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RESUMO

Bicamadas 1ipidicas 1livres de proteinas,
foram estudadas intensamente durante os ultimos anos, devido a
grande similaridade entre tais sistemas e as membranas naturais.
‘Recentemente, com o proposito de se obter uma melhor semelhanga
com oS sistemas naturais, incorporou-se proteinas nas bicamadas

lipidicas.

Realmente, a localizagao e distribuicgao
das proteinas no plano das membranas, ndo foram ainda completa-
mente determinadas para um grande numero de sistemas de membra-

nas.

Proteinas extrinsecas, como o citocromo
-C, parecem estar superficialmente ligadas a membrana por for-
gas eletrostaticas e permanecem quase que completamente sobre a
fase aquosa, definida pelos grupos polares dos lipideos (11,15)
Mais recentemente, foi proposto que as proteinas extrinsecas po
deriam também interagir hidrofobicamente com as cadeias de hi -
drocarbonos dos lipideos ou até mesmo com as proteinas intrinse
cas. Alem disso, a existencia de alguns estudos que parecem in-
dicar que os citocromos-C tem uma péquena penetracao nas bicama
das lipidicas (18, 28), motivafam o estudo estrutural por nos

realizado. .

O preparo das amostras para os Traios-X,
para tres sistemas de fosfolipideos, foi feito segundo as técni
cas usuais. Diagramas de difracdo de raios-X a baixo &ngulo fo

‘ram obtidos para multicamadas Umidas de Lecitina Dipalmitica -



(D.P.L.), Cardiolipina/D.P.L.{(1:4) e Cardiolipina/D.P.L./Cito~
cromo-C (5:20:1). As fazaes molares aqui especificadas, prova-

ram ser as que produziam melhores diagramas de difragao.

A analise da difracao lamelar, usando-
se uma das técnicas de determinag3o de fases, normalmente uti-
lizada para este tipo de problema, permitiu-nos obter o perfil
de densidade eletronica das membranas modelo em estudb, com u

ma resolugao de aproximadamente 5 R.

Um exame dos perfis de densidade eletro
nica, mostrou alguma pertubacao na regiao superficial da membra
na quando da introduc¢do do citocromo-C. A regizo hidrofobica -
central parecia permanecer praticamente inalterada. Ambos estes
resultados concordam com os recentemente obtiéos por técnicas
de N.M.R. e E.S.R. (18). O modelo proposto para o sistema DPL/

Cardiolipina/Citocromo-C & confirmade por nossor experimentos.



ABSTRACT

Protein free lipid bilayers have been
intensely studied during the past few years due to the striking
similarities between these systems and natural membranes. In re
cent years, with the purpose of attaining a better simulation -
with the natural systems,proteins have been incorporated into

the bilayers.

It is a fact that the location and dis-
tribution of the protein in the plane of the membrane has not

been completely determined for a number of membrane systems.

Extrinsec proteins, like cytochrome C,-
seem  to be superficially bound to the membrane by electrostatic
forces and remain almost completely on the aqueous side defined
by the polar groups of the lipids (11, 15). More recently it has
been proposed that extrinsec proteins might also have some hidro
fobic interaction with the lipid hydrocarbon chains or even with
the intrinsec proteins. Furthermoreé, the existence of soﬁe studieé
seem to indicate a slight penetration of Cyt.C in the 1lipid bi-
layes (18,28), have motivated the structural work undertaken by

us.

Preparation of X-ray samples of three -
phospholipid systems was done following the usual techniques.Low
angle X-ray diffraction diagrams were obtained for wet multi-
layers of Dipalmitoyl Phosphatidyl Choline (DPL), Cardiolipin/
DPL (1:4) and Cardiolipin/DPL/Cytochrome C. (5:20:1). The molar

ratios here specified proved to be the ones that produced better



diffraction patterns.

Analysis of the lamellar diffraction using
one of the usual phasing techniques for this kind of problem, -
allowed us to obtain the electron density profile of the model

membrane systems under study, with a resolution of approximatedy

5 R.

A close examination of the electron den-
sity profiles showed some perturbation in the membrane surface
region upon introduction of the Cytochrome C. The hydrofobiec Cen
tral region seemed to remain practically unaltered. Both these
results agree with the outcome of recent NMR and EPR experi-
ments (18). A model proposed for the DPL/Card/Cyt C membrane is

confirmed by cur experiments.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

. A determinagao da estrutura molecular das mem-
branas bioldgicas vem, hid muito tempo, sendo um desafio para
os cientistas da area de biofisica. O estudo das membranas celu
lares, tornou-se ainda mais fascinante, quando considerado o]

fato de que elas tem uma importancia fundamental como elemen -

tos estruturais e funcionais da celula viva.

Do ponto de vista estrutural, a membrana pro -
* - fond - * L - -
porciona uma compartamentalizacao fisica e quimica das celulas
proporciona regices para a organizacgao de mecanismos conduto -
Tes de energia, tais como fotorreceptores e atua como local pa

Ta reacgdes enzimaticas.

No que se refere aos processos funcionais, as
membranas biologicas atuam como mediadoras em determinadas
funcdes celulares tais como: sintese proteica, transporte_ati—
vo e passivo e consequentemente do metabolismo eletrolitico - ,
regulacao de volume, excitacao, comunicacao neural e provavel-
mente condugao de informacgao, fotossintese, metabolismo oxida-
tivo, regulacao genetica, divisio e diferenciagao das celulas,

coagulagao, etc. (1 ).

Entretanto, por se tratar de sistemas molecu-
lares altamente organizados, dotados de propriedades dinamicas,

surgem algumas dificuldades no estudo de sua estrutura molecu-



lar, que desencorajam os experimentos com membranés naturais in
vivo. Devido i complexidade estrutural das membranas naturais e
ao grande nimero de componentes quimicos nelas presente, seria
muito dificil, para nao dize}mos impossivel, correlacionar 0s
mapas de densidade eletronica, obtidos experimentalmente, com

os componentes individuais de tais membranas. E bom lembrarmos

também, que em se tratando de um sistema dinamico, em que oS
processos bioldgicos ocorrem em intervalos que sao muito menores
que o tempo necessario para obtermos informacdo a respeito de

sua estrutura, o que nds obteriamos seria uma média espacial e

temporal da estrutura real.

Entretanto, mesmo que tais problemas fossem so
lucionados,lrestaria ainda um problema crucial, que seria o de
correlacionar a estrutura e organizagao molecular das membranas
com suas fungoes, dado que & bem conhecida a dependencia exis -
tente entre o posicionamsnto e a fungao de certos sistemas mnas

membranas naturais,

-Para se tentar contornar tais problemas, come -
gou-se a estudar as membranas artificiais obtidas de acordo com
os modelos estruturais propostos para as membranas bioldgicas -
( 1-7 ).‘Esses modelos que sao bastante simples, se comparados
com as membranas naturais, tentavam de alguma maneira simular
as suas propriedades e fungoes. Assim, estudando-se sistemas -
mais simples, & possivel ter-se uma idéia, aproximada, de as
pectos estruturais e de interacgao entre os componentes de uma

membrana natural.

O passo inicial no estudo de membranas, foi da-

do por Négeli em 1855, que sugeriu pela primeira vez a presenga



de membranas celulares. Mais tarde, por volta de 1900,E.Overton
sugeriu uma composicao lipidica para as membranas. Contudo, a
a primeira tentativa de se encontrar um modelo para as membranas
bioldgicas foi feita por Gorter e Grendel em 1925, através do ex
perimento em que eles extrairam lipideos de uma quantidade conhe-
cida de eritrGcitos e chegaram a conclusdo de que esses lipideos
formavam, em solucao aquosa, uma monocaﬁada que tinha uma area
aproximadamente igual a duas vezes a area dos eritrocitos, con
cluindo finalmente que, nos eritrdcitos, os lipideos se organizam

em bicamadas.

Em 1935 um passo importante foi dado por Davson
e Danielli ao postularem que as membranas biologicas tinham como
estrutura basica uma bicamada lipidica. Esses foram sem duvida os

marcos na historia do estudo das membranas,

Mais recentemente, muitos trabalhos foram fei-
tos com membranas modelo, utilizando-se diferentes técnicas, tais
como: difracao de raios-X (2,8-17), ressonancia magnética (9,18;
19) microscopia eletronica (14, 20), difracao de neutrons‘(ZI) e
espectroscopia de absorcao (9). A maior parte desses trabalhos,to
ma como estrutura basica para as membranas, aquela proposta por

Davson e Danielli ou das bicamadas lipidicas,

Dentre os referidos trabalhos, nds podemos des
“tacar alguns que sdao de maior interesse, como & o caso dos traba-
lhos de J.K. Blasie (8,9,12,13,21) e seus colaboradores em que
estudaram, principalmente por difragio de raios-X, membranas lipl
dicas com inclusio de outros compostos., Y.K. Levine (2, 17) e ou-

‘tros fizeram estudos muito importantes relativos & estrutura das bica



madas lipidicas, usando também difracao de raios-X.

Em se tratando de sistemas mais complexos, onde
nos temos uma composicdo lipideos-proteinas, o nimero de traba-

lhos realizados & bem menor.

Em particular, os trabalhos realizados por Allen
E.Blaurock (11) e L.R.Brown e K. Withrich (18) com bicamadas
de lipideos-Citocromos-C, usando técnicas de difracdo de raios-X
e ressonincia magnética respectivamente, resultaram de muito in-
teresse, por se tratar de um sistema analogo ao estudado por nos

neste trabalho de tese.

Os estudos realizados com sistemas modelo, ape -
sar de tratar com sistemas que estd3o bastante agquém das complexas
membranas bioldgicas, representam uma grande contribuigao a eluci
dacdo das funcdes celulares localizadas na membrana citoplasmati-
ca. E bem‘conhecida a importante informacgdo sobre a interacao do
colestero% com as membranas naturais, obtida atraveés do estudo de

sistemas modelo (17).

Estes fatos indicam que este € o caminho a ser sg¢
guido, para que venhamos a conhecer corretamente a estrutura e fun

¢ao das membranas biolégicas.

0 nosso objetivo, ao comecar este trabalho, foi o
de estudar a estrutura molecular de bicamadas lipidicas com pro

teinas incorporadas.

Em particular, nos interessamos pelo sistema lipi
deos-Citocromos-C, por ser o citocromo-C uma proteina extrinseca,

componente da cadeia respiratoria na membrana interna da mitocon-



dria, na qual a sua precisa localizag@o esta correlacionada com
a- sua funcdo no referido processo de respiracao. Consequente -
mente, a determinacido da estrutura molecular de bicamadas 1ipi-
dicas com citocromos-C incorporados, representa uma contribuicgio

importante para o esclarecimento de tais processos.

0 presente trabalho & descrito em cinco capitu-

los, sendo que o primeiro & o que agora encerramos.

No capitulo II, nds apresentamos um estudo dos
componentes moleculares das membranas modelo, bem como alguns

dos principais modelos existentes para a estrutura das mesmas.

A geometria da difracdo de raios-X por membranas
e a teoria utilizada para a obtencdo dos perfis de densidade ele
trﬁnica das mesmas, estao detalhadas no capitulo 111, e os Te -
sultados obtidos, utilizando-se tal teoria, apresenta-se no capi

tule IV.

Finalmente, no capitulo V, os perfis de densida-
de eletrdnica obtidos sdo comparados e as conclusoes finais sao

apresentadas.
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CAPITULO II

MEMBRANAS CELULARES

I1.1 - Composigao quimica das membranas.

As membranas, em sua maioria, sao compostas de
lipideos e proteinas. Elas contém, predominantemente, lipideos
polares de diferentes tipos, sendo que, realmente quase todos
os lipideos polares das células estao presentes em suas membra
nas. A proporcdo de cada tipo de lipideos nas membranas e ca
racteristica de cada tipo de membrana, do tipo de célula e da

espécie a que pertence a célula.

Uma grande variedade de proteinas sao encontra
das nas membranas, podendo estas desempenhar papéis funcionais
ou somente estruturais. Podem ainda serem globulares ou fibro-
sas, € nas membranas ainda classificam-se como intrinsecas ou

extrinsecas.

11.2 - O Acido graxo e as classes de lipideos derivados.

O0s acidos graxos (22), ocorrem em seu estado
livre, somente em pequenas quantidades éﬁ algumas células, mas
por outro lado eles formam a base de muitas classes de lipi -
deos, dentre os quais estao as graxas neutras, O0S fosfolipideos
(ou fosfoglicerideos), os glicolipideos, os esters, o coleste-

rol e algumas ceras. Sao conhecidos, mais de setenta acidos -



graxos, que possuem como caracteristica uma longa cadeia de hi
drocarbonos e um grupo carboxila como terminal. Os acidos gra
xos diferem-se primariamente no comprimento de suas cadeias, -
que podem ser saturadas ou insaturadas, e no nimero e posicao

das ligacdes insaturadas.

Algumas generalizacGes podem ser feitas sobre
os acidos graxos presentes nos lipideos das grandes plantas e
animais. A maioria deles tem um niimero par de atomos de carbo-
no, com cadeias de hidrocarbonos que variam entre 14 e 22 ato-
mos de carbono, sendo que as com 16 @. 18 sao as mais abundan-

tes.

Os lipideos (22, 23) sdao substancias organicas
encontradas nas células, siao insolfiveis em agua, mas podem ser
extraidos das células por substdncias apolares, tais como clo-
roformio, éter e benzeno. Os lipideos atuam principalmente " ¢o
mo: a) componentes estruturais das membranas bioldogicas; b) de
pésitos intracelulares de combustivel metabdlico; c¢) uma forma
de transporte de combustivel metabalico e d) componentes prote
tores das paredes celulares de muitas bactérias, das folhas -

das grandes plantas e da pele dos vertebrados.

Existem muitas classes e subclasses de lipideos,
muitas das quais ocorrem em diferentes espécies moleculares,de
pendendo da estrutura dos componentes de seu acido graxo. Den-
tre as classes de lipideos derivadas dos acidos graxos, nos in
teressaremos particularmente na classe dos fosfolipideos, pelo
fato deles ocorrerem quase que exclusivamente nas membranas ce

lulares. .



I1.2.1 - Fosfolipideos

0s fosfolipideos (22,23) ocorrem quase que Oni
camente nas membranas celulares, somente uma pequena quantida-
de deles aparece em depdsitos graxos., Eles sao sintetizados a
partir do glicerol, quando um dos seus grupos hidroxila prima-
rio, & esterificado pelo acido fosforico e os outros_dois res-
tantes sao também esterificados por dois acidos graxos, obten-
do-se assim o acido fosfatidico, que £ o mais simples dos fos-
folipideos. Ainda para se obter um fosfolipideo em geral, o -
grﬁpo hidroxila do dcido fosfdrico é esterificado por um al -

cool, para se formar um fosfodiester. (Fig.I1.1)

H
I, .
H — C — 0OH .CHy~ O —(‘: - R CH:-O-—?—R;
t, | 0 | 0
H~—(C—OH~+ R,—C—0 — C -—H -*Rz-L;—-O—C-—H
(]} [1
| o | OH 0 | o
] i %’
H—C — OH CH,—0 — P — OH CHy~ 0 — P — 0= X
I i
H 0 0
Glicerol Kcido Fosfatidico Estrutura Gefal dos
’ fosfolipideos

Fig. I1.1 - Esquematizagao da estrutura geral dos fosfolipideos



Portanto os fosfolipideos sao finalmente sin-
tetizados a partir do acido fosfatidico, variando para cada um
deles o tamanho das cadeias de carbonos (R;, R, ) e a esterifi

cacao que ocorre no grupo hidroxila por um alcool (X).

Todos os fosfolipideos possuem uma cabega po -
lar e duas cadeias de hidrocarbonos que sao apolares, por esta

razdao eles sdao chamados de lipideos anfipdticos ou polares.

Os fosfolipideos, diferem-se primariamente no
tamanho da cadeia de carbonos, formé, polaridade e na carga dos
grupos-x das cabegas polares. Cada tipo de fosfolipideo pode e
xistir em diferentes espécies moleculares, dependendo dos dois
acidos graxos das cadeias R, e R, . Normalmerte existe um
dcido graxo saturado e um insaturado, sendo que o insaturado -

encontra-se na posigao 2 do glicercl.

Os fosfolipideos mais abundantes nas grandes
plantas e animais sao, o fosfatidil etanolamina e o fosfati-
dil caelina, que contém como grupos-X, respectivamente, os ami-
no alccois etanolamina e colina. Esses dois fésfolipideos es
tdo metabolicamente relacionados e formam a maior parte da com
posigao lipidica das membranas celulares znimais. Temos ainda
dentre os lipideos, o fosfatidil inositol, o fosfatidil seri-

na e o fosfatidil glicerol.

Estreitamente relacionado com o fosfatidil gli
cerol, existe um fosfolipideo mais complexo, que & a cardioli-
pina, a qual consiste de uma molécula de fosfatidil glicerol,
na qual o grupo 3-hidroxila de um segundo glicerol & esterifi

cado pelo grupo fosfato de uma molécula de acido fosfatidico.
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A cardiolipina, assim como o fosfatidil glicerol, sao abundan-
tes nas membranas celulares das bactérias e também o sdo nas
membranas da mitocondria e dos cloroplastos. Na tabeia I11.1
nés podemos observar os alcoois que entram nos grupos -x dos

principais fosfolipideos.

Tabela I1I.1 =~ Os alcocis que entram no grupo-x dos princi
pais fosfolipideos. (Ref. (22) )
Fosfolipideos Alcool (x)
Fosfatidil etanolamina HOCH,CH,NH,
Fosfatidil colina HOCH, CH, N (CH3 ) 5
Fosfatidil glicerol HOCH, CHOHCH, OH
)
HOCHLHOHCH, -~ 0 - P - 0 - CH~-CH - CH
Cardiolipina | [ 1
0H 0 0
! |
0 = C 0 =C
| |
R, R

Os fosfolipideos sido os mais polares dos lipi

deos, todos eles tem wuma carga

pH = 7.0,

negativa no grupo fosfato, a um
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Os grupos-x do fosfatidil inositol, fosfatidil glicerol e car-
diolipina, ndo tem carga elétrica, portanto estes fosfolipideos
tem uma carga resultante que € negativa, devida ao grupo fosfa
to.0s grupos-x do fosfatidil etanolamina e do fosfatidil coli-
na, tem uma carga elétrica positiva a um pH = 70, portanto es-
tes fosfolipideos sdo chamados dipolares zwitterionicos a um -

pH= 70, ja que os mesmos nac tem carga elétrica resultante.

Essas varia¢oes no tamanho das cadeias de car
bonos, forma, polaridade e carga da cabeca polar dos fosfolipl
deos, tem uma grande influencia na estrutura de micelas, mono-
camadas e bicamadas de lipideos, bem como em lipoproteinas na

turais e sistemas de membranas.

II.3 Proteinas

O Ultimo estdgio da informagao genética & a
transmissao da mesma, levada pelo RNA, para a formagao das pro
teinas, as quais servem como efeitos finais ou instrumentos pa

ra a expressdo da mensagem genética.

As proteinas (22, 23 ) sao moléeculas bas-
tante grandes, constituidas por aminoacidos, os quais sio cova
lentemente ligados em longas cadeias chamadas polipeptidicas.
Existem vinte aminoacidos diferentes que s3o encontrados nas
proteinas. Todos eles tem em comum um grupo amino e um grupo -
carboxila 1ligados ao carbono-o e¢ diferenciam-se em suas ca
deias, normalmente chamadas de grupc R, como esquematizado na
Fig. II.2. Os grupos R, dos varios aminoacidos, diferem em ta

manho, forma e polaridade. Alguns s3o altamente polares e tem

carga elétrica ao pH da célula.
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NH, .
R —_— C —— COQOH
| (@) ‘
H
Distinta para Comum a todos
cada aminoiacido aminoacidos
Fig, II.2 - Estrurura geral dos aminoacidos

Dois aminoacidos podem estar covalentemente 1i
gados por uma ligagéd peptidica, a qual liga o grupo amino- o
de um ao grupo carboxila -a do outro. Como no caso das pro-
teinas, existem muitas dessas ligacdes, teremos entdo uma ca -
deia polipeptidica. Como pode-se notar, com vinte aminoacidos
diferentes, € possivel se construir muitas cadeias polipeptfdi—
cas diferentes, variando o numero de aminoacidos e a sua se-

quencia.

A maior parte das cadeias polipeptidicas das
protefnés, contém entre 100 e 300 aminoacidos, corresponden
do a pesos moleculares entre 12.000 e 36.000. Existem protei
nas que tem mais de uma cadeia polipeptidica, como € o caso da
hemoglobina, que tem quatro cadeias, cada uma tendo 150 resi -

duos de aminoacidos.
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Uma outra maneira pela qual as proteinas se
distinguem & a seguinte: proteinas presentes em cada espécie -
de organismo sd3o caracterIsticas daquela especie e podem ser -
quimicamente distintas das proteinas homélogas de outras espé -
cies. Proteinas homdlogas sao aquelas que tem fungoes identicas
em organismos distintos. Como por exemplo, o citocromo-c estd
presente e cataliza a mesma reacdo de oxido-reducdo nas células
dos vertebrados, insetos, bactérias etc. Entretanto, apesar dos
citocromos-c de todos esses organismos serem quimicamente mui-
to similéres, eles podem ser diferenciados, uns dos outros, enm

suas sequéncias de aminoacidos.

As proteinas, se dividem em duas classes prin-
cipais, fibrosas e globulares, dependendo de sua estrutura tri-
dimensional. As proteinas fibrosas sao insoliveis em agua e a
tuam principalmente como elementos estruturais; elas sao os com
ponentes principais de estruturas fixas, tais como: cabelos, -
unhas, peie e tendoes. Todas as proteinas fibrosas tem suas ca
deias polipeptidicas enroladas ou dobradas de maneira regular ,

ao longo de uma direcao.

As proteinas globulares, por sua vez, tem uma
forma aproximadamente esférica, normalmente sao soliveis em a -
gua e elas realmente se difundem na membrana; elas tem um pa
pel dinamico ao invés de estrutural., Praticamente todas as enzi
mas sio proteinas globulares. Nas proteinas globulares, as lon-
gas cadeias polipeptidicas, s8o bastante redobradas, de tal manei

ra a produzir uma conformagdo esférica ou globular.

Entretanto, atraveés de recentes experimentos

sobre a estrutura das proteinas globulares, por difracdo de
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-

raios-x, conclui-se que as cadeias polipeptidicas das mesmas ,
n3o se redobram de maneira aleatdria para dar origem a uma bo
la amoffa, mas pelo contrario, o dobramento da cadeia e exato
e preciso, para produzir uma estrutura rigida e estavel. Cada
molécula de proteina de uma especie, & exatamente igual a se-

guinte em sua conformagao.

A atividade bioldgica, caracteristica de cada
tipo de proteina, € determinada pela conformagao de sua cadeia
polipeptidica. Recentes experimentos; indicam que a maneira es
pecifica, na qual as cadeias polipeptidicas sao dobradas, g -

uma consequéncia automatica de sua sequencia de aminoacidos.

A biossintese de diferentes proteinas, pelas -
celulas, deve ser algo feito com uma grande precisao, para pre
servar ndo somente a capacidade das proteinas de executarem
suas pretendidas fungoes, mas também no sentido e preservar a
individualidade da espécie. |

-

I1.3.1- Classificacdo das proteinas encontradas nas membranas

E importante se fazer uma discriminagéo en -
tre duas categorias de proteinas, que se ligam as membranas,as
quais classificaremos como extrinsecas e intrinsecas ( 7,18 ).
As proteinas extrinsecas podem ser caracterizadas da seguinte
maneira: a) para extrai-las molecularmente intactas das mem-
branas, elas requerem apenas um tratamento ameno, tal como um
‘aumento na forca ionica do meio ou a adigao de um agente sele-

tor; b) elas sao extraidas livres de lipideos; e c¢) quando



15

extraidas, sao relativamente sollUveis em solucdes tampio aquosa

neutra.

Esses criterios, sugerem que as proteinas ex-
trinsecas estao fracamente ligadas as membranas, por ihterag6es
nao covalentes (Provavelmente eletrostaticas e hidrofobicas) e
nao estdo fortemente associadas com os lipideos das mesmas . O
citocromo-c, encontrado nas membranas da mitocondria, o qual
pode ser dissociado livre de lipideos por altas concentragoes
salinas, € um exemplo que satisfaz o critério para proteinas ex

trinsecas.

Entretanto, a maior parte ( > 70%) das protei-
nas presentes nas membranas, tem outras caracteristicas, as -
quais s3ao atribuidas as proteinas intrinsecas, propriedades es-
tas que sao: a) elas requerem tratamentos mais drasticos para
se dissociarem das membranas; b) em muitos casos elas permane-
cem ligadas aos lipideos, mesmo depois de isoladas; e c) quando
completamente livres de lipideos, elas sio normalmente insolid -

vels ou se agregam, quando em solugio tampao aquosa neutra.

[N
Do ponto de vista estrutural, pode-se assumir,

que somente as proteinas intrinsecas sao fundamentais para a in
tegridade das membranas, enguanto que as extrinsecas, podem nao
ser relevantes aos problemas centrais da estrutura das membra -

nas.

Por outro lado, a biossintese das proteinas in
trinsecas e extrinsecas e suas ligacbGes com as membranas, podem
ocorrer por processos bastante diferentes, o que torna tal di

ferenclagao muito importante,
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I1.3.2 Os Citocromos

Os citocromos (22-25) foram primeiramente des
cobertos e chamados histohematins, em 1866 por MacMunn, entretan
to, sua importancia nas oxidacgCes biologicas permaneceram enco -
bertas até 1925, quando eles foram redescobertos por Keilin. Com
um espectrometro, ele observou que os mlsculos dos insetos conti
nham substancias parecidas com heme-proteinas, as quais evidente
mente sofriam oxidagao e redugao, durante o processo de respira-
cao. Ele os rebatizou de citocromos, -postulando que eles agiam
na cadeia respiratoria, como condutores de eletrons, entre molée-
culas combustiveis e o oxigenio, e os dividiu em tres classes -
principais, a,b e ¢, dependendo da posigfo caracteristica de su

as bandas de absorcdo, no estado reduzido.

Atualmente, os citocromos estao profundamente
estudados, tanto do ponto de vista estrutural como funcional, e
como caracteristica geral dos mesmos, pode-se dizer que os cito-
cromos formam um grupo de proteinas, que contém ferro e que atuam
sequencialmente na transferencia de eletrons, das flavoproteinas
- para o oxigenio molecular, em ceélulas aerobicas. Os citocromos -
sofrem mudancas, Fe(II) b Fe(III), reversiveis de valencia, du

rante os seus ciclos cataliticos.

O citocromo terminal, da cadeia respiratoéria,
o qual pode reagir diretamente com o oxigenio, & chamado de ci-
tocromo oxidase. As formas reduzidas dos demais citocromos, niao

podem ser diretamente reoxidados pelo oxigénio molecular.

Os citocromes sdao heme-proteinas e como tan -

to possuem um anel porfirina ou mais particularmente um anel
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protoporfirina (Fig- II.3)

Fig. 11.3 - Grupo funcional do citocromo-c

A protoporfirina <forma estruturas quadriden-
tadas complexas, com ions metdlicos tais como: ferrc, magnésio,
zinco, niquel, cobalto e cobre. A protoporfifina com Fe(II) &
chamada protoheme ou simplesmente heme; o complexo similar com
Fe(III) & chamado hemin ou hematin.No heme, os quati'o grupos ligantes

.da porfirina, formam um complexo quadrado-planar com o ferro,-
sendo que a quinta e a sexta posigdes de coordenacido do ferro
estac perpendiculares a este plano. Quando a quinta e a sexta
posicdes de coordenacao do ferro szo ocupados, a estrutura Te-
sultante € um hemocromo. Em quase todos os citocromos, ambas,a

quinta e a sexta posicOes de coordenacido do ferro, sao ocupa -

das por grupos R de residuos de aminodcidos especificos.
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O0s atomos de ferro dos citocromes, nermalmen
te sofrem mudangas reversiveis entre Fe(II) e Fe(III), o que ca
racteriza a real funcio dos citocromos de servirem como condutg
res de elétrons, durante o processo de respiragao. Na Fig. II.4,
observa-se a sequéncia gnergética, da transferéncia eletronica

do NAD__, para o oxigenio.,
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Fig.11.4 - Sequéncia energética do processo de transferencia

eletronica do NAD .4 Para o oxigenio. (Ref. 23)

Os citocromos sao nbrmalmente obtidos com al
to grau de pureza. Com uma excecdo, eles estao muito fortemente
ligados as membranas da mitocondria e sao dificeis de se obter
em forma soliivel e homogénea. A excecdo € o citocromo-c, o qual
& extraido da mitocdndria por fortes solugdes salinas. No item

seguinte, nos estudaremos mais de perto o citocromo-c, Ppor



nos interessarmos particularmente por esta proteina.

I11.3.3 0 Citocromo-C

0 citocromo-c (22 - 28), € uma proteina mito-
condrial, cuja func¢do principal € servir de mediadora na trans
ferencia de elétrons entre o citocromo oxidase e o .complexo
citocromo ( b - ¢;). Ele caracteriza-se como uma proteina glo
bular, que tem uma cadeia polipeptidica com 104 aminoacidos, a
qual liga-se covalentemente ao grupo funcional, ferro-protopor

firina.

0 citocromo-c, particularmente, presta-se ao
estudo da interacdo membrana-proteina, ja que ele pode ser fa-
cilmente removido da mitocondria e subsequentemente ser reen -
corporado a mesma, com a completa restauracdo dc processo res-
piratorio. O citocromo-c de algumas espécies, forém obtidos na.
forma cristalina, e estudados por difracao de raios-x, obten -
do-se assim as diferencas conformacionais entre os dois esta -

dos de oxidacao (26).

Por se tratar de uma proteina homdloga, o ci-
tocromo-c, presta-se também, como um potente instrumento para
o estudo evolucionario das espécies animais. Isto & feito, es-
tudando-se as mutagdes existentes nas cadeias polipeptidicas

das diferentes espécies. (27)

II.4 - Formagdo expontanea de micelas, monocamadas e bicamadas

de lipideos.
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Em sistemas aquosos, 05 1ipideos polares for-
mam facilmente micelas (5, 22), nas quais a cadeia de hidrocar
bonos dos lipideos, se afastam da agua para formarem uma fase
hidrofobica interna a micela, e com as cabe¢as polares manten-
do-se externamente a mesma, em contato com a agua, formando as

sim uma fase hidrofilica.

Os lipideos polares, podem também, quando em
solugao aquosa, distribuirem-se de tal maneira a formarem uma

monocamada sobre a superficie liquida.

Nessa monocamada, as cadeias de hidrocarbonos
ficam expostas ao ar, que & relativamente hidrofobico, e as ca

becas polares hidrofilicas ficam em contato com a agua.

Bicamadas de fosfolipideos, também se formam,
sendo que nesse caso, as cadeias de hidrocarbonos voltam-se pa
ra o interior da bicamada formando uma fase hidrofébica, enquan
to que as cabecas polares formam a fase hidrofilica em conta-

to com a agua. .

Essas bicamadas de fosfolipideos apresentam
- - S

caracteristicas muito semelhantes  adquelas das membranas celu
lares, tais como: a) sdao permeaveis a agua, mas sao relativa

- - - -~ - ~ - - o
mente impermeaveis aos ions; b) tem resisténcia e capacitan-
cia eletricas, muito altas, ja que a camada de hidrocarbonos
tem uma constante dielétrica baixa e & péssima condutora de e-

letricidade;

Devido a tais semelhancgas, e porque os fosfo-

lipideos formam bicamadas espontaneamente, sugeriu-se que as
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membranas naturais deveriam ter como base de sua estrutura, uma

bicamada lipidica.

1I.5 - Membranas modelo

As membranas naturais, constituem-se predomi -
nantemente de lipideos e proteinas. As suas estruturas poderiam
portanto, serem determinadas a partir das interagles lipideo-1i

-~ P - .4 i - -
pideo, lipideo-proteina e proteina-proteina, as quais podem ocor
rer em meio aquoso. Destas interagGes, apenas a lipideo-lipideo
¢ bem conhecida e aparece como dominante nos principais modelos

a-7).

Muito pouco se sabe a respeito das interacoes
« - . A~ -
proteina-proteina nas membranas, e sua contribuicao raramente e
considerada. As interagdes lipideo-proteina & o aspecto mais de
batido das membranas, principalmente pela falta de dados sobre

a estrutura das lipoproteinas,

Os principais modelos, que se prontificaram a
explicar a estrutura geral das membranas naturais foram: a) o
modelo de Davson e Danielli (5, 6, 22 ) ou das bicamadas, -

b) o modelo das subunidades (6) e c¢) o modelo mosaico fluido

4, 7).

Muitos outros modelos foram apresentados, mas
sac apenas variacOes dos tres modelos.principais ou sistemas
incompativeis com as fungoes da membrana. Na Fig. I1I.5, ndés po-
demos ver umé esquematizagao dos diversos modelos existentes -

para a estrutura das membranas.
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Fig.1I.5 - Esquematizaci@o dos principais modelos existentes pa

ra a estrutura das membranas (Ref. 01).
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I1.5.1 - O modelo de Davson e Danielli

Umn dos primeiros e mais perseverantes modelos
da biologia moderna, foi o modelo das bicamadas de lipideos, -
proposto como base para a estrutura das membranas celulares, -
por Davson e Danielli em 1935, A caracteristica central do mo-
delo, consiste em que as membranas lipidicas sZo formadas por
uma camada de duas moléculas de espessufa, na qual as cabecas
polares dos lipideos estao dirigidas para fora e as cadeias a
polares dirigidas .para dentro da camada (fig. I1.6) Este mode-

lo, foil originalmente proposto por Gorter e Grendel em 1925(1).

Fig.II.6 - O modelo das bicamadas de Davson e Danielli

Eles extrairam lipideos de uma amostra com um
numero conhecido de eritrdcites. A solucao de benzeno, com a
totalidade dos lipideos, quando dispersa em um recipiente com

agua, da origem a um filme monomolecular de lipideos, na super-
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ficie da agua. Esta superficie de lipideos & comprimida ate cer
to ponto bem definido, onde a mesma comega a oferecer resisten-
cia 3 uma maior compressio Neste ponto, os lipideos, presumi-
velmente, formam uma monocamada com uma estrutura hexagonal com
pacta, com as cadeias de hidrocarbonos voltadas para o ar e as
cabegas polares em contato com a agua. A comparacgdo da drea da
monocamada comprimida e a area estimada dos eritrocitos, resul-
tou em uma razio que era quase sempre 2:1, para todas as espé
cies animais testadas. Isto os levou a concluirem que, nas mem
branas celulares, os lipideos se acombdavam em bicamadas mole-

culares.

Baseado no experimento de Gorter e Grendel, e
nas varias propriedades comuns entre as membranas celulares e
as bicamadas de lipideos, tais como: a livre permeabilidade
a agua e a baixa permeabilidade aos ions, a alta resistencia
eletrica e outras mais, Davson e Danielli, postularam o modelo
das bicamadas lipidicas, como sendo a estrutura basica para to-

das as membranas naturais.

Eles originalmente propuseram, com base em me
didas de tensao superficial, que as proteinas deveriam estar -
adsorvidas na interface lipIdeos-agua. Alguns anos mais tarde,
esta hipotese foi modificada e.refinadé por Robertson (1950)pa
ra o chamado "modelo da membrana unitaria', De acordo com esta
hipdtese, a membrana unitaria consistiria de uma bicamada de
varios lipideos polares, em que cada uma das superficies seria
coberta por uma monocamada de moléculas de proteinas, com as
cadeias polipeptidicas, das mesmas, na forma extendida ou con-
figuragdo - R. A espessura total da membrana unitaria, suge

riu-se ser em torno de 90 R ; a da bicamada lipidica somente -
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seria por volta de 50 a 60 R,

Este modelo de membrana se impds por muitos a
nos, porque explicava muitas das propriedades das membranas -
bioldgicas. Como exémplos podemos citar (6): a) a bicamada de
lipideos com uma estrutura hexagonal compacta, explicava o fa-
to de muitas das membranas naturais conterem por volta de 40%
de lipideos em peso; b) os fosfolipideos tendem a formar, es-
pontaneamente, bicamadas em sistemas aquosos. A bicamada €& uma
das configuracBes dos lipideos, que se encontra no estado de
minima energia, portanto e termodinamicamente estavel e nao re
quer energia para sua manutencdao, ¢) a fase continua de hidro-
carbonos, pode também responder pela alta resisténcia elétrica
das membranas naturais; d) o modelo tambem explica a alta -
permeabilidade das membranas naturais a solventes apolares e
sua relativa impermeabilidade aos jons: e) o modelo da membra-
na unitiria também é consistente com eletromicrografias de sec
cao das celulas, seguindo fixagdo com tetraoxido de 6smio.Ne§
tas micrografias aparecem duas linhas densas, que supostamente
representam as cabegas polares e as proteinas na superficie -
das membranas, separadas por uma faixa menos densa que represen
taria as cadeias de hidrocarbonos, que realmente sao menos ele

trondensas,

Assim como existem muitas evidencias que man-
tem vivo o modelo das bicamadas, existem tamb&m argumentos con
tra a sua validade. Dentre esses argumentos (6), que sao con
tra o referido modelo, podemos citar: a) uma interacdo hidrofd
bica das proteinas da membrana com os lipideos pode ser obser-

vada em componentes isolados da membrana e pode também ocorrer
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emmembranas naturais; b) fosfolipases, extensivamente degradam

os fosfolipideos das membranas naturais, os quais deveriam ser
protegidos pela camada de proteinas na superficie da membrana ,
segundo o modelo de Davson e Danielli, énquanto a aégradagzo de
proteinas pela aglo de proteinases, sobre as membranas naturais,
é bastante limitada em muitos casos, ¢) microscopia eletTonica

de células, utilizando=se a técnica de "freezé-etching" mostrou
haver estruturas particulares, dentro e sobre as membranas, as
quais foram interpretadas como Ssendo lipoproteinas que extendiam-
se através de toda a espessura das meémbranas.

‘Entretanto, muitos dos arguméentos contra o mo
delo de Danielli, estdoc baseados na suposi¢do dé que o mesmo se
propoe descrever correta e completamente a éstrutura das membra-
nas bioldgicas, isto nio & de fato o propdsite do modelo.

0 modelo das bieamadas, somente postula que o

arranjo das membranas em bicamadas 1lipidicas, e ¢ Fator dominan-
te que governa a estrutura das membranas e que as proteinas as-
sociadas com os lipideos formam um eomplexo, ho qual a merfolo -

gia, a grosso modo, & determinada peles lipideos.

to é de fato apenas uma simplificacao, Muitas das funcoes da menm
brana, tajs como transporte ativo e diferencas funéienais entre
interior e exterior das membranas, nio seriam pPossivéis ém uma =
estrutura simétrica.

Portanto o fato de se

c
tacio simdtrica para a& membranas, ne modele de Dahielli, Feflg
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te somente a falta de conhecimento sobre as diferengas entre as

duas metades da membrana.

Talvez uma das maiores falhas do modelo das bi
camadas, € que ele realmente nao sugefe nenhum teste crucial de
sua validade, no entanto o modelo provou ser util, principal -
mente como ponto de partida para o desénvolvimento de outros mo

delos.

I1.5.2 - O modelo das subunidades

0 modelo das subunidades (6), que surgiu mais
recentemente, foi primeiramente tratado por Green, o gqual se ba
seou principalmente em seus trabalhos com as membranas da mito-
condria. O fato do conceito de subunidades ter explicado com -
bastante sucesso a estrutura dos virus e a descoberta de que as
grandes proteinas frequentemente constituem-se de subunidades,
provavelmente foram fatores que estimularam a tentativa de se
explicar a estrutura geral das membranas com tase ém conceitos

similares.

A organizacao das membranas em subunidades, as
quais sdo grandes em comparacdo com as dimensSes moleculares, -
tem uma vantagem dbvia, que & a de reduzir grandemente a infor
magao genética necessaria, para especificar a sua estrutura.Au
to-formagdo e efeitos de amplificacdu atraveés de mudangas coo-
perativas na estrutura sao facilmente entendidos e espera-se -
que ocorram. Estas vantagens sao obtidas somente se uma ou pou
cas classes de subunidades estdo presentes, e isto € o que ge-

ralmente postula-se para as membranas. Para maior clareza, as
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subunidades foram subdivididas em trés classes: subunidades es

truturais, subunidades funcionais e subunidades de formacao.

As mais sugestivas evidencias das subunidades
estruturais foram obtidas das membranas dos cloroplastos, das
memhranas dos bastoes retinais e de determinadas membranas de
jungoes celulares, Entretanto, mesmo nésses cascs, as subunida
des estruturais néo‘puderam ser estabelecidas sem ficar alguma

duvida.

A maior objecio ao modelo de subunidades, é -
que a principal caracterIistica das subunidades de formagaoc,Knao
foi encontrada nas membranas. A auto-formagao das membranas a
partir de uma ou de algumas classes de entidades iguais, nao -
foi demonstrada. De fato, o numero limitado de diferentes for-
més e as restricbes em seu tamanho, que s@o caracteristicas do
modelo de subunidades, sdo incompativeis com a grande varieda-
de de formas e tamanhos encontrados nas membranas celulares.Se
ria muito'dificil explicar o crescimento e diferenciacao das
memhranas, com o desenvolvimehto de novas funcoes nas mesmas,-

com base no-modelo de subunidades,

Realmente, a Unica conclusdo a respeito do mo
delo, foi que ele contribuiu muito pouco para o entendimento -

geral da estrutura e fungoes das membranas.
II.53 - Modelo Mosaico Fluido
0 modelo mosaico flufdo foi proposto por Singer

e Nicolson (4, 7 ). Eles propuseram o modelo, baseados em consi

deragOes termodinamicas e em resultados experimentais que
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ajustavam-se muito bem, com a idé€ia de uma estrutura mosaico pa
ra as membranas. Neste modelo as moléculas de proteinas globula
res intrinsecas, alternam-se com partes de bicamadas lipidicas.
As proteinas globulares, postulou-se serem anfipaticas, assim -
como o sio os fosfolipideos. Isto &, elas sao moléculas assimé-
tricas, com um dos extremos altamente polar e o outro apolar. A
regido polar &€ a que estd em contato com a fase aquosa, sobre a
membrana, e a regido apolar € a que estd envolvida no interior

hidrofobico da membrana (Fig. II.7)._A estrutura adotada para-

as proteinas e portanto a extensao a qual ela estd embebida na
membrana, esta sob controle termodinamico, de tal maneira que a

energia livre do sistema como um todo seja minima.

Fig.11.7 - Modelo Mosaico Fluido devido a Singer e Nicolson

(Ref. 07)
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Uma proteina integral, com tamanho e forma a
propriados, pode atravessar a membrana toda, isto &, ela pode-
ri estar em contato com a fase aquosa em ambos os lados da mem

brana.

Destas consideragdes, fica claro que diferen-
tes proteinas, se tiverem uma sequéncia de aminoicidos apropria
da para adotar uma estrutura anfipadtica, podem ser proteinas -
integrais das membranas. Das mesmas consideracoes pode-se tam-
bém explicar porque algumas proteina§ estao ligadas a membrana
e outras sio livremente solliveis no citoplasma. A diferenga po
de ser devida a sua sequéncia de aminodcidos, ou seja que deter
minadas proteinas nio admitem um cardter anfipatico ou pelo con
trario adotem uma estrutura na qual os grupos idnicos est@o dis
tribuidos de uma forma esfericamente simétrica , no estado de

minima energia livre do sistema.

A estrutura mosaico pode ser diversificada de
varias maneiras, desde que se tome o devido cuidado. E importan
te observar, que a estrutura mosaico nao neceséériamente se res
tringe a esquematizacao da fig. II.7. As interacoes proteing -
proteina que nao sdao explicitamente consideradas na referida fi

gura, devem ser muito importantes na determinacao das proprieda

des das membranas.

Os fosfolipideos da estrutura mosaico sdio pre-
dominantemente arranjados como uma bicamada interrompida, com

suas cabecas polares em contato com a fase aquosa.

Como evidéncias experimentais do modelo mosai-

co fluido, existem alguns experimentos feitos com a tecnica de



31

"freeze-etching"”, que sugerem fortemente que uma quantidade
substancial das pfoteinas,‘estﬁ profundamente embebidas em -
muitas das membranas funcionais. A proposta do modelo, de que
algumas proteinas, dependendo de sua estrutura e tamanho, pode
riam atravessar a membrana de lado a lado ficando em contato
com a fase aquosa de ambos os lados da membrana, foi evidencia
da por processos quimicos para o caso das membranas do eritrd
cito humano. Experimentos mais recentes, usando varias tecnicas
e para diferentes sistemas de membrana sao também consistentes

com o modelo mosaico fluido.

Este modelo mosaico fluido, mostrou-se bastan-
te razoavel e consistente com a estrutura e organizacao hasi -

cas das membranas biologicas.
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CAPITULO III

Difracao de Raio-x

I111.1 Difracdo de ralos-x por membranas.

Algumas membranas naturais tem a prdpriedade
de se empilharem paralelas e regularmente espacadas. Isto levou
alguns pesquisadores a concluirem, qué tais sistemas deveriam -
espalhar raios-x em reflexGes de Bragg discretas, ou seja, em

angulos determinados pela equagao de Bragg, nh = 2d sen@.

Muitos trabalhos foram feitos, nao sO con
sistemas de membranas artificiais, mas também, com sistemas na-
turais, preparados por sedimentacdo e parcial desidratacgao. En-
tretanto, & também possivel obter informagOes est—uturais Qiteis,

de baixa resolucdo, de dispersoes aquosas de membramas.

Todos os experimentés mencionados suportam -
bastante bem,a hipotese de que o elemento estrutural basico das
membranas & uma bicamada lipidica. Entretanto, tais resultados,
nao necessariamente, indicam a existencia de uma bicamada conti

nua em toda a membrana, podendo haver interrupcoes na mesma.

Nos sistemas de membranas, naturais éu arti-
ficiais, as mesmas nao se empilham de maneira regular e repeti-
tiva, de tal forma a terem uma estrutura periodica tridimensio-
nal, como um cristal. A desordem no empacotamento das membranas,

restringe a informagao possivel de se obter, a partir dos experi
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mentos de difracdo. Entretanto, tais experimentos,nos fornecem e
vidéncias de que as membranas possuem uma estrutura unidimensio

nal na direcao perpendicular ao seu plano.

Com a combinacao de longos tempecs de registro
da difracao e com o alto grau de mobilidade dos componentes da -
membrana, © que se obtem , € um diagrama que corresponde a estru-

tura média das membranas, no tempo e no €spacgo.

As estruturas laterais dentro de cada membra-
na difratam independentemente, e a menos que elas sejam regulares
e repetitivas, como- € o caso das cadeias de hidrocarbones, a di-
fracio sera muito difusa e fraca para ser observada experimen -

talmente.

III.2 Geometria do experimento de difracao de raios-x por

membranas.

Os diagramas de difracao de raios-X por mem-
branas, podem ser interpretados por analogia direta com uma gra
de de difragao Otica, cada plano da membrana (Plano das cabegas
polares em cada bicamada) corresponde a uma fenda na grade de -
difracao otica. As difragées de Bragg sao devido a interferen -
cia construtiva entre os raios-x espalhados pelos diferentes

planos.

Os planos da amostra atuam como espelhos pa-
ralelos e difratam os raios-x introduzindo diferengas de fase
devido assuas separacdes espaciais (Fig. III.1).Se a diferenca
de fase intrcduzida for um miltiplo inteiro do comprimento de

onda, a radiacdo espalhada interferira construtivamente, origi-



nando uma reflexdo de Bragg.
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Fig. 111.1 - Difracio de Raios-X por um arranjo lamelar de membrenas

de espessura d  (Ref. 02)

A ordem da reflexdo & definida pelo nimero
de comprimentos de onda necessarios para a interferencia constru

tiva. Esta condigdo, & conhecida como a lei de Bragg:

nx = 2d sen® (I11.1)

onde n é.um inteiro, © & o angulo entre os planos da amostra
e o feixe incidente, d & o espacamento entre os planos e A €
o comprimento de onda da radiacao utilizada. Esta condicao defi
ne também uma relacio reciproca entre o angulo de difracao © e

a espessura da membrana d, quanto maior o angulo menor a espes

sura.
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Os diagramas de difragdo de raios-X poT amos

tras lamelares de membranas sdo usualmente observados na regiao
de baixo angulo { © < 5°). Sob estas condigSés sen® = ©, Dpor
tanto, as reflexdes de Bragg estarao igualmente espacadas e 0OcCOT
rerao em posicgoes definidas por mﬁltiplos inteiros do inverso -
da espessura das membranas (Ver Fig. IV.5). As posigoes das re-

flexdes definem nioc sd a direcio de empilhamento das membranas,

mas também o valor aproximado da separacao interplanar.

Al8m desses dados, os diagramas de difracao
de raios-x, contem tambem informagéeé a respeito da densidade g
letronica média das membranas, na direcdo perpendicular ao pla
no das mesmas. Estas informacOes est3o contidas na intensidade
das reflgxées de Bragg, e dependem de sua variacao ém todo o es

paco reciproco.

Dispersdes aquosas de membranas, podem tambhem
ser usadas em estudo- por difracZo de raio-x, todavia nos nac
teremos mais as reflexdes de Bragg discretas, e sim um espalha-

mento continuo com alguns maximos difusos.

Contudo as informacBes obtidas, usando-se -
tais amostras, Sao menos precisas.assim como a resolugao que se

obtém & inferior.

III.3 - Correcoces das Intensidades

Inicjalmente, fizemos um calculo da absorcao
dos raios-x pela amostra,baseando-se em sua espessura ¢ composi
cdo quimica. Os valores da absorgao encontrados para as diferen

tes ordens de difracao, revelaram ser desnecessaria tal correcao,
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As intensidades das reflexdoes de Bragg, foram
corrigidas por um fator h devido a geometria da amostra e ‘a
curvatura do substrato. Se as bicamadas fossem planos perfeitamen
te empilhados, elas dariam origem a uma fileira de pontos igual -
mente espacados no espaco reciproco. Em nosso caso, trata-se de -
bicamadas que tem uma certa desorientacdo com respeito a normal -
ao plano da amostra e além disso, o substrato tem uma certa curva
tura.Estes fatores fazem com que os pontos do espago reciproco sejam a
largados e se tornem cascas esféricas{ cujo raio aumenta ao se

aumentar a distdncia a origem do espago reciproco, ou seja, quan

-do a ordem da reflexao aumenta.

Uma outra correcao, por outro fator h, € in
troduzida devido ao fato de que na varredura microdensitometrica,
a fenda tem uma altura limitada e portanto "V&" uma porgao cons
tante das diferentes ordens. Como as reflexdoes aparecem scbre o}
filme,como arcos de dimensido crescente, a perda da intensidade de
tectada & proporcional 3 ordem da reflexdo

Portanto, em se considerando essas duas corre

2
coes, devemos multiplicar as intensidades por fator h .

I1I1.4 - Teoria da difragdo de raios-x e determinacao da estrutu

ra de sistemas lamelares.

A intensidade difratada por um grupo de ato -

mos, & dada pelo quadrado da amplitude da onda difratada, ou seja:

13 o | FEG9| (111.2)
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- - - .
onde Xx* e o vetor da rede reciproca: x* =

Seja entao uma grupo de atomos A; ,A,,Aa...

Ar, que tem fatores de espalhamento £f1 , f2 , f3 "‘fr e suas
, = ~ e 4 e > - > -
posigoes sao definidas pelos vetores Xji , Xj seesX,, €M relacao

3 uma origem arbitraria. Neste caso, a amplitude total & dada por
T

F(x*) = I £ . exp (-21 i x*. in) (I1I1.3)

n=r

e F-(§*) & chamado de fator de estrutura do grupo de atomos. A de
finicao de objeto difratador, pode sér generalizada pela substi -
tuicdo dos atomos individuais, por uma funcgao, p(§ ), que repre-
Senta a denéidade eletronica do meio. Neste caso a equagio (I11.3)

ficaria:

F (x*) = i p(X) exp ( -2il ¥*. X) dv_ (I11.4)
onde a integracdo se ex.ende por todo o espago objeto.

Como pode—se notar, na equacao (III.4),a fungao
F (%*) ¢ a transformada de Fourier de p(%). Portanto, fazendo -

se a transformada inversa, pode-se obter p(i) , ou seja:
o(X) = I F (X*) exp (21 i%*.X) dv#* (I11.5)

e a integral & calculada em todo o espago reciproco (32). Portan
to, conhecendo~se o fator de estrutura da amostra, nds podemos de

terminar a sua densidade eletronica.

0 fator de estrutura & um numero complexo e da

equagao (II1.3) podemos reescreve-lo como:

F(x*) = © fn 8, (I11.6)
n
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onde S € um numero complexo e pode ser escrito como:

s, = (A+iB) | (111.7)

Entretanto, o que nos medimos experimentalmen

te & a magnitude de F(X*), ou seja:

[ F (&)= {1G")) /2
-** —
| F x*) | = | 2 ¢ g |
n n n
= | fn (A + iB)n|
n
S (s £ AN e (s o5 ) Y
n A4 n Bn {II1.8)
n n
A fase do fator de estrutura complexo
> - io(X*)
F (x*) = F (x*) e (I11.9)

onde a fase o (¥*) & dada por:

a(X*) = tan

r
.
(1I11.10)
I £, A
n
e nac a obtemos experimentalmente.
Portanto, para determinarmos a densidade ele-
tronica da amostra, nds necessitamos conhecer nio s a amplitu-
de, mas também a fase do fator de estrutura. Entdo temos um pro

blema a resolver, que & a determinagao das fases do fator de es

trutura.

111.4.1 Determinagao das Fases do fator de estrutura das mem-

branas.
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No caso de termos uma estrutura centrossimétri
ca, as fases, o (X*), para todas as reflexdes de Bragg, serao
sempre 0 ou 1 rad . Istb pode ser facilmente concluido das
equactes (I1I.9) e (III.10), pois para uma estrutura centrossimé

trica temos B = 0 entao d(i) = tan - 0 = 0 ou ., tal -

1+

que F (%*) = ]F(%*)] .

Quando nos graficamos a intensidades | F(x*)li
em uma dimensZo, de uma estrutura centrossimétrica versus a dis-
tancia no espaco reciproco (x*), nds encontramos que a mesma -
tem um carater ondulatdério, com varios picos. Nos pontos em que
a intensidade é nula, o fator de estrutura também o sera, mas a
sua fase muda de 0 wpara T (i.e. as amplitudes passam de posi

tivas para negativas) ou vice-versa, nestes pontos.

2

Entretanto, resta ainda determinar qual sera a
h

L3 - 3 . . max - x
combinacac correta das fases, visto que existem 2 possiveis

combinacoes das mesmas, onde hmax € o numero de reflexoes de

Bragg, obtidas do diagrama de difracgao.

Existem alguns métodos para se determinar a -
combinacio de fases correta, um deles € o''método do inchamento'-
das membranas (8,9,21), um outro método menos usado &€ o da "subs
tituigcao isomorfa"™ (10,21). Entretanto uma terceira técnica, mais
direta, mostra-se bastante préfica. 0 método consiste em se usatr
um modelo tedrico, para confirmar se uma particular combinacao de
fases & correta ou nio. Como em nosso caso, este método presta-se
sempre que pudermos utilizar um modelo para o perfil de densidade
eletrdénica da membrana, baseado em sua composicdo quimica e evi -

dencias de sua estrutura.
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Este método, pode ser considerado bastante -
bom, pois em qUasé todos 0s casos existe uma Unica combinagao -
de fases, que produz um perfil de densidade eletronica que se -
ajusta bem ao modelo, sendo os demais quase que sempre ab sur-

?

dos.

Portanto, no caso em que se dispoe de um mode
lo confiivel para o perfil de densidade eletronica da membrana,
este métode torna-se extremamente util, mas devemos considerar,
que nio podemos usd-lo como uma solugdo para todos os casos de

determinacao de fases.

I1T1.4.2 Um modelo para o perfil de densidade eletronica das

membranas.

Os perfis de densidade eletronica calculados
utilizando-se a teoria descrita nos itens anterinres, devem ser
interpretados em termos da composigao quimicg das membranas.Em
vista disso, torna-se imperativo compararmos os perfis calcula-

dos com aqueles obtidos a partir de uma estrutura modelo para

as membranas.~

Os perfis propostos baseando-se na composigao
quimica das membranas, normalmente utilizam-se do modelo das bi
camadas ou modelo de Davson e Danielli e também em alguns expe-
rimentos (2,8-12, 21), que suportam bastante bem a estrutura pro
posta por este modelo. Utilizando-se os valores da densidade e-
letrdnica das moléculas constituintes das membranas € possivel
se propor aproximadamente qual.seré o perfil de densidade eletro

.nica das membranas. Digo aproximadamente, porque este perfil



modelo & baseado na densidade eletronica das moléculas livres e
nés nio conhecemos qual & o efeito das interacdes das moléculas
sobre a distribuicdo eletronica das mesmas, bem como o efeito -
das interagdes com o meio em que estao dispersas. No presente es
tudo as moléculas constituintes das membranas sdo fosfolipideos

e proteinas e o meio em que estido dispersas € aquoso.

As cabegas polares dos fosfolipideos e as pro
teinas n3o hidratadas, tem uma densidade eletronica aproximada-
mente de 0,45 e/Ra, enquanto que para as cadeias de metileno &
0,296 e/R3 e para os grupos metil, terminais dos fosfolipideos
e de 0,165 e/R3 (é). Portanto, com relacdao a agua, que tem uma
densidade eletronica de aproximadamente 0,334 e/Ra, as protel-
nas e as cabecas polares dos fosfolipideos se comportarao como

espalhadores positivos, enquanto as cadeias de hidrocarbonos co

mo negativos.

Baseando-se nas consideragoes acima expostas,
um esquema razodvel para o perfil de densidade eletronica das
membranas seria o ilustrado na Fig. I1I1.2, onde os picos late
rais correspondem as proteinas e/ou as cabecas polares dos fos-
folipideos e o pico negativo central corresponde aos terminais

metil dos mesmos.
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Esquema do Perfil de Densidade Eletronica esperado para

as membranas de fosfolipideos.
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111.4.3 Método para a obtencgdo do perfil de densidade eletroni

ca das membranas.

0 perfil de densidade eletronica de uma mem -

brana centrossimétrica & dado por:
p(x) = J F(x*) cos(2 T x,.x*) dx* (I11.11)

onde x € a coordenada perpendicular ao plano da membrana,F(x*)

& o fator de estrutura e x* & a coordenada reciproca.

Portanto, para calcularmos p(x), n0s neces-
sitamos da funcao continua F(x*) e nos temos apenas os valores

discretos de | F(h/d)] , obtidos das reflexoes de Bragg.

Para obtermos F(x*), a partir de |F(h/d)| .
nos utilizamos o '"teorema da amostragem de Fourier'" (8,9,30,31),

que permite calcular TF(x*) por meio da seguinte expressao:

h
max
F(x*) = z | F(h/d) |- exp {=-i oa(h)} «sinc{l (x*d-h)}
h = -h :
rax (IT1.12)
onde a(h) & a fase da reflexdo de Bragg de ordem h, h e

a ordem da Gltima reflexdo observada, d €& a espessura da mem -

brana e a funcao sinc(x) €& definida como sinc(x) = sen(x) /(x}

0 valor de |F(0/4d)] ’ nio & ﬁbservédo expe-
rimentalmente, entretanto ele € necessario para a obtencdo de
F(x*). | F(0/d) | & escolhido arbitrariamente, e alguma incerte
za em seu valor nao afeta significantemente F(x*). Tendo-se a
'gora F(x*), nos podemos calcular p (x), fazendo-se a sua trans

formada de Fourier.
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Entretanto, devemos lembrar, que em se recons
truindo o perfil de densidade eletronica a partir de um numero
finito de harmonicos, como & o nosso caso, ndos inevitavelmente
introduziremos caracteristicas ndo inerentes ao perfil, ou seja,

oscilagdes nao devidas a detalhes estruturais.

A seguir apresentamos um esquema dos calculos

realizados para a obtencio do mapa de densidade eletronica.
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ESQUEMA PARA OBTENGAQO DE pix)

GEOMETRIA VARREDURA
DA AMOSTRA MICRODENSITOMETRICA
Tops(h/d) - Igonhd) ————  (Fth/d) = [Toreh/d)] %
‘[ ABSORCAO
INTENSIDADE
OBSERVADA :
TEOREMA DA ———» | «—— FASES ¢(h)
AMOSTRAGEM
Yy
FUNCAQ
conTinua —— Fix*)

TRANSFORMADA _____

DE FOURIER
\J
plx} o— T[F{x*)]
DENSIDADE

ELETRONICA.
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CAPTTULO IV

PARTE EXPERIMENTAL

IV.1 - Materiais e Métodos:

Os materiais utilizados foram comprados da
Sigma Chemical c® - st. Louis -U.S.A. Nos experimentos utili-
zamos Lecitina Dipalmftica, tipo-L-a ( L-o  Dipalmjtoyl Phos
phatidyl Choline) com pureza de 98%; Cardiolipina (Diphosphati
dyl Glycerol) que se encontrava emn solucdo de etanol a 3,4 mg/
ml; e o Citocromo-C tipo TII com pureza de 99%.05 materiails -

foram utilizados sem purificagoes adicionais,

0 método utilizado nas experiencias foi difra
¢do de raios-x a baixo angulo, que em principio ndo & diferen-
te dos demais métodos de difracgao de raios-x. Entretanto, ele
requer instrumentos especials. A dificuldade real esta em pro-
duzir um feixe de raios-x suficientemente fino, com um halo de
radiacdo parasita bastante pequeno, e ainda ter intensidade su
ficiente para difracac ¢ mais, a radiagao deve ser monocromati

ca.

Para tal experimento nds usamos uma camera de
baixo angulo tipo Kratky (Fig. IV-1),fabricada pela Rigaku -~
Denki C©- (Japan), com colimacdo linear (Fenda de 20 um) e ca
minho de vadcuo. (29). Utilizamos um gerador Phillips com tubo

~de cobre de foco fino, operado a 20mA e 40 Ky (0,8 Kw}.A Ta
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diacdo utilizada foi KXa do cobre ( A = 1,54 R ) , obtido por

monocromatizacao com filtro de Niquel.

AMOSTRA / FILME

I

Fig.IV.1 - Esquematizacao da Camera de Kratky

Para a andlise microdensitométrica dos diagra
mas de difragdo, utilizamos um microdensitometro Nalumi de var-
redura automatica, com fenda de iluminacao de 240 x 360 um e

da foto multiplicadora de 180 x 300 um.

Nas fotos IV.1 e 1IV.2 mostramos, Tespec-
tivamente, a montagem de Laboratlrio e o sistema de fendas de

Kratky, utilizados em nossos experimentos.
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1V.2 Preparo das dispersoes

Foram preparados dispersoes com tres composi-
coes diferentes, uma dispersao somente de D.P.L. (Lecitina -
Dipalmitica ), uma outra misturando-se D.P.L. e Cardiolipina

e uma ultima ondg tinhamos DPL/ Cardiolipina e Citocromos-C,

N6s usamos D.P.L. ¢ Cardiolipina por serem -
fosfolipideos abundantes nas membranas. A cardiolipina, foi -
particularmente escolhida, por se tratar de um fosfolipideo
que tem uma carga‘resultante'negativa e era nossc desejo que
a membrana tivesse realmente uma carga ndo nula, pois os cito-

cromos ligam-se eletrostaticamente as mesmas.

a) Preparo da dispersao de D.P.L:

A leci.ina Dipalmitica , foi dissolvida em
cloroférmio e posteriormente secada nas paredes de um tubo de
ensaio, pbr uma corrente de nitrogenio. Em seguida adicionou-
se solucoe tampdo {KH,PO,) 00 Molar de pH = 7,25. A concen-
tracio da dispersdo foi de 20 mg/ml. Esses fosfolipideos, quan
do dissolvidos em solugao aquosa,formam ex?ontaneamente vesicu
las multilamelares concéntricas, separadas por camadas aquosas
(Fig. IV.2a). Para obtermos uma populacao bastante homogeénea -
de vesiculas unilamelares (Fig. IV.2b), nds submetemos a dis -

persao ao ultrason.
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Bicamada

Fase
aquosda
a b
Fig.IV.2 - Representacdo esquemitica das vesiculas

a - Vesicula multilamelar

b - Vesicula unilamelar

Uma onda de ultrason que se propaga en um
meio, consiste de compressoes e rarefacOes alternadas. Se esta
onda &€ aplicada a um 1liquido e se for bastante forte, se for-
mara uma quantidade inumeravel de bolhas microscopicas que im
plodirdo. Este fenomeno €& conhecido como cavitacdo. Ainda mais,
quando a energia & suficientemente intensa, as bolhas implodi-
Tao com'tal forca, que produziréd mudangas de pressao local,da
ordem de milhares de atmosfera. A energia mecanica liberada &
tao intensa como para romper as paredés celulares ou como em

nosso caso quebrar as vesiculas multilamelares, para que se

formem vesiculas unilamelares.

0 aparelho de ultrason utilizado foi um Bran-

son- B-12 operado a aproximadamente 30 watts, que foi cedido
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pelo departamento de biologia Celular da UNICAMP.

b) Preparo da dispersao de D.P.L./Cardiolipina:

A cérdiolipina encontra-se em soluciao de eta-
nol, a uma concentragﬁo de 3,4 mg/ml. Para obtermos a dispersao
D.P.L./Cardiolipina, juntamos o D.P.L, com a solugao de Cardio
lipina, em proporgoes previamente determinadas. A seguir e fei
ta a secagem desta solugZo por uma corrente de nitrogenio. Os
procedimentos seguintes para a obten¢3o da dispersdo sdo idens

ticos aos descritos em {a) para as dispersoes de D.P.L,

As dispersdoes foram preparadas segundo uma
proporcae molar de 4:1, respectivamente de D.P.L. e Cardiolipi
na. A concentracio da dispersac foi de 40 mg/ml, ou seja 40 mg
de fosfolipideos (D.P.L. + Cardiolipina na proporgio.4:1) -
por mililitro de dispersdo. Outras dispersoes com diferentes -
proporcoes entre D.P.L. e Cardiolipina foram preparadas, mas -
os diagramas de difracdao obtidos nao foram bons e sua analise

foi abandonada.

c) Preparo da dispersao de D.P.L./Cardiolipina/Citocroﬁo~C

Paraprepararmos a dispersac D.P.L./Cardiolipi
na/Citocromo-C, adicionamos os citocromos-C a uma parte da so
lucdo de D.P.L./Cardiolipina ja preparada da maneira indicada
no Item anterior. Isto torna-se obrigatdrio para que tenhamos
a certeza de que a. proporcda. de D.P.L./Cardiolipina nas duas
dispersdes, com e sem citocrmos-C, seja a mesma. Esta manuten-
cdo das proporgles torna-se necessaria, para que possamos final

mente comnarar os efeitos da inclusdo dos citocromos-C, sobre
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o perfil de densidade eletronica das membranas.

Os citocromos-C serdo juntados a dispersao de
vesiculas unilamelares de DPL/Cardiolipina, em uma gquantidade
gque & aproximadamente a metade daquela que seria necessaria pa
ra que obtivéssemos uma estrutura hexagonal compacta, dos cito

eromos~-C, em torno das vesiculas de DPL/Cardiolipina.

0 calculo para a obtencido dessa quantidade de
citocromqs—c,é feito com base na area ocupada por cada uma das
moléculas de D.P.L. e Cardiolipina,na superficie das vesiculas.
As moléculas de DPL e de Cardiolipina, tem formas aproximada -
mente cilindricas e a area que consideraremos como sendo a ocu
pada por uma molécula na superficie das vesiculas, & a area -
da seccao reta destes cilindros. Essas moleculas, de D.P.L e
Cardiolipina, colocam-se lado a lado para formarem a membrana,
portanto o que precisamos obter ¢ a area total desta membrana

que sera a area disponivel para os citocromos-C se ligarem.

Por sua vez, as ﬁoléculas dos citocromos-C, -
tem forma aproximadamente esférica (Proteina globular) e a
area qﬁe considerames como sendo efetivamente a area de conta-
to com a membrana, sera a da secgao reta destas esferas ,

ha regiao equatorial das mesmas.

N6 guadro abaixo, nds mostramos os pesos mole
culares e as areas ocupadas pelas moléculas (28) constituin -
tes da membrana, logo em seguida mostramos também uma represen

taclo esquematica das moléculas e das areas consideradas .

(Fig. IV.3).
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2
Peso Molecular | Area (R /Molécula)
D.P.L. , 734,1 40
Cardiolipina 1.462 100
Citocromo-C 12.400 707
-4 A2 : 1 2
/7<-areo=4OA /molécula ’(oreuﬂooﬁ /molecula
(25 (D
L —~D.P.L. l! lik,,-CurdioHpino
— RN
a2 b -
S .
. 2 .
area = TC (—%g) 2\2 /molecula
Citocromo - C
Fig. IV.3 - Representacdo esquematica dasmmoleculas de D.P.L.,

Cardiolipina e Citocromo-C.

Inicialmente consideraremos 0,5 ml da disper
s8o anteriormente obtida, ou seja, 20mg de DPL/Cardiolipina
em dispersio, na pronorcdo 4:1 {em mol). Precisamos entao sz

ber qual & o nimero de moléculas de D.P.L. e de Cardiolipina -
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presentes nestas quantidade de dispersao, para posteriormente

calcularmos a area total das vesiculas (membrana).
Temos entao que:

1 mol de DPL - 734,1 gr

1 mol de Cardiolipina 1.462 gr

Seja m o niumero de mols de Cardiolipina e
4m o n® de de mols de DPL necessarios para se obter 20 mg da

dispersao desejada, logo devemos resolver a seguinte equagao:

4m , 734,1 + m. 1462 = 0,02 gr

-6

ou seja: m = 4,54 , 10 mols.

Entao devemos juntar:

DPL = 13,33 mg
Cardiolipina = 6,66 mg
Em moléculas esses numeros sao:
_ 18 -
DPL = 2,73 x 10 moleculas
Cardiolipina = 10,92 x 10'% moléculas

Sendo aque cada molécula de DPL ocupa uma area
2 2 :
de 40 R e a cardiolipina ocupa 100 R , a drea total, ocupa
da por todas as moléculas de DPL e Cardiolipina sera:
2

Krea Total = (10,92 . 40 x 2,73 . 100) 1028 = 7,1 x 10%° R

Como a area ocupada por uma molécula de cito-

2
"cromo-C & de 707 R , o niimero de citocromos-C necessarics para
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uma estrutura hexagonal compacta sera:

20 g -
19 de citocromos-C = 7,1 x 10 - 1.1&' moleculas
707
o que equivale em peso a:
Peso de citocromos~-C = 10,0206 gr = 20,6 mg

Para o nosso caso, juntamos a metade desta -
quantidade ou seja 10,3 mg, assim sendo nos teremos 0,5 ml -

de dispersao, com a seguinte composicao:

Cardiolipina = 6,66 mg

DPL

fl

13,33 mg

Citocromo-C 10,3 mg

Apds rdicionarmos os citocromes-C a disperséo
de DPL/Cardiolipina, a mesma foi novamente submetida ao ultra-

som de acordo com processo ja detalhado anteriormente (item-a).

IV.3 =~ Preparo e secagem das amostras para os experimentos

de difracao

As amostras para os experimentos sao prepara-
das, depositando-se as disperstes sobre um substrato de vidro
de forma cilindrica (Fig. IV.4), de Aarea aproximadamente -

. 2 . . -
igual a 1 cm e cujo 7raio de curvatura & em torno de Zcm.
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Conta gofa

ﬂ/

0’

Substrato de vidro
{ porta amostra)

/Dispersao
/

raio de
curvatura ~2¢m

Fig. IV.4 - Esquematizacao do substrato de vidro utilizado e

do preparo da amostra.

As amostras séo,ﬁosteriormente,levadas a se-
cagem em ambiente de umidade constante. Estes ambientes de umi
dade constante, sdao obtidos sabendo-se que alguns produtos qui
micos, quando em excesso, eém ¢contato com uma solugao aquosa sa
turada do mesmo e a uma determinada temperatura, se mantidos -
em um ambiente fechado, sdo0 capazes de manter a umidade do meio

ambiente constante.

Inicialmenté as amostras foram secadas a qua-
tro umidades diferentes, 15%, 56%, 75% e 81%, a temperatu
ra ambiente , Entretanto , para os experimentos finais foram utili

g

zadas somente amostras de 56% e 75%, que foram as que produzi
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ram melhores diagramas de difracgao.

As amostras secadas a 15% de umidade, nor -
malmente apresentam-se ''rugosas'. Isto talvez se deva ao fato
da atmosfera ser muito seca e consequentemente a secagem muito
rapida, n3o havendo tempo suficiente para que os fosfolipideos
atinjam seu grau maximo de ordenacac nas membranas. Quando man-
temos a umidade muito alta, as amostras conseguidas também apre
sentam um alto grau de desordem e em ambos os casos chtemos dia

gramas de difracao de qualidade inferior.

Portanto, faz-se necessario escolhermos uma
faixa de umidades intermedidria ( De 70% a 80% de umidade),pa
ra que obtenhamos bons diagramas de difracao de raios-x,pelas a

mostras assim mantidas.

Para mantermos a umidade das amostras durante
a exposicao aos raios-x, ou seja, durante a obtengac dos diagra
mas de difracdo, fazemos passar através da camera porta  amos
tras um fluxo de Nitrogénio, que antes passa por um lavador

de gases que contém um sal que nos da a umidade desejada.

IV.4 -~ Obtengao dos diagramas de difracao de Raios-X por mem

branas

Os diagramas de difragao foram obtidos, utill
zando-se os instrumentos e especificagdes detalhados no Item -

Iv.1.

Na Fig. IV.5, nos mostramos um esquema de co-

mo obtermos os diagramas de difracao pelas membranas.
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Filme

E
T Difrac8o lamelar

7 Difracdo pelas
/ . - cadeios de

hidrocarbonos

G
Tubo de vdcuq

Amostra

\

Feixe de roios-x
razante @ amosira

// ) Camera de KRATKY

Fig. IV.5 - ©Esquematizacdao da obtencao dos diagramas de difra

c¢do de Ralos-X wpor membranas
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Conforme podemos ver na esquematizagao ante -
rior, o feixe de raios-x incide sobre a amostra de forma a ape
nas tangencii-la na sua superficie cilindrica, sendo que sua pe
netracdo na mesma & de apenas alguns microns (na diregao perpen
dicular a do- feixe incidente). Existe um mecanismo de contro-
le, que nos possibilita a aproximacdo da amostra ate o feixe -
(Direcdo B-C na Fig. IV.5), assim como um eixo (Eixo A na

Fig. IV.5 ) que nos permite girar a amostra.

1V.4.1 - Caracteristica dos diagramas difragao de raios-x -

por membranas

0 filme & colocado perpendicular a direcao do
feixe de raios-x incidente. Nos diagramas obtidos nos observa-
mos as difracoes lamelares na direcao meridional (Direcao D-E
na fig. IV.5), que sao devidasao empilhamento das membranas e
um anel de difracdo na direcao equatorial (Diregao F-G na Fig.
IV.5), que €& devido ao arranjo das cadeias de hidrocarbonos, -
dentro de cada membrana. Este anel, que normalmente g difuso,
tem uma intensidade que € decrescente, no sentido da direcac g
quatorial para meridional, chegandc a ser praticamente nula nes

te ponto.

0 fato das membranas difratarem raios-x en
uma direcdo, que & perpendicular “aquela em que difratam as ca
deias de hidrocarbonos dos fosfolipidecs nela contidosyem evi
denciara caracteristica das mesmas, de que os fosfolipideos or-

*
denam-se dentro de cada membrana, pervendicularmente a mesma .

* Devemos salientar ,entretanto gue em nossos diagramas nao con-
seguimos registrar a difracio equatorial (Anel da cadeia de hi
drocarbonos), pelo fato de que a nossa camera porta filmes(cas
sete) & pequena, e assim sendo este anel caia fora da regiao -
abrangida pelo filme.

L
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Os filmes sao colocades no cassete, normalmen
te superpostos em numero de trés ou mais, istb para que nos ndo
percamos tempos de exposicdo tao altos, como sac os nossos ( Os
tempos de exposicao variam entre 5 e 40 horas), quando, , por
exemplo,ocorre saturacio do filme por excesso de exposicao para
as linhas mais intensas. Neste caso, nos podemos escolher um
filme posterior, no qual estas linhas nao estao saturadas e com
por o diagrama de difracdo total normalizando adequadamente as
intensidades. A revelacao dos filmes foi feita com e revelador
a 18°C, durante 3_min. Os filmes usados foram Ilford Industrial

G para todas as experiencias.

IV.4,2 ~ Diagramas de difracao de ralos-x obtidos para as di-

ferentes amostras.

Dentre os diagramas obtidos desde o inicio -
das medidas {Cerca de setenta), selecionamos tres, o melhor pa-
ra cada tipo de dispersac analisada. Esses tres diagramas sao -
mostrados nas fotos IV.3, IV.4 e IV.5, respectivamente obtidos
das amostras de D.P.L, DPL/Cardiolipina e D.P.L/Cardiolipina /
Citocromo-C. Os diagramas foram todos obtidos a temperaturaram—
biente ¢ a distancia entre o filme e a amostra foi a mesma em
todos os casos, igual a 50 mm (A minima possivel). As demais -
condicdes em que foram obtidos os diagramas e que ndo sao co-
mum acs mesmos, encontram-se especificadas junto a cada um dos

diagramas,

IV.5 - Andlise microdensitométrica dos diagramas de difracao

de raios-x por membranas,
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Para a obtencgao das intensidades, das difra -
goes lamelares das membranas, nos utilizamos um microdensitome-
tro Naluni de varredura automatica,com fenda de iluminagao fixa
da em 240 x 360 ym e fenda da fotomultiplicadora em ...

180 x 300 um.

0 "background'" para estes diagramas € deter-
minado, supondo-se que a intensidade minima entre os maximos de
difracdo €& nula, assim sendo uma curva suave (background) € tra

cada através dos minimos da curva de intensidades (13).

A intensidade liquida espalhada pela amostra,
sera obtida descontando-se da curva de intensidades tracada pe-
lo microdensitometro, os correspondentes valores da curva de
"background'" (curva tracejada). Nos tracados microdensitdmétri
cos a seguir, o ponto A & a origem do eixo da coordenada re-

*
ciproca X

(2 sen® )/A, O fator de escala entre o tracado
microdensitométrico ¢ o diagrama de difragdo de raios-x € conhe
cido.As intensidades serao medidas em unidades arbitrarias.

Essas intensidades I(h), serdo posteriormente corrigidas (9,-
2
13,21) por um fator h, sendo um fator h devido a estrutu-

ra da amostra, e o outro 3 andlise microdensitométrica.

A partir dos tracados microdensitométricos,-
nos podemos determinar a separacao entre os maximos de difracao,
e conhecendo-se a distancia filme-amostra nds conseguimos facil
mente determinar o Angulo de difracido desses picos (Angulo de
Bragg), e consequentemente, através da equagdo de Bragg, a es-

pessura das membranas na direc3o perpendicular ao seu plano.
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Os tragados microdensitométricos dos grafi-
cos IV,1, IV.2 e IV.3, correspondem respectivamente as fotos -
IV.3, IV.4 e IV,5 do item anterior. A mesma correspondéncia exis

te entre a tabela IV.1l e as referidas fotos.
1V.6 - Analise estrutural das membranas

A partir dos dados obtidos dos diagramas de
difragao de raios~x, pelas membranas e encontrados na tabela
1V.1, nos podemos determinar o perfil de densidade eletronica -

das membranas e consequentemente sua estrutura.

Para obtencido deste perfil, nos utilizamos um
programa de computador+, que se baseia na teoria descrita no ca
pitulo-III. Este programa inicialmente faz as corregSes das in-
tensidades, ou seja, dos valores de ! F(h/d)| . Em seguida ele
reconstroi F(x*) (fungdo continua), o fator de estrutura, usan-

do o teorema da amostragem. (8, 9, 21, 30, 31)

Utilizando a funcdo F(x*) calculada, nds fa-
zemos a sua trasnformada de Fourier obtendo assim o perfil de
densidade eletronica da membrana. O programa & executado com to
das as_possiveis combinagoes de fases e o perfil de densidade -
eletronica € corretamente escolhido por comparagao com © modélo
descrito no capitulo III. Ainda, a esse programa, anexamos uma
parte que nos permite a obtencio dos perfis de densidade eletro
nica, diretamente do graficador do computador. O computador usa

do foi um PDP-10 - da UNICAMP.

Os perfis obtidos e mostrados nos graficos -
IV.4, IV.5 e IV.6, correspondem respectivamente aos tragados mi

crodensitométricos dos graficos IV.1, IV.2 e IV.3.

+ - 0 referido programa esta em meu poder e poderd ser consultado,

por quem desejar.
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-Grafico IV.1 - Tracado microdensitométrico do diagrama de difracdo por

membranas de D.P.L.(

) e respectiva curva de''back-
ground" (---- ).
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*
Tabela 1IV-1 - Intensidades das difracoes lamelares

Dispersao DPL DPL/Card DPL/Card/CiT-C
Umidade 56% 75% 75%
Espessura

da membrana (X) 55,06 57,76 58,37

h

1 73,0 63.8 . 93,2
2 6.8 10.3 5.2
3 3.0 7.0 2.4
4 26.5 18.6 1.2
5 0.0 0.0 : 1.0
6 5.5 2.6 1,8
7 0.0 0.0 0.0
8 3.1 0.0 0,0

]
* Antes das correcoes por h
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CAPITULO V

RESULTADOS E CONCLUSOES

V.1l - Resultados

Desde o inicio de nosso trabalho, nos preocu
pamos em otimizar as condicoes experimentais, e isso nos levou

a alguns resultados preliminares.

Uma variacdo sistematica da geometria da di
fracao, levou-nos a concluir que conseguiamos uma melhor resolu
¢ac nos diagramas de difracao, quando utilizdvamos, no sistema
de colimagio de Kratky, uma fenda de 20 uym de largura e uma

altura entre 1 e 3 mm.

Para quase todas as amostras utilizadas, a
umidade que se mostrou mais adequada para mantermos as mesmas ,
foi por volta de 75%. Determinamos também que a Troporgao en-
tre os fosfolipideos, DPL e Cardiolipina, de 4:1 (em mols),res

pectivamente, foi a que produziu melhores diagramas de difracgao.

Como resultados finais deste trabalho, deter
minamos as fases, o perfil de densidade eletrdonica e a espessu-
ra da membrana, para os diferentes sistemas, DPL, DPL/Cardio-
lipina e DPi/Cardiolipina/Citocromo-C. A espessura das mermhra-
nas foi determinada a partir dos perfis de densidade eletrénica
das mesmas, considerando-se a separacaoc entre os dois minimos -
imediatamente externos as cabecas polares. Os dados obtidos sao

os seguintes:
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Espessura das _ Fases
membranas
D.P.L. 56,4 8 ° (-1,1,-1,-1,0,-1,0,-1)
D.P.L./Cardiolipina 58,2 R (-1,-1,1,-1,0,-1)
D.P.L/Cardiolipina/ _
Citocromo-C 65,6 R (-1,1,-1,-1,-1,-1})

Os perfis de densidade eletronica, para os
tres sistemas, sdo superpostos e apresentados no Graf. V.1l. A Te
solucao fol de 4 R para o sistema D.P.L. e de 5 R para -

os demais.

V.2 - Conclusoes

Uma primeira comparacido entre os perfis de
densidade eletronica dos sistemas D.P.L. e D.P.L./Cardiolipina,

apresenta algumas diferencas relevantes.

Dentre essas diferencas, nds podemos enume -
rar quatro de maior importancia, que sac: a) O aumento na e5-
pessura das membranas, quando se passa do sistema DPL parta 0
sistema DPL/Cardiolipina. Esse aumento pode ser devido a Tepul-
sdo eletrostdtica das cabecas polares das moléculas de cardioli
pina, assim como pode ser devido ao fato de que as cadeias ce

hidrocarbonos da cardiolipina si3o mais longas que as do D.TP.L.
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ou aos dois simultaneamente. b) O alargamento dos picos devido
as cabecas polares dos fosfolipideos. Este alargamento deve- se
ao fato de que as moléculas de cardiolipina possuem uma cabecga

polar maior que a do D.P.L. e consequentemente irdao alargar oS
refefidos picos. <c¢) O encurtamento e conseguentemente alarga-
mento do pico negativo no centro da regiZo hidrofobica, o que
€ com certeza devido a deslocalizacdo dos grupos metil termi -
nais, quando a cardiolipina ¢ adicionada ao sistema contendo 2
penas D.P.L. d) A perda na resolugdo do grupo fosfato das ca
becas polares, que aparece imediatamehte na parte interna dos -

picos devidos as cabecas polares.

Na comparacdo final entre os perfis de densi
dade eletronica dos sistemas D.P.L./Cardiolipina e DPL/Cardioli
pina/Citocromo~C, ressalta-se um aumento na espessura da membra
na, assim como um alargamento dos picos correspondentes as cabe
cas polares dos fosfolipideos e uma consequente perda de defini
cao dos mesmos. Enquanto que essas alteracoes ocorrem na parte
hidrofilica das membranas, a parte hidrofobica das mesmas, ou
seja, a regiao central dos perfis de densidade eletronica, € in
sensivel a introducdo dos citocromos-C, permanecendo praticamen

te inalterada.

Essas observacgoes levam-nos verificar que os
citocromos-C ligam-se superficialmente as membranas de fosfoli-
pi@eos, penetrando avenas na regido das cabecas polares dos mes
mos. Esta verificacio ajusta-se plenamente com a suposigao de
que os citocromos-C ligam-se eletrostaticamente as moléeculas de

cardiolipina, que tem uma carga elétrica resultante.
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Esses resultados também concordam com os ob
tidos por Brown e Withrich, utilizando métodos de N.M.R.e E.S:

R., em novembro de 1977 (18).

Eles concluiram, a partir de suas experien-
- - -~ - - - - -
cias que a incorporagao dos citocromos-C nas bicamadas lipidicas,
afeta o comportamento dinamico da superficie das mesmas. Todavia,
o interior da bicamada permanecia praticamente insensivel a in-
troducao das proteinas. Baseando-se nessas conclusdes, eles pro

puseram um modelo como o esquematizado na Fig. V.1.

CARDIOLIPINA

Fig. IV, 1 - Modelo para as membranas de D.P;L./Cardiolipina/Citocromo—C.

proposto por Brown e Wuthrich ( Ref. 18)

Nos acreditamos que o modelo estrutural para
as membranas, esbocado na Fig. V.1, concorda razoavelmente bem

com o nosso perfil de densidade eletronica obtido para as mem -
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branas e que se conseguissemos uma resolucdo maior nesses per -
fis, eles mostrariam uma &anormagéo que concordaria mais de
perto com esse modelo, ou seja, deveria aparecer uma ''saliencia"
na parte externa, dos picos que correspondem as cabecas polares,

que seria devida aos citocromos-c.

Uma continuagao deste trabalho seria orienta
do 3 determinagio de perfis de densidade eletrdnica de maior re
solugao, que permitissem avaliar o grau de penetracao do cito-
cromo, na regiao das cabecas polareé; Tem-se proposto que as
interagdes hidrofdbicas, também contribuem na ligagdo do cito -
cromo-c a membrana, portanto, uma determinacao mais precisa do
seu grau de penetragdo, seria importante para a verificagao des

ta hipdtese. -
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