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SIMULATION OF ELECTRON PARAMAGNETIC RESONANCE (EPR) SPECTRA USING THE NON-LINEAR LEAST
SQUARES PROGRAM NLSL. EPR users often face the problem of extracting information from frequently low-resolution and
complex EPR spectra. Simulation programs that provide a series of parameters, characteristic of the investigated system, have been

used to achieve this goal. This work describes the general aspects of one of those programs, the NLSL program, used to fit EPR

spectra applying a nonlinear least squares method. Several motion regimes of the probes are included in this computational tool,
covering a broad range of spectral changes. The meanings of the different parameters and rotational diffusion models are discussed.
The anisotropic case is also treated by including an orienting potential and order parameters. Some examples are presented in order

to show its applicability in different systems.
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INTRODUCAO

A Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) tem sido larga-
mente utilizada no estudo ndo somente de espécies intrinsecamente
paramagnéticas, tais como metaloproteinas e metaloporfirinas, mas
também de radicais livres intermedidrios formados em reacdes bio-
quimicas. Muitas aplica¢des encontram-se descritas nos varios vo-
lumes da série Biological Magnetic Resonance, dedicada a resso-
nancia magnética em geral, que abrange RPE e RMN (ressonancia
magnética nuclear), editada por Berliner e Reuben, na qual os traba-
lhos relacionados nos volumes dedicados a RPE servem para dar
uma boa idéia da contribuicdo desta técnica ao estudo de sistemas
biolégicos'. Entretanto, grande parte dos sistemas biolGgicos de in-
teresse ndo apresenta centros paramagnéticos, tornando-se necessd-
ria a utilizagdo de sondas especificas, usualmente conhecidas como
marcadores de spin. Estas sondas sdo amplamente empregadas devi-
do a grande sensibilidade do espectro de RPE a sua mobilidade, bem
como a extraordindria estabilidade quimica do fragmento paramag-
nético (radical nitréxido), mesmo quando submetido a condigdes
extremas de pH e temperatura. Ambos os fatores explicam porque os
radicais nitroxidos, desde o seu desenvolvimento ha mais de 30 anos,
tém sido uma importante ferramenta em muitos estudos de Bioffsica,
especialmente de membranas e proteinas'~.

Os espectros de RPE podem ser descritos, em termos da dinami-
ca dos marcadores de spin, por trés tipos de regime de movimento:
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rdpido (“fast-motion”), lento (“slow-motion”) e limite rigido (“rigid
limit”). O regime de movimento lento compreende situagdes em que
os marcadores de spin apresentam tempos de correlacdo rotacional
no intervalo entre 10° e 10 s. Esta faixa engloba sistemas em que os
radicais nitréxidos estdo presentes em fluidos de fase ordenada tais
como cristais liquidos e membranas bioldgicas, ou mesmo quando
ligados a macromoléculas. Andlises dos espectros de RPE baseadas
nas relacdes de intensidade dos picos tém sido realizadas como me-
didas muito aproximadas da mobilidade do marcador de spin®. Por
outro lado, avancos na simulacdo de espectros de RPE tém permiti-
do monitorar em detalhes as mudancas que ocorrem nas proprieda-
des do movimento dos marcadores de spin, mostrando aspectos di-
namicos interessantes do sistema em estudo, os quais ndo sao aces-
siveis por outras técnicas espectroscépicas. Entretanto, as andlises
dos espectros neste regime de movimento sdo dificultadas uma vez
que o movimento da molécula em estudo ou a prdpria dindmica da
sonda pode produzir formas de linhas irregulares e complicadas, re-
querendo uma simulagdo espectral detalhada para extrair as infor-
magdes desejadas. Um outro agravante diz respeito a relagdo indire-
ta entre os parAmetros fisicos e a propria forma do espectro. Como
conseqiiéncia, € inevitdvel um aumento na demanda computacional
para os problemas envolvendo este regime de movimento, requeren-
do a solucdo de intimeras equagdes matriciais para o cdlculo de um
simples espectro.

O presente trabalho aborda os aspectos gerais do programa
NLSL (“Nonlinear Least-Squares”) utilizado na simulag@o dos es-
pectros de RPE de marcadores de spin nos varios regimes, em par-
ticular no de movimento lento*. O emprego desta ferramenta para
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diferentes modelos de difusao rotacional € discutido, assim como
uma interpretacdo detalhada dos coeficientes do potencial de
reorientacio e dos parametros de ordem para radicais nitréxidos
em um meio anisotrépico. Além disso, alguns exemplos também
sdo apresentados, demonstrando o grande potencial de aplicagao
do programa em diferentes tipos de sistemas biolégicos.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais utilizados

A proteina albumina de soro bovino (BSA) e o surfactante N-
hexadecil-N,N, dimetil-3-3amonio-1-propano sulfonato (HPS) fo-
ram adquiridos da Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA) e pre-
parados conforme descrito na referéncia 5. Uma descrigdo deta-
lhada do procedimento de extracdo e preparacdo das membranas
de estrato cérneo (EC) a partir de ratos da raca Wistar estd apre-
sentada na referéncia 6. Os marcadores de spin 5-DSA e 16-DSA
foram adquiridos da Aldrich Chem. Co. (Milwaukee, WI, USA) e
utilizados para a marcac¢do dos sistemas mencionados acima®¢. O
fosfolipidio 1,2-dipalmitoil-sn-3-glicero-fosfatidilcolina (DPPC)
bem como os marcadores de spin 5-PC e 16-PC foram adquiridos
da Avanti Polar Lipids, Inc, sendo que a preparacdo e marcagio das
vesiculas de DPPC estdo descritas na referéncia 7.

As estruturas quimicas das moléculas utilizadas no presente
estudo e que formam as micelas ou vesiculas de fosfolipideos es-
tdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Estruturas quimicas das moléculas utilizadas como matrizes e sondas

Métodos

Equipamentos

Um espectrometro Varian E-109 e um Bruker ESP300, ambos
equipados com uma cavidade retangular padrdo e operando em uma
freqiiéncia de 9,4 GHz, foram utilizados para as medidas de RPE.
Este tdltimo espectrometro foi empregado para as medidas envol-
vendo as membranas de EC, onde a temperatura foi controlada
através de um sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker, Rheinstetten,
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Germany) com uma precisdo de 0,3 °C. Os parametros de operagio
dos dois equipamentos foram os seguintes: poténcia de microonda,
20 mW; freqiiéncia de modulagdo, 100 KHz; amplitude de modu-
lagdo, 1,0 G; varredura do campo magnético, 100 G; tempo de
varredura, 168 s e constante de tempo de deteccdo, 41 ms.

Cdlculos numéricos: algoritmos computacionais

Grande parte dos métodos envolvidos na simulacdo de espec-
tros de RPE tem sido aplicada a outros regimes de movimento, em
especial aos regimes de limite rigido® e de movimento rapido®, que
corresponderiam aos tradicionais espectros de RPE obtidos de
amostras policristalinas e de amostras em ambientes isotrépicos.
Somente hd pouco mais de uma década, o programa NLSL tem
sido empregado nas andlises de espectros de RPE no regime de
movimento lento*. Este programa gera um espectro tedrico a partir
da solucdo da equagdo estocdstica de Liouville (“SLE, Stochastic
Liouville Equation”) utilizando os valores de entrada dos pardmetros
definidos pelo usudrio. A SLE € uma equagdo matricial construida
em um conjunto de bases que consiste de produtos de funcdes de
spin, que representam propriedades da ressonancia magnética, e
das fungdes envolvendo os harmonicos esféricos generalizados, que
representam a difusdo rotacional da sonda paramagnética. Como
as varidveis destas duas fungdes estdo correlacionadas e a equagio
ndo pode ser resolvida analiticamente, o programa NLSL utiliza
célculos numéricos para encontrar a solucdo da SLE. Em seguida,
0 programa ajusta o espectro tedrico ao experimental através de
um algoritmo de minimizac¢do envolvendo o método de minimos
quadrados niao lineares. Este método € empregado pelo fato do re-
siduo da diferenca quadratica de ambos os espectros, que constitui
a func@o objetiva a ser minimizada, ser formada por uma soma de
fungdes quadréticas ndo lineares. Dentro deste método existem ainda
diferentes modelos de minimizacdo, tais como Gauss-Newton, qua-
se-Newton (“quasi-Newton™) dentre outros, os quais sdo modifica-
dos do algoritmo padrdo de minimizacdo Levenberg-Marquardt.
No caso do programa NLSL, o modelo utilizado € o quase-Newton,
também conhecido como modelo da regido de confianga. Assim, o
procedimento de minimizacgio da funcgio objetiva € repetido até se
atingir o grau de convergéncia pré-definido no programa.

A eficiéncia deste procedimento pode ser aumentada através
do método de separacdo de varidveis. Neste método, as varidveis
que possuem uma relacdo ndo linear (por ex., os tensores magnéti-
cos) sdo separadas daquelas que apresentam uma dependéncia li-
near com a forma do espectro (por ex., as amplitudes relativas de
duas espécies no mesmo espectro). Os valores otimizados neste
segundo tipo de varidveis sdo calculados utilizando um algoritmo
de fatorizagcdo QR, que consiste em decompor a matriz de coefici-
entes incégnitas em uma multiplicacdo envolvendo uma matriz
ortonormal Q e uma triangular superior R. Em relacdo as varidveis
ndo lineares, o programa utiliza o modelo da regido de confianca,
limitando o tamanho do passo da varidvel a ser otimizada. O méto-
do de separac@o de varidveis também € bastante util para espectros
de RPE com multicomponentes, o qual possibilita obter a popula-
¢do relativa de cada componente. Outra vantagem encontrada no
programa NLSL diz respeito a interface grafica, permitindo acom-
panhar o processo de otimizagdo com a concomitante ilustragdo do
espectro calculado (Figura 2).

Existem vdrios outros programas de simulagdo de espectros de
RPE. Um dos mais conhecidos é o SimFonia, desenvolvido pela
empresa Bruker, que fornece os espectrometros de RPE. Esse pro-
grama ndo permite fazer uma otimizagdo dos parametros fisicos,
sendo meramente uma simulaciio espectral. Cabe mencionar ainda
o programa LOWFIT? bastante utilizado na andlise de espectros na
regido de movimentos rdpidos (“fast motion regime”) e que permi-
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UL E B cos e de ordenamento (no caso de sistemas com ordenamento mi-
0 croscopico) durante o procedimento de ajuste. Na realidade, na nossa
NLNS> parms B s A . . .
e ekl experiéncia observamos que, para formas de linha com movimento
B0 (1)= 3400000 l lento, o programa pode também ser utilizado eficientemente para
1b (1)=0441 N L. .. L.
phase ()=-1414 | se obter os pardmetros magnéticos do espectro em um limite rigido,
sites=2 fl
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&9y, gz2=2.008800, 2.006600, 2.002800 | [
in2, Axx, Ayy, Azz=2, 7.16, 5.96, 35.00 |
Rbar, N, Nxy=7.6810, 1.0000, 0.0000 /
£ib0=0.000 / / |
ipdf=0 A\ A

lem, loms, kenn, ki, mumn, mum, ipnx=6, 5, 0, 4, 0, 4
nstep, cgtol, shiftr, shifti=0,  0.100E-02, ~ 0.100E-02,

%% Parameters for site 2 *#* / i
5%, gy, §22=2.008400, 2.006400, 2.002800 !

in2, Axx, Ayy, Azz=2, 5.02, 619, 33.24 |
Rbar, N, Nxy=87960, 1.0000, 0.0000 j

gib0=0.000

ipdf=0

lem, lomx, knn, ki, mumn, mum, ipnx=6, 5, 0, 4, 0, 4
nstep, cgtol, shiftr, shifti=0,  0.100E-02,  0.100E-02,
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Figura 2. Ambiente grdfico do NLSL apos finalizar uma simulagdo

te um ajuste detalhado das larguras das linhas, usando as formas de
linha lorentziana e gaussiana ou misturas das duas. Ele tem sido
bastante utilizado na descri¢do de alargamento nio homogéneo,
um fendmeno importante na andlise da forma das linhas dos espec-
tros de RPE de radicais nitrxidos'’. Mais recentemente comegou
a ser utilizado um pacote muito completo, o EasySpin''. Porém,
esta ferramenta € uma “toolbox” do software Matlab, o que impli-
ca que, para seu uso, o pesquisador deve possuir a licenca deste
dltimo programa, bem como alguns conhecimentos bdsicos do
mesmo. Estes dois fatores poderiam limitar a aplicacdo desta po-
tente ferramenta em alguns laboratérios. Além disso, o programa
NLSL € o tnico disponivel para a comunidade que permite tratar
todos os regimes dindmicos observados no movimento de molécu-
las em fluidos complexos.

Tensores magnéticos e larguras de linha

O programa modela a reorientagdo de um sistema composto
por um tnico elétron e um tnico nucleo (tipicamente um nitréxido)
descrito por trés tipos de intera¢des: (a) Zeeman do spin eletroni-
co, com fator giromagnético (fator g) anisotrépico (dependente da
orientagdo), (b) hiperfina elétron-nicleo e (c) Zeeman isotrépica
do spin nuclear. Para tanto, o programa NLSL utiliza diferentes
tipos de sistemas de coordenadas, os quais serdo abordados mais
adiante. Como resultado da simulagdo, os tensores magnéticos g
(do fator g) e A (da interagdo hiperfina) sdo determinados. Estes
tensores representam uma anisotropia espectral e suas componen-
tes podem ser determinadas a partir do espectro de amostras
monocristalinas ou em sistemas onde o marcador apresenta mo-
vimentos rapidos, sendo que neste ultimo caso sdo encontrados
apenas seus valores médios. Por outro lado, quando a sonda
paramagnética apresenta uma dindmica intermedidria, os valores
destes tensores ndo podem ser obtidos de uma simples observacio
direta do espectro experimental.

Os valores das componentes dos tensores g € A podem ser ob-
tidos de um espectro onde o movimento do radical nitréxido € bas-
tante restrito, correspondente ao marcador imobilizado. No caso
dos radicais nitroxidos, os valores mais comuns dos tensores mag-
néticos estdo nos seguintes intervalos: g = 2,007 a 2,010 G, g, =
2,00422,008G, g,=2,002a2,003G,A =5a8G,A =4a6G,
A, =32a36G". Nasimulagdo € conveniente fazer uma estimativa
inicial adequada dos tensores a partir das posi¢des das linhas e,
logo durante o processo de refinamento, variar um parametro de
cada vez, ja que podem estar fortemente correlacionados. Uma ou-
tra aproximacdo € fixa-los e variar somente os parametros dinami-

efetuando célculos no limite das vdrias pequenas taxas de difusdo
rotacional.

Os tensores g e A neste programa de simula¢do podem ser re-
presentados de trés formas equivalentes: cartesiana (por ex., para
888, g, ); axial, que pressupde essa simetria (gp“, gprp) e esféri-
ca modificada (g, g,, g,). As relagdes entre as diferentes formas
podem ser obtidas na referéncia 4. Neste trabalho, por convenién-
cia de interpretagdo, € usada a forma cartesiana.

A largura de linha dos espectros de RPE estd relacionada com o
tempo de correlagio rotacional do marcador de spin: quanto maior a
largura de linha, maior o tempo de correlagio, isto €, menor a mobi-
lidade da sonda. Estes tempos sdo caracterizados pelo tensor de di-
fusdo rotacional (D), que serd abordado com mais detalhe na proxi-
ma se¢do. Adicionalmente, existem vdrios pardmetros na simulagido
que complementam a largura das linhas. Estes parametros represen-
tam ndo homogeneidades locais, tanto do campo magnético interno
da amostra quanto do campo externo gerado pelo equipamento. Dois
parametros sdo isotrépicos, isto &, afetam igualmente todas as orien-
tacdes, e outros dois sdo anisotropicos. O coeficiente Ib (expresso
em Gauss) representa uma largura de linha lorentziana isotrépica
adicional (portanto maior que zero), sendo que seu uso € mais apro-
priado quando as linhas t&ém forma de derivadas de lorentziana, isto
é, com variacdo mais suave nas bordas. De forma similar, o coefici-
ente gib0 (em Gauss) € mais conveniente quando as linhas tém uma
forma mais aproximada a derivada de gaussiana, ou seja, mais abrupta
nas bordas. Este coeficiente também possui significado fisico unica-
mente para valores maiores que zero. Analogamente, existe uma
matriz de largura de linha lorentziana adicional anisotrépica, W (em
Gauss). Esta matriz pode alargar seletivamente a linha do espectro
de RPE correspondente a cada componente (Wxx, Wyy e Wzz). Por
ex., Wzz alarga as linhas extremas (a de campo mais baixo e de
campo mais alto) que correspondema g_e A (no caso de nitr6xidos)
bem como a linha central. W também pode ser representada de trés
formas diferentes. Por tltimo, o coeficiente gib2 (em Gauss) repre-
senta uma largura de linha gaussiana adicional dependente da orien-
tag@o, onde gib = gib0 - gib2.cos’y, onde y € o angulo formado entre
o eixo diretor e o campo magnético externo (ver secdo Sistemas de
coordenadas). Ele faz sentido unicamente quando temos medidas
com diferentes orientagdes em relagdo ao eixo do campo externo ou
no modelo MOMD (“Microscopic Order with Macroscopic
Disorder”), que serd discutido na se¢@o Modelos de difusdo. O coe-
ficiente pode ser associado a ndo homogeneidade do campo magné-
tico externo. A diferenca gib0-gib2 deve ser positiva.

Sistemas de coordenadas

Na representacdo completa do problema sdo definidos cinco sis-
temas de coordenadas associados a diferentes grandezas tensoriais.
Trés destes sistemas estdo fixados na molécula (marcador de spin),
ou seja, giram em relacdo ao meio onde a sonda estd localizada e,
evidentemente, ao laboratdrio. Os outros dois estdo ligados ao labo-
ratdrio. As transformagdes entre os diferentes sistemas sdo expres-
sas por trés rotagdes sucessivas utilizando os angulos de Euler Q =
(o, B, Y)'*: uma rotagdo em torno do eixo z através de um angulo v,
uma rota¢do em torno do eixo y através de um angulo 3 e uma rota-
¢do em torno do eixo x através de um angulo o. Desta forma y € o
angulo formado entre os eixos longitudinais (z e z”) do sistema origi-
nal e do transformado, ao passo que o e 3 estdo relacionados com os
eixos transversos. Os sistemas fixos nos eixos moleculares sdo: sis-
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tema de coordenadas da interacdo hiperfina (x, y , z,) que cont€ém o
tensor A; sistema de coordenadas magnético (x , y, , z, ) que contém
o tensor do fator g; sistema de coordenadas de difusdo rotacional (x ,
¥, Z,) que contém o tensor rotacional R.

Por convencdo, para os marcadores do tipo nitroxidos, o siste-
ma magnético de coordenadas (x, v, , z,) € assumido como segue:
o eixo x ao longo da ligacdo N-O, o eixo z ao longo do orbital 2prn
do nitrogénio e o eixo y perpendicular a ambos os eixos”'*. Para
levar o sistema de interac¢@o hiperfina para o sistema magnético
sdo definidos os angulos = (o , B, . 7,). Geralmente, ambos os
sistemas sdo considerados colineares e, assim, esses dngulos sao
nulos. Para levar o sistema rotacional para o magnético sdo defini-
dos os angulos Q, = (a.,, B, v,). Nota-se que no caso de simetria
axial para alguns dos tensores envolvidos em dada transformagao,
o0 angulo 0, que gira no plano XY, € arbitrério.

Os outros dois sistemas de coordenadas estdo relacionados ao
laboratério, isto €, fixos em relagdo ao espectrometro: a) sistema
diretor de coordenadas (x,, y,, z,), que pode ser escolhido de for-
ma arbitraria. Para facilitar as andlises, o sistema diretor normal-
mente coincide com um sistema que representa a anisotropia do
meio. E em relagdo a este sistema que a molécula se reorienta em
fluidos anisotrépicos; b) sistema de coordenadas do laboratério
(x, ¥,» z,), onde o eixo z, coincide com a dire¢do do campo magné-
tico estdtico gerado pelo espectrometro.

A tnica rela¢do entre estes sistemas de coordenadas € através
do angulo © = (0,y,0), pois o sistema de laboratério possui uma
tnica dire¢do longitudinal definida por z,.

Modelos de difusdo

Os cdlculos espectrais incorporam varios modelos de difusao.
Basicamente sdo quatro os modelos de difusdo presentes no pro-
grama NLSL* e que estabelecem como o marcador de spin ird se
reorientar em relagdo aos eixos moleculares de rotagdo (x, y,, z,),
isto €, o movimento desses eixos. O uso de cada modelo € definido
pelo valor da varidvel inteira ipdf, sendo o valor pré-definido desta
varidvel igual a 0 (exceto para um modelo em particular onde a
variavel ist € diferente de 0). Os modelos de difusao sdo:

Difusdo rotacional browniana (ipdf=0)

Seqiiéncia de reorientacdes infinitesimais dadas pelo tensor de
difusdo rotacional (D). Isto €, cada eixo molecular pode possuir
um tempo de correlagdo caracteristico diferente. No programa, o
tensor D € dado em termos da varidvel R pela expressdo R=log (D).
Ao longo deste trabalho, o simbolo log refere-se a log,,.

Assim como os outros tensores, o tensor R pode ter sua
anisotropia representada nas trés formas ja mencionadas: cartesiana
(r, ry r), axial (rp”, T assumindo uma simetria axial) e mais
uma envolvendo o valor médio (r, , N, ny)' Nesta tltima forma, que
corresponde a mais utilizada na prética, a anisotropia € expressa

(1)

D,
pelos fatores: N=lo - =7
VD, -D, 2

D
axial N =log —~|=r,, -1, ¢ N, =log

prp y

ou na simetria

X

=17,

Para o valor médio do coeficiente de difusdo rotacional, temos
que r,,=3/r, r,-r. ou na simetria axial Fow =T T,

Este modelo de difusdo rotacional browniana ¢ mais apropria-
do para marcadores de spin com tamanhos intermedidrios e para
macromoléculas marcadas, sendo, portanto, o modelo mais larga-
mente utilizado.

Uma forma de estimar os valores iniciais do tempo de correla-
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¢do médio, bem como da anisotropia, € a partir de um espectro de
RPE a uma temperatura tal que a dindmica do marcador de spin
seja rdpida e a forma de linha deste espectro seja caracterizada
aproximadamente por trés linhas bem definidas’. Nesse espectro,
a diferenca de intensidades entre as linhas do campo central e bai-
X0 permite medir a anisotropia (N no caso de simetria axial), onde
ndo se leva em consideracdo a linha para campo alto. Quanto mai-
or for a diferenga de intensidade entre a linha do campo central e
baixo, maior serd a anisotropia do movimento do marcador de spin.
Ja o valor médio do tempo de correlacio rotacional depende da
diferenca de intensidades entre campo central e alto, sendo direta-
mente proporcional a largura da linha central. Desta forma, quanto
maior for a largura da linha central, bem como da razdo entre a
linha central e a de campo alto, mais imobilizado estard o marcador
de spin e maior serd o tempo de correlagdo rotacional.

Difusdo rotacional ndo-browniana (ipdf=1)

As reorientacdes sdo descontinuas, acontece uma reorientagcao
a cada intervalo T, em relagdo ao eixo i. O valor quadratico médio
do angulo reorientado em relagdo ao eixo i € 6R 7, (em radianos).
Os parametros que definem esta reorientacéio sdo as varidveis pmxy
= R 7 em relagdo ao plano xy e pml = R T_em relacio ao eixo z.

Xy Xy

Adicionalmente pode ser definido um movimento de
reorientagdo ndo-browniano interno em torno de z. Neste caso, o
tempo de residéncia € de 7, dado pelo pardmetro pmzz = R T.

A difusdo ndo-browniana tem duas variantes definidas pelos
valores das varidveis (ml para reorientagdo em relagdo ao eixo z,
mxy para reorientagdo em relagdo ao plano xy e mzz para uma
reorientagdo em relagdo ao eixo z). Um primeiro sub-modelo da
difusdo ndo-browniana € a difusdo livre (il e/ou mxy e/ou mzz =
0) onde a molécula fica girando em relagdo ao eixo i e apds um
tempo 7 reorienta-se. O segundo sub-modelo € a difusdo por saltos
(ml e/ou mxy e/ou mzz = 1) onde a molécula fica fixa durante 7, e
logo se reorienta, ficando fixa novamente na nova orientacao.

Difusdo por saltos discretos (‘“‘jump diffusion”) (ist # 0)

Pode ser adicionado aos dois modelos anteriores (browniano e
ndo browniano). Neste caso, a molécula salta para os i-primeiros
sitios (ist sitios) simétricos ao eixo molecular z, com uma taxa
dada pela varidvel 104 (em s'). Este modelo € similar a difusdo
ndo-browniana com saltos; neste caso, o angulo de reorientagdo ¢
360/ist e o tempo de permanéncia € 1/(djf.ist).

Difuséo_anisotrdpica (ipdf=2)

O marcador de spin (com seus trés eixos moleculares de rota-
¢do: x, y, z,) gira, juntamente com 0 seu movimento browniano
intrinseco, em torno do eixo z, do sistema diretor com z, = z, (Y =
0, os sistemas diretor e de laboratério sdo solidarios), isto €, rota-
¢des em torno da direcdo do campo magnético externo. Este mode-
lo representa uma anisotropia externa, em relagdo ao sistema fixo
de coordenadas (mais especificamente ao eixo z), util no caso de
fluidos ordenados. Este modelo pode ser combinado somente com
o modelo browniano.

Nos dois primeiros modelos, as rotacdes eram relativas aos ei-
xos moleculares, neste modelo todo o sistema molecular gira em
torno do sistema diretor, existindo orientagdes mais provaveis devi-
do a anisotropia do meio. Estas orientacdes sdo modeladas usando
um potencial de reorientaciio que serd tratado na préxima secio.

Potencial de reorientacdo

Para a difusdo de uma sonda em um meio com moléculas mi-
croscopicamente ordenadas, tais como um cristal liquido, mem-
branas ou polimeros, a tendéncia do marcador em se ordenar &
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modelada por um potencial de restauragdo U'. Este potencial estd
relacionado com uma funcdo de distribui¢do de probabilidades P,
onde esta funcdo € expressa em termos das coordenadas do angulo
sélido Q = (B,y), formado entre o eixo do sistema diretor e o eixo
do sistema de difusdo. Desta forma, as possiveis orienta¢des dos
eixos moleculares de rotagdo (x, y , z,) em relagdo ao eixo do sis-
tema diretor (x, y, z,) podem ser representadas mediante uma
func@o de distribuicio, que pode ser escrita como:

U@Q)
e kT
PQ)=—@—

J-e T gy

4m

onde T corresponde a temperatura do sistema e k, € a constante de
Boltzman. Esta funcdo representa a anisotropia do meio e define
qual € a probabilidade de que o marcador de spin esteja orientado
em uma dada direcdo. O caso mais simples seria representado por
um meio cujas moléculas ndo apresentam ordem microscopica,
isto €, um meio isotrépico. Neste caso, U =0 e P = 1/(4w) em todas
as direcdes.

O potencial de orientag@o € expandido em uma série de harmo-
nicos esféricos!’

U(Q): —ky 'T'zck,l YkI(Q)

onde c,, representam os coeficientes do potencial e ;! os harmoni-
cos esféricos normalizados. Por questdes de simetria e utilizacdo,
geralmente sdo considerados somente os termos ¢, € c,, na ex-
pansdo de U(Q), resultando em uma equacdo mais simples:

2 2
UB.v)=—ky-T-| cr, .3'“’5#(13)—1“22 A3 -sen (Bz)' cos(2-v)

A interpretacdo dos coeficientes ¢, e ¢,, pode ser facilitada
observando-se as curvas da Figura 3 que representam o comporta-
mento da distribuicdo de orientacdes provdveis em relagdo ao eixo
z, (B = 0 paralelo e B = 90° perpendicular) para diferentes valores
de ambos os coeficientes. Para as curvas das Figuras 3a e 3b ¢ feita
uma integragdo ao longo de vy, a qual ndo € necessdria na curva da
Figura 3c pois o plano perpendicular estd associado (ocorre) so-
mente a 3 = 90°.

Note na Figura 3a que ¢, > 0 representa ordem na dire¢do
paralela a z (o eixo rotacional z, que geralmente coincide com o
eixo de simetria do marcador, oscila em torno do eixo diretor z,
formando um pequeno angulo). O caso de ¢, < 0 sugere ordem na
dire¢do perpendicular (o marcador fica orientado perpendicular-
mente ao eixo diretor z)). Quanto maior o médulo de ¢, maior
ordem, isto €, menor dispersdo angular. Ao contrdrio de C, O Coe-
ficiente c,, representa ordem na dire¢do perpendicular a z, inde-
pendente do seu sinal. Quanto maior o médulo de c, ,, menor serd a
dispersdo angular, onde uma maior probabilidade do eixo molecular
estar orientado a 3 = 90° com o eixo z, ¢ observada. J4 a Figura 3c
mostra a influéneia do sinal de ¢, ,, indicando que ¢, , > 0 represen-
ta ordem na diregdo x, a0 passo que c,, < 0 sugere ordem na dire-
¢do y. Assim, ¢,, ¢ uma medida da anisotropia no plano diretor
perpendicular (XY).

A ordem microscépica de um sistema, também chamada de
anisotropia ou de orientacdo preferencial, pode ser ilustrada usan-
do-se a defini¢do de pardmetros de ordem”!'*!18, Estes parimetros
representam os valores médios dos harmonicos esféricos usando P
como fun¢do de probabilidade. As Figuras 4a e 4b apresentam o
comportamento dos pardmetros de ordem zero e de segunda ordem
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Figura 3. Distribui¢cdo de orientagdes provdveis do sistema de coordenadas
rotacionais (fixo no marcador) em relagdo ao sistema diretor (fixo em relagdo
ao laboratério) para diferentes valores dos coeficientes do potencial de
orientagdo: a) variando c,, com c,, = 0 em fung¢do do dngulo entre z, e z,,
b) variando c,, com ¢, , = 0 em fungdo do dngulo entre z, e z, e ¢) variando
¢,, comc,, =0 em fungdo do dngulo entre x, e x,

em fungdo dos coeficientes ¢, e ¢,, do potencial de reorientagdo,
respectivamente. Note na Figura 4a que a relagdo entre ¢, e S ¢
quase linear, onde no intervalo —1 < €y < 1 a curva de S exibe uma
pequena inflexdo. Desta forma, S, € interpretado, de forma geral,
como or(’iem na dire¢do paralela (S;> 0) e perpendicular
(S,< 0). E interessante mencionar que o efeito de c,, depende do
sinal de Copr Caso c,, >0, €y, diminui o valor de S,- Por outro lado,
se ¢,, <0, ¢,, aumenta ligeiramente a magnitude de S;. Assim
como ¢, , o coeficiente c,, também apresenta uma relagdo quase
linear com S,. Deste modo, S, representa ordem relativa aos eixos
transversos: em x (S,> 0) e em y (S,< 0). O sinal de c,, também
influencia na ordem: aumenta a ordem perpendicular se ¢, < 0
(seja para x ou para y) e diminui se ¢, > 0, pois existiria mais
ordem longitudinal.
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Figura 4. Comportamento dos pardmetros de ordem para diferentes valores
dos coeficientes do potencial de reorientacdo: a) S, e b) S,

Estes parametros de ordem representam, de forma geral, o po-
tencial orientador presente em membranas bioldgicas, que restrin-
ge a amplitude do movimento rotacional das cadeias lipidicas. Isto
é, quanto maior o potencial orientador, menor serd o intervalo de
orientagdes disponivel para o movimento rotacional das cadeias.
Mais precisamente, o potencial U(£2) d4 origem a uma distribuicdo
de moléculas ao longo de vérias orientacdes em torno do eixo de
ordenamento local da membrana (diretor local). No caso de
vesiculas, existe, ainda, uma distribui¢do desse diretor local repre-
sentando cada um dos segmentos da membrana na vesicula’ .

Adicionalmente a esta ordem microscopica pode existir uma
desordem macroscdpica, isto €, o marcador tem orientagdes prefe-
renciais em relacdo a molécula onde estd ligado, mas as diferentes
moléculas na amostra possuem uma distribui¢do aleatdria de ori-
entacdes em relagdo ao campo magnético externo. Este caso espe-
cifico € conhecido como ordem microscépica com desordem
macroscopica (MOMD), sendo modelado integrando o espectro para
um nimero especificado de angulos y. Ele € vdlido tanto para o
modelo de difusdo browniana como para o de difusdo anisotrdpica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Aplicacoes do programa NLSL

Nesta secdo sdo apresentados trés exemplos que ilustram dife-
rentes aplicacdes do programa NLSL. Os dados utilizados foram
obtidos pelos autores, alguns publicados e outros submetidos para
publicagdo. Os dois primeiros exemplos mostram a importancia de
simular a0 menos duas componentes nos espectros, que represen-
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tam duas ou mais espécies com significado fisico. No terceiro exem-
plo € destacado o efeito da anisotropia do meio no espectro de RPE
e a relevancia, no processo em estudo, dos parametros que ela re-
presenta.

Interacio da proteina albumina de soro bovino (BSA —
“bovine serum albumin”) com o surfactante zwiterionico N-
hexadecil-N,N, dimetil-3-3amonio-1-propano sulfonato
(HPS)®

A Figura 5 mostra os espectros de RPE experimentais e de me-
lhor ajuste do marcador de spin 5-doxil dcido estedrico (5-DSA, “5-
doxyl stearic acid”) incorporado a BSA na auséncia (Figura 5a) e na
presenca (Figura 5b) do surfactante zwiterionico HPS a diferentes
concentragdes. O ajuste da Figura 5a foi obtido utilizando um mode-
lo com somente uma componente espectral, ja que a forma de linha
deste espectro € semelhante aquela obtida para baixas temperaturas,
caracterizada por uma tnica populagio de radicais nitréxidos com
uma considerdvel restricio de movimento. Assim, os valores de en-
trada dos tensores magnéticos g e A bem como do parametro de
movimento R, no ajuste da Figura 5a foram obtidos previamente
do ajuste espectral a baixas temperaturas. Além disso, estamos assu-
mindo que o modelo de difusédo rotacional dos marcadores de spin ¢
do tipo browniano, sendo este modelo largamente empregado nos
casos em que os marcadores de spin apresentam tamanhos interme-
didrios e de macromoléculas marcadas. Uma anisotropia de movi-
mento iguala N=R, /R = 10 foi também admitida, onde o critério
empregado na escolha do valor de N estd relacionado a qualidade do
ajuste (valor de 2 ) fornecido pelo programa NLSL.

5-DSA
1

|

Componente 2

d
55.7 %

rT1 -1 -1 T 1T -1 1T 1T 1 T 11
3340 3360 3380 3400 3420 3440 3460 3340 3360 3380 3400 3420 3440 3460

Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 5. Espectros de RPE experimentais (linha solida) e de melhor ajuste
(circulos vazios) do marcador 5-DSA incorporado a BSA na auséncia (a) e
na presenga de diferentes concentragoes de HPS em tampao fosfato 20 mM
pH 7.0 (25 °C). O espectro em (b) apresenta 40 mM de HPS sendo formado
somente pela componente 2. Em (c) temos a componente 1 e em (d), a
componente 2 do espectro com 7 mM de HPS

Para concentragdes inferiores a 4 mM de HPS, os espectros de
RPE sdo formados por uma tinica componente. Assim, 0s ajustes
foram alcangados variando as componentes do tensor A, o pardmetro
R, e alargura de linha Lorentziana ndo-homogénea (Lb). Os valo-
res dos parametros de melhor ajuste para o espectro da Figura Sa
foram: g_ = 2,0086, g, = 2,0064 e g = 2,0025 para as componen-
tes do tensor g; A _ = 6,91, Ayy =5,38 e A = 33,70 Gauss para as
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componentes do tensor A; Lb = 2,3 Gauss e R, = 7,01 (equivalen-
te a R =107"" s). Este dltimo pardmetro pode ser ainda convertido
no tempo de correlac@o rotacional (T), permitindo fazer inferéncias
diretas acerca da dinamica do marcador de spin no sistema em
estudo. Como mostrado anteriormente, para uma simetria rotacional
axial, a taxa da constante de difusdo rotacional (R) € dada por
R =3/RIR, . Este pardmetro por sua vez estd relacionado com R,
pela equagdo R, =log, R e, como o modelo da difusdo rotacional
€ do tipo browniano, temos que T = (6R)". Assim, para R, = 7,01
encontramos que T = 16,29 ns. Uma outra relagdo importante en-
volve a média das componentes do tensor A: a = (A + Ayy +A)/3,
onde a_ € conhecido como desdobramento hiperfino isotrdpico e for-
nece uma medida indireta da polaridade do ambiente onde o marcador
de spin estd localizado. Neste caso, temos que a = 15,33 G.

Por outro lado, para 7 e 10 mM de HPS, € possivel observar a
sobreposicio de duas componentes espectrais (ver as setas na Fi-
gura 5), indicando a coexisténcia de duas populacdes de radicais
nitroxidos com diferentes estados de mobilidade. Neste caso, deve-
se utilizar um modelo de duas componentes. Os valores de entrada
dos tensores magnéticos referentes a componente 1 foram obtidos
para concentragdes inferiores de surfactante. Assim, para obter-se
os valores de entrada dos parametros para a componente 2, € ne-
cessario ajustar previamente um espectro formado exclusivamente
por esta componente (Figura 5b) e que corresponde a concentragio
de HPS de 40 mM. Os valores dos parametros obtidos no ajuste do
espectro da Figura 4b foram: g = 2,0087, g, = 2,0062 e g =
2,0029; A =702, A =552, A, =3288 Gauss, e R, = 8,15
(equivalente a R =1,41x10% s'). Neste caso, uma largura de linha
Gaussiana nao-homogénea foi utilizada (Gib0O = 0,44 Gauss). Du-
rante o procedimento de ajuste dos espectros de RPE com duas
componentes, os tensores magnéticos da componente 2 foram fi-
xados, sendo variado somente o pardmetro R, . Em relagdo a com-
ponente 1, além do pardmetro de movimento, as componentes A
e A  também foram variadas, assim como a largura de linha
Lorentziana ndo-homogénea. Este procedimento reduziu o nime-
ro de parametros livres durante a simulagio e, conseqiientemente,
a correlacdo entre eles. As Figuras 5c e d representam, respectiva-
mente, as componentes 1 e 2 sobrepostas no espectro de RPE para
7 mM de HPS, onde a fra¢@o de radicais nitréxidos para cada com-
ponente também estd ilustrada. Para a componente 1, encontramos
que T=5,57 ns e a = 15,14 G, ao passo que para a componente 2
obtivemos T = 1,37 ns e a = 15,13 G, indicando diferencas signifi-
cativas somente quanto a mobilidade.

A simulagdo dos espectros de RPE apresentados na Figura 5,
permitiu obter o tempo de correlacdo rotacional, T, para o 5-DSA
ligado a BSA de 16,29 ns, e a sua varia¢do para 5,57 ns para a
componente 1 e 1,37 ns para a componente 2 na presenga de 7 mM
de HPS. Na concentragdo de HPS de 40 mM apenas a componente
2 € observada com T de 1,18 ns e a, = 15,14 G. Na suspensdo de
HPS 40 mM, na auséncia de proteina, T= 1,18 nse a = 15,14 G, ou
seja os valores sdo bem préximos aos obtidos na presenca de BSA.
Pode-se concluir, entdo, que o efeito da adicdo do surfactante HPS
a BSA foi o de mudar a mobilidade do radical nitréxido ligado a
proteina, simultaneamente a producido de uma nova distribuicao
dos radicais em dois grupos com mobilidades distintas. Estes dois
grupos de radicais podem estar associados a radicais mais forte-
mente ligados a proteina (componente 1) e radicais com maior li-
berdade de movimento rotacional e menor valor de T, que sofrem
maior efeito das micelas de surfactante. E interessante que a mu-
danga de mobilidade € bastante significativa e que a mudanga de
polaridade, obtida através da comparagdo do valor de a , € muito
pequena. Podemos afirmar apenas que a polaridade do 5-DSA ob-
tida na sua ligagdo a proteina pura, a, = 16,33 G, € ligeiramente
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superior a polaridade observada em micelas puras de HPS, a =16,13
G, e bastante menor que aquela observada em meio aquoso (tam-
pdo aquoso utilizado em nossos experimentos), a, = 17,0 G. No
trabalho referenciado neste exemplo® foram feitas medidas tam-
bém para o 16-DSA, onde o fragmento paramagnético se encontra
localizado mais préximo do grupo metil da cadeia metilénica. Nesse
caso, também aparecem 2 componentes nas simulagdes dos espec-
tros de RPE e nas mesmas concentragdes de HPS. As mudangas de
mobilidade sdo bem similares as descritas para o 5-DSA, enquanto
que a polaridade da componente 1 aumenta de 15,46 para 16,04 G,
variando a concentragdo de HPS de 0 a 10 mM e a polaridade da
componente 2 permanece constante em toda a faixa, entre 7 e 40
mM, e igual a 14,82 G; € essencialmente a mesma que em micelas
puras de HPS 40 mM. Estes resultados ilustram o “gradiente de
polaridade” esperado em sistemas miméticos de membranas e que
tem sido bastante estudado por vdrios pesquisadores'. Convém
mencionar ainda que uma deficiéncia do programa NLSL esta as-
sociada ao fato de que ele ndo permite estimar a polaridade através
de modelos préprios que levem em conta a densidade eletronica no
atomo de nitrogénio do fragmento paramagnético associado a liga-
¢d0 N-O, mas apenas como o valor médio das componentes do
tensor hiperfino, conforme mencionado.

Efeito da temperatura sobre as membranas de estrato corneo
(EC)

O estrato cérneo (EC) estd localizado na camada mais superfi-
cial da epiderme, sendo o principal responsdvel pelo controle da
perda de agua transpidermal além de exercer uma permeabilidade
seletiva a passagem de moléculas através da pele. O EC € consti-
tuido por células anucleadas e destituidas de organelas
citoplasmadticas (cornedcitos) embebidas em uma matriz lipidica.
A Figura 6 apresenta uma série de espectros de RPE experimentais
e de melhor ajuste do 5-DSA incorporado ao EC a diferentes tem-
peraturas. Note que a 6 °C, o espectro € formado por apenas uma
componente espectral, onde o ajuste foi realizado assumindo um
modelo browniano para a difusdo rotacional do 5-DSA e uma
anisotropia N = 10. Novamente, o critério na escolha do valor de N
foi a qualidade do ajuste (valor de %2 ). Os valores de entrada dos
tensores magnéticos g € A e do par@metro R, foram obtidos do
ajuste espectral a baixas temperaturas. Os pardmetros obtidos no
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b) Componente 2

r T T T T T 1 r T T T T T 1
3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420 3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 6. Espectros de RPE experimentais (linha solida) e de melhor ajuste
(circulos vazios) do marcador 5-DSA incorporado ao estrato cérneo (EC)
em tampdo salino acetato (10 mM de acetato, 150 mM de NaCl e 1 mM de
EDTA; pH 5.2) a diferentes temperaturas. Em (a) temos a componente 1 e em
(b) a componente 2 do espectro de RPE a 54 °C
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ajuste do espectro de RPE a 6 °C foram: g = 2,0087, g, = 2,0060
e g =2,0022 para as componentes do tensor g; A _ = 6,0, Ayy =6,0
e A =335 Gauss para as componentes do tensor A e R, = 6,75.
Uma largura de linha Lorentziana nio-homogénea também foi uti-
lizada no procedimento de ajuste.

A Figura 6 mostra que mudangas significativas ocorrem na for-
ma de linha dos espectros de RPE em fungdo da temperatura. A
54 °C, por ex., é possivel notar claramente a coexisténcia de duas
componentes espectrais (ver as setas na Figura 6). Logo, podemos
concluir que o aumento da temperatura favorece a formacao da
componente 2. A nossa interpretacio da existéncia de duas compo-
nentes baseia-se em que a componente 1 deve-se ao marcador 5-
DSA interagindo com os lipidios covalentemente ligados aos
cornedcitos, ao passo que a componente 2 corresponde ao marcador
presente nas regides intercelulares. Os valores de entrada dos
tensores magnéticos, assim como do pardmetro de movimento R, |
associados a esta componente podem ser obtidos ajustando o es-
pectro de RPE a 70 °C, o qual é formado essencialmente pela com-
ponente 2. Estes pardmetros foram: g = 2,0086, g, = 2,0060 e g
=20031;A =55A =55A, =315Gausse R, =78 Além
disso, uma largura de linha Gaussiana ndo-homogénea foi empre-
gada. Como neste sistema estamos interessados somente na dina-
mica do marcador, os ajustes dos espectros de RPE com duas com-
ponentes foram alcangados variando somente o parametro R, , além
da largura de linha Lorentziana ndo-homogénea da componente 1.
As Figuras 6a e b ilustram, respectivamente, as componentes 1 e 2
do espectro de RPE a 54 °C, onde a fragdo de radicais nitréxidos
para cada componente € igual a 41 e 59%, respectivamente. Em
relacdo a componente 1, temos que T = 7,11 ns e a = 15,17 G, ao
passo que para a componente 2, T= 4,14 ns e a = 14,17 G, indican-
do diferencas tanto de mobilidade quanto de polaridade.

Os lipidios ligados covalentemente aos cornedcitos apresentam
uma maior restricio de movimento em rela¢do aqueles presentes
nos espacos intercelulares, formando as bicamadas lipidicas. Assim,
é esperado que a mobilidade dos radicais nitroxidos presentes nas
regides intercelulares (componente 2) seja maior quando comparada
aqueles presentes na regido dos lipidios ligados covalentemente (com-
ponente 1). De fato, os resultados obtidos da simulac@o indicam este
comportamento, sustentando a interpretacdo dada anteriormente acer-
ca da origem destas componentes. Ainda neste exemplo, o valor médio
do tensor hiperfino calculado reflete as diferengas de polaridade en-
tre as duas regides monitoradas pelo 5-DSA.

Papel do colesterol em modelos de membrana: o estado
liquido-ordenado

A complexa organizagdo de membranas bioldgicas pode ser
estudada através do uso de membranas lipidicas mais simples, cuja
composic¢do € escolhida de maneira a enfatizar as propriedades que
se deseja investigar. O cardter anfifilico dos lipidios faz com que,
em solucdo aquosa, eles se agrupem em bicamadas que podem,
por sua vez, estar empacotadas de diversas maneiras. Assim, sdo
definidas vdrias fases dos lipidios na membrana, como a fase gel,
na qual os lipidios estdo mais ordenados e a membrana € menos
fluida, e a fase de liquido cristalino, onde a membrana € mais flui-
da e os lipidios tém suas cadeias acil desordenadas.

Colesterol e seus derivados sdo componentes comuns de
biomembranas, sendo encontrados principalmente em membranas
plasmaticas de células eucaridticas, onde podem responder por até 50
mol% da composicao lipidica de tais membranas®. Eles funcionam
como moduladores passivos da membrana?', alterando suas proprie-
dades fisico-quimicas, como a fluidez. Mais recentemente, outra fun-
¢do tem sido atribuida as moléculas de colesterol em biomembranas:

Simulag@o de espectros de ressondncia paramagnética eletronica (rpe) 1247

a formagdo de dominios liquido ordenados (Lo) devido a interagdes
especificas entre as moléculas de colesterol e lipidios com pelo menos
uma cadeia acilica saturada. Esses dominios, denominados “rafts” em
membranas biolégicas®, desempenham papel importante na transfe-
réncia de sinais do meio extracelular para o citoplasma (transdugio de
sinal — “signal transduction)*. Portanto, entender o papel dos lipidios
e como sua organizagdo afeta os processos relevantes para o funciona-
mento celular € uma 4rea de bastante interesse.

Tem sido demonstrado que a presenca de colesterol na mem-
brana em concentragdes superiores a 22 mol% leva a membrana a
um estado de liquido ordenado (Lo)*, que possui algumas caracte-
risticas bastante peculiares e, a primeira vista, contraditdrias. As-
sim como na fase gel ou sélido ordenado (So), as cadeias acil dos
lipidios em fase Lo encontram-se mais ordenadas que na fase de
liquido cristalino (Lc). Entretanto, como em um liquido, as taxas
de rotagdo e translacio das cadeias lipidicas em fase Lo sdo mais
rapidas que aquelas obtidas na fase So. Vist e Davis® mostraram
que ndo ha forgas restauradoras em membranas na fase Lo e, por-
tanto, estas se comportam como um fluido bidimensional®.

Para verificarmos essas alteragdes induzidas por altas concen-
tragdes de colesterol na estrutura dinimica de biomembranas e sua
pronta caracterizacao através de simulacdes com o programa NLSL,
procedemos com experimentos de RPE em modelos de membrana
constituidos pelo fosfolipidio dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC)
e misturas deste com colesterol em uma concentracio de 50 mol%.
O marcador de spin utilizado foi o 16-PC, que monitora a regifio
final das cadeias acil dos fosfolipidios. Os espectros foram medi-
dos em duas temperaturas para cada amostra, de maneira a termos
dados em temperaturas abaixo (30 °C) e acima (51 °C) da transi¢io
da fase gel para a fluida do DPPC que ocorre em 41 °C.

Os espectros experimentais e suas respectivas simulagdes obti-
das através do programa NLSL estdo mostrados na Figura 7. Uma
simples inspecdo visual dos espectros ja oferece informacdes inte-
ressantes acerca do papel desempenhado pelo colesterol. Os es-
pectros da amostra de DPPC acima (Figura 7b) e abaixo (Figura
7a) da temperatura de transicio de fase apresentam diferencas sig-
nificativas. O espectro do marcador 16-PC em DPPC a 30 °C ¢
constituido por linhas largas e com relacdo de intensidades entre
cada linha bastante diferente, resultado de um ambiente de maior
ordem e menor mobilidade do referido marcador de spin. Ao se
aquecer essa amostra até 51 °C (fase Lc), o espectro passa a apre-
sentar linhas estreitas com relacdo de intensidade entre a linha de
campo baixo e a linha central mais préxima da unidade. Isto refle-
te um regime de movimento rdpido e pouco restrito (baixo ordena-
mento). J4 os espectros do marcador 16-PC em DPPC/Colesterol
apresentam caracteristicas gerais bastante similares em relagdo a
sua forma de linha tanto a 30 quanto a 51 °C.

As simulacdes dos espectros (circulos na Figura 7) nos permi-
tem identificar as caracteristicas gerais discutidas acima, forne-
cendo os valores para a taxa de difusdo rotacional (R ) que repre-
senta 0 movimento oscilatério da por¢do da cadeia lipidica onde
estd inserido o marcador de spin e para o parimetro de ordem S
No caso da amostra de DPPC foram usados os seguintes valores
para as componentes dos tensores g e A: g =2,0089; gyy=2,0058;
g,=2,0021; A =4,9 G; Ayy=4,9 G: A =33,0 G*. Para a amostra de
DPPC/Colesterol esses valores foram: g =2,0084; gyy=2,0054;
g,=2.0020; A =50 G; Ayy=5,0 G; A =32,6 G*. Todos esses valo-
res foram obtidos previamente por simulagdo de espectros do
marcador 16-PC em DPPC e DPPC/Colesterol em baixas tempera-
turas (limite rigido)*.

Para obtermos informagdes referentes a dinamica do marcador
de spin em cada sistema de interesse utilizamos os parametros R
e os coeficientes do potencial ¢, e ¢
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que ndo poderia ser identificada apenas pela simples inspe¢do vi-
sual dos espectros de RPE mencionada inicialmente.

CONCLUSOES

Os exemplos da se¢@o anterior retratam uma série de aplica-
¢des do programa de ajuste espectral NLSL em alguns sistemas
biolégicos. Os resultados demonstraram que este programa € uma
ferramenta eficiente para avaliar mudancas de mobilidade da ca-
deia polipeptidica de proteinas, fluidez e de ordenamento de mem-
branas e vesiculas, além de permitir estimar a polaridade das regi-
oes onde os radicais nitréxidos estdo localizados. Estas informa-
¢des sdo valiosas uma vez que possibilitam fazer inferéncias em
nivel molecular destes sistemas.
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Figura 7. Espectros de RPE experimentais (linha solida) e de melhor ajuste
(circulos vazios) do marcador 16-PC incorporado ao fosfolipidio dipalmitoil
Josfatidilcolina com e sem colesterol em uma concentragdo de 50 mol% a
diferentes temperaturas. Em (a) 30 °C, abaixo da transi¢do de fase e em (b)
51 °C, acima da transicdo de fase

Lorentziano ndo-homogéneo caracterizado pelo tensor W definido
no programa. Os valores das componentes dos tensores g ¢ A fo-
ram mantidos fixos durante toda a simula¢@o, assim como o valor
da componente paralela do tensor de difusdo rotacional (R), esta
tltima mantida em 10 vezes o valor de R , que € uma boa aproxi-
magdo para os casos de marcadores inseridos na porcio final de
cadeias lipidicas.

Obtivemos para o marcador 16-PC em DPPC a 30 °C, R =
0,08x10°s" e S =0,22, 0 que corrobora as observagdes iniciais acerca
da forma de linha do espectro nesta situacdo. A 51 °C, os
fosfolipidios passam a apresentar mobilidade mais elevada (R =
0,41x10° s') e ordenamento das cadeias acil extremamente baixo
(5,=0,02). Esses valores sdo condizentes com fosfolipidios organi-
zados em uma fase gel (30 °C) ou fluida (51 °C). Quando da adicéo
de colesterol, as propriedades da membrana mostram alteragdes
significativas em ambas as temperaturas. A 30 °C, que corres-
ponderia a fase gel, o colesterol fluidifica a porcdo final das cadei-
as acil, elevando o valor de R para 0,25x10° s'. O ordenamento
das cadeias € também ligeiramente aumentado de SO=O,22 para 0,28.
Acima da transicdo de fase do DPPC, o colesterol ndo altera signi-
ficativamente a fluidez da membrana (R = 0,44x10° '), mas in-
duz um ordenamento compardvel aquele observado em temperatu-
ras mais baixas com S =0,21. Comparando-se os valores de R e S|
a 30 e 51 °C da amostra que contém colesterol, podemos observar
que o colesterol mantém esses valores em patamares similares (R |
passa de 0,25x10° s para R = 0,44x10° s, e S varia de 0,21 a
0,27). Ou seja, uma maior uniformidade na estrutura dindmica da
membrana em funcdo da temperatura € induzida pela presenca do
colesterol em altas concentragdes, o que pode ser associado com a
conhecida capacidade do colesterol de abolir a transicdo de fase
gel-fluida observada em membranas contendo apenas o fosfolipidio
DPPC. Por fim, vale ressaltar que os valores elevados tanto para R |
e S, sdo caracteristicos da chamada fase de liquido-ordenado™?,
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