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O Procrama Ciencia 2007 No CQB — Das MoLECULAS A0S
NANOMATERIAIS E A BIOMEDICINA

Pepro D. Vaz', CarLa D. Nunes'', OLinpa C. MoNTEIRO!, ANA
S. Viana', Ropbrico F. M. pe Aumeipa' E Pepro Liva’

O Centro de Quimica e Bioquimica (CQB; http://cqb.fc.ul.pt) foi fundado em 2001 na Faculdade de Ciéncias da Univer-
sidade de Lisboa tendo, por isso, recentemente celebrado o seu décimo aniversario. Um dos aspetos mais importantes
na génese do CQB foi o intuito de criar um ambiente de trabalho onde grupos de investigacdo com diferentes interesses
em Quimica e Bioquimica pudessem estabelecer interagdes proficuas nas fronteiras dessas duas areas. Tal filosofia tem
estado sempre presente no Centro, e os doze grupos que atualmente constituem o CQB colaboram, frequentemente, na
preparacao e caracterizagdo de moléculas e materiais com funcionalidades especificas em vista, e no estudo de regulagdo
bioquimica, etiologia e terapéutica de doengas. Um bom espelho disso séo os trabalhos descritos no presente artigo, da
iniciativa dos seis investigadores que integraram o CQB na sequéncia do programa Ciéncia 2007, langado pela Fundagéo

para a Ciéncia e a Tecnologia.

ARGILAS COMO RESERVATORIO DE IGES
PARA MALDI-MS - Pepro D. Vaz

Os hidréxidos duplos lamelares
(HDL), também conhecidos como ar-
gilas aniénicas, de que a hidrotalcite
(HT) € um bom exemplo, constituem
uma importante classe de minerais
naturais. A sua estrutura é formada
por lamelas de 6xidos metalicos mis-
tos e apresentam um espaco interla-
melar com anides. Tais materiais tém
a capacidade de intercalar anides,
tornando-se muito versateis em ter-
mos de manipulagéo estrutural. A sua
sintese laboratorial & bastante facil e,
além disso, apresentam ndo s6 uma
quimica de intercalagdo rica, com
a qual se pode jogar, mas, também,
uma vasta gama de composicées [1].
Este Gltimo aspeto € refletido pela sua
férmula geral,

[ M{"M¥(OH), [A™ ] -nH,0

onde M?* e M* representam catides
metélicos como Mg?# e APF*, A™ um
anido simples como Cl5, NO; ou
COj e x a quantidade relativa de
M?*, correlacionando também com o
espacamento das lamelas [1]. O es-
pagamento interlamelar é dinémico,
dependendo do tamanho dos anides
intercalados (héspedes; podem variar
de aniGes simples orgéniccs ou inor-
ganicos até biomoléculas carregadas
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negativamente) e do grau de hidra-
tacéo. A intercalagéo de anides pode
ser efetuada por meio de reidratacdo
de um precursor calcinado, por troca
iénica direta ou, ainda, por sintese do
HDL na presenca do aniéo [1].

Estes materiais encontram aplica-
cbes em campos como a catdlise,
a fotoquimica, ou o ambiente (para
captacéao de metais, compostos or-
ganicos volateis ou poluentes organi-
cos persistentes) [2] Podem também
ser utilizados em problemas de sau-
de humana, atuando, por exemplo,
como reservatérios de aminoéacidos/
péptidos. Em particular, a hidrotalcite,
[Mg,AlL(CO,)(OH), ], € comercializada
como antigcido sob o nome comercial
Talcid® pela Bayer Healthcare.

Uma outra aplicacdo importante dos
hidréxidos duplos lamelares é a ana-
lise por espetrometria de massa com
ionizacéo por dessorcado /aser assisti-
da por matriz (MALDI-MS) [3]. Aespe-
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trometria de massa é uma técnica que
tem vindo a evoluir aceleradamente,
mediante o desenvolvimento de es-
pectrémetros cada mais sensiveis
e de novas técnicas de ionizagdo. O
MALDI-MS é um método suave e efi-
caz de ionizacéo de compostos termo-
labeis e nédo volateis, como biomolécu-
las (péptidos, proteinas, oligonucleéti-
dos e oligossacéridos) ou polimeros. A
sua principal desvantagem é€ o facto de
as matrizes organicas tradicionalmen-
te usadas (acidos a-cianocinamino ou
2,5-dihidroxibenzoico) na ionizacao de
amostras com baixo peso molecular
(ex. aminoécidos) interferirem, fre-
quentemente, na analise [4]. Verificou-
-se, porém, que nestes casos era pos-
sivel solucionar o problema mediante
intercalacdo dos compostos a analisar
(ex. triptofano e fenilalanina) na hidro-
talcite, usando-a posteriormente sem
a adicédo de qualquer outra matriz na
analise MALDI-MS (Figura 1). Isto foi
demonstrado tirando partido das po-
tencialidades de um espectrémetro

B =Cos*
gl APt e Mg?*

Figura 1 — Intercalagdo de hospedes (H) triptofano (trp) e fenilalanina (phe) no espago
interlamelar da hidrotalcite (HT)
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de massa de ressonancia ciclotrénica
de ido com transformada de Fourier
(FT-ICR-MS), conforme ilustrado na
Figura 2. Esta infraestrutura existen-
te no CQB é Unica no pais e possui
uma fonte combinada de electrospray
e MALDI. A espetrometria de massa
com FT-ICR é presentemente a técni-
ca que permite realizar estudos nesta
area com as mais altas resolucédo e
exatidao [5].

Além disso, durante as experiéncias
de MALDI-MS, verificou-se n&o ha-
ver interferéncia do material hospe-
deiro, isto é, ndo sdo detetados ides
pertencentes ao material hospedeiro,
mostrando que a argila é estavel sob
tais condicées, o que é uma vantagem
sobre outros sistemas. Mesmo de um
ponto de vista econémico pode-se
tirar vantagem do efeito de memdria
das argilas, visto que estas podem
ser reutilizadas em varios ciclos da
experiéncia de adsorcéo/analise, rea-
lizando um passo de calcinacéo pelo
meio. O processo de ionizagéo é pro-
vavelmente baseado num processo
de transferéncia de energia em ex-
cesso a partir da argila para o ana-
lito, apés irradiagéo com o laser que
induz a ejecdo dos ides para a fase
gasosa [2].

A possibilidade de alterar a natureza
do material hospedeiro (HT) para con-
seguir reter novas moléculas no seu

m/z = 164
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interior, combinada com a capacidade
de os expulsar do espaco interlame-
lar, quando necessario, constitui uma
aplicacao de elevado interesse. De
um ponto de vista analitico, sera van-
tajoso, uma vez que tais materiais séo
conhecidos por conseguirem captar
uma vasta gama de moléculas com
pesos moleculares variados e com
diferentes origens. Foi demonstra-
do que a hidrotalcite pode intercalar
muitas espécies, mesmo em baixa
concentragéo. Desta forma permi-
tem o estudo de matrizes complexas,
mostrando que estes materiais podem
competir com outros métodos, tais
como a barra de agitacdo de extracéo
sortiva.

MATERIAIS MESOPOROSOS PARA REME-
DIAGAO AMBIENTAL — CARLA D. NUNES

O confinamento de complexos metali-
cos em materiais de varias naturezas
€ um conceito conhecido e utilizado
na concecédo de novos catalisadores
heterogéneos. Os materiais zeoliticos
apresentam algumas limitacées para
este efeito, por se tratarem de materiais
microporosos, com um reduzido tama-
nho dos poros (< 12 A, 1 A =100 m),
o que levou a uma investigacdo inten-
sa, culminando no desenvolvimento
de novas estruturas com poros mais
largos (materiais mesoporosos). Os
materiais porosos classificam-se em
trés tipos consoante o diametro dos
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Figura 2 — Espetros de massa de alta resolugdo por MALDI-MS dos aminoacidos
intercalados em HT
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seus poros, canais ou cavidades.
Assim, entre 3 A e 20 A os materiais
designam-se por microporosos (ex.
zeolitos), entre 20 A e 500 A por me-
Soporosos e, acima desta gama, por
Macroporosos.

Avancos significativos nos materiais
mesoporosos verificaram-se a par-
tir de 1991, com o aparecimento da
familia M41S desenvolvida pela Mo-
bil Oil Company [6]. Estes materiais
possuem poros com tamanhos bem
definidos e um didmetro uniforme
(geralmente entre 15 A a 100 A), as-
sim como elevadas areas superficiais
(> 1000 m?g™"). O didmetro dos po-
ros é passivel de ser ajustado através
da utilizacdo de agentes tensioativos
com cadeias carbonadas de tama-
nho variavel e compostos organicos
incrementadores, como, por exem-
plo, o 1,3,5-trimetilbenzeno [6, 7]. A
familia M41S é constituida por trés
mesoestruturas ordenadas e bem
definidas com arranjo de poros he-
xagonal (MCM-41), cubico (MCM-48)
ou lamelar (MCM-50), sendo todas
elas sintetizadas em meio alcalino.
O sistema com o arranjo hexagonal,
conhecido como MCM-41, é o mem-
bro mais importante e mais exaustiva-
mente estudado da familia M41S. Foi
descrito pela primeira vez por Kresge
e colaboradores [6, 7] e, ao contrario
de outros materiais mesoporosos que,
geralmente, possuem poros com es-
pacamentos irregulares, o MCM-41
apresenta canais unidirecionais que
se organizam hexagonalmente no es-
paco como uma colmeia e com uma
estreita distribuicdo do diametro dos
poros. Entre outras aplicacdes, os
materiais mesoporosos sdo bons can-
didatos a suportes de catalisadores,
devido ao elevado e uniforme diame-
tro dos poros, podendo assim ser usa-
dos como hospedeiros para a incorpo-
racao de diferentes metais, criando e
alargando a atividade no interior das
estruturas porosas [8].

Os catalisadores heterogéneos tém
provado ser bons candidatos para
substituirem os homogéneos. A sua
seletividade tem melhorado e a facil
recuperacéc do meio reacional facili-
ta o0 seu uso em ciclos consecutivos.
Assim tém sido uma prioridade e um
desafio para quem trabalha nesta
area [8].
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A utilizacéo destes materiais tem sido
igualmente direcionada para proces-
sos de remediacdo ambiental, asso-
ciada a novos processos de oxidagéo.
No caso particular da industria téxtil,
os corantes sdo uma perigosa fonte
de contaminacéo ambiental, devido
a sua resisténcia a biodegradacéo.
Varios processos como sonicacao,
fotocatalise e reacdes de Fenton tém
surgido como opgdes para a decom-
posicédo de compostos organicos em
meio acido ou neutro [9].

Tendo como ponto de partida estas
ideias, realizou-se um estudo sobre a
fotodegradacdo da Rodamina B (co-
rante modelo) usando MCM-41 deri-
vatizado com complexos de molibdé-
nio, nomeadamente [Mo"l(CO),L] e
[MoY'O,CLL] em que:

L=0-C.H,N-NH-CH ~CH(OH)(CH.) ~Si(OCH,),

Estes complexos atuam como catali-
sadores em reagdes fotocataliticas de
transferéncia de oxigénio. Os mate-
riais sintetizados tiram vantagem, quer
da elevada area superficial do hospe-

deiro, quer das propriedades fotoca-
taliticas dos complexos (Figura 3) [9].

Para identificar e quantificar os pro-
dutos obtidos apds a fotodegradacéo,
realizaram-se estudos de espetro-
metria de massa com ionizacéo por
electrospray. Obtiveram-se como
produtos a anilina, no caso de ser
usado o material com Mo", ou anilina,
hidroxianilina, acido benzobico, é&cido
hidroxibenzoéico e dihidropirano, usan-
do o material com MoY. Muito pro-
vavelmente obteve-se também H,O
e CO,, mas ndo s&do detetaveis por
espetrometria de massa. O préprio
MCM-41 apresenta alguma atividade
fotocatalitica, tendo sido obtido o xan-
teno como produto maioritario. Como
vantagem do processo catalitico é de
referir que os testes foram realizados
em condi¢cBes aerbbicas, ou seja, sob
atmosfera normal e sem adicdo de
qualquer outro oxidante (O, ou H,0,)
resultando assim num processo mais
limpo e barato que outros processos
publicados (Figura 4).

Figura 3 — Fotodegradagdo catalitica da Rodamina B (R) com materiais mesoporosos (MM)

Fotodegradacdo catalitica de Rodamina B
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Figura 4 — Produtos resultantes da fotodegradacdo da Rodamina B e evolugdo temporal da
degradacdo do corante em solugdo e no catalisador
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A ARTE DE COLORIR NANOTUBOS —
Ovuinoa C. MonTEIRO

Um dos maiores desafios da atuali-
dade, na area do desenvolvimento
nanotecnolégico, € conseguir, por
manipulacdo a uma escala atomica/
molecular, um controle preciso das
propriedades intrinsecas dos mate-
riais. A sintese de materiais compdsi-
tos/hibridos tem sido um dos métodos
mais usados para atingir esse obje-
tivo. Desta forma, e como resultado
de uma combinacéo sinergética de
dois ou mais componentes, torna-se
possivel a criacdo de novos mate-
riais com propriedades inovadoras ou
melhoradas. Este trabalho insere-se
nesta tematica e tem como principal
objetivo o fabrico de novos materiais
nanoestruturados com propriedades
modificadas.

O interesse nas nanoestruturas de ti-
tanatos foi despoletado em 1998 pelo
trabalho de Kasuga et al. [10]. Os na-
notubos de titanatos (TNTs) séo ca-
pazes de combinar as propriedades e
aplicacbes das nanoparticulas de TiO,
(por exemplo, atividade fotocatalitica)
com as propriedades dos titanatos
lamelares (por exemplo, capacidade
de troca i6nica). A sua limitada apli-
cabilidade como materiais foto-ativos
na regido do visivel deve-se a fraca
absorcéo de energia e a elevada ca-
pacidade de recombinacéo eletrénica.
A combinacdo com um segundo ele-
mento pode permitir ultrapassar estas
limitagdes, por alargamento da banda
de absorcéo e/ou por diminuicdo da
recombinacéo. Através do recurso a
varios processos de fotossensibili-
zacéo pretende-se derivatizar TNTs
de forma a melhorar o seu desem-
penho dtico na regido de radiacéo
visivel. Uma criteriosa selecao do(s)
sensibilizador(es) a usar permite ma-
nipular as propriedades estruturais,
eletrénicas, éticas e magnéticas do
material compasito.

Efeito do solvente

Um dos problemas subjacentes a
preparacéo hidrotérmica de TNTs
relaciona-se com o facto de as pro-
priedades do material obtido serem
fortemente dependentes da natureza
do TiO, usado, 0 que nos levou recen-
temente a propor um procedimento de
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sintese alternativo [11]. A substituicdo
do solvente H,O por uma solugdo de
NaOH 10 M resulta na formagéao de
estruturas alongadas em detrimento
de nanoparticulas esféricas de TiO,
anatase (Figura 5).

Troca idnica Na* — H*

As alteracdes introduzidas nos TNTs
(Na, H,Ti,O,-nH,O, com 0 < x < 2)
pelo simples processo de troca idnica
Na* — H* revelaram-se bastante inte-
ressantes ao estudar as propriedades
oticas, de adsorcéo e foto-cataliticas,
destes materiais: a extenséo da ad-
sorcdo de corantes catiénicos é for-
temente condicionada pelo grau de
substituicdo de Na*; a banda de ab-
sorcéo sofre desvios para a regiéo do
visivel com a diminuicdo da quantida-
de de sddio na estrutura; quer o de-
sempenho foto-catalitico quer o me-
canismo de degradacao de poluentes
industriais s&o condicionados pela
composi¢ao quimica dos TNTs [12].

Dopagem com cobalto

Ao contrario do que se passa com
o TiO, [13], a estrutura, dimensdes
e morfologia das particulas de TNTs
sofrem fortes alteracdes quando do-
padas com cobalto. A introdugdo do
metal na rede cristalina permite ajus-

Figura 5 — Imagens de microscopia eletrénica
de transmissdo (TEM) das particulas do pre-
cursor (a) do TiO, (b) e de TNTs (c) preparados
por tratamento hidrotérmico
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tar o nivel de energia das bandas de
conducéo e valéncia e, consequente-
mente, reduzir a recombinacédo ele-
trénica. Observa-se ainda um desvio
para o visivel da banda de absor¢éo
do material.

Fotossensibilizagdo com semicon-
dutores  nanocristalinos/corantes
organicos

O fabrico de TNTs modificados por fo-
tossensibilizagcéo, usando semicondu-
tores nanocristalinos ou corantes or-
ganicos, permite a expansao do limite
de absorgdo destes materiais até a
zona do infravermelho préximo (NIR),
dependendo do sensibilizador.

Como exemplo, a decoracéo dos TNTs
com CdS conduz a formacéo de um
nanocompésito (Figura 6). O desvio
no valor da energia da banda de ab-
sor¢ao é atribuido a presenca de CdS
apresentando efeitos de confinamento
quéntico [14]. Presentemente, estes
materiais estéo a ser estudados para
aplicacbes de base solar (por exemplo
foto-catélise e células solares).

FUNCIONALIZAGAO DE  SUPERFICIES
PARA BIOSSENSORES — ANA S. VIaNA

O desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos e oéticos para aplica-

Wavelength (nm)

Figura 6 — Espectros oticos de TNTs antes (a) e
apos sensibilizagdo com CdS nanocristalino (b)
e com corante organico (c)

céo em analises clinicas tem sido alvo
de investigacdo intensa e inovadora.
Um dos biossensores mais rentaveis
no mercado € o biossensor enzima-
tico, utilizado diariamente por diabé-
ticos, que deteta glicose no sangue
por métodos eletroquimicos [15]. Para
estender o uso destes dispositivos
a matrizes ainda mais complexas,
nomeadamente no ambito do ramo
alimentar, existem diversos desafios
tecnoldgicos para melhorar limites de
detecéo (incluindo inibicdo da adsor-
¢ao ndo especifica), estabilidade e
miniaturizacdo dos biossensores. Um
dos passos determinantes na cons-
trucao de biossensores é a imobili-
zacao adequada de biomoléculas em
superficies, para que a orientacdo ou
possiveis alteracées de conformacéo
nao comprometam a sua atividade
biolégica.

No nosso laboratério estamos a es-
tudar um método alternativo de imo-
bilizacdo covalente de biomoléculas
em superficies de ouro, com o ob-
jetivo de reduzir consideravelmente
o nimero de passos envolvidos em
processos mais convencionais. Estes
Ultimos utilizam, por exemplo, mono-
camadas auto-montadas de tibis com
grupos terminais (-NH, ou -COOH)
suscetiveis de serem ativados para
a formacdo de ligacdes peptidicas
com proteinas [16]. A nova metodolo-
gia baseia-se na formacéo in situ de
ditiocarbamatos, por reacédo, num s6
passo, entre dissulfureto de carbono
e grupos amina presentes nos amino-
acidos das proteinas e na sua adsor-
céo forte ao ouro. O método foi valida-
do para compostos eletroativos con-
tendo aminas primarias (dopamina) e
secundarias (adrenalina) e ainda um
aminoacido (triptofano) [17], quer em
meio organico, quer em meio aquoso.
Ao efetuar a reagéo na presenca de
nanoparticulas de Au e Pt (com dia-
metros < 20 nm) é possivel aumentar
significativamente a quantidade de
compostos alvo, devido a elevada
area superficial das nanoparticulas.

A Figura 7(a) ilustra o método utili-
zado na preparacgéo de um imunos-
sensor anticorpo (imunoglobulina G,
IgG) / antigénio (anti-imunoglobulina
G, Anti-lgG), que poderé ser adapta-
do a outros anticorpos de interesse.
A proteina A interage especificamente
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com uma zona da IgG, deixando dis-
ponivel a regido do anticorpo que faz
o reconhecimento biolégico do antigé-
nio. Durante a concecao de estruturas
organizadas a nivel molecular, é es-
sencial recorrer a técnicas de carac-
terizagcdo complementares que permi-
tam obter uma viséo global da inter-
face em cada etapa da modificagéo.
A Figura 7(b) mostra uma imagem da
superficie de ouro modificada com
proteina A e CS, apés incubagéo com
IgG, captada por microscopia de forca
atébmica (AFM). Distinguem-se, clara-
mente, inUmeras proteinas individuais
(estruturas globulares com 15-20 nm
de diametro; circulos exemplificam
moléculas individuais) com o espa-
¢camento necessario para uma intera-
¢céo eficaz com o antigénio. Tal como
o ditiocarbamato formado por reacéo
entre o CS,ea proteina A, também as
moléculas de CS, que n&o reagiram
podem adsorver na superficie (Figu-
ra 7(a)). Uma vez que o carbono do
CS8, perde reatividade para os grupos
amina apoés estabelecer uma ligacéo
forte ao ouro, estas moléculas tém um
papel crucial na inibicdo da adsorcéo
fisica (n&o especifica) das proteinas.
A voltametria ciclica (desadsorcéo re-
dutiva) permite confirmar a presenca
da ligacdo Au-S e estimar o ndme-
ro de atomos de S adsorvidos [16].
Utiliza-se também para comprovar a
modificacéo da superficie, incluindo o
reconhecimento IgG/Anti-IlgG, através
do aumento do bloqueio (Figura 7(c))
ao processo redox de uma espécie,
[K,Fe(CN),], em solucéo (decréscimo
das correntes de oxidacéo e redu-
¢éo). A Ressonancia de Plasmao de
Superficie (SPR) € uma técnica muito
sensivel para detetar em tempo real
as variacOes no indice de refracéo da
interface. A Figura 7(d) revela uma
variacéo nitida da intensidade do si-
nal ético quando existe afinidade bio-
l6gica estavel entre Proteina A/IgG e
IgG/Anti-IgG. A lavagem com solucédo
tampao remove as moléculas que in-
teragem fracamente com a superficie
modificada. Os resultados séo corro-
borados por Elipsometria, que permi-
te estimar a espessura das diversas
camadas/subcamadas e avaliar a ca-
pacidade de inibicdo da adsorcéo néo
especifica.

A simplicidade do método, a possibili-
dade de ser efetuado em meio aquo-
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so e tamponado e a capacidade para
prevenir a adsorcéo de outras prote-
inas evidenciam o seu potencial na
construcao de biossensores.

COMBATER”FUNGOS PATOGENICOS. A
LEVEDURA “COMUM’ COMO MODELO —
Roprico F. M. be ALMEIDA

A frequéncia de infecbes mortais por
fungos aumentou dramaticamente
nos ultimos tempos, em particular
entre os doentes com virus da imuno-
deficiéncia humana (HIV) e pacientes
com cancro que recebem quimiotera-
pia imunossupressora.

As principais terapias antifingicas
atualmente em uso clinico atuam a ni-
vel da membrana plasmética dos fun-
gos, tendo em conta as reconhecidas
diferencas entre a membrana desses
organismos e das células humanas.
Um dos exemplos mais marcantes é
a auséncia de colesterol, cujo papel é
desempenhado nos fungos por uma
molécula analoga, o ergosterol (Figu-
ras 8(a) e 8(b)). Apesar das diferencas
estruturais entre estas duas molécu-
las serem subtis, a sua presenca nas

Proteina A
@ W oo

membranas confere-lhes proprieda-
des biofisicas marcadamente distin-
tas. Quando a membrana celular é o
alvo terapéutico, néo basta apenas
considerar cada molécula individu-
almente, uma vez que as moléculas
se difundem lateralmente a velocida-
des elevadas (coeficientes de difuséo
lateral que podem ser da ordem de
108 cm?s™) e estabelecem inimeras
interacdes que resultam numa orga-
nizagéo altamente hierarquizada com
regibes de diferentes composicbes e
propriedades biofisicas, como espes-
sura, fluidez e permeabilidade. Ao con-
trario da maioria dos farmacos, que
atuam especificamente numa molécu-
la alvo, normalmente uma proteina, o
mecanismo de ac¢do dos farmacos di-
rigidos as biomembranas pode passar
pelas alteracbes provocadas na sua
organizacédo e propriedades biofisi-
cas, hdo sendo possivel assim identi-
ficar um alvo molecular Unico. Impor-
ta, pois, estudar essas propriedades,
quer no organismo que provoca a in-
fecdo, quer em células animais, para
fazer uso dessas diferencas no de-
senvolvimento de terapias eficazes e
de baixa toxicidade para os humanos.

——CS + Prot A + 156
——CS,+ Prot. A + Anti-igG

Figura 7 — (a) Esquema ilustrativo do imunossensor anticorpo/antigénio; (b) imagem de AFM (500
x 500 nm?), obtida em modo Tapping™ de ouro modificado com CS, + Proteina A apés incubagdo
com IgG (circulos exemplificam moléculas individuais); {c) voltamogramas ciclicos de 1 mM de
K,Fe(CN) em tampdo fosfato (pH 7) ap6s varias etapas de modificagdo; e (d) Ensaio de SPR em
tempo real representando as reacdes de reconhecimento biol6gico CS, + Proteina A/lgG e 1gG /
Anti-IgG
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Felizmente podemos estudar essas
propriedades em laboratério num or-
ganismo nao patogénico, a levedura
do fermento de padeiro Saccharomy-
ces cerevisiae, uma vez que a compo-
sicdo lipidica da sua membrana plas-
matica é idéntica a de varios fungos
patogénicos. Muitas das ferramentas
utilizadas para investigar as membra-
nas de células de mamifero ndo foram
aplicadas @ membrana plasmatica da
levedura, mas é a aplicacédo dessas
mesmas técnicas que permitira por
em evidéncia as diferencas entre elas
[18]. Parte do trabalho que temos de-
senvolvido tem sido, pois, a caracteri-
zacédo das propriedades fotofisicas de
sondas de membrana fluorescentes
em membranas de células de levedu-
ra e em lipossomas que mimetizam as
membranas destes organismos e que
até hoje tém sido utilizadas quase ex-
clusivamente em células de mamifero.

A membrana da levedura encontra-se

compartimentada em regides iden-
tificadas com marcadores proteicos

(a)

(c) 1 5
otieess
LUK

TX35 U

Z=10nm\

que sao facilmente observaveis por
microscopia de fluorescéncia e que
sao estaveis no espaco e no tempo
[19]. Pelo contrario, nas membranas
de mamifero, a ndo ser que haja bar-
reiras fisicas bem definidas, os domi-
nios formados sdo transientes e de
dimens0es inferiores a resolucdo das
microscopias 6ticas convencionais.

Agora sabemos também que existem
diferencas fundamentais a nivel da
organizacao lipidica. No nosso labo-
ratério descobrimos que a membrana
plasmética da levedura contém domi-
nios do tipo gel [20], isto é, regides da
membrana muito rigidas e ordenadas,
com grande contetido em esfingolipi-
dos e sem esterois. Esta descoberta
contraria o paradigma atual que pre-
coniza a formacgé&o de dominios lipidi-
cos com base nas interagdes esterol-
-esfingolipido (Figuras 8(c) e 8(d)).
Entretanto, j& observamos que esse
tipo de dominio esta presente noutras
espécies de fungos (resultados néo
publicados).

Znm

S T7X7 pm’

Figura 8 — Comparagdo entre a composicdo e a organizacdo da membrana plasmatica em fungos
(levedura) versus mamiferos. (a, b) estrutura do esterol predominante nos dois grupos de or-
ganismo, (a) ergosterol, (b) colesterol; (c, d) diagrama esquemdtico de uma membrana com (1)
dominios de gel (rico em esfingolipidos) ou (2) dominios de liquido ordenado (rico em esterol
e esfingolipidos) entre (3) regides de liquido desordenado (rico em fosfolipidos insaturados).
(e, f) imagem de AFM obtida em modo Tapping™ em liquido de bicamadas lipidicas suportadas
em mica constituidas por uma mistura ternaria que mimetiza os dominios lipidicos de levedura
(e) versus mamifero (f). As bicamadas sdo compostas por dioleoilfosfatidilcolina {fosfolipido
insaturado)/palmitoil-esfingomielina (esfingolipido de mamifero)/colesterol versus palmitoilo-
leoilfosfatidilcolina (fosfolipido insaturado)/fitoceramida {esfingolipido de levedura)/ergosterol,
numa proporgdo molar de 2:2:1 em ambos os casos. Os diferentes tipos de dominios (1, 2, 3) sdo
identificados por diferencas de espessura da bicamada (Z). {4) corresponde a zonas de substrato
(mica) descoberto
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Presentemente, continuamos a carac-
terizar as propriedades biofisicas da
membrana plasmatica da levedura,
quer in vivo, quer in vitro [21], usan-
do diferentes abordagens experimen-
tais, que vao desde a espectroscopia
e microscopia de fluorescéncia, até a
microscopia de for¢a atémica (Figu-
ras 8(e) e 8(f)), para melhor perceber
as semelhancas e diferencas relati-
vamente as membranas das nossas
células e contribuir para o desenvolvi-
mento de novas terapias antifungicas.

EXTRATO DE ESPONJA MARINHA PORTU-
GUESA COM POTENCIAL NO TRATAMENTO
DA DOR — PEDRO LiMA

Os avang¢os em Neurociéncias e nou-
tras areas da Biomedicina, como a
Cardiologia, ocorrem frequentemente
em estreita associacdo com a des-
coberta de determinados agentes
quimicos que nos elucidam sobre o
funcionamento dos neurénios e das
células musculares. Estes agentes
farmacolégicos atuam especificamen-
te em proteinas da membrana celular,
nomeadamente nos canais idnicos.
A funcéo de cada canal iénico tem
sido estabelecida recorrendo a esses
agentes quimicos, que nalguns casos
séo também usados para fins tera-
péuticos. Por exemplo, o potencial de
acdo nos neurdnios é levado a cabo
pela atividade concertada de multiplos
canais iénicos que conduzem seleti-
vamente Na*, K* e Ca%*. Existe uma
grande diversidade de subtipos de
canais, cada um com o seu papel fi-
siolégico especifico — s6 canais de K*
existem mais de 50 [22]. A utilizagéo
de neurofarmacos especificos, mui-
tos dos quais provenientes de orga-
nismos marinhos, tem sido essencial
para avaliar a funcéo de cada um des-
ses subtipos de canais. Existe assim
um grande interesse na identificacéo
de novos compostos com atividade
em canais para os quais tais farmacos
ainda n&o estdo disponiveis.

A combinacéo de varias técnicas de
eletrofisiologia (como o patch-clamp),
e de imagiologia em tempo real (por
exemplo, imagiologia de Ca?* neural)
permite-nos identificar e caracteri-
zar um eventual efeito farmacolégico
numa determinada corrente idnica
ou um processo celular que pode ser
estudado numa célula isolada ou em
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tecidos ex vivo, nomeadamente em
fatias de cérebro de ratos.

O caso aqui apresentado referente a
um composto extraido de uma espon-
ja marinha capturada em aguas por-
tuguesas constitui um exemplo desta
abordagem (colaboragdo com Douto-
ra Helena Gaspar, Grupo de Quimica
Inorganica e Tedrica, CQB). Os nos-
sos resultados revelaram que esse
composto bloqueia correntes rapidas
de K" ativadas por voltagem em neu-
rénios isolados do hipocampo (Figu-
ras 9(a) e 9(b)). A uma concentracdo
de 0,001% (peso/volume), o efeito &
especifico para a componente rapi-
da dessa corrente com um tempo do
decaimento t ~ dezenas de milisse-
gundos, ndo alterando a componente
lenta para a qual T ~ centenas de mi-
lissegundos (Figura 9(a)). Usando um
protocolo de voltagem que visa isolar
a componente rapida (inset da Figu-
ra 9(b)), & possivel investigar o efeito
mais detalhadamente [23]. A corrente
sensivel ao composto, obtida a par-
tir da subtracédo da corrente controlo
a registada aquando do tratamento,
mostra um tempo de decaimento de
40 a 70 ms. Foram efetuados outros
registos para se estudar a sensibilida-
de da ativacéo da corrente a voltagem
[24], um parametro identificador da
corrente em foco. Globalmente, estes
estudos permitem caracterizar a cor-
rente de K* sensivel ao composto que,
neste caso, evidenciou uma cinética
de inativagéo e um perfil de voltagem
tipicos dos canais do subtipo KV1.4.
Este subtipo é considerado de eleva-
da relevéancia no contexto da dor e até
aquindo se conhecia qualquer agente
quimico que modulasse a sua ativida-
de. De facto, o KV1.4 é o Unico canal
KV de K* presente nos pain sensing
neurons situados no ganglio dorsal da
raiz [22, 25].

Consequentemente, uma vez que o
composto isolado a partir da espon-
ja portuguesa apresenta elevado po-
tencial no tratamento da dor crénica,
pretendeu-se investigar um eventual
efeito também no canal de K* ‘cardia-
co’ human ERG (hERG). Este ensaio
constitui um importante teste pré-clini-
co, uma vez que o canal hERG é pre-
ponderante no controlo do batimento
cardiaco, sendo desejavel que néo
haja efeitos nesse canal. Observou-
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-se que 0 composto, mesmo em con-
centragbes mais elevadas (0,01%)
nao alterou as correntes registadas a
partir de células HEK (Human Embro-
nic Kidney) que expressam apenas o
canal hERG (Figura 9(c)). Em conclu-
sdo, estamos perante um potencial
neurofarmaco que, ao atuar especifi-
camente no canal KV1.4, podera ser
usado no tratamento da dor crénica
sem alterar a atividade cardiaca me-
diada pelos canais de K* cardiacos.
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ATUALIDADE CIENTIFICA

NOVA TECNICA PARA A SIMULAGAO DE MATERIAIS NAO CRISTALINOS

Uma equipa multidisciplinar de investigadores do MIT, em colaboracdo com um investigador espanhol, descobriu uma abordagem
matematica inovadora para a simulacdo do comportamento eletrénico de materiais n3o cristalinos, que poderdo conduzir ao
desenvolvimento de novos dispositivos como células fotovoltaicas, LED’s organicos e circuitos eletrénicos flexiveis.

O novo procedimento matematico proporciona previsdes com elevada exatiddo. Deste modo, a pesquisa liderada por Jiahao
Chen, pds-doc no Departamento de Quimica do MIT, foi reportada no fasciculo da Physical Review Letters, publicado no dia 29
de junho.

O trabalho usou um conceito matematico designado por probabilidade livre aplicada a matrizes aleatdrias, até agora considerado
uma abstracdo sem aplicacdes praticas conhecidas. A equipa considerou este conceito Util como um passo na resolucdo de
problemas complexos nos campos da Fisica e da Quimica. Neste caso especifico, a teoria de matrizes aleatdrias poderia possibilitar
a compreensdo do modo como a desordem num material nio cristalino afeta as suas propriedades elétricas.

Geralmente, a determinacdo das caracteristicas eletrénicas de materiais requer o célculo de certas propriedades de matrizes, cujos
elementos representam as energias dos eletrdes e as suas interagoes, definidas a partir da forma como as moléculas se distribuem
no material. A quantificacdo da influéncia de alteracOes fisicas, como a alteracdo da temperatura ou a adicdo de impurezas, nas
caracteristicas dos materiais, requereria normalmente a variacdo de cada elemento matricial e a determinacdo da sua influéncia
nas propriedades da matriz. No caso de materiais desordenados, os valores das prdprias matrizes iniciais ndo sdo conhecidos com
precisao, tornando o problema matematico muito dificil de resolver. Todavia Chen explica que “a teoria de matrizes aleatdrias
resolve este problema j& que utiliza distribuicdes de probabilidade dispensando o célculo dos valores precisos”.

Assim, o novo método torna possivel a translacdo de informacdo basica sobre o nivel de desordem na estrutura molecular do
material numa previsdo das suas propriedades elétricas. Especificamente, o método desenvolvido transforma um problema
matricial demasiado complexo para ser resolvido facilmente por métodos matematicos tradicionais, num problema aproximado
gerado pela combinacdo de duas matrizes cujas propriedades podem ser calculadas de uma forma simples.

De qualquer modo, os investigadores concluiram que o seu método aproximativo proporcionava resultados com uma elevada
exatiddo. Assim, a qualidade dos resultados obtidos levou a equipa a investigar as razdes para a elevada exatiddo do método que,
por sua vez, conduziram a novas descobertas matematicas no campo da teoria da probabilidade livre.

Chen afirma que “os resultados sdo um primeiro passo promissor na obtencao de solucdes altamente exatas de modelos muito
mais sofisticados e uma extensdo destes métodos pode conduzir a uma redugdo do custo total da modelacdo computacional da
nova geracao de materiais e dispositivos solares”.

Para além de Chen, a equipa inclui o professor associado de quimica Troy Van Voorhis do MIT, Eric Hontz e Matthew Welborn,
o pds-doc Jeremy Moix, o professor de matematica Alan Edelman do MIT, Ramis Movassagh, e Alberto Suarez da Universidad
Autdnoma de Madrid.

(adaptado do artigo de 22/06/2012 de David Chandler: New technique allows simulation of noncrystalline materials,
http://web.mit.edu/newsoffice/2012/simulating-solar-cells-0622.html)

Paulo Brito (paulo@ipb.pt)
Instituto Politécnico de Braganca
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