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Maneire de amar

O jardineire conversava com as flores, e elas se habituaram ao didloge.
Passava manhds contando coisas a uma craving ou escutando o que the confiava
um gerdnio. O girassel ndo ia muito com sua carg, ou porque nde fosse homem
bonito, ou porgue 03 girassédis sdo orgulhoses de natureza.

Em vio o jardineiro tentave captar-lhe as gragas, pois o girassol chegava
a veltar-se contra a luz para ndo ver o rosto que the sorria. Era uma situagdo
bastante embaragosa, que as outras flores nde comentavam. Nunca,
entretanto, o jardineiro deixcu de regar o pé de girassel e de renovar-ihe a
terra, na ocasido devida.

O dono do jardim achou que seu empregado perdia muito tempe parado
diante dos canteiros, aparentemente ndo fazendo coisa alguma. £ mandou-o
embora, depois de assinar a carfeire de trabalho.

Depois que o jardineiro saiu, as flores ficaram tristes e censuravam-se
porque ndo Tinham induzido ¢ girassol ¢ mudar de atitude. A mais triste de
todas era o girassol, que ndo se conformava com a auséncia do homem. "Vocé o
tratava mal, agora estd arrependido™ "Ndo”, respondeu, "estou triste porque
agora ndo possc tratd-lo mal. E a minha maneira de amar, ele sabia disso, e
gostava.”

Carlos Drummond de Andrade

Dedicadp as mais belas flores do meu
Jardim... meu pai, que junto de Deus culfiva
os jardins do céu e a minha mde, que junto
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RESUMO

Surfactantes apresentam efeito concentraglio dependente sobre membranas

de eritrécitos, pedende proteger ou solubilizar essas membranas.

Neste trabalho estudamos a interaclo de surfactantes ndo-ibnicos da série
Tween (Polioxietileno-sorbitel) com membranas de eritrdcitos humanos. Triton X100

{#-octilfenoxi polietoxi etanol), foi usado como conirole para os ensaios hemoliticos.

Inicialmente fizemos ¢ caracterizaglio fisico-quimica dos surfactantes através
do determinagdo da CMC, e medidas de 'H-RMN, que colmprovaram a pureZa e

composicdo estrutural dos surfactantes.

Estudes hemoliticos em eritrécitos humanos {com suspensBes de Ht de 5 -
20%) revelaram que os surfactantes da série Tween (20, 40 e 80) tém efeito
protetor e litico acima das suas respectivas CMCs (59, 27 e 12 uM), enquanto que com
o Triton X100 estes efeitos ocorrem na faixa do sua concentracdo micelar eritica

(0,25 mM).

O ensaio de protecdo a hemdlise foi feito em condicdes hipotdnicas (77 mM de
NaCl} e o de lise em condigdes isotdnicas. Em ambos ensaios mediu-se
fotometricamente a saida de hemoglobina (Hb), do eritrécito. Das concentracdes de
surfactante para protecdo (C*™), inicio (C°™) e 100% de hemédlise (€*")} determinamos
as razoes molares surfactante:lipidio no eritrécite para protecdo e lise (RP™, R, R™

respectivamente).



Nos ensaios em condicies isotdnicas medimos também o liberacto do K

intracelular (por potenciometria) como um métode alternative de quantificar a
hemdlise. Assim come os medidas de liberagdo de Hb, o5 ensaios de liberagdo de K
mostraram-se  adequados «aos estudos hemoliticos. Detectou-se uma estreits
correlacio entre os valores de O ¢ €™ obtidos pelas duas técnicas, embora a
liberactio de K ocorra em concentragdes menores de surfactante, indicando que «

saida de K’ precede o de Hb, no hemdlise.

Em concentracdes muito altas esses surfactantes podem induzir a oxidacde da
Hb, sendo que o Tween 80 tem maior poder oxidante que os demais da série (Tween
80 > Tween 40 > Tween 20) e o Triten X100 ndo oxida a Hb. O efeito oxidante do

Tween 80 impediu a determinacdo dos valores de R em Ht mais altos.

O tratamento proposto por Lichtenberg (1985) pare a quantifica¢do da razde
efetiva surfactante:membrana para solubilizagdo ndo se mostrou adequado & andlise
do efeito hemolitico dos surfactantes da série Tween, cujos valores de R sdo muito

alfos, caracterizando-os como pouco hemoliticos.
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ABSTRACT

Surfactants present hemolytic effects and depending on their concentration,

they can either profect or solubilize erythrocyte membrane.

In this work we have studied the interaction of nonionic surfactants from the
Tween series (polyoxyethylenesorbitan) with human erythrocytes membranes. Triton

X100 (#-octylphenoxypolyethoxyethanol) was used as a control, in hemolytic assays.

To assure the purity and siructural composition of the surfactants we

employed CMC determination and 'H-NMR characterization.

Hemolytic studies with human erythrocytes (Ht 5 - 20%) showed that
surfactants from the Tween series (20, 40 and 80) have a protective and lytic effect
upon the membrane above their respective CMCs (59, 27 and 12 pM), while Triton
X100 presents those effects at its CMC range (0,25 mM).

The "protection” assays were carried out in a hypotonic media (Nall 77mM)
and the lysis experiments in isotonic conditions. In both assays Hb release from the
erythrocyte was spectrophometrically measured. From the surfactant concentrations
for protection (C°™'), onset (C*™) and 100% hemolysis (C*") we determined the

surfactant:lipid molar ratios for protection and lysis (RP™", R, R™ respectively).

At isotonic condition we measured also the releese of intracelular K (by
potenciometry) as an alternative method for quantifying hemolysis. As well as Hb
release measurements, the assays of K'-release showed to be quite adequate for the

study of hemolysis. There is a good correlation between C°™ and ' values obtained

14



by the two Techniques, aithough K'-release occurs af lower surfactant concentrations

than Hb-release.

In extremely high concentrotions, these surfactents induce Hb oxidation,
being Tween 80 the one with the highest oxidative power, in comparison fo the other
Tweens {Tween 80 > Tween 40 > Tween 20). Triton X100 does not oxidise Hb. The
oxidative effect of Tween 80 prevented the determination of R™ values in the

highest Hts.

The treatment proposed by Lichtenberg (1985) for the quantification of
surfactant:membrane raties for solubilization was not found adequate for the
analysis of the hemolytic effect of Tweens, which R volues are very high,

characterizing them as weak sclubilizers.



1. INTRODUCAO

Atualmente, estime-se que oS organismos vives estejam expostos a um nlmero
exorbitante de compostos gquimicos ndo enddgenos {(xencbidtices) sintetizados pelo
orépric homem ou a produtos secunddrios desses, tais como medicamentos, corantes,
detergentes, conservantes, flavorizantes da indistria alimenticia, agrotéxicos residuais
em frutas e legumes e poluentes industriais que contaminam o ar, @ dgua e o solo. A
interaco dos xenobidticos com o organismo vive pode ser tanto benéfica quanto
maléfica, a exemplo da atividade terapéutica dos medicamentos ou reagdes adversas

{come a intoxicagdo) promovidas por esses mesmos agentes co inferogirem com oS

sistemas biolégicos.

O efeito da maioria das drogas sobre o organismo resulta de suas interagfes
com macromoléculas, muitas das quais componentes da membrana plasmdtica (Benet ef
al, 1996). A capacidade de um composto quimico interagir com as membranas bioldgicas €
determinante para sua absorgdo, distribuicdo, biotransformacto e excregdo, bem como
para o estabelecimento de sua atividade.

Surfactantes (detergentes ou tensoativos) s@o compostos anfipdtices, isto €,
possuem grupamentos polares e apolares numa mesme molécula. Essa natureza dual
confere aos surfactantes a propriedade de adsorcdo em interfaces ar-dgua ou dleo-
dgua, e é responsdvel pelos fenomenos de surfactacde, micelizagdo e solubilizagdo
(Attwood & Florence, 1983). Termodinamicamente os surfactantes operam reduzindo o
+ensdo superficial de uma interface e aumentando sua drea de contato, sob pressdo e
temperatura constantes. Devido ¢ esta propriedade, os surfactantes naturais, como 08
produtos do metabolismo do colesterol (dcidos biliares), surfactante pulmonar e os
surfactantes sintéticos, como o dodecil sulfate de sédio (SDS)}, triton e brometo de

cetil trimetil amdnio (CTAB), tém sido largamente empregados em pesquisas

bioguimicas.
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Na interface quimica-biclogia, existem muitas aplicacBes para os surfactantes
gue se baseiam na sua inferagde com sistemas biologicos tais como: a) solubilizagto,
extractio de componentes estruturais das células, sejam hidrofébices como proteinas de
membrana {Brenner ef o/, 1995, Minuth e af, 1995; Jones, 1999; Sun et of, 1999:
Vasilescu ef al, 1999) ou hidrofilicos (Huang & Lee, 1994; Chang e al, 1994; Bassetti ef
al, 1995; Forney & Glatz, 1995, Cummis & Ekeze, 1997), b) come agentes de dissolucdio
de drogas e de facilitagdo de penetraclic de fdrmacos através de membranas
{Israelachvili, 1985; Yoon & Burgess, 1996; Malcolmson ef af, 1998, Uchegbu & Vyas,
1998), ¢) no conirole do atividade antimicrobiana (Restaino ef af, 1994 Cummis &
Ekeze, 1997 Glover ef al, 1999). O aumento da permeabilidade da membrana vegetal o
herbicidas, da molhabilidade de pesticidas durante o pulverizacio (Komives ef af, 1994;
Riechers ef af, 1994) ¢ da remoctio de metais pesados {Huang & Lee, 1994) sdio alguns
exemplos da aplicagto especifica desses surfactantes em agricultura.

O uso de surfactantes para controlar o atividade enzimdtica de preparacgdes
proteicas (Basheer e7 af, 1995; Kamiya et af, 1995) constituem interessante aplicagdo
em bioguimica. Técnicas rotineiras como a eletroforese em gel de policrilamida fazem
uso de surfactantes como o SDS (SDS-PAGE) ou outros e sdo largamente utilizadas
para o determinacdo da massa molecular ¢ heterogencidade de proteinas (Weber &
Osborn, 1969 Molloy ef al, 1998; Xu ef a/, 1998; Hiol e o/, 1999; Righetti ef af,
1999).

Surfactantes tem encontrado uma grande aplicagdo em sistema para entrega
controlada de drogas (drug-defivery}. Carreadores de drogas com longo tempe de
circulagdo sdo interessantes para manter os niveis séricos das drogas, possibilitar o
direcionamento especifice (para células tumorais, por exemplo) e também para o uso
como contraste em exames da integridade vascular (diagnéstico de aterosclerose) (Li e7
al,, 1996). O menor famanho das micelas de surfactante em relagdo a outros sistemas de
drug-delivery como lipossomos retarda seu reconhecimento pelo sistema refticulo-

endotelial, aumentando seu tempo de circulagéio (Yokoyama ef af, 1991).
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Surfactantes biodegraddveis e sensiveis ao pH {BPS) sdio bons exemplos do
avanco tecnolégice nessa drea; esses compostos, geralmente aminas lipofilicas com pK
entre B e 7 tem pouca atividade detergente em pH fisioldgico mas, quando endocitadas
alcancam os lisossomes, cujo pH acidico promove a formacto da forma carregada que €
altamente litica (Torchilin, 1998, Janetzke e7 al, 1999). Ao romper o lisossomo esses
surfactantes impedem ou diminuem a degradagdo precoce de medicamentos, que podem
entdo exercer agdoe intracelular como na terapia com DNA (Liang & Hughes, 1998},

Copolimeros de bloco (Block-copolymers), do tipe A-B (1 cadeia hidrofébica e 1
cadeia hidrofilica) ou A-B-A- (2:1, com cadeia hidrofilica dupla) sdo outro exemplo de
micelas especiais com grande fempo de circulaglio no sangue {Torchilin, 1998; Lawrence
et al., 1997; Vyas e? al, 1997). A porgto hidrofilica desses compostos € geralmente
formada por polietilenoglicol, enquanto a cadeia hidrofdbice pode ser biodegradavel
contendo cadeias polipeptidicas {Torchilin, 1998, Kwon & Okano, 1999). Chung e col.
(1999) descreveram o uso de um block-copolymer inteligente, termo-sensivel, que
induziria o actimulo especifico de drogas anticancer nas células alve, modulado por
temperatura. Alterande a estrutura quimica do block-copolymer Jayasuriya e col. (1990}
conseguiram sintetizar surfactantes néo-idnicos com atividade litica controldvel,
mostrando gue esses surfactantes podem ser interessantes em membranologia.

Talvez o efeito de surfactantes mais estudado seja o de solubilizagiio de
membranas bioldgicas e modeio (Gohi et al, 1986; Moro et al, 1993; Ostolaza ef af,
1993; Viguera et al, 1993, 1994. Begona et af, 1994; Requero et af, 1995. Przestalski
et al., 1996; Chernitsky & Senkovich, 1997; Ribas, 1997; Galembeck et a/, 1998; Liang &
Hughes, 1998; Patra ef a/, 1998: Carafa ef al, 1999, Jones, 1999 Togo ef a/, 1999).
Esse efeito depende da ocorréncia ou ndo de ligagdo entre ambos (surfactante e
membrana), do tipo de interacdo e das modificacdes que ele induz na mesma. Tem sido
verificado que as consegiiéncias da interacdio dos surfactantes com a membrana

dependem da estrutura do tensoative como caracteristicas da porgtio polar e apolar da
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molécula, presenca ou ndo de cargas e da natureza dos substituintes {Helenius &
Simons, 1975).

Surfactantes ndo-idnicos permitem avaliar as inferactes hidrofébicas entre seus
monomeros ou agregades (micelas) ¢ membranas porgue ndo estabelecem ligacdes
eletrostaticas com os componentes desta (Attwood & Florence, 1983). Os surfactantes

da série Tween {polioxietilenc sorbitol) enguadram-se nessa categoria.

1.1 Surfactantes

Tais compostos quilmicos t€m uma natureza ducl, possuindo ume porgiio
hidrofébica {sollivel em solventes apolares) e uma porciio hidrofilica (solivel em Ggua).
Em virtude de natureza anfipdtica dos surfactantes, suas moléculas migram para
interfaces (porgdo hidrofébica voltada para ¢ ar ou para a fase apolar e porgéic
hidrofilica voltada para a dgua) quando colocadas em solugtio, promovendo ume
diminuicdo da tensde superficial da solugdec em relagdo & do solvente puro. O
alinhamento das moléculas de surfactante nas interfaces reflete a tendéncia de assumir
uma orientacdo termodinamicamente mais favordvel {Attwood & Florence, 1983;
Tsraelachvili, 1985).

A principal caracteristica dos surfactantes € que, quando em solucdo aquosa
diluida, apresentam-se em maior concentragdo na superficie do que no interior do
liquide. Biclogicamente, surfactantes idnicos como os sais biliares, derivados do
colesterol (dcidos cdlico, quenoxicslico, desoxicdlico e litocdlico) sdo os exemplos
bioguimicos mais expressivos da atividade dos surfactantes. Os sais biliares fazem
parte da bile e sdo excretados no duodeno promovendo a emulsificagiio das gorduras
ingeridas, auxiliando na digestfio enzimdtica e na absorgdc das gorduras da dieta
(Montgomery, 1994). Esse fendmeno conhecido como adsorcdo ocorre em interfaces
liquido/sslide, liquide/liguide e liquido/ar (Porter, 1991). Além dos sais biliares existem
também os surfactantes pulmonares cuja fungdio € reduzir a tensdio superficial alveolar

na interface liquido/ar e assim evitar o colepso dos pulm3es que impediria a troca

1%



gasosa. Os surfactantes pulmonares t€m recebido bastante atengdo dos pesquisadores
pois sua produgdo deficiente ¢ uma importante causa de mortalidade em recém nascidos
(Jobe, 1993; Broun ef afl, 1999). A administrago, via respirafdria, de surfactente
pulmonar em recém nascides portadores da Sindrome da Anglstia Respiratéria mostrou-

se eficaz (Johannsson & Curstedt, 1997).

1.2 Clessificagdo dos Surfactantes

Os surfactantes sto fambém conhecidos como tensoatives ou defergentes. Tais
compostos sdo classificados com base nas caracteristicas e composicio das suas
porgdes polares ¢ apolores. Em relagdo & porgdie hidrofilica, os surfactantes sdo
classificados como: catitnicos, anidnicos, ndo-idnicos e zwiteridnicos (Neugebauer,

1994).

Cationicos: Quando dissociados em solugdo aquosa, apresentam carga positiva.
Sdo aminas primdrias, secunddrias ou tercidrias, ou sais de amonic quaterndrio utilizados
na inddstria téxtil e de fertilizantes, no revestimento de estradas (asfalto), como

amaciantes de roupas e condicionadores de cabelo (Ex: CTAB, DTAB).

Anidnicos: Quando dissociados em soluglio aquosa, apresentam carga negativa. Os
principais sdo compostos carboxilados, sulfatados, suifonados ou fosfatades. Sdo
utilizados em cosméticos, shampoos, desinfetantes, lavanderias industriais, detergentes

de uso doméstico, na indistria t€xtil e de papel (Ex: SDS, SDBS).

Ndo-idnices: Ndo se dissociam em solugdo aquosa formando ions. Sto geralmente
alquil ou alquil-aril éteres de polidxido de etileno, ou derivados de compostes poli-
hidroxilicos ou oligossacarideos. Sdo utilizados em shampoos, cosméticos, defensivos
agricolas, no tratamento de metais, nas inddstrias téxteis e de petrélec (Ex: Renex,

Tween e Triton).
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Zwiterionicos: Comportam-se como anidnicos ou catidnicos, dependendo do pH de
meio em que estdo atuando. Sdo N - clguil derivades de aminodcidos, utilizados em
produtes de higiene pessoal (sabonete liguide, shampoos, géis), espuma para controle de
incéndio, no limpeza industrial e de automdveis. (Ex: betainas, CHAPS),

A porgdo apolar ou hidrofébica é geralmente composta por uma cadeic de

hidrocarbonetos, podendo também conter moléculas como grupos aromdticos

hidrofébicos (Porter, 1891).

1.3 Propriedades Fisico-Quimicas dos Surfactantes
1.3.1 Concentragdo Micelar Critica (CMC)

Surfactantes também exibem auto-agregacto. Quands em baixa conceniracdo
em soluctio aquosa, eles se encontram come mondmeros dispersos. Acima de uma faixa
de concentracdo critica (especifica para cada tipo de surfactante), as moléculas de
surfactante agregam-se formando estruturas denominadas micelas {Figura 1). Na figura
1A a porgdo azul representa a cabega polar (hidrofilica) e a porgdo laranja representa a
cauda apolar {(hidrofdébica) do surfactante. A esireita faixa de concentragdo na gual se
inicic a formacdo de micelas € denominada de concentracdio micelar critica {CMC). A
agregagtio em micelas € um evento que ocorre abruptamente e as moléculas de
surfactante adicionadas a uma solugdo que jd se encontre na sua CMC sdo incorporadas
nas micelas {Tanford, 1980).

As micelas podem apresentar-se na forma de esferas, discos ou cilindros. Em
concentracdes mais baixas, micelas sdo esféricas; micelas discéides ou cilindricas sdo
formadas em concentragdes mais elevadas de surfactantes e suas solugoes apresentam
caracteristicas liquido-cristalinas ou mesofdsicas (Attwood & Florence, 1983). Solugdes

acima da CMC sdo compostas de micelas em equilibrio com os monémeros.



A)

Figura 1 - Represenfagtic esquemadtica de A) Micela e B) Miczla Reversa, formada

em condicdes de baixe hidratagdo (hitp://envirosan. com/s2micelles. htm)

Muitos métodos sdo usados para medir g CMC, todos utilizande mudancas em uma
propriedade mensurdvel do sistema. Como exemplos de métodos de determinagdo de
CME temos o do espathamento de luz, ¢ método da solubilizaggo de corantes 2 o da
tensdo superficial (Attwood & Florence, 1983). A tensdo superficial exerce um papel
importantissimo na fisico-quimica das superficies. A tensdo superficial de um liquido ¢
definida como a forga que atua ortegonaimente a qualquer segments unitdrio imaginado
na superficie do liquido. Entretanto essa definacBo {embora apropriade co caso de
filmes liquidos, como as espumas) conduz a erros, pois ndo existe uma membrana eldstica
ou uma forga tangencial como tal na superficie de um liquido puro. E mais conveniente
definir tensdo superficial e energia livre superfical como o trabalhe necessério para
aumentar a superficie em uma unidade de drea, por um processo isotérmice e reversivel

{Schick, 1987).

1.3.2 Numero de Agregagdo (N)

O nimero de agregaglo ¢ a média da compesi¢de micelar (em n° de monémeros
constituintes) num dado periodo de tempo, ¢ € estimado pela divis@o da massa molecular
da micela pela massa molecular do mondmero do surfactante (Neugebauer, 1994).
Quando se designa um dado nimero de agregacdo para um surfactante, pode-se incorrer

no errc de imaginar agregados bem definidos e estdticos em solucdo, enguanto as

22



micelas sGo estrufuras dindmices, j& que a froca de mondmercs entre elas e a fase
aquose ocorre constantemente (Wennerstron & Lindman, 1979). No entanto o3 valores
de N indicam o tamanho ¢ a estabilidade dos agregados micelares, podendo chegar a

valores muito altos ou a valeres de 2-4 como no caso de sais biliares e alguns farmécos

{Schreier 7 al, 2000).

1.3.3 Balango Hidrofilico-Lipofilice (HLB)

A anfipaticidade natural dos surfactantes pode ser expressa em termos de
balango entre as porg¢des hidrofdbica e hidrofilica da molécula. Uma escala empirica de
0 e 20 de HLE (balango hidrefilico lipofilico) foi proposta por &riffin (1949) ¢ € usada
para determinar ¢ grau de ofinidade do tensoative em relaglio és foses polar e a apolar,
sendo que valores inferiores a nove caracterizam moléculas lipofilicas, e valores acima
de onze caracterizam moléculas hidrofilicas.

A tabela I mostra algumas propriedades fisico-quimicas de surfactantes ndo-

ionicos estudados como: MM (Massa Molecular), HLB ¢ CMC.

Tabela I - Propriedades Fisico-Quimicas de alguns Surfactantes ndo-idnicos

539 131 8,3x10°
567 13,04 7.6x10°°
595 12,42 5,1x107

130 7.5x10°

16,1 1,1x107°

190 7,5x10
1228 16,7 5,9x107°
1288 15,6 2,7x10°
1310 150 1,2x10°
625 135 2 5x10™

Segunde: a) Hinze & Pramauro (1993), b) Galembeck e o/, (1998) e ¢) Helenius o7 4/,
(1979.
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Em geral, dentro de uma série homéloga, quanto maior o HLB, maior a CMC dos
surfactantes. Os Tweens sdo surfactantes bastante hidrofilicos porém essa
caracteristica nio é refletida diretomente em seus valores de CMC, que sdo bem
menores que os do Triton X100. Nesse case € preciso considerar o arranjo espacial da
molécula considerande ndo $8 a porgiio hidrofébica mas ¢ influneia do volume ocupado
pela parte hidrofilica que favorece o micelizagdo: os Tweens +ém 3 brages hidrofilicos
para uma cauda hidrofdbica, caracteristica essa que favorece suc micelizagde, enguanto

o5 Tritons tém uma Unica cauda hidrofilica e outra hidrofébica (Figura 2).
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i.4 Propriedades e AplicacBes dos Surfactantes do Série Tween

Tween € ¢ nome comercial dade aos surfactantes derivados do polioxietileno-
sorbitol, onde o nimerc de grupos polioxietileno € constante (20), voriande a composicdo
da cadeic de hidrocarbonetos (Cross, 1987; Schick, 1987)). Dentro desta série, foram
escolhidos frés homdlogos para estude: Tween 20, derivade do dcide ldurico {Cizo)
Tween 40, derivado do dcido paimitico {Cis0) € 0 Tween B0, derivado do dcide oléico
(Cig4). A figura 2 mosira também a estrutura de um outre surfactante ndo-idnico, o
Triton X100, que € um potente solubilizador de membranas e cuja parte hidrofilica €
formada por polioxietilenos (Bielawski e# af, 1995).

A)

O - {CH,CH,0)x - H

-
e
e

H - (OCH,CHy)w - O

O -(CH,CH,O)y - H

X+Y+Z+W =20 O -{OCH,CH,)z - R

HyC

o
Tween 20 {Acido Laurico)

HaC N

Tween 40 {Acido Palmitice} o

Njc\/\/\/\/%’\/\/\/\n/or
Twees 50 (Acide Oleico}

Q

B)

ch CHg
| O - {CH,CH,0)x - H

HaC

HeC  CHa x= 9-10

Figura 2 - Formula estrutural dos surfactantes A) Série Tween e B) Triton

X-100.
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Cadeias hidrofilicas de PEG como as dos Tweens sdo de baixa toxicidade e,
quando em interfaces ou superficies tem a habilidade de suprimir a adsor¢do proteica e
celular, ndo se ligando, por exemplo, nos componentes do sangue. Além disso micelas
contendo PEG circulam no sangue por mais tempe porgue escapam do filtracdo renal
devide o camada de hidratagdo conferida pelos cadeias grandes de PEG (Yokoyama o7
al, 1981}

1.4.1 Aplicagdes na Extragdo de Profeinas

Os surfactantes da série Tween apresentam emprego muito variado.
Surfactantes ndo-idnicos com cabecas polares do tipo polioxietileno, ao contrario da
maioria dos surfactantes encontrados, ndo desnaturam proteinas, podendo dessa forma
ser usados para solubilizaciio e caracterizac@o de proteinas membranares (Neugebauer,
1994) e globulares (Watanabe ef o/, 1988; Petrunyaka & Severina, 1992; Sun ef al,
1999). Kitani & Fujisawa (1981), estudando a enzima orniting descarbeoxilase (EC
4.1.1.17) de figado de rato descreveram que o Tween BO dava estabilidade ¢ enzima
purificada e promovia a sua renaturagdo. Watanabe ¢ col. (1988) demonstraram que o

Tween 20 podia prevenir completamente a desnaturagdo causada por congelamento na

miosina de misculo estriado de ratos.

1.4.2 Aplicagdes em Medicina

Quanto ao emprego terapéutico e farmacoldgico os surfactantes ndo-idnicos da
série Tween tém sido utilizados como coadjuvantes em preparacbes medicamentosas
anticancerigenas (Taniguchi et o/, 1988; Hill er a/, 1995; Uchegbu & Vyas, 1998),
antibacterianas (Rahaman et af, 1998) e como estabilizadores de preparacdes injetaveis
contendo, por exemplo, insulina (Choudhari ef af, 1994). Crispends & Sorrenson (1988)
descreveram a agdio anticarcinogénica do Tween &0 no tratamento do sarcoma de células
reticulares de camundongoes. Estudando a acde de um anti-epilético, Samaha & Gedalla

{1987) descobriram gque os Tweens 20, 40 e 80 podiam aumentar o solubilidade ¢
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eficdcic do mesmo. Estes surfactantes sde usados também como agentes
estabilizadores de medicamentos injetéveis (Shaked ef af, 1988; Choudhari ef of, 1994)
e em preporagdes de antibidticos (Al-Najjor, 1989; Rahaman ef of, 1998). Al-Najjor
{1989) demonsirou que os Tweens sdo capazes de reduzir o concentracdo minima
inibitéric de pelo menos quinze ontibidticos usades contra infecefes cutdneas

scasionadas por Staphylococeus aureus,

1.4.3 Aplicagbes na Industria

Além dos estudos realizados com finalidedes de pesquisa bioguimica e
farmacéutica, como exemplificado acimo, observa-se o aplicagfio dos Tweens na
inddstria alimenticia, na agricultura, no combate & poluicio e no  reutilizagGo de
recursos naturais {biodegradacdc). Os Tweens 10 e 60 sdo amplamente usades como
aditivos de preparactes alimenticias (Tagesson & Edling, 1985; Degman et al., 1993),
embora haja indicios que tais compostos aumentem também a permeabilidade do frato
intestinal a moléculas potencialmente téxicas e patogénicas. Quanto ao seu emprego em
recursos naturais, temos como exemple o frabalho realizado por Castanon & Wilke
(1981) sobre a hidrélise enzimdtica de papel jornal. Neste estudo ficou provads que o
Tween 80 aumenta a taxa e a extensto da sacarificactio da celulose de forma a
aumentar o rendimento e a recuperacdo da enzima imobilizada.

Em cosméticos os surfactantes da série Tween iem sido utilizados

principaimente no preparo de emulsdes para aplicacdo tdpica (Bergh et a/, 1997 Benassi
et al., 1999).

1 5 Membranas

A membrana plasmdtica € a barreira entre o citoplasma da célule € o ambiente
externo que controla a passagem de metabdlitos e de solutos em geral de um meio para
outro. Em celulas de mamiferos ela € a tnica barreira, enquanto céiulas de plantas e

bactérias também possuem uma parede celulor que mantém a integridade celular, apesar



do transporte ainda ser controlade primariamente pelo membrana plasmdtica
Basicamente as membranas bioldgicas sdo constituidas de lipidios, proteinas e
carboidratos {que aparecem em mencr quantidade e sde encontrados na forma de
glicoproteinas ou glicolipidios).

As membranas podem ser descritas pelo modelo do mosaico fluido proposts por
Singer e Nicoison {1972), mostrado esquematicamente na figura 3. Neste models, o mais
amplamente aceito hoje em dia, os lipidios se organizam em forma de bicamada, e as
proteinas permeiam essa estrutura constituindo um arranjo extremamente dingmico
{Gennis, 1989}

Embebidas na membrana estdio proteinas com fungdo de transporte ¢ receptores,
necessérios ae funcionamente da célule. Essas proteinas sdo denominadas “intrinsecas’,
em oposigdo as denominadas "extrinsecas”, que encontram-se associadas & superficie da
membrana {e ndo atravessam a bicamada). Proteinas extrinsecas formam uma malha

rigida (citoesqueleto) que ajuda a manter a integridade da céluia.

Figura 3 - Representagdio de uma membrana bicldgica segunde o Medelo do Mosaico

Fluido de Singer & Nicolson de 1972 (Garret & Grisham, 1998).
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1 5.1 Membrana Eritrocitaria

C eritrdcito de mamiferos, célula vermelha do sangue, € uma céiula anucleada de
forma discéide bicdncava que contém hemoglobing em concentraclo elevada {cerca de
5 mM/célula, Bull ef of, 1990). Para cumprir o fun¢do de transportar a hemoglobing e
levar oxigénio a todas as células, o eritrdcito percorre todos os vasos sanguinzos do
srganismo aproximadamente 500.000 vezes, durante sua vida média de 120 dias {Bull 27
al, 1990) e é capaz de transpor capilares e sinusdides de didmetros de 3 ¢ 4 um, que
correspondem a metade de seu proprio didmetro, de 7 a 9 um (Scherier, 1985; Buil &
al, 199C). Tais fendmenos s6 sdo possiveis gracas a extrema resisténcia e
deformabilidade da membrana do eritréeite (Lux, 1988),

A membrana do eritrdcito (Figura 4), devido a suc facilidade de obtencdo e
isolamento, tem sido extensivamente estudada e suas caracteristicas principais sdo
bastante conhecidas, sendo portanto um dtimo modelo para o estudo de membranas mais
complexas, e de outros tipos de células (Laurialt & OBrien, 1991}. A propargdo, em peso,

de proteinas:lipidios:carboidratos é 49:43:8 nessas membranas (Montgomery, 1994).

Figura 4 - Representactio esquemdtica da face inferna membrana eritrocitéria

{Voet & Voet, 1990).
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A principal classe de lipidios da membrana eritrocitdria, bem como na maior parfe
das membranas bioldgicas, ¢ a dos fosfolipidios. Segundo Storch & Kleinfeld {1985} a
composi¢do lipidica da membrana eritrocitéria é: fosfolipidies (47.5%), colesterol
(25%), esfingomielina (17 5%) e glicolipidios (10%). Os fosfolipidios estdo digtribuides
assimetricamente enfre as menocamadas internc ¢ exferna da membrana eritrocitdrig,
como mostra a Figura 5. A fosfatidilsering (P3) ¢ @ fosfatidiletanolamina (PE) se
localizam preferencialmente na monecamada interna {Devaux, 1991 Schroit & Zwall,
1591), enquanto o fosfatidilcolina (PC} ¢ @ gsfingomielina (5M) encontram-se
sreferencialmente na monocamada externa (Connor ef al, 1990; Devaux, 1991 Schroit

& Zwall, 1991).

50 40 30 20 10 G 10 20 30 40 50
Porcentagem

Figura 5 - Representagdo grdéfica da distribuicdo dos fosfolipidios na bicamada
eritrocitéria. PC {fosfatidiicolina], PE {(fosfatidiletanolamina), PS

(fosfatidilserina} e SM {Esfingomieling) {Garrett & Grisham, 1995).

Os mecanismos respensdveis pela manutengdo dessa assimetria sdo: i} a interagdo
preferencial de fosfolipidios com proteinas da membrana (principalmente com a

espectrina), fixando esses compostos na monocamada interna e ii) a existéncia de
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translocases {ou flipases) responsdveis pela fransiocaclio especifica, ATP-dependente,
dos fosfolipidios com distribuicdo assimétrica entre as monocamadas externa e inferna
{Middelkoop e o/, 1988; Devaux, 1991; Wilson ef o/, 1993).

Os lipidios orienfam-se na bicamada expondo sua parte polar ao meio aquoso
{Connor ef af, 1990) como mestra a figure 4. As proteinas intrinsecas t€m uma porgdo
hidrofébica que interage com os lipidios, atravessande a bicamada. A maioria das
proteinas extrinsecas da membrans eritrocitéria estd envolvide na formaclo de um
extenso reficulo submembranar, que se projeta para o lado citoplasmético da membrana
(Figura 4), formando o citoesqueleto eritrocitéric. O citoesqueleto eritrocitdrio &
composto por acting, proteing 4,1 (banda 4.1} e especiring, sende esta ilfima o seu
principal componente. A conexdo enire as proteinas intrinsecas e ¢ aspectring do
citoesqueleto € feita por uma familia de proteinas chamadas anguirinas. A interacdo da
membrana com a especirina seria responsdvel pela manutencio da integridade da célula
na circulagdo sangliinea (Platt e al, 1993, 1995). Interacdes eletrostdticas parecem
estar envolvidas na interagto da especirina com a membrana {Keshana ef af, 1991),
enquanto a existéncia de regides hidrofdbicas na molécula sugere que essas também
sejam importantes para a manutencdo da forma do eritrécito {Streichman ef a/, 1991}

Além do citoesqueleto, a membrana do eritrécito possui em sua face externa uma
outre particularidade: o glicocdlix, composto pela glicoforina (proteina intrinseca cuja
iinica cadeic polipeptidica estd associada a 16 residuos de moncssacaridios) e outras
glicoproteinas e glicolipidios. Essa regido, bastante hidrofilica pela caracteristica dos
grupamentos OH dos acticares, tem espessura de 100 nm, isto € 20 vezes maior que o da
prépria bicamada lipidica (Lehninger ef af, 1993), e constitui uma “barreira adicional” ao
eritrécito. E importante considerar essas caracteriticas da membrana eritrocitdria
quando se estuda a agdo de surfactantes ndo-idnicos sobre a mesma. Estes surfactantes
parecem conferir uma protecdo externa confra a lise de eritrdcitos e lipossomos (Ribas,

1997: Galembeck et af, 1998;) parecida com a do envoitéric hidrofilico do glicocdlix.



i.6 Interacto de Surfactentes ndo-idnices com Membranas

Edwards & Almgreen (1990) descrevem 3 fases na inferactio de surfactantes

ndo-idnicos com membrana lipidica.
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Figura & - Perfil de estabilidade de lipossomas convencionais sonicados em funcéio

da concentragdio de surfactante (Edwards & Almgreen, 1990).

Na primeira etapo, marcada pela baixissima concentracdo de surfactantes, o
tamanho das vesiculas (que pode ser acompanhado pelo aumento na dispersie de luz),
permanece aproximadamente igual ao inicial, sugerindo que as moléculas de surfactantes
intercaladas nde causam grandes modificagdes nas vesiculas. Na segunda etape,
mondmeros do surfactante sdo incorporados na bicamada causando cumento da drea
total. Na ferceira etapa, apés uma razdo critica surfactante:lipidio, acontece o
rompimento da membrana e a formagdio de micelas mistas (Edwards & Almgren, 1990). A
figura 6 demonstra a medida dessas trés etapas na solubilizagdo de lipossomos por C;,Es
{Santana ef al, 1993).

Essa descrigdo revela detalhes da interactio molecular dos surfactantes ndo-
ionicos com a bicamada lipidica que acreditamos ser a responsdvel pelo efeito dessa
classe de surfactantes em membranas biolégicas. A troca de mondmeros (surfactante e

fosfolipidios) nas fases 1 a 3 jusfica a extracio indireta de proteinas membranares
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{Bangham & Lea, 1978: Prait & Cook, 1979: Loizaga et al, 1979. Neugebauer, 1994,
Molloy er ai, 1998), DNA (Cummis & Ekeze, 1997) e também o solubilizacdo da
membrang (rompimento).

Conhecer o interagdo dos surfactantes com membranas bioldgicas € muito
importante pora definir possiveis aplicaces dessas moléculas. Vdrios autores tém
investigado essu inferacde no que diz respeito & hemdlise. Isomaa e col. (1986)
estudaram as dlteragfes de permeabilidade induzida por anfifilicos com diferentes
comprimentos da cadeia alquila, em eritrécitos humanos. Trégner & Csordas, (1987)
observaram um efeito bifdsico {protegdo e hemélise) na interacfio dos surfactantes da
série Trifon com membranas de eritrdcite. Chnishi & Sagiteni (1993) estudaram o
efeito da estrutura de surfactantes nio-idnicos com cadeia de polidxido de etileno em
relaglio & hemdlise e observaram que a atividade hemolitica desses surfactantes diminui
com o aumento da cadeia de polidxido de etilenc.

Em nossc laboratério, Ramos (1991} demonstrou que o Tween 20, 40 ¢ B0
apresentam comportamento bifdsico em relacdo G lise de eritrocitos de rato, resultade
também observado por Biclawski e col. (1995) com o Tween 80 utilizando eritrécitos
humanos. Galembeck e col. (1998), demonstraram gue surfactantes de série Renex,
definidos quimicamente como nonilfendis polietoxilados (surfactante ndo-idnice)
apresentam comportamente bifdsico em relac@io & lise de eritrécitos, dependendo da
concentracdo e da estrutura das suas cadeias laterais. Entre os trés surfactantes da
série Renex estudados, o Renex 95 apresentou maior efeitc hemolitico em meio
isotonico. O Renex 200 ndo apresentou propriedade hemolitica ou protetfora e o Renex
1000 apresentou uma eficiente agdio protetora & hemdlise provavelmente devide &
cadeia de polidxido de etileno (POE) ser muito grande, podendo formar de uma capa
protetora ao redor do eritrdcito. Através da técnica de RPE e utilizando como marcador
o dcido 5-doxil estedrico, Galembeck e col. (1998), avaliaram o fluidez de ghosts de
eritrécitos pela estimativa do pardmetro de ordem (S) e observaram que os trés

surfactantes utilizados (Renex 95, 200 e 1000), aumentam ¢ fluidez dessas membranas,
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mas ressaitam que os marcadores utilizados diferem entre si, quante o localizecdo
preferencial, enquantc que para o Renex 95 os marcadores distribuem-se entre as
micelas mistas formadas entre surfactante e fosfolipidios, para os Renex 200 e 1000 os
marcadores encontram-se nas micelas formadas apenas pelos surfactantes.

Estudos preliminarmente feitos com os surfactantes Tween em nosso loboratério
levantaram muitas questdes que inspiraram o desenvolvimento desta dissertacdo de
mestrado. Medidas de RPE com marcadores de spin do tipe doxil estearato mostraram o
solubilizagdio da membrana eritrocitdaria por Tween pela diminuicdo do pardmetro de
ordem (Ramos, 1991). As medidas de RPE foram feitas com altas concentracfes de

membrana, © que nos levou ¢ planejar ensaios hemoliticos com Ht superiores a 5%.

1.7 Hemdlise
1.7.1 Hemdlise Hipotdnica

A lise hipotonica dos eritrécitos leva a perda de conteiido celular. A hemoglobina
(Hb) e outras proteinas citoplasmdticas extravazam através de poros que se formam na
membrana plasmatica. Esses poros resultam de rupturas criades quande a pressdo
inferna gerada pela osmese rdpide torna-se muito aita para ser suportada pela
membrana (Chasis & Shohet, 1987). Medidas cinéticas da lise de eritrécitos humanes,
utilizando pulscs eléfricos, sugerem que a rupture da membrana acontece em trés
etapas consecutivas: i) vazamentos dos ions, ocasionando um desbalanceamento osmético
que, consequentemente, leva & ii) hemdlise coloidal da membrana e & iii} formagdo de
poros que té€m um didmetro médic de menos que 50nm (Lee et o/, 1985).

Embora tode o conteddo citoplasmdtico seja perdide na ruptura, indicande que a
barreire membranar tenha sido destruida, a membrana ainda consegue reter muite dg
sua integridade e composigdo. Exemplo disso € que com aumento de temperatura {até
40°C) a membrana pode, espontaneamente, recuperar suas propriedades por re-selagem
{("resealing”), i@ que nesta operagdo o citoesqueleto protéico € preservado {Connor ef

al,, 1990). Se a lise ocorre em temperatura fisioldgica (37°C), o tempo de vida dos poros
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¢ muito curto {(alguns segundos), mas o 4°C eles permanecem na membrana por virias
horas. Postulou-se que os poros representam regides de descontinuidade na matriz
lipidica da membrang eritrocitaria (Lee ef of, 1985).

Schrier e col. (1992}, utilizande marcadores de spin  derivados dos
glicerofosfolipidios, observou que e lise hipotonica € acompanhada por uma
redistribuictio dos fosfolipidios entre as monocamadas. A mudanca na forma das linhas
dos espectros de ressondncia paramagnética eletrénica (RPE) mostrou gue, apés a
hemolise, @ monocamada mais rigida {a externa) Torna-se mais fluida, enguanto ¢ inverse
ocorre com a monocamads interna, que se organiza. Esses autores observaram também
que, apdés a restauragdo das membronas, no presenca de Mg-ATP, a assimetria

transmembranar dos fosfolipidios foi restabelecida.

1.7.2 Hemdlise Isotonica

A primeira tentativa de elucidar o fendmeno de hemélise isotonica induzida por
xenobidticos data de 1966 quando Seeman, classificou os agentes hemoliticos em dois
grupos: as hemolisinas especificas e as ndo especificas. As primeiras induziriam
hemolise mesmo em pequenas concentracoes ligando-se especificamente & componentes
{receptor ou composte especifico) da membrana. Seriam exemplos de hemolisinas
especificas a digitonina, saponina, holoturina A, entre outras. As hemolisinas ndo
especificas, por sua vez seriam as que protegem eritrécitos contra hemélise
hiposmdtica em pequenas concentracdes, mas que induzem hemdlise quando em altas
concentragbes. Exemplos de hemolisinas ndoc especificas incluem dlcoois, vitamina A,
lecitinas, dcido estedrico, surfactantes, agentes fenotiazinicos, antiinflamatérios,
anestésicos locais entre outros (Seeman, 1972). O método proposto por Seeman para
distinguir entre agentes que atuam ou ndo em componentes especificos de membrana
ndo permite a elucidaglc de questdes importantes sobre ¢ assunto, tais como: ¢ modo de
inferagdio entre a droga e o membrana eritrocitdria e com qual(ais) componente(s)

especificos da membrana a droga interage.
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Tem side sugerido que a hemdlise isotbnica induzide por um grande nimers de
compostos ocorreria pela perda da permeabilidade seletiva da membrana. O
monitoramento do integridade dos eritrécitos pode ser feite com relativa facilidade,
detectando-se fotometricamente ¢ hemoglobina liberada em selucdo (Laurialt & OBrien,
1991; Malheiros ef g/, 1998, Malheiros ef af, 2000) ou, potenciometricamente, o
potassio liberado no meio extracelular, sugerindo que a lise ocorreria em funcio da
formactio de pequenss poros na membrana (Chi & Wu, 1991 Harano e7 of, 1994; Bogner
et af, 1996). bEste mecanismo € conhecido como coloidosmético e sugere que oS
pequenos poros permitem o equilibrio enfre ions, mas a retengdo da hemoglobina e seus
contra-fons dentro do célula levaria ¢ um desequilibrio osmético, e consequente
entrada de dgua, culminande na rupture total do membrana,

Hdgerstrand & Tsomaa (1989) descreveram o fendmeno hemolitico gque
acompanha a particdo de moléculas anfipdticas em membranas naturais e artificiais de
modo bastante interessante, considerando que a membrana de eritrécitos pode
incorporar uma grande quantidade de anfifilicos sem perder sua integridede e
propriedades de barreira. A intercalagdo de anfifilicos na membranas seria no entanto,
associada a grandes rearranjos ne interior da bicamada lipidica. Assim, ao se intercalar
ne membrana, os anfifilicos disparariam o aparecimento de uma fase transiente,
decorrente de uma redistribuicdo rdpida das moléculas do anfifilico bem como dos
lipidios da bicamada. Em concentracdes subliticas altas ocorreria um processs adicional,
envolvendo a liberacdo de vesiculas ("budding"). Aceita-se que uma mudanga na forma
dos erifrécitos para a forma equinocitica ou estomatocitica seja um pré-requisito para
ocorrer, respectivamente, uma exo ou endovesiculacdo. Em concentracdes ainde mais
elevadas a estrutura da bicamada colapsa e a célula é lisada.

Tem-se demonstrade que um nimero imenso de compostos anfifilicos pode
induzir hemdlise em condigles isosméticas. Assim, a agdo de dicoois {Seeman ef af,
1970; Castro et af, 1990; Chi & Wu, 1991), surfactantes {Helenius & Simons, 1975;
Isomaa ef al, 1986; Trigner ef al, 1987. Ohnishi & Sagitani, 1993; Chernitsky &
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Senkovich, 1997, Galembeck e af, 1998), peptideos (Ramalingam & Bello, 1992), sais de
silica (Macnab & Harington, 1967), ciclodextrinas {(Weisz e af, 1993; Irie & Uekama,
1997), fenctiazinicos {Lieber ef al, 1984, Malheiros ef al, 1998), lisofosfatidilcoling
{(Weltzien, 1979}, gramicidina (Katsu ef o/, 1989), antihelminticos (Malheires e7 af,
2000), anestésicos locais (Seemon & Roth, 1972; Malheiros ef al, 2000), sobre
eritrécitos t8m sido objeto de estudo na tentative de elucidar o mecanisme de inducto
de hemélise. Em todos esses casos a intercalaglio fisica do composto na bicamada leve &
desestabilizagdo e ruptura do membrana.

Outro fator determinante na hemélise € o capacidade oxidante que muitos
compostos quimicos apresentam. Drogas hemoliticas como o aspirina, andling,
acetanalide, fenaceting, sulfanilomidas e os agentes antimaldricos primaguina, pamaguing
e pentaquina {Cohen & Hochsteins, 1964; Goldberg & Sterm, 1976; Koga ef of, 1997) sdo
convertidoes, i wvo, em derivades auto oxiddveis, o que poderia justificar sua acfio
hemolitica. Estes compostos favoreceriam reacdes oxidativas que elevam os niveis
celulares do dnion superdéxido e do perdxido de hidrogénio, disparande uma série de
processos (oxidagdo da hemoglobina, peroxidacdo lipidica e inibicdo da glicélise)
culminando na lise do eritrécito (Golberg & Sterm, 1976; Thornalley e af, 1983, Faivre
et af., 1998; Ziopuzenkova ef al, 1999).

Lichtenberg {(1985) propds uma metologia que permite analisar quantitativamente
o efeito hemolitico induzido por surfactantes e outros xenobidticos. A metodologia
determina a razde efetiva droga/lipidio na membrana (R.) para protecdo, saturacdo ou
solubilizagdo da membranac eritrocitdric. Além de permitir o cdlculo da razdo
droga/lipidio, a metodologia proposta por Lichtenberg permite o céiculo de outros

pardmetros como a CMC e da constante de ligagdo (Ky) do surfactante @ membrana.

1.8 Dane Oxidativo ao Eritrécite
O dano oxidativo dos componentes celulares tem sido estabelecido como um

fator importante em vdrias condi¢des patolégicas. Os eritrécitos sdo particularmente



susceptiveis ao dano oxidativo como resultado do alfo conteddo de deidos graxos
poliinsaturados das suas membranas e da alfa conceniracdo celular de oxigénio e
hemoglobina (Hb), que sdo podercses promotores de processos oxidativos (Clemens &
Waller, 1987). Sob condigbes normais os erifrécitos sto continuomente expostos a
espécies reativas de oxigénio (EROS) de fontes internas e externas. Ne interior do
eritrécito, estima-se que mais de 3% da oxi-Hb (forma oxigenada ou Fe II) sejc
convertida em meto-Hb (Fe TII) com a concomitante produgte de rodicais superdxide
{022 ) {Van den Berg ef af, 1991).

Em eritrécitos sadios o dano oxidativo € prevenido por um eficiente sistema
protetor constituide por uma série de enzimas e compostes antioxidantes que incluem as
enzimas catalase, superdxido dismutase e glutatione peroxidese, olém da glutationa
reduzida, vitaming E ¢ €. Assim, as EROS mais reativas, que stio formadas no citosel com
participacdo da Hb, sto detoxificadas antes que possam atingir ¢ membrana celular,
onde, através do dano oxidafivo, poderiam comprometer o integridade da céluia
(Halliwell & Gutteridge, 1989). No entanto, uma pequena quantidade de EROS pode
atingir a face interna da membrana celular (Van den Berg e7 af, 1991) e a exposicdo
fregiiente dos eritrécitos ac contato com células metabolicamente ativas (fagécitos, por
exemplo} pode contribuir para a manutenglio de um confinuo estresse oxidative na
membrana dos eritrdcitos, devido a constante producGo de H>O,. Muitos tipes de
eritrécitos patolégicos Também possuem susceptibilidade aumentada co estresse
oxidativo. Um exemplo € a deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, que
compromete o via das pentoses no eritrdcito, diminuindo a formac¢do de equivalentes
redutores (NADPH), que serve como doador de elétrons e prétons para a redugde da
glutationa oxidada ¢ consequente produgdo de glutationa reduzida. Além disso, em
varias patologias que envolvem hemoglobinas anormais, verifica-se um aumento da dano
oxidativo, que acelera a destruigdo dos eritrécitos (Chen & Huestis, 1997 Dincer ef o/,

1999).
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1.9 Hemoglobina

A hemoglobina € uma hemeproteina essencial pare a vida de todos es
vertebrades, ocorrendo também em alguns invertebrados come crustéeeos e anelidess
{Marques & Meirelles, 1995), em nédulos de algumas plantes leguminosas (Barbosa &
Meirelies, 1994), assim como leveduras e protozodrios ciliados (keilin & Ryley, 1953;
Schreider, 1980). A hemoglobina humona normal € constituide por 4 cadeias
polipeptidicas (subunidedes), sendo 2 cadeias « com 141 residuos de aminodcides e 2
cadeias B que apresentam 146 residuos de aminodeidos. O conjunto das 4 subunidades
possui massa molecular de 64 kDa. Cada subunidede possui um grupe heme, constituide
pela protoporfiring IX {Figura 7) inseride em uma fenda hidrofébica: o grupamento
heme contém um dtomo de ferro que ocupa a posicdo central do anel da porfirina. O
ferro possui & sitios de coordenacgdc dos quais 4 s8o ocupados pelos dtomos de
nitrogénic pirrdlico do anel porfirinice; o quinte ligente € o dtome de nitrogénio de um
imidazo! da histidina proximal (da alfa-hélice F8) que, provavelmente, ancora o heme na
proteina e o sexto sitio estd livre para um ligante extra como o oxigénio {Antonini &

Brunori, 1975).
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Figura 7 - Protoporfirina IX (grupamente heme).
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A principal functio da Hb € o transporte de 0. Em organismo supericres a Hb
prové o aporte de O; a todas as células (necessdrio para o metabolismo aerdbio) através
da circulactio. Assim essa molécula versdatil € capaz de ligar-se reversivelmente ap O, em
fungdic da oferta do gds e aumentar em ordens de grandeza o capacidade de transporte
de oxigénio dentro dos organismos,

Quando a hemoglobina lige-se ao oxigénio, um eiétron £ polarizade do ferro para
o oxigénio, formando momentaneamerte a forme férrica (HbFe™). Em condicfes normais
este elétron € devolvido ao ferro no momento em que o oxigénio ¢ liberado,
restabelecendo sua forma ferrosa (HbFe™) (Antonini & Brunori, 1975).

O estado reduzide do ferro no grupamento heme (Fe®) € fundamental para o
realizagtic do transporte de oxigénio. Alguns residuos invaridveis, de natureza
hidrofébica, stio responsaveis pela manutencéio do ambiente ndo polar em torne do sitio
de ligacdo do oxigénio que € a base para a estabilidade do complexo ferro-oxigénio
{Antonini & Brunori, 1978). Quadiquer alteracdo no ambiente do heme pode levar &
formacdo de meta-Hb. Por exemplo Cauchey (1967) demonstrou que a velocidade de
autoxidacdo da Hb € maior quando a histidine distal esté substituida por outros
residucs, caracterizando assim, ¢ importdncic deste aminodcido na estabilidade do
estado de oxidagdo do ferro no heme, garantindo a ligagdio da Hb com o oxigénio.

Em individuos normais, aproxidamente 3% da hemoglobinag total circulante é
convertida diariamente a meta-Hb, como dito anteriormente. Fisiologicamente, a
meta-Hb presente na célula € reduzida pela enzima metahemoglobina redutase que
utiliza o NADPH comeo fonte redutora (Kurata ef af, 1993).

Com a formacdc da meta-Hb ocorre simuitaneamente a formacdo de &nion

superdxido {02 %) de acordoe com a reagdo (1):

HbFe® + O;

HbFe* - 0, <=—— HbFe* + 0,° (1)
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Sendo assim, devido ao processo continuo de oxigenagtio e desoxigenacdo da Hb,
o énion superdxido {0: %) € continuamente gerado no interior de eritrécito. E conhecido
que este radical livre pede atacar direta ou indiretamente componentes das membranas,
DNA e horménios (Kurate ef af, 1993; Martinez ef af, 1995; Cardozo-Pelaez o al,
2000).

O anion superdxido, quande ndic reage com macromoléculas celulares, pode, por
processo de dismutacdo (reagdo 2), gerar perdxido de hidrogénio (M.0;) (Nagabadu &
Rifkinf, 1998). Esta reacdo € catalisada pela enzima superdxido dismutase {(Misre &

Fridovich, 1972 Winterbourn & Metodiewa, 1999), presente em altas concentracdes no

eritrocite:
202+ 2H P H (O + Oz 2)

No eritrécite, o O2® promove grandes danos quando interage com o peréxido,
produzindo intermedidrios altamente reativos, como o radical hidroxila (Peuchant ef af,
1997). Os radicais produzidos podem, entdo, atacar os lipidios e proteinas da membrana
resultande em hemolise e perda da funcdo celular.

Por apresentar ferro em sua estruture, a hemoglobina pode ainda comportar-se
como um reagente bioldgico de Fenton, sendo assim, ume molécula com grande potencial
promotor de processos oxidatives (Clemens & Wailer, 1987, Puppo & Halliweli, 1988;
Winterbourn, 1995).

Em adi¢do & capacidede da hemoglobina gerar ¢ Gnion superdxidoe, os processos
oxidativos no inferior dos eritrécitos sdo favorecidos pela alta concentracdo de dcides
graxes poliinsaturados da membrana citoplasmdtica, rico suprimento de oxigénio e
oresenga de metais de fransictio. Como o eritrécito maduro € anucleado, ele ¢ incapaz de
substituir componentes celulares danificades por processos oxidatives e, portants, a

consequéncia € a morte (lise} celular (Konukoglu &7 af, 1998).
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Em condicBes fisioldgicas ¢ eritrécito humano apresenta um tempo de vida médio
de cerca de 120 dias, que propicia o desenvolvimento dos processos oxidatives. Durante
este periodo, o eritrécifo desenvolve suas fungBes sem aparente dono peroxidative
{Chiu et af, 1982) e isto deve-se a presenca de um eficiente sistema antioxidante

formado por enzimas e compostos antioxidantes.
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2. OBJETIVOS

Este trabalhe teve como objetivos:

Estudor o interogdo dos surfactantes da série Tween {20, 40, e 80) com

membranas de eritrécitos, visands esclarecer o nafureza dessa interagtio;

Comparar os resultades do efeito hemolitico dos surfactantes do série Tween em
relagiio o« outro surfactante ndo-iGnico (Triton XI00), quanfo a razdo efetiva
surfactante:lipidie, para a solubilizacio dos eritrécitos, de acorde com o tratamento

cldssico de Lichtenberg (1985) pera agentes tensoativos;

Em funcdo da detecclio de oxidacdo da Hb nos ensaios hemoliticos: avalier o
efeito desses surfactantes na oxidacgio da hemoglobina, para maior compreensdo dos

mecanismos de acdo desses compostos e da sua possivel relagtio com o efeito hemolitico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os surfactantes da série Tween (20, 40, e 80) foram obtides da Sigma Chemical
Co.

O eletrodo de K (potdassio) foi adguiride da Orion Research, Inc.

O sangue humano foi obtido do Hemocentro da Unicamp. As bolsas de sangue
eram recentes {(até 3 dias da data de coleta) e possuiom sorologia negativa para Chagas,
sifilis, AIDS e hepatite B. £ importante resscitar que somente apés a aprovagdo deste

projeto de pesquisa pela diretoria da Unidade (Hemocentre) as bolsas de sangue foram

fornecidas para a pesquisa.

3.2 Métodos
3.2.1 Caracterizagio Optica dos Surfactantes

A partir de estoques mantidos do abrige da luz, as solugdes de surfactantes
foram preparadas no mesmo dia de uso e solubilizadas nos devidos tampdes de trabatho,
de acordo com o objetivo do experimento.

Nesta caracterizacde foram feitas varreduras do especirs de absorgdo no UV-
visivel (200-700 nm) de solucdes conhecidas dos surfactantes {Tween 20, 40, B0 e
Triton X100) em espectrofotometro Beckman modelo DU70. As solugdes foram
preparadas em condigdes de pH e osmolaridade fisiolégica (pH 7.4 € 154 mM NaCl).

Todas as medidas foram feitas na temperatura ambiente (22-25°C)

3.2.2 Testes de Autoxidagte dos Surfactantes

Testamos a oxidagdo dos surfactantes através de determinacdo da presenca de

peréxide nos estogues de surfactantes puros usando teste colorimétrico com iodeto de

potdssio (Merck Standarts, 1972).
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Em resumo: preparou-se uma solucglio 10% m/v de KI 2 adicionou-se uma aliquota
(100 ul) do surfactante, na proporcdo 1:11 (KI : surfactante). As solucdes de
surfactantes (Tween 20, 40, 80 e Triton X100) foram preparadas, ¢ partir de estogues
mantidos no escuro e temperatura ambiente. As solucfes obtidas foram agitadas e
mantidos no escuro por 1 hora. A presence de perdxide foi determineda pelo
aparecimerto de coloracio amarelada no solugtio, devide ¢ oxidacdio do iodeto a iodo

molecular {absorbéncia determinada em espectrofotdmetro a 353 nm).

HC: + Z2HI I — 2 HO + I;

3.2.3 Determinagto da Concentraglic Micelar Critica (CMC) dos surfactantes
através de medidas de Tens@o Superficial

Para as medidas das fensbes superficiais, utilizou-se um tensidmetro do tipo
Kruss K12 (pertencente ac Laboratéric de Propriedades Coloidais e Reoldgicas
coordenado pelo Prof. Cesar Santana- FEQ/Unicamp) {Anexo 1). As determinagdes
foram feitas pelo método de Wilhelmy ou método da placa (Schick, 1987), onde uma
pequena placa de mica € suspensa do brage de uma balanga e merguthada no liquide.
Amostras de 20 ml dos surfactantes (Tween 20, 40, 80 e Triton X100), foram
colocadas em cubeta de vidro de 4,5 cm de digmetro ¢ 2,3 em de alturs & temperatura
desejada (25°C e 37°C). Para garantir o equilibrio da selugdo, cada amostra permaneceu
por B min. em repouso na cubeta, antes de cada medida. Testes preliminares mostraram
que ¢ tempe de repouso de 5 min. foi suficiente para obtencdo de resultadoes
reprodutiveis.

As amostraes foram preparadas a partir de uma solucdo estoque do surfactante
com concentragdo conhecida, da qual foram feitas diluigdes sucessivas até que a tensdo
superficial atingisse o valor de aproximadamente 72 mN/m, que € a tensdo superficial
da solucdio tompdo. Para cada ponto de diluicde o aparetho foi ajustade para fazer 10

medidas sucessivas de tensdo superficial, fornecendo os valores juntamente com a sua
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média aritmeética. A CMC foi determinada graficamente pela intersecctio das duas retas
tragadas a partir da construgto de curvas de tensde superficial média vs. concentracdo
de surfactante. A descontinuidade no gréfico da propriedade medida em fungdo da
concentracdo do surfactante corresponde &6 CMC do mesmo. Mysels & Mukerjee (1979)
sugerem que sejc usada a infersecgdio des regides quase lineares acima e abaixo do
ponto de quebra como valor da CMC, particularmente nos cases em que o conjunto dos
pontos graficados de propriedade fisica comira concentragtio de surfactante ¢ ndo-
linear. Os valores de CMC dependem das condi¢Bes experimentais como femperature e
forca ionica.

Nestes experimentos (feitos em duplicata), variamos a concentracto de Nall e

a temperatura.

3.2.4 Medidas de Pureza e Composigio Quimica por Ressondincia Magnética
Nuciear (‘H-RMN)

Essa técnica foi empregada para caracterizar a estrutura quimica das amostras
dos surfactantes utilizados (Tween 20, 40, 80 e Triton X100), particularmente quanto a
composictic da porgdo hidrofébica {cauda) dos mesmos.

A ressondncia magnética nuciear (RMN) € fundamentada no fato de que os
niicleos de muitos dtomos t€m associades @ si um momento magnético e quando
submetidos a um campo magnético externo, assumem uma orientacdo de acordo com o
campo aplicado. Pela aplicacio de um puiso oscilante na faixa de radiofregiiéncia, pode-
se excitar esses ndcieos e detectar transicdes entre os niveis de energia
(correspondentes a re-orientagdes dos spins nucleares), pela absorcdo da radiacdo.
Essas mudangas de energia {absorgéio) sdo detectadas, digitalizadas e armazenadas por
um espectrometro de RMN. O resultado € um espectro, em que os picos de absorgdo
correspondentes aos diferentes micleos sfio decompostos e mostrades num gréfice de

fregiiéncia (Hz) (6reff & Flangan, 1963: Derome, 1987).
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O valor do campe magnético observado por um nicleo depende da estrutura
eletrénica ac redor do mesmo; desta forma o niicleo analisado, por exemplo ¢ hidrogénic
(‘H) absorve energia em diferentes fregiiéncias quande em diferentes ambientes
quimicos. Em um dado composto, cada dtomeo de hidrogénio que estiver em um meio
eletrénico diferente dos demais produzird um pico no espectro de ressondncia
magnética nuclear. A frequéncia dos pices no espectro € comparada com a de um padrde
externe como o TMS {Tetrametilsilane), ajustado em 00 ppm™ {padrdc). A diferenga
entre cada pico € o padriic TMS é definida como deslocamento quimico (Derome, 1987).

Medidas quantitativas podem ser feitas comparativamente medindo-se @
intensidade dos sinais ou drea de cada pico. Esse fato permite o uso do RMN em
aplicacdes quantitativas, sem necessitar o uso de padrdes pures ¢ curvas de calibracdo
{Derome, 1987).

Os experimenfos de 'H-RMN foram conduzides no especirdmetro Bruker
DRXB00, operando em um campo de 9,24 Tesla, pertencente ao Instituto de
Quimica/USP.

Para esses ensaios, amostras de surfactantes {Tween 20, 40, 80 e Triton X100)
foram preparadas em D,0 {(dgua deuterada) no mesme dia do ensaio. As concentragdes
dos surfactantes utilizadas foram de 50 mM. Para cada espetro obtido, os picos foram
atribuides aos grupamentos quimicos e & quantidade de hidrogénios/pico calculada,

permitindo guantificar as diferencas nas composicdes das cadeias acila dos Tween 20,

40 e 80.

* ppm = partes por mithdo. Escdle de espectro de RMN cbtida pela razdio enfre a frequéncia do pice
de ressontncia e ¢ Trequéncia do espectrBmetro de RMN, em Hertz {Derome, 1987).
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3.2.5 Prepere da Suspensde de Eritrécites

0O sangue humanc com anticoagulante (27 mM citrato sédico, 72 mM cloreto
sédico, 114 m# glicose e 2.6 mM dcido citrico) foi centrifugade por B min. o 700xg. O
plasma, células brancas e gorduras, foram removides por aspiraglio. As céiulas vermelhas
foram ressuspensas em PBS 5 mM (Nak PO, 2mM, NaHPO: 3 mM e Nall 154 mM), pH
7.4, tampiio de osmoloridade e pH fisioldgico, sendo novamente centrifugadas nas
mesmas condicdes. Apds trés repetiges consecutivas desse processe obteve-se o
concentrado de hemdceas que foi mantido sob refrigeracde (4 °C). Esta “papa” de
hemdceas, com concentracdo de 100% (H+100%) foi diluide para hematrécritos

diferentes com ¢ mesmo tampdo, de acordo com o objetivo do experimente {(entre D ¢

20%).

326 Testes Hemoliticos

3.2.6.1 Em Meio Isotdnico, medidos pela Liberagdo de Hemogiobina

A determinagdo da resisténcia & hemdlise foi acompanhada pela incubagdo das
suspensdes de eritrdcitos em solucfo isotdnica (PBS) com diferentes concentracdes dos
surfactantes {Tween 20, 40, 80 e Triton Xi00). Apds incubagto de 15 min. a 37°C as
amostras foram centrifugadas per 5 min. o 1500xg ¢ a concentragde de hemogiobina no
sobrenadante foi determinadc espectrofotometricamente a 540 nm. Nesse
comprimento de onda o coeficiente de extingtio molar da oxi-Hb € de 55.200 (Riggs,
1981). Foram realizadas medidas em triplicatas para cada concentragdo de surfactante
e também para os sequintes controles: C;= eritrdcitos em PBS (confrole de hemdlise
mecdnica) e £>= eritrdcitos em dgua destilada {controle de hemdlise total).

O efeito hemolitico (% de Hemélise) pode ser acompanhado medindo-se a

concentracdo de hemoglobina no sobrenadante de acordo com a férmula:

A a - A <
% Hemblise = 'ox 100 (3)

AcE - Aci
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onde A, Aq € A SG0 respectivamente as absorbincias da amostra, dos controles €,
e C; em B40 nm.
Estes experimentos foram realizados em riplicatae com diferentes Ht (8, 10, 1B

g 20%) com o objetivo de determinar as concentracdes para inicio () e hemdlise total

(=,

3.2.6.2 Em Meioc Isotdnico, pela medida de Liberaciie de Potdssio (K)

Intracelular

A saida de potdssio (K') foi medida potenciometricamente através de um
eletrode especifice para esse ion, conforme descrito por Katsu et o/ (1989). O ensaio
foi redlizado como descrito anteriormente (item 3.2.6.1). Medidas potenciométricas da
conceniracdo de potdssio foram realizadas em triplicata para cada concentraciio de
surfactantes nas aliquotas dos sobrenadante e para os controles €, e C,, como descrito
anteriormente.

A partir de solucdes de KCl {(entre 10° ¢ 10° M) & medidas potenciométricas
{mV) construimos uma curva-padréio para determinar a concentraciio de K iiberado
nos ensaios hemoliticos.

O elefrodo mostrou-se sensivel na faixa de 0 a 100 uM de K. Desta forma,
fizemos diluicoes apropriadas nos sobrenadantes dos ensaios hemoliticos a fim de
detectar a [K'] liberada no meio extracelular, dentro da faixa de sensibilidade do

eietrodo.

O efeito hemolitico em condigBes isoténicas foi expresso em % de hemdlise,

como descrito na equagdo 3.

3.2.6.3 Testes Hemoliticos em Meio Hipotdnico (Protecdo)
A determinagdc da protecio & hemdlise foi acompanhada pela liberacdc da
hemoglobina, apds a incubacdo das suspensdes de eritrécitos em solucdio hipoténica

com diferentes concentragdes dos surfactantes (Tween 20, 40, 80 e Triton X100),
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durante 15 min. a 37°C. A solugtio hipotonica foi preparada diluindo-se PBS em H.O
{aproximadamente 11, viv) fal que a concentragdo final de NaCl (~77 mM) causasse
uma lise igual a B0% da Yotal (Abs Ci= 1/2 Abs (). Apds @ incubagtio, as amostras
foram centrifugadas o 1500xg por 5 min. e a concentragio de hemoglobina no
sobrenadante foi determinada espectrofotometricomente o 415 nim pela liberactio da
Hib. Messe comprimento de onda a absertividade molar da oxi-Hb € de B00.000
{Antonini & Brunori, 1975). Foram realizadas variss medidas {em triplicata) para cada
concentraciio de surfactante e para os controles: Ci= eritrécitos em PBS:dgua
{controle de D0% de hemdlise), Co= eritrécitos em dgua destilada {controle de
hemdélise total) e (3= eritrécitos em PBS (controle do estabilidade dos eritrécitos).

O céleulo para determinacdo da hemdlise relativa (H.R.) foi feito de acordo com

2 eguagdo 4.

- AC 1 @)

Onde Agmosia € Act 530 a3 absorbancias da amostra ¢ do controle 1 (PBS:idgua).

Valores de H. R. menores que 1 indicam protecdo e H. R. maiores que 1 evidenciam

hemaolise.

3.2.6.4 Consideragdes Experimentais sobre os Ensaios Hemoliticos

Muitas dificuldades experimentais foram encontradas /) na determinacdo da
concentracdo salina adequada & fragilizacdo das hemdcias  (item 3.2.6.3), /) na
escolha do tipo e concentragdo de hemdcias para os ensaios hemoliticos e i#) na
adequagto da metodologia experimental, j@ que o liberacdo de Hb ndo é sempre
adequada como pardmetre de hemdlise pois em altes concentracdes de Tween 80, a Hb

se oxida e sua absorgdo dptica € afetada (como descrito no item 3.2.8).
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Em relacio & concentracdo de hemdceas nos ensaios hemolitices, € preciso
esclarecer que a tentativa de explicar (e correlacionar) resultados de RPE obtidos
anteriormente em nosso laboratdrio (Ramos, 1991) sobre o efeito do Tween 80 em
eritrécitos, levou-nos a usar hematderitos muito altos (entre 5 a 20%), pois 56 nessa
gita concentragto de hemdcias foi possivel incorporar marcadores de spin em
concentracdo suficiente para registro dos espectros de RPE. Com isso fivemos gue
optar pelo use de sangue humanc pois os volumes usados nos ensaios exigiriam o
sacrificio de um grande nimereo de ratos/experimento.

Note-se que ensaios hemoliticos podem ser feitos com Ht de 0,15%, medindo-
se diretamente ¢ concentracdo de Hb ou K liberados, sem necessidade de diluigde. No
caso da medida espectroforoméivica de Hb, o pico da banda do Soret (415 nm) € o
mais adeguado para o trabalho em solugdes de hematécritos tdo baixos, pois o
coeficiente de absortividade molar da Hb nesse comprimento de onda € quase 10
vezes maior que em 540 nm. Em nossas condigbes experimentais tivemos a opgdo de
determinar a concentracéo de Hb em ambos os comprimentos de onda, € sempre apds

diluigto apropriada do sobrenadante.

3.2.7 Purificagdo ¢ Determinagdo da Concentragdo da Hemoglobina em
Solucdo

No prepare de hemoglobina purificade, es suspensSes de hemdcias foram
lavadas 3 vezes em soluglio salina (154 mM de NaCl e cenirifugadas a 700xg, durante
5 minutos), hemolisadas com agua destilada (1:1, viv) e centrifugadas (1500xg, 5 min),
descartando-se o precipitado. O “hemolisade total” assim obtido foi submetido & uma
cromatografia de coluna, de filtragtio molecular {Sephadex 6-25), contra tampdo Bis-
Tris 0,02M, pH 8,0. Nesse procedimento a Hb € separada de outras proteinas e de
compostos de baixa massea molecular, pois fosfatos orgdnicos come o 2,3

bifosfoglicerate ficam retidos no gel (Berman ef a/, 1977). Em seguida, a solugdc de
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Hb foi diclisada "overnight” contra Yampdo Bis-Tris 0,02 M, pH 7 4 para resquilibrar ¢
pH fisiologico.

A concentracde das selucBes de  hemoglobine foi determincda

espectrofotometricamente, pela absergdo em 415 nm.

3.2.8 Oxidagto da Hemoglobina

A oxi~Hb bem como o mete-Hb tem especiros épticos caracteristicos que
podem ser usados para suc determinacdo quantitativa. Neste experimento,
concentracoes fixas de Hb purificade, forom incubadas com concentracdes
crescentes de surfactantes (Tween 20, 40, 80 e Triton X100) nas mesmas condictes
dos enscios hemoliticos, utilizando como conirele Hb tratade com concertragdes

crescentes de KaFellN)s. A quantificactio de oxi-Hb foi feita pela absorctic em 541 ¢
577 nm e da meta-Hb em 630 nim. {Winterbourn, 1990).

Oxi-Hb

it

66.As;y - 80.Acxp (5)

Met-Hb 279 Agzo -~ 3.0 Asr



4 RESULTADOS e DISCUSSAQ

4 31 Carocterizacie dos Surfactantes

4. 1.1 Andlise Espectral dos Surfactantes (200-700nm)

Nenhum dos surfactantes utilizados (Tween 20, 40, BO e Triton X100}
apresentaram absor¢do de luz no faixa de onda do UV-visivel {200-700 nm). Assim,
podemos conciuir que os mesmos nde interferiram na andlise dos espectros da Hb

{estudos de hemdlise e oxidagdo), visto que a mesma possui trés picos bem definidos na

regidio do visivel, acima de 400 nm.

4 1.2 Testes de Autoxidacto nos Estoques de Surfactantes

A concentragdo de hidroperéxide medida por Lodometria fornece um indice do
processe de autoxidagdo dos surfactantes que poderia ocorrer por agdo da luz, pH e
temperatura de acordo com Donbrow & col. (1978).

Segundo a metodologia utilizada (item 3.2.2}, nenhuma das amostras estudadas
sofreu autoxidacdio nas condicdes de estocagem (temperatura ambiente e auséneia de
juz) durante ¢ tempo de redlizagio dos experimentos, j& que em todos os
experimentos realizados ¢ vaior de absorbéncia medido foi inferior a 0,01. Caso as
amostras tivessem sofride oxidacdo a formagdo de perdxide nas mesmas seria

inferior o 0,005g/litro, e ndo seria suficiente para interferir nos experimentos

hemoliticos.

4 1.3 Determinagdo da CMC por Tensde Superficial

QO objetivo de se determinar a CMC dos surfactantes foi avdliar se as
condicdes experimentais de ensaio hemolitico (temperatura e concentragdc de NaCl),
causariam uma variacdio significativa no valor dessa propriedade dos surfactantes

usados, em relacdo aos valores de literatura obtides a 25°C {(Helenius ef o/, 1979).
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A figura 8 mostra as curvas de tensdo superficial usadas pare o determinagdo

da CMC do Tween 80, em diferentes tempercturas {25 ¢ 37°C) e concentracdes

idnicas (0 ¢ 154 mM de NaCl). O método utilizeds (item 3.2.3) foi o de placas de

Wilhelmy, onde uma pequena placa ¢ suspensa do bragoe de uma balanga e mergulhada

na solucdo, medindo-se a tenslio superficial pela forga contrdric ao levantamento da

placa (Anexo 1}.
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Figura 8 - Curvas de Tensdo Superficial do surfactante Tween 80 e determinagdo da

CHC em diferentes temperaturas e concentragdes idnicas {A) NaCl 154 mM,25°C, (B)

MNaCl 154 mi,37°C, (€) H0,25°C, (D) H0,37°C.



Comparando-se as curvas de tensfo superficial nas diferentes condicBes
{Figura 8}, ndo observames variaclo significativa nos valores de CMC, indicando que a
temperatura e a quantidade de fons ndo influenciaram nas medidas.

Os resultados obtidos através das medides ¢ a similaridade com os dados de
literatura (Helenius ef al, 1979), mostrados na tabela 1T, indicam que o método
utilizado na determinacto da CMC foi bastante precise.

Kanungo et al, {1984}, observou que o CMC do CTAB, um surfactante catidnico,
aumenta gradualmente com a adic@o de glicose e sacarose. Acharya e col. (1999),
estudando o efeifo de carboidratos (glicose, sacarose, maltose e galactose) na
micelizacdo de vdrios compostos observaram que as CMCs dos surfactantes ndo-
ionicos Tween 20, 40, 60, B0 e Triton XI00 diminuem na presenca desses acicares
norém o diminuicdo € menor que a observada com detergentes iGnicos.

Na presenca de carboidratos a interacio dgua-dgua € substituida por dgua-
aclicar e, como consegiiencia dessa substituicto, € favorecida a formacdo de micelas
(Acharya et af., 1999).

A tabela TI mostra os valores de CMC obtidos nas diferentes condigdes.

{valores médios de dois experimentos) com os demais surfactantes da série.

Tabela II - Valores de CMC, medidos por Tenstio Superficial. Dados referentes
aos graficos da Figura 8.

5789 uM 58,21 uM
56,73 uM 59,54 uM
28,563 uM 26,92 uM
25,51 uM 27 .86 M
9,35 uM 9,23 uM
9,87 uM 8,92 uM
0,25 mM 0,27 mM
0,27 mM 0,24 mM

L
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Apesar de mostrormos graficamente somente as medidas com o Tween 8O, os
valores de CMC obtidos para os demais surfactantes (Tween 20, 40 e Triton X100)
estéo de acordo com o3 de literatura (Tabele T}, indicando que a variagdo de MNell e
temperatura ndo influenciaram na mudanca dessa propriedade (CMC) dos surfectantes

{Helenius e# o, 1979).

4.1 4 Ressondncia Magnética Nuclear
As figuras 9, 10, 11 e 12 mostram medidas de 'H-RMN de hidrogénics, que
possibilitaram confirmer o temanho da cadeia hidrocarbdnica (cauda) dos

surfactantes utilizados (Tween 20, 40 | 80 e Triton X100}
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Figura § - Espectre de 'H-RMN (500 MHz) do surfactante Tween 20 em DO,

com as devidas atribuigdes dos picos da molécula.



Para cada um dos espectros obtides, foi feite a integragiio da drea dos picos,
que permitiu saber o niimero de 'H/pico.

A andlise de 'H-RMN dos surfactantes de série Tween objetivou comprover o
+amanho de caude acila, jé que o5 mesmos possuem 4 cadeias polares de (CHCHOMH
cujos picos na regidio de 3,7 a 4.2 ppm ndo sdo distinguiveis, mesmo em alta resolucde
{500 MHz).

A figura 9 mostro que ¢ drea do pico a (correspondente a metila terminal da
porgidio hidrofébica do Tween 20), corresponde a absorcdio de 3 'H e, portanto a drea
do pico b corresponde a 16 'H e as dos picos ¢ e d a 2 'H, tal que o Tween 20 tem
cauda composte de 12 carbonos, correspondentes aos 'H dos picos g, b, ¢, d, dlém da

carbonila {COU). A integracto dos pices revela que o écido ldurico € a cadeia acile do

surfactante e também indica a pureza do mesmo.
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Figura 10 - Espectro de L.RMN (500 MHz) do surfactonte Tween 40 em DO,

com as devidas atribuicdes dos picos da molécula.

A figura 10 mosira que o Tween 40 tem cauda composta de 16 carbones,
correspondentes aos H dos picos a, b, ¢, d, além da carbonila (COO).

A andlise da integraglio dos picos da cauda da figura indica pureza do Tween 40

e que o dcilo paimitico € a cadeia acila do mesmo.
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Figura 11 - Espectro de 1H-RMN (500 MHz) do surfactante Tween 80 em D20,

com as devidas atribuicSes dos picos da molécula.

A andlise da integracdio dos pices da cauda da figura 11 (Tween 80) indica que ©

surfactante possui 18 carbonos (a+b+c+d+e £), com uma insaturagdo (pico f) e que

o deido oléico constitui a cadeia acila do Tween 80.
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Figura 12 - Espectro de 'H-RMN (500 MHz) do surfactante Triton X100 em

D,O, com as devidas atribuigdes dos picos da molécula.

A atribuictio de picos da figura 12, confere com a estrutura do surfactante
{Triton X-100). Neste caso foi possivel atribuir todes os picos e ha, de fato (9 a 10)
residuos de polioxietileno na cabega polar do Triton X100 (pico d + 2 laterais = 34 + 2
+ 2 hidrogénios ; 38/4 = 9.5 residuos de CH-CHz-0O )

Para todes os surfactantes utilizados o niimero de 'H (RMN) esperado estd de
acordo com a estrutura quimica de cada composte, visto que levamos em consideracdo

e avaliamos somente a cauda (porgdo hidrofdbica) dos mesmos.
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4.2 Interagbes dos Surfactantes com Membranas Biolégicas
4 2 1 Teste de Integridade Celular

A figura 13 mostra o grau de integridade dos erifricites com a passar dos dias,
Esse teste foi feite pare podronizagdo dos ensaios hemolitices. Procurames
determinar a viabilidade das células, visto que toda a parte experimental foi feita com
material obtido de bolsas de sangue fornecidas pele Hemocentro da Unicamp. Os
ensaios foram feitos nos mesmas condicdes dos testes hemoliticos {descritas no item

3.2.6.1) e 0 hematéerito (HY) utilizado nesses ensaios foi de 5%.
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Figura 13 - Teste de integridade celuiar de eritrécitos em condiglo isotnica
(tampdic PBS 5 mM, pH 7.4). incubados a 37°C por 15 min. em funclo do tempe

{dias) de estocagem.

Através desse teste padronizamos por quanfo tempo poderiamos utilizar os
eritrécitos, estocados a 5°C em bolsas comerciais, isto €, em condi¢Ses assépticas e
contendo nutrientes para a sobrevivéncia das céiulas . Vé-se que a hemdlise mecdnice
comeca a aumentar significativamente a partir do 16° dia. Apesar da porcentagem de
hemélise ainda ser peguena {cerca 0,35%), pedronizamos como tempo méximo de

utilizaclio das bolsas 10 dias 4 partir da coleta.
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4 2.2 Teste de Resisténcia a Hemélise

A figura 14, mosira a curva de resisténcia hemolitica de eritrécitos em
solucdio de MNall nas concenfragdes molares de O {(em H0) aoté 154 mM
(correspondente d concentragiio fisiolégica 0,9%). A partir desta curva escolhemos a

concentracio de NaCl que causave 50% de hemdlise. O Ht utilizado foi de 5%.
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Figura 14 - Efeito hemclitico em gradiente de NaCl (0-154 mM) em eritrécitos
humanos (Ht 5%), incubados a 37°C por 15 minutes.

A concentragdo de Nall que causa 50% de hemdlise € de aproximadamente 78
mM. A % de hemdlise ¢ calculada a partir da quantidade de hemoglobina liberada da
célula em relacdio dquela liberada quando as hemdcias sdo ressuspensas em dgua, de

acordo com a equacgdo 3 (item 3.2.6.1}.
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4 7 3 Testes Hemolfticos em CondigSes Isotnicas (liberagdo de Hb)

As figuras 15, 16, 17 e 18, mostram o efeito dos surfactantes (Tween 20, 40,
80 e Triton X100, respectivamente) em eritrécitos, em condigfies de osmolaridade 2
oH fisioldgicos (PBS e pH 74). Nestes ensaios variamos ainda a concentraglo de

eritrécitos (H1-5, 10, 15 e 20%) e detectamos a concentraglo de surfactante para

infcio (C*) e 100% de hemélise (C*).
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Figura 15 - Efeifo da concentraglo de Tween 20 sobre eritrécitos integros (Mt
5 10, 15 e 20%), incubados em solugde isotdnica (PBS, pH 7,4) a 37°C.
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Figura 17 - Efeito da conceniragdc de Tween 80 sobre eritrécitos integros (Ht
5, 10, 15 e 20%), incubados em solugdo isotdnica (PBS, pH 7.4) a 37°C.
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Figura 18 - Efeito da concenfraglo de Triton X100 sobre eritrécitos integros (Ht
5 10, 15 e 20%), incubados em solug8o isotdnica (PBS, pH 7.4) a 37°C.

Na andlise do perfil hemolitico das figuras 15, 16, 17 e 18, observamos que para
todos os surfactantes estudados o efeito hemolitico em condigdes isotdnicas
apresentou um comporfamento sigmoidal caracteristico. Em baixas concentracdes,
observou-se gue a membrana eritrocitdria é capaz de absorver uma certa quantidade
de surfactantes sem que a lise ocorra, gue corresponde ao primeiro platd da curva. A
partir de determinada concentracdo (C*™) a membrana se satura e a lise comeca
ocorrer. O segundo platd (C*") acontece quande a membrana esté compietamente
desestruturada, ou seja, quando ocorre a lise total. Ao considerarmos C*™ e ¢ come
a concentracdo para inicio e 100% de hemdlise, respectivamente, estamos nos
apropriando do tratamento de Lichtenberg (1985) para surfactantes. Nesse caso, a
b como molécula “marcadera” seria liberada em soluglio come sinal de saturacdo da
membrana, seguida da sua ruptura. No entantc € preciso ser cauteloso com esse uso
pois hé controvérsias na literatura sobre a relacdo entre liberacdo de Hb {(que

necessita da abertura de grandes poros na membrana) e a solubilizagie da membrana.



Além disso o Hb, come molécula marcadore pode ser afetada de alguma maneira
durante o processo hemolitico, perdendo ou alterando suas propriedades dpticas afé
+ornar-se inadeguada & medida de lise eritrocitéria, como discutiremos a seguir, para
o Tween BO.

Observamos gue o concentragio para soturactio da membrana € menor para o
Triton X100 que parc os demais {Tween 20, 40 e 80}, revelande ser o Triton X100 um
bom agente hemolitico, como mostra também a literatura {Goni ef al, 1986; Bielawski
et of, 1995).

Dentro da série Tween a poténcia litica € maior pora o Tween 20 > 405> 80, 0
que também estd de acordo com trabalhos de literatura, que mostram o uso do Tween
20 como solubilizante de membrana, e ndo de seus andlogos, mais hidrofébicos (40, 60
e B0) (Wong et af,, 1987, Nampoothiri & Pandey, 1998; Che ef af, 2000}

Os valores de C* teriam o mesmo perfil detectado para a saturaclio ndo fosse
um fendmeno adicional registrado na figura 17, em que o Tween B0 ndo parece ser
capaz de induzir hemdlise total. Para interpretar esse fenmeno procuramos no
literatura especializada trabalhos sobre o efeito de outfros surfactantes ndo-ignicos
na lise de membranas e vimos que hd varios surfactantes que ndo sdo bons agentes
hemoliticos, como os da série Renex (Galembeck 27 al, 1998}, cujos compostes mais
hidrofilicos (CoB20 € CoEigo) ndio induzem hemdlise alguma.

Esse caso era bem diferente do efeite do Tween 80, que chega a causar
aproximadamente 40% de hemélise (figura 17). Na verdade observamos que em altas
concentragdes do Tween 80 a Hb liberada tinha coloracdo diferente (mais escura) e,
nas concentracoes acima de 100 mM de surfactante havia co-sedimentacdo da Hb,
indicando desnaturacdc protéica. O Tween 80 causa oxidagdo da Hb (em
concentracoes extremamente altas) come discutiremos no item 4.3. Dessa forma ndo

pudemeos fazer para o Tween 80 andlise quantitativa da concentragdc de surfactante

para 100% de hemdlise (),
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A tabela IIT mostra os valores de ' e £ retirades das curvas hemoliticas.
Os valores de R refletem a raztio molar total surfactante:lipidio, para saturagdio (R*)
e solubilizactic (R™) da membrana, respectivamente. Esses valores puderam ser
calculados porgue determinamos &% e % das curves hemoliticas e conheciamos a
concentracdo lipidica correspondente a cada Ht utilizado (Malheiros ef af, 1998),

Os valores de £ mostram gue em condicfies isotonicas, o Triton X100 tem
efeito litico na faixa de sua CMC (ver tabela I), enquanto que para os demais
surfactantes (Tween 20, 40 ¢ 80) esse efeito ocorre acima de suas respectivas CMCs
(tabela I). Nosses resultados estéio de acordo com os valores de liferaturae (Bielawski
et ol 1995) e mostram gue o Tween 20 € o mais litico da série, seguido pelo Tween 40
e Tween BO. Jé o Triton X100 tem efeito litico muito mais evidente, justificando sua

ampla utilizagdo como agente de solubilizactio de membranas.

Tabela III - Pardmetros Quantitatives do Efeito Hemolitico deos Surfactantes,
Medidos por Liberagde de Hb. Condigdes Experimentais como nas Figura 15 a 18.

nd = ndo determinado devido a oxidacdo da Hb
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Outre fato curioso dentre dao série Tween € que os homdlogos mais
hidrofébicos s@o ¢s menos potentes parc a lise, enquanto esperava-se ¢ contrdrio, jé
que a lise depende da concentragtio de surfactante que particiona na membrana, E o
case de comparar o efeito do Triton X100 (mais hidrofébicoe) com os Tweens {de maior
HLB).

Encontramos uma grande dispersdo de dados. No caso do Triton X100 vé-se
que o efeito litico € proporcional & concentraglo do surfactante (C°7) até que se
atinja o valor de CMC (2,5x107* M - Tabels I), indicando que, a partir dai o inicio de
hemélise acontece junto com o formacdc de micelas de Triton X100. Os valores de £~
mostram que uma guantidade adicional de Triton X100 entra ne membrana para que
ocorra solubilizacdo completa em concentracio de 4,9x107 M.

Para os Tweens a hemdlise scorre em concentracdes bem acima da CMC {12 o
5,9x10° M) e ndo hd como explicar a dispersdo de dados a ndio ser pelas condicBes ndo
ideais das preparagdes: a) suspensdes de eritrécitos de Ht alto, de grande viscosidade
¢ b) necessidade de altas concentragdes de Tween - de baixo poder hemolitico -
aumentando a viscosidade da amostra e afastando-a de uma solugdo verdadeira.

Lichtenberg (1985) descreveu ainda dois outros pardmetros tirados
indiretomente das curvas hemoliticas Re*™ e Re*™ relatives a razdio molar efetiva
surfactante/lipidio para saturagdo e solubilizagde, respectivamente.

A equacdo 5 mostra o tratamento proposto por Lichtenberg para o cdlculo de

Du
Diz Re[L+1/ K(R + 1)] ®)

Segundo esse autor graficando-se a concentragdc de surfactante (D) para o
inicio {C**") ou 100% de hemélise {C**') versus a concentragiio lipidica da membrana (L),
obtem-se retas cujo intercepto no eixe das ordenadas corresponde ¢ concentracdo

maxima de surfactante em dgua, Dw, que € o CMC do surfactante. A figura 19, mostra
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o tratamento para o cdiculo de Dy dos surfactantes (Tween 20, 40, 80 e Triton X100,
Os valores sio referentes & tabela III e, depois de plotedos, a inclinag@o da reta
fspnece o valor de Re, g o intercepte de Y o valor de D, que corresponde a CMC do

surfactante {Lichtenberg, 1985; Partearroyo ef al, 1992: Malheiros e o/, 1998).
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Figura 19 - Variagdo da concenfragic de surfactante pare saturagdo {C*) e

solubilizagdio da membrana eritrocitdria {C*y em fungdo da concentragdio lipidica
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lise, divergindo do gue occorre com outros surfactantes e do que € preconizado pelo
modelo proposto por Lichtenberg.

Acredito-se que a troca entre micele ¢ bicamado seja responsdvel pela
hemdlise & medida que os lipidios do membrana sGo retirades da bicamada, e levadas
para as micelas. Desta forma € comum encontrar o efeito litico de surfactantes na
faixa de sua CMC (como observade aqui para o Triton X100). Exemplos na literatura
incluem o prépric Triton X100 {(Partearroye ef af, 1992) e o fenofiazinico
triflucperazina (Malheiros ef a/, 1998).

Quando a hemolise ndo estd asseciada a agregeciio do surfactante, como no
caso do anestésico local dibucaina que provoca hemdlise em concentragdes inferiores a

sua CMC {(Malheiros ef af, 2000), o tratamento de Lichtenberg também no se aplica.
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4 2 4 Testes Hemolfticos em Condigdes IsotOnicas (Liberagdo de Potéssie)
4 2 41 Medidas de Liberagdo de K* de Eritrécitos

As medidas de liberacds de K foram intreduzidas no trabalho como um método
alternative para avaliar o dano causade & membrana pela agdo dos surfactantes, em
substituicdo ao método que avalia ¢ mesmo efeito através da liberacde de Hb. Tal
método foi extremamente iifil, pois como pudemos observar na figura 17 a solubilizacdo
(100% de hemdlise de eritrécito) peio Tween 80 ndo pode ser observada por
interferéncia no marcador (Hb), fate que serd discutide no item {(4.3). Os gréficos
abaixo (figura 20} mostram a curva de calibracdio do eletrodo de K, conforme deserite
nor Katsu ef af (1989). Foram preparadas solucdes conhecidas de K¢ (1x10° & 1x107
A). A curva obtida € mostrada na Figura 20 (A) e uma faixa linear de medida € obtida
entre 10 2 100 uM de I, como mestra a figura 20 (B).

A partir dessa curva padrdo de KCI, pudemos caleular a concentragdo de K
liberado nos ensaios hemoliticos, come descrite anteriormente para os ensaios em

condigdes isotdnicas (3.2.6.1).
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Figura 20 - Determinacdo potenciométrica de fon K' através de eletrode

especifico. Curva padrdo, preparada com concentragbes crescentes de KCl em

H.O (A) 10 a 100C uM e (B) expansto da faixa linear da curva {10 a 100 uM).
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4.2 42 Medidas de Liberagiio de K de Eritrécitos

As figuras 21, 22, 23 e 24 mostram o efeito dos surfactantes {Tween 20, 40, 80
e Triton X100) em eritrécitos integros em condigdes de esmolaridade e pH fisioldgicos
(PBS e pH 7 ,4), através da liberaciio de K.

A curva padrdo de KCI (Figura 20), auxiliou na andlise da concentraciio de K
liberado entre O e 100% de hemdlise. As medidas foram feitas a partir de aliguotas
dos sobrenadoentes dos ensaios de hemdlise isoténica como mostrade no item 4.2.3, no
Ht 10%, e @ saida de K' foi medida através de um eletrodo especifico para esse fon em
solugdes diluidas. O sobrenadante foi diluido de modo que @ concentracio de K
liberado estivesse dentro da faixa linear da curva padréio (figura 20/B). Apés essa

andlise a % de hemdlise foi caleulada conforme a equactio 3, usando-se os controles C;

(0% de hemdlise) e C; (100%),
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Figura 21 - Efeito hemolitico do Tween 20 sobre eritrécitos integros incubados

em solugdo isotSnica (PBS e pH 7,4) a 37°C, medidos pela liberagtio de K.
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Figura 22 - Efeite hemolitico do Tween 40 sobre eritrécites integros incubades
em soluctio isotonica (PBS e pH 7,4) a 37°C, medidos pela liberagdio de K~.
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Figura 23 - Efeito hemolitico do Tween 80 sobre eritrécitos integros incubados

em solucdic isotdnica (PBS e pH 7,4) a 37°C, medidos pela liberagéo de K",
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Figura 24 - Efeito hemolitico do Triton X100 sobre eritrécitos integros incubades

em solucfic isotbnica (PBS e pH 7,4) a 37°C, medides pela liberactic de K*.

A Tabela IV resume os dados dos valores de C', € R e R* para os
surfactantes estudados.

Através da andlise dos grdfices das figuras 21, 22, 23 e 24 e com o auxilio da
tabela IV, concluimos que a saida de K ocorre em concentracdes menores de
surfactante quando comparada com a saida de Hb. Os perfis des curvas de Hb ¢ K
mostram outra diferenga importante: enquanto as curvas de liberagdo de Hb tém
aspecto sigmoidal caracterizando protecdc & hemélise (primeiro platd), as de liberaggo
de K ndo apresentam, sugerindo que pequenas concentracbes de surfactantes sdo
suficientes para que o inicio da saida desse ion ocorra.

Teém-se sugerido que a interacdo de muitas moléculas com a membrana
eritrocitdria resulta na formagdo de poros na mesma. Dessa forma, 0s poros podem
levar essas células a hemélise pele mecanismo coléido-osmético, que também permite o
equilibrio dos solutos, porém, retém a hemoglobina. A transferéncia de solutos faz

com que as células inchem e, como consegiiéncic desse inchamento, ocorre o



rompimento dessas membranas. Esse mecanismo ¢ evidenciado pela saids de K
intracelular, precedendo assim e saida da hemoglobina.

Talvez a saida de K ocorra quande mondmercs estéo sendo incorporados @
membrana (fase protetora, anterior & saturactio) o que ndo ccontece com a Hb, que
precise encontrar regides de ruptura de considerdveis dimensdes na membrana para
sair do citossol. Por outro lado essa seria uma varntagem do experimento hemelitico
medido pela liberaglio de Hb, pois ela fica refida no interior da célula o suficiente para
registrar a incorporagdo de monémeros na membrana (particdo), o que o K’ ndo € capaz
de registrar. Relatamos ainda que nde € apropriado falar de C* para as medidas de
saida de K, pois esse par@imetro € usado apenas pora a Hb. Outre pardmetro por nés
utilizade € £, que corresponde a concentracdio de surfactante onde o jon K comega a
ser liberado do meio intracelular, portante ¢ inicio da liberaclo de K" ndo pode ser
confundide com C* que refere-se g liberacdo de Hb.

Através da medida de liberacdio de K’ foi possivel medir os valores de £*' para

o Tween 80.

Tabela IV - Pardmetros Quantitativos do Efeito Hemolitico dos Surfoctantes,

medidos por liberagtic de K'. Condices experimentais como nas Figuras 21 a 24.

Chi & Wu (1991), estudando ¢ mecanismo de hemdlise induzidoe por etanol,

observaram que a liberagdio de K ocorre imediatamente apds a interagto desse com a
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membrana, enquantc a saida de hemoglobina ocorre 10 min apéds, justificade pela
diferenca de tamanho enfre eles. O tempo para deteccdo do efeito hemolitico
aumenta significativamente com a diminuigdo do concentragio de etanol.

Os nossos estudos hemoliticos andlisades através da liberaclo do K
intracelular, permitiram concluir que esse método pode ser utilizado como ume
alternativa nos ensaios hemoliticos onde ¢ hemoglobina ndo pode ser usada come sonda
para essa andlise.

Quando comparamos os valores de R™ e R™ dos ensaios hemoliticos pela saida
de Hb e K (tabela V), fica evidente que o saida de K antecede a de hemoglobing, ou

seja, em conceniragbes menores de surfactantes jd € possivel detectar a solubilizacde

da membrana pela saida do K.

Tabela V - Comparagdc entre os Valores de R e R™ (razdo molar total
surfactante:lipidio) obtidos dos Ensaios Hemoliticos pela Liberagdo

hemoglobina e K* .

nd = ndc determinado

A coeficiente de correlagdo entre os valores obtidos pelas duas metodologias €
0,858 = 0,998, respectivamente para os valores de R* e R™. Nos cdlculos de R* os

dados de Tween 80 ndo foram computados.
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Os estudos hemoliticos através da liberaclio de fon K¥ ou de liberagdo de Hb
nos permitiram confirmar que o surfactante Triton XI00 possui maior efeite
hemolitico, seguido do Tween 20, 40 ¢ BO. U efeito hemolitico dentro da série Tween

é caracteristico, peis diminui com o aumento da hidrofobicidade da molécula

4 2.5 Testes Hemoliticos em CondigSes Hipotdnicas

As figures 25, 26, 27 ¢ ZB mostram o efeito dos surfactantes {Tween 20, 40,
80 e Triton X10C) sobre diferentes concentracdes de eritrécitos fragilizados (H1-5,
10, 18 ¢ 20%). A medida de profegdo foi feita por liberacde de hemoglebina, medida

espectrofotometricamente em solugdo hipotdnica de PBS (NaCl 78 mM e pH 7.4).
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Figura 25 - Efeito da concentragde de Tween 20 sobre eritrécitos fragilizados
em solugo hipotdnica de PBS (NaCl 78 mM e pH 7.4), incubados por {5 min. a
37°C.
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Figura 26 - Efeito da concentragdo de Tween 40 sobre eritrocitos fragilizados
em solucdic hipotonica de PBS (NaCl 78 mM e pH 7.4), incubades por 15 min. o
37°C.
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Figura 27 - Efeito da concentragdic de Tween B0 sobre eritrdcites fragilizados
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37°C.
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Figure 28 - Efeito da concentracdie de Triton X100 sobre eritrécitos frogilizades
em solucdio hipotdnica de PBS (Nall 78 mM e pH 7.4), incubades por 15 min. o
37°C.

Podemos observar que todos os surfactantes estudados exercem efeito
orotetor em concentragdes inferiores as de ¢ ¢ C*' (medidas de liberacdo de Hb -
Tabela III) . A medida que a concentragdo de surfactante aumenta, observamos uma
potencializagdo do efeito hemolitico. Enquanto o Triton X100 protege os eritrécitos
em concentragdes préximas a sua CMC, os Tweens estendem a protecde por uma faixa
ampla de concentragdo - acima das CMCs. A amplitude da faixa de protegdo €
proporcional ao aumento da cadeia hidrofdbica dos Tweens (Tween 80 > Tween 40 >
Tween 20), 0 que sugere que o Tween 20 tem maior efeito protetor, sequido do Tween
40 e Tween BO. Esses dados sd@o melhor visualizados na tabela VI

A protegto confra a lise hiposmética é conseqiiéncia da infercalacdo das
moléculas de surfactantes na bicamada que poderia favorecer a resisténcia mecénica
da mesma {(Seeman ef af, 1966}, ou ainde promover aumento da permeabilidade da
membrana e um rapido fluxo de fons, diminuindo a pressdo osmdtica entre o meio

intraceluler e o tampdo hipoténico (Hagerstrdnd & Isomaa, 1991). A partir dessas

80



curvas de protecdio pudemos determinar a concentracdc de surfactante que causc o
efeito protetor méxime, O™ (Partearroyo et af, 1992; Malheiros ef dl., 1998). Todes
os surfactantes da série Tween (20, 40 e 80) apresentam (7™ acima das suas CMCs
(Tabela I), indicando que & interagde desses surfactantes com a membranc
epitrocitdria acontece guondo os mesmos estdo na forma de micelas. Jé para o Trifon
X100 que apresenta P inferior a sua CMC, a inferagdo com a membrana ocorre na
forma de mondmeros.

A tabela VI mosira valores de ™ e R”™' retirados das figuras 25, 26, 27 ¢
28. O corresponde a concentrag@o de mdxima protecdo e R”™, corresponde a
razfio molar total surfactante:lipidio, para de maxima protecdo.

Observamos que oS valores de R™ para todos os surfactantes sio sempre
inferiores aos valores de R° e R* medidos pele mesma metodologia, evidenciando o
efeito bifdsico dos surfactantes scbre membronos. Segundo Edwards & Almgreen

(1990}, a protestic corresponde a fase 1 da lise, apresentada na figura 6 (item 1.6).

Tabela VI - Efeito Protetor dos Surfactantes (Tween 20, 40, 80 e Triten X100)

sobre Eritrécitos Fragilizades (condicdes hipotdnicas) a 37°C. Valores referentes
as figures 28, 29, 30 e 31,

nd = ndo determinado
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Os ensaios de proteglo & hemdlise nos revelaram informacgdes importantes
sobre a interacdo do surfactante com a membranag, confirmands a fase de froca de
monémeros {incorporagde do surfactante na membrang sem haver lise [fase I da
figura 6).

Embora ¢ lise membranar (fase LI da figura 6) possa ser sequida por outros
métodos o ensaic hemoliitico revela detalhes importantes da resisténcia da membrana

eritrocitéria e da interacdo do surfactante (particde) com os lipidios da mesma.

4.3 Interacdc dos Surfactantes com a Hemoglebina
4 3.1 Padronizagdo dos Ensaios de Oxidagdo

A figura 29, refere-se ao controle do dano oxidative da Hb, onde utilizames
concentracdes crescentes de KsFe{CN)¢. A Concentracdo de Hb (purificada, de acordo

com o item 3.2.7) foi fixada em 20 pM  para fodos os experimentos 2 corresponde ao

contedde celular de uma suspens@o de hemdceas de Ht 0.18%.
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Figura 29 - Espectros de absor¢de (500-700 nm) de Hemoglobina purificada (20
ubh) com concentragdes crescentes de KsFe(CN)e em tampde Tris-HCl 0,1 M, pH
7.4 a 37°C.
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A figura 29 mostra a alteracto espectral da Hb (perda dos picos de 540 e 576
am e aparecimentoc de pico em 630 nm) que acomparha a oxidagdo da Hb por
KsFe(CNYs. Na concentractio de 20 pM de Hb, observa-se gue 100 pid de KsFe{ChN):
sfio suficientes para oxidar completamente a oxi-Hb, conforme mostra figura 30.

O pH das amostras de Hb e surfactantes foi monitorado e ndo havia variagdo
significativa até a concentragto de 200 mM de Tween, eliminando a hipétese de efeito

indireto, isto é, da alteragdic da estrutura da hemeproteina por efeito do pH.

100 — I W
_—”""E’M—

] o

40 -

% Met-Hb

20+

0 50 100 550 200 250
[K Fe(CN) ] p#

Figura 30 - Formagdo de met-Hb, induzida por KiFe(CN)e, dados referentes a
figura 29).

4.3.2 Testes de Oxidagdc da Hemoglobina por Agdo dos Surfactantes
As figuras 31, 32, 33 e 34 mostram o efeito dos surfactantes {Tween 20, 40,

80 e Triton X100) na oxidagdo de hemoglobina purificada, conforme descrito no item

3.2.7.
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Figura 31 - Especiros de absorgdie (500-700 nm) de Hemoglobina purificada (20

u) com concenirogdes crescentes de Tween 20, em tampdo Tris-HC! 0,1 M, pH

7,4 a 37°C.
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Figura 32 - Espectros de absorgdio (500-700 nm) de Hemogiobina purificada {20

uf) com concentracdes crescentes de Tween 40, em tampdo Tris-HC1 0,1 M, pH

7.4 ¢ 37°C.
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Figura 33 - Espectros de absorgfio (500-700 nm) de Hemoglobina purificada (20
uM) com concentragdes crescentes de Tween 80, em fampdo Tris-HCl 0,1 M, pH
7.4 a 37°C.
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Figura 34 - Espectros de absergdio (500-700 nm) de Hemeglobina purificada {20
ufh} com conceniragdes crescentes de Triton X100, em tampdo Tris-HCI C.1 M,

pH 7.4 a 37°C



116

400 =
: -— g TritonX 100
o — g Tween2(
SGW e 'ngen48
w g TNl
T - P
T 59 “ ..... o e -
E i ‘g ™
: 50 -
5 7 V;
= 40 |
J ; .
- o N
20 i
b { .
10
0 b . ]
-10 ; [ | *
’ 5 100 150 200

[Surfactaontes] mit

Figura 35 - Formaglio de met-Hb, induzida pelos surfactantes {Tween 20, 40, 80
e Triton X100), (referente ds figuras 31 a 34).

A figura 35 resume os resultados encontrados referentes & oxidagdo da Hb,
correlacionande a formacdo de metae-Hb (%)

A partir das curvas da figura 35 caleulamos a razde melar surfactante:Hb para
oxidactio de 50% da Hb (Tabela VIL). O maior poder oxidante do Tween 80 ¢&
evidenciado justificande a ndo determinagdio da hemdlise total {C*") nos experimentos

de hemélise isotdnica (Figura 17).

Tabela VII - Razdo Molar Surfactante:Hemoglobina para oxidagto de 50% da Hb

Pufirificada.
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O Tween B0 tem maior poder oxidante gue os demais surfactantes da série
pois promove a oXidaglo numa razde surfactante:Hb menor. O surfactante Trifon
X100 néic apresenfou poder oxidante sobre o Hb. Os valores de razdc molar
surfactante:Hb seguem o sequinte ordem: Tween 80 > Tween 40 > Tween 20.

A oxidaco da hemoglobina por acde do Tween 80, € a razdio de ndo se registrar
100% de lise nos ensaios hemoliticos {Fig. 17). A Hb oxidada deve formar hemicromeos
{precursores dos corplsculos de Heiss) (Platt & Falcone, 1995) que sdo insoluveis e
formam os “botdes” observados no precipitade de amostras submetidas a altas
concentracdes de Tween 80. Come a hemdlise € medida pela absorbancia da Hb em
solucdo, as leituras baixes (no sobrenadante) sdo erroneamente interpretadas como
indicativas de pouca hemdlise.

A observacdo visual de "botdes” e coloracto diferenciada da Hb (mais escura)
foi o primeire indicativo de oxidag@io. Assim, fica claro o efeifo oxidante do Tween 80
sobre a Hb e a inadequagdo das medidas de absorgdo dptica para monitoramente da
hemélise nessas condicdes. A aiternativa encontrada para observarmos o efeito
hemolitico do Tween 80 foi dosar a liberacdo de K intracelular, que também & um
indicativo do processo hemolitico, conforme apresentado no item 4.2.4.2.

E importante notar que o oxidacio da Hb pelos Tweens é maior para os
homélogos mais hidrofébicos (Tween 80 > 40 > 20) e ndo compromete a interpretacdo
dos estudos hemoliticos pois, na presence de membrana as concentragdes de Tween
necessdrias para oxidacfio aumentam, uma vez que parte do surfactante inferage com
os lipidios da membrana. Além disso os valores de € e €*' medidos por liberagdo de
K* sdo bem inferiores (Tabela TV) ds concentragfes de Tween para 50% de oxidagdo

da Hb.
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5 CONCLUSOES

O efeito hemolitico dos Tweens (20, 40 e 80) medidos por liberaglic de Hb,
acontece em razdbes molares Tweenmembrana (7,341 , 81051 e 90,491,
respectivamente) maiores que as observadas com Triton X100 (0.22:1). Mesmo
congiderando o altc HLB dessa série, os razdes molares s@o muite grandes em relagdo

aos valores de literatura para outros surfactantes niio-iohicos.

Surfactantes da série Tween (20, 40 ¢ 80) tém efeito protetor e litico acima
das suas respectivas CMCs (89, 27 e 12 M), enguante que para o Triton X100 este
efeito ocorre proxime & sua CMC (0,25 mM). A razde melar surfactantedlipidio na
membrana para proteclio (RP™) e hemdélise (R* e 7*Y revela o perfil da atividade

litica desses surfactantes que segue a ordem g seguir: Triton X100 > Tween 20 >

Tween 40 > Tween 80.

O efeito protetor dos Tweens tem caracteristica impar, pois a protegdo
estende-se por uma faixa ampla de concentragdo, ocorre em concentragdes superiores

a CMC, e é proporcional a hidrofilicidade da molécula (Tween 20 > Tween 40 > Tween

80).

Concluimos assim que os Tweens sdo fracos agentes hemoliticos {em relagdo a
outros surfactantes ndo-ibnicos comeo o Triton X100), o que deve ser justificado pela
baixa taxa de froca entre mondmeros/lipidios de membrana levando a estabilizago da

membrana, evidenciada pelos ensaios de protecde & hemdlise.

O tratamentc proposto por Lichtenberg {1985) ndo se aplica na andlise do
efeito hemolitico dos surfactantes da série Tween pois os valores de R (razdo moiar

sufactante/lipidic) sdo muito altes, a hemdlise ocorre em concentragdes superiores a
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da CMC, sugerindo que ¢ presenca de micela ndo € ¢ fator determinante da lise, como

proposto no medelo de solubilizagtic de membranas proposte por Lichtenberg.

Assim como a liberagdc de Hemoglobing, a liberagdo de potdssio intracelular
mostrou-se um bom marcador para andlise dos pardmetros hemoliticos. A liberagdo de

K precede a de Hb e os valores de R e R* sfo, consequentemente, inferiores aos

determinados espectrofotometricamente.

O Tween 80 tem um grande poder oxidante sobre a Hb, sequide do Tween 40 e
Tween 20. O surfactante Triton X100 ndo apresentou poder oxidante scbre a Hb.
O efeito oxidante do Tween BO em altas concentracdes, impediu e determinaggio do
100% de hemdlise, pela dosagem de hemoglobina em solucdo. Medidas feitas pela

liberacdo de K mostraram que o Tween 80 induz 100% de hemslise, como observado

para os demais surfactantes da série.
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7 ANEXOS

A figura 36 mostra o fensiSmetro do tipo Kruss K12 {pertencente ao
| aboratéric de Propriedades Coloidais e Reoldgicas, coordenade pelo Prof. Cesar
Sartana, Faculdade de Engenharia Quimica/Unicamp), utilizado nas medidas de

tensdes superficiais para a determinagdo da CIE dos surfactantes (item 3.2.3).

Al

Figura 36 - Tensidmetro do tipo Kruss Ki2 (A) 2 detalhe da cavidade de medida

(B}.
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