasionados pelo tratamento
das membranas com concentrag®es crescentes dos detergentes Tween (ver
figura 282, podemos observar Jgue na concentraglic onde & obgervado o
efeite protetor, nEo hd detecgloc dos espectros mistos no sobrenadantes
(=6 s3o detectados fracos espectros do marcador em Agual. Isto mostra
que todo o detergente adicicnade a soluglo, até esse momento, &
incorporade A membrana, mesmo teoricamente o detergente estando ja acima
da sua CM{. HNesta ccﬁncentrar.;go S = ho n3o sofreram alteragio de seus
valores, © que demonstra que o efeito protetor ndo é associado com
desordem da membrana. A partir deta concentraglic ja passam a ser
detectados espectros de sobrenadante e concomitantemente a sua detecgio,

temos © aumentoc da taxa de hemélise, ou seja, a expressdo do efeito

litico do detergenie.

Para confirmar gque o© delergente na concentracidoc que
ccasionaria © efeito protetor nic promovia al teragidoc na ordem da
bicamadé lipidica & simplesmente estaria se intercalandc na mesma (ha
sua forma monoméricad, efetuaram-se os estudos da estrutura da bicamada

eritrocitaria, através da técnica de difrag®e de raios X.
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Pelos diagramas de raios X obtidos foram detectadas trés
linhas de difracgl8c correspondentes a espagamentos de 180 A, compativeis
com uma estrututa lamelar de membranas assiméiricas (PAPE et alii, 19770
® que parecem corresponder ao espacamento Li mostrado na figuré x,
REISS-HUSSON e LUZZATI (1964> haviam descritc também valores de
espagcamentc muito préximos desse valor (por volta de 170 A). Fato é que,
fatores come, itsor de hemoglobina retida e quantidade de solucdc tampio
na amostra afetam o espagamento, podendo portanto serem os responsaveis
pela divergéncia dos resultados obtidos por diferentes autores. De
qualguer forma, © iratamentc com os detergentes & o método usado para
desidratar as amostras, n3oc parecem ter afetadc a ordem no empilhamento
nem ter produzido separagioc de fase dos componentes das membranas come &
comum de ocorrer em membranas desprovidas de hemoglobina (PAPE et alli,
1977). Se bem observadas as difracdes cobtidas, podemos notar uma certa
difusfo das linhas. De fato, isso nSc é de se sstranhar uma vez que so
trata de difracdes produzidas por membranas naturais. Nessas membranas a
difus3c & dada pela presenga de proteinas, que como n3c esilo em estado

cristalinc ni3oc difratam, mas dssordenam o arranjoc lamelar.

0 aumento de intensidade da terceira linha de difracgdo dos
diagramas de difracic de raios X (figuras 27 e 28 foi um dado muitoc
valioso para que se propusesse © mecanismoe da interacdo dos detergentes
Tween com a membrana eritrocitdria. A partir desse resultado podemos
dizer gque oS detergenetes Tween gquando na concentragdo protetora,
interagem com a membrana eritrocitaria de forma a nic alterar os

espagamentos da estrutura lamelar. O que esse aumento de intensidade
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reflete, & que existem mais Atomos difratando na posicic dessa terceira
linha apés a exposic¢@o das membranas ac detergente. Desta forma pode-se
sugerir que essas moléculas “a mais” na estrura lamelar seriam mondmeros
do detergente que se incorporaram na membrana. Além do mais, os dados
fornecidos pelo estudo de RPE d&c suporte a essa interpretacao, uma vez
gues guando Se empregou a mesma concentracio de detergente determinou-se
gus tode o detergente presente estaria realmente na membrana, uma vez

gue ndo foram detectados espectros nos scbrenadantes dos ensaios, como

j& foi descritec anteriormente.
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CONCLUSOES

Neste trabalho nos propusemos a estudar a interagdo de
detergentes derivados do polioxietileno~sorbitol com sritrécitos. Os

resultados obtidos nos permitiram chegar as seguintes conclusles:

1. Os detergentes da série Tween apresentam comportamento biféasico em

relag¥o ac fenémeno litico, dependendc de sua concentragio.

2, Hemiéciazs wem meio hipoosmdtico tratadas com esses detergentes
apresentam alteragBies morfoldgicas, havendo mudanga do padr8o targido

para crenade ou "cup-form®.

3. A marcag3c de membranas eritrocitarias com © marcador lipidice
5-SASL., demonstirou ocorrer a partigio dos mondmeros do detergentse na
membrana, dOependente da razfc delergenierlipidio, em concentragles

préximas da CMC do detergenis.

4. © grau de formagdc de agregados polidispersos depende de slevadas
concentragdes de detergenies Calta razio detergente:lipidiod )

correlaciona-se ac fsndmenc homelitico.

5. © fendmeno de protegZoc & lise visto altraves da difragBo de raios-X

pode ser explicado come & distribuigdo do detergente, na sua forma
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monomérica, na membrana eritrocitaria, sem que haja alteragidc nos

espagamentos caracteristicos da estrutura lamelar.

§. Existe grande similaridade entre a ago dos detergentes Tween e outro
detergente n¥o-idniceo, © Triton X-100, na membrana eritrocitaria, sendo

entretanto os detergentes Tween mais efetivos comoe agentes deletdérios A

memnbrana.

7. © fenémenc litico e as alter agBes morfolégicas produzidas n3o se
correlacionam com a lipoperoxidagdo lipidi éa , © que foi evidenciade pela
n3o formagZc de MDA, pelo valor da CMC determinade para um dos
homdlogos, bem come pela auséncia de auto-oxi daglo dos detergentes

determinada iodometricamente.

§. Evidenciamos também através de eletroforese de "ghosts" tratados a

auséncia de interag¥oc dos detergentes testades as proteinas da membrana

eritrocitaria.
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