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O 6xido nitrico e os sistemas biolégicos

2.1

O 6xido nitrico

Entre 1984 e 1987, varios estudos demonstraram que o NO ¢ biossintetizado
em varias células do organismo, sendo essencial em inimeras fung¢des organicas
(Nelin, 1998; Mulsch, 1990; McCall, 1992; Moncada, 1991). Varios livros e
muitos artigos de revisdo t€m sido publicados, a respeito das diferentes fungdes do
NO em sistemas biologicos e de suas interagdes relevantes para essas funcdes
(Ignarro, 2002; Wang et al., 2005; Moncada et al., 1991; Nathan, 1992;
Ignarro, 1989), incluindo um volume de Biochimica et Biophysica Acta (1999)
dedicado interramente ao Oxido nitrico. Muitos desses artigos, incluindo
especialmente o de Queiroz e Batista (1999), serviram de base para elaborar essa
secao.

Nos vasos sanguineos, a formagdo continua de NO pelas células endoteliais
promove o relaxamento da musculatura lisa, produzindo vasodilatacao
(Ignarro, 1989; Ignarro, 2002; Anggird, 1994). No sistema imune, macrofagos,
quando estimulados, produzem grande quantidade de NO, que funciona como
uma molécula assassina, destruindo células-alvo (cancerosas) e micro-organismos.
O NO atua também em outros sistemas, tais como o sistema nervoso central,
gastrintestinal, respiratorio, cardiaco e genitourinario. Essas descobertas levaram a

extensa produgao cientifica relacionada ao NO.
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Processos biolégicos envolvendo 6xido nitrico

A biosintese do 6xido nitrico

Praticamente todas as células humanas estudadas até¢ agora t€ém a capacidade
de produzir NO. A sintese ocorre durante a transforma¢do do aminoacido semi-
essencial L-arginina em L-citrulina e 6xido nitrico, em uma reacdo mediada pela
enzima 6Oxido nitrico sintetase (NOS). A enzima NOS (Fig. 2.1) inicialmente
descoberta no endotélio vascular ¢ conhecida como eNOS (NOS endotelial), ao
passo que a que se encontra presente no cérebro € no sistema nervoso periférico ¢
chamada de nNOS (NOS neuronal). A forma da enzima NOS cuja sintese ¢
induzida pelo estimulo imunoldgico ou inflamatoério ¢ designada como iNOS

(NOS induzida).

Figura 2.1

Oxido nitrico sintetase (dimero) (Prof. D. Rousseau, Dept. of Physiology & Biophysics,
Albert Einstein College of Medicine,
http://www.aecom.yu.edu/home/biophysics/rousseau/nos/nos.htm).

Cada unidade monomérica da enzima NOS apresenta uma unidade de cada
um dos quatro grupos prostéticos da enzima (Fig.2.2), dentre eles, a ferro

protoporfirina IX (heme).
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Algumas isoformas da NOS possuem um cofator adicional, a calmodulina.
Na presenca de elevada concentracdo de célcio, a calmodulina liga-se a certas
NOS, ativando-as. Esse processo esta relacionado com as NOS ditas constitutivas,
ou seja, a endotelial e a neuronal. No entanto, a situacdo ¢ diferente para as NOS
do sistema imunoldgico, onde a atividade das mesmas ¢ independente da presenga

de Ca’" e da calmodulina (Nathan, 1992).
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Figura 2.2

Grupos prostéticos presentes na enzima NO sintetase. (Queiroz e Batista, 1999)

O 6xido nitrico como regulador da pressao sanguinea

De acordo com a estrutura, propriedades de contragdo e mecanismo de
controle, existem trés tipos de musculos: musculo estriado esquelético, musculo
estriado cardiaco e musculo liso. Os musculos lisos sdo involuntarios e
encontram-se envolvendo a parede de Orgdos ocos. Sao responsaveis, dentre
outros fenomenos, pelas contragcdes que empurram os alimentos ao longo do tubo
digestivo e que diminuem o calibre das artérias, aumentando a pressdo do sangue.

No inicio dos anos oitenta, foi sugerido que a relaxacdo no musculo liso requer a
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ativacdo da enzima guanilato ciclase e seria acompanhada pela conversdo de GTP
(guanosina trifosfato) em c¢cGMP (guanosina monofosfato ciclica), sendo este
processo de conversdo desencadeado por mensageiros quimicos (Butler e
Williams, 1993). Furchgott e Zawadzki descobriram em 1980 que, na realidade,
0s mensageiros quimicos responsaveis pela dilatacdo dos vasos sanguineos agem
na camada celular chamada endotélio, que reveste o interior do vaso sanguineo.
Eles chamaram essa misteriosa molécula de fator de relaxamento derivado do
endotélio (EDRF, do inglés endothelium-derived relaxing factor) (Furchgott e
Zawadzki,1980). Porém, apenas em 1988 Furchott e Ignarro sugeriram,
simultaneamente, que o EDRF e o oOxido nitrico eram a mesma molécula

(Furchgott, 1988; Ignarro, 1988).

O processo de vasodilatacao

A acetilcolina ¢ um neurotransmissor que ativa receptores no endotélio
vascular, provocando aumento do fluxo de cdlcio para o interior da célula. Isso
inicia a catélise do 6xido nitrico (Fig. 2.3). O célcio e a calmodulina (proteina de
baixo peso molecular, que funciona como co-fator para ativar a NOS) ligam-se a

NOS iniciando a sintese de NO.

CELULA CELLLA
ENDOTELIAL MUSCULAR

Figura 2.3
Produgao do 6xido nitrico a partir da ativacdo da enzima NO sintetase endotelial eNOS,

e seu mecanismo de atuacao na relaxagdo muscular. (Queiroz e Batista, 1999)
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Ao difundir-se para a musculatura lisa o NO gerado ir4 ligar-se ao ferro do
grupo prostético heme da enzima guanilato ciclase (GC), que ¢ entdo ativada e
converte GTP em c-GMP. A c-GMP ¢ a molécula responsavel pelo relaxamento
da musculatura lisa e conseqiientemente pelo aumento do diametro dos vasos
sangiiineos, aumentando o fluxo sangiiineo e reduzindo a pressado arterial.

O processo de dilatagdo pode ocorrer também quando nitro-vasodilatadores,
como a nitroglicerina, liberam NO diretamente para o endotélio e para a
musculatura vascular lisa.

Ignarro e colaboradores (Ignarro et al., 2001) demonstraram, em seres
humanos, que a administracdo de arginina por via oral produz melhora da funcdo
endotelial em vasos coronarianos de pequeno calibre, assim como uma reducao
nos niveis plasmaticos de endotelina (potente substancia vasoconstritora). Com
base nos resultados obtidos, estes autores propuseram que a arginina poderia
representar uma opg¢do terap€utica em pacientes com disfuncdo endotelial
coronariana e em portadores de doenga coronaria ndo obstrutiva.

O oxido nitrico, além de relaxar o musculo liso vascular, causando
vasodilatagdo, tem a fun¢do de inibir outros processos como a agregacao
plaquetéria, a adesdo de leucocitos ao endotélio e a producdo de endotelina. O
oxido nitrico causa, ainda, variagdo nas propriedades contrateis e na freqiiéncia
cardiaca. No sistema cardiovascular, a liberacdo de 6xido nitrico atua regulando o

fluxo sangiiineo e a pressdo arterial, através de agdo sobre a musculatura lisa.

O o6xido nitrico no sistema nervoso

O sistema nervoso, coordenador de todas as atividades organicas, integra
sensagOes e idéias, conjuga fendmenos da consciéncia e adapta o organismo as
condigdes do momento. E formado por células nervosas ou neurdnios, elementos
altamente diferenciados em excitabilidade e condutibilidade. As células nervosas
sdo alongadas e apresentam 3 partes fundamentais: o corpo celular, os dendritos e
os axonios. Os estimulos nervosos sdo recebidos pelos dendritos, seguem pelo
corpo celular, percorrem o axonio e, da extremidade deste, sdo passados a célula
seguinte, por meio de um sitio especifico, denominado sinapse (Erhart, 1973;
Mountcastle, 1974).

As células nervosas sdo, em sua maioria, eletricamente isoladas umas das

outras; os axonios de um neurdnio estdo separados dos dendritos do neuronio
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seguinte por um espaco denominado espago sindptico. Quando o impulso nervoso
atinge a extremidade do axdnio na regido da sinapse, a alteragdo elétrica da
membrana do axdnio leva a liberagdo de substiancias quimicas denominadas
neurotransmissores, que sao mediadores quimicos. Estas substancias difundem-se
pelo espaco sindptico e provocam alteragdes elétricas na membrana da célula
seguinte, gerando assim um novo impulso nervoso nesta célula.

Os neurotransmissores enquadram-se em diferentes classes quimicas. Os
primeiros neurotransmissores conhecidos, descobertos entre 1930 e 1960, eram
todos derivados de aminas. Na década de 1960, os pesquisadores comegaram a
perceber que também aminoacidos eram neurotransmissores. A terceira classe de
neurotransmissores abrange os peptideos. Nos ultimos anos, o trabalho em
diversos laboratorios de pesquisa levou ao reconhecimento de uma quarta e
extraordinaria classe de neurotransmissores, incluindo o o6xido nitrico € o

monoxido de carbono (Patrick, 1995).

O oxido nitrico e a neurotransmissao

Em uma visdo geral do processo (Fig.2.4), podemos considerar que um
neurénio ativado (neurdénio pré-sinaptico) libera através de vesiculas um
mensageiro quimico chamado glutamato (neurotransmissor excitatorio), que se
difunde pelo espaco sinaptico e se liga a um receptor especializado em glutamato,

o receptor NMDA (N-metil-D-aspartato), localizado no neurénio pos-sinaptico.
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Figura 2.4
Producéo do 6xido nitrico a partir da ativagdo da enzima NO sintetase neuronal, nNOS, e

seu mecanismo de atuagdo como mensageiro retrégrado (Queiroz e Batista, 1999).

Essa ligacdo torna o receptor permeavel a Ca>™ que, no interior da célula,
liga-se a calmodulina. Este complexo Ca*"-calmodulina ativa a forma da NOS
encontrada nas células nervosas (nNOS) catalisando a reagdo que produz NO.

A 6xido nitrico sintetase cerebral ¢ amplamente distribuida e se encontra
presente no cérebro, cerebelo, hipocampo, lobos olfativos, nos nervos periféricos
que inervam Orgaos pélvicos, bexiga, trato gastrintestinal, traquéia, adrenais, etc.

Propostas apresentadas no inicio da década passada (Shuman, 1991; O'Dell,
1991) sugeriram que o NO também atua como mensageiro retrogrado, difundindo-
se do neurdnio pds-sinaptico e retornando ao neurdnio pré-sinaptico, onde ativa a
enzima GC, promovendo um aumento dos niveis de cGMP. A ¢cGMP desencadeia
0 processo que resulta na liberagdo do glutamato e o ciclo se repete. Essa
repeticdo do ciclo fortalece o contato sinaptico e providencia um mecanismo
celular para o processo de aprendizagem, contribuindo para a formagdo de uma
memoria de longo prazo (Lancaster, 1992; Ainscough, 1995), entendida como
recordacdo de fatos apds muitos anos. Memoria de curto prazo ¢ aquela que nao
chega a ser retida como, por exemplo, a memoria para discar um nimero
telefonico encontrado no catadlogo, que dura em média de 30 segundos a dois

minutos (Noltenius, 1977).
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Anderson & Wagner (1995) demonstraram que, para haver inicio e
manutencdo de ere¢do, ¢ necessario o aumento do influxo sanguineo arterial para
os corpos cavernosos, decorrente de vasodilatacao arterial mediada por estimulos
dos nervos erigentes e por fibras ndo adrenérgicas e nao colinérgicas, cujo
neurotransmissor ¢ o 6xido nitrico. De acordo com os estudos de (Burnet, 1997) o
oxido nitrico € o neurotransmissor mais importante durante a erecdo, pois
promove o relaxamento das fibras musculares lisas por ativagdo do cGMP, o qual

controla as trocas i0nicas de sodio e potdssio entre os meios intra- e extracelular.

O 6xido nitrico no sistema imunolégico

A funcdo do NO no sistema imunologico ¢ bem diferente do que em
neurdnios ou na vasodilatacdo. Macréfagos contém uma terceira forma de NOS
que ¢ induzida iNOS por agentes citotdoxicos. Muitos outros tecidos podem
apresentar também a iNOS, incluindo as células do endotélio vascular, do
musculo liso além das células nervosas, porém ao contrario da nNOS e da eNOS,
essa iNOS néo depende de Ca™. Em macrofagos a sintese de iNOS é controlada
como uma resposta a indutores biologicos chamados de citocinas, produzidas por
células infectadas. Qualquer tipo de infec¢do, bacteriana, virdtica ou mesmo
cancer, leva a producdo de citocinas, que carregam a mensagem do estado de
infec¢do para as vizinhangas das células humanas. Estas prontamente iniciam a
sintese de iNOS. Os indutores mais importantes de iNOS sdo o interferon gama e

os lipopolissacarideos, assim como inibidores sao os glicocortircoides.

Mecanismo de atuagado do NO no sistema imunolégico

A partir da indug@o por citocinas, sequéncias de DNA do macrofago que
sintetiza iNOS sdo sensibilizadas para formar o RNA mensageiro. Depois de
processado este mRNA ¢ liberado no citosol onde sera traduzido pelos ribossomos
na proteina que, em presenca de cofatores apropriados enovela-se formando a

enzima iNOS (Fig. 2.5).
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Figura 2.5
Producéo de o6xido nitrico a partir da enzima iNOS e seu mecanismo de atuagéo na

destruicdo de células tumorais (Queiroz e Batista, 1999).

Uma vez formada, a iNOS comega imediatamente a sintetizar NO a partir de
L-arginina. No interior do macréfago, o NO gerado difunde-se em todas as
direcdes e a proximidade do macrofago a uma célula tumoral, bactéria, fungo ou
algum helminto, assegura que boa parte do NO penetre nas células desses
microorganismos. Uma vez no interior, o 6xido nitrico pode danificé-las atacando
os centros de ferro e enxofre de varias proteinas chaves, prejudicando tanto o ciclo
respiratorio quanto a sintese de DNA.

No ciclo respiratorio, a a¢do do NO sobre enzimas importantes leva a
diminuic¢do da sintese de ATP e conseqliente diminui¢do da producao de energia
vital para a célula. Na sintese de DNA, o NO afeta a enzima que converte
ribonucleotideos em desoxiribonucleotideos, necessarios para a sintese de DNA.
A inibicdo dessa enzima pode ser um importante caminho pelo qual os

macrofagos inibem a rapida proliferacao de células tumorais.
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21.2

Reacgodes envolvendo 6xidos de nitrogénio

O o6xido nitrico ¢ uma molécula que apresenta um elétron desemparelhado.
Esta propriedade ¢ de grande relevancia, uma vez que as interagdes quimicas do
oxido nitrico em sistemas bioldgicos, em maioria, sdo caracterizadas como
estabilizagcdes do elétron desemparelhado. Em geral a estabilizacdo acontece
através da reagdo do oOxido nitrico com outro radical livre ou pela sua
complexagdo a um metal. No primeiro caso, o resultado eventual ¢ a formacao de
espécies diamagnéticas estaveis e no segundo caso, o elétron desemparelhado ¢
dividido entre o 6xido nitrico ¢ o metal (Kerwin et al., 1995).

Sendo uma espécie radicalar, o 6xido nitrico ¢ capaz de reagir rapidamente
com outros radicais importantes do ponto de vista bioldgico, tais como oxigénio
molecular e superoxido. O significado quimico e bioldgico da oxidag¢do do 6xido
nitrico pela molécula do oxigénio ¢ objeto de numerosas investigacdes e ¢ certo
que tais reagdes sdo importantes para a sua toxicologia e fisiologia (Fukuto e
Ignarro, 1997).

O o6xido nitrico ¢ muito instdvel em atmosfera aerdbica, em questdo de
segundos reage com oxigénio formando didéxido de nitrogénio (NO;) e anidrido
nitroso (N,O3). Em fase gasosa (Eq. 2.1), duas moléculas de 6xido nitrico reagem
com oxigénio formando duas moléculas de dioxido de nitrogénio, este dioxido de
nitrogénio reage com o proprio NO formando anidrido nitroso.

2NO+0, —— 2NO, (fasegasosa) @1

NO, +NO — N,0, '

Em fase aquosa (Eq. 2.2), quatro moléculas de NO reagem com oxigé€nio
formando duas moléculas de anidrido nitroso. Este N,Os; reage com agua

formando duas moléculas de acido nitroso (HNOy).

4NO+0O, ——> 2N,0; (fasegasosa)

(2.2)

As principais reagdes de oxido nitrico em sistemas biologicos foram
resumidas por Cai et al. (2005). O esquema da Fig. 2.6 representa as diferentes
vias de reagdo do 6xido nitrico. O NO sofre oxidagdo ou redugcdo em sistemas

biologicos para ser convertido em diferentes espécies reativas de nitrogénio
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(RNS). O NO pode reagir com oxigénio molecular (O;), como descrito acima,
com o anion superoxido (O, ') ou com metais de transi¢do (M) para produzir
RNS, tais como N,O3, NO,, NO; , NO; , peroxinitrito (OONO ), e adutos metal-
nitrosil (Fig. 2.6, Via A) (Davis et al., 2001; Wink et al., 1993). Entre esses RNS,
peroxinitrito destaca-se como uma espécie importante (Huie & Padmaja, 1993;
Pryor & Squadrito, 1995). A reagdo entre NO e O, ~ produz peroxinitrito a uma
taxa controlada por difusdo (Goldstein & Czapski, 1995; Kobayashi et al., 1995;
Beckman et al., 1996) . Peroxinitrito ¢ uma espécie fortemente oxidante e nitrante
que causa dano molecular levando a disfungdo celular causadora de enfermidades
(Koppenol, 1998; Murphy et al., 1998).

NO pode também ser rapidamente oxidado por oxigénio, superdéxido ou
metais de transi¢do a nitrosoénio (NO"), que reage com centros nucleofilicos tais
como ROH, RSH e RR'NH para produzir RO-NO, RS-NO ou RR'N-NO,
respectivamente (Fig. 2.6, Via B) (Heck, 2001; Stamler, 1994). Esses produtos,
subseqiientemente, sofrem outras reagdes para exibir seus efeitos bioldgicos.

Além disso, NO também sofre reducdo monoeletronica para produzir
nitroxil (NO ) (Fig. 2.6, Via C). O Nitroxil converte-se rapidamente em N,O em
condicdes fisioldgicas. Outras reacdes competitivas de nitroxil incluem adi¢do a
grupos tiol (NO singlete) para gerar NH,OH e reagao com oxigénio (NO triplete)
para formar peroxinitrito (ONOO ). Tem sido mostrado que nitroxil também
exibe varias fung¢des biologicas, tais como vasodilatagdo e citotoxicidade (Wink et
al., 2003; Fukuto et al., 1992; Fukuto et al., 1994; Feelisch, 2003; Wink et al.,
1998; Ohshima et al., 1999; Chazotte-Aubert et al., 1999).
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Figura 2.6

Oxidacéo e redugéo de espécies reativas de nitrogénio (Cai et al. 2005).

21.3
Doadores de NO

A intensa investigagdo relacionada as fungdes biologicas de NO e de outras
espécies reativas de nitrogénio demandam fontes exdgenas de doadores de NO
como ferramentas de pesquisa € como farmacos. Desde meados dos anos 80, o
desenvolvimento de novos doadores de NO tem oferecido varias vantagens sobre
doadores mais antigos, como liberagdo espontanea de NO, liberagdo sob taxas
controladas visando especificamente alguns tecidos.

Diferengas estruturais dos diversos doadores de NO tém levado a
reatividades e mecanismos de liberagao consideravelmente variados. Geralmente
os doadores liberam NO através de trés tipos de mecanismo. O primeiro ¢ a
doagdo espontianea de NO, em que NO ¢ liberado através de auto-decomposicao
térmica ou fotoquimica, como por exemplo, em S-nitrosotidis. A segunda via é
aquela em que NO ¢ liberado por reagdes quimicas com acido, alcali, metal e tiol.
Nitratos organicos, nitritos e sindnoniminas fornecem NO através desse meca-
nismo. A terceira via ¢ a oxidagdo enzimdtica em que doadores de NO, por
exemplo, N-hidroxiguanidinas, necessitam de ativacdo metabdlica por NO
sintetases ou oxidases. Alguns doadores liberam NO por mais de uma rota, como

nitratos organicos, que podem também gerar NO por catélise enzimatica.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0210614/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0210614/CA

31

A classificagdo de todos os doadores de NO pode ser confusa, ja que todos
os compostos ligados a nitrogénio-oxigénio tém potencial para se decompor, ser
oxidados ou reduzidos, produzindo espécies reativas de nitrogénio. No entanto,
estruturas quimicas similares geralmente tém mecanismos similares de liberacao
de NO. A Tabela 2.1 mostra as classes de doadores de NO atualmente conhecidas.

A sintese de compostos que podem liberar NO ¢ relativamente simples mas,
para uso terapéutico, elas devem ter seletividade, permitir liberacao controlada e
permanecer em niveis subtoxicos. Apesar das muitas classes de doadores de NO
que tém sido reportadas, nitratos organicos, diazeniodiolatos e S-nitrosotidis sdo
ainda os trés tipos mais importantes de doadores. Eles possuem as Obvias
vantagens de se decompor em solu¢dao e de mimetizar os nitrosotidis endogenos.
No entanto, pacientes que tomam nitrato por longo periodo desenvolvem
resisténcia e a administragcdo prolongada de nitroprussido de sdédio pode levar ao
acumulo de cianeto no corpo. S-nitrosotidis ndo tém esses inconvenientes.

Talvez ainda levem alguns anos para que novos doadores de 6xido nitrico
sejam usados extensivamente. O desenvolvimento de doadores hibridos, que sao
formados conectando-se uma parte liberadora de NO a uma molécula bioativa
bem-estabelecida, parece uma tendéncia promissora. Esses compostos hibridos
podem abolir efeitos colaterais deletérios, reduzir a toxicidade ou produzir efeitos
sinérgicos. A melhor compreensao da complexa bioquimica e biologia molecular

do NO deve levar a mais aplicacdes terapéuticas dos doadores.
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Tabela 2.1 Principais classes de doadores de NO (Cai et al. 2005)
Chemical Representative Compounds Pathway of NO Generation
Class

Neon-enzymatic Enzymatic
OO,
Organic Q,NO { Thicls Cyt-P450, GST, etc
nitrate oM,
HLC
Organic HyC /\‘r’ 9o Hydrolysis, trans-  Xanthine oxidase,
nitrite HyC nitrosation, thiols, etc
light, heat
Metal-NO MNay [Fe(CN)g(NO)|«2H, O Light, thiols, re- A membrane-
complex ductants, nucleo- bound Enzyme
HO philes
JNCI
N-Nitro- QN\ OH", light Cyt-P450 related
samine Me enzyme
oM
/D-N H-1+ . .
N-Hydrowyl O N, Light, heat Peroxidases
nitresamine N-O
Me
Nitrosimine N 1 Neg Thiels, light ?
N, N’
Q
Nitrosothiol AcHN \XS'J N"“\"‘o Spontaneous, Unknown en-
Co,H enhanced by thiols, zymes
light, metal ions
C-Nitroso O:N }—N‘O Light, heat ¢
compournd
NI
Diazetine I Spontaneous, ?
dicxide Raﬂq 'i‘\: o thicls
H H
Furoxan } { _ Thiocls Unknown enzyme
& benzo- N. o N~g
furoxan
A L
Oxatriazole- ,.«T o ':: Thicls ?
5-imine ”uﬂ/\'\ NHHCI
Syndonimine DL.-'"N —+N\ Spontaneous, Prodrugs require
w0 enhanced by light,  enzymatic hydro-
oxidants, pH=5 lysis
R, A,
Cxime oM NOH Spontaneous, Cyt-P450

0, /Fell parphyrin



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0210614/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0210614/CA

33

Chemical Repres entative Compounds Pathway of NO Generation
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Oxido nitrico e as aplicagoes médicas e farmacolégicas

A superprodugdo inapropriada de NO pode causar uma série de patologias
tais como doencas degenerativas, incluindo inflamagdo, doencas reumaticas,
choque séptico, diabetes e isquemia cerebral. Portanto, para regular a produgdo de
NO, o desenvolvimento de inibidores especificos de isoformas de NOS tem sido
uma area ativa de pesquisa. Por outro lado, producdo insuficiente de NO também
causa sérios problemas médicos. Muitas doengas como hipertensao e aterosclerose
envolvem deficiéncia de produg¢do de NO. Portanto, um composto que pode
liberar NO sob condi¢des especificas pode ser usado terapeuticamente como
paliativo na subprodug¢do de NO. De fato, o mais conhecido doador de NO,
nitroglicerina, tem sido utilizado por mais de um século para aliviar ataques
agudos de angina pectoris.

No presente, doadores de NO tém uma variedade de aplicagdes biomédicas.
Embora a compreensao da fisiologia e patologia do NO parega bastante
incompleta, informagdes indiretas e diversas correlagdes sugerem que tanto o
excesso quanto a insuficiéncia de NO induzem doencas e danos a tecidos. De

longe, as doencas mais significativas associadas a insuficiéncia de NO sdo
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cardiovasculares. Além de suplementacio de NO em situagdes em que a
insuficiéncia de NO representa patologia, como na disfungao erétil, doadores de
NO podem também regular o mecanismo fisioldgico. O beneficio da
administracdo de NO tem sido reconhecido em muitas outras doencas, além de
desordens cardiovasculares, doengas do sistema nervoso ¢ inflamagao.

O NO serve também como sinalizador de algumas doengas. No tratamento
da asma bronquica, foi mostrado que existe diferenca significativa de
concentracdo de NO no ar expirado e no escarro induzido entre individuos
saudaveis e individuos com a doenga, estando significativamente aumentado em
asmaticos (Fig. 2.7). O o6xido nitrico exalado encontra-se aumentado na asma
atopica, aumenta durante as exacerbagdes, diminui com terapia antinflamatoria
(Baraldi et al., 1997) e aumenta quando doses de corticoides inalados sao
reduzidas (Kharinotov et al., 1996). Como instrumento de diagnostico, os niveis
de NO exalado discriminam asmaticos de ndo asmaticos, com alta sensibilidade e

especificidade (Chatkin et al., 1999).

NO exalado

Ly p < 0.001
E 100+
2 so ey
N EHY

Controle Asma

Figura 2.7
Comparacgao entre concentragdes de 6xido nitrico expirado por individuos saudaveis
(controle) e apresentando asma brénquica.

www.asmabronquica.com.br/medical/resposta_tardia_oxido_nitrico.html
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2.2

Porfirinas e hemoproteinas

2.21

As porfirinas.

As moléculas conhecidas como porfirinas consistem de uma
organizacdo geométrica de quatro anéis aromaticos, os grupamentos pirrol,
ligados por moléculas de meteno seguindo uma estrutura planar (Fig.2.8). Além
da ligacao dos grupamentos pirrol pelo meteno, ¢ interessante notar que os quatro
atomos de nitrogé€nio, constituintes destes compostos aromaticos, sdo dirigidos
para o centro da porfirina. Além disso, as faces externas dos grupamentos pirrol
possuem atomos de hidrogénio substituiveis por ligantes quimicos e sdo

justamente estes possiveis ligantes que vao originar as diversas porfirinas.

1 2
H H
| |

. I o I

HC-l~_ J=cH

g H- . N '——-H 3
| v W wed v I

HC - & = CH

¥ 111 § 111
1 |
H
6

Figura 2.8

A esquerda a porfirina, os quatro grupamentos pirrol e os algarismos romanos que os
designam; os algarismos arabicos apresentam as posi¢cdes nas quais os possiveis
ligantes podem se vincular; as letras gregas denotam as pontes de meteno. A direta;
representagcao esquematica das porfirinas.
http://www-medlib.med.utah.edu/NetBiochem/hi2.htm

Essa interessante e bem definida geometria, além de ser a responsavel pelos
espectros Oticos caracteristicos, permite o uso de uma nomenclatura 1til e

funcional para uma correta descri¢cao destas moléculas.
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As regras de nomenclatura podem ser entendidas como:

(1) Os anéis aromaticos das porfirinas sdo numerados por algarismos
romanos que vao de I até IV, comecando pelo anel aromatico do topo e seguindo
o sentido horario. (2) As pontes de meteno sdo designadas letras gregas também
seguindo o sentido hordrio. (3) As posi¢des dos grupamentos pirrol disponiveis
para ligacdo dos substituintes quimicos podem ser numeradas de 1 a 8 também
seguindo o sentido horario.

Os nomes dos substituintes mais comuns sdo muitas vezes abreviados
(Fig. 2.9). Desta maneira, A ¢ o &cido acético (—CH,COOH), P ¢ o é&cido
propidnico (—CH,CH,COOH), M e V s3o metil (—CH3) e vinil (—~CH=CH,),
respectivamente. Dependendo do tipo, posi¢do e ordem dos substituintes, as
estruturas derivadas podem se classificar em:

- uroporfirina: quando contém somente os substituintes A e P.
- coproporfirina: contendo M e P (o substutuinte A pode ter sido trocado por M):

- protoporfirina: contendo como substituintes M, P e V.

Mm P M P
I I
P gl & |
v I v II
M P P P
I1I I1I
P | P |
AP AP
I I
P & & &
v II I I
A P P P
III III
Poa PoA
MW
I
M |
IV I
P ¥
III
P |

Figura 2.9

Esquema das porfirinas e seus possiveis substituintes. Acima: uro porfirinas; no centro
copro porfirinas e abaixo protoporfirina. Adaptado de http://www-
medlib.med.utah.edu/NetBiochem/hi2.htm
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TMPyP: R= { %‘L—qu
TPPS,: R= @sa;

Figura 2.10
Estrutura das porfirinas TMPyP e TPPS,. (Borissevitch et al., 1996)

Uma das mais recentes e promissoras aplicagcdes das porfirinas na medicina,
consiste da deteccdo e inativagdo de células tumorais (Bonnett, 2000; Boyle,
1996). A terapia fotodinanica (PDT) ¢ uma inovadora e atrativa modalidade para o
tratamento desse mal (Ochsner, 1997). Desta maneira, quando em presenga de
oxigénio sdo administradas certas doses de foto-sensibilizadores a células
tumorais, a irradiacdo de luz na faixa do visivel, em presenca de oxigénio, inativa

estas células (Henderson, 1992; Weitemeyer, 1998).

2.2.2

As Ferro-porfirinas.

Além dos possiveis substituintes nas posicdes dos hidrogénios dos
grupamentos pirrol, uma outra propriedade das porfirinas ¢ aceitar um ligante no
seu centro, podendo ser este um metal como cobre, zinco, ferro, entre outros.

Ligando-se aos atomos de nitrogénio, o metal ligante em questdo e seus
possiveis nuimeros de oxidacdo determinam o nome da porfirina metalica.
Conforme ja dito anteriormente, tanto as hemoglobinas quanto as mioglobinas
apresentam suas atividades de transporte e armazenamento de oxigénio mediadas
pelo atomo de ferro no centro dos hemes. Entdo, se o metal incorporado ao centro
pirrol &, por exemplo, o ferro, este complexo metalico pode ser considerado como
um modelo para hemes. Alguns radicais i6nicos podem ser incorporados a

porfirinas como meso-substituintes, tornando-as soluveis em agua e simplificando
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a andlise das mudangas na conformacao estrutural, provenientes de variagdes das
condig¢des externas como pH ou forca idnica. O atomo Fe(III) no centro das ferro-
porfirinas Fe-TPPS, ¢ Fe-TMPyP (Fig. 2.11) interage com os radicais H e OH,
além de outros radicais. Essas ferro-porfirinas apresentam-se em um equilibrio de
formas, podendo formar p—oxo dimeros quando em pH basico ou, simplesmente,

em formas monoméricas em solugdes acidas.

Figura 2.11
Esquema estrutural das ferro-porfirinas Fe-TPPS, e FeTMPyP. Apresentando em detalhe
os atomos de carbono (azul claro); atomos de nitrogénio (azul escuro); atomo de ferro

(vermelho); enxofre (amarelo); oxigénio (marrom) e hidrogénio (branco).

Alguns derivados metalicos das porfirinas, como os complexos de
manganés(Ill) e de ferro (II) da meso-tetrakis (p-sulfonatofenil) porfirina, ou
simplesmente TPPS,, tém atraido uma significativa aten¢do, principalmente a
partir da ultima década, devido as suas caracteristicas de simular diversos sistemas
bioldgicos como citocromos, clorofila, certas vitaminas, hemoglobina, entre
outros, além da sua potencialidade como agente de contraste em MRI (Gandini et
al., 2001). As ferro-porfirinas soluveis em agua sdo, geralmente, complexos de
Fe(Ill) spin alto, penta- ou hexa-coordenados em solugdo aquosa. O spin e o
estado de valéncia do atomo de ferro podem mudar dependendo da natureza da
ligacdo axial. Na auséncia de ligantes fortes, as Fe(IlI) porfirinas em solucao acida
sdo comumente mondmeros, enquanto em solucao basica formam p-oxo dimeros.
Varias espécies penta ou hexa-coordenadas tendo H,O ou OH como ligantes
axiais ocorrem dependendo do pH e dos substituintes do anel porfirinico. (Gandini

etal., 2003).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0210614/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0210614/CA

39

O fendmeno de agregacdo tem um grande papel nas propriedades fisico-
quimicas e no comportamento 6tico das ferro-porfirinas (Gandini et al., 2001). Ja
foi mostrado em detalhes que a formacao de agregados muda sensivelmente os
espectros de absor¢ao oOtica (Brown et al., 1976). Além do comportamento
monomérico e dimérico, alguns trabalhos voltaram-se para a investigagdo do
transporte das porfirinas no sangue e de suas interagdes com os tecidos
(Kongshaug, 1989; Korbelik, 1991). A ligagdo de algumas porfirinas e seus
complexos metalicos com albumina também tem sido documentada (Lamola,
1981; Datta-Gupta, 1989; Borissevitch et al., 1998). A albumina sérica ¢
conhecida como uma proteina capaz de ligar hemes. Estudos in vitro de porfirinas
em solucdo contendo albumina modelam condi¢des similares aquelas encontradas

em tecidos biologicos (Reddi, 1987; Gottfried, 1988).

223
Hemoproteinas

As hemoproteinas sdo proteinas que possuem o heme como grupo
prostético. Dentre estas destacamos em especial as hemoglobinas, agindo como
carreadoras de oxigénio no sangue, as mioglobinas, responsaveis pelo
armazenamento de oxigénio e os citocromos, que estdo presentes na mitocondria e
no reticulo endoplasmatico, participando na transferéncia de elétrons (Palmer et

al., 1971).

Hemoglobina e Mioglobina

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina tetramérica constituida por quatro
cadeias polipeptidicas denominadas globinas, sendo duas do tipo alfa (com 141
residuos de aminoacidos) e duas do tipo beta (com 146 residuos de aminoacidos).
A hemoglobina ¢ uma proteina aproximadamente esférica, tendo um didmetro de
55 Angstrons e massa molecular de 64 KDaltons. As globinas estabelecem
contatos entre si por meio de ligagdes ndo covalentes, tais como, interagdes
hidrofobicas, pontes de hidrogénio e pontes salinas, que sdo responsaveis por

manter a conformacao oligomérica da Hb. Cada globina possui o grupo heme.
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Figura 2.12
Estrutura quaternaria da hemoglobina, com quatro cadeias (duas a e duas ), cada uma

contendo o grupo heme. http://www.3dchem.com/molecules.asp?ID=213

O heme, na Hb pode apresentar-se nas formas férrica ou ferrosa,
dependendo do ligante na sexta posi¢do de coordenagdo. Na quinta posi¢ao de
coordenagdo, o heme liga-se a um atomo de nitrogénio de uma histidina (a
histidina proximal F8), sendo que na sexta posi¢do de coordenac¢do o heme aceita
como ligantes o oxigénio, o mondxido de carbono, o 6xido nitrico, a 4gua entre
varios outros, estando ainda a histidina distal (E7) proxima a esta posi¢ao de

coordenagao (Fig. 2.13).
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Histidina
Distal (E7)

HC-\s J=cH
_ n N |
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Proximal (F8)

i
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Figura 2.13
Esquema do heme (www-medlib.med.utah.edu/NetBiochem/hi2.htm) , a esquerda, e a
estrutura de nitrosil heme em hemoglobina, com as histidinas distal, E7, e proximal, F8

(da Silva, 1999), a direita ( Wcarbono, ™ nitrogénio, " oxigénio, Mferro, = hidrogénio).

A principal fun¢ao da hemoglobina € transportar o oxigénio (O;), o oxigénio
liga-se ao atomo de ferro ferroso, nos pulmoes, onde o oxigénio ¢ abundante,
sendo liberado mais tarde nos tecidos que necessitam do oxigénio para a
respiracdo celular. A hemoglobina também transporta CO, e ions como funcao
secundaria. No caso do CO,, a hemoglobina o recolhe para liberd-lo no pulmao e
dai para fora do corpo por expiragdo. A hemoglobina também esta envolvida no
transporte de ions hidrogénio H'.

A mioglobina recebe oxigénio da hemoglobina e o aloja nos tecidos até que
esta molécula de oxigénio seja requisitada para atividades metabolicas. Essa
proteina aparece em grandes quantidades nos musculos que possuem atividade
ritmica e longos periodos de contra¢do e nos musculos esqueléticos de animais
mamiferos que fazem apnéia (parada momentanea da respiragdo) como baleia,
foca e o hipopotamo. O oxigénio molecular liga-se ao atomo de ferro presente na
protoporfirina IX, que constitui o gupo heme responsavel pela cor caracteristica

da molécula de mioglobina.
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Figura 2.14
Estrutura tridimensional da molécula de mioglobina, mostrando o grupo heme e as
histidinas proximal (a direita do heme) e distal (a esquerda)

www.chem.ucsb.edu/~molvisual/prot_struc.html

A mioglobina tem uma unica cadeia de 153 aminoécidos enovelada ao redor
do heme. Este imenso arranjo protéico tem uma forma globular, com uma fenda
onde se insere o grupo heme. A forma globular dessa proteina provém do fato de
que os aminoacidos que a formam sdo alguns hidrofilicos e outros hidrofébicos.
Desta forma, os hidrofobicos ficam em posi¢des ndo acessiveis a agua e os
hidrofilicos ficam expostos, minimizando a energia livre total do sistema. O heme
esta inserido na cadeia polipeptidica, ligado por duas histidinas, que sao polares.
Uma delas, a proximal (F8) coordena-se com o atomo de ferro, enquanto a outra
chamada de histidina distal (E7) ndo se coordena diretamente com o ferro. A Fig.

2.14 ilustra a estrutura tridimensional da molécula de mioglobina.

A albumina.

As propriedades fisioldgicas da albumina foram reconhecidas pela primeira
vez em 1837 por Ancell (Ancell, 1840) e, a partir de entdo, sua complexidade vem
sendo revelada. No entanto, o seu papel fisiologico ainda ndo ¢ totalmente
conhecido, despertando, ainda hoje, a curiosidade de muitos pesquisadores

(Kaysen, 2002).
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A albumina ¢ a mais abundante proteina plasmatica, perfazendo um total de
50% das proteinas totais do soro humano. Sua molécula ¢ formada por uma cadeia
de 584 aminodacidos, constituindo-se de um unico polipeptideo com massa
molecular em torno de 69 kDa, onde predominam o-hélices sustentadas e unidas
por 17 pontes dissulfeto (Doweiko & Nompleggi, 1991).

A albumina estd envolvida no transporte de uma ampla variedade de
substancias fisioldgicas: moléculas lipossoliiveis como os acidos graxos de cadeia
longa, hormonios como a tiroxina, o cortisol e a aldosterona e pequenos ions
como o calcio, o cobre, o niquel e o zinco. Muitas drogas também se ligam a
albumina, havendo competicao pelos seus sitios de ligagdo, tanto entre elas,
quanto entre as drogas e os acidos graxos de cadeia longa.

Na Figura 2.15 apresentamos um esquema da estrutura da albumina humana
(HSA), complexada com acidos graxos € com hemina. A albumina bovina tem

estrutura muito semelhante a humana.

Figura 2.15: Albumina humana complexada com acidos graxos e hemina (RCSB Protein
Data Bank, 109X).
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2.2.4

A nitrosilagao de Fe-porfirinas por gas NO

Muitos trabalhos tém sido publicados descrevendo a nitrosilagdo de
metaloporfirinas, em geral, ¢ de hemes, em particular, no estado férrico e ferroso
por gas NO (Nakagawa et al., 2003). Inclusive em 1999 foi publicado um artigo
de revisao (Cooper, 1999) relatando a grande afinidade e detalhando a ligagdo de
NO a hemes no estado ferroso, com constantes de associa¢do da ordem de 10° a
10" M. ONO aproxima-se da sexta posi¢ao de coordenac¢do do centro do heme
(no estado ferroso Fe™). Ao ligar-se entdo, pode desestabilizar a ligagio de um
ligante na quinta posicdo de coordenacdo. Ao fim da reagdo tem-se um heme
nitrosilado com Fe(Il) pentacoordenado (Fig. 2.16). Especialmente em proteinas,
nem sempre o enfraquecimento da ligacdo simétrica ao NO provoca sua ruptura e
o Fe(Il) nitrosilado continua hexacoordenado. Observando a Fig. 2.16, podemos

afirmar que uma molécula de NO ¢ suficiente para nitrosilar o heme ferroso.

/ NO NO NO
' L /
~
L L N

Figura 2.16
Ligacdo de NO a hemes no estado ferroso (Fe+2). Adaptado de (Cooper, 1999).

No caso de hemes no estado férrico ou Fe(Ill), NO também se liga
reversivelmente, mas a afinidade ¢ bem menor, com constantes de associa¢ao da
ordem de 10* a 10° M™" (Cooper, 1999). O processo de nitrosilagio que leva a
formacdo de NOFe(Il)-porfirina (nitrosilagao redutiva), no entanto, pode ser mais
complicado (Fig. 2.17). Em excesso de NO, a nitrosilagdo de porfirinas férricas
implica em redugdo para o estado ferroso com formac¢ao de NOFe(Il)porfirina. O
processo consome duas moléculas de NO por molécula de porfirina (Lim et al.,

2005; Hoshino et al., 1993), como representado na Fig. 2.17 e descrito a seguir.
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H,0 ou OH- Liga =
’ o rapidamente
Ve NO (gas) NO
H,0 NO _— +NO (gis)
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Figura 2.17

Esquema de ligacdo de NO gas a hemes no estado férrico (Fe+3).

Inicialmente, o heme férrico estd ligado a uma molécula de dgua na sexta
posi¢ao de coordenagdao. O atomo de NO que se aproxima e desloca H,O dessa
posi¢do de coordenagdo formando o complexo nitrosilado, que tem sido proposto
como NO Fe(Il)porfirina. O NO (provavelmente NO") ligado ao ferro no centro
do heme tem sua ligagdao quebrada por agua (hidroélise) ou pelo radical hidroxila,
deixando o heme no estado ferroso e produzindo NO, . Como a afinidade do NO
por hemes no estado ferroso ¢ muito grande, NO em excesso liga-se rapidamente
a elas, ocupando novamente a sexta posi¢ao de coordenagdo. A ligacdo ao atomo
de ferro no centro do heme ja reduzido (Fe'?) desestabiliza a ligacio na quinta

posicdo de coordenagdo.

AN
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2.3

Biomembranas e Micelas

2.31

Membranas biolégicas

A membrana plasmatica cumpre uma vasta gama de func¢des. A primeira, do
ponto de vista da propria célula é que ela da individualidade a cada célula,
definindo meios intra e extracelular. Ela forma ambientes tnicos e especializados,
cuja composi¢do e concentracdo molecular sdo conseqiiéncia de sua
permeabilidade seletiva e dos diversos meios de comunicacdo com o meio
extracelular. Além de delimitar o ambiente celular criando compartimentos para
moléculas, a membrana plasmatica representa o primeiro elo de contato entre os
meios intra e extracelular, transduzindo informagdes para o interior da célula e
permitindo que esta responda a estimulos externos.

Também nas interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular a
membrana plasmatica participa de forma decisiva. E, por exemplo, através de
componentes da membrana que células semelhantes podem se reconhecer para,
agrupando-se, formar os tecidos. A manuten¢do da individualidade celular, assim
como o bom desempenho das outras fun¢des da membrana, requerem uma
combinacdo particular de caracteristicas estruturais da membrana plasmatica. Ao
mesmo tempo em que a membrana precisa formar um limite estavel, ela precisa
também ser dinamica e flexivel. A combinacdo destas caracteristicas ¢ possivel

devido a sua composi¢do quimica.

Composicao quimica e estrutura da membrana plasmatica

As membranas celulares consistem de uma dupla camada continua de
lipidios, com a qual proteinas e carboidratos das mais diversas naturezas
interagem das mais diversas maneiras. Justamente a bicamada lipidica ¢ que
confere a0 mesmo tempo estabilidade e flexibilidade a membrana. Pode-se dizer
que os lipidios sdo os componentes que compdem a estrutura basica da membrana,

principalmente os fosfolipidios, totalizando 25% a 40% do total e as proteinas
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60% a 75%. Por isso, as membranas celulares sdo denominadas lipoprotéicas, pois

representam uma associagao entre lipidios e proteinas.

lipidios

Figura 2.18
Estrutura da membrana plasmatica, segundo o Modelo de Mosaico Fluido de Singer e
Nicholson, 1972 (adaptada de www.cropsci.uiuc.edu/classes/cpsc112/Topicpages/form-

function.cfm).

A molécula de lipidio possui caracteristicas estruturais necessarias para
formar uma bicamada estdvel, ainda que fluida. Ela é anfipatica, ou seja, possui
uma regido hidrofilica e caudas hidrofobicas. Enquanto que a regido hidrofilica
interage bem com a agua, altamente abundante nos meios intra e extracelular, a
regido hidrofobica apresenta repulsdo a agua. A tendéncia natural dessas
moléculas anfipaticas, de atingir um estado que seja energeticamente estavel e
termodinamicamente favoravel, faz com que elas se arranjem na forma de
bicamada. A estabilidade ¢, entdo, dada pela necessidade termodinamica do
proprio lipidio em manter suas regides hidrofilica e hidrofobica em posigdes
adequadas em relacdo a dgua. Dessa forma, se a bicamada lipidica sofrer um dano,

onde algumas moléculas sdo removidas, sua tendéncia natural ¢ a de se regenerar.
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Figura 2.19

Estrutura basica dos fosfolipidios. A regido polar contém o grupamento fosfato e
mudancas nesta estrutura caracterizam diferentes fosfolipidios. A regido apolar é uma
grande cadeia de acido graxos que podem variar de acordo com o fosfolipidio em
questao, mas sempre possuem uma ramificagao saturada e outra insaturada (adaptada

de www.home.earthlink.net/~dayvdanls/lecw4cells5.html).

Os lipidios se distribuem assimetricamente nas duas monocamadas lipidicas
e estdo em constante movimentagdo. Eles se movem ao longo do seu proprio eixo,
num movimento chamado rotacional e se movem lateralmente ao longo da
extensdo da camada. Estes dois movimentos ndo representam qualquer alteracao a
termodindmica natural da membrana e, portanto, ocorrem constantemente. Um
outro movimento chamado flip-flop, que consiste em mudar de uma monocamada
a outra, ¢ menos freqiiente, pois envolve a passagem da cabega polar (hidrofilica)
dentro da regido apolar (hidrofobica) da bicamada. A fluidez da membrana ¢
controlada por diversos fatores fisicos e quimicos.

Se os lipidios sdo as moléculas mais expressivas em termos de estrutura de
membrana, as proteinas o sdo em termos de funcdes. Considerando-se sua
interacdo com a bicamada lipidica, as proteinas podem ser classificadas como:
ancoradas, periféricas ou integrais. Naturalmente que as proteinas também
possuem caracteristicas estruturais que as permitem interagir com a bicamada

lipidica: algumas delas possuem regides polares e apolares, sendo também
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anfipaticas. Inimeras fun¢des sdo desempenhadas pelas proteinas de membrana:
elas comunicam célula e meio extracelular, servindo como poros e canais,
controlam o transporte i6nico, servem como transportadoras, realizam atividade
enzimatica e ainda podem ser antigénicas, eliciando respostas imunes.

Os carboidratos, que sdo exclusivamente encontrados na monocamada
externa de membranas plasmaéticas, interagem ora com proteinas (glicoproteinas),
ora com lipidios, formando uma estrutura denominada glicocalice. O glicocalice
desempenha inumeras fungdes que refletem, na verdade, fun¢des desempenhadas
por seus componentes. O glicocédlice ¢ importante na adesdo e reconhecimento

celular, na determinagdo de grupos sanguineos, entre outras fungdes.

2.3.2

Micelas, um modelo de membranas

Como vimos anteriormente, o estudo das membranas biologicas ¢
dificultado pela diversificada composi¢do, estrutura e funcionalidade que estas
apresentam. Entdo, torna-se extremamente util o uso de modelos mais simples,
que permitam uma investigacdo de alguns dos fenomenos relacionados a estas
complicadas estruturas.

Moléculas de surfactantes, ou detergentes, assim como os lipidios, sdo
moléculas anfifilicas, com caracteristica dual, parte hidrofébica e parte hidrofilica.
Elas exibem algumas caracteristicas fascinantes por causa da sua tendéncia de
associacdo quando em presenca de dgua ou de solventes apolares. A estrutura final
dos agregados supramoleculares ¢ microscopicamente ordenada, formando
micelas, bicamadas, microemulsdes e vesiculas (Fig. 2.20).

Estas estruturas sdo determinadas pela natureza do mondomero do
surfactante, pela natureza do solvente e também por possiveis ions vizinhos. Os
agregados de surfactantes constituem meios ordenados, que reproduzem a
habilidade organizacional das membranas (Fendler, 1986; Fuhrhop & Koning,
1994; Fendler, 1987). Uma vez formadas estas estruturas, ocorrerd a produgao de
um novo meio no qual razdes de reagdo, constantes de equilibrio, produtos
formados e parametros espectrais podem ser alterados (Pramauro & Pelizzetti,
1996; Medel, A. S. et al., 1993; Hinze, W. L 1979). Dentre os agrupamentos

organizados de surfactantes existentes, como os mostrados esquematicamente na
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Fig. 2.20, micelas e vesiculas sdo possivelmente os meios organizados mais

interessantes € os mais investigados.
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Figura 2.20
Representagdo esquematica de algumas estruturas organizadas de surfactantes (Medel
et al., 1999)

Micelas sdo estruturas microscopicamente organizadas formadas pela auto-
agregacao de moléculas anfifilicas. O modelo mais aceito para sua microestrutura
(Tanford, 1980) consiste de um ntcleo apolar, contendo as cadeias hidrofébicas,
circundado por uma camada polar (camada de Stern) formada pelos grupos
polares dos surfactantes, dissociados ou ndo, e algumas moléculas do solvente. A
penetracao de dgua nessa camada ¢ apreciavel.

Moléculas de surfactantes existem como mondmeros em solucdes muito
diluidas, mas quando sua concentragdo excede um determinado minimo (chamado
de concentracdo micelar critica, cmc), estes mondmeros associam-se
espontaneamente dando forma a agregados de dimensodes coloidais. Quando a
concentracdo de surfactante aumenta e atinge a concentragdo micelar critica, a
adi¢ao de novos mondmeros resulta na formag¢ao de novas micelas, de tal maneira
que a concentracdo de monOmeros permanece essencialmente constante e
aproximadamente igual a cmc. Isto é, as micelas estdo em equilibrio dindmico
com os monomeros dissolvidos do surfactante, que permanecem em uma

concentracdo aproximadamente constante apds a cmc ter sido alcangada.
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Figura 2.21

Estrutura da micela de SDS (simulagédo, www.psc.edu).

A principal razao que leva os mondmeros de surfactante a se associarem ¢ a
diminuicdo da area de contato entre as cadeias hidrocarbonicas do surfactante e a
agua (efeito hidrofobico). A formagdo do agregado, porém, leva o surfactante a
uma situacdo em que os grupos hidrofilicos (cabegas) estdo muito proximos,
gerando uma repulsdo eletrostatica que se opde ao processo de micelizagdo. Os
contraions desempenham entdo um papel fundamental: quando em concentragao
suficiente (proviniente da propria ioniza¢do do surfactante ou, ainda, adicionados
a solu¢do), blindam a carga do agregado, diminuindo o potencial elétrico e a
repulsdo entre as cabegas dos mondmeros. A camada difusa, que contém uma
distribuicao de ions positivos e negativos em concentragdes diferentes do "bulk",
¢ demominada de camada de Gouy-Chapman.

Micelas sdo capazes de solubilizar espécies de vdarios tamanhos e
polaridades, sendo esta variedade de espécies limitada pelo tamanho relativamente
pequeno das micelas (nimero de agregacao, que ¢ o nimero de mondmeros por

micela, podendo variar de 50 até 2000).
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A aplicagdo de ondas de ultra-som, em bicamadas lipidicas ou em
surfactantes sintéticos com cadeias de ramifica¢cdes duplas, pode formar estruturas
fechadas chamadas de vesiculas. A estrutura ¢ formagao de uma vesicula estao
ilustradas na Fig. 2.22. As vesiculas podem ser visualizadas como duas esferas
concéntricas de moléculas anfifilicas nas quais as seg¢des lipidicas estdo em
contato. Enquanto os grupos polares na superficie externa estdo em contato com a
fase aquosa "bulk", os grupos polares internos encerram uma fase aquosa interna.
As vesiculas apresentam algumas caracteristicas que as fazem potencialmente
uteis como meios ordenados. Apresentam também muitas vantagens sobre outros
tipos de meios organizados em algumas aplicagdes. Vesiculas sdo grandes
agregados (com o numero de agregagdo superior a 2500-3000 monomeros) e,
conseqiientemente, sdo capazes de solubilizar solutos de varios tamanhos. A
combina¢do do tamanho da vesicula com a diversidade estrutural, produzida pela
organiza¢do dos grupamentos polares e apolares, promove solubilizac¢do
especifica de solutos na vesicula.

Vesiculas, em geral, sio bem menos dinamicas que as micelas, ¢ formam
agregados mais estaveis. A dindmica de interagdo de solutos com as vesiculas ¢
controlada pela estabilidade cinética vesicular. Esta interacdo, responsavel pela
manutengdo de solutos no interior de vesiculas, ¢ bem maior do que nas micelas.
Enquanto o tempo de residéncia de uma molécula anfifilica em micelas ¢ da
ordem de mili-segundos, o tempo de residéncia nas vesiculas ¢ da ordem de
minutos ou horas (Fendler, 1986). Além disso, vesiculas oferecem um grande
numero de locais para solubilizacao de solutos, como ilustrado esquematicamente
na Fig. 2.23, que mostra como um soluto pode se acomodar em uma micela ou em

uma vesicula.
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Figura 2.22

Formacéao de vesiculas por sonicagao (ultra-som). (Medel et al., 1999)

Micela Vesicula

A soluto polar O~ soluto anfifilico

{73 soluto polar de mesmacarga > molécula hidrofébica
I> soluto polar de carga oposta

Figura 2.23
Comparacgao entre os sitios de solubilizagdo de diferentes analitos em micelas e

vesiculas. (Medel et al., 1999)
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Estruturas organizadas de surfactantes tém sido usadas em inUimeras

aplicacgoes cientificas, biotecnoldgicas, farmacéuticas e industriais.
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