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Abreviaturas

[Ca®o concentracéo de célcio extracelular
ATP adenosina 5'-trifosfato

DPH 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno

DPPC 1,2-dipaltoibn-glicero-3-fosfocolina, ou

16:0/16:0-glicerofosfocolina
DPPE 1,2-dipaltoibn-glicero-3-fosfoetanolamina, ou

16:0/16:0-glicerofosfoetanolamina

DPPS 1,2-dipaltoibn-glicero-3-fosfoserina, ou
16:0/16:0-glicerofosfoserina

DSC calorimetria diferencial de varrimento

GLC cromatografia gas-liquido, ou

cromatografia gasosa

Hepes acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-2-etasoonico

HPLC cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ka constante de dissociacdo protonica

Kg constante de dissociacdo ionica

Liso-PS liso-glicerofosfoserina

Mes acido 2-(N-morfolino)etanossulfénico

Mio miofilamentos

Mit mitocondria

Nu nucleo

P polarizacédo de fluorescéncia, referido no contdas propriedades fisicas

estudadas com a sonda DPH

PC fosfatidilcolina

PE fosfatidiletanolamina

Pl fosfatidilinositol

PLD fosfolipase D

PS fosfatidilserina

rpm rotacdes por minuto

RS reticulo sarcoplasmatico

RSJ reticulo sarcoplasmaético juncional

SAPA acido 1-estearoil-2-araquidosii-glicero-3-fosforico, ou

acido 18:0/20:4-glicerofosforico



Abreviaturas

SAPC 1-estearoil-2-araquidorah-glicero-3-fosfocolina, ou
18:0/20:4-glicerofosfocolina

SAPE 1-estearoil-2-araquidorgh-glicero-3-fosfoetanolamina, ou
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina

SAPS 1-estearoil-2-araquidomt-glicero-3-fosfoserina, ou
18:0/20:4-glicerofosfoserina

Sar sarcolema
SDS dodecilssulfato de sodio
Sph esfingomielina
T tubulo transverso, ou
tubulo-T
T (°C) temperatura em graus celsius
ta tempo de meia vida
TLC cromatografia de camada fina
TLCa cromatografia analitica de camada fina
TLCp cromatografia preparativa de camada fina
AH variacéo de entalpia
AT variagao ou intervalo de temperatura

Vi
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Abstract

The ultrastructure of cardiac muscle reveals thahany sites on the surface of
cells the sarcolemma is invaginated to form a netvad tubules with transverse and
longitudinal orientation to which the sarcoplasmeticulum is apposed to form dyads.
Cd"* channels and other exchangers engaged in theactilgtrcycle are mainly located
closed to the dyadic cleft, and require fast flamsl higher cytosolic concentrations of
ca&* for the physiological activity. The subsarcolemntifadic region has been
indicated as a compartment for restrict*Cdiffusion where most of cellular &a
exchanges take place. The negatively charged pbbgpls from the inner
sarcolemmal leaflet represent the main locus fohargeable Gabinding sites.

The pathological ischemic condition is associateith wntracellular energy
depletion and acidosis and is followed by sarcolamestabilization, like loss of
asymmetry, aggregation of intramembraneous coestisuand disruption. Reperfusion
after long ischemia may result in lipid extrusioonh the sarcolemma.

As phospholipids form the basstructural matrix of biological membranes,
phospholipid models representative of the inneifldeaf the cardiac sarcolemma were
prepared with the most abundant phospholipid mdéteai the main phospholipid
classes: 16:0/16:0-glycerophosphocholine (DPPC)0/28:4-glycerophosphoetahnol-
amine (SAPE) and 18:0/20:4-glycerophosphoserind>&A

In the first section of this work, the SAPS wasthgsized from commercially
available 18:0/20:4-glycerophosphocholine (SAPC) égzymatic synthesis with
phospholipase D fronstreptomyces sp.. Phospholipase D catalyses the hydrolysis of
phosphatidylcholine with the production of phosjdiatacid. However, in the presence
of serine, the enzyme also catalyzes the trandfahe phosphatidyl group to the
nucleophilic acceptor (serine) with the simultareeg@uoduction of phosphatidylserine
by transphosphatidylation.

Because the synthesis reaction involves an hydibkolenzyme and lipophilic
products and substrate, the synthesis was studiadwo phase system with an organic
phase of diethyl ether and an aqueous solutionmagatliwith L-serine at 30 °C, under
stirring. The maximal conversion of SAPC was redchfter 2 hours of incubation with
the transphosphatidylation as the main reactiothodigh C4" is not indispensable for

the synthesis of SAPS, it was required for maximrahnsferase activity of the
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phospholipase D, about 74.32% of SAPS. In the pmsef C4&" both activities were
stimulated but the transphosphatidylation was famd@above hydrolysis. Increasing the
reactor diameter or decreasing the stirring veya@sulted in less transferase activity in
the two phase system.

In the two phase system the substrate is presemtbeé monomeric form and the
phospholipase D activity is stirring-dependent.ohder to eliminate this dependence
and to increase the interaction of the lipid swdistwith the enzyme, the reaction was
also carried out in inverted micelles. The maxitnahsphosphatidylation was 77.29%
of SAPS. Under these conditions,’Catimulation is less effective and both activities
were enhanced by the same factor, suggesting Hbainteractions substrate-substrate
(lipid-lipid) are more important for the enzymeigity. The same results were obtained
when the diameter of the reactor was increasedhanstirring was less effective.

The thermotropic profiles from differential scangicalorimetry (DSC) and from
DPH fluorescence polarization of phospholipid medetpresentative of the inner
leaflet of the asymmetric sarcolemma were studiearder to monitor the perturbations
induced by C& and H (under physiological and pathological conditioits}he inter-
phospholipid interactions and phospholipid lateaslangement. Models representing
the total phospholipid composition of the sarcoleanwere also studied in order to
simulate the loss of asymmetry in the sarcolemryaisetric composition).

The studies were initiated with the binary mixtur&PPC/SAPE and
DPPC/SAPS by keeping the compositions as descrilnethe ternary mixtures and
replacing the absent molecule by DPPC.

The thermotropic profile of binary mixtures confiam SAPS is defined by a
unique transition which was not perturbed by thespnce of CA. However, an
additional transition was induced by For SAPS in the symmetric composition. These
results suggest that the phosphatidylserine insttteolemma should grant miscibility
and capability to interact with aunder physiological condition. However, under
pathological condition, like ischemia, where losk asymmetry and acidosis are
involved, the phosphatidylserine may destabilizerttembrane.

For the binary mixtures containing SAPE in the aswtric composition, only
one transition was detected under physiologic plsides, these mixtures showed
sensitivity to different concentrations of Tand H with the detection of additional
transitions. The mixtures containing SAPE in themsetric composition are

characterized by two stable transitions, whichrareperturbed for the studied €and
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H* concentrations. These results suggest that the pasiion of the
phosphatidylethanolamine should be precisely ddfirnd maintained in the
sarcolemma, in order to grant specific physicalpproes and dynamics to the
membrane. In this way, the phosphatidylethanolamiag have an important role in the
lipid asymmetry regulation.

The ternary mixtures representative of the innaflé¢ of the asymmetric
sarcolemma have a thermotropic profile defined bynajue and highly symmetric
transition ending next to the physiologic tempemtat 37 °C. This transition occurs
with an increase in the fluidity of the membraneegdypical of a transition between
lamellar phases as detected by fluorescence palamz The thermotropic profile and
miscibility were not perturbed by &aconcentrations under 7500 uM and pH 5.5.

In the mixtures representative of the symmetric@amma, two transitions were
detected. An additional transition emerged in thesence of Ca and increased with
progressive concentrations of {aThe thermotropic profile was not perturbed for pH
above 5.5. These results suggest that under lossamfolemma asymmetry the
phospholipids should adopt an irregular laterahr@gement into domains with distinct
compositions, in order to maximize their interactio

The phospholipid classes composition of the inmaflét of the asymmetric
sarcolemma agrees closely with the predictionsafaegular lateral arrangement of
hexagonal geometry, and so the phospholipids shprééerentially adopt a regular
lateral arrangement which conduct to the detectetinility. The loss of asymmetry
will result in a significant decrease of phosphidimiscibility in the sarcolemma.

Additional studies with saturated phospholipidsicate that the regular lateral
arrangement may be determined mainly by the phdgpihalasses composition. The
acyl chains unsaturations also should be very itapoto grant the membrane fluidity
and the stability to face the Edluctuations in the dyadic cleft under the physgital
temperature.

Considering the results of these studies a sequendke events involved in the

ischemia condition is proposed.

Keywords: sarcolemma, biomembranes, lipid asymmetry, iscaecmembrane models,

DSC, phospholipase D, transphosphatidylation, eatignsynthesis






Resumo

Aspectos ultra-estruturais do musculo cardiacocamdi que o sarcolema forma
uma cadeia de invaginagdes (tubulos) transverdaisgéudinais, favorecendo as zonas
de justaposicdo com o reticulo sarcoplasmaticdguaadas por fenda diddica. Por seu
lado, canais e trocadores de ?Taenvolvidos no ciclo contractivo estdo
preferencialmente localizados em zonas adjacentesda diadica, e requerem na sua
actividade fisiol6gica fluxos rapidos de®Ca concentracées superiores as do citosol. A
zona da fenda diadica € apontada como um compattnue difusdo restrita onde
ocorre quase todo o fluxo celular de’Caendo os fosfolipidos aniénicos, existentes
exclusivamente no folheto interno do sarcolemanassico, indicados como 0s
principais locais de ligac&o do €alisponivel para troca réapida.

A situacdo patologica de isquemia (supressdo ddugder) associada
intracelularmente com o esgotamento de energiadecoescimo do pH (acidose), é
também acompanhada por alteracdes estruturais olesaa como a perda de
assimetria lipidica, o rearranjo lateral de couosttes membranares e perda de
integridade. A reperfusdo apds periodos de isqugmodbngados pode resultar na
extrusao de lipidos do sarcolema.

Atendendo a que os fosfolipidos constituem a masizutural das membranas
bioldgicas, foram preparados modelos fosfolipidi@mesentativos do folheto interno
do sarcolema cardiaco, constituidos pela espécis amndante de cada uma das
classes fosfolipidicas mais representativas: 16:0/glicerofosfocolina (DPPC),
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina (SAPE) e 18:042@licerofosfoserina (SAPS).

A primeira parte do trabalho envolveu a sinteseingfitica de 18:0/20:4-
-glicerofosfoserina, catalisada pela fosfolipase dB Sreptomyces sp., a partir
18:0/20:4-glicerofosfocolina (disponivel comercialme). A fosfolipase D catalisa a
hidrolise da fosfatidilcolina com formacao de acidsfatidico. No entanto, na presenca
de serina a enzima catalisa também a transferéocgaupo fosfatidil para o aceitador
nucleofilico (serina) com formacdo simultdnea de sfdtdilserina, por
transfosfatidilacao.

A reaccao envolve uma enzima hidrossolavel, um teatios e produtos
lipossoluveis, pelo que a sintese foi estudada sisiema com duas fases, uma fase

organica composta por éter dietilico e uma fasesajgaturada com L-serina, a 30 °C e
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sob a agitacdo magnética. A conversdao maxima fogida ao fim de 2 horas de
reaccdo, sendo a transfosfatidilacdo marcadameptisr. A presenca de €ando é
essencial para a actividade da enzima mas € im#idpel para se atingir a
transfosfatidilacdo maxima, cerca de 74,32% de/28:0-glicerofosfoserina. Alias, o
Cd" estimula ambas as actividades, mas a transfdiiaéid é favorecida relativamente
a hidrélise. O aumento do didmetro do reactor odinainuicdo da velocidade de
agitacdo do sistema traduzem-se numa reducdo dafaséatidilacdo no sistema
bifasico.

No sistema bifasico, o substrato apresenta-serm@afmonomérica e a actividade
da enzima estd4 dependente da eficiéncia da agit®gia suprimir esta limitacdo e
potenciar a interaccdo do substrato lipidico comnaima, a reaccdo de sintese foi
também estudada em micelas invertidas. A trangidéégdo maxima foi cerca de
77,29% de 18:0/20:4-glicerofosfoserina. Nesta s#ioa a estimulacdo pelo €doi
menor, e ambas as actividades foram igualmentendsiilas, sugerindo uma maior
importancia das interac¢des substrato-substratm@Hipido) na actividade da enzima.
A actividade da enzima nao foi alterado quandcedeziu a eficiéncia da agitacdo do
sistema de micelas invertidas.

Para detectar as alteracBes induzidas peld @apelo H (em condicdes
patolégica e fisiologicamente relevantes) nas aatgies inter-fosfolipidos e na
distribuicdo lateral dos fosfolipidos do sarcolenfafam estudados os perfis
termotropicos por calorimetria diferencial de vaento (DSC) e polarizagdo de
fluorescéncia do DPH, em modelos fosfolipidicogespntativos do folheto interno do
sarcolema cardiaco assimétrico. Foram também ekisdaodelos com as proporcdes
representativas da fraccdo fosfolipidica total docalema. Com o estudo da
composicao fosfolipidica total pretendeu-se simatacondicdes de perda de assimetria
lipidica.

No entanto, os estudos foram iniciados em misthireérias com as espécies de
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina e fosfatiddlina/fosfatidilserina, mantendo as
proporcdes referidas para as misturas ternariagbstitiindo a espécie ausente pela
fosfatidilcolina.

Nos estudos realizados com misturas binarias cdot&A\PS constata-se que o
seu comportamento termotropico, caracterizado p@ tansi¢ao Unica, nao é alterado
pela presenca de concentracdes crescentes de s8ado apenas influenciado pelo

aumento de H dado que se detecta de uma transi¢éo adicioaaldgua propor¢édo de
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SAPS é reduzida, simulando a perda de assimetriassin possivel sugerir que a
fosfatidilserina devera conferir ao sarcolema hoeneidade e capacidade de interaccao
com o C& em condicbes fisioldgicas, devendo-se apresentamocfactor de
instabilidade em condi¢cfes patoldgicas que envolagmerda de assimetria seguida de
acidose, como podera ser 0 caso da isquemia.

Por outro lado, nas misturas binarias contendo SAPRH fisiolégico, apenas se
detectou uma Unica transicdo para a proporcadosemiaiva do sarcolema assimétrico
(33,7%). E também nesta propor¢do que as mistuoss SAPE apresentaram
susceptibilidade & presenca e concentracdo deeCareducéo do pH com a deteccédo
de transi¢fes adicionais. As misturas binarias 8&RE em proporcdo semelhante & do
sarcolema simétrico apresentam sempre duas trassguie ndo Sao susceptiveis aos
catides estudados. Estes resultados parecem indiger a proporcdo de
fosfatidiletanolamina no sarcolema tem de estar befmida e mantida, a fim de
conferir a membrana as propriedades fisicas e antga caracteristicas. Assim a
fosfatidiletanolamina podera constituir um elemeptra a regulacdo da assimetria
lipidica.

As misturas ternarias, representativas do folhétmplasmatico do sarcolema
assimétrico, apresentam um registo calorimétricaatarizado por uma Unica transicao
com acentuada simetria, e que termina préximordaeeatura fisiologica, a 37 °C. Esta
coincide com um aumento da fluidez no interior demfrrana caracteristico de uma
transicdao entre fases lamelares, como mostram a®sdale polarizacdo de
fluorescéncia. O perfil termotropico e a miscikali® ndo séo alterados na presenca de
concentracdes de Eaaté 7500 UM e pH 5,5.

Nas misturas representativas do sarcolema siméfdcam detectadas duas
transicdes. A presenca de’Cmduz o aparecimento de uma transicéo adicions,sg
destaca com o0 aumento da concentracdo. O compartiameemotropico ndo é alterado
para valores de pH até 5,5. Estes resultados snggue em condi¢cdes de perda de
assimetria, os fosfolipidos se distribuem em daosifipidicos distintos, com diferentes
composicoes, de maneira a maximizar a interacciie es seus constituintes.

A composicéo do folheto interno do sarcolema adsiooéem termos de classes
fosfolipidicas aproxima-se claramente dos valonevigtos para um arranjo lateral
regular de simetria hexagonal, pelo que os fostwi deverdo adoptar uma

distribuicdo regular no plano da membrana, a quedsponsavel pela miscibilidade
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detectada. A perda de assimetria devera traduziuse decréscimo significativo da
miscibilidade dos fosfolipidos do sarcolema.

Estudos adicionais com fosfolipidos saturadoscardi que a distribuicdo regular
no plano da membrana deverd ser determinada peilagorpdes das classes
fosfolipidicas constituintes, sendo aparentemerdependente das espécies. O grau de
insaturacdo das cadeias acil devera ser tambéno rmfortante, por garantir, a
temperatura fisiolégica, a fluidez da membrana ®efex@r resisténcia as variacbes do
C&" na fenda diadica.

Considerando os resultados obtidos, foi proposta s@guéncia para 0s eventos

associados a situacdo patolégica de isquemia.

Palavras-chave: sarcolema, biomembranas, assimetria lipidica, imépienodelos

membranares, DSC, fosfolipase D, transfosfatiddaséntese enzimatica
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Capitulo 1: Introdugéo

O musculo cardiaco, através da sua fungcdo comtrgetimite que o sangue seja
bombeado pelo coracéo, levando oxigénio e nutseat®das as células do organismo,

incluindo os outros musculos.

1.1 — A associagao excitacao-contrac¢cdo no muscaérdiaco

1.1.1 - Aspectos ultra-estruturais relevantes

Tal como no musculo liso, a actividade contractitdiaca é involuntaria. No
entanto, o musculo cardiaco, a semelhanca do nwissguelético, € um masculo
estriado (Figura 1).

O C&" desempenha um papel fundamental na activacdo doflamentos
musculares. Contudo, pequenas diferencas na shimatyera reveladas por microscopia
electronica, no tamanho, disposi¢cdo e abundancialglens constituintes celulares,
permitem antever que a quantidade, a sequéncizantoolo dos fluxos de Ghao
longo da associacdo excitacdo-contraccdo sao miésrepara aqueles dois tecidos
musculares estriados (McNutt e Fawcett, 1974; Saineann, 1993).

Em ambos os musculos estriados, o sarcolema afaeseaginacdes tubulares
de orientacdo transversal designadas por tubw@osuersos ou tubulos-T (Figura 1-B).

No musculo esquelético dois tubulos-T estdo preserso nivel de cada
sarcomero. No musculo cardiaco apenas um tubukial associado a cada sarcomero,
préximo da linha-Z (Figura 1-A). Os tubulos-T ammesmm, no entanto, um diametro
cinco vezes superior relativamente ao musculo éstipe

Os tdbulos-T consecutivos estdo interconectados tpbulos de orientagédo
longitudinal, ao longo da célula, e ao contrarionddsculo esquelético, o glicocalix
acompanha a invaginacdao do sarcolema na formaciduBalos, forrando-os até as
proximidades dos filamentos contracteis (McNutt awéett, 1974). O glicocalix é
constituido por mucopolissacarideos de carga negatpresentando especial afinidade
por C&".
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Figura 1 - A. Corte longitudinal de uma fibra muscular cardiéadaptado de Scheuermann
(1993)). O reticulo sarcoplasmatico juncional (RS®)ontra-se em aposicao directa, adjacente
a cada um dos lados do tubulo-T, formando tria@asla tubulo-T estd associado a um
sarcomero, préximo da linha-Z.

B. Representacao esquematica da organizacao edtdduexido muscular cardiaco.

Mio: miofilamentos, Mit: mitocédndria, Nu: nlcleo SRreticulo sarcoplasmético, RSJ: reticulo
sarcoplasmatico juncional, Sar: sarcolema, T: wHiul

O reticulo sarcoplasmatico do musculo cardiacosapta-se menos desenvolvido
relativamente ao musculo esquelético. O reticulooggasmatico juncional encontra-se
situado em aposicdo directa, adjacente ao sarcoéeraas tubulos-T de orientagéo
transversal, sob a forma de cisternas terminaggi(&il-A).

No mausculo cardiaco, as cisternas terminais sao osnewolumosas e
frequentemente s6 uma cisterna terminal se encentraposicdo, em apenas um dos
lados, de um tabulo-T, formando a diada ou fenddickh. No muasculo esquelético as
triadas sdo comuns, com duas cisternas em apasigéo Gnico tabulo-T (McNutt e
Fawcett, 1974). Em contraste com o0 musculo esdceléas cisternas do reticulo
cardiaco podem também estar em aposicdo com owsuibel orientacdo longitudinal,

longe da periferia da célula, formando o reticularceplasmatico corbular
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(Scheuermann, 1993). Tanto o reticulo sarcoplasmfiincional como o corbular séo
ricos em calsequestrina (armazenand8"Ca canais de G§ sendo desprovidos de
Cd*-ATPases. Aparentemente existe uma homologia emseduas estruturas
(Scheuermann, 1993). Curiosamente, a aposicaotidoloesarcoplasmatico juncional
dos mdusculos cardiaco e esquelético, implicadosomaacdo das diadas e triadas
respectivas, devem estar estrutural e funcionaknealacionados. No entanto, o
reticulo sarcoplasmatico corbular ndo encontra hegaéno muasculo esquelético (Sun
et al., 1995). E importante notar que no musculo esqgaelétreticulo sarcoplasmatico
juncional apresenta maior volume e maior capaciddarmazenamento de ‘aNo
muasculo cardiaco as cisternas terminais sdo mermemusas e aplanadas,
apresentando uma maior superficie de aposicdom&ors o sarcolema, mas também
com os tubulos nas diadas, os quais apresentamanmetdb superior. A analise ultra-
estrutural parece indicar que, o musculo cardiageerd possuir compartimentos
adicionais e/ou alternativos ao reticulo sarcopédsm, para o armazenamento dé'Ca
e que uma estrutura tdo desenvolvida como a fendidicd deve ter um papel

fundamental na homeostasia ddCa

1.1.2 - O C&" e a contrac¢éo muscular

Embora os musculos nédo sejam todos activados dananesaneira, todos
requerem um aumento do nivel intracelular d& @ara desenvolverem a contracgao.

A origem do C&' intracelular é habitualmente atribuida ao extesia canais de
Ccd" sensiveis & voltagem (influxo de ‘Qae/ou a compartimentos intracelulares de
armazenamento de €aO mais conhecido é o reticulo sarcoplasmatice, liperta o
catido através de canais libertadores e @& transitério). Uma vez no citoplasma,
o C&" vai activar os miofilamentos e iniciar a contracca

No musculo esquelético, os sinais eléctricos imth&ipela despolarizacdo do
sarcolema s&o transmitidos directamente aos céibaisadores de CGa do reticulo
sarcoplasmatico. A libertacdo do’Céransitério no misculo esquelético ndo requer o
influxo de C&", sendo meramente dependente da voltagem. Pel@donho musculo

cardiaco a despolarizacdo do sarcolema ndo éatitente responsavel pelo controlo da
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libertagdio do CA transitério. A libertacdo de €ado reticulo sarcoplasmatico é
induzida pelo influxo de G4via canais do sarcolema sensiveis & voltagem.
Os ides de G4 sdo o segundo mensageiro, que vai transportavabistracelular

responsavel pela associagcao excitacao-contracgamehdas musculares.

1.1.3 - Associacao excitagdo-contraccao

No musculo cardiaco, a excitacdo do sarcolemanéduazida na contraccdo dos
miofilamentos. O mecanismo pelo qual o sinal etegtrimico extracelular é
transduzido na actividade mecéanica da célula &uado por associacdo excitacdo-
-contraccéo.

As evidéncias experimentais existentes favorecenhipptese inicialmente
proposta por Fabiato (1983) para a associacdoaefoitcontraccdo: Gainduz a
libertacéio de mais Ga

De acordo com esta teoria, a despolarizacdo dolsara causa o influxo rapido
de C&" através de canais sensiveis & voltagem e, esent®de CZ por sua vez vai
induzir a libertagdo de mais catido do reticulegalasmatico via canais libertadores de
ca".

O influxo inicial serve como sinal indutor, que gar amplificado pela libertacao
de mais C#& do reticulo sarcoplasmético. Uma vez no citoplasm@&* vai activar os
miofilamentos e iniciar a contracgao.

O relaxamento muscular sucede & contraccéo e péalaeremocdo de €ado
citoplasma, quer para o reticulo sarcoplasmatiar gara o meio extracelular. Apos
serem alcancados 0s niveis idnicos intracelulazagpbuso, um novo ciclo contractivo

tem lugar (Figura 2).
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meio sarcolema
extracelular f meio

intracelular

trocador
Na'/ca*
N

cdt

+ reticulo
ce "
sarcoplasmaético

bomba
de C&*

R

miofilamentos

Figura 2 - Representacao grafica dos principais elementeshddos no ciclo contractivo do
musculo cardiaco. A interaccdo entre 0s elementsasbociacdo excitacdo-contraccao,
relativamente aos fluxos de C@&nvolvidos no ciclo contractivo, bem como a sualigacao
intracelular relativa, estdo também representaddigara.

1.1.4 - Elementos da associacao excitacao-contracca

1.1.4.1 - Canais de C& do sarcolema sensiveis & voltagem

Os canais de G§ reconhecidos pela sua omnipresenca desde a [E@aaaé ao
Homem, s&o responséveis pela transducéo de sidatsa®s em sinais quimicos nas
células excitaveis. Os canais de“Caendo sensiveis & voltagem, controlam o influxo
do catido na célula regulando os eventos intramelsidependentes do’Ca

No musculo cardiaco coexistem dois tipos de cam@i€&" no sarcolema. Os
canais de CA tipo-L, que se caracterizam por uma activacéota \altagem, uma
elevada condutancia e uma inactivacdo lenta. Eapmis de C& tipo-T que se
caracterizam por uma activacdo a potenciais ma®fauma baixa condutancia e uma
activacao rapida (Bean, 1989; Hille, 1992).
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Os canais de Gh tipo-T contribuem de maneira pouco significativarg o
influxo de C&" em condicées de despolarizacdo do sarcolema. &vpbsjue estes
canais desempenhem uma funcéo importante na axtapdcemaker (Bean, 1989).

Os canais de Ghtipo-L, pelas suas caracteristicas, vdo propoatianinfluxo
rapido de CH necessario para induzir a libertacdo de mai$" @ reticulo
sarcoplasmatico (Bean, 1989; Cleemann e Morad,)1991

Os canais de G envolvidos na associacdo excitagdo-contraccaoo esta
preferencialmente localizados nos tubulos transgerem zonas adjacentes a fenda
diadica (Suret al., 1995).

1.1.4.2 - Canais libertadores de Gado reticulo
sarcoplasmatico

Os sinais eléctricos sao transduzidos atravésrdolsma das células musculares
cardiacas, em sinais intracelulares transportaelasGe*. Este sinal quimico transporta
a informacdo para o funcionamento dos canais ditleres de C& do reticulo
sarcoplasmatico.

Os canais libertadores de alo reticulo sarcoplasmatico sdo activados na
presenca de concentracdes micromolares d& @Glaertando o catido para o citosol.
Estes canais mantém uma actividade maxima entre 100epuM de C, sendo
inactivados para concentracdes superiores (Ashleyiltams, 1990). Os canais
libertadores de G4 estdo agrupados em arranjos ordenados, que Sel@siara o
citoplasma nas regifes juncionais do reticulo sgasmatico (Andersoset al., 1989;
Inui et al., 1987; Suret al., 1995).

1.1.4.3 - Mecanismos de remocéo do Eaitoplasmatico

A remocdo de Ca do citoplasma, durante o periodo de relaxamento, é
normalmente atribuida & €aATPase e ao trocador NE&".
A C&*-ATPase é abundante e esta distribuida uniformenmeeia membrana do

reticulo sarcoplasmatico, com excepcado dos compesguncional e corbular, onde
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esta ausente (Jorgensemal., 1982). Ap6s a libertacdo induzida de?Cdo reticulo
sarcoplasmaético durante a contraccéo, 6 @sbombeado, de novo, para o limen do
reticulo sarcoplasmatico pela ‘GATPase, assegurando assim a actividade normal do
ciclo contractivo.

Os trocadores N&C&* do sarcolema estdo preferencialmente localizadss n
tabulos-T, em zonas adjacentes a fenda diadicaKREtaal., 1992). Trocando trés Na
por cada C&, o trocador NHC&" é, possivelmente, a maior via de remocéo d€,Ca
sendo suficiente para equilibrar os influxos de’*Caue originam a contraccéo
(Callewaert, 1992; Langest al., 1993). O funcionamento do trocador?N@&a" esta
dependente dos gradientes electroquimicos de eNL&". Em células intactas a
constante de dissociacido para d,Ma(Na"), estd compreendido entre 20 e 30 mM e a
Kq(Cd™) é cerca de 6 pM (Hilgemaranal., 1992; Langer, 1994; Langeral., 1993).

No entanto, em condic¢Bes fisioldgicas a concentrapdracelular de Namantém-se
constante, e a concentragao intracelular ndo aammeats do que 0,2 mM, pelo que o
Na" ndo deve constituir um factor de controle sigaifico (Langeret al., 1993). O
trocador N&C&* pode também promover o influxo do’Caxtracelular para a célula
(du Toit e Opie, 1993; Lewt al., 1993), mediante condi¢cbes de elevada concentracao
de N4 intracelular e de despolarizacdo membranar. Contéhfluxo de C& por este
sistema € muito lento comparado com as correntes sgu verificam nas células

cardiacas (Callewaert, 1992).

1.1.4.4 - Compartimentos de C&
Um Gnico miécito cardiaco contém cerca d@®Cx107® moles de CX

disponivel para troca (Langer, 1994; Langgral., 1990), o qual se encontra

compartimentado e distribuido intracelularmentg(Fa 3).
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+ 2+ Sarcolema
______________ “.""f.( )_Cf"__________________1_51Qx_19_1‘fr_n9l__092_*_____
; \/ ; RAPIDO
! Fenda diadica |
| C 22x10%® mol Ca®* |
) 0 1
Reticulo
sarcoplasmatico
juncional 50x10%
75x10%° mol CaZ molCa®*
Reticulo ]
sarcoplasmatico INTERMEDIO
corbular
LENTO
100x10® mol Ca®*
Mitocdndria il

Figura 3 - Compartimentos de €ana célula muscular cardiaca, para’[fzal mM, de acordo
com os estudos de Langerabt (1990) realizados em células de ratos adultose Baflentar,
que a capacidade de troca dos compartimentos éfitares de Ca é maior & medida que
estes se aproximam do meio extracelular. Este fpotiera explicar a rapidez dos fluxos
intracelulares de G§ que estdo na origem do ciclo contractivo daslagldo musculo
cardiaco.

Trés compartimentos distintos foram descritos aatarizados cineticamente em
midcitos adultos sob perfuséo (Langer, 1994; Laegeich, 1992; Langeat al., 1990),

conforme esta representado na Tabela I.

Tabela | - Compartimentos de €aem midcitos adultos: caracterizacdo cinética (dado
retirados de Langer at. (1990)).
Rapido Intermédio Lento
sarcolema fenda diadica  reticulo sarcoplasm. reticulo sarcoplasm.  mitocondria
juncional corbular
Contetdo
10 molCa?*/célula +°0 22 75 50 100
Tempo de meia <1s 650 ms 5,5 ms 19's 3,6 min
vida (t,)
Fluxo 112 24 15,6 1,8 0.3

10'® molCa®*/célula
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O compartimento lento contem 25% do*Ciatracelular disponivel para troca e
foi atribuido & mitocondria. O fluxo de Eatravés da membrana mitocondrial € muito
pequeno, devendo apenas ser importante na reguliac@oetabolismo da energética
mitocondrial. Contudo, a mitocdndria tem uma gracdeacidade para acumular’Ga
podendo desempenhar um papel crucial em condig@iekgicas, perante um aumento
excessivo da concentracdo do catido no citosoh giém de 2 uM (Callewaert, 1992;
Langer, 1994).

O compartimento intermédio contém cerca de 32%afto iBtracelular disponivel
para troca e é atribuido ao reticulo sarcoplasm&BcC&" é armazenado neste organito
em cisternas especializadas, denominadas por leetfarcoplasmatico juncional e
corbular, onde o G4 é tamponizado por calsequestrina. O compartimienéomédio
nao é cineticamente homogénio, sendo constituidalgie componentes exponenciais.
O mais rapido (= 3,5 s), contém 60% do Eaarmazenado neste compartimento, e
devera corresponder ao reticulo sarcoplasmaticcigonal. O outro componente, mais
lento (t,= 19 s), contém menos €440%) e devera residir no reticulo sarcoplasmatico
corbular, que se encontra mais afastado do sarao(éanger, 1994; Langeat al.,
1990).

O ciclo contractivo € iniciado pela entrada 2& 107%® mol c&*/célula via os

canais do sarcolema, que induzem a libertacdo deacee 12,5x 1016

mol C&*/célula do reticulo sarcoplasmatico. Contudo, éessério um aumento de

cerca de32,5x 10*® mol/célula para o desenvolvimento da contraccée,atendendo

a capacidade intracelular de tamponizac¢ao se tragima concentracdo efectiva inferior
a 2 uM (Langer, 1994).

O compartimento rapido nao sé é responsavel pos d&i88% do fluxo celular
de C&', como também contém praticamente metade (43%)add disponivel para
troca.

A maioria do C&" do compartimento rapido é desalojado na preseadandanio
(La®"). A localizacdo desta fracgéo é atribuida ao $emwa (Post e Langer, 1992a, b).
Os fosfolipidos anidénicos, no folheto interno dambeana, constituem os principais
locais de ligacdo do €aao sarcolema. Os restantes elementos da memismma, as
protefnas, embora possam apresentar maior afinigalte C4", apresentam menor

capacidade (Post e Langer, 1992b).
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A fosfatidiletanolamina da monocamada exopladsmies ecucares acidicos do
glicocalix deverdo também contribuir para a ligagioC4&", a superficie externa do
sarcolema.

Uma vez que os fosfolipidos se apresentam comadslateligacdo de Gade

baixa afinidade Ky =11 mM) mas de grande capacidade, o seu significadecea

estar confinado a regides intracelulares onde aerdracao local do catido € bastante
superior ao nivel intracelular (Post e Langer, H09%. Devera ser o caso da fenda
diadica, onde o sarcolema e o reticulo sarcoplasméstdo em estreita proximidade,
cerca de 10 nm, e onde ocorre a maioria dos fldea8&* durante o ciclo contractivo.
Por outro lado, o G4 armazenado pelo sarcolema esta4 em equilibrio ceati@o do
reticulo sarcoplasmético. Uma reducdo dé* @ compartimento intermédio leva a
diminuicdo do compartimento rapido (Post e Lan@92a).

A outra fraccdo do compartimento rapido € mais pegue ndo é removida na
presenca de I’ O fluxo de C&" deste compartimento esta exclusivamente dependente
do trocador N4C&* (Langer e Rich, 1992). Além disso, este comparitmesta em
equilibrio ndo s6 com reticulo sarcoplasmatico, mamsbém com o Ca ligado ao
sarcolema, pelo que a sua localizagcéo tem sidouadia a fenda diadica (Langer e Rich,
1992; Langekt al., 1995).

Aparentemente, a fenda diadica actua como um ietdiamo entre o sarcolema e
o reticulo sarcoplasmatico. O contelido dé&'@a fenda diadica parece dever-se n&o sé
a estrutura da fenda e a libertacdo directa déqiee ai se da, proveniente do exterior e
do reticulo sarcoplasmatico, mas também a corgdiue distribuicdo assimétrica dos
fosfolipidos do sarcolema (Pastal., 1988a).

Os mesmos compartimentos foram também descritos padcitos de ratos
recém-nascidos (Kuwata e Langer, 1989). PequenBseni¢as surgem a nivel
quantitativo, devido a diferencas no estado de riedemento e organizacdo de
organitos e estruturas celulares envolvidas nonfemd de contraccdo, nomeadamente
do reticulo sarcoplasmatico e do sarcolema. Apdsanos cardiomiocitos de ratos
recém-nascidos, o sistema de tubulos-T estar ausentreticulo sarcoplasmatico estar
pouco desenvolvido, as regides de justaposicdo atgolsma com o reticulo

sarcoplasmatico, correspondentes as fendas diadstas presentes.
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1.1.5 - Importancia da compartimentacdo do C& em espacos
subcelulares de difusao restrita

A relevancia do G4, como sinal intracelular, advém da capacidadeétidacem
manter a concentracéo de repouso dd @m niveis bastante mais baixos, em relacéo
aos niveis extracelulares. Contudo, os elementoasdaciacdo excitacao-contraccao
sensiveis ao G§ para poderem responder aos sinais do catidoemr@muconcentracées
superiores aquelas existentes no citosol.

A concentracdo de &alivre numa célula miocardial em repouso é de ceea
0,15 uM (Isenbergt al., 1996; Wieret al., 1987), ndo atingindo mais do que 1 pM
durante um pico transitorio de uma célula em cogfra. Nessa gama de concentracdes
os canais libertadores de “ado reticulo sarcoplasmético estariam quase sempre
activados, o que levaria ao esgotamento dé @sse compartimento (Stern, 1992). Por
outro lado, os trocadores M@a*, com umKy(Ca") de cerca de 6 pM, teriam uma
actividade bastante reduzida. Assim, a actividad®ldgica de alguns elementos,
fundamentais na associacdo excitacdo-contracca@odé ser considerada se eles
estiverem localizados num espaco subcelular onddifisdo do C&E é restrita.
Aparentemente, tanto os trocadores’/B&* como os canais de €ado reticulo
sarcoplasmatico e do sarcolema estdo preferenci@miecalizados na zona de
justaposicdo do reticulo sarcoplasmatico com ookar@, denominada por fenda
diadica. Pelo que, a maioria dos fluxos i6nicosCd&" do ciclo contractil se devem
realizar na fenda diadica (Figura 3). E possivel glua difusdo do Ghesteja restrita a
20% da difusao livre (Langet al., 1993).

Os espacos subcelulares de difusdo restrita 8 &ituam como amplificadores
do sinal. Pequenos fluxos id6nicos dao origem aragies significativas de
concentracdo, nas proximidades de estruturas fo@on@nte relevantes que ai se
localizem. Assim, a quantidade de*Ceequerida é reduzida, minimizando os custos

energéticos inerentes aos sistemas transportade@d* (Niggli e Lipp, 1993).
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1.2 - Organizacéo e funcao da fraccao lipidica dascolema na associacao
excitagcao-contracgao

1.2.1 - Caracterizacao do sarcolema

1.2.1.1 - Composicao lipidica do sarcolema

A membrana plasmatica das células musculares cagliao sarcolema,
comporta-se como uma barreira semi-permeavel quéemmo bombas, trocadores e
canais que controlam os fluxos i6nicos envolvidasassociacdo excitagdo-contrac¢ao
do coragéo.

O sarcolema é constituido predominantemente podiolfpglos, proteinas e
colesterol. As razdes fosfolipido/proteina (umolmeg fosfolipido/colesterol
(nmol/nmol) foram estimadas em 1,4 e 2 respectiviaen@oskt al., 1988a).

De maneira semelhante ao que acontece na maiariméabranas bioldgicas, os
fosfolipidos estdo organizados numa estrutura esaniada, com os acidos gordos
hidrofobicos orientados para o seu interior. O siei®| insere-se nesta estrutura
interagindo com os fosfolipidos, assim como as ginas conforme o modelo
inicialmente proposto por Singer e Nicolson (1972).

A composicdo fosfolipidica do sarcolema isolado mécitos puros esta
representada na Tabela I, para ratos recém-nas(Riustet al.,, 1988a) e para ratos
adultos (Weglicket al., 1980).

Tabela Il - Composicao fosfolipidica do sarcolema isoladontiécitos de ratos recém-
-nascidos (Pog al., 1988a) e adultos (Weglicki al., 1980).

Ratos Ratos
recém-nascidos adultos
Fosfatidilcolina 53,3% 48,5%
Esfingomielina 13,8% 13,4%
Fosfatidiletanolamina 25,5% 27,5%
Fosfatidilserina e fosfatidilinositol 7,4% 10,6%
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Em ambos os casos a composicao fosfolipidica élsante. A fosfatidilcolina e
a fosfatidiletanolamina apresentam-se como as diasses fosfolipidicas mais
abundantes, enquanto que a esfingomielina e oslifuigios anidnicos (fosfatidilserina
e fosfatidilinositol) se encontram em percentagemsideravelmente inferiores.

O isolamento do sarcolema de midcitos purificadearéajoso porque a fracgéo
de membrana plasmatica esta livre de contaminai@eélulas endoteliais, fibroblastos
e outras células existentes no coracdo intacto.

A composicdo do sarcolema relativamente a condiduem acidos gordos, de
cada uma das espécies fosfolipidicas, foi també&udada e esta representada na
Figura 4.

Os valores apresentados para miécitos de ratosnseaécidos (Mato®t al.,
1990) e de ratos adultos (Bester e Lochner, 1988glam algumas diferencas
significativas. Essas diferencas traduzem-se nat&nwdia de um maior numero de
insaturagdes nos acidos gordos dos ratos adultos.

No sarcolema de ratos recém-nascidos, a fosfatloti& é rica em acidos gordos
saturados, 16:0 e 18:0, os quais perfazem quasedbOfital, seguindo-se as espécies
insaturadas 18:1 e 18:2. Nas fraccOes de fosktadiblamina e de
fosfatidilserina/fosfatidilinositol cerca de 70% sdo &cidos gordos estédo
caracteristicamente nas formas 18:0 e 20:4. Nonemtao sarcolema de ratos adultos
verifica-se a existéncia do acido gordo 22:6 emntidades cerca de 3 vezes superiores,
para qualquer uma das espécies fosfolipidicasidaferrelativamente aos ratos recém-
-nascidos. Esta diferenca deve-se possivelmentefeito da idade na composicéo
especifica em acidos gordos das células cardiacas.

As espécies moleculares de cada uma das class$elpfdgcas, do sarcolema de
ratos adultos, foram determinadas por um outro deét@aplicando HPLC de fase
reversa (Vecchingt al., 1997). As espécies moleculares de fosfatidildtanima e
fosfatidilserina estdo representadas na Tabelabdin como as respectivas massas

percentuais, as quais confirmam os estudos prentameferidos.
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Figura 4 - Composicdo em &cidos gordos de classes fosfagsiddo sarcolemaA. ratos

recém-nascidos (Mat@ al., 1990) eB. ratos adultos (Bester e Lochner, 1988).
PC: fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina, : Plosfatidilinositol, PS: fosfatidilserina,

Sph: esfingomielina.
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Tabela Il - Espécies moleculares de fosfatidiletanolamina éodfatidilserina do sarcolema
de ratos adultos (Vecchidt al., 1997).

Fosfatidiletanolamina Fosfatidilserina

16:0/16:0 35+0,1 1,6+0,1
16:0/18:0 48+0,4 3,4+0,2
16:0/18:1 - 10,7+0,1
16:0/18:2 29+0,2 3,4+0,3
16:0/18:3 1,9+0,2

16:0/20:3 09+0,1 40+0,5
16:0/20:4 45+0,2 2,3+0,3
16:0/22:4 6,6+1,0

16:0/22:6 40+0,3

16:1/18:0 - 21+0,1
18:0/16:0 - 40+0,3
18:0/18:1 20+0,3

18:0/18:2 6,6 £0,2 39+0,1
18:0/18:3 - 2,1+0,2
18:0/20:3 0,8+0,1

18:0/20:4 156+1,1 155+1,0
18:0/22:4 0,5+0,2 3,2+0,3
18:0/22:5 3,0+0,3 1,1+0,3
18:0/22:6 159+1,3 213+1,1
18:1/16:0 - 24+0,1
18:1/16:1 0,7+0,1 1,4+0,2
18:1/18:0 2,2+0,2 46+0,1
18:1/18:1 8,4+0,3 9,2+0,3
18:1/18:2 52+0,5 -
18:1/20:4 1,1+£0,1 -
18:1/22:4 0,9+0,1 28+0,2
18:1/22:6 78+0,5 -

1.2.1.2 - Assimetria lipidica

A distribuicdo assimétrica das classes fosfoligislientre os dois folhetos da
bicamada foi determinada por Verkleij (1973), parmembrana dos eritrécitos. Nesses
estudos as fosfolipases, nomeadamente a fosfoldgsram utilizadas como uma
ferramenta na determinacédo da distribuicdo asstaétios fosfolipidos na membrana

plasmatica.
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A membrana plasmética dos eritrocitos tem sido gtkeamente estudada devido
a inexisténcia de sistemas membranares intracefjlgue se apresentam nas outras
células como potenciais contaminantes.

A assimetria lipidica apresenta-se até aos nos&s mBO SO como uma
caracteristica de viabilidade e de vida celulars taanbém como um sinal da dindmica
e da importancia da membrana plasmética na adtigida qualquer célula.

A distribuicdo dos fosfolipidos no sarcolema de aita® puros de ratos recem-
-nascidos foi determinada por Post (1988a) (FigiraEnquanto que os fosfolipidos
anionicos, fosfatidilserina e fosfatidilinositolstéo confinados exclusivamente ao
folheto interno do sarcolema e 75% da fosfatidilelamina do sarcolema esta também
localizada no folheto interno, 43% da fosfatidiinal e 93% da esfingomielina

encontram-se situados no folheto externo do samanle

Total PC Sph PE PS

Folheto 30—_
externo 204

%0 S\

Folheto
interno

Figura 5 - Distribuicdo assimétrica dos fosfolipidos no swma de ratos recém-nascidos,
segundo os estudos de Peisdl. (1988a).
PC: fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina,:R&sfatidilserina, Sph: esfingomielina.

Curiosamente, a composicdo em acidos gordos dasseslafosfolipidicas
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina é idéntiggara as monocamadas interna e
externa do sarcolema (Mat@s al., 1990). Contudo, os fosfolipidos aniénicos e a
esfingomielina estdo praticamente confinados a ww fblhetos do sarcolema e
consequentemente 0s seus acidos gordos contribuelosigamente para o folheto

interno e externo, respectivamente, da bicamadiidan
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Assim os &cidos gordos, constituintes dos fosfdtipido sarcolema, encontram-
-se ditribuidos assimetricamente pelos dois folhet® bicamada lipidica, conforme a
Figura 6. O folheto interno é relativamente enrade em acidos gordos insaturados,

enguanto que o folheto externo é favorecido petana gordos saturados.

so-Total 16:0 18:0 18:2 20:020:4 22:1 24:0

45 | 14:1 16:1 18:1 18:3 20:322:0 22:6 24:1

Folheto 4 1
externo g

5 |
% 0
5 |

10
Folheto 154

interno

VA P27 P27
N

/
YN

55 4

60-

Figura 6 - Distribuicdo assimétrica dos acidos gordos defofipidos do sarcolema de ratos
recém-nascidos, segundo os estudos de Matbs(1990).

O colesterol devera estar localizado preferencialenaéo folheto externo do
sarcolema. Esta afirmacdo é apoiada ndo sO petadossde freeze fracturing”
realizados em membranas de eritrocitos (Fishe§)197as também pelo facto de que o
colesterol apresenta uma grande afinidade porgesfifelina, relativamente as outras
classes fosfolipidicas (Demetial., 1977), a qual se encontra quase exclusivamente no
folheto externo do sarcolema.

A assimetria lipidica no sarcolema, nomeadamengeadunofosfolipidos, devera
ter origem em mecanismos dependentes de ATP e dosdmr enzimas (as flipases ou
translocases), de maneira semelhante ao que étolgmua outras células eucaridticas,
como os eritrocitos (Diaz e Schroit, 1996; Scheafiwaal, 1991).
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1.2.1.3 - Distribuicéo lateral e bidimensional dofosfolipidos

Segundo o trabalho de Virtana#h al. (1998) os fosfolipidos da membrana
plasmatica, nativa, dos eritrécitos humanos térdéecia em adoptar uma distribuicdo

lateral regular, formando estruturas supramoleeslde simetria hexagonal (Figura 7).

SO SS
00000000000.000
90000002000000
000000000000
0000000000000
000000000000
100109700000

be

A\

(O Fosfatidilcolina (88,9 %)

@ Fosfatidiletanolamina (11,1 %)

Figura 7 - Distribuicdo lateral das classes fosfolipidigamposta por Virtanest al. (1998)
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@ Fosfatidiletanolamina (44,4 %)
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para os folhetoé. externo eB. interno da membrana de eritrocitos humanos.

A tendéncia dos componentes lipidicos em adoptarera distribuicdo lateral
regular de simetria hexagonal ja havia sido evidelac anteriormente para misturas

binarias de fosfatidilcolina com pirenodecanoiltédipidos (Somerharjet al., 1985),

colesterol (Virtanemt al., 1995) e fosfatidiletanolamina (Cheegl., 1997).

De acordo com este modelo (Somerhatuwal., 1999), os grupos polares dos
fosfolipidos sdo o0s elementos basicos das estsutuegyulares.
fosfolipidicas constituidas por grupos polares tidés, relativamente ao tamanho e/ou
carga, sdo considerados equivalentes, formando Umea classe. Assim, 0s
fosfolipidos que contém colina, a fosfatidilcolieaa esfingomielina, formam uma

classe; os fosfolipidos anionicos, fosfatidilsern#osfatidilinositol, formam outra; e a

fosfatidiletanolamina isolada forma uma terceigsse.
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A classe de maior fracgcdo molar, normalmente cmridé pelos fosfolipidos que
contém colina, é designada por hospedeira enquamt@s restantes classes, de menor
fraccado molar, sado designadas por hospedes.

No caso de misturas binarias, as estruturas supreuntares de simetria
hexagonal mais simples e pequenas séo constitp@a3, 4, 7 e 9 elementos basicos
(grupos polares) (Tabela IV).

Tabela IV - Arranjos regulares de simetria hexagonal em mastbinarias.

Xh Arranjo lateral regular Estrutura supramolecular P

33,3

2

<
(
D

25,0

°ece®
I

@
o2
> <.> <
-0
=

14,3

11,1

Xp, fraccéo molar da classe hospede;
P, nimero de elementos bésicos da estrutura supzantat
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A posicdo de qualquer elemento no arranjo regutatepser dada por duas
coordenadas inteiras. Para tal basta escolher gneldmentos da classe hdspede como
origem, e a partir dai definir os eixos coordengdasv) os quais devem formar entre si

um angulo de 60° (Figura 8).

Figura 8 - llustracdo de um arranjo regular de simetria peral e determinacdo das
coordenadas de um elemento.

As estruturas supramoleculares hexagonais saoida$gpela equacao:

P=a’+ab+b?, (1)

ondeP é o numero de elementos basicos numa estruturarsalecular ea e b séo as
coordenadas do elemento hospede mais proximo danorilefinida, segundo o plano
positivouv (Figura 8).

A composicao do arranjo regular € obtida pelasistggiequacdes:

1
=5 (2)
.1
Xy =1 - 3)

ondex, e x4 sdo as fraccdes molares da classe hospede e bimapesspectivamente.
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O folheto externo da membrana dos eritrocitos,nassimo no sarcolema, €
constituido apenas por duas classes de grupogpofardendo ser analizado em termos
de uma estrutura binaria. No entanto, o folheterimd, de ambas as membranas, contém
trés classes e tera de ser racionalizado por uimdwega ternaria.

As estruturas supramoleculares ternarias de senegiagonal derivam de outras
binarias com 9 elementos, pela substituicdo deesieos basicos da classe hospedeira

por elementos hospedes, em posicdes simetricaregnivealentes (Figura 9).
A. B. C.
11,1+66,7+22,2 11,1+77,8+11,1 11,1+55,6+33,3
D. E. F.

11,1+44,4+44,4 44,4+33,3+22,2 44,4+22,2+33,3

Figura 9 - Estruturas supramoleculares ternarias de simegxagonal.

Nesses arranjos regulares as fraccdes molaresodgsooentes sdo multiplas de

é: 0,111; 0,222; 0,333; 0,444 etc.

As composicdes fosfolipidicas determinadas paraa cach dos folhetos da
membrana de eritrocitos, de varias espécies de ferasi sdo semelhantes a

distribuicdo das classes previstas para um arreegular de simetria hexagonal
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(Tabela V). Claramente, estas semelhancas estdo aléin de uma mera coincidéncia,

entre os valores experimentais e os valores posvist

Tabela V - Composicdes fosfolipidicas, de cada um dos fokhd membrana, de eritrécitos
de varias espécies de mamiferos e do sarcolemaddita® de rato. Entre parénteses estéo
indicados valores previstos para um arranjo regigaimetria hexagonal.
ERITROCITO SARCOLEMA
Macaco Cavalo Coelho Rato Rato
Folheto Folheto Folheto Folheto Folheto Folheto Folheto Folheto  Folheto Folheto
externo interno  externo interno  externo interno  externo interno  externo interno

Fosfatidilcolina e 89,4 231 797 332 878 261 87,8 313 848 533
esfingomielina (88,9) (22,2) (77,8) (33,3) (889) (22,2) (88,9) (333) (857) (55.6)

10,6 43,0 20,3 35,6 12,2 56,9 10,2 39,2 15,2 33,7

Fosfatidiletanolamina 7 1'1y  (44'2y  (222) (333) (111) (55.6) (111) (333) (14.3) (33.3)

Fosfolipidos 00 339 00 312 00 169 20 295 00 130
aniénicos (00 (333 (00) (333) (00 (222) (0,00 (33.3) (0,0) (11,1)

retirado de Virtanert al. (1998):° retirado de Post al. (1988a)

A formacéo de arranjos regulares de simetria hexalgpelos grupos polares dos
fosfolipidos, € atribuida principalmente a factoes$éricos e a interac¢des repulsivas
(Somerharjlet al., 1999).

No caso da fosfatidilcolina e da fosfatidiletanoiaan verifica-se uma grande
discrepancia entre as areas transversais do grolpo @ das cadeias acil -aibns.
Isoladamente, o empacotamento de cada uma deatse<lpode ser considerado sob
tensdo. No entanto, quando a fosfatidilcolina esdatidiletanolamina sdo misturadas
devera ocorrer uma diminuicdo da tensdo de empuaeota, devido a
complementaridade das suas formas.

A tensdo de empacotamento devera ser minima quanfusfolipidos adoptam
uma distribuicdo regular, permitida para as fras¢@esfolipidicas previstas pelo
modelo.

No caso dos fosfolipidos anionicos as interacc@gmilsivas muatuas devem
impedir que estes ocupem posi¢coes adjacentes nanaem

Assim, os arranjos regulares de simetria hexagsfaldistribuicbes laterais dos
grupos polares onde a tensdo de empacotamentdrdanih tensdo de empacotamento
resulta ndo sé das diferentes formas lipidicas, taabém da repulsdo entre grupos
polares. A diminuicdo da tensdao de empacotamemoweoquando o empacotamento e
as interaccdes entre as cadeias lipidicas € mfssadistribuices laterais regulares séo,
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também, favorecidas pela entropia rotacional dagag polares (Eldridge, 1993;
Somerharjiet al., 2009).

Contudo, convém salientar que os arranjos reguldes®m ser considerados
como estados de energia minima da bicamada e mAo estados permanentes. Os
arranjos regulares deverdo estar limitados tanfoacesl como temporalmente,
coexistindo dinamicamente com dominios de arranjegulares (ao acaso).

Foi argumentado que a distribuicdo lateral regdes lipidos da membrana
plasmatica dos eritrocitos e também das plagudmasjarias espécies de mamiferos,
pode ser prevista pela composicao fosfolipidicaatia um dos folhetos (Chesgal.,
1997; Virtanenet al., 1998). O mesmo se pode aplicar a membrana plasmdds
células musculares cardiacas, o sarcolema. De raaseinelhante a membrana dos
eritrocitos, a composicao fosfolipidica determingmia cada um dos folhetos do
sarcolema (Tabela V) é semelhante a distribuic&octisses prevista para um arranjo

regular de simetria hexagonal (Figura 10).
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Figura 10 - Distribuicdo lateral das classes fosfolipidicas sércolema, de acordo com o
modelo de Somerharp al. (1999), para o folhetd. externo eB. interno.
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1.2.2 - Funcéao dos fosfolipidos na associa¢cao eaciéo-contraccao

Apesar do sarcolema, como um todo, isolar o meragelular do meio exterior,
uma pequena fraccdo desta membrana tem merecidatemgio especial. Trata-se da
fraccdo dos tubulos-T, que esta em aposicao dimta o reticulo sarcoplasmatico
juncional na fenda diddica, e onde deverdo estandds a maioria das proteinas
envolvidas na associacdo excitacdo-contraccdo. ¢aso dos canais de €ado
sarcolema e do reticulo sarcoplasmatico, e doadares N§Ca*.

O destaque tem sido dirigido para os fosfolipido®racos, que se localizam
exclusivamente no folheto interno da membrana,ra aasua fungdo e importancia na
associagao excitagdo-contracgao.

Foi demonstrado que as proteinas responsaveishpefeostasia do €ano
musculo cardiaco sdo moduladas pelo ambientedipilie as rodeia (Bastiaaresel.,
1994; Vemuri e Philipson, 1987, 1989, 1990). A u#éficia dos lipidos pode ser
exercida quer indirectamente, por alteracdo dagprigaades fisico-quimicas do
sarcolema, como a fluidez e o potencial membranasr directamente por interaccéo
directa dos lipidos com as proteinas.

Concretamente, a actividade dos transportadoreésizats do sarcolema, como o
trocador N&/C&* e a N&/K*-ATPase, é substancialmente estimulada pela prasing
fosfolipidos anidnicos (Vemuri e Philipson, 198708%). O mesmo se aplica a
Cd*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (Vemuri e Péiln, 1989). Em ambos os
casos a actividade éptima é atingida para cerca0dmol% de fosfatidilserina ou de
cardiolipina.

Em sistemas reconstituidos na presenca de fo#fatfidia (na auséncia de
cardiolipina), a actividade maxima de todas asegbnass transportadoras do sarcolema
requer também a presenca de colesterol (Bastiaghrate 1994; Vemuri e Philipson,
1987, 1989). A quantidade de colesterol requeridargelhante aos niveis endégenos
do sarcolema, cerca de 35 mol%. Contudo, a actleidta C&-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico nao € afectada pela presencaekiarol.

Curiosamente, as membranas plasmaticas sao riceslesterol, enquanto que as
membranas subcelulares s&o substancialmente roassam cardiolipina e pobres em
colesterol. Assim, a actividade das proteinas pramadoras, envolvidas na associagao
excitacao-contraccao, devera estar optimizada ded@accom o ambiente lipidicm

vivo, com o qual interagem (Vemuri e Philipson, 1989).
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As actividades dos transportadores catidnicos, al@okema e do reticulo
sarcoplasmético, sdo também influenciadas pela esiggp em acidos gordos da
fosfatidilcolina e fosfatidilserina. Em ambos osa@s a actividade maxima tende a
ocorrer para sistemas reconstituidos em que asiespte fosfatidilcolina sédo saturadas
e a fosfatidilserina insaturada, particularmentangio o comprimento das duas classes é
diferente (Vemuri e Philipson, 1990).

Aparentemente, a actividade dos transportadoresti;wdada pela desordem
associada aos fosfolipidos aniénicos, como a fidg&srina.

Vaérios estudos indicam que o sarcolema devera tmmbém, um papel
fundamental no armazenamento e fluxo celulares &&. @ ligacdo do C& ao
sarcolema cardiaco esta intimamente correlaciooatiea funcédo contractil (Philipson
et al., 1980b). Um aumento do €aligado ao sarcolema coincide sempre com um
aumento da contracc¢ao celular.

Nas células musculares cardiacas a maioria dé" @ampartimentado
movimenta-se muito rapidamente. Em miocitos desradultos este compartimento
contem cerca de 45% (Langetral., 1990) e em ratos recém-nascidos cerca de 66%
(Kuwata e Langer, 1989) do €alisponivel para troca. A quantidade dé‘Gxcistente
neste compartimento rapido € suficiente para, ipgd,causar a contracgao celular.

A rapidez de troca, bem como a acessibilidade destpartimento a L&', (que
substitui 0 C& devido & sua grande afinidade pelo sarcolema)andique este
compartimento se encontra no sarcolema e/ou no imegzelular em equilibrio rapido
com o sarcolema (Post e Langer, 1992a).

Cerca de 80% do Gaexistente no compartimento rapido tem a sua origam
fraccdo lipidica do sarcolema (Post e Langer, 1p9¢b C&" esta4 aparentemente
associado com os fosfolipidos anidénicos que se ndramn exclusivamente na
monocamada citoplasmética, onde se deverd locadizaraioria do compartimento
rapido (Philipsoret al., 1980a; Post e Langer, 1992b).

O efeito dos fosfolipidos aniénicos na concentragaoovimento do G4 devera
ser mais relevante nos tubulos transversos, orsfanlema esta em aposicao directa
com o reticulo sarcoplasmatico juncional, formaadenda diadica.

A interaccéo transitéria do €acom a monocamada citoplasmaética do sarcolema
devera diminuir a difusdo do catido da fenda d&g@ra o restante citoplasma. Assim,

é possivel que a concentracdo dé'Gm fenda diadica atinja valores superiores a
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600 uM durante a sistole, permanecendo acima gévR@urante a diastole (Peskeff
al., 1992).

No citoplasma, em geral, a concentracdo transitfei€d" ndo devera exceder
1 uM durante o ciclo contractivo (Isenbestgal., 1996; Traffordet al., 1995; Wieret
al., 1987).

Os elevados niveis de €ala fenda diadica satisfazem os requisitos fisiolfgy
dos canais de &3 do sarcolema e do reticulo sarcoplasmatico, ebdamdos

trocadores N4C&* que abundam nesta regiao.

1.3 - Alteragbes da organizacgao e fungéo do sarcola induzidas por
isquemia e reperfuséo

A supressao da perfuséo (isquemia) do tecido cardi@uz a perda da actividade
contractil no miocardio desprovido de oxigénio.aEsituacdo patologica esta nao so
associada, intracelularmente, com o esgotamentmergia (ATP) e a acumulacéo de
intermediarios metabdlicos, mas esta também askocam alteragbes do equilibrio
i6nico da célula (como a redistribuicdo do?Qacom o decréscimo do pH (acidose) e
com alteracdes morfologicas da mitocondria (Rbst., 1985; Postt al., 1988b; Post
et al.,, 1995). A isquemia €& também acompanhada por eftesa estruturais do
sarcolema, que tém origem nestes eventos intracetul A disfungcdo do sarcolema
deverd ter também origem nas alteracdes da inaogracelular, com o citosqueleto
(Musterset al., 1991) e, extracelular, com o gicocalix (Petsél., 1988b), promovidas
pela isquemia.

A simulacdo da isquemia em cardiomidcitos provoaaa uredistribuicdo
topoldgica da fosfatidiletanolamina e da fosfasiéilna no sarcolema, havendo uma
perda de assimetria fosfolipidica. Apés 20 minudes isquemia, cerca de 50% de
fosfatidiletanolamina e 30% de fosfatidilserina @mcam-se na monocamada externa
(Maulik et al., 1998), indicando uma perda total de assimetrisfatidiletanolamina e
parcial de fosfatidilserina.

A perda de assimetria no sarcolema isquémico éaumlgnte atribuida ao
esgotamento de ATP, o qual é essencial para odin@ciento das amino-translocases
que mantém a assimetria fosfolipidica. E possiuel @ célula disponha de apenas 10%
de ATP apds 15 minutos de isquemia (Rbat., 1993).
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A supresséo da perfusdo de coragoes isolados candona redistribuicao lateral
das proteinas transmembranares, seguida de agoegpéa 45 minutos de isquemia
global. A agregacao das proteinas transmembramaresarcolema € atribuida a um
rearranjo na distribuicdo lateral dos lipidos eo@ficdo de dominios lipidicos pouco
fluidos, de onde séo excluidas as proteinas @Pakt 1985; Postt al., 1988b; Posét
al., 1995).

Os dominios lipidicos podem ser induzidos por ageatides, em misturas
fosfolipidicas contendo fosfolipidos anionicos, @oma fosfatidilserina e o
fosfatidilinositol. No sarcolema isquémico, o deciéno do pH devera induzir a
formacao de dominios lipidicos, constituidos mgadiamente por aqueles fosfolipidos
anionicos.

Quando a duracédo da isquemia € prolongada as s@aidiacas eventualmente
perdem a sua integridade e morrem (Musteas., 1991).

O reatamento da perfusdo (reperfusdo) do teciddiazar, apdés um pequeno
periodo de isquemia, pode resultar na recuperagdwiatardio. Contudo, se o periodo
de isquemia é prolongado a reperfusédo provoca dargsrsiveis no miocardio.

Estudos experimentais indicam que a reperfusdoopeowdanos adicionais no
tecido previamente sujeito a isquemia (Rabst., 1988b). Apds reperfusdo, ocorre um
aumento massivo do €aintracelular e as células cardiacas contraem aenatte. A
morte celular é, aparentemente, iniciada pelarsgintao de G no meio extracelular,
provocando uma sobrecarga intracelular do catids,células outrora privadas da sua
presenca durante a isquemia (paradoxo d6)Ca

Ao nivel do sarcolema, a reperfusdo provoca umvagmanto da agregacao das
proteinas, iniciada durante o periodo de isqueraia acidose (Pogt al., 1988b). O
Cd" devera induzir a separacdo lateral massiva des fase fosfatidilserina, na
bicamada.

A reperfusdo precedida de isquemia (Rebsdl., 1985; Poskt al., 1988b) ou a
isquemia prolongada (Mustegsal., 1991) resultam também na extruséo de lipidos do
sarcolema, sob a forma de vesiculas multilamelgrandes. A formacdo destas
vesiculas, constituidas exclusivamente por lipidoarca a perda de integridade da
bicamada lipidica do sarcolema. A extrusdo de dipido sarcolema, sob a forma de
vesiculas multilamelares, € atribuida a tendémtienseca da fosfatidiletanolamina para
formar estruturas ndo-lamelares. A separacao lateréases de fosfatidilserina devera

estar na origem da destabilizacdo da bicamadaamfeeede a extrusdo do lipido.

37



Capitulo 1: Introducéo

A preferéncia da fosfatidiletanolamina por estrasunexagonais invertidas deve-
-se a forma conica da molécula. Nas membranasgiial® esta tendéncia é suprimida e
compensada por outros fosfolipidos, como a fosfatitha e a fosfatidilserina.

Outros processos intracelulares, como a hidrélsg@eroxidacdo dos fosfolipidos
devem também contribuir para a degradacao do saneclsquémico. No entanto, a sua
importancia parece estar confinada a longos pesiddasquemia, para 0s quais ja néo é
possivel a recuperacdo do miocardio por reperf(Rastet al., 1995; van der Vusss
al., 1994).

As células cardiacas perdem a sua integridade 2(p&s30 minutos de isquemia
(van der Vusset al., 1994). Em estudos realizadmsvivo, a recuperacao do coracao
por reperfusdo apenas € possivel para periodagdemia até 30 minutos (P@stal.,
1988b). Para um periodo de tempo superior a imtedei do sarcolema é perdida,
provocando danos irreversiveis.

Em estudos realizados em midcitos isquémicos, tameanto da fungéo contractil
foi precedido pela recuperacdo da assimetria tpi@dipos reoxigenacao (Pastal.,
1995). Assim, a recuperacdo do coracao isquémiao rpperfusdo parece estar
intimamente associada com a viabilidade celulasta por sua vez, esta dependente da
integridade do sarcolema. As alteracOes provocgmda isquemia no sarcolema
parecem ser determinantes para a sobrevivénciaaidot cardiaco, sendo em certa
medida reversiveis. Contudo, 0 mecanismo e a seguéa eventos pelos quais ocorre

a degradacéao da estrutura do sarcolema ainda réio &stabelecidos.
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1.4 - Modificagéo estrutural de fosfolipidos peladsfolipase D

As fosfolipases D séo fosfodiesterases que catalisaivo a hidrolise de vérios
fosfolipidos, como a fosfatidilcolina, a fosfatetihinolamina e o fosfatidilinositol, dando

origem a acido fosfatidico e a bases nao fosfadqéigura 11).

Figura 11 - Hidrélise de fosfolipidos catalizada pela acga@nireatica da fosfolipase D (PLD).

A fosfolipase D é activada nas diferentes célulasyma grande variedade de
estimulos, incluindo hormonas, neurotransmissorés;tores de crescimento,
citoquininas, antigénios e estimulos fisicos, camadiacdo. Pensa-se por isso, que esta
enzima deve desempenhar uma fungdo importanteanadiucdo de sinais em varios
tipos de células (Exton, 1997; Liscovitch, 1996).

Nos mamiferos, plantas e microrganismos a actieidadalitica predominante da
fosfolipase D é a hidrdlise de fosfatidilcolinanptalivagem da ligacdo P-O (Holbrook
et al., 1991). O acido fosfatidico, resultante da hidedlde fosfatidilcolina catalizada
pela fosfolipase D, e o0os seus metabolitos deverar emtvolvidos numa grande
variedade de processos fisioloégicos, como a regalagetabdlica, a inflamacao, a
secrecdo e a resposta imunitaria (Mostisal., 1996). Note-se porém, que o acido
fosfatidico pode resultar também de outras viasbdditas, como a fosfolipase C e a
biossintese fosfolipidicde novo por fosforilacdo de diacilglicerol (Shukla e Halen
1991).
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Tendo como base as propriedades da fosfolipase rBlalmaente purificada,
deverao existir varias isozimas que estardo reladias com os diversos mecanismos de
activacdo e regulacdo da enzima, e com as suagplamilfuncbes. A actividade da
fosfolipase D foi encontrada em diversas célulasneanbrana citoplasmatica, sob a
forma de proteinas integrais e periféricas, nosoit@ em alguns organitos como o
complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico (@stch, 1996). Algumas isozimas
diferem na sua especificidade pelo substrato, hedwedo fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina com ligacdes éter (Exton, 7)99

A actividade hidrolitica da fosfolipase D foi primedescrita e caracterizada nas
plantas. A sua presenca tem sido comprovada erasfothizes, bolbos e sementes de
um grande nimero de espécies vegetais. E o castgdmas couves, do nabo, da
cenoura, da batata, da ervilha, da semente dod&gado amendoim.

A enzima pode ser encontrada sob duas formas tdstidependendo da origem,
do estagio de maturacdo e do método de isolameatdorma insoluvel, em que a
fosfolipase D esta associada a organitos intraa@s] nomeadamente a plastideos, e na
forma soluvel.

A fosfolipase D das folhas de couve, do gérgrassica, apresenta uma maior
actividade hidrolitica relativamente as restantgseeies vegetais (Davidson e Long,
1958), pelo que tem constituido o objecto de estiedeleicao.

A preparacdo da enzima passa habitualmente peladermeizacdo do material
vegetal com agua seguida de centrifugacéo, dasgudéspreza o sedimento. A fraccao
insolavel da fosfolipase D, que constitui 0 seditograpresenta uma actividade
hidrolitica trés vezes inferior a fraccdo soluvéayidson e Long, 1958). O
sobrenadante do homogeneizado é entdo sujeitoquehérmico e a fosfolipase D é
precipitada com acetona. A enzima parcialmentdipada € altamente estavel a 0 °C,
durante longos periodos de tempo.

A fosfolipase D,in vitro, catalisa preferencialmente a hidrélise de espécie
moleculares de fosfatidilcolina, hidrolisando tambéosfatidiletanolamina e muito
lentamente fosfatidilserina, em meio aguoso com deHcerca de 5,5 (Dawson e
Hemington, 1967).

Em todos os estudos realizados, a presenca &e e€a indispensavel para a
actividade da enzima. Na auséncia deste catidapaciclade hidrolitica da fosfolipase
D era muito pequena ou mesmo inexistente (DawsoRemington, 1967). A

concentracdo 6ptima de ¥aé aproximadamente proporcional & quantidade de
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substrato, para um determinado modelo experimefi@avidson e Long, 1958).
Contudo, a concentracdo éptima de’Qaode variar em funcdo, ndo s6, do grau de
purificacdo da enzima (devido aos catides provéesetdo tecido vegetal), mas tambéem
em funcdo do substrato e da interface lipidicagberformada (Dawson e Hemington,
1967). A fosfatidilcolina dispersa na forma monoiggérequer uma maior concentracao
de C&" do que os seus agregados lamelares. Os agregadtusfatidiletanolamina, por
sua vez, requerem ainda menos catido.

A reaccao catalisada pela fosfolipase D envolve anmma hidrossoluvel e um
substrato lipossoluvel. Aparentemente a actividatle enzima estad largamente
dependente das propriedades fisico-quimicas dotratslipidico (Dawson e
Hemington, 1967). Assim, é provavel que solventgdmicos e substancias anfipaticas
influenciem substancialmente a actividade enziraéti fosfolipase D. E ocaso do éter
dietilico e de substancias anfipaticas aniénicam(co SDS) na presenca de’Caue
promovem uma grande estimulagdo da hidrdlise dstsaitb lipidico. A hidrélise da
lisolecitina, a qual é insolivel em éter e solleml agua, é inibida na presenca de éter
dietilico (Davidson e Long, 1958), pelo que o @evera aumentar a solubilidade do
substrato lipidico no meio de reacgéo.

O aumento da actividade da fosfolipase D, poteacigelas substancias
anfipaticas anionicas, € acompanhado por aumentpaatidade de enzima adsorvida
na interface lipidica. Por seu lado, as substarandipaticas cationicas sédo, em geral,
potentes inibidores da fosfolipase D (Dawson e Hegion, 1967).

Relativamente aos produtos resultantes da hidr@iseido fosfatidico estimula a
actividade enzimatica, enquanto que o outro prqdasobases, como a colina e a
etanolamina, inibem a hidrélise.

Para que a inibicdo da hidrdlise de fosfatidilcalg®ja significativa séo requeridas
concentracdes elevadas de colina (Dawson e Heming@67). Outras bases como a
etanolamina, o etanol e o glicerol inibem a hid®lide fosfatidilcolina quando
presentes em concentracfes relativamente baixay @aal., 1967). Contudo, neste
caso, a formacédo de acido fosfatidico, por hidedtatalisada pela fosfolipase D, é
acompanhada pela formacdo simultdnea de fosfasidde&amina, fosfatidiletanol e
fosfatidilglicerol, respectivamente, por transfosfdacdo (Figura 12).
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Figura 12 - Modificagéo de fosfolipidos pela ac¢éo enzimatiadosfolipase D (PLD).

Na transfosfatidilacdo catalisada pela fosfoligase grupo fosfatidil do substrato
fosfolipidico é transferido para um aceitador nofileo, com a formacdo do
fosfolipido correspondente, e de uma base néof+itzgfa contendo um grupo hidroxilo.
A transfosfatidilacéo pode ser considerada comemegéo geral da fosfolipase D, sendo
a hidrdlise um caso especifico, no qual o aceitadoagua.

Apesar de o seu significado biologico ser ainddiqgamente desconhecido, a
transfosfatidilacdo atribuida a fosfolipase D é waacteristica Unica e notavel entre as
fosfolipases. A capacidade de uma enzima hidralit&talisar também a formacéo de
novos compostos, pela transferéncia de um grupondecomposto dador para um
aceitador apropriado (actividade de transferasgja enormalmente associada a

[-glicosidases, proteinases e fosfatases (Mortds3)19

Aparentemente, as transferases estdo também eatesInas vias de sintese dos
fosfolipidos, como € o caso da cardiolipina sintasela fosfatidilserina sintase.
Curiosamente, estas transferases partilham duéesdgomaoélogas, nas suas sequéncias
primarias de aminoéacidos, com fosfolipases D de ife#ios, plantas e microrganismos
(Morris et al., 1996). Estas sequéncias devem conter residuescigs a funcao
catalitica da transfosfatidilacao.

E possivel induzir a sintese de fosfatidil-alcadésfosfolipase D, em varios tipos
de células em determinadas condigbes, nomeadanpenteexposicdo aos alcoois
respectivos (Shukla e Halenda, 1991). Contudo, asfafidil-dlcoois ndo sé&o
normalmente sintetizados nas células, sendo o $eel basal muito baixo ou

inexistente (Liscovitch, 1996). Pensa-se que astoafatidilacdo mediada pela
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fosfolipase D, e os fosfatidil-alcoois resultantesham um papel importante apenas em
situacdes patoldgicas relacionadas com o alcook(dl, 1996).

Tendo em conta que o &acido fosfatidico pode tegeam em varias vias
metabolicas, a sintese de fosfatidil-alcoois temio sexaustivamente usada para
demonstrar inequivocamente a activacdo e presenegatividade da fosfolipase D em
tecidos intactos.

A transfosfatidilacdo catalisada pela fosfolipase [@m também sido
extensivamente usada na sintese enzimativdro de fosfolipidos pouco abundantes
na natureza, a partir de espécies mais comunseDésthet al. (1967), a aplicacdo da
reaccdo de transfosfatidilagdo da fosfolipase Dsimdéese de fosfolipidos naturais e
sintéticos, a partir de fosfatidilcolina, tornou-se procedimento comum. Evita-se,
assim, a sintese por reacc¢des quimicas e a exdradsélamento de fosfolipidos na sua
forma pura e homogénea, que sdo normalmente proerttis demorados, dificeis e
dispendiosos.

A economia e eficiéncia da sintese enzimatica dsfolipidos depende
principalmente de uma grande producdo do fosfaipidsejado e da minimizacdo da
formacdo de &cido fosfatidico por hidrdlise. A fagéio de &cido fosfatidico pode
ocorrer ndo so6 por hidrélise do substrato fosfdlgu, se a enzima for pouco selectiva,
mas também por hidrolise do produto da transfabfatdo, dependendo da
especificidade da fosfolipase D.

A actividade de transferase ocorre simultaneamemtpar com a actividade
hidrolitica. Contudo, um aumento da concentracdoadeitador altera ambas as
actividades, mas em sentidos opostos, favorecemdmstosfatidilacdo que predomina
(Comfurius e Zwaal, 1977; Dawson, 1967; Ya@l., 1967). A transfosfatidilacdo é
favorecida, em detrimento da hidrélise, ndo s6 petsenca da base aceitadora, mas
também pela fase organica (habitualmente étetidogti

A transfosfatidilacdo catalizada pela fosfolipase d® origem vegetal esta
praticamente limitada a alcoois primarios simples( menos de 6 carbonos), como
aceitadores nucleofilicos. Quando a L-serina é aisatho aceitador, apenas cerca de
45% de fosfatidilcolina é convertida em fosfatidiisaa, sendo a restante hidrolisada a
acido fosfatidico (Comfurius e Zwaal, 1977). Comtud sintese de fosfatidilserina foi
catalisada pela fosfolipase D de algumas estigreptomyces com rendimentos entre
60 e 100% (Comfuriuet al., 1990; Junejat al., 1989; Shutet al., 1987a).
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A fosfolipase D dos microrganismos apresenta ndairs@ maior tolerancia
relativamente ao substrato e ao aceitador nudlemfinas principalmente uma maior
selectividade. Embora a enzima$eeptomyces chromofuscus tenha uma selectividade
praticamente dedicada a hidrolise, a maioria dafolipases D de Actinomicetes
apresenta uma grande selectividade pela transtbfgfio (Comfuriuset al., 1990;
Junejaet al., 1988; Mansfeld e Ulbrich-Hofmann, 2009; Nakajietal., 1994), como é
comprovado pela actividade da enzima provenient&regtomyces species.

Para além da serina, uma grande variedade de dareisatem sido usada na
sintese enzimética dos fosfolipidos correspondeBtescaso da etanolamina (Jungja
al., 1988; Nakajimaet al., 1994), nucleosideos (Shutbal., 1987b), alcoois primarios
ciclicos (Testet-Lamantet al., 1992), hidroxilbenzenos (Takanet al., 1994), di-
hidroxiacetona (Takami e Suzuki, 1994), alcooisusdérios (D'Arrigoet al., 1996) e
alcoois N-heterociclicos (Hirchet al., 1997).

Curiosamente, verificou-se que em alguns casoarsftsfatidilagcdo era maior
quando o pH do meio aquoso de reaccdo era igupKado aceitador nucleofilico
presente (Shutet al., 1987b). Aparentemente, o pH Optimo varia com igeon da
fosfolipase D e a natureza da base aceitadoraseapgendo habitualmente um valor de
cercade 5,5€£1,5).
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1.5 — Objectivos

Considerando o papel do sarcolema cardiaco asgimé# interaccdo com o €a
envolvido no ciclo contractivo e as alteracéesudstais e de integridade membranar
associadas com a isquemia, O presente projectournarocaracterizar modelos
fosfolipidicos representativos do folheto intermos@rcolema cardiaco.

Pretendem-se modelos do sarcolema cardiaco cadssitpor misturas preparadas
com a espécie mais abundante de cada uma dassdiesedipidicas representativas do
seu folheto interno (16:0/16:0-glicerofosfocolida8:0/20:4-glicerofosfoetanolamina e
18:0/20:4-glicerofosfoserina), para estudar o efeis catides, Gae H'".

Assim, o trabalho é iniciado com a sintese de 28:0f{glicerofosfoserina,
catalisada pela fosfolipase D da&reptomyces sp., e envolve a determinacdo e
optimizacdo do tempo e do sistema de reaccao,dmasido que estdo envolvidos um
substrato e produtos lipossolUveis e uma enzintassdlavel.

Para caracterizar as alteracdes induzidas pefd €gelo H (em condicdes
patolégica e fisiologicamente relevantes) nas atigies inter-fosfolipidicas e na
distribuicao lateral dos fosfolipidos no sarcoles@n estudados os perfis termotropicos
por calorimetria diferencial de varrimento (DSC)a@ polarizacao de fluorescéncia do
DPH.

Os estudos sdo realizados em misturas ternariagjuEmas proporcoes dos
fosfolipidos sdo semelhantes as classes respectivdslheto interno do sarcolema
assimétrico, e também em proporcgdes representatavdisaccao fosfolipidica total do
sarcolema. Com o estudo da composicdo fosfolipittital pretende-se simular as
condicOes de perda de assimetria lipidica do sawcal

Com o intuito de determinar a influéncia de cadado®s aminofosfolipidos nas
propriedades da membrana e considerando a comatexidos sistemas ternarios de
fosfolipidos, s&o também estudadas misturas b@agam as espécies de
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina e fosfatiddlina/fosfatidilserina, mantendo as
proporcdes referidas para as misturas ternariaghstitiindo a espécie ausente pela
fosfatidilcolina.

Ao estudar e comparar o efeito de concentracbeGaffee H em dispersées
fosfolipidicas representativas do sarcolema assitnéte simétrico, pretende-se

também, contribuir para o esclarecimento de alguguestdes importantes sobre as
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membranas biologicasn vivo, e que constituem o cerne da investigagcdo em
biomembranas, como por exemplo:

Qual a sequéncia para os eventos envolvidos nansg@

Qual a importancia e significado da assimetrialigal nas membranas?

Qual o sinal que permite a célula manter a assangifdica nas membranas?
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2.1 — Sintese de 18:0/20:4-glicerofosfoserina a piade fosfatidilcolina por
transfosfatidilacéo catalisada pela fosfolipase DelStreptomyces sp.

2.1.1 - Enzimas e reagentes

A fosfolipase D (EC 3.1.4.4) tipo VIl d&reptomyces sp. e a fosfolipase AEC
3.1.1.4) de veneno d¥aja naja foram adquiridas da Sigma Chemical Co. sob a forma
de po6 liofilizado e a 1-estearoil-2-araquidasitglicero-3-fosfocolina (18:0/20:4-
-glicerofosfocolina, SAPC) foi adquirida da Avarplar-Lipids Inc. dissolvida em
cloroférmio. Os restantes reagentes usados erangrae analitico e adquiridos

comercialmente.

2.1.2 - Reaccao enzimatica de transfosfatidilacao

2.1.2.1 - Sistema de duas fases em agitacao

O volume correspondente a 5 umol de 18:0/20:4+glosfocolina, de uma
solucdo de 20 mg/ml em cloroférmio, foi transferigara um tubo de rosca e fundo
redondo, e o solvente foi evaporado sob fluxo @éocaLloroférmio puro, recentemente
destilado, foi usado para ressolubilizar o lipidendo depois novamente evaporado.
Este procedimento foi repetido duas vezes a finredeover eventuais vestigios de
alcool. Por ultimo, o lipido foi dissolvido em Oy de éter dietilico. O éter dietilico foi
previamente lavado trés vezes, com volumes iguaégda, a fim de remover vestigios
de alcoois contaminantes. A solucéo foi fechadalenstida a ultra-sons durante 45
segundos a temperatura ambiente, num banho desagaG112SP1T, 8 kc, 600 volt,
Laboratory Supplies Co. Hicksville, New York, paépida dispersao do lipido.

O método descrito por Junejg al. (1989) foi adoptado para sintese de
1-estearoil-2-araquidongn-glicero-3-fosfoserina (18:0/20:4-glicerofosfosarirSAPS)
por transfosfatidilacdo com a fosfolipase D @egeptomyces sp. com algumas
modificacbes. A solucdo de SAPC em éter dietilaiaatlicionada uma solucéo aquosa
(pH 5,6) contendo 200 mM de acetato, 54,5 mM delCaGaturada com L-serina
(35% m/v, a 30 °C); o volume adicionado foi 0,11 ml
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A reaccao foi iniciada pela adicado de 40 ul de@@uaquosa (pH 5,6) contendo
200 mM de acetato e 3 unidades de fosfolipase Btraptomyces sp. (1 unidade de
fosfolipase D esta definida como a quantidade devenque liberta 1,0 mol de colina
por hora, a pH 5,6 e a 30 °C). O tubo foi imediaiara fechado a fim de evitar a
evaporacao do éter, e incubado durante 2 hords°@ 8ob atmosfera de azoto.

Como reactor foi usado um tubo de vidro fechadon(@ didmetro interno de
1,35 cm e 10 cm de altura) num banho de agua, istarendas duas fases era efectuada
por agitacdo magnética a 600 rpm, com o auxiliordenagnete (0,46 cm de diametro e
1,20 cm de comprimento).

A reaccdao foi terminada pela adicdo de 4 ml doesdly de extracgéo, solugcéo de
Folch (cloroférmio/metanol, 2:1, v/v) (Folahal., 1951).

2.1.2.2 - Sistema de micelas invertidas

A reaccao enzimatica foi também realizada com rascelvertidas de 18:0/20:4-
-glicerofosfocolina. O procedimento experimentabdes € semelhante ao que foi
descrito para o sistema de duas fases em agita@doa excepcdo de que a incubacgéo
do sistema era precedida de agitacao por vértigante 30 segundos seguida de ultra-
sonicacdo num banho durante 1 minuto, para se fermas micelas com a solucéo

aguosa no interior.

2.1.3 - Extrac¢éo da fracgéo lipidica resultante dacgéo enzimatica

Com a finalidade de proceder a extraccdo do lipadal resultante da accao da
enzima, a mistura monofasica foi submetida a v®digrante 10 minutos. Adicionou-se
em seguida 1,2 ml de &gua, e a mistura bifasicdtaese foi centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos, numa centrifuga de bancadaasA inferior de cloroférmio foi
recolhida e misturada com igual volume de etanebkibo. O solvente foi evaporado
até a secura, sob vacuo, num evaporador rotat@®°&. No final, o residuo lipidico

foi dissolvido em 1 ml de cloroférmio e acondicidnasob atmosfera de azoto.
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2.1.4 - Purificacédo da 18:0/20:4-glicerofosfoserina

A fim de separar e purificar a 18:0/20:4-glicerdbz®rina sintetizada, a solucéo
lipidica foi sujeita a cromatografia preparativacdenada fina (TLCp) unidimensional,
em cromatoplacas de silicagel 60 (E. Merck), segqumd método adaptado de Lewety
al. (1987).

As cromatoplacas eram previamente vaporizadas aodo &drico 2,3% em
etanol absoluto e activadas durante 30 minutoO2Q1A solucao lipidica foi aplicada
numa das extremidades da cromatoplaca, sob a fiemana banda longitudinal ou sob
a forma de varias aplicacfes adjacentes. Duratdeopsracdo, a placa era sujeita a um
fluxo laminar e suave de azoto.

A placa foi entdo colocada num tanque de cromafiagfechado, previamente
saturado com cloroférmio:etanol:trietilamina:agB@:85:35:6, v/v/v/v), durante aproxi-
madamente 90 minutos a temperatura ambiente, @ascao.

Depois de secar a placa sob um fluxo de azotojdage 4 horas sob alto vacuo,
a deteccdo das fraccdes fosfolipidicas foi feitagdverizacdo da cromatoplaca com
agua.

Apoés identificacdo e atribuicdo das bandas a catadas classes fosfolipidicas,
por comparagdo com as mobilidades relativas dedpadipropriados, a banda atribuida
a 18:0/20:4-glicerofosfoserina foi raspada da pt&acalocada num tubo fechado.

O fosfolipido foi entdo extraido pelo método degBlie Dyer (1959), tendo-se
considerado 3 ml como 1 volume de solvente. Assidicionou-se 1 volume de
cloroféormio e 2 volumes de metanol, que sob agitaggé vortice formou uma so fase.
O tubo foi agitado frequentemente, durante 10 rosuA mistura monofasica foi entdo
filtrada por succédo para um tubo de centrifuga efade. Adicionou-se 1 volume de
cloroférmio e 1 volume de agua, seguida de noveagdp em vortice. A separacao das
fases foi finalizada pela centrifugagdo a 1500 rdgurante 5 minutos numa centrifuga
de bancada. A fase orgéanica inferior foi recolmdan baldo e a fase aquosa foi sujeita
a nova extraccdo com 1 volume de cloroformio. Asegainferiores de cloroférmio
foram recolhidas no mesmo baldo e misturadas caal igplume de etanol absoluto. O
solvente foi evaporado até a secura, sob vacuo,evaporador rotatério e no final foi
obtida uma solucdo de 18:0/20:4-glicerofosfoseramem o volume de 1 ml de

cloroférmio.
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A fim de determinar a concentragédo de 18:0/20:degtifosfoserina em solucéo, o
residuo lipidico correspondente a 15 pl da solwEd8:0/20:4-glicerofosfoserina foi
digerido por refluxo em 0,5 ml de acido percloriéd %, a 180 °C, para posterior
medicdo do fosfato inorganico pelo método de Bartl959), conforme sera descrito

posteriormente com mais detalhe.

2.1.5 - Analise da 18:0/20:4-glicerofosfoserina detizada

2.1.5.1 - Quantificacédo das classes fosfolipidicasultantes da
accao enzimatica

Um pequeno volume da solucéo lipidica, obtida pdraecéo da fracgao lipidica
resultante da acg¢édo da enzima, foi submetida aatografia analitica de camada fina
(TLCa) unidimensional, a fim de separar e quargifas classes fosfolipidicas.

A TLCa foi realizada conforme o método descrito peray et al. (1987), em
placas LK5 da Whatman. A placa foi previamente davem cloroférmio:metanol (1:1,
v/v) e apés vaporizagdo com &cido borico 2,3% emattabsoluto, foi activada durante
15 minutos a 110 °C. A amostra foi aplicada na zmeaadsorvente, em aplicacdes de
30 pl cada. A placa foi entdo colocada num tangeehddo de cromatografia,
previamente saturado com cloroformio:etanol:tidatiina:agua (30:35:35:6, V/VIVIV),
durante aproxidamente 90 minutos.

Apoés secar completamente a placa durante 4 horaaltenvacuo, as fraccoes
lipidicas foram detectadas por pulverizacdo comgeee de molibdato. Os
aminofosfolipidos foram previamente detectados pawerizacdo com reagente de
ninhidrina.

A fim de proceder a andlise quantitativa de cada das classes fosfolipidicas
componentes, as bandas depois de identificadas fiaspadas para tubos de ensaio e
directamente digeridas por refluxo em 0,5 ml del@gerclorico 70%, a 180 °C, para
posterior medicdo do fosfato inorganico pelo métddoBartlett (1959). Brevemente,
apos o arrefecimento dos tubos com fosfato inocgénresultante da digestéo,
adicionaram-se 7,5 ml de reagente de molibdat@ enDde reagente redutor de Fiske e
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Subbarow (1925), seguida em ambos os casos dedamigen vortice. Os tubos foram
deixados num banho de agua em ebulicdo duranteyios 15 minutos.

Foi também preparada, em simultaneo, uma curvaapadrpartir do mesmo
procedimento experimental descrito, mas aplicady 25, 50, 100 e 200 pl de uma
solucdo padrao de fosfato, KD, 1 mM. Depois de os tubos terem arrefecido, a
absorvancia das solugdes foi lida num espectrofetianBaush & Lomb Spectronic 21,
a 830 nm.

2.1.5.2 - Analise dos acidos gordos

2.1.5.2.1 - Hidrdlise da ligacasn-2 pela fosfolipase A2

A fosfolipase A de veneno délaja naja foi usada na verificacdo da distribuicdo
dos acidos gordos nas posi¢@asl e sn-2 do glicerol, uma vez que a fosfolipasge A
hidrolisa a ligacdo éster na posicdw2 dos fosfoglicerideos, originando lisofosfo-
glicerideos e acidos gordos livres.

O meétodo descrito por Verkleigt al. (1973) foi adoptado com algumas

modificacdes. A 18:0/20:4-glicerofosfoserina pwafia foi adicionada a 0,5 ml de
cloroférmio e 2 ml de éter dietilico num baldo estado de fundo redondo de 25 ml.
22 ug de fosfolipase Aem 0,50 ml de tampéo (pH 7,4) Tris 10 mM, conteGa)
10 mM, foi introduzido no baldo e a mistura foiestg a agitacdo em vortice durante
30 segundos e a ultra-sons num banho durante ltonipara formagdo de micelas
invertidas com solucdo aquosa incorporada. O bsdébado foi incubado durante
1 hora, a 37 °C, sob atmosfera de azoto e solgagitaagnética continua.

A reaccao foi terminada e a fraccéo lipidica foir&xla, conforme foi descrito
para a reaccao de transfosfatidilacdo da fosfaipas

A solucdo de &cidos gordos livres e lisofosfataditza foi submetida a TLCp
unidimensional, pelo método j& descrito, a fim desepararem e purificarem esses
constituintes. No final, a deteccdo das bandas féttia por pulverizacdo das

cromatoplacas com agua.
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Apoés identificacdo das duas fracgdes lipidicasaaada das bandas foi raspada e
recolhida num tubo de transesterificacdo e direetaenusada para transmetilacdo dos

acidos gordos.

2.1.5.2.2 - Transmetilacdo dos acidos gordos

As duas amostras lipidicas foram submetidas a lisdré metilacdo dos acidos
gordos, pela adicdo de 5 ml de solucdo de metilde&cido sulfurico 5% em metanol,
de acordo com o método de Lipsky e Landowne (1963plucao foi borbulhada com
azoto para remover o oxigénio dissolvido, e deixadacubar durante 2 horas num
banho de agua a 70 °C.

Os metilésteres de acidos gordos foram extraidi@sguitcdo de 5 ml de agua e
10 ml de hexano, seguida de centrifugagdo, duranteinutos a 1000 rpm, numa
centrifuga de bancada. A fase superior, de hextmorecolhida num Erlenmeyer
fechado. A solucao resultante foi exposta a sulfi@sodio, durante 30 minutos, para
remover eventuais vestigios de agua, e depoiaddtpara baldes periformes.

O solvente foi evaporado até a secura, sob vaawwn, evaporador rotatério a
37 °C e os metilésteres de acidos gordos foramsalgidos em 200 pl de dissulfeto de
carbono (Cg e acondicionados em atmosfera de azoto.

Durante todo o procedimento descrito, as amostoaanmf conservadas em

atmosfera de azoto de maneira a evitar a peroxadggdica.

A cromatografia gas-liquido (GLC) foi efectuada nuwromatografo gasoso
Varian Moduline-Series 2700 equipado com uma colb@& BPX 70, de dimensdes
25m x 0,53 mm, e usando um programa de temper@dtd@e°C, 5 minutos; 4 °C/minuto
até 190 °C, 20 minutos). O gas transportador fak@to, a um fluxo de 3 ml/min. O
injector foi mantido a 210 °C e o detector a 245 °C

Os picos foram identificados por comparacédo doptsnae retencao relativos de

padrbes apropriados.
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2.2 - Caracterizacao das propriedades fisicas dosoatelos fosfolipidicos
representativos do sarcolema cardiaco

2.2.1 - Fosfolipidos

A 1,2-dipaltoilsn-glicero-3-fosfocolina (16:0/16:0-glicerofosfocain DPPC), a
1,2-dipaltoilsn-glicero-3-fosfoetanolamina (16:0/16:0-glicerofastfanolamina, DPPE),
a 1,2-dipaltoilsn-glicero-3-fosfoserina (16:0/16:0-glicerofosfoserin DPPS) e a
1-estearoil-2-araquidongn-glicero-3-fosfoetanolamina  (18:0/20:4glicerofosto®l-
-amina, SAPE) foram adquiridas da Avanti Polar-tlgpinc.

A 18:0/20:4-glicerofosfoserina foi sintetizada artpa da fosfatidilcolina
correspondente por transfosfatidilagcdo catalisagla fosfolipase D deé&treptomyces

sp., conforme foi descrito anteriormente.

2.2.2 — Hidratagdo das misturas fosfolipidicas regsentativas do
sarcolema cardiaco

A composicdo da solucdo tampdo de hidratacdo dadolifmidos foi
criteriosamente escolhida, tendo em atencdo queetendia realizar os estudos para
valores de pH fisiolégica e patologicamente reléasnentre 5,5 e 7,4. Considerando
que a capacidade tampdo de uma substancia é efpetra pH = pKa+1 (em que
pKa=—-logKa e Ka é a constante de dissociacdo protonica), o lifpdalisperso
numa solucdo aquosa de HepesKé=7,55) e Mes (pKa=6,15). A curva de
titulacdo, teorica, de 10 ml de uma solucdo Heped/se Mes 5 mM com NaOH 5 mM
esta representada na Figura 13.

A concentracdo de Hepes e Mes deve ser suficiangéetamponizar as dispersdes
lipidicas e anular o efeito dos fosfolipidos and®si sem no entanto interferir
colateralmente com o sistema, produzindo artefactos

As dispersoes lipidicas, na forma de lipossomasilamklares, foram preparadas
por hidratacdo e dispersdo do material lipidico poértice frequente. A agitacdo
mecanica permitia a remocédo de todo o materiafliipi das paredes do baldo e a

formacéo espontanea de lipossomas multilamelasts.riétodo, embora mais moroso,
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evita a formacao de lipossomas com caracteristicagguas, como aqueles resultantes
da dispersdo auxiliada por esferas de vidro, cejmeabilidade estd aparentemente

muito aumentada (Schwartz e McConnell, 1978).

pH

1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 L 1 i
0 5 10 15 20 25 30
Volume de NaOH (ml)

Figura 13 - Curva de titulacdo, tedrica, de 10 ml de umacggmuHepes 5 mM e Mes 5 mM
com NaOH 5 mM. (Simulacao informética realizada c@raplicacdo Acid/Base Calculator,
versao 1.14, de Aosheng Wang).

2.2.3 - Calorimetria diferencial de varrimento (DSGQ

2.2.3.1 — Preparacao e analise das dispersdes lipés

O método descrito por Videirat al. (1999) com algumas modificagbes, foi
adoptado para a preparacdo das dispersoes lipidivatotal de 2 umol de material
lipidico, nas proporcdes desejadas, foi dissolenin3 ml de cloroformio num baldo de
fundo redondo de 25 ml e de seguida o solventev@porado até a secura, sob vacuo,
num evaporador rotatorio a temperatura ambientpelfcula lipidica uniforme que se
formou nas paredes internas do baldo foi suje&tioavacuo durante pelo menos duas

horas, para evaporacdo completa dos residuos\casal
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A pelicula lipidica foi entdo hidratada pela adigi 1,5 ml de tampdo Hepes
5mM, Mes 5 mM, KCI 140 mM e NaOH 30 mM. As mistsifsfolipidicas foram
hidratadas com concentracdes deeHC&" fisiolégica e patologicamente relevantes.
Assim, as misturas fosfolipidicas foram estudadaa parios valores de pH: 7,4; 6,5 e
5,5. E para cada um destes valores em diferenteetacdes de a0, 20, 600 e
1200 uM.

Os lipidos foram dispersos por vortice frequenteadie pelo menos 30 minutos,
a 50 °C. As dispersodes lipidicas foram colectadars gentrifugacdo a 80.000 rpm
durante 20 minutos, a 20 °C, numa centrifuga Beokntal00. O sedimento hidratado
foi transferido com um pipetador automatico, Gilste 10 ul, para uma panela de

aluminio de 40 ul para analise por calorimetriargificial de varrimento.

As medicdes foram efectuadas com um calorimetres RyDSC (Perkin-Elmer
Corp.), acoplado a um computador com o sistemaatper MS Windows. A
manipulacdo da temperatura e a sua programacau feaizadas tendo como interface
a aplicacdo modular Pyris verséo 1, fornecida constoumento.

A temperatura foi programada para se manter dufighteinutos a 10 °C e depois
subir até 60 °C, com a velocidade de varrimentdQd®C/minuto. O gas de purga usado
foi 0 azoto. Uma panela vazia foi habitualmentedasaomo referéncia. Varios
varrimentos eram efectuados, normalmente trésseatibter reprodutibilidade absoluta
das curvas de aquecimento.

O aparelho foi previamente calibrado, com os mespamametros usados no
varrimento das amostras lipidicas, tendo-se usaminocmateriais de referéncia o
Indium (156,60 °C; 28,45 J/g), Zinco (419,47 °C8,B7 J/g) e agua ultra-pura (0,00 °C;
333,88 J/g).

2.2.3.2 — Determinacdes e principios calorimétricos

O objectivo da calorimetria € a medicéo de tro@salor existentes. Os fluxos de
calor provocam alteracdes locais da temperaturgriais servem como medida do calor
trocado.

As reaccdes quimicas e as transicdes fisicas eamohormalmente trocas de

energia sob a forma de calor.
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Presumindo que um sistema de interesse pode esaistdois estados distintos,
e B, numa gama finita de temperaturas e que a transigé&stadd\ para o estadB &
endotérmica, ou seja ocorre com absorcdo de cahbdip o estad® apresenta uma
maior entalpia e a variacéo de entalpia da tran®gaositiva (Figura 14-A).

O declive para qualquer temperatufy do gréfico da entalpidd) em funcéo da
temperatura, Figura 14-A, a pressao constante i§nde® por capacidade calorifica,
Cp, e é defenido formalmente por:

Cp=dH/dT , a presséo constante (4)

Esta funcéo (Figura 14-B) € obtida por derivacdecutaa do grafico da entalpia
em funcao da temperatura (Figura 14-A). De margirglista, podemos afirmar que
esta funcéo € directamente obtida por calorimetria.

Da expresséao (4) temos,

dH = CpdT (5)

comodH = ddq, temos,
daop = CedT (6)

Desta expressdo € possivel determinar a capacicildsdfica, Cp,, para uma
variagdo da temperatura infinitesimal , medindouanjdade de calor transferida a
pressao constante,.

Teoricamente, a capacidade calorifica € definidmocc@ quantidade de calor
necessaria para elevar de um grau a temperatuaandsira. Uma grande capacidade
calorifica implica que para uma dada quantidadeatts, ird haver apenas um pequeno
aumento de temperatura, pois a amostra tem umdeycapacidade por calor.

Na transicdo de fases a temperatura do sistemaumdenta, apesar do calor estar
a ser transferido, pois a energia é usada na ¢éansie fases endotérmica e nédo para
aumentar a temperatura do sistema. Nestas ciraomesa para a temperatura da

transicdo de fases a capacidade calorifica da eangtfinita.
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AH
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Figura 14 - Representacdo grafica do termograma de uma ¢eensindotérmica entre dois
estadosA. Variacdo da entalpia capacidade calorifica em funcdo da temperatura.

O calorimetro Pyris 1 DSC (Perkin-Elmer Corp.) pace a uma classe designada
por calorimetros de compensacédo de fluxo. O cal@uése todo) compensado por
energia eléctrica.

Na calorimetria diferencial de varrimento por comga;&ao de fluxo, a amostra e
a referéncia estédo confinadas a dois fornos sepamdermicamente independentes ou
desacoplados (Figura 15). Cada forno contém o séprip sensor de temperatura
(resisténcia de platina) a fim de medir linearmemtemperatura. Cada forno contém,
ainda, uma resisténcia de aquecimento (de fio dénp). Ambos os fornos estao

inseridos num bloco de aluminio, a temperaturateoies.
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Figura 15 - Representacdo esquematica do sistema de medggdo ina calorimetria
diferencial de varrimento por compensacao de fl@e.sensores de temperatura (1) e as
resisténcias de aquecimento (2) sdo termicamemtepémdentes para a amostra (A) e a
referéncia (R).

Quando o sistema é submetido a aquecimento, duranfgrograma especifico de
temperatura, a mesma energia, na forma de calomécida a ambos os fornos via um
circuito de controlo (Figura 16), de maneira aralt@ sua temperatura média, de acordo
com a velocidade de varrimento do programa.

O circuito de controlo esta dividido em duas pafgsheidler e Steim, 1975): o
semi-circuito de controlo da temperatura médiaseni-circuito de controlo diferencial
da temperatura.

No semi-circuito de controlo da temperatura méaligsogramador da temperatura
envia um sinal proporcional a temperatura meédiagrdastra e da referéncia, desejada.
Este sinal € comparado com a média dos sinaisidesetios sensores de temperatura,
da amostra e da referéncia, no controlador da texiypa média. Quando a temperatura
programada é maior do que a temperatura médiapaestea e da referéncia, mais
energia de aquecimento (fluxo de calor) € forne@dambos os fornos. Se, pelo
contrario, a temperatura programada € menor qamperatura média dos dois fornos,
menos energia é enviada pelas resisténcias deiamung.

No semi-circuito de controlo diferencial da tempera, os sinais dos sensores de
temperatura da amostra e da referéncia sdo congsar@dcontrolador vai fornecer

mais energia ao forno com menor temperatura delgcta
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Figura 16 - Representagdo esquematica do principio de fuaciento de um calorimetro de
compensacéo de fluxo.

Ta: temperatura da amostrag: Temperatura da referénci@T=Ta-Tr, Ened €nergia média de
aquecimento AE: energia de aquecimento de compensacdo (Adapawio alteracbes de
Hohneet al.(1996)).

Como a temperatura média e a temperatura difetensd® medidas
constantemente, a temperatura da amostra e dé@neiiermantém-se iguais entre si e
relativamente a temperatura programada. O gas dgapwnormalmente azoto,
desempenha aqui um papel importante, pois o sexp ficonstante favorece a
condutividade térmica.

Na auséncia de transi¢des fisicas o registo cadtrico € constante e a linha de
base continua. A energia necessaria para aumentamperatura programada da
amostra e da referéncia € semelhante, e a difeesiigaa energia aplicada na amostra e
a energia aplicada na referéncia é pequena e otasta
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Durante uma transicdo endotérmica de fases da mndstpreciso fornecer
energia suplementar a amostra (compensacao de) fpata que a sua temperatura
iguale a temperatura da referéncia e acompanhe lecidede do varrimento
programada. A diferenga entre a energia aplicadanmastra e na referéncia aumenta,
traduzindo-se numa deflexdo do registo calorim@étriEsta diferenca de energia
corresponde ao fluxo de calor usado na transicdas#es da amostra, e que tem pouca
influéncia sobre a sua temperatura.

A area sob o pico obtido (ou o integral do regestlorimétrico) é proporcional ao
calor de transicdo (ou entalpia de transicdo), woido pela amostra durante a
transicdo (Hohnet al., 1996; Scheidler e Steim, 1975).

O calor absoluto da transicdo é determinado peto des uma constante de
calibragéo. A constante de calibracBg, é o factor de proporcionalidade entre o calor
medido (area do picolQm, € o calor realmente transformaq;

Qr = KQ x Qm (7)

A fim de obter as constantes de calibracdo, umricaétro € normalmente
calibrado em relagéo ao calor de transi¢édo e tandbtamperatura, medindo os valores
correspondentes de materiais de referéncia comeratopa e energia de transicao
conhecidas com exactidao.

Em condi¢Ges ideais de compensacao de fluxo, eedia de temperatura entre a
amostra e a referéncia seriam imediatamente coragas$or uma alteracao de energia
correspondente. O fluxo compensado correspondegictamente a energia de transicao
e o factor de calibracdo seria a unidade.

Contudo, em condi¢cbes reais a diferenca de temparaido é totalmente
compensada, havendo também trocas de energia coaioocircundante. Além disso,
as trocas de energia com o meio diferem com a textyva, sendo entéao diferentes para
a amostra e para a referéncia, ainda que essasng#s sejam minimizadas pela
tentativa de compensacéo (Holahal., 1996).

A natureza da amostra e a sua massa podem tambérigitan a gradientes de

temperatura.
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Assim, a forma de um sinal isotérmico (pico) deede factores experimentais e
das propriedades da amostra (Courchineiuad., 1988; Hohneet al., 1996), como € o
caso da:
- velocidade de varrimento (Figura 17)
- massa da amostra
- capacidade calorifica da amostra

- condutividade térmica da amostra

Um sinal isotérmico pode ser caracterizado porrdog parametros (Figura 18),
contudo apenas a temperatura de intercepcao deelastendente com a linha de base,
To, € independente dos factores experimentais (convel@cidade de varrimento,
Figura 17) e caracteristico de uma substancia. iBejgocalibracdo adequadigé igual

a temperatura da transicao (Hoknal., 1996).

........ 10 °C/min
.......... 5 °C/min
—— 2°C/min

IIiniiizess
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. , .
20 30 40 50 60
T (°C)

Figura 17- Representacdo grafica da dependéncia da formsinad (pico), das transi¢coes
endotérmicas de DPPC, em funcao da velocidaderdeneato.

Para uma determinada velocidade de varrimentaad isiotérmico pode também
ser definido pela area do pico. No entanto, se atamaos a velocidade de varrimento
aumenta também a area do pico.

Os restantes parametros além de variarem com gwiqutades da amostra,
variam também com os factores experimentais e $8 hdo sdo adequados para

defenir uma transigao.
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Figura 18 - Caracterizacéo de um sinal calorimétrico de uarasicdo endotérmica.
T;: temperatura inicial do pico,,Ttemperatura ascendente extrapolada,tdmperatura no
maximo do pico, I temperatura descendente extrapolagagmperatura final do pico.

2.2.4 - Espectrofluorimetria por polarizacéo de fl@rescéncia do
1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH)

2.2.4.1 - Preparacao das dispersdes lipidicas

Os métodos descritos por Videraal. (1996) com algumas modificacdes, foram
adoptados para a preparacdo das dispersodes lgpiglipara a incorporacdo da sonda
fluorescente.

Um total de 0,805 pmol de material lipidico, naspar¢cdes desejadas, foi
dissolvido em 3 ml de cloroformio num baléo de fumeldondo de 25 ml e de seguida o
solvente foi evaporado até a secura, sob vacuo,avaporador rotatério a temperatura
ambiente. A pelicula lipidica uniforme, que se founmas paredes internas do bal&o, foi
sujeita a alto vacuo durante pelo menos 2 horaa,@eporacdo completa dos residuos
de solvente.

A pelicula lipidica foi entdo hidratada pela adigho 2,5 ml de tamp&o Hepes
5 mM, Mes 5 mM, KCI 140 mM e NaOH 30 mM (pH 7,4).t&mpéao de hidratacao
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variava na sua concentracdo de*Caendo sido estudados valores fisiologica e
patologicamente relevantes: 0, 20, 600 e 1200 uM.
Os lipidos foram dispersos por vértice frequenteandte pelo menos 30 minutos,

a 50 °C. A concentracao final de lipido total ez@B2 mM.

2.2.4.2 - Incorporacéo da sonda fluorescente

As dispersdes lipidicas formadas foram transfenidaa tubos fechados.

Adicionou-se entdo a sonda 1,6-difenil-1,3,5-hesatr (DPH), 1,25 pl de uma
solugédo de DPH 2 mM em tetra-hidrofurano, por icgecde pequenas aliquotas sob
vortice constante. A concentracao final de sondalerl uM.

Os tubos ficaram em repouso durante a noite, agaatha luz, a 50 °C.

As medicoes dos espectros de fluorescéncia foramctusfdas num
espectrofluorimetro Perkin-Elmer MF-66 equipado camm bloco de células
termostatizado e computador, para controlo e agfiasie dados.

A polarizacéo de fluorescéncia do DPH nas amo#trastida nos comprimentos
de onda de excitagdo de 360 nm e de emissao de3€om as fendas de excitacdo e
de emisséo a 5 nm.

2.2.4.3 — Determinacdes e principios espectrofluarétricos

O 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) é uma moléculmirofébica e a sua
fluorescéncia é atribuida a sua conformacéadratis (Shinitzky e Barenholz, 1978).
Devido a sua baixa solubilidade e a supressao gs&mem meio aquoso, a emissao da
fluorescéncia detectada é atribuida ao DPH padidlhaa regido das cadeias
hidrocarbonadas da bicamama lipidica (Lakowicz 6200

O DPH € uma sonda linear que sO absorve luz patilaizegundo o seu eixo
maior. O momento dipolar de emissao é também @licem este eixo (Lentz, 1993).
Assim, a sonda ao ser excitada por luz monocrom@iitarizada na direccdo do seu

eixo maior, pode sofrer uma reorientacdo da suigmge respectivo eixo maior)
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durante o periodo de duragéo do estado excitadoa de 10 ns (Lakowicz, 2006), de
acordo com a viscosidade do meio circundante. Adkmois emitida deixara entdo de
estar polarizada paralelamente a luz de excitat@ujo-se assim a despolarizacdo de
fluorescéncia.

O valor absoluto de polarizacao de fluorescénci®Bbl € medido em termos do
grau de polariza¢ga®, definido por (Shinitzky e Barenholz, 1978):

o (1), =G (1), o
(1), +Gx(1,),

onde (z)y e (:+), sé&o as intensidades da fluorescéncia emitida glaraé
perpendicularmente a direc¢do de polarizacdo daduexcitacdo, a qual por sua vez,
esta polarizada verticalmente, em paralelo com membo dipolar da sond& € o
factor de correccdo para a despolarizacdo causadatpfactos instrumentais, definido
por:

I+ h
G=% 9)

onde (I-), e (I+)» s&o as intensidades da fluorescéncia emitida glaraé
perpendicularmente a direccéo de polarizacdo dddwexcitacédo, a qual esta polarizada
numa direccéo perpendicular (horizontal) ao momdigolar de excitacdo da sonda. O
factor G varia com o espectrofluorimetro e com mpomento de onda utilizados
(Litman e Barenholz, 1982).

Quando um fluoréforo esta rigidamente fixo, com@ €aso de uma solucao
congelada, é possivel descrever P em funcdo dengmcda, entre os dipolos de
excitacao e emissao (Shinitzky e Barenholz, 1978):

P=3co§a—]

cosa+ 3 (10)

0 que permite determinar os limites da polarizaigfiluorescéncia:
-0,33 <P < 0,50

Em sistemas membranares os valores da polarizagadludrescéncia,P,

expressam a mobilidade rotacional do fluoréforoadte o estado excitado, a qual
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reflecte as flutuagbes na orientagdo das caded®darbonadas dos fosfolipidos
circundantes, proporcionando uma medida para aefluimembranar. Assim, um
aumento da fluidez membranar permite maior moldkdaotacional do DPH,
resultando numa diminuicao da polarizacao de fee@ecia.

O DPH partilha igualmente entre os estados cmsialie fluidos de uma
membrana (Lentzt al., 1976a) e em misturas partilha igualmente peldsraiites
dominios (Shinitzky e Barenholz, 1978), pelo queessiltados obtidos paRatraduzem

a fluidez total do sistema.
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3.1 — Sintese de 18:0/20:4-glicerofosfoserina a piade fosfatidilcolina por
transfosfatidilacéo catalisada pela fosfolipase DelStreptomyces sp.

A sintese enzimatica de 18:0/20:4-glicerofosfoserm partir de 18:0/20:4-
-glicerofosfocolina (disponivel comercialmente)gfsfolipase D envolve uma enzima
hidrossoluvel e um substrato lipossoluvel. Por,issmeaccao foi realizada num sistema
heterogéneo com duas fases, uma fase organica stanpar éter dietilico na qual o
lipido esta soluvel e uma fase aquosa saturadalesarina contendo a enzima. A
reaccdo ocorreu a temperatura de 30 °C, facilitan@tderacgédo entre a enzima e os
substratos por agitacdo magnética. Apos duas lerascubacdo num tubo fechado, o
qual foi usado como reactor, a reaccao foi ternarnaela precipitacdo da fosfolipase D

com a adicao de 4 ml de solucdo de Folch.

A B C
eFrente do
solvente
Acidos
gordos
SAPA| =
SAPS @ | @
|Liso-PS
SAPC| o=
X X X X

Figura 19 - Cromatogramas de camada fina (TLC) unidimensionalcdnstituintes lipidicos
resultantes da transfosfatidilagdo da 18:0/20@egtifosfocolina, catalisada pela fosfolipase D,
ao longo das diversas etapas de purificacio esarddi 18:0/20:4-glicerofosfoserina resultante:
A. Separacdo da fraccao lipidica total, resultantaagdo enzimatica, detectada com reagente
de molibdatoB. 18:0/20:4-glicerofosfoserina purificada e deteatadm reagente de ninhidrina

e reagente de molibdatd; Separacdo dos produtos da hidrdlise de 18:0/2zdrgfosfoserina
pela fosfolipase A2, visualizados por pulverizagaaromatoplaca com agua.

SAPA, acido 18:0/20:4-glicerofosforico; SAPS, 18MA-glicerofosfoserina; SAPC, 18:0/20:4-
-glicerofosfocolina; Liso-PS: liso-glicerofosfogeai
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A separacdo da fraccdo lipidica resultante da aag@omética obtida por
cromatografia de camada fina esta representadagneaFL9-A. Os resultados da figura
mostram que a fraccdo lipidica € constituida por0/28:4-glicerofosfoserina
(proveniente da transfosfatidilacdo), por acido 01B:4-glicerofosférico (acido
fosfatidico proveniente da hidrolise) e por 18:042@licerofosfocolina intacta. A
percentagem total de lipido recuperado foi cerc®@¥é da quantidade de 18:0/20:4-
-glicerofosfocolina inicial.

Vestigios de metanol ou etanol ddo origem a preduttdesejaveis, 0S
fosfatidilalcoois, uma vez que os &lcoois primaaotiam como excelentes aceitadores
nucleofilicos competindo com a serina (Comfuridgvaal, 1977; Heller, 1978; Yarey
al., 1967). No entanto, a metodologia utilizada dwaamtpreparacdo dos sistemas de
reaccdo para remover vestigios de alcoois contamesdoi adequada, dado que nao
foram detectados quaisquer fosfatidilalcoois (FagL®-A).

A Figura 20 mostra a conversao enzimatica da 18:@/8licerofosfocolina pela
fosfolipase D deSreptomyces sp. em funcdo do tempo de reaccdo salientando a
transfosfatidilacdo desejada, com formacgao de 28:0/glicerofosfoserina®(, SAPS),

e a hidrélise indesejada com formacéo de acido2@4-glicerofosforico ¥, SAPA).

A conversdo em SAPS e SAPA apresenta trés fagagaks uma inicial em que a sua
producdo aumenta com o tempo da reaccdo e quespodesualizada em detalhe na
Figura 20-A, com o aumento do declive das tangeatesrva durante as primeiras
0,6 horas; uma segunda fase, mais extensa, em goiecantragcdo de SAPA e SAPS
aumenta linearmente com o tempo de reaccao; ermystente, uma terceira fase em
gue a concentracdo dos produtos se mantém constanteu tracado estabiliza num
patamar. Estas fases sdo caracteristicas para @iandas enzimas (Motulsky e
Christopoulos, 2003).

Independentemente do tempo considerado, a traasthsicdo é sempre
marcadamente superior a hidrélise. Os resultaddaglaa 20 também mostram que a
conversdao maxima de 18:0/20:4-glicerofosfocolinaatingida apdés duas horas de
incubagcdo. Para periodos de tempo superiores graite ndo sdo sintetizados
18:0/20:4-glicerofosfoserina e acido 18:0/20:4@lafosforico (acido fosfatidico)
adicionais. Estes resultados sugerem que se atagjicondicbes de equilibrio no
sistema heterogéneo ou que a enzima € inibida pordas produtos resultantes,
conforme foi previamente descrito para a colinartdedda (Dawson e Hemington, 1967).
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1004 ‘ -

| 0 SAPC; e SAPS; v SAPA

Conteudo
(%)

I I I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
Tempo de reaccéo (horas)

Figura 20 - Representagdo gréfica da conversdo de 18:0/2@drgfosfocolina pela
fosfolipase D deSreptomyces sp. em funcdo do tempo de reaccdo, num sistendsiduf
saturado com L-serina. Os simbolos representanaassdobtidos para o conteddo do sistema,
em SAPC, SAPS e SAPA conforme a legenda, no terapeatcdo correspondente. As curvas
resultam do ajuste de funcdes sigmoidais aos di#@loada um dos componentes, por regressao
com o programa OriginLab OriginPro 8.

A. Os declives das tangentes a curva, representiticanversdo na espécie aminada, indicam
gue a velocidade de transfosfatidilagdo aumentajosestimulada ao longo do tempo inicial de
reaccdo. O mesmo pode ser afirmado para a reaedédrdlise.

Estudos prévios indicam que a actividade da fqsisk D é dependente da
presenca de ides metdlicos, apesar de variar ddcacom a origem da enzima. Na
enzima de origem microbiolégica os i6es metalicés tuma menor influéncia,
comparativamente com a fosfolipase D de origem taég@Mansfeld e Ulbrich-
-Hofmann, 2009). O CGA& é, aparentemente, o activador mais efectivo, euam s
concentracdo Optima é normalmente proporcionalngesdracdo de substrato lipidico
(Davidson e Long, 1958; Heller, 1978).

Apesar de se ter detectado que G*@aessencial para se atingir a actividade
maxima de transfosfatidilacdo da fosfolipase [Buleptomyces sp., hdo € indispensavel
para a sintese de 18:0/20:4-glicerofosfoserina cammstram o0s resultados da
Tabela VI. Na auséncia de Labteve-se uma razao transfosfatidilacéo/hidrdliset,
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enquanto que na presenca de 40 mM d€ Gaeu valor aumentou para cerca de 6.
Apesar do C& estimular ambas as actividades enzimaticas, tsfasidilacdo e
hidrolise, a transfosfatidilacgdo da 18:0/20:4-glidesfocolina € favorecida

relativamente a hidrélise (Tabela VI).

Tabela VI - Efeito do C& e das dimensdes do reactor na conversdo de 18:0/20
-glicerofosfocolina pela fosfolipase D dreptomyces sp., apos 2 horas de incubagdo num
sistema bifasico saturado com L-serina.

Reactor SAPS SAPA
Tubo (10cm x 1,35cm) + €a40mM 74,32 +0,18% 12,60 + 0,87%
Tubo (10cm x 1,48cm) + E240mM 67,94 £ 0,32% 13,78 + 0,90%
Tubo (10cm x 1,35cm) sem €a 38,00% 9,30%

Estes resultados sugerem que &' @avera ter um papel importante na regulacéo
do grau de hidratagdo do grupo polar do substipidido, limitando a quantidade de
agua disponivel na vizinhanca aquando da reac@mética. O grau de hidratacdo dos
fosfolipidos, como substrato, € provavelmente uetofamuito importante para a
actividade da fosfolipase D em particular e dagofgmses em geral, uma vez que
também foi descrito para a fosfolipasg(Misiorowski e Wells, 1974).

Dado que a reaccao decorreu num sistema heterqggrseperficie de contacto
entre as fases deve ser um factor importante paaatigidade enzimatica, entédo
testou-se a influéncia do diametro do reactor. @emio da superficie de contacto entre
as duas fases, promovido por um aumento do diardetreactor, induziu uma reducéo
da conversao da 18:0/20:4-glicerofosfocolina tréduzna menor percentagem do
produto resultante da transfosfatidilacdo (Tabdla Atendendo a que se mantiveram
as restantes condi¢cdes experimentais, incluindel@ciade de agitacdo, esta reducdo
deverd resultar da agitacdo menos eficiente a meglié se aumenta a superficie de
contacto entre as duas fases. Resultados semdaltiarge obtidos quando se diminuiu
a intensidade de agitacao.

Considerando que a fosfolipase D é hidrossoluvgli® 0os seus substratos sdo
lipossolliveis e organizados na natureza sob a forde uma matriz
quase-bidimensional, a estrutura da interface didigua deve, certamente,
desempenhar uma importante influéncia na actividad®sfolipase D (Roberts, 1996).

Estes argumentos séo apoiados pelos primeirososstedlizados com fosfolipase D de
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couve em suspensdes de lecitina ultrassonicadas@avwi967; Dawson e Hemington,
1967). Segundo estes estudos, a actividade totisfi@lipase D (libertacdo de colina
por hidrélise e transfosfatidilacdo) € maior enpsmsdes de lecitina ultrassonicadas, ou
seja, em vesiculas lipidicas mais pequenas. Nontenta libertacdo de colina foi
adicionalmente estimulada pela adicdo de éter,ab gundispensével para se obter a
actividade maxima (Dawson, 1967; Dawson e Hemindt867).

Tendo em atencdo os dados apresentados, a sdadbilidlos elementos
constituintes do sistema de reaccdo e o facto @e oguprodutos da reaccdo séo
fosfolipidos poli-insaturados, em que as cadeiasobarbonadas poderdo apresentar
uma area transversal maior que a area do respeagtipm polar, as micelas invertidas
foram o arranjo quase-bidimensional escolhido pgtamizar a sintese de 18:0/20:4-
-glicerofosfoserina, por promoverem uma elevada &meerfacial. Adicionalmente, a
remocao e agregacao dos grupos polares do subfssé&itipidico da fase orgénica para
0 centro aquoso da micela, ira acentuar a suaaog&o com os catifes, a serina e a
enzima.

As micelas invertidas foram entdo utilizadas comstvutura da interface lipido-
-Agua para estudar a actividade da fosfolipasenDaléernativa ao substrato lipidico
monomeérico. Com esta nova abordagem, que condig®iz@m a interacgdo substrato-
-substrato na enzima, pretendeu-se ndo s6 auneeatdividade da fosfolipase D, mas
também eliminar outros factores de que estad depénde sistema de duas fases,
simplificando o processo. O sistema de duas faseagitacdo esta dependente ndo s6
da presenca de éter dietilico para solubilizacdo sdbstrato e dos produtos
fosfolipidicos, mas também da eficiéncia da agaag&imultaneamente do diametro do
reactor, ou mais propriamente, da dimensédo da fécipede interface entre as duas
fases.

Quando a reaccgao foi catalisada pela fosfolipasaubh sistema de micelas
invertidas de 18:0/20:4-glicerofosfocolina (Tabeldl), ambas as actividades, de
transfosfatidilacdo e de hidrolise, foram favorasidelativamente a accdo enzimatica
em monomeros (Tabela VI). Portanto, o sistema deelas invertidas permite um
aumento da conversao de 18:0/20:4-glicerofosfoaokiste pequeno aumento pode ser
significativo na sintese enzimatica de fosfolipidoslarga escala.
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Tabela VIl - Efeito do C4 e das dimensdes do reactor na conversdo de 18:0/20
-glicerofosfocolina pela fosfolipase D dreptomyces sp., apos 2 horas de incubagdo num
sistema de micelas invertidas saturado com L-serina

Reactor SAPS SAPA
Tubo (10cm x 1,35cm) + €a40mM 77,29 +0,37% 14,01 + 0,61%
Baldo de 50ml + C4 40mM 76,76 + 0,44% 13,15 + 1,18%
Tubo (10cm x 1,35cm) sem €a 64,80% 12,10%

Tal como previamente descrito para o sistema bifésom monémeros, o €a
ndo € indispensavel para a actividade da enzimgerasite melhorar a sua actividade
de transfosfatidilacdo (Tabela VII). No entantoecrags nos sistemas de micelas
invertidas a transfosfatidilacao e a hidrélise is@oementadas pelo mesmo factor.

Os resultados apresentados mostram que a raza&jostatidilacdo/hidrélise é
semelhante para a accdo enzimatica em substratonméoico com C& e em micelas
invertidas com e sem &aEstes dados sugerem que a afinidade da fosfelipgsela
serina e pela agua (nucleodfilos competidores) rgiersas monomericos com calcio e
nos micelares € semelhante, pelo que as condigdezinhanca do substrato lipidico,
nomeadamente o grau de hidratacdo, sdo similaceeeles sistemas. Assim, € possivel
que as diferencas observadas na quantidade de@&:@licerofosfocolina convertida,
apos 2 horas de reaccéao, resultem principalmentifelencas na regiéo interfacial de
accao da fosfolipase D.

A menor influéncia do C4 na accéo da fosfolipase D, relativamente ao satbstr
monomérico, sugere que a interac¢éo do €am o substrato lipidico tenha um menor
significado do que as interaccbes substrato-substfidpido-lipido) nas micelas
invertidas.

Os resultados com o sistema de micelas invertidd8d/20:4-glicerofosfocolina
nao sofreram alteracdes significativas por aumeiotovolume de éter dietilico (para
4 ml) e do didametro do reactor (Tulwersus baldo de fundo redondo de 50 ml)
(Tabela VII). No baldo, a agitacdo é menos efigiepbrque o volume de éter e do
reactor sG4o maiores, e 0 magnete e a velocidadggithgdo mantiveram-se. Como a
reaccdo entre a enzima e o substrato ndo ocorreunterdace entre duas fases, a
conversao de 18:0/20:4-glicerofosfocolina é indelpaite da intensidade da agitacéo e

do volume da fase organica.
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Para confirmar a estrutura da 18:0/20:4-glicerafesfina resultante da
transfosfatidilagdo, submeteram-se micelas investide fosfatidilserina sintetizada,
apos purificacédo por TLC (Figura 19-B), a accadasddolipase A para a determinacao
da posicao dos acidos gordos na cadeia de glidgpok a hidrélise da ligacao éster dos
acidos gordos na posicéo-2 dos fosfolipidos, os produtos da reaccao (ligofipsdos
e acidos gordos livres) foram separados por TLGliom@nsional (Figura 19-C). As
fraccoes foram entdo sujeitas a transmetilacdo eespectivos ésteres metilicos
analisados e identificados por cromatografia gasosa

Os cromatogramas dos metilésteres da 18:0/20:drgfmsfocolina inicial e do
produto da sintese enzimatica, a 18:0/20:4-gliosfokerina, estdo representadas nas

Figuras 21 e 22, respectivamente.
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Figura 21 - Identificacdo dos &cidos gordos constituintes d@/28:4-glicerofosfocolina por
cromatografia gasosa. Separacdo dos metiléstereadtes do fosfolipidoA.) e identificagcéo
dos acidos gordos (metilésteres) na posspab (B.) e na posicaden-2 (C.), apos hidrélise pela
fosfolipase A2.
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Nos cromatogramas das Figuras 21-A e 22-A podesgtatar que as espécies de
fosfatidilcolina e a fosfatidilserina envolvidasregentam a mesma constituicdo em
acidos gordos: acido esteérico (C18:0) e acidougagico (C20:4). Além disso, estes
resultados também mostram que as insaturacdes ddsias hidrocarbonadas
constituintes ndo foram afectadas no processoansfasfatidilacdo enzimatica e nem
no procedimento de purificagao.

Na posicasn-1, ambos os fosfolipidos séo constituidos exclusarge por acido

estearico (Figuras 21-B e 22-B).
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Figura 22 - Identificacdo, por cromatografia gasosa, dos &cgtwdos constituintes da espécie
de fosfatidilserina resultante da transfosfatiditagle 18:0/20:4-glicerofosfocolina catalizada
pela fosfolipase D na presenca de L-serina. Sepamdgs metilésteres derivados do fosfolipido
(A.) e identificacao dos &cidos gordos (metiléstenag)osicaen-1 (B.) e na posicaen-2 (C.),
apos hidrélise pela fosfolipase.A
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No cromatograma referente a analise dos acido®gara posicden-2 da espécie
de fosfatidilserina (Figura 22-C), além do pico &mndo araquidénico, detecta-se um
pico adicional que foi identificado como acido ésien. Este pico ndo era esperado,
uma vez que a fosfolipase, Aonvencionalmente ndo hidrolisa o acido estedficaa
posicdo 1. Contudo, 0 mesmo pico estd também peesea correspondente
cromatograma da 18:0/20:4-glicerofosfocolina (Fegu21-C) em proporgdes
semelhantes. E possivel que o &cido estearicotifidedo nos cromatogramas
referentes a posica@n-2, seja produto de alguma actividade lisofosfokpasualmente

caracteristica da fosfolipase gitoplasmatica (Roberts, 1996).

O conjunto dos resultados mostra que a sintese matica de
18:0/20:4-glicerofosfoserina, utilizando a 18:0/2Qlicerofosfocolina comercial, por
accdo da fosfolipase D é adequado, dado que agdpesielativas dos &cidos gordos
nao foram alteradas pela metodologia utilizada.
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3.2 - Caracterizacao fisica de modelos fosfolipidis representativos do
folheto interno do sarcolema cardiaco

A organizacdo molecular dos lipidos e proteinas bi@snembranas resulta
essencialmente do efeito hidrofébico conduzido @elanirreversivel por aumento de
entropia das moléculas de agua. Esta organizagé@mtida pelas interac¢cbes de van der
Waals entre as regides apolares dos constituintesnbmanares e interaccdes
electrostaticas (ido-ido, ido-dipolo e dipolo-dpagjue inclui as pontes de hidrogénio)
entre as regides polares ou regides polares e a émqolvente (Houslay e Stanley,
1982). O aumento da entropia em sistemas longegddil@io (como os sistemas
membranares) cria de modo irreversivel a ordem cenaplexidade observavel nos
sistemas vivos (Prigogingt al., 1972). A auséncia de ligacfes rigidas entre anmai
das moléculas e a organizacdo dindmica do sisteemabranar sdo essenciais para o
seu normal funcionamento. Contudo, sdo estas eaistctas que as tornam
excepcionalmente sensiveis a alteragfes quimitiac@&s do meio que as rode@ag.,
temperatura, pH, estado de hidratacao, forca iamancentracdo de ides divalentes.

De acordo com os estudos prévios (apresentadosapdu® 1), o sarcolema
isolado de midécitos de ratos recém-nascidos tem ciglacterizado de uma maneira
mais exaustiva e sistematica, pelo que a sua cogdjpo®i usada no presente trabalho
como referéncia representativa do sarcolema cardfgmesar de nos cardiomiocitos de
ratos recém-nascidos o sistema de tubulos-T ess&nte e o reticulo sarcoplasmatico
estar pouco desenvolvido, as regifes de justampsigdsarcolema com o reticulo
sarcoplasmatico, correspondentes as fendas diadegtas presentes. As diferencas a
nivel quantitativo devem-se apenas a diferencasesiado de desenvolvimento e
organizacao de organitos e estruturas envolviddesm@meno de contracgao.

Apesar do sarcolema ser essencialmente constippoddipidos e proteinas, a
matriz estrutural resulta da organizacdo supramatdec dos fosfolipidos.
Adicionalmente, a monocamada interna do sarcoleanacp desempenhar um papel
fundamental nos eventos subjacentes a actividaddiaca normal e patoldgica
(Philipsonet al., 1980a; Post e Langer, 1992b). Neste sentido praese simular o
folheto interno do sarcolema utilizando dispershijgislicas preparadas com as suas
classes fosfolipidicas mais representativas: fisiadlina, fosfatidiletanolamina e

fosfatidilserina, utilizando a espécie mais abutel@iRigura 23).
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Figura 23 — Estrutura das espécies fosfolipidicas mais amted no folheto interno do
sarcolema de acordo com os estudos de Mats(1990).

DPPC: 16:0/16:0-glicerofosfocolina; SAPE: 18:0/20t#¢erofosfoetanolamina;

SAPS: 18:0/20:4-glicerofosfoserina.

As dispersdes lipidicas estudadas sao constitygdagnisturas ternarias, com
composicdes representativas do folheto interno atookema cardiaco assimétrico e
também por misturas representativas da fraccaolipisfica total do sarcolema
(Tabela VIII). Com o estudo da composicéo fosfdliga total pretendeu-se simular as

condi¢des de perda de assimetria lipidica.

Tabela VIII - Composicdo das dispersdes lipidicas ternariasdadas, representativas do
folheto interno do sarcolema assimétrico e do $am simétrico.

Folheto interno do sarcolema

Assimétrico Simétrico
16:0/16:0-glicerofosfocolina 53,3% 67,1%
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina 33, 7% 25,5%
18:0/20:4-glicerofosfoserina (sintetizada) 13,0% 4%,
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Considerando a complexidade dos sistemas terndgidssfolipidos, iniciou-se o
estudo em sistemas binarios. Misturas binarias cam espécies de
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina e fosfatiddlina/fosfatilserina, foram analisadas,
mantendo as proporc¢des indicadas na Tabela Vilibstguindo o fosfolipido ausente
por 16:0/16:0-glicerofosfocolina.

A racionalizacdo do papel da organizacdo e dinadsalipidos no contexto da
actividade do sarcolema cardiaco requer o estusleféitos de concentracdes dé'Ga
H" fisiologica e patologicamente relevantes nas pedpdes fisico-quimicas das
misturas lipidicas. As concentracdes dé'®a fenda diadica, em contacto directo com
o sarcolema, devem atingir valores superiores a A00 durante a sistole,
permanecendo acima de 20 uM durante a diastol&kdfPest al., 1992). No espaco
intersticial, o C&" disponivel para troca é cerca de 500 pmol/kg ciddge constituindo
a fonte extracelular de &a Na totalidade, o G& disponivel para troca no tecido
cardiaco é cerca de 1500 pmol/kg. O espaco intiiséista em equilibrio com o €a
vascular, cuja concentracéo é 1 mM (Langer, 1997).

Para além do interesse imediato do estudo dosoefeid pH e do CGA em
membranas modelo, o presente estudo apenas teificagp fisioldgico a nivel do
coracdo se a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilteese distribuirem simetricamente
pelas bicamadas dos lipossomas multilamelares ya@ps De acordo com os estudos
de Royet al. (1997), ambos os aminofosfolipidos se distribuenmaneira semelhante
pelos dois folhetos de lipossomas multilamelaras,percentagens em estudo.

O comportamento termotropico dos fosfolipidos dstgamente dependente do
seu estado de ionizacao (Cext@l., 1981; Seddost al., 1983; van Dijcket al., 1978).
Assim, as propriedades das misturas de fosfatiitéhmina e/ou fosfatidilserina com a
fosfatidilcolina deveréo ser influenciadas pelo pHgual determina a protonacdo dos
grupos polares dos fosfolipidos. Por exemplo, apeatura das transicdes de fase
apenas é sensivel as variacbes de pH que afectanizacdo (protonagédo) do grupo
polar dos fosfolipidos. De facto, as temperatuis tdansicdes variam para valores de
pH proximos dos valores correspondentes as copstal@ dissociacdo protonica dos
fosfolipidos (Cevat al., 1981; Seddoet al., 1983; Trauble e Eibl, 1974; van Dijek
al., 1978). Neste sentido, as temperaturas das téessida fosfatidilcolina e da
fosfatidiletanolamina néo deverao ser alteradaa pggzama de pH em estudo (entre 7,4
e 5,5). A fosfatidilcolina é protonada para valadespH inferiores a 3 (van Dijadt al.,

1978) e as constantes de dissociacdo protonicagdgsos fosfato e amina da
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fosfatidiletanolamina séo 1,8 e 9,5, respectivaméseddoret al., 1983). Contudo, a
temperatura da transigdo entre fases lamelaregstatiflilserina varia para valores de
pH proximos de 5,5, que corresponde ao valor dardemacédo do grupo carboxilico

(Cevcet al., 1981), o qual devera ser influenciado na gamatHiem estudo.

3.2.1 — Fosfolipidos constituintes puros

Os registos calorimétricos de aquecimento de lgoss de cada um dos

fosfolipidos representativos do sarcolema cardést#@o representados na Figura 24.

DPPC
SAPS

SAPE

Fluxo endotérmico de calor

-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
T (°C)

Figura 24 - Registos calorimétricos de dispersdes lipidicascdda um dos fosfolipidos

representativos do sarcolema cardiaco. A 16:0/dkcerofosfocolina (DPPC) e a 18:0/20:4-

-glicerofosfoserina (SAPS) foram dispersas numacsal de Hepes 5 mM e Mes 5 mM, e a
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina foi dispersa egusd A velocidade de varrimento foi

10 °C/minuto.

Os lipossomas de 16:0/16:0-glicerofosfocolina agtsmn dois picos. O primeiro,
corresponde a uma transicéo entre fases soligas ), normalmente designada por
pré-transicdo, que diferem na sua organizacdo bitbional (Janiakt al., 1976) e que

€ caracteristico de fosfatidilcolinas com um grpptar volumoso e cadeias acil longas.
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O outro pico, com maior intensidade, correspondeasicdo da fase gel para a fase
fluida ou liquida-cristalina, @P—Ly). As respectivas temperaturas e entalpias de
transi¢cao, apresentadas na Tabela IX, sdo condesdanm as descritas em estudos
prévios (Garidett al., 1997; Jacobson e Papahadjopoulos, 1975; Jenahk 1976).

Tabela IX - Pardmetros termodinamicos das transicdes derd@gseaquosas de cada um dos
fosfolipidos representativos do sarcolema cardiaco.

LiPIDO TRANSICAO  T,(°C) AT (°C) AH (kcal/mol)
16:0/16:0-glicerofosfocolina L — Py 34,6 4,4 0,45
Py—Lg 41,2 3,1 6,5
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina Lp - Lq -1,5 3,1 6,5
Loa—Hy 3,2 6,5 1,6
18:0/20:4-glicerofosfoserina Lp—La -13,0 4,7 5,0

T,, defenida como a temperatura da transicdo € aetamypa de interseccdo da tangente de declive
ascendente do pico, com a linha de bA3g;intervalo de temperatura calculado a partirtdagperaturas

de intersec¢do das tangentes de declive ascendeméscendente do pico com a linha de bAst;
entalpia da transicao.

O registo calorimétrico de lipossomas de 18:0/2Mekrofosfoetanolamina
(Figura 24), dispersos em agua, é semelhante aouttas fosfatidiletanolaminas
(Seddonet al., 1983) e tipico de um fosfolipido com elevado gdaupureza. Podem
observar-se dois picos estreitos, correspondenthsas transicbes de fase. Uma, de
maior entalpia, devera corresponder a transicdastagel () para a fase fluida gl
A outra, de menor entalpia, correspondera a traasita fase lamelar para uma fase
nao-lamelar, eventualmente uma fase hexagonaftidagH,).

A deteccao das transicoes de fase da 18:0/20drglasfoetanolamina dispersa
em agua néo foi directa, uma vez que estas se teacoB0obrepostas, na escala da
temperatura onde ocorre a transicao endotérmiéguia Neste sentido, adicionaram-se
volumes crescentes de agua a panela de referénciealdrimetro para anular a
transicio da &agua na amostra. A titulacdo da difiper aquosa de
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina com diferentedun®s de agua na panela de

referéncia esta representada na Figura 25.

84



Capitulo 3: Resultados e Discussao

A

J«\ 4,0 pl HO
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Figura 25 - Registos calorimétricos de 18:0/20:4-glicerofesdmolamina dispersa em agua,
tendo como referéncia diferentes volumes de aguauais estdo indicados para cada curva.
Como as transi¢des endotérmicas do aminofosfolipida 4gua estdo sobrepostas na escala da
temperatura, as transi¢fes lipidicas apenas s@aligidas quando o volume de agua na
referéncia iguala o volume de agua livre na ampgtiapul.

Quando o comportamento termotropico das disperagessas de 18:0/20:4-
-glicerofosfoetanolamina € registado contra 4,@eilagua na panela de referéncia, o
volume de agua de referéncia € menor que o voluemégda que hidrata a amostra,
detectando-se um pico suplementar resultante dessegale agua na panela da amostra.
A medida que se aumenta o volume de agua na refer@npico relativo a transicéo da
agua vai sendo atenuado até desaparecer, quandtumevde agua na referéncia
(7,1 ul) é igual ao volume de agua livre na amo$tema um volume de agua superior
na panela de referéncia, detecta-se um pico latg@mnico, caracteristico do excesso
de agua relativamente a amostra, notando-se aingapequena influéncia endotérmica
das transi¢cOes da 18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina

De acordo com a base de dados termodinamicos idedjpLIPIDAT (Caffrey,
1993; Koynova e Caffrey, 1994), as temperaturas wassicbes de 18:0/20:4-
-glicerofosfoetanolamina apenas haviam sido dealasta por anisotropia de
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fluorescéncia (Han e Gross, 1992). Segundo estedméa transicdo da fase gel para a
fase liquida-cristalina ocorre a 10 °C e a trams@#i fase lamelar para a fase hexagonal
invertida a 32 °C. Estes resultados afastam-seedodtados aqui apresentados, obtidos
por calorimetria diferencial de varrimento (Tab&g. Contudo, a calorimetria é a
metodologia de referéncia para determinar as taahpes das transicOes de fase e as
respectivas entalpias.

As entalpias das transi¢coes da 18:0/20:4-glicefoédanolamina, nomeadamente
da transicdo da fase gel para a liquida-cristalileéectadas no presente trabalho sao
mais elevadas do que o supostamente esperado parfosfiolipido com quatro
insaturacdegis (Tabela 1X). No entanto, € possivel que o aumelonimero de
insaturacdes na cadesa-2 da fosfatidiletanolamina promova estados conémionais
na fase gel em que as cadeias hidrocarbonadasnesestreitamente empacotadas,
conforme foi descrito para as fosfatidilcolinas ploebylski e Salem (1994).

O comportamento termotropico de dispersdes aquodas 18:0/20:4-
-glicerofosfoserina, sintetizada por transfosféigho enzimatica, foi também
caracterizado (Figura 25). O registo calorimétriobtido com a 18:0/20:4-
-glicerofosfoserina sintetizada é caracteristicaoha fosfatidilserina pura (Ceetal.,
1981). Apresenta um pico estreito e afilado cewotrad -11,8 °C, que devera
corresponder a transicdo endotérmica entre as fasedares, gel e liquida-cristalina,
que se inicia a cerca de -13 °C. A entalpia dasigan € de cerca de 5,0 kcal/mol.

De maneira semelhante ao que foi descrito para a0/2084-
-glicerofosfoetanolamina, o registo da transicédo 1820/20:4-glicerofosfoserina foi
realizado por titulacdo da disperséo lipidica cofarentes volumes de solucédo aquosa
como referéncia, uma vez que a transicao lipidiea parcialmente ocultada pela

transicdo da solucdo aquosa de hidratacao.
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3.2.2 — Misturas binarias

3.2.2.1 - Lipossomas de 16:0/16:0-glicerofosfocaicom 33,7%
de 18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina

Os termogramas calorimétricos obtidos com misturds 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina e 18:0/20:4-glicerofosfoetamolaa, a pH 7,4, na auséncia e na
presenca de diferentes concentracbes ¢ @atéo representados na Figura 26. As
misturas lipidicas foram preparadas com 33,7% dBESA 66,3% de DPPC, pelo que
apresentam uma fraccdo molar de fosfatidiletanslamsemelhante ao folheto interno
do sarcolema cardiaco assimétrico. Esta misturauera composicdo proxima das
misturas binarias com trés elementos basicos (P qu@ adquirem a energia minima
numa organizagcdo supramolecular com arranjos negulde simetria hexagonal
propostas por Virtanegt al. (1998).

Nos estudos de calorimetria realizados com estaraide fosfolipidos ndo foram
detectados eventos endotérmicos para temperanfeaies a 10 °C, descartando a
hipotese de lipossomas constituidos exclusivamegg® aminofosfolipido e a
segregacao das espécies lipidicas no plano da rapabr

Na auséncia de &3 a mistura apresenta um Unico pico largo com uinméa
36,1 °C, proximo da transicdo principal do lipid@ionitario, a fosfatidilcolina. A
transicdo ocorre ao longo de uma vasta gama deetatnpa, cerca de 12 °C, entre as
temperaturas das transi¢cdes dos fosfolipidos ¢oiméés puros, pelo que corresponde a
uma transicdo endotérmica de pequena cooperate/idedicionalmente, a entalpia da
transicdo de fase da mistura decresce de 6,5 ladalftas fosfolipidos constituintes
puros, para 2,5 kcal/mol, sugerindo uma organizaggoamolecular caracterizada por
forcas intermoleculares menos intensas do queipmo$ puros. O pico detectado é
assimétrico, apresentando um tracado ascendewlectiee menos acentuado, pelo que
nao se pode descartar a hipotese da coexisténcimrd@ios lipidicos distintos no
estado gel. Alids, a coexisténcia de diferentesidims solidos foi também descrita para
outras dispersdes aquosas de fosfatidilcolina ndotéosfatidiletanolamina (Lee, 1975;
Lentz e Litman, 1978; Shimshick e McConnell, 1978p entanto, a ocorréncia de
apenas uma transicao sugere que estas espédesabpido deverdo ser completamente

imisciveis.
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Fluxo endotérmico de calor
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Figura 26 - Registos calorimétricos de aquecimento de déar lipidicas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fraccéo de 18:@2flicerofosfoetanolamina semelhante ao
folheto interno do sarcolema cardiaco assimétr@®,706) na presenca de concentracdes
significativas de C&, a pH 7,4.

A. O processamento e anélise do registo caloriméritd00 uM de C4 através do ajuste de
funcdes ndo-lineares com o programa OriginLab ®FAg 8, permitiram resolver o sinal nos
Seus picos constituintes.

A composicao e a miscibilidade dos lipidos de unsura é reflectida no tracado
da transicdo de fases do registo calorimétricajdese constatado que a imiscibilidade
dos componentes de uma mistura se reflecte normtenpela evidéncia de mais do
que um pico (ou transicdo) (Lentz e Litman, 1978abkéy e Sturtevant, 1976).
Contudo, o comportamento termotrépico de um sistbmario s6 podera ser bem
definido apds a constru¢cdo de um diagrama de {&seddaet al., 1996), em que se
representa as temperaturas das transicdes em falacgdomposicdo da mistura, que
requer o estudo de uma ampla gama de misturasedewdmcia bioldgica, pelo que se
afasta do ambito do presente trabalho.

A baixa cooperatividade da transicdo observadardexeflectir as diferencas
entre grupos polares e acidos gordos dos fosfopaidentes na divergéncia entre as

temperaturas das transi¢cées dos fosfolipidos puros.
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A adicdo de C3 nao altera de modo significativo a transicdo de fietectada na
mistura binaria descrita. Contudo, com o aumentocateentracdo deste ido divalente
detectam-se, no tracado ascendente do pico prinpipguenos eventos endotérmicos
sugerindo transicdes adicionais (Figura 26). Pangentracdes de 20 a 600 uM dé'Ca
detecta-se um ombro com um maximo a cerca de 2fi8Clevera corresponder a uma
transicdo de pequena entalpia. Estes dados suggrera transicdo emergente devera
corresponder a dominios de DPPC mais ricos em é&osiiodipido. Na presenca
1200 pM de CH detecta-se ainda um ombro adicional a temperaiufierior,
relativamente ao outro ja descrito, sugerindo aerea de dominios lipidicos ainda
mais ricos em fosfatidiletanolamina. Estes dadogemm que o CG& acentua a
heterogeneidade no plano da membrana com segregasaespécies lipidicas em
diferentes dominios, provavelmente através de umeraiccdo preferencial com a
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina.

A capacidade do Gh para induzir a segregacdo lipidica, nomeadamente,
formacdo de estruturas nao-lamelares em lipossodes fosfatidiletanolamina
insaturada, ainda que com predominancia das estsutamelares, foi descrita por
outros (Cullis e de Kruiyff, 1976; Stollery e Vall977). Adicionalmente, concentracdes
de 2 a 4 mM de CGa promovem a fusdo de vesiculas unilamelares pegudea
fosfatidiletanolamina, desde que o grupo fosfatofakfolipido se encontre ionizado
(Stollery e Vail, 1977). Aparentemente, a interacda grupo fosfato ionizado com o
catido é proporcionada pela conformacdo da fodttadolamina com o grupo polar
orientado segundo o plano da membrana (Hasis#r, 1981).Todavia, o grupo polar
da fosfatidilcolina também apresenta uma orientagioelhante, mas na presenca de
5 mM de C&" apenas 1% deste fosfolipido interage com o céki@niseret al., 1977),
sugerindo diferencas significativas no grau de dtafdo dos grupos polares destes
fosfolipidos.

Apesar de a calorimetria diferencial de varrimergermitir um estudo
termodinamico das transicOes de fase das dispelipidisas, ndo fornece informacao
acerca da fluidez dentro cada fase. Assim, a fwidegembranar das misturas
fosfolipidicas foi caracterizada por polarizacadlderescéncial, do DPH (Figura 27).

A ordem e dinamica das cadeias acil fosfolipidigmeporcional a fluidez membranar
avaliada pela sonda, sédo drasticamente alteradastrpasicdo entre fases lamelares
(Lentzet al., 1976a).
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Figura 27 - Polarizacdo de fluorescéncia do DPH em funcadedaperatura de dispersées
lipidicas de 16:0/16:0-glicerofosfocolina contendama fraccdo de 18:0/20:4-

-glicerofosfoetanolamina semelhante ao folhetorimtedo sarcolema cardiaco assimétrico
(33,7%) na presenca de concentracdes significatia®d’, a pH 7,4.

A polarizacdo de fluorescéncia de DPH nas mistuipglicas decresce
intensamente com o0 aumento da temperatura, eneetl@®C, isto é ao longo de 14 °C.
Este comportamento termotropico € caracteristicarda transicdo entre duas fases
lamelares, da fase gel para a liquida cristalieayma mistura fosfolipidica (Lentt
al., 1976b) com pequena cooperatividade, que ocorreosmwordancia com a transicao
de fase de maior entalpia detectada por calorimeparentemente, o €ando induz
qualquer alteracdo na dindmica da membrana qua pessletectada por polarizacéo de
fluorescéncia de DPH.

Conforme foi descrito anteriormente (Shinitzky edddnolz, 1978), a polarizacéo
de fluorescéncia de misturas néo ideais represetntansicéo global da mistura, devido
ao facto do DPH partilhar na regido mais hidrofabda membrana de um modo
semelhante nas diferentes fases. Portanto, estebacs apoiam que a transicdo de
fase principal detectada por calorimetria corredpoa transicdo entre duas fases
lamelares. No entanto, a polarizacao de fluoresaé&e DPH n&o fornece informacao
adicional quanto a coexisténcia de diferentes fagkdas no plano da membrana nem a

natureza das transi¢cdes de menor entalpia.
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O comportamento termotropico de dispersfes de I@Mpliocerofosfocolina
contendo 18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina numacciia semelhante ao folheto
interno do sarcolema assimétrico, foi também esku@gn funcdo da concentracado dos
ides H. Os termogramas calorimétricos para valores de7pH 6,5 e 5,5, estdo

representados na Figura 28.

A
>

Fluxo endotérmico de calor

pH=5,5
pH=6,5
pH=7,4

15 20 25 30 35 40 45 50 55
T (°C)

Figura 28 - Registos calorimétricos de aquecimento de lippsso de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina com 33,7% de 18:0/20:4-glicesibetanolamina (semelhante ao sarcolema
assimétrico) dispersos em pH 7,4; 6,5 e 5,5.

Na auséncia de €5 a acidificacdo do meio até pH 5,5 induz ou acerdu
segregacao das espécies lipidicas em diferentetiemndado que se detectam novos
eventos endotérmicos sob a forma de ombros nodwagacendente do pico, mais
proximos da temperatura da transicdo da 18:0/20cdrgfosfoetanolamina pura,
sugerindo dominios mais ricos em aminofosfolipidgura 28).

O efeito dos iBes Hparece ser semelhante ao efeito induzido pefd Gas
dispersbes a pH 7,4. Note-se no entanto que, s kbesdo aparentemente mais
efectivos, pois a pH 6,5 encontram-se num valorcalecentracdo sub-micromolar,
induzindo um efeito semelhante ao que foi obsenadescrito anteriormente, para a
presente mistura em 1200 uM d&GapH 7,4.
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Figura 29 - Registos calorimétricos de aquecimento de di§perdipidicas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fraccéo de 18:@2flicerofosfoetanolamina semelhante ao
folheto interno do sarcolema cardiaco assimétr@®,706) na presenca de concentracdes
significativas de C&, a pH 5,5.

A. O processamento e anélise do registo calorimérit00 uM de C4 através do ajuste de
funcdes ndo-lineares com o programa OriginLab ®FAg 8, permitiram resolver o sinal nos
seus picos constituintes.

Na presenca de €a existe um aumento do efeito induzido pelos i6és H
(Figura 29). A pH 5,5, o efeito de ambos os iGesamportamento termotropico destas
misturas lipidicas parece somar-se mutuamente. didagjue a concentracéo de*Ca
aumenta detecta-se uma maior individualizacdo dasr@s, 0s quais se tornam mais
estreitos e afilados, podendo-se ja falar mesmonenos picos (Figura 29). Os
resultados indicam que ambos os caties” @aH'’, diminuem a solubilidade da
18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina  na matriz de MBM-glicerofosfocolina,
promovendo a segregacdo em diferentes dominiosakerar significativamente o pico

da transicao principal da mistura.
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3.2.2.2 - Lipossomas de 16:0/16:0-glicerofosfocdiitom 25,5%
de 18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina

Os termogramas calorimétricos das dispersdes d&/1660-glicerofosfocolina
contendo 18:0/20:4-glicerofosfoetanolamina, numagrdagem semelhante a existente
no sarcolema simétrico, em diferentes concentragée€4’, a pH 7,4 e 5,5, estdo
representados nas Figuras 30 e 31 respectivanfentmisturas foram preparadas com
74,5% de DPPC e 25,5% SAPE, correspondendo a &radgdfosfatidiletanolamina
existente em cada um dos folhetos da membrana ewicées de perda total de
assimetria lipidica. Portanto, a perda de assimdtmaduz-se num decréscimo da

percentagem de etanolaminas na mistura binaria.

h
>

Fluxo endotérmico de calor

30 35 40 45 50
T (°C)

1200 pM C&'
600 pM C4"

Fluxo endotérmico de calor

20 uM c&*
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Figura 30 - Registos calorimétricos de aquecimento de diSperdipidicas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fraccdo de 18:@2ficerofosfoetanolamina semelhante a
cada folheto do sarcolema cardiaco simétrico (2p,3%4 presenca de concentracdes
significativas de C4, a pH 7,4.

A. O processamento e anélise do registo caloriméaritd00 uM de C4 através do ajuste de
funcdes ndo-lineares com o programa OriginLab ®Fgd 8, permitiram resolver o sinal nos
seus picos constituintes.
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Ao contrario das misturas de DPPC com 33,7% de SaBfEposicao semelhante
a existente no sarcolema assimétrico), o comportamermotropico destas misturas
ndo é alterado por accdo dos catibed” @aH quer em concentracdes fisiolégicas
(Figura 30) quer em concentracdes patoldgicas regsepH 5,5 até 7,5 mM de €a
(Figura 31).

Na auséncia de &% detecta-se uma larga transicéo endotérmica comaxmo
a 37 °C e um ombro centrado a 32 °C. De factoagatio calorimétrico pode ser
perfeitamente descrito pela soma de duas transeigsermicas independentes como
mostra a Figura 30-A obtida pela desconvulséo dosspEstes dados sugerem que
coexistem no plano da membrana diferentes dom#udisientemente estaveis para
apresentarem transicdes de fase a temperaturastatise ndo sofrerem alteracdes
significativas pela acidificacdo nem pelo aumento adncentracdo de calcio. Este
comportamento termotropico é semelhante ao obseread misturas de DPPC com
33,7% de SAPE, descrito anteriormente, na presaa €00 uM de Cae pH 7,4.

h
>

1200 pM C4&"
600 M C&"
20 uM C&"
opMcd”
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Figura 31 - Registos calorimétricos de aquecimento de disper$ipé&icas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fraccdo de 18:@2ficerofosfoetanolamina semelhante a
cada folheto do sarcolema cardiaco simétrico (2b,3% presenca de concentracbes
significativas de C4, a pH 5,5.
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A deteccédo de dois picos endotérmicos para esttsnas sugere que na presente
propor¢cdo (74,5% de DPPC e 25,5% SAPE) os fostw#piapresentam uma
miscibilidade limitada, ou mesmo imiscibilidade, gmlo menos uma das fases da
mistura, tal como foi observado para vesiculas aomelares de 14:0/14:0-
-glicerofosfocolina contendo 14:0/14:0-glicerofcetfmolamina (Lentz e Litman, 1978).

O comportamento termotrépico das misturas naoeéaalo pela presenca de’Ca
nem pelo aumento da concentracdo do catidp sdgerindo que s6 depende das
propor¢cdes dos fosfolipidos constituintes da méastux origem do pico centrado a
32°C, para além do pico principal a 37 °C, nasturds contendo 25,5% de
fosfatidiletanolamina dever4 ser diferente da @nigelas transicdes secundérias
detectadas na presenca dé'CGeas misturas com 33,7% de aminofosfolipido. Deve-s
salientar que na auséncia de®Ca mistura com 25,5% de fosfatidiletanolamina
apresenta dois picos endotérmicos sobrepostosjeyesn corresponder a transi¢cdes de
dominios lipidicos distintos. No entanto, as m@surcom percentagem molar
semelhante ao folheto interno do sarcolema assooét83,7% de SAPE) e pH 7,4,
apenas apresentam uma unica transicdo, ndo amdentvidéncias de segregacao
lipidica em dominios diferentes, ainda que a fracg@ aminofosfolipido na mistura
seja maior. Neste caso, a separacdo de dominidgdip so € induzida, pela presenca

de C&" e/ou decréscimo do pH.

3.2.2.3 - Lipossomas de 16:0/16:0-glicerofosfocaitom 13,0%
de 18:0/20:4-glicerofosfoserina

A Figura 32 mostra o comportamento termotropicadidpersées de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo 13,0% de 18:0/20:4@lofosfoserina, em diferentes
concentracdes de €aa pH 7,4. Uma fraccdo semelhante de fosfatidilaronstitui o
folheto interno do sarcolema assimétrico, podendo $ sé ser responsavel pelo
armazenamento do Edamplicado na associacdo excitacdo-contraccao.

Na auséncia de &2 detecta-se um Unico pico endotérmico afilado reelot a
37 °C e com um elevado grau de simetria. Este goceesponde a uma transicao que

ocorre ao longo de 7 a 8 °C e apresenta uma cdvidaide bastante elevada.
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Figura 32 - Registos calorimétricos de aquecimento de diSperdipidicas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fracgédo de 18:@=2flicerofosfoserina semelhante ao folheto
interno do sarcolema cardiaco assimétrico (13,084)rasenca de concentracdes significativas
de C&", a pH 7,4.

Fluxo endotérmico de calor

O perfil da transicdo da mistura assemelha-se adrahsicoes principais de
fosfolipidos puros, nomeadamente da espécie maiarita fosfatidilcolina. Os dados
mostram que na presenca de 13,0% de 18:0/20:4gjlisdoserina, a transicéo
principal das dispersdes de 16:0/16:0-glicerofasfoa € deslocada 5 °C para
temperaturas inferiores, simultaneamente com uragregjaumento da sua extenséo e a
supressao da pré-transicdo. Aparentemente, nestiarando existe separacao lateral de
fases ou imiscibilidade dos componentes lipidichselevada simetria do pico da
transicdo parece excluir o seu desdobramento esnpitms separados, correspondentes
a duas transi¢cdes sobrepostas na escala da teumpei@ontrariamente as dispersdes
binarias contendo 18:0/20:4-glicerofosfoetanolaminanto a entalpia como a
cooperatividade da transicdo sao elevadas.

A separacdao lateral de dominios lipidicos em mast@ontendo fosfatidilserina, é
normalmente induzida pela presenca dé* @@ullis e de Kruijff, 1979; Haverstick e
Glaser, 1987; van Dijckt al., 1978). No entanto, nestas misturas (87% de DPPIYe
de SAPS) o termograma calorimétrico descrito naératia de Cd é fielmente
reproduzido na presenca do catido bivalente. Tagdaviaumento da concentracédo de
Cd* promove um ligeiro mas progressivo aumento da éeatpra a que ocorre a

transicdo e da entalpia da transicdo (Figura 32jerindo que o CA melhora o
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empacotamento dos fosfolipidos na mistura. A mikddrle dos componentes
fosfolipidicos da mistura em estudo, na presenc&alé devera ser garantida pela
elevada insaturacdo da cadeia na posspad do aminofosfolipido. De acordo com 0s
estudos de Tilcock e Cullis (1981) a capacidadecdti§es C& e H" para induzirem a
segregacao da fosfatidilserina com sequente foronde&estruturas ndo lamelares, esta
dependente do grau de insaturacdo do aminofosfoliponstituinte e da fracgéo
presente. Maior insaturacdo das cadeias acil regqmer maior concentracdo de’Ca
Comparando as entalpias das transicoes das mistarastudo e dos seus constituintes
puros, podemos constatar que a entalpia da trandigganistura € superior a qualquer
uma das entalpias das transicbes dos fosfolipidwstituintes puros. Resultados
semelhantes haviam sido obtidos em outras mista®s fosfatidilcolina com
aminofosfolipidos (Blume e Ackermann, 1974; varcRgt al., 1978).

Uma maior entalpia para a transicdo da misturauragma maior barreira
energética entre as duas fases implicadas, refesivie as transicbes entre fases
lamelares dos fosfolipidos constituintes puros istplica que seja necessario fornecer
mais energia, na forma de calor, para quebrar &sraotbes entre as cadeias
hidrocarbonadas de fosfolipidos adjacentes nagelse dar origem a uma fase liquida-
cristalina, onde os fosfolipidos apresentam maiobitidade. Assim, os fosfolipidos
nas dispersbes de 16:0/16:0-glicerofosfocolina emodd 13,0% de 18:0/20:4-
-glicerofosfoserina apresentam interac¢cdes maisd@ntre si, do que nas dispersdes de
cada uma dessas espécies puras. Este facto deverigem no maior empacotamento
entre as cadeias hidrocarbonadas dos fosfolipidomidtura, que devera resultar da
complementaridade geométrica existente entre &tiespfosfolipidicas constituintes.

Os resultados de polarizacdo de fluorescéncia do (PRjura 33) mostram que a
fluidez membranar da mistura decresce abruptameatentervalo de temperatura
coincidente com a transicdo endotérmica registadagorimetria. Assim, a transicédo
descrita anteriormente corresponde a transicaoistaina entre as fases lamelares gel e
liquida-cristalina. Adicionalmente, o aumento daaantracdo de calcio ndo afecta o
grau de fluidez, detectado por DPH, das bicamagé&didas no estado s6lido nem no

estado fluido.
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Figura 33 - Polarizagdo de fluorescéncia do DPH em funcaded#eratura de dispersdes
lipidicas de 16:0/16:0-glicerofosfocolina contendoa fraccdo de 18:0/20:4-glicerofosfoserina
semelhante ao folheto interno do sarcolema cardéssimétrico (13,0%) na presenca de
concentracdes significativas de’Ga pH 7,4.

De maneira semelhante ao descrito para o calcmntento da concentracdo de
ides H, até pH 5,5 n&o provocou alteracées no comportantermotropico da mistura
contendo 13,0% de SAPS (Figura 34).

E de notar que para valores de pH préximos deeé@asa protonacdo do grupo
carboxilico da fosfatidilserina, promovendo um aotoeda temperatura de transicao
deste fosfolipido a medida que se reduz o pH (@eaic, 1981; van Dijclket al., 1978).

As dispersdes de 16:0/16:0-glicerofosfocolina codde 13% de 18:0/20:4-
-glicerofosfoserina apresentam, uma Unica transésdavel, que ndo é perturbada pela
presenca de Ganem por acidificacdo do meio até pH 5,5 (Figurp BStes resultados
indicam que a miscibilidade dos fosfolipidos ngeeé&urbada pelos catibes estudados,
pelo que os constituintes da mistura devem interagire si de tal modo que
apresentem uma distribuicdo regular e estavelammopa membrana. Tal como descrito
para pH 7,4, a entalpia das misturas a pH 5,5 alantam o aumento da concentracao

de célcio (Figura 35).
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A
pH 5,5
pH 6,5
pH 7,4
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h
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Figura 34 - Registos calorimétricos de aquecimento de lippsso de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina com 13,0% de 18:0/20:4-glicesibserina (semelhante ao sarcolema
assimétrico) dispersos em pH 7,4; 6,5 e 5,5.

\
A 1200 UM CA' (4H= 9,9 kcal/mol)

600 pM C&" (4H= 10,1 kcal/mol)

A

Fluxo endotérmico de calor

20 uM C&" (4H= 9,0 kcal/mol)
0 uM C&" (4H= 9,4 kcal/mol)

15 20 25 30 35 40 45 50 55
T (°C)
Figura 35 - Registos calorimétricos de aquecimento de déjear lipidicas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fracgéao de 18:@2flicerofosfoserina semelhante ao folheto
interno do sarcolema cardiaco assimétrico (13,084)rasenca de concentracdes significativas
de C&*, apH 5,5.
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3.2.2.4 - Lipossomas de 16:0/16:0-glicerofosfocaitom 7,4%
de 18:0/20:4-glicerofosfoserina

Os termogramas calorimétricos de dispersfes de/1B503glicerofosfocolina
contendo a espécie representativa de fosfatidiser 18:0/20:4-glicerofosfoserina,
estdo representados na Figura 36 na ausénciaresenpa de diferentes concentracdes
de C&", a pH 7,4. As misturas foram preparadas com 92)g%PPC e por 7,4% de
SAPS, correspondendo a fraccdo molar de fosfagiitia existente em cada um dos

folhetos do sarcolema em condi¢des de perda daetsisi lipidica.
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Fluxo endotérmico de calor
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600 pM CA" (4H= 6,4 kcal/mol)
20 pM C&" (4H= 5,9 kcal/mol)

0 uM C&" (4H= 6,2 kcal/mol)
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Figura 36 - Registos calorimétricos de aquecimento de di§psrdipidicas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fraccdo de 18:@Zflicerofosfoserina semelhante a cada
folheto do sarcolema cardiaco simétrico (7,4%) msenca de concentracdes significativas de
cd’, apH7,4.

De maneira semelhante ao que foi observado e ttepatia as misturas contendo
13,0% de fosfatidilserina, misturas de DPPC con®/de SAPS apresentam uma
transicdo de fase com elevada cooperatividadecteazeada por um pico simétrico e
afilado, centrado a 40,5 °C. Adicionalmente, 7,4/85A&PS ¢é suficiente para remover a
pré-transicdo tipica de DPPC. Na presente mistr&accdo de fosfatidilserina é
aproximadamente metade daquela existente no folheterno do sarcolema
assimeétrico, pelo que a transicdo da mistura ocume intervalo de temperatura menor,
cerca de 5 °C, culminando a mesma temperaturaadai¢éio principal da 16:0/16:0-

-glicerofosfocolina (Figura 36). O valor para aadpia da transicdo da mistura é
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semelhante ao das entalpias das transi¢c6es dadiasis puros, mas menor do que o
da mistura contendo 13,0% de fosfatidilserina. €sttados sugerem que o
empacotamento das cadeias hidrocarbonadas dodigakie da mistura devera ser
proximo ao dos constituintes puros, mas considérerdge menor relativamente as
dispersdes que contém 13,0% de 18:0/20:4-glicehafesna, reflectindo a
percentagem molar de aminofosfolipido presente iséura, para aliviar o estresse no
empacotamento da 16:0/16:0-glicerofosfocolina, €peaticamente metade.

Na presenca de concentracdes crescentesdede8220 a 1200 pM (Figura 36), o
comportamento termotrépico da mistura ndo é peatlob Aparentemente, a
miscibilidade dos fosfolipidos constituintes datona ndo é alterada pela presenca de

ca”.
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Figura 37 - Registos calorimétricos de aquecimento de diSperdipidicas de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo uma fraccdo de 18:@Zflicerofosfoserina semelhante a cada

folheto do sarcolema cardiaco simétrico (7,3%) mesgnca de concentracdes significativas de
Ccd*, apH5,5.

Quando se aumentou a concentracdo t¢pH 5,5) detectou-se uma transicéo
principal semelhante e adicionalmente uma outnasitdo mais pequena, centrada a
cerca de 28 °C (Figura 37). Este comportamentodtedpico ndo é aparentemente

afectado pela presenca de’Caté 1200 pM. Estes resultados sugerem que odHides
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induzem uma separacao endotérmica de fases, copos@tes diferentes de SAPS, no
plano da membrana. Considerando que a protonacémsf@didilserina tem inicio para

valores de pH proximos de 5,5, € possivel que eegagdo da SAPS em diferentes
dominios tenha origem no aparecimento de molédd&APS protonadas, que deverao

interagir de maneira diferente com as outras mé&éaaisofrer um rearranjo lateral.

3.2.3 — Misturas ternarias

3.2.3.1 - Lipossomas representativos do folheto @tlasmatico
do sarcolema assimétrico

Os registos calorimétricos de aquecimento de nast@wom uma ComposiGao
fosfolipidica representativa do folheto citoplasiciat do sarcolema cardiaco
assimétrico, isto é, 53,3% de DPPC, 33,7% de SARB,@% de SAPS a pH 7,4, na
presenca de concentracdes crescentes dee€ido representados na Figura 38.

Na auséncia de &3 a mistura apresenta uma Unica transicdo de fakeédrmica
com um pico centrado a 30 °C. A transicao ocorréoago de um vasto intervalo de
temperatura, cerca de 11 °C, terminando proximtenfgeratura fisiologica, 37 °C. O
pico apresenta um elevado grau de simetria, apisager mais rombo do que as
transicdes dos fosfolipidos puros ou mesmo dasediSps binarias de 16:0/16:0-
-glicerofosfocolina contendo fosfatidilserina. Apaeacéo lateral em dominios lipidicos
distintos ou imiscibilidade dos constituintes fogfiwlicos ndo é detectada nesta mistura
ternaria. Adicionalmente, a entalpia da transicdoagenas de 1,7 kcal/mol,
consideravelmente menor do que a das transi¢Oesigais dos fosfolipidos puros ou
mesmo das misturas binarias contendo fosfatidilasriDe facto, este valor de entalpia
é semelhante ao das misturas binarias DPPC e SAPE.

Na presenca de concentracdes dé*.Cde 20 a 1200 pM, o comportamento
termotropico da mistura em estudo ndo € perturbdado que se detecta uma Unica
transicdo, semelhante & que foi descrita na auséeoCA (Figura 38). Estes resultados
mostram que misturas ternarias representativas aicolema assimeétrico ndo sao
significativamente influenciadas pelo ‘€ma gama de concentracdes fisiologicamente

relevantes.
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Figura 38 - Registos calorimétricos de aquecimento de difgser$ipidicas representativas do
folheto interno do sarcolema cardiaco assimétriaopresenca de concentracdes significativas
de C&*, a pH 7,4.

A polarizagao de fluorescéncia do DPH em funcatedgeratura, das dispersdes
lipidicas representativas do folheto interno assicw esta representada na Figura 39.
O grau de polarizacdo da sonda € muito elevRde {,35) para temperaturas inferiores
a 25 °C, tipico de organizacdes lamelares em fadkdas (Videiraet al., 1996),
decrescendo com o aumento da temperatura. Adioemaé, a fluidez decresce
significativamente num intervalo de temperaturancidiente com a transicao
endotérmica registada por calorimetria. Este cotapmnto indica que a transicdo
observada para a mistura ocorre entre as fasedal@segel e liquida-cristalina. A
transicdo ocorre ao longo de um vasto intervaltedgeratura onde deverao coexistir
ambos os estados fisicos (ou fases) envolvidosrefpemente, o Ga ndo induz
qualquer alteracdo no grau de fluidez das membmguaisna fase soélida quer na fase

fluida, nem altera a temperatura média da transicao
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Figura 39 - Polarizacdo de fluorescéncia do DPH em funcéded#eratura de dispersdes
lipidicas representativas do folheto interno dasl@ma cardiaco assimétrico, na presenca de
concentracdes significativas de’Ga pH 7,4.

De maneira semelhante, o aumento da concentraci$ dembém nio induz
qualquer alteracdo do perfil termotropico da mestoem na miscibilidade dos seus

constituintes, como mostram os resultados para,pKFegura 40) e pH 5,5 (Figura 41).
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Figura 40 - Registos calorimétricos de aquecimento de difgser$ipidicas representativas do

folheto interno do sarcolema cardiaco assimétriaopresenca de concentracdes significativas
de C&*, a pH 6,5.
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Em misturas binarias de DPPC contendo 33,7% de SAREE" e a reducdo do
pH promovem e/ou acentuam a separacdo lateral deinoks, como mostrado
anteriormente. Adicionalmente, o Caambém é normalmente indicado como indutor
da separacao lateral de dominios lipidicos em maistcontendo fosfolipidos anidnicos,
nomeadamente fosfatidilserina (Haverstick e Glak@8,7; van Dijcket al., 1978). Em
misturas contendo os dois aminofosfolipidos (sezieganolamina), a segregacao lateral
da fosfatidilserina promove a formacdo de estrgturéo-lamelares formadas
essencialmente pela fosfatidiletanolamina (HopeiléC1979; Tilcock e Cullis, 1981).
No entanto, e apesar da sua complexidade, as sfigserepresentativas do folheto
interno do sarcolema assimétrico apresentam umea Unénsicdo, muito estavel e
reprodutivel. Os constituintes fosfolipidicos dastumia conservam a sua miscibilidade

mesmo para condi¢des extremas de pH 5,5 e 7,5 niBAfdéFigura 41).
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Figura 41 - Registos calorimétricos de aquecimento de diggser$ipidicas representativas do
folheto interno do sarcolema cardiaco assimétriaopresenca de concentracdes significativas
de C&*, apH 5,5.
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3.2.3.2 - Lipossomas representativos do sarcolemastrico

Na Figura 42 esti representado o comportamentooteipico de misturas
fosfolipidicas representativas do sarcolema t@&aJ2% de DPPC, 25,5% SAPE e 7,3%
de SAPS), em concentracdes crescentes dé €@H 7,4. Estas fraccdes lipidicas
correspondem a composicdo de cada folheto do sameoém condi¢cdes de perda de
assimetria lipidica.

>
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Figura 42 - Registos calorimétricos de aquecimento de difgser$ipidicas representativas do
sarcolema cardiaco simétrico, na presenca de cmacées significativas de €aa pH 7,4.

A. O processamento e anélise do registo calorimérigs00 uM de C4 através do ajuste de
funcdes ndo-lineares com o programa OriginLab @Fgd 8, permitiram resolver o sinal nos
Seus picos constituintes.

Na auséncia de &3 a dispersao lipidica apresenta um pico prinaieattrado a
35 °C, correspondendo a uma transicdo de maiofpeptale onde emerge, no seu
tracado ascendente, um outro pico menor sob a fdenembro, com um méximo a
28 °C, sugerindo a existéncia de duas transicdmepostas. A existéncia de dois picos
devera resultar da presenca de dois dominios dgsddistintos, com composicao

fosfolipidicas diferentes. A transicéo principgiaeentemente mais afilada, apresenta o
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pico a temperatura mais proxima da transicdo graiada fosfatidilcolina pura do que a
transicdo observada nas dispersdes representatvdsliheto interno do sarcolema
assimétrico. A presenca da transicdo de menorpéat@ntre a transicao principal e as
transicfes dos aminifosfolipidos puros, sugereagpieo menor corresponde a transicao
de um dominio lipidico mais rico em aminofosfoligsd

ConcentracBes crescentes d&Cantre 20 e 7500 uM, ndo afectam o perfil
termotropico das transicdes descritas, contudogeman novo pico com um maximo a
cerca de 20 °C (Figura 42). A intensidade desta tr@nsicdo aumenta com o aumento
da concentracdo de €a

Para concentracbes superiores de ddier a pH 6,5 (Figura 43) quer a pH 5,5
(Figura 44), a mistura apresenta um comportamedémtico ao que foi descrito
anteriormente para pH 7,4, quer na auséncia quargaaa uma das concentracdes de
Cca* estudadas. Os resultados indicam que o decréstnps! até 5,5 ndo influencia o
comportamento termotropico desta mistura. Peloréont o aumento da concentracdo
de C&" acentua a segregacdo dos lipidos constituintesistara em dominios distintos,
que se traduzem pelo aparecimento de uma novaciansorrespondendo a dominios

lipidicos mais ricos em aminofosfolipidos.
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Figura 43 - Registos calorimétricos de aquecimento de difgser$ipidicas representativas do
sarcolema cardiaco simétrico, na presenca de cimacées significativas de €aa pH 6,5.
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7500 pM C4&"
1200 uM C&"
600 pM C4&"
20 uM C&"
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~
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Figura 44 - Registos calorimétricos de aquecimento de di§esriipidicas representativas do
sarcolema cardiaco simétrico, na presenca de cwacées significativas de €aa pH 5,5.

Dos comportamentos termotrépicos de ambas as assteimarias na auséncia de
Ccd&*, a pH 7,4, constata-se que as dispersdes repatisastdo folheto interno do
sarcolema assimétrico tém apenas uma transicé® fases lamelares, enquanto que as
dispersdes representativas do sarcolema simépiasentam duas transi¢cdes distintas.
Assim, a perda de assimetria devera traduzir-se deoréscimo significativo da
miscibilidade dos fosfolipidicos do sarcolema. feiiessante sublinhar que nas misturas
representativas do folheto citoplasmatico assiceta fraccdo molar de ambos os
aminofosfolipidos € maior, mas néo se detectaméecids de imiscibilidade ou de
segregacao lateral das espécies lipidicas em wliésrelominios.

De acordo com os estudos realizados por Virtahah (1998), com membranas
de eritrocitos, os fosfolipidos de uma monocamadey uma constituicdo semelhante
ao folheto interno do sarcolema cardiaco, tendeadaptar uma distribuicdo lateral
regular de simetria hexagonal. Num arranjo regidasimetria hexagonal, as restricbes
geométricas e as interac¢fes repulsivas mutuas farstiolipidos sdo muito reduzidas,
pelo que estes arranjos regulares correspondera@dossle energia minima com uma
tensdo de empacotamento minima. A monocamada antdonsarcolema com uma
composicao percentual relativa de 53,3:33,7:13,0D8®C:SAPE:SAPS ¢ bastante
semelhante a uma composicéo ideal de misturasigesr(&5,6:33,3:11,1) que adoptam
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preferencialmente um arranjo regular de simetrieapenal. Assim, é possivel que as
misturas fosfolipidicas representativas do folhitterno do sarcolema assimétrico

adoptem uma distribuicdo regular no plano da menahra qual é responsavel pela
miscibilidade dos constituintes fosfolipidicos. Rato, ndo admira que nestas misturas
se tenha detectado uma Unica transicao entreltanetares.

A simulacéo da perda de assimetria dos fosfolipdinsarcolema traduze-se em
dispersdes lipidicas com uma composicdo percentlativa de 67,2:25,5:7,3 de
DPPC:SAPE:SAPS que se afasta das composicdes ioleaistas para as misturas
ternarias com arranjo regular de simetria hexag(®ainerharjuet al., 1999; Virtanen
et al., 1998). Portanto, nas frac¢des fosfolipidicas diapersdes representativas do
sarcolema simétrico, as diferencas geométricasist@mccoes repulsivas das classes
constituintes da mistura ndo se complementam necorspensam num arranjo lateral
regular, devido ao estresse no empacotamento @fdifidos. A fim de aliviar esse
estresse, maximizando a interaccdo entre os aangds fosfolipidicos, formam-se
dominios lipidicos distintos com composicfes diiezs, reflectidas no comportamento
termotropico com varias transicoes.

A presenca C& em concentracBes fisiologicamente significativds afecta o
perfil termotropico das dispersfes representatiasfolheto interno do sarcolema
assimétrico, pelo que a miscibilidade dos condiginla mistura ndo devera ser alterada
pela accdo do G4 Note-se que em dispersdes binarias de DPPC cmtgenas uma
fraccdo semelhante da espécie de fosfatidiletariotar{83,7%), o C4 induz e/ou
acentua a separacdo lateral de fases, contudo aengee de 13,0% de
18:0/20:4-glicerofosfoserina € suficiente para gara miscibilidade dos constituintes
na mistura ternaria.

De acordo com os estudos realizados por Tilcockudis((1981) em misturas
binarias de fosfatidiletanolamina e fosfatidilsarim estrutura lamelar das dispersdes
lipidicas era estabilizada se pelo menos 15% dauraisfosse constituida por
fosfatidilserina. A capacidade doCpara induzir a segregacao da fosfatidilserina, com
sequente formacéo de estruturas nao-lamelarevadst@amente dependente do grau
de insaturacdo da fosfatidilserina e da concerdraglina, pelo que espécies mais
insaturadas e/ou maior concentracao salina reguenaa maior concentragéo do catiao
divalente para induzir a segregacéo lateral lipidic

O comportamento termotropico das dispersdes remadsas do folheto interno

do sarcolema assimétrico é também insensivel dfieaido do meio até pH 5,5. E
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interessante notar que o mesmo foi também obsemados6 para a mistura binaria
contendo 13% da espécie de fosfatidilserina, e apesenta uma Unica transicdo de
fases, mas também para as dispersfes binariamaridsr contendo uma fraccdo de
fosfatidiletanolamina semelhante ao sarcolema sitoétas quais se caracterizam por
uma miscibilidade limitada dos constituint&omente as misturas binarias contendo
33,7% de fosfatidiletanolamina apresentam caratiess termodinamicas e
miscibilidade susceptiveis as alteracdes de pHdadas De acordo os estudos de
Tilcock e Cullis (1981), as dispersdes de fosfwidnolamina contendo 15% de
fosfatidilserina a 30 °C, originam estruturas reinelares para valores de pH inferiores
a 5,5. Para misturas equimolares a transi¢do sdi@acmando o pH era inferior a 4,0.

A aparente organizacdo supramolecular de mistuipiglidas com uma
composicdo semelhante ao folheto interno do sareldevera resultar da proporcao
relativa das classes fosfolipidicas e também daiaadhidrocarbonadas dos seus acidos
gordos dentro de cada classe. No sentido de awalinfluéncia de cada um destes
factores foram realizados estudos calorimétricasi@this em misturas ternarias com
fraccOes representativas do folheto interno doosamta assimétrico (Figura 45) e
simétrico (Figura 46), mas em que as cadeias ladoooadas de todos fosfolipidos sao

constituidas exclusivamente por acido palmitico.
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Figura 45 - Registos calorimétricos de aquecimento de di§gsrdipidicas constituidas por
espécies derivadas exclusivamente de acido patmitigas fraccdes eram representativas do
folheto interno do sarcolema cardiaco assimétriaopresenca de concentracdes significativas
de C&*, a pH 6,5.
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Enquanto que as dispersdes com fraccdes repregastdd folheto assimétrico
apresentam apenas uma uUnica transicdo (Figuraad5jraccdes representativas do
sarcolema simétrico apresentam varias transicoespondentes a dominios lipidicos
distintos (Figura 46).

As misturas com lipidos saturados em propor¢dessatoolema assimétrico
apresentam apenas uma transicdo com maximo a 54o0°Qual se desvia
pronunciadamente para temperaturas superiores caomento da concentracdo do
calcio (Figura 45). Estes resultados sugerem untaraigdo do calcio com os
aminofosfolipidos que estabiliza a fase sélida datura. No entanto, as misturas
correspondentes com os aminofosfolipidos insateradmbém apresentam uma soé
transicdo, mas o calcio ndo altera a temperatuteadaicao, reflectindo a importancia
das insaturacfes dos aminofosfolipidos na interdgdcélcio com a membrana, como

descrito por outros (Tilcock e Cullis, 1981).
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Figura 46 - Registos calorimétricos de aquecimento de di§gsrdipidicas constituidas por
espécies derivadas exclusivamente de acido patmitigas fraccdes eram representativas do
sarcolema cardiaco simétrico, na presenca de cmacées significativas de €aa pH 6,5.

A. O processamento e andlise do registo calorimétacauséncia de €aatravés do ajuste de
funcdes ndo-lineares com o programa OriginLab @Fgd 8, permitiram resolver o sinal nos
Seus picos constituintes.
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As misturas com lipidos saturados em propor¢cBessa@olema simétrico
apresentam uma transicao principal com méaximo &52 uma transicdo adicional a
45 °C, evidenciando imiscibilidade dos componen@@saaumento da concentracdo de
calcio acentua a heterogeneidade no plano da maembealo que pico a 45 °C torna-se
mais evidente (Figura 46).

De maneira semelhante ao que foi descrito nas rastdernarias com
aminofosfolipidos insaturados, a imiscibilidade emsturas com lipidos saturados
também sO se detecta nas proporcbes do sarcolemétriso. Os resultados
apresentados indicam que o comportamento termodinésha fraccao fosfolipidica da
monocamada citoplasmatica do sarcolema estao defepelas espécies fosfolipidicas
constituintes. Contudo, a miscibilidade dos fogidids constituintes esta apenas
dependente da composicdo em termos de classed$ipfimifas, sendo aparentemente

independente das espécies constituintes de casizecla

Estes resultados estdo em conformidade com o matel8omerharjet al.
(1999) para a distribuicdo lateral das classeolipéflicas em cada um dos folhetos da
membrana, apoiando a ideia de que os fosfolipido$obheto interno do sarcolema
devem adoptar preferencialmente uma distribuicdhregular, a qual justifica a sua
miscibilidade e a estabilidade da estrutura lamptar eles formada, em condi¢Ges

fisiol6gicas.
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O sarcolema constitui uma barreira semi-permeaus gontém bombas,
trocadores e canais, que controlam os fluxos i&nieavolvidos na associacéo
excitacdo-contraccdo. Ao sarcolema é também atidbw acumulacdo de €a
maioritariamente ligado aos fosfolipidos anioni¢Bsest e Langer, 1992b), os quais se
encontram localizados exclusivamente no folheterimt da membrana (Post al.,
1988a). O armazenamento de’Cdevera ser significativo na fenda diadica, ondea
concentracdo podera atingir 600 pM durante o @olutractivo (Peskofét al., 1992).

De facto, de acordo com os resultados aqui apradesnta estrutura lamelar formada
pelos fosfolipidos representativos do folheto imbedo sarcolema assimétrico pode
interagir com concentracées elevadas d&,Gaé pelo menos 1,2 mM €asem que a
sua integridade e as propriedades termotrépicamsgparentemente alteradas.

Contudo, o armazenamento de’Cdevera ser uma funcéo especifica de algumas
membranas como o sarcolema, cuja constituicdcadsigtada as funcdes celulares. Por
exemplo, uma membrana com um folheto citoplasmateaonstituicdo fosfolipidica
semelhante a dos eritrocitos humanos néo seriauadaara tal funcéo, devido a sua
susceptibilidade ao &3 que altera as suas propriedades, pondo em questdo
integridade da sua estrutura lamelar (Hope e Cadig9).

Varios acontecimentos envolvendo directa ou intlmeente o sarcolema tém
sido associados a condico patoldgica de isqueaniiaca. E o caso do esgotamento de
ATP (Postet al., 1993), da redistribuicdo do €aintracelular, da acidose, da
redistribuicdo lateral e agregacdo das proteirassitnembranares (Post al., 1985;
Postet al., 1988b) e da extrusdo de lipidos do sarcolema,astdrma de vesiculas
multilamelares grandes (Patal., 1988b). Em condi¢cBes de isquemia prolongada estes
eventos resultam na morte celular, marcada peldapdos constituintes intracelulares
gue ocorre quando o sarcolema perde a sua intdgrigaovocando danos irreversiveis
no miocardio.

O presente estudo sugere que o folheto citoplasmédi podera ser susceptivel a
influéncia do C& depois da assimetria lipidica do sarcolema satigeer permitindo
assim propor uma sequéncia para 0s eventos quezamda perda de integridade da
bicamada lipidica na condicéo patoldgica de isqageperfusdo. Assim, em primeiro
lugar devera ocorrer o esgotamento da energia swt@para as translocases manterem
a composicao lipidica de cada folheto do sarcoleesyltando na perda da assimetria

lipidica. A alteracdo da composicao fosfolipidiea @hda uma das monocamadas do
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sarcolema deverd originar um aumento do estresseenpacotamento lipidico, levando
a segregacdo lateral dos constituintes em domidientos, com composicdes
diferentes. A acidose intracelular associada aeisg@ devera ter uma influéncia
importante, promovendo a segregacéo lipidica. Gesplente refluxo de &a que

ocorre durante a reperfusdo, devera induzir um atonextensivo da segregacao
lipidica, nomeadamente pela agregacao das espicifesfatidilserina, permitindo que
a fosfatidiletanolamina adopte uma estrutura néwelar. Finalmente, isto devera
resultar na extrusdo de material lipidico da memdrazom perda de integridade do
sarcolema, e consequente libertagdo do conteludtacejue marca a morte da célula.
De facto segundo os estudos realizados por Matli#. (1998) em cardiomidcitos, a
redistribuicdo de fosfatidiletanolamina e fosfdtidiina no sarcolema ocorre apos
20 minutos de isquemia, pelo que para periodossgeemia inferiores devera ser
possivel evitar a indu¢cdo de danos irreversiveisniacardio, através da reperfuséo,

com reatamento do fluxo de €assencial a funcdo contractil.

No sarcolema, bem como na maioria das membrandégizas, a estrutura
lamelar é garantida basicamente pelas espéciessthgidilcolina, que normalmente
constituem a classe mais abundante. Contudo, aéciespde fosfatidilserina,
localizadas exclusivamente no folheto citoplasneagcas menos abundantes, devem
também ter um papel importante nesse sentido,ipaimeente quando estdo envolvidos
catibes que interagem com a membrana, como é o das€&’e do H. A
fosfatidilserina, devido a sua carga efectiva nega€ capaz de interagir fortemente
com os catides, pelo que a sua fraccdo na membweinde ser suficiente para garantir
a estabilidade da estrutura lamelar em condi¢c8eddgicas.

Note-se que as dispersfes binarias estudadas dontas espécies de
fosfatidilcolina e fosfatidilserina apresentam unmestrutura lamelar estavel,
independente das concentracdes d& @aH'. Assim, se a monocamada interna do
sarcolema fosse isenta de espécies de fosfatibletmina, as suas propriedades fisico-
quimicas seriam, aparentemente, insensiveis amfdes fisiologicas e patoldgicas de
Ca* e H'. O seu caracter dinamico estaria limitado e a#istade incondicional néo é
adequada a modulacao das actividades bioldgicas.

Por outro lado, as dispersdes binarias contendpéce de fosfatidiletanolamina,
numa fraccdo representativa do folheto interno docadema assimétrico, séo

susceptiveis a concentracdes micromolares dé" @a H. As espécies de
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fosfatidiletanolamina, localizadas maioritariamentefolheto interno, tendem a formar
estruturas nao-lamelares, pelo que a fosfatidibdémmina devera constituir uma ponte
para a instabilidade da bicamada. Assim, a fosletizstholamina devera ser o
constituinte fosfolipidico que confere a cada fathe a membrana como um todo, o
caracter dindmico.

Curiosamente, a constituicdo fosfolipidica do fathexterno do sarcolema
assimétrico esta restringida a fosfatidilcolinaosfdtidiletanolamina. No entanto, neste
caso o colesterol e a esfingomielina deverao dauitrsignificativamente para o alivio
da tensdo de empacotamento nessa monocamada (Sgmetrial., 2009; Virtaneret
al., 1995).

Também o grau de insaturacdo das cadeias acilspésies de fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina devera ser muito importate misturas ternarias representativas
do folheto interno do sarcolema, com uma cadeidaido araquidénico nas espécies
aminadas, estdo no estado fluido a temperaturalfigta, mas suficientemente
proximas da transicdo de fase de modo a garanticerdicoes de dinamica funcional.
Segundo os estudos de Canmebal. (2003) a actividade maxima de canais d&" @a
midcitos cardiacos, reconstituidos em bicamaddslipilicas, coincide com o termo
da transicdo de fase lipidica.

No sarcolema de ratos recém-nascidos o acido gamaistituinte mais abundante
€ 0 acido araquiddnico, com 4 insaturacfes e radesidulto, o grau de insaturacao
acentua-se com o dominio do acido docosa-hexaeraaino6 insaturagdes.

Por outro lado, as classes fosfolipidicas constitési das membranas bioldgicas,
coexistem em cada um dos folhetos em fraccbescagittomo aquelas descritas
anteriormente (Tabela V) para os eritrocitos erodama. Sob estas frac¢des criticas 0s
constituintes fosfolipidicos devem adoptar prefel@mente uma distribuicdo lateral
regular, em cada um dos folhetos. Esta distribuigéeera conferir a membrana
caracteristicas termodin@micas proprias, que lhrenipem assegurar as funcdes na
célula a que pertencem, como a modulacdo da amtigigproteica, a regulacdo da

composicao lipidica e a manutencdo da assimepiiida.
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