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RESUMO

O conhecimento sobre membrana celular é de suma importancia ja que é ela que divide os
limites da célula separando o meio extracelular do meio intracelular, e responsavel pelo
transporte de substancias e € o alvo de estudo para desenvolvimento de técnicas e mecanismos
em diversas areas da ciéncia, incluindo sistemas de entrega de farmacos, sensores seletivos, etc.
Devido a fatores como diversidade celular, estrutura dindmica e metabolismo complexo,
dificultam o estudo da membrana, tornando-se necessario buscar alternativas para melhor
entender esse sistema. Nesse contexto surgem as Membranas Celulares Modelo, que séo
modelos de membrana criados para mimetizar a estrutura e composicdo presente nas
membranas celulares. As membranas modelo podem ser mimetizadas em diferentes estruturas
e com inimeras composicdes, o que permite aplicacdes com diferentes intuitos e com diferentes
técnicas para estudo e caracterizacdo, incluindo novos matérias, tecnologia de encapsulamento
em nanoescala para alimentos e medicamentos, sensores bioldgicos etc. Os estudos de interacdo
biofisica e bioguimica com membranas modelos € uma abordagem simples e eficaz de conhecer

e entender a dindmica das membranas celulares naturais.



ABSTRACT

Knowledge about the cell membrane is extremely important as it is what divides the boundaries
of the cell, separating the extracellular environment from the intracellular environment, and is
responsible for the transport of substances and is the target of study for the development of
techniques and mechanisms in various areas of Science, including drug delivery systems,
selective sensors, etc. Due to factors such as cellular diversity, dynamic structure and complex
metabolism, they make the study of the membrane difficult, making it necessary to seek
alternatives to better understand this system. In this context, Model Cell Membranes emerge,
which are membrane models created to mimic the structure and composition present in cell
membranes. Model membranes can be mimicked in different structures and with numerous
compositions, which allows applications with different purposes and with different techniques
for study and characterization, including new materials, nanoscale encapsulation technology
for foods and medicines, biological sensors, etc. Biophysical and biochemical interaction
studies with model membranes are a simple and effective approach to knowing and

understanding the dynamics of natural cell membranes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Membranas Celulares
A membrana celular é uma estrutura fundamental que divide os limites das células,
separando o meio extracelular do meio intracelular.! O primeiro modelo descrito para a
estrutura das membranas celulares foi proposto por Gorter e Grendel?, em 1925. Estes autores
propuseram gque a membrana é constituida por uma bicamada lipidica, composta por milhares
de moléculas lipidicas anfifilicas, ou seja, apresentam uma regido hidrofébica e uma regido
hidrofilica, mantidas juntas por interacdes hidrofdbicas entre suas cadeias carbonicas®3, como

mostra o Esquema 1.
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Esquema 1. Modelo de Membrana Celular proposto por Gorter e Grendel

Evidéncias sobre a permeabilidade e a tensdo superficial das membranas sugeriram
que elas eram mais complexas do que simples camadas lipidicas. Em 1935, Davson e Danielli
propuseram um modelo em que a bicamada fosfolipidica era coberta por camadas de proteinas,
tanto internamente quanto externamente, ligando-se as extremidades hidrofilicas dos
fosfolipidios (Esquema 2A). No entanto, esse modelo ndo conseguia explicar como moléculas
polares, como &gua, aminoacidos e monossacarideos, atravessavam a membrana, ja que uma
camada continua de fosfolipidios ndo permitiria sua passagem. Em 1954, Davson e Danielli
revisaram seu modelo inicial, sugerindo que a membrana celular possuia poros revestidos por
proteinas que formavam passagens hidrofilicas, permitindo a passagem de substancias polares,
enquanto as substancias ndo polares atravessavam diretamente a bicamada fosfolipidica

(Esquema 2B).4°
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Esquema 2. Modelos de Membrana propostos por Davson e Danielli

Em 1972, Singer e Nicholson® apresentaram uma nova hipotese para o modelo de
membrana celular. Com um estudo mais detalhado, propuseram o modelo do mosaico fluido
(Esquema 3), onde as proteinas e lipidios difundiam-se livremente no plano da membrana
celular. Esse modelo trouxe uma estrutura simples para a membrana e a partir dele foi possivel

realizar muitas outras descobertas na area.>"8
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Esquema 3. Modelo Mosaico Fluido



O conceito do modelo de membrana de mosaico fluido tem sido amplamente utilizado
para explicar muitos dos fendBmenos observados em membranas biologicas, embora ndo possa
explicar todos eles. Este modelo sugere que os componentes moleculares da membrana tém
liberdade lateral e rotacional, distribuindo-se aleatoriamente. Contudo, atualmente sabe-se que
essa mobilidade ndo é completamente irrestrita e que os componentes da membrana ndo sdo
distribuidos de forma aleatéria. Um novo modelo, denominado “modelo de mosaico estruturado
dinamicamente”, destaca-se por enfatizar o conceito de mosaicismo e n3o a fluidez®, ou seja,
este modelo traz a ideia de que determinadas regibes da membrana sdo formadas
propositalmente, dependendo da fungdo celular de cada uma delas, sendo assim, seus

componentes nao sdo dispostos aleatoriamente.

Na composi¢do da membrana plasmatica, os fosfolipidios formam uma bicamada onde
as partes ndo polares das moléculas lipidicas se orientam para o interior, enquanto oS grupos
polares se voltam para fora, interagindo com o ambiente aquoso de cada lado. Proteinas estéo
inseridas nessa bicamada, mantidas por interagdes hidrofébicas com os lipidios da membrana e
com dominios hidrofébicos nas préprias proteinas. A disposi¢do das proteinas na bicamada é
assimétrica, conferindo a membrana uma "lateralizacdo": os dominios proteicos expostos de
um lado sdo distintos dos expostos do outro lado, criando uma assimetria funcional. O mosaico
da membrana € fluido devido a predomindncia de interacbes ndo covalentes entre seus
componentes, permitindo que as moléculas lipidicas e proteicas se movam livremente

lateralmente no plano da membrana.

A hipétese dos “rafts” de membrana® (ou jangadas lipidicas) surgiu como forma de
explicar esta falta de homogeneidade da membrana lateral: prop6s que as interacBes entre
lipidios especificos (por exemplo, colesterol e lipidios saturados) no plano da membrana
conduzem a formacdo de membrana funcionalmente importante e regides relativamente
ordenadas que recrutam outros lipidios e proteinas®®, tudo isso dependendo da fungdo que a

célula ira desempenhar.

Os rafts sdo heterogéneos, dinamicos, enriquecidos com colesterol e esfingolipidios
(Esquema 4), que tém o potencial de formar dominios microscépicos, induzindo interacfes
proteina-proteina e proteina-lipidio.!* Esses dominios estdo presentes nos folhetos internos e
externos 1213 de uma membrana celular assimétrica, estio acoplados através dos folhetos e

formam plataformas para regulagio de processos celulares.!* Esse conceito foi apoiado por



observagdes de membranas modelo, que fornecem evidéncias claras de que certos lipidios

interagem preferencialmente uns com os outros, gerando dominios laterais em grande escala.*®
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Esquema 4. Membrana Lipidica com presenca de Raft (Fonte: Adaptado de Viruses, 2010, 1146-
1180, 2(5))'6

1.2 Composic¢éo das Membranas Celulares
As membranas sao consideradas complexos lipoproteicos, constituidos por proteinas,
lipidios e glicidios, com quantidades que variam de acordo com cada célula. Independentemente
de suas diferencas funcionais, todas as membranas biol6gicas tém uma estrutura fina de

moléculas de lipidios e proteinas, mantidas juntas por interacdes ndo covalentes.

As proteinas da membrana possuem uma variedade de composicGes e desempenham
diversas fungdes, podendo agir na estrutura, facilitar o transporte de substancias atraveés da
membrana ou servir de receptores de sinais moleculares. Quanto aos lipidios, predominam os
fosfolipidios, que sdo complexos lipidicos contendo um grupo fosfato, com uma extremidade
hidrofilica e outra hidrofébica. Em menor quantidade encontram-se o colesterol e 0s

esfingolipidios.'°

Como os lipidios s8o os componentes encontrados em maior quantidade nas
membranas celulares, e suas estruturas diferentes sdo responsaveis por alterar as propriedades
e funcBes das membranas, é importante que estes sejam descritos de uma maneira mais

detalhada. A bicamada lipidica fornece uma barreira funcional entre compartimentos



subcelulares e entre a célula e seu ambiente, porém essa funcdo de barreira ndo é suficiente para

explicar o enorme grau de diversidade estrutural dos lipidios.'’

Tanto a composi¢do quanto as diferencas estruturais dos lipidios afetam as
propriedades fisico-quimicas da membrana lipidica. Existem trés principais lipidios de
membranas denominados como glicerofosfolipidios (GPLs), esfingolipidios e esterois
(principalmente colesterol). Os glicerofosfolipidios sdo os mais abundantes na membrana
celular. Os acidos graxos presentes nos GPLs e esfingolipidios variam em comprimento da
cadeia e em namero de ligacGes duplas, assim como a posicao dessa ligacdo. A diversidade
quimica dos GPLs surge das combinacdes de dois acidos graxos, ligados na posicao sn-1, e uma

cabeca polar'®, como ilustrado no Esquema 5.

Cadeias acila Glicerol Cabeca Polar

Esquema 5. Estrutura geral dos GPLs

As posices sn-1 e sn-2 da estrutura do glicerol sdo esterificadas com &cidos graxos de
comprimento e grau de saturagdo variados. A posi¢do sn-3 restante € esterificada com acido
fosforico, que por sua vez é esterificado com um alcool. Dependendo da estrutura desse alcool,
diferentes tipos cabecas polares sdo formados, como mostra 0 Esquema 6 e, portanto, sdo

obtidos diferentes tipos de GPLs.°
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Esquema 6. Estrutura das diferentes cabecas polares dos GPLs.



Dependendo da estrutura do grupo polar e do pH do meio envolvente,
Fosfatidiletanolamina (PE) e Fosfatidilcolina (PC) sdo zwitterionicos, ou seja, possuem carga
neutra no pH fisiologico, enquanto Fosfatidilglicerol (PG), Fosfatidilinositol (PI),
Fosfatidilserina (PS), e Acido Fosfatidico (PA) terdo carga negativa nesse mesmo pH.*%% As
informagdes dos nomes, abreviacgdes e carga em pH 7 estdo sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1. Informacdes sumarizadas sobre os tipos de GPLs.

PE Fosfatil Etanolamina Neutra
PS Fosfatil Serina Negativa
PC Fosfatilcolina Neutra
PG Fosfatilglicerol Negativa
Pl Fosfatil Inositol Negativa
PA Acido Fosfatidico Negativa

A segunda classe de lipidios presentes nas membranas celulares s&o os esfingolipidios,
que possuem estrutura semelhante aos glicofosfolipidios, com exce¢do do glicerol que é
substituido por esfingosina, como mostra o Esquema 7. O esfingolipidio mais comum ¢é a
esfingomielina (SM), que possui uma calda acila ligada ao grupo amino e um grupo
fosfatilcolina (PC) ligado ao grupo hidroxila terminal.?%2! Esses componentes conferem maior

hidrofobicidade ao ntcleo da bicamada lipidica.®

Esfingosina Cabeca Polar

Acido Graxo

Esquema 7. Componentes de um esfigolipidio baseado na estrutura da esfingomielina (SM).

Os esterdis sao a terceira classe de lipidios presentes na membrana celular, com uma
estrutura de anel esteroide rigido ligada a um uUnico grupo hidroxila polar e uma deia de
hidrocarbonetos ndo polar. O principal esteroide presente em animais € o colesterol, sua

estrutura é mostrada no Esquema 8.
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Esquema 8. Estrutura da molécula de colesterol.

O colesterol € anfipatico e hidrofobico e, portanto, é frequentemente intercalado entre
moléculas de fosfolipidios na membrana e fornece estabilidade & mesma.?* A presenca de
colesterol promove o empacotamento das cadeias lipidicas e a formacéo da bicamada?, além

de modular a fluidez e rigidez da membrana.?*

Embora a estrutura da bicamada lipidica seja estavel, suas moléculas individuais de
fosfolipidios tém muita liberdade de movimento, dependendo da temperatura e da composicao
lipidica. Abaixo de temperaturas fisiologicas normais, os lipideos formam um estado liquido
ordenado (L,) onde os grupos polares das cabegas sdo arranjados uniformemente na superficie,
e as cadeias acila quase ndo apresentam movimentos. Acima de temperaturas fisiologicas
cadeias individuais de hidrocarbonetos de &cidos graxos estdo em movimento constante
produzido pela rotagdo em torno das ligagGes carbono-carbono das cadeias laterais acil e pela
difusdo lateral de moléculas lipidicas individuais no plano da bicamada, esse é o estado liquido
desordenado (Lg). As células regulam sua composi¢éo lipidica para conseguir uma fluidez de
membrana constante sob varias condi¢bes de crescimento. Isso € presumidamente essencial
para a funcdo de muitas proteinas — enzimas, transportadores, receptores — que atuam dentro da

bicamada lipidica.?®

A complexidade da estrutura celular, juntamente com a natureza altamente dindmica
da membrana lipidica faz com que seu estudo seja dificultado. Portanto, sistemas de membrana

artificial miméticos, que imitam a bicamada lipidica natural, foram desenvolvidos.

2. OBJETIVOS

Realizar uma reviséo de literatura abordando os principais conceitos envolvendo as

membranas celulares modelo e algumas técnicas em que podem ser aplicadas.



3. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo bibliografica ira elucidar os principais conceitos envolvidos com as
membranas celulares modelo e apresentar técnicas em que as membranas celulares modelo

podem ser aplicadas.

3.1 Membranas Celulares Modelo
Membranas Celulares Modelo séo sistemas nos quais a organizacgdo lipidica imita o
arranjo de lipidios de membranas celulares naturais. Bicamadas Lipidicas Suportadas (SLBs),
monocamadas lipidicas e lipossomos sdo amplamente utilizados como membranas lipidicas

modelo.®

3.1.1 Lipossomos

Lipossomos sdo vesiculas lipidicas esféricas com um compartimento aquoso interno.?®
Existem trés tipos de lipossomos que sdo classificados de acordo com seu
tamanho, como mostra o Esquema 9: SUVs sédo vesiculas pequenas (do inglés, small unilamelar
vesicles) com tamanhos de 20-50nm, LUVs sdo vesiculas grandes (do inglés, large unilamelar
vesicles) com tamanhos de 50-100nm e as GUVs sdo vesiculas gigantes (do inglés, giant
unilamelar vesicles) com tamanhos de 10-100um. GUVs sdo proximos ao tamanho real da
célula.® Por outro lado, se muitas bicamadas aprisionam umas as outras em solugdo aquosa,
elas sdo chamadas de vesiculas multilamelares (MLVs, >0,5 um, >5 bicamadas). Portanto, é
possivel estudar os efeitos das barreiras de permeabilidade da membrana e da curvatura.
Dispersdes de vesiculas dao acesso a medicdo de propriedades de conjunto (por exemplo,

propriedades termodinamicas e estruturais).?’
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Esquema 9. Esquema ilustrando as SUVs, LUVs e GUVs



Os lipossomos sdo compostos principalmente de fosfolipidios, moléculas anfifilicas
que tém uma cabeca hidrofilica e duas cadeias hidrofébicas apolares. Quando os fosfolipidios
sdo dispersos em solugdes aquosas, devido a sua natureza anfipética, eles tém uma forte
tendéncia a formar membranas.? Por um lado, suas cabegas polares preferem interagir com o
ambiente aquoso; por outro, suas longas cadeias alifticas apolares promovem a interagdo umas
com as outras. Em solucdo aquosa, essas propriedades duais favorecem a formacao de duas
camadas lipidicas. As cadeias hidrofobicas de cada camada ficam de frente uma para a outra e
constituem um compartimento interno lipofilico que atua como uma barreira de
permeabilidade, tanto para dentro quanto para fora. As interagdes hidrofdbicas estdo por trés da
formacdo dessas bicamadas lipidicas, e as forcas de van der Waals mantém as longas caudas de
hidrocarbonetos juntas, fortalecendo assim essa arquitetura. Por fim, as ligacGes de hidrogénio
e as interacdes polares entre as moléculas de agua do ambiente aquoso e as cabecas polares dos
lipidios estabilizam essa organizacdo. A organizacdo final dos lipidios depende de sua natureza,

concentracéo, temperatura e forma geométrica.?®

Existem muitos métodos diferentes para a preparacdo de lipossomos. A escolha do
método apropriado depende de varios fatores: 1) as caracteristicas fisico-quimicas dos
componentes do lipossomo; 2) a toxicidade e a concentracdo da substancia carregada; 3) o tipo
de meio no qual os lipossomos sdo dispersos; 4) os processos adicionais durante a
aplicacdo/entrega dos lipossomos; 5) o tamanho e a meia-vida desejados para a aplicagcdo bem-
sucedida; e 6) os custos, a reprodutibilidade e a aplicabilidade em relacdo a producéo em larga

escala para fins clinicos e questdes relevantes para boas praticas de fabricaco.?®3!

Uma das técnicas mais amplamente utilizadas para a preparacdo de fabricacdo de
lipossomos €é a hidratacdo de pelicula fina ou método Bangham.?®3? Resumidamente, esse
método envolve a dissolucdo do lipidio em um solvente organico, a evaporacdo do solvente e a
dispersdo do filme lipidico obtido em meio aquoso. Esse método produz MLVs grandes e ndo

homogéneos que exigem processos de sonicacdo ou extrusdo para serem produzidas LUVS.

As membranas modelo de lipossomos sdo altamente adequadas para a investigacao da
permeabilidade de drogas e sistemas de administracdo de drogas e permitem o uso de varias
técnicas espectroscopicas, como fluorescéncia e espectroscopia Raman, para estudar interacdes
biofisicas.® A Figura 1 mostra exemplo de um experimento de fluorescéncia, onde foi estudada
a interacédo de diferentes composi¢des de membranas modelo do tipo LUV, com um complexo
de ruténio. Os resultados mostram aumento da intensidade de emissdao do complexo, com o

aumento da concentracdo das LUVSs, indicando que ocorre interacdo entre eles.
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Figura 1. Espectros de emissdo de um complexo de Ruténio na auséncia (azul) e presenca das seguintes
composicoes lipidicas (A) POPC, (B) POPC:CHOL e (C) SM:CHOL, nas concentra¢bes de 50 uM
(verde), 200 uM (roxa) e 400 uM (laranja).

GUVs sdao modelos de membrana particularmente Uteis porque sdo grandes o
suficiente para serem estudados individualmente em um microscépio visual.?”3* Nos Gltimos
anos, GUVs se estabeleceram como um modelo-chave e laboratorio versatil para responder a
uma infinidade de questdes de membrana, principalmente em relacdo a formacao de dominio.
Vale ressaltar que analogos especiais de lipidios fluorescentes, como laurdan e prodan, podem
ser usados como sondas espectroscopicas simultdneas que ndo apenas revelam a estrutura
lateral, mas também aspectos da ordem da cadeia lipidica. 1sso é de particular importancia para

questdes sobre a ordem de dominios relacionados a balsas de membrana.3*%

A Figura 2 mostra exemplos do tipo de informacao que a microscopia de fluorescéncia
pode revelar com a utilizacdo de GUVs como objeto de estudo. Nesse caso, temos a interacdo
de um complexo de ruténio que possui carga positiva, com membranas modelo do tipo GUVs
que apresentam carga neutra (POPC - 1-palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphocholine) e
negativa (POPG - 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)). Observa-se
que a interacdo ocorre de maneira mais intensa com os lipossomos negativos, indicando um

tipo de interacao eletrostatica.
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Figura 2. Imagens de GUVs de lipidio POPC e POPG na presenca de complexo de ruténio

A Figura 3 mostra outro tipo de informagdo que pode ser obtida através de microscopia
de fluorescéncia utilizando-se GUVs compostas pelos lipidios POPC e DOPG (1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)). Nesse caso, chegou-se a observacdo de que o
complexo de ruténio presente em solucdo, quando irradiado, levava a formacdo de oxigénio

singleto, que em contato com os lipossomos, causa a formacgéo de poros na membrana.

POPC:DOPG POPC:DOPG POPC:DOPG
Controle
(Campo claro) (Campo claro) (Fluorescéncia)

Escuro

hirr 490 nm

Figura 3. Imagens de GUVs de composic¢do lipidica de POPC e DOPG na presenca de complexo de
ruténio

Devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, os lipossomos foram o
primeiro sistema de administracao de farmacos aprovado para fins clinicos. Apesar de sua longa

historia no campo da pesquisa e desenvolvimento, ainda ha problemas ndo resolvidos que

limitam seu resultado terapéutico final .2

Os lipossomos constituem uma ferramenta valiosa com a qual estudar muitos
problemas de estrutura e funcdo de membrana, assim como utiliza-las para estudos de outros

tipos de compostos. Com a possibilidade de se incorporar proteinas, enzimas ou &cidos
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nucleicos nesses modelos, elas constituem um passo importante em dire¢do a uma verdadeira

réplica in vitro de membranas de sistemas vivos.?®

3.1.2 Bicamada Suportada

As SLBs sdo bicamadas lipidicas formadas em suportes sélidos, como mostra o
Esquema 10. A vantagem das bicamadas é que elas podem ser manipuladas e visualizadas em
microscépios de fluorescéncia e de forca atdbmica, permitindo a visualizacdo da sua estrutura

lateral nas escalas de nandmetros a micrémetros.

Esses sistemas de membrana modelo normalmente permitem apenas a investigacao de
interacbes com grupos de cabeca lipidica. Mudancas na estrutura, morfologia e quimica de
superficie de SLBs apo0s interagdo com medicamentos ou sistemas de administracdo de
medicamentos podem ser investigadas usando varias técnicas, como espalhamento de raios X,
microscopia eletrénica de varredura, microscopia de forca atbmica (AFM), microscopia
eletrbnica de transmissdo, ressonancia infravermelha de transformada de Fourier (FTIR) e

espectroscopia de fotoelétrons de raios X.3

_ Bicamada
lipidica

Suporte Sélido

| Bicamada
lipidica

| Suporte Sélido

Esquema 10. Diagrama esquematico de Bicamada Lipidica Suportada

As variedades de substratos capazes de suportar bicamadas fosfolipidicas sdo um tanto
limitadas. Para suportar uma membrana de alta qualidade (ou seja, poucos ou nenhum defeito
e alta mobilidade lipidica), a superficie deve ser hidrofilica, lisa e limpa. Os melhores substratos

sdo silica fundida,®3" vidro borossilicato, 3-8 mica3®° e silicone oxidado.3®

Existem trés métodos gerais para a formagdo de bicamadas fosfolipidicas suportadas
em suportes planares. O primeiro método envolve a transferéncia de um folheto inferior de
lipidios da interface ar-agua pela Técnica de Langmuir-Blodgett. Isso é seguido pela

transferéncia de um folheto superior pelo procedimento de Langmuir—Schaefer, que envolve
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mergulhar horizontalmente o substrato para criar a segunda camada®®. Um segundo método de
formacéo de bicamada suportada é a adsorcdo e fusdo de vesiculas de uma suspensdo aquosa
para a superficie do substrato.***2 Além disso, uma combinacéo dos dois métodos pode ser
empregada primeiro transferindo uma monocamada por meio da técnica de Langmuir—Blodgett

seguida pela fusdo de vesiculas para formar a camada superior.*44

Cada um dos trés metodos de deposicdo tem suas vantagens e desvantagens
particulares.** Este método é Gtil para a formacdo de bicamadas assimétricas, no entanto, é
dificil, se ndo impossivel, incorporar proteinas transmembrana na bicamada lipidica com esta
técnica porque, antes da transferéncia, por¢des das proteinas dentro da monocamada sao

expostas ao ar e podem tornar-se irreversivelmente desnaturadas. >4

A adsorcdo e fusdo de pequenas vesiculas unilamelares (SUVs) é um dos meios mais
faceis e versateis para formar bicamadas fosfolipidicas com suporte sélido (Esquema 7). A
incorporacdo de proteinas transmembrana em SUVS requer um processo mais suave, como a
remocao de detergente por meio de dialise.*>*® Os fatores que afetam a adsorcdo e fusio de
SUVs a suportes solidos incluem: a composi¢do da vesicula, tamanho, carga da superficie,
rugosidade da superficie, limpeza da superficie, pH da solugdo, forca idnica e a pressao
osmética das vesiculas.*”*® O processo comega com a adsorcio de vesiculas da solugdo em
massa no substrato. Nos estagios iniciais, os SUVs podem se fundir uns com os outros.*® As
vesiculas entdo se rompem e se fundem ao substrato formando bicamadas planas suportadas em

um processo que depende da quimica dos lipidios individuais.3®44

Suporte Sélido

Adsorcao
e Fusao
Suportég‘élida )
Ruptura
; i Suporfé .Sv(b'v)rivido e ’
Formacao
da SLB

[ Suporte Sélido |

Esquema 11. Diagrama esquematico da formacdo Bicamada Lipidica Suportada pelo método de
adsorcéo de vesiculas
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Uma combinacdo de transferéncia de monocamada de Langmuir—Blodgett e fusdo de
vesiculas também pode ser usada para formar bicamadas de fosfolipidios suportadas.*® Este
método envolve a fusdo de SUVs a uma monocamada pré-depositada de fosfolipidios. Este
método é altamente eficiente para a formagcéo de bicamadas assimétricas*® e para a incorporagéo

de proteinas transmembrana em bicamadas solidas suportadas.*+>°

A principal vantagem em usar suportes solidos é claramente um aumento na robustez
e estabilidade da membrana da bicamada fosfolipidica. Quase igualmente importante é a
capacidade de sondar interacdes que ocorrem na superficie da membrana com técnicas
analiticas poderosas que sao especificas da superficie (por exemplo, microscopia de forca
atdbmica, microbalanca de cristal de quartzo, ressonancia plasmonica de superficie,
espectroscopia de frequéncia de soma vibracional, etc.). Enquanto as bicamadas fosfolipidicas
suportadas por sélidos sdo um tanto limitadas em termos de compatibilidade com o substrato,
sua principal desvantagem é que a membrana suportada néo é verdadeiramente desacoplada do
substrato subjacente. De fato, o sistema pode ndo impedir que proteinas transmembrana
interajam desfavoravelmente com o substrato subjacente. Tais interacBes com a superficie

podem fazer com que proteinas na membrana se tornem imdvel e prejudiquem sua fungdo.**

Bicamadas suportadas com e sem proteinas de membrana incorporadas oferecem
novas oportunidades para estudar varios dos aspectos das membranas biologicas. Por causa de
sua geometria plana e estabilidade fornecida pelo suporte sélido, a difusdo lateral dos
componentes da membrana pode ser medida de forma direta por recuperacédo de fluorescéncia
apos fotobranqueamento (FRAP) ou rastreamento de particulas unicas (SPT). Sabe-se desde o
inicio das bicamadas suportadas que as transicdes de fase dos lipidios sdo preservadas nesses
sistemas, conforme evidenciado por mudancas abruptas nos coeficientes de difusdo lateral e
mudancas morfoldgicas.>! Separaces de fase laterais entre as fases L, e Lq € assimetria lipidica

podem também ser convenientemente estudadas em bicamadas suportadas.%°1-2

As bicamadas suportadas continuam a contribuir para a compreenséo atual do efeito
do colesterol em misturas lipidicas complexas. Estruturas secundarias e orientacfes de
elementos de estrutura secundaria de proteinas de membrana e peptideos ligados a membrana
sdo convenientemente medidas por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier polarizada (FTIR) em bicamadas suportadas.> Mais recentemente, interacdes hélice-
hélice de proteinas de sinalizagdo foram medidas em membranas suportadas.> Outra area em
que bicamadas suportadas oferecem vantagens distintas s&o os estudos da cinética da ligacdo

do ligante aos receptores ligados & membrana.>® Membranas suportadas também foram usadas
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com sucesso para medir a fusdo de vesiculas mediada por proteina, por exemplo na entrada do

virus.51:%6

3.1.3 Monocamada

As monocamadas lipidicas sdo modelos simples de membranas lipidicas.
Monocamadas lipidicas podem ser formadas na superficie de agua/tampdo usando um
equilibrio de filme de Langmuir. No sistema de modelo de Langmuir, varios pardmetros como
composigdo lipidica, subfase e temperatura podem ser escolhidos para imitar condigdes
biolégicas.®”*® Além disso, monocamadas lipidicas sdo sistemas bidimensionais muito bem

definidos, estaveis e homogéneos com geometria planar.®

A vantagem de tais modelos é que eles podem sem facilmente estudados e
manipulados. Pode ser facilmente investigada por varias espectroscopias, como microscopia de
fluorescéncia. Vale ressaltar que as monocamadas lipidicas em interfaces de ar-agua séo bons
modelos para investigar, em um ambiente bem definido, as interacdes entre os lipidios das
membranas celulares e varios agentes que sdo ativos nas membranas, como solutos, drogas ou

enzimas.?’

Monocamadas de Langmuir sdo camadas monomoleculares de uma dada molécula
ativa formadas na interface liquido/ar. Os estudos de monocamadas de Langmuir sdo
direcionados para a determinacdo de estruturas de monocamada bem como para a analise das
interacbes entre monocamadas anfifilicas na interface ar/liquido e compostos selecionados
dissolvidos na subfase. A metodologia consiste no espalhamento de um material anfifilico em
uma interface ar/agua. Para a formacao das monocamadas de Langmuir um volume definido do
lipidio selecionado diluido em um solvente organico volatil (geralmente cloroférmio) é
espalhado na superficie da agua. Apos a evaporac¢do do solvente organico em escalas de tempo
de minutos, a cabeca polar do lipidio fica em contato com a subfase liquida, e as cadeias de
hidrocarbonetos apolares se direcionam para o ar. Na sequéncia a monocamada de Langmuir é

comprimida para determinados valores de area por molécula.>®5!

A maneira mais comum de caracterizar as monocamadas de Langmuir é obter a
isoterma pressdo-area superficial (n-A). As mudancas na tensdo superficial da interface
ar/liqguido sdo monitoradas por uma microbalanca de placa de Wilhelmy que mede a
pressdo do sistema pelo método de Wilhelmy.>*® O sensor de pressdo mede a pressdo de

superficie (m). A pressao superficial da medida (m) ¢ definida como a diferenca entre a
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tensdo superficial de uma subfase na auséncia do composto selecionado (yo) e na presenga

da monocamada (y), conforme a Equacédo 1.

A pressdo minima € zero e a maxima é em torno de 73 mNm? (a 25 °C), que

corresponde a tensdo superficial da d&gua pura se a monocamada for estavel.

T=Yo—Y (Eq. 1)

Uma representacdo genérica de uma isoterma de Langmuir e da ordenacdo das
moléculas lipidicas durante a formacdo da monocamada pode ser vista no Esquema 12. Com o
fechamento das barreiras mdveis e compressao da monocamada, os lipidios vao se organizando,
sempre mantendo a cabeca polar na agua e a parte apolar para fora. Com o0 aumento da pressao
a monocamada passa por uma transicdo da fase gasosa (G) para uma fase mais condensada,
chamada de fase liquida ou fase gel (L1 e L2). Em baixa densidade de moléculas na superficie,
a monocamada lipidica se comporta como um gas bidimensional e a interacdo entre os lipidios
é quase inexistente devido a grande distancia molecular média entre as moléculas e com o
aumento da densidade de moléculas os lipidios comecam a interagir, resultando em uma fase

mais condensada em com maior organizagao.®

Monocamada

Barreira <
N

Aumento da
Pressao

Area Molecular Média

Esquema 12. Representacdo genérica de uma Isoterma de Langmuir e organizagdo lipidica lateral.

Quando uma molécula interage com a monocamada lipidica, ela podera se inserir em
diferentes locais dependendo de suas propriedades. A molécula pode interagir na superficie do
liquido, com as cabecas polares, ou na superficie da camada polar. Além disso, uma molécula

anfipatica pode também assumir um sitio no meio da monocamada lipidica.%?
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O estado fisico e as transicbes de fase de uma monocamada de Langmuir sdo
classificadas de acordo com a pressdo responsavel pela reducdo de area, esse parametro é
conhecido com Mddulo de Compressibilidade da Superficie (Cs™) e pode ser calculado pela

Equagdo 2.51.6364

Cs™1=-A (Z—D (Ea. 2)

O mddulo de compressibilidade reflete 0 empacotamento da monocamada, quanto
maior seu valor, menos compressivel € a monocamada. A Figura 4 mostra uma isoterma de
pressdo superficial para o lipidio DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine),
indicando as fases possiveis para esse lipidio.®®
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Area por molécula (4%
Figura 4. Isoterma de pressao superficial de monocamada de DPPC, com representacdo das fases.

Na fase gasosa as temos a monocamada muito expandida, caracterizada por valores de
Cs* proximos de 0 mN/m. Durante o processo de compressdo, as moléculas da monocamada
se aproximam e as interacOes entre elas ficam mais fortes. Na fase liquido expandido (LE), o
valor de Cs™ estdo entre 0 e 50 mN/m e para a fase liquido condensado (LC) os valores est&o
entre 100 e 250 mN/m. Como observado na Figura 4, a isoterma do lipidio DPPC possui uma
regido de transicdo de fase (LE-LC) que se apresenta de forma caracteristica no decorrer da
isoterma. Essa mesma transi¢ao pode ser observada no grafico do médulo de compressibilidade
em funcdo da pressdo superficial (Figura 5), com o surgimento de um minimo no curso da

funcéo, dividindo o grafico em dois maximos que correspondem as fazes LE e LC.%3 %
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Figura 5. Dependéncia do modulo de compressibilidade em funcdo da pressdo superficial para

monocamada de DPPC

Outro parametro muito utilizado em medidas envolvendo monocamadas de Langmuir
é o Potencial de Superficie. O potencial de superficie (4V) pode ser definido como a diferenca
de potencial entre uma superficie aquosa recoberta com o filme de Langmuir e uma superficie
sem a monocamada. Esse potencial ird depender da distribuicao de cargas ao longo da superficie
e sera proporcional ao momento de dipolo na interface. Devido as polaridades distintas no meio
onde os dipolos estéo inseridos, a monocamada foi tratada como um capacitor de trés camadas,
como ilustrado no Esquema 13, onde cada camada de dipolos esta localizada em um meio com
determinada constante dielétrica, sendo assim o sistema é dividido em trés partes, a regiao
hidrofdbica, a regido hidrofilica e a subfase®® e uma alteracio em alguma dessas camadas
poderd mudar o potencial da superficie. A Figura 6, apresenta a curva de potencial de superficie
para o lipidio DPPC, observa-se um significativo aumento do potencial de superficie no
momento em gque a monocamada comega a se comprimir, pois as moléculas de lipidio comecar

a interagir e se organizar.

Regido hidrofobica

Regido hidrofilica

Subfase

Esquema 13. Modelo para explicar o potencial de superficie da monocamada, onde a monocamada é
tratada como um capacitor de trés camadas.
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O potencial de superficie tende a aumentar conforme a monocamada é comprimida,
devido & uma maior organizacgdo da orientacdo nos dipolos.®%% Para fosfolipidios, acredita-se
que as os momentos de dipolo dos grupos ésteres da glicerina séo os que mais contribuem para

o potencial resultante do sistema.®3
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Figura 6. Isoterma de Potencial de Superficie para o lipidio DPPC

Além das mudancas envolvendo a pressdo superficial, mudancas na morfologia
lipidica na interface ar-dgua podem ser estudadas pela microscopia de angulo de
Brewster.%”%Este método permite o estudo in situ das monocamadas bidimensionais de
Langmuir na interface ar-agua. A técnica ndo usa compostos de sonda ou quaisquer outras
modificacGes para amostrar para investigacdo; portanto, garante que a monocamada sob

investigacdo esteja em seu estado original 2

Investigar as interacdes em nivel molecular em monocamadas de Langmuir é uma das
tarefas mais desafiadoras de se realizar; ainda assim, somente com esse tipo de informacao é
possivel determinar os mecanismos responsaveis pela acdo de adsorcdo de moléculas
biologicamente relevantes. As espectroscopias vibracionais se tornaram possiveis desde que
métodos e instrumentacdo foram melhorados para medir os sinais intrinsecamente fracos de
uma unica camada de moléculas. Uma das técnicas utilizadas € a espectroscopia de absor¢éo e

reflexdo infravermelha modulada por polarizagio (PM-IRRAS).%3

As bandas no sinal PM-IRRAS dependem da orientacdo do momento dipolar de
transicdo de um dado grupo funcional. Acidos graxos e fosfolipidios com grupos metileno
orientados paralelamente a interface geralmente ddo bandas proeminentes no PM-IRRAS.®

Duas dessas bandas sdo mais exploradas, aquelas relacionadas ao alongamento assimétrico e
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simétrico de CHa, cujos picos estdo localizados em 2920 e 2950 cm™?, respectivamente. A
ordenagio das cadeias pode ser inferida da razdo das intensidades das bandas.” A posicdo da
banda varia com temperatura e empacotamento molecular, e um aumento no nimero de onda é
observado para uma desordem aumentada.”"?> Além de informacGes sobre a orientagdo do
momento dipolar de transicdo, é possivel obter dos espectros PM-IRRAS evidéncias sobre
interac6es moleculares, como ligagcdes de hidrogénio, interacfes eletrostaticas e desidratacdo
de grupos polares. De particular relevancia séo as bandas de alongamento de carbonila (1700-
1750 cm™?) e fosfato (1000-1300 cm™2), que geralmente sdo afetadas por moléculas vindas da

subfase aquosa e hidratacdo dos grupos polares, incluindo ligacGes de hidrogénio.® "

Os modelos de membrana tém servido em muitos casos como propulsores na
percepc¢do da biofisica e bioquimica da membrana lipidica em aplicacGes tecnoldgicas, seja no
design de novos materiais funcionais, tecnologias de encapsulamento em nanoescala para

alimentos e medicamentos, sensores e tecnologia viva.?’

4. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos de interagdo biofisica com membranas modelo fornecem uma abordagem
simples, porém eficaz, para entender o papel dos lipidios de membrana em diversas fungdes em
que atuam. Com melhor entendimento dos mecanismos de interacdes, estudos de interacdo
biofisica com membranas modelo podem fornecer uma abordagem eficiente para descoberta e

desenvolvimento de novos mecanismos que envolvam membranas celulares.
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