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I. INTRODUCAO

A aplicagdo da espectroscopia de ressondncia paramagné-
tica eletronica (RPE) exige a presenca de eletrons desempa-
relhados no sistema em estudo. Dessa forma pode ser apli-
cada a metaloproteinas e metaloenzimas que contém cen-
tros paramagnéticos assim como a radicais livres intermedid-
rios em reagdes bioquimicas. Como a maioria dos sistemas
sdo diamagnéticos (ou seja ndo possuem eletrons desempa-
relhados), a aplicagdo de RPE pode ser extendida através da
ligagdo covalente ou da difusdo simples de um radical livre
estdvel (marcador de spin) no sistema em estudo. Desta for-
ma ndo apenas sistemas que possuem paramagnetismo in-

_ trinseco (metaloprotefnas) mas outros sistemas podem ser
estudados.

O método de marcadores de spin foi originalmente pro-
posto por Mc Connell e col. (1) em 1965 ¢ tem fornecido
fnformagBes moleculares e fungdo de membranas, dcidos
nucleicos e outros sistemas biolégicos (2).

Em principio, qualquer espécie paramagnética (ex.
Mn?*, Co?, outros ions de metais de transi¢io e lantani-
deos) poderia ser um marcador de spin. Na prdtica, os mar-
cadores de spin sdo geralmente do tipo nitroxido, ou seja,
moléculas que contém um fragmento paramagnético N-O.
A utilidade do método de marcagdo com nitroxido resulta
da grande sensibilidade da RPE, do fato de que amostras
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opacas (como membranas) podem ser usadas, da especifici-
dade do método, uma vez que apenas os centros paramagné-
ticos sdo detectados e da simplicidade relativa do espectro
de RPE resultante.

Outra vantagem da utilizagdo dos radicais nitréxidos, co-
mo marcadores de spin, é o fato que na aplica¢do em siste-
mas bioldgicos, em condi¢tes de pH e temperatura fisiold-
gica, os radicais N-O sdo estdveis nestas condi¢des. Fi-
nalmente a quimica dos radicais nitréxidos tem se desen-
volvido bastante gragas a sintese de um grande nimero de
marcadores com a finalidade de aplicagdo no estudo de sis-
temas especificos fisico-quimicos e bioquimicos (3,4).

I RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA
(RPE)

A ressonidncia paramagnética eletronica (RPE) é uma
forma de espectroscopia muito util ao estudo de estrutu-
ras e dindmicas moleculares. Pode ser aplicada a moléculas
bioldgicas fornecendo informagdes a respeito de mudangas
quimicas e estruturais do sistema bioquimico. Pode-se es-
tudar também mudangas conformacionais de proteinas,
estrutura e reatividade de intermedidrios em reagSes que
envolvem enzimas, esteroquimica e geometria de sitios de
ligagdo de pequenas moléculas em proteinas, rea¢Ges de
oxi-redugdo e propriedades de moléculas biolégicas (2,3,5,6).

A espectroscopia de absorgdo se baseia no fato de que
a absor¢do de radia¢do por uma molécula envolve uma tran-
sicdo entre niveis de energia do estado fundamental para
um nivel excitado de maior energia (5). Para que a transi-
¢30 aconteca, a energia do quantum de radiagdo deve ser
igual a diferenga de energia, AE, entre os niveis fundamen-
tal e excitado. Esta igualdade é dada pela lei de Planck:

AE = hv {11

onde v € a freqiiéncia da radiagdo e h a constante universal
de Planck.

A técnica de ressonincia paramagnética eletronica (RPE)
se baseia na aplicagdio de um campo magnético estitico

, sob a agdo do qual os niveis de energia correspondentes
ao spin eletronico se desdobram. As energias de transi¢do
em RPE correspondem desta forma, as energias de intera-
¢do de um elétron com um campo magnético externo. A
espectroscopia de RPE se localiza no espectro eletromagné-
tico na regido de microondas (10'? — 10'°)H,,.

A absor¢do de ressondncia magnética pode somente ser
observada em espécies que tem momento magnético desde
que o pré-requisito € que elas possam interagir com um
campo magnético. O emparelhamento dos elétrons que
causa o cancelamento efetivo dos spins na ligagio quimica
faz com que os fons de metais de transi¢do e radicais livres
sejam praticamente as Gnicas espécies com momento mag-
nético eletronico. A energia de interagio do momento mag-
nético depende de sua proje¢ao ao longo do campo magné-
tico

- >
E=-u.H 12}
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onde u € o momento magnético eletronico e H o campo
magnético estitico. O momento magnético correspondente
ao spin do elétron é dado por (3):

- e
u=—gBs 131

onde _S-)é o spin eletronico, § o magneton de Bohr e g uma
constante de proporcionalidade cujo valor depende das es-
pécies magnéticas em consideragio.

Os spins eletronicos so quantizados, s6 tomam certas
orientagdes permitidas em relagio ao campo magnético,
cada uma correspondendo a energias distintas. A absorgdo
de ressondncia magnética corresponde a transi¢des entre
esses niveis de energia. N

A aplicagdo do campo magnético H causa o desdobra-
mento dos niveis de energia correspondentes ao memento
magnético de spin (_S?) (Fig. 1). No caspo despinS=1/22
projegdo Mg pode ter dois valores + 1/2 correspondentes a
um sistema de dois niveis de energia em presen¢a do campo
externo H . Se for aplicada a energia adequada hv, a radia-
¢do eletromagnética pode induzr transi¢Bes, isto €, mudan-
¢as na orientagdo do spin correspondente a transi¢do de me-
nor para maior energia (Mg = + 1/2 >Mg = —1/2) e assim
a condi¢do para a transi¢do espectroscopica serd dada por:

hv = gBH (4]

onde h € a constante de Planck, v a freqiiéncia de radia¢do
e g, 8, H os mesmos definidos acima.

A absor¢do de energia gera um espectro que normalmen-
te € registrado na forma da primeira derivada da absorgdo e
estd mostrado na fig. 1.

O fator g definido antes como fator de proporcionalida-
de entre o momento magnético e o spin eletrdnico, especi-
fica a posi¢do da absorgdo espectral de uma espécie para-

Ms-+|/2
hv s gBH

Ms' -2

H

Absorgoo de RPE

Primeiro derivada do
Absor¢io de RPE

Fig.1 Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrdnico
1
S =7 na presenga de um campo magnético: M € a proje-

¢do do spin eletronico na dire¢io do campo magnético (5).



magnética particular e é caracteristica desta espécie. Rees-
crevendo a condigdo de ressondncia temos que:

hv 1 hv 1
g=—.— 5| ou H=—.— 161
g H B 8

Geralmente a freqiiéncia de microondas v € mantida fixa
e 0 campo magnético
nincia se cumpra. Desta forma pode-se ver que a posi¢io da
linha em termos de campo magnético define o valor de g. Is-
so equivale a afirmar que dado um espectro de RPE em fun-
¢do do campo H a posi¢do da linha permite determinar o va-
lor de g da amostra estudada através da relagdo [5].

Dois parametros importantes na andlise dos espectros de
RPE s3o os valores de campo nos quais as linhas sdo centra-
das, especificados pelos valores de g e o desdobramento hi-
perfino dessas linhas.

O desdobramento hiperfino devese a interagdo do mo-
mento magnético eletrdnico com os momentos magnéticos
dos nucleos vizinhos. O efeito da interagdo hiperfina nos
niveis de energia de um elétron (S = 1/2) no campo magné-
tico é mostrado na fig. (2). O nmimero de linhas hiperfinas
de um nicleo particular depende do spin nuclear (I). Para
I = 1, sdo possiveis trés orientagdes igualmente provdveis
do spin nuclear em relagdo ao campo magnético, correspon-
dendo a My = +1,0, —1 (Mf € a proje¢do do spin nuclear
na diregio do campo que origina a trés linhas hiperfinas
no espectro de RPE (fig. 2). A interagdo hiperfina altera a
condig¢do de ressondncia levando a que

hv = gBH + A. M : 171

onde A é a constante de desdobramento hiperfino. A posi-
¢3o das linhas depende de M|, uma vez que

hv 1 A 1
H=— . ———.—M 18]
B g B &g

Em geral para um nicleo de spin I o espectro de RPE
consiste de (21 + 1) linhas de igual intensidade e separadas
pela distdncia igual a A ou A/, em unidades de campo mag-
nético.

a) Relaxacgdo spinrede T,

Até o presente momento foi considerado um quadro es-
tatico de RPE e apenas um spin eletronico S = 1/2. Na ver-
dade o campo eletromagnético induz com a mesma probabi-
lidade transi¢des do nivel de mais baixa energia Mg = +1/2
para o de mais alta Mg = —1/2 e transi¢Ges na diregdo opos-
ta, isto é Mg = —1/2 — Mg = +1/2. Além disso geralmente
os sistemas estudados ndo possuem apenas um spin eletrd-
nico, mas um nimero bem maior (4 concentragio de radical
livie 107*M, este niimero é 6 x 10** x 107 =6 x 10'°
spins). E preciso entdo considerar uma distribuigdo destes
spins nos dois niveis de energia possiveis, correspondentes
aos estados Mg = *1/2, dada pela distribui¢do de Boltzman:

varia até que a condigdo de resso-’

Cerivada do
Absorg¢do

Fig. 2 Desdobramento hiperfino para spin nuclear I =1 (1*N).
Sdo indicadas as transi¢des de ressondncia do spin eletro-
nico para um tnico elétron, S =+ 1/2. O nimero de linhas
do desdobramento é caracteristico do valor do spin nuclear,
[; Mj € a projecdo do spin nuclear na dire¢do do campo
magnético H e M é a proje¢do do spin eletrdnico. A € a
constante de desdobramento hiperfino (5).

quando o sistema estd em equilibrio a uma dada tempera-
tura,

N_y2

= exp — gBH/kT (91
N+1/2

Essa relagdo mostra que no equilibrio existe maior nimero
de spins no estado de menor energia (Mg = +1/2). Como
conseqiiéncia em presenga do campo eletromagnético serdo
induzidas mais transi¢des do tipo Mg = +1/2 — Mg = —1/2
com absor¢do de energia pelo sistema de spins. Se ndo exis-
tisse nenhum mecanismo através do qual essa energia absor-
vida pelos spins pudesse ser dissipada (ou removida do siste-
ma) em pouco tempo as populagdes dos dois niveis ficariam
iguais e como a probabilidade de transi¢ao nos dois sentidos
€ igual, entdo cessaria a absor¢do de energia de microondas
e portanto o fendomeno de RPE! Feizmente tal processo
existe e é precisamente a relaxac¢do spin-rede, através da
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qual o sistema de spins libera energia para a vizinhanga, rede
cristalina no s6lido ou moléculas vizinhas no liquido, pas-
sando entdo do estado Mg = —1/2 para Mg = +1/2 ¢ essa
energia € dissipada na forma de calor.

A relaxagfo spin-rede depende da vizinhanga molecular,
isto € de qudo fortemente o sistema de spin estd ‘‘acoplado”
a rede. Em geral T, tem valores pequenos e portanto €
curto nos sélidos enquanto que nos liquidos € relativamente
longo. Isso tem dois efeitos importantes. Se T, é curto de-
mais entdo as linhas podem tornar-se t3o longas que a tran-
sigdo de RPE ndo € observada. Este caso ocorre freqiiente-
mente com metais de transi¢gio que requerem o uso de bai-
xas temperaturas para detectar o sinal de RPE (a baixas
temperaturas T, aumenta e as linhas ficam mais finas). Por
outro lado se T; é longo demais entdo é provivel que ocor-
ra o fendmeno de saturagdo, isto €, as transi¢des Mg = +1/2
- Mg = —1/2 ocorrem tdo ripido que o sistema ndo tem
tempo de relaxar (T; € longo) e as populagdes dos dois
estados tendem a igualar-se diminuindo o sinal de RPE. Essa
saturagdo torna-se mais intensa com o aumento da poténcia
de microondas. Esse efeito de alargamento pela relaxagdo
pode ser visualizado através do principio de incerteza de
Heisenberg que diz que se um dado estado de energia tem
um tempo de vida 7

AE .7 = h {10]

ou |
h.Av.7=h [11]
e portanto Av E:— [12]

Av e AE sdo as incertezas nos valores de freqiiéncia e ener-
gia desse estado. Da condigdo de ressonancia

hv = g H (4]
temos que
h.Av=2gp.AH i13]
ou - Av=§ﬁ—.AH |14 ]
' h
B 1 :
e portanto E— AH =— {15]
h T

E importante notar que a transi¢do que ocorre em RPE
envolve apenas a mudanga da energia de interagio do elé-

, +
tron com o campo magnético, isto é AMg = 1 (Mg = 3—_)

-1 :
M, = —2—) enquanto que a energia de interagdo do nucleo

com o0 campo magnético permanece constante, isto é
AMp = O. Na técnica de ressonincia magnética nuclear
(RMN) por outro lado as transi¢Ges estudadas envolvem
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mudangas no estado nuclear (M)) e nesse caso também
AMp =1.

A interagdo hiperfina é muito importante em RPE uma
vez que ela leva ao desdobramento das linhas corresponden-
tes a transi¢do eletronica. No exemplo acima de spin nu-
clear I = 1 a transig@o eletrdnica é desdobrada em trés li-
nhas (triplete) e é esse desdobramento que freqlientemente
permite identificar o nicleo vizinho do elétron desempare-
lhado.

A freqiiéncia tipica utilizada em RPE é de 9 GHz (ban-
da X) o que corresponde a freqiiéncia de movimentos trans-
lacionais, rotacionais ou segmentais dos sistemas estudados.
Da condig@o de ressondncia pode-se ver que o campo mag-
nético correspondente necessdrio no caso de g = 2 € de cér-
ca de 3000 gauss.

A andlise da posi¢do e da forma das linhas de RPE pode
fornecer informagdes sobre a velocidade de movimento do
marcador, sobre a estrutura, ordem, viscosidade e polarida-
de do sistema estudado, assim como de mudangas confor-
macionais sob a a¢do de agentes tais como: pH, temperatu-
ra, ions, etc.

Juntamente com o fator g e o desdobramento hiperfino
na andlise dos espectros de RPE é importante considerar
também dois outros aspectos: o da relaxagdo spin-rede que
origina o tempo de relaxag¢do spin-rede T, e o da relaxagao
spin-spin que origina o tempo de relaxa¢do spin-spin T,,
responsdvel em muitos casos pela largura de linha do sinal
de RPE. - -

ou ‘ : AMH =— | — [16]

Desta relagdo pode-se ver que quanto menor o tempo
de vida (T,) do estado excitado tanto maior serd a largura
de linha, isto é, tempos curtos levam a linhas largas.

b) Relaxag¢do spin-spin

Os efeitos da interagio magnética dipolar entre dois
momentos magnéticos podem ser em geral divididos em es-
tdticos e dindmicos. As interagdes estdticas levam a linhas
muito largas e é por isso que RPE em sélidos na maioria das
vezes é realizado diluindo as amostras. Um dos efeitos dina-
micos da intera¢do dipolar entre spins idénticos € o de cau-
sar mudangas de estado simultineos dos spins. Esse proces-
so limita o tempo de vida de um spin no estado excitado.
Essa relaxag¢do spin-spin ao contrario da relaxagdo spin-rede
nio é capaz de reduzir a saturagdo ou dissipar energia do
sistema de spin mas contribui para o alargamento de linha
devido a redug¢do do tempo de vida do spin no estado exci-
tado. Na maioria dos casos é o tempo de relaxagdo spin-
spin T, que limita a largura de linha observada de modo
que

Av =—-

171

Esta € a situagdo mais comum em RPE de radicais livres
em solu¢do; nesse caso a forma de linha é Lorentziana.



Assim, geralmente, a largura de linha intrinseca é deter-
minada por T, e ndopor T,.

No caso de s6lidos a situagdo é diferente e a forma de li-
nha é geralmente Gaussiana, caracteristica de uma distribui-
¢do aleatdria de linhas superpostas.

Devido a grande sensiblidade do método de RPE, con-
centragdes tdo baixas como 10°M de espécie paramagnéti-
ca podem ser detectadas em casos favordveis. Geralmente
concentragdes de 5 x 10”5 — 1 x 10™*M sdo usadas em es-
tudos envolvendo radicais nitroxidos.

TIL RADICAIS NITROXIDO

Os marcadores nitroxidos tem sido os mais usados e isso
se deve a grande estabilidade destes radicais e a possibilida-
de de participar em reagdes quimicas sem o envolvimento
do elemento paramagnético. Além disso a quimica desses
radicais ¢ em especial a sua sintese obtiveram um avango
consideravel nos Gltimos anos.

Os nitroxidos contém como parte essencial o fragmento
paramagnético _~N-=0, onde o elétron desemparelhado
responsdvel pelo paramagnetismo interage com o nucleo de

nitrogénio que possue spin nuclear I = 1 e devido a essa in-

teragdo, o espectro de RPE de um radical nitroxido em so-
lugdo € um triplete com intensidades muito proximas e
iguais distancias entre as linhas (Fig. 2). O elétron desempa-
relhado do radical nitroxido estd localizado no orbital 2pm
da liga¢@o nitrogé€nio-oxigénio.

A férmula geral dos nitréxidos € a seguinte:

z

Fig. 3 Esquema do radical nitréxido. Os grupos R e R, permi-
tem a reagdo do radical sem envolver o elemento para-mag-
nético N-O.

A presenga de grupos metila nos carbonos vizinhos ao
dtomo de N, confere estabilidade adicional ao radical, per-
mitindo a realizagdo de estudos espectroscopicos em con-
di¢Oes semelhantes as fisioldogicas. ,

R, e R; sdo radicais convenientes para a liga¢gdo do mar-
cador 4 molécula que se quer estudar formando assim os di-
vesos marcadores de spin de radicais nitroxido (fig. 4). A

sintese desses radicais é descrita com detalhes por Berliner
(2), Rozantev (3) e Rassat (4). Hoje existem mais de cem
radicais que podem se ligar a proteinas, enzimas, membra-
nas, assim como andlogos paramagnéticos de moléculas de
importancia biolégica (nucleotideos marcadores, fosfolipi-
deos marcadores, cofatores marcadores, etc.) (2,3,7).

OH NH—C0-CH, [

0 ?'

[}

(o} (b) tc) (d)

Fig.4 Exemplos de radicais nitroxidos af)licados em bioquimica:
a) tempol, b) isotiocianato, ¢) iodoacétamida, d) maleimida.

Anisotropia Espectral

Uma das caracteristicas do espectro de RPE, é que em
muitos casos a posi¢do e o desdobramento das linhas (espe-
cificadas pelos valores de g e constante hiperfina) dependem
da dire¢do do campo magnético em rela¢do aos eixos mo-
leculares.

A anisotropia espectral ¢ muito importante na interpre-
tagdo do espectro de ions de metais de transi¢io e é tam-
bém a base fundamental da utilidade do método de marca-
dores de spin (2,5). 4

Os efeitos do desdobramento anisotropico e os valores
de g sdo mais facilmente entendidos considerando o espec-
tro de um nitréxido introduzido em um cristal. A figura 5
apresenta espectros de um marcador de spin orientado em
um cristal simples. A dire¢do do campo € paralela aos eixos
principais ligados 4 molécula do marcador de spin, como in-
dicado na figura. A anisotropia do espectro em relagio as
trés dire¢bes principais € vista claramente, ambos, o desdo-
bramento hiperfino e o fator g que define o centro dos es-
pectros, dependem da dire¢io do campo magnético.

A anisotropia espectral € normalmente especificada pelos
trés valores do fator g e da constante hiperfina obtidas nas
dire¢des paralelas aos eixos principais: A,,, Ayy € Ay, e
822> Bxx> Byy- Em muitos casos o sistema molecular € simé-
trico axialmente e os valores principais sdo designados como
A, = Azz, Ay = Ayy = Ay € similarmente g, = g,,;
81 = 8xx = 8yy- Em geral os valores dos pardmetros szo:
Azz = 32 gauss, Ayy = Ayy = 6 gauss e g,, = 2.0027,
gyy = 2.0061 e gy = 2.0089.

A anisotropia de g e A é a base do célculo dos parime-
tros de ordem em membranas.

Quando o radical esta girando rapidamente em solu¢do
(por exemplo em solu¢do aquosa) a anisotropia do espec-
tro ndo aparece, pois ocorre uma média temporal e os valo-
res de g e do desdobramento hiperfino medidos correspon-
dem aos valores médios, isto é,

1
ag :?(Axx t Ay Ay (18]

1
Bo =?(gxx + Byy + gzz) 119}
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Fig. 5 Anisotropia espectral do marcador de spin terc-butil orien-
tado em um monocristal. Os principais eixos do movimento
do nitroxido estdo indicados (5).

{a)

(b)

(c)

106G ¢
Fig. 6 Anisotropia do espectro de RPE do marcador de spin sob
varias condiges: a) espectro de po; b) espectro de um radi-
cal nitréxido em uma dispersdo lipidica, c) espectro isotrd-
.pico, radical nitrOxido em uma solugio ndo viscosa (5).
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O espectro consiste nesse caso de trés linhas finas bem
resolvidas equidistantes e de igual intensidade (Fig. 6 c, es-
pectro isotrdpico ou “livre”).

Por outro lado, quando o marcador tem um movimento
mais lento, entdo essa média temporal ndo é mais efetiva e
as contribui¢des de diferentes orientagdes tornam-se impor-
tantes. No limite em que o movimento do marcador estd
muito lento (num liquido viscoso) ou congelado, temos que
a forma do espectro é modificada, obtendose o espectro
rigido ou “espectro de p6” (Fig. 6 (a)). O espectro de pé
corresponde a soma de todas as orientagdes possiveis. Na
fig. 7 € apresentada em forma esquemdtica a origem do es-
pectro de pd correspondente a orientagdo randémica dos
radicais. A anisotropia de g foi desprezada jd que € pequena
¢ estd claro que o éspectro corresponde a soma de todas as
possiveis orienta¢Bes do campo magnético em relagdo aos
eixos moleculares x, y e z dos radicais individuais.

ABSORCAOQ
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Fig. 7 Diagrama esquemadtico dos espectros de absor¢do e primeira
derivada do marcador nitréxido, mostrando como a aniso-
tropia da estrutura hiperfina do nitrogénio leva ao espectro
de pé (5).

O espectro isotropico (“livre’”) e o “espectro de p6™ re-
presentam dois casos extremos das situagSes de movimento
do marcador de spin encontrados na pratica.

Para ambos os casos, foram desenvolvidas teorias para
extrair informa¢@o sobre o movimento do marcador. Nos
casos experimentais em que 0 movimento € intermediério,
a simulag¢io dos espectros é muito importante e tem sido
usada com sucesso.

IV. APLICACOES

Desta forma a andlise da forma de linha permite obter in-
formagdes sobre o tipo de movimento do marcador no sis-
tema estudado e correlacionar esses dados com a estrutura
do sistema em diferentes condi¢des. O espectro do marca-
dor pode ser sensivel a mudangas que ocorrem no sistema
bioquimico em diferentes condi¢des de temperatura, pH,
preseng¢a de fons, etc. Mudangas conformacionais devido a



processos bioquimicos podem modificar o movimento do
marcador e desta maneira sdo detectados imediatamente.

As interagdes do elétron desemparelhado do marcador
sdo sensiveis 4 sua vizinhanga. A natureza hidrofébica ou
hidrofilica do meio em que o marcador se encontra pode
ser determinada observando-se a variagdo do fator espec-
troscopico g. A variagdo do tensor hiperfino (A), medida
pela variagdo da distdncia entre as linhas externas do espec-
tro, mede a polaridade da vizinhanga do marcador (8). O
espectro do marcador é sensivel ao tempo de correlagdo
rotacional levando as informagGes sobre 0 movimento, mes-
mo anisotrépico, da vizinhanga e sobre o estado fisico da
molécula marcada. Esse tempo de correlagdo depende do
tamanho e forma de proteina a que estd ligado o marcador.
O estudo de membranas bioldgicas depende da liberdade
rotacional do marcador no seu interior.

Experimentos utilizando marcador de spin foram os pri-
meiros a fornecer informagdes diretas sobre tipos de movi-
mentos caracteristicos de lipfdios constituintes das mem-
branas.

IV.1. Metaloprotefnas

Para compreender o funcionamento das proteinas ¢ pre-
ciso conhecer a estrutura tridimensional de uma proteina
particular a nivel atdbmico e como essa estrutura muda du-
rante o processo funcional.

Durante 20 anos a difragio de raios-X foi aplicada com
sucesso para resolver a estrutura de vdrias proteinas sendo
a hemoglobina e mioglobina os dois exemplos mais marcan-
tes. No entanto, muitas proteinas sdo dificeis de serem cris-
talizadas, por exemplo, aquelas encontradas em membra-
nas e outras cujo peso molecular alto apresenta problemas
para o estudo de difragdo de raios-X. Em anos recentes
outras técnicas tem sido empregadas no estudo destas pro-
tefnas e uma que se desenvolveu bastante e vale a pena men-
cionar é a técnica de ressondncia magnética nuclear bidi-
mensional (9). Além desta, a difragdo de baixo angulo tam-
bém é muito ttil (10).

A RPE é um método capaz de dar informa¢des dindmi-
cas bem como estruturais a nivel atdomico das moléculas,
tendo o grande mérito de ser altamente especifico. Os cen-
tros paramagnéticos em metaloproteinas estdo associados
com algumas ou todas as suas fungdes. Assim, mudangas
que ocorram em tais metaloenzimas podem ser monitoradas
especificamente por RPE.

Aplicagdes de RPE com marcadores de spin de metalo-
proteinas serdo ilustrados utilizando a hemoglobina (Hb).

A Hb € a molécula carregadora do oxigénio do sangue
e foi a primeira proteina a ser purificada. Ela foi também
a primeira proteina cuja estrutura foi determinada por cris-
talografia de raio-X. A Hb é a inda uma das mais importan-
tes e abundantes proteinas dos vertebrados. O papel da Hb
¢ ligar oxigénio molecular nos pulmdes e entregs-lo aos te-
cidos para utilizagdo no metabolismo; outra proteina, a
mioglobina, € responsdvel pelo armazenamento do O, nos
musculos voluntdrios, até que o oxigénio seja requisitado
para a oxidagdo metabdlica. Uma segunda tarefa da hemo-
globina € trazer o diéxido de carbono (CO;), um produto
da oxidagdo, para os pulmdes a fim de ser liberado.

O sitio ativo da Hb é o grupo heme — o pigmento res-
ponsavel pela cor vermeltha do sangue — constituido por um
dtomo de ferro (Fe*?) cercado por um anel porfirinico.

A Hb possui quatro grupamentos heme sendo que cada
um deles estd enovelado em uma das quatro cadeias de
subunidades de aminodcidos que coletivamente constituem
a parte protéica da molécula, chamada globina. A estrutura
das 4 cadeias da hemoglobina estd diretamente relacionada
com a maneira delas se comportarem na realiza¢io do seu
papel fisiologico.

O ion ferroso adquire sua capacidade de ligar oxigénio
molecular apenas através de sua combinag¢io com o heme
e a globina.

A hemoglobina possui seis residuos de cisteina, sendo
que dois desses s3o facilmente acessiveis. Os marcadores
nitroxidos utilizados sdo reagentes especificos para esses
grupos sulfidrila.

Jd em 1966, McConnell (11), um dos pioneiros do mé-
todo de marcador de spin, utilizou o marcador de spin ma-
leimida para obter informagOes estruturais sobre a oxiHb
na vizinhanga do grupo sulfidrila reativo no residuo $93.

A ligagdo covalente do marcador nitréxido nesses gru-
pos —SH (na posi¢do 93 da cadeia f) produz um sinal forte-
mente imobilizado no espectro de RPE (Fig. 8).

HbISO*
G*1,6.1
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Fig. 8 Espectros de RPE da Hb marcada sob as mesmas condigdes
(2:1) e durante o mesmo tempo: a) HbISO *; b) HONEM*.
2A;ax € 0 desdobramento obtido entre as linhas em cam-
po mais baixo e mais alto. O parimetro G é o fator de am-
plificagio do espectrdmetro mostrado afim de comparar as
intensidades dos sinais em a) e b). I; ¢ a intensidade do si-
nal em campo baixo (13).

Na Fig. 8 os espectros de RPE da hemoglobina humana
marcada com dois marcadores de spin diferentes sdo apre-
sentados: com o nitréxido derivado da maleimida (NEM¥*)
e com o nitroxido derivado do isotiocianato (ISO*) (Fig.
4). Como podese notar, ambos os marcadores se caracte-
rizam pela presenca de um espectro imobilizado que cor-
responde a mais de 90% do sinal total. No caso do isoticia-
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nato além do sinal imobilizado aparece um sinal mais *“li-
vre” que foi interpretado como devido a marcador ligado
ao NH,-terminal da cadeia polipeptidica (12). Recentemen-
te em um estudo cuidadoso em nosso taboratorio chegou-se
a conclusdo que este sinal devese a proteina desnaturada
presente em pequena porcentagem na solugio (13).

A ligagdo do cobre em Hb humana que forma um com-
plexo (Cu*?-Hb), foi originalmente estudada pela técnica
de RPE (14,15). Bemski (14) encontrou que dois ions de
cobre se ligam a um tetrdimero de Hb humana em ambas
as formas Fe*? e Fe'?, produzindo um espectro de RPE
de Cu*? ligado a Hb.

Recentemente foi utilizada Hb marcada com radical ni-
troxido (13,16) para elucidar a regido da cadeia § onde o
sitio do Cu*? estd localizado. Isso foi acompanhado pela
observagio do efeito do Cu*? na intensidade do sinal do
marcador de spin.

Dos nossos estudos, observou-se que a intensidade do
sinal do marcador de spin no grupo —SH $93 mostrou um
decréscimo quando o Cu*? estd ligado indicando que o sitio
de ligagio do Cu'? estd localizado numa regido da cadeia
polipeptidica préxima ao grupo sulfidrila. :

O bloqueio dos grupos sulfidrila 93 da Hb humana pro-
duz um decréscimo dramidtico na velocidade de oxidagdo do
Cu'? (17,18,19). Com base nestes resultados foi proposto
(19) que o sitio de ligagio do Cu'? associado com a oxida-
¢do envolve o grupo sulfidrila $93. Nesse contexto € interes-
sante que na hemoglobina humana existem dois pares de si-
tios de ligagdo do Cu®* enquanto que na hemoglobina de ca-
valo s existe um par (17). Como o 29 sitio de ligagao do

Cu?* (20 par) é aparentemente comum a Hb humana e Hb de-

cavalo e como estd relacionado com a oxidagio da Hb,
uma caracterizagdo deste sitio poderia contribuir na eluci-
dagdo do mecanismo de oxidagio da Hb pelo Cu®*.

Assim foi adicionado cobre em proporgdes crescentes a
uma amostra de Hb humana marcada com NEM*ou 1SO*.
Com isso a amplitude do sinal de RPE € reduzida, porém
a forma do espectro praticamente nio varia com a adicdo
de até dois cobres por Hb. Com esses dados foi possivel de-
terminar a distdncia entre o cobre neste sitio e o marcador
nitroxido (16,20) tendo sido obtida cerca de 10 A°. Por
isso existe uma forte intera¢do dipolar entre o cobre e o
fragmento paramagnético _ N-O do marcador ligado a
cisteina $93. Em base a andlise das distincias entre possi-
veis nitrogénios na cadeia polipeptidica para formar o com-
plexo com o Cu?®* foi proposto o sitio de ligagio do Cu?* a
Hb humana (16).

Através da observagdo da interagio magnética entre o
cobre e os marcadores NEM*e 1SO*ligados a Hb, pode-se
obter informagdes sobre o processo de marcagdo e/fou mu-
dangas conformacionais detectadas pelo marcador, na pre-
senga de cobre.

Os resultados sdo mostrados nas Figuras 9 ¢ 10.

A adigdo de um Cu'?/Hb causa uma redugio do sinal

imobilizado de 40-50%, enquanto que a adi¢do de dois.

Cu*? /Hb reduz o sinal de 80-90%. Esses resultados sugerem
que aproximadamente metade do sinal imobilizado, provém
de um residuo 893 de uma das cadeias § enquanto que a
outra metade corresponde ao outro grupo SH da outra ca-
deia 8 marcada. Desta forma a proposta de que os marcado-

320 QUIMICA NOVA/OUTUBRO 85

2.0 Cu*

Fig. 9 Espectros de RPE tipicos para uma experiéncia de titula-
¢do com Cu?" de HONEM*. Todos os espectros apresenta-
dos foram obtidos com amplificagdo de G = 2,5.10° (13).

|ool__,_-__._._.“, . - ) .‘
[ )

- « NEM*
-
[=]
ot
[=4
Y
.E

© 501
[§]
@
[a]
3

0 R TR

| 2 3
n® Cu**Hbp

(o)

Fig. 10 Curva de decaimentopara a titulagio com Cu?* de HHNEM*
Os pontos apresentados correspondem aos valores médios
de pelo menos 3 experiéncias. 1 € a intensidade do sinal
em campo baixo definido na Fig. 8 (13).



res de spin ligam-se ao residuo §93 fica indiretamente com-
provada. Além disso uma pequena fragdo da Hb € desnatu-
rada devido a adiggo de Cu?* (13).

IV.2. Membranas

As células possuem uma membrana que separa o interior
(citoplasma) do meio externo. As membranas biol6gicas sao
altamente especializadas, além de se constituir em uma bar-
reira natural, possuem sistemas refinados de trocas idnicas e
moleculares capazes de manter gradientes idnicos e/ou fa-
cilitar o transporte de um mimero considerdvel de solutos
através da membrana.

‘Uma membrana bastante estudada por vdrias técnicas é
a membrana eritrocitiria. Apesar da relativa simplicidade
que envolve os métodos de obtengdo e purificagio ela pos-
sue uma organizagdo bastante complexa.

A membrana eritrocitdria é constituida principalmente
por lipidios, proteinas e carbohidratos. Os lipidios estdo
dispostos em uma bicamada, em que as proteinas se inserem
de maneira complexa. As proteinas formam uma estrutura,
que € o citoesqueleto, que dd ds hemdcias a sua forma dis-
cbide, e além disso, compde os sistemas que envolvem a en-
trada e saida na célula de ions e moléculas, como a glicose.

Virios tipos de proteinas jd foram isoladas da membrana
eritrocitiria humana, cerca de 20, mas nem todas tem ainda
suas fun¢des determinadas.

As membranas ndo possuem paramagnetismo intrinseco
¢ por isso a aplicagdo da espectroscopia de RPE ao seu es-
tudo sO6 € possivel utilizando os marcadores de spin ou
outras moléculas paramagnéticas extrinsecas. Os marcado-
res de spin podem se ligar as proteinas da membrana ou
aos lipideos (21,22).

Em estudos com marcadores de spin, supde-se que o es-
pectro de RPE do marcador (ou sonda) reproduz fielmente
a estrutura e mobilidade do sistema biolégico. Este deve ser
o caso, quando a sonda tem uma semelhanga estrutural aos
componentes biologicos. Por esse motivo no estudo das
membranas tém sido usados derivados nitroxidos de dcidos
graxos ou de fosfolipidios. Esses marcadores devido i sua
estrutura orientam-se com suas cadeias alquilas adjacen-
tes, ao lado das cadejas dos fosfolipideos e com seus grupos
polares dcidos proximos dos grupos polares das moléculas
lipidicas (23). A Fig. 11 ilustra esse fato para alguns nitré-
xidos derivados do 4cido estedrico, sendo que com esses mar-
cadores estaremos especificamente observando os lipidios
da membrana.

Utilizando diferentes marcadores de spin € possivel se
obter informagSes sobre as diferentes regides da bicamada
mais ou menos proximas a interface membrana-dgua (24).

De acordo com a estrutura do marcador ele apresenta
um tipo de espectro caracteristico. Na Fig. 12 (25) estdo
apresentados espectros de RPE na membrana eritrocitdria
para trés marcadores de spin derivados do dcido estedrico:
5-doxil estearato, 12-doxil estearato e 16-doxil estearato.
O 5-doxil estearato tem um grau menor de movimento (6
mais imobilizado) do que o 12-doxil estearato que por sua
vez tem menos movimento que 0 16-doxil estearato.

Superficie polar da bicamada
o/on o_/on

LRy $
o by ¢
$ & 3

3 12 16

Interior hidrofctico da bicamada

Marcodores de SPIN dernvados do
Leido Estedrico.

Fig. 11 Orientagdo de vidrios derivados nitroxidos do dcido estedri-
co nas membranas. Os nimeros 5, 12 e 16 indicam a distin-
cia entre o radical nitroxido e o grupo carboxilico. Os fos-
folipideos sio mostrados com suas cadeias metilénicas vol-
tadas para o interior da bicamada e a parte polar para o
mei0 aquoso. Apenas metade da bicamada € mostrada
(adaptado da ref. 5).

4
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Fig. 12 Espectros de hemdcias integras (hematocrito 50%) -
marcadas por 10 min a temperatura ambiente. a) 1, 3
(5-doxil estearato); b) I5 ;¢ (12-doxil estearato); c) 11’1'4
(16-doxil estearato). Espectros registrados a 370C (25).

Para descrever o movimento desses marcadores o para-
metro de ordem S (5,2), é geralmente usado:

AM —A
S = 1 _ 120]

1
Az == (Axx * Ayy)

onde A, e A sdo medidos diretamente do espectro ex-
perimental ¢ Aj,, A,y € Ay, $30 os valores obtidos do
espectro rigido (de pd) ou de medidas em monocristal
quando o tensor hiperfino € determinado para o marca-
dor especifico.

Quando a ordem dos lipidios na membrana € grande
(espectro “rigido”), entdo S = 1, enquanto que, quando
o movimento molecular é “livre” (isotropico), S = O.
Experimentalmente observa-se espectros entre esses dois
extremos, com os valores de S variandoentre O e 1.
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Os espectros da Fig. 12 se caracterizam por um valor
de S proximo a 1 para o S-doxil estearato e proximo de 0
para o 16-doxil estearato. Dai que o maior ou menor valor
do parimetro S é geralmente correlacionado com uma me-
nor ou maior fluidez da membrana (a fluidez neste caso
aumenta com o,aumento do movimento molecular o valor
de S diminui).

O método de marcadores de spin, tem sido utilizado
com os marcadores derivados do dcido estedrico, principal-
mente o 5-doxil estearato, para obter informagdes da flui-
dez dos lipidios da membrana através da medida do para-
metro de ordem S. Quanto menor o valor de S, mais fluida
é a regifo proxima ao centro paramagnético do marcador
de spin (26). A fluidez dos liprdios da membrana tem sido,
extensivamente estudada nestes ultimos anos, relacionan-
do o pardmetro de ordem, ao envelhecimento dos eritrécitos.

Shega ¢ col. (27) verificaram que o movimento dos mar-
cadores de spin lipidicos € reduzido na membrana das célu-
las mais velhas. Os espectros s3o sempre mais imobilizados
que os das células jovens.

Outra aplicagdo interessante da técnica de marcadores de
spin lipidicos, € a observagdo da agdo de diversas drogas na
membrana eritrocitiria, monitorada por RPE. Mudangas
nos parimetros obtidos dos espectros de RPE das membra-
nas tratadas com drogas em rela¢ao s membranas intactas,
indicam a localiza¢do das perturbagdes causadas pelas dro-
gas. Em certos casos € possivel detectar mudangas irreversi-
veis na membrana e a completa ruptura da membrana (29).

Eritrocitos Anormais

O método de marcadores de spin tem sido utilizado para
detec¢do de mudangas na membrana citoplasmatica de eri-
trécitos que se relacionam com algum tipo de anormalida-
de. Entre as anormalidades, as mais estudadas por RPE sdo
a anemia falsiforme, distrofia muscular, talassemias e outras
(29).

A anemia falsiforme é uma severa anemia hemolitica que
estd presente em individuos portadores de uma hemoglobi-
na anormal, a HbS. Na HbS, a substitui¢io de um aminodci-
do valina na posi¢do 6 das cadeias §, por um 4cido glutimi-
co, ocasiona a polimeriza¢do das moléculas de Hb, no inte-
rior do eritrdcito. Essa polimerizagdo ocorre em baixa ten-
sdo de oxigénio, e produz uma mudan¢a na forma do eri-
trocito, de discoide para a forma de foice.

Muitos aspectos relacionados a molécula de HbS na for-
ma polimerizada tem sido estudados, entre eles, a orienta-
¢do das fibras do polimero, a influéncia dos fosfatos orga-
nicos, do pH, além do papel de drogas que possivelmente
possam inibir o processo de falciza¢do da HbS.

Em relagdo 4 membrana eritrocitdria tem sido estudada
a diferenca entre as células normais e as falsiformes. Jones
e col. (30) utilizando marcadores proteicos sugerem que a
membrana da hemdcia desempenha papel importante na
polimerizacdo.

Na distrofia muscular — um termo genérico que descreve
uma doenga caracterizada por um enfraquecimento progres-
sivo e degenera¢cdo muscular — o aspecto mais importante
estudado por marcadores de spin, é que as virias formas de
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distrofia muscular estdo associadas com defeitos generaliza-
dos na membrana eritrocitaria. Neste caso o0 método de
transferéncia de saturagdo (RPE n3o linear) tem sido muito
util (29).

A deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) é uma doenga causada por muta¢do genética e é
associada a uma severa anemia hemolitica. A hemolise dos
eritrocitos acontece na administragdo de determinadas dro-
gas, como por exemplo, a primaquina, um agente antimala-
rico (31).

A anormalidade bdsica na deficiéncia é a diminui¢do na
atividade da enzima G6PD em células vermelhas adultas.
Nos individuos com deficiéncia de G6PD, a glutationa eri-
trocitaria (GSH) € irreversivelmente oxidada a dissulfetos
(GSSG) devido a auséncia da regeneragdo do NADPH, que
€ formado na oxidagdo da glicose-6-fosfato. As células nor-
mais tem capacidade de reduzir o GSSG formado.

A glutationa € um tripeptideo de dcido glutimico, cis-
teina e glicina. Quase todos os grupos sulfidrila nfo protei-
cos dos eritrocitos estdo na forma da glutationa. Muitas en-
zimas que possuem grupos sulfidrilas reativos so mantidos
na sua forma reduzida, pelo menos em parte pela agdo da
glutationa eritrocitiria (GSH). A Hb tem um grupo —SH
reativo na posi¢do $93 que provavelmente é mantido redu-
zido pela glutationa. Portanto a glutationa € importante no
metabolismo intraeritrocitdrio. Nas células deficientes em
G6PD, nas quais o nivel de glutationa estd reduzido, os pro-
cessos de oxi-redugdo estdo alterados.

Quando da administragdo de drogas as células deficien-
tes em G6PD sofrem transformagGes em seu interior e na
membrana o que culmina com a hemolise. '

Em nosso laboratério foram realizados estudos no sen-
tido de se detectar possiveis diferen¢as nas membranas eri-
trocitarias das células deficientes em G6PD em relagdo as
células normais.

Utilizando a técnica de RPE com marcadores de spin
especificos para os lipidios da membrana (I;5 3,1 14 €
I5 10) e células integras procurouse verificar alte’ragﬁc’) nos
parimetros obtidos dos espectros de RPE de células nor-
mais e deficientes em G6PD. Os resultados obtidos indicam
que as hemdcias G6PD possuem a membrana mais rigida
que as células normais, e € na camada mais interna da mem-
brana que se observa essa alteragdo (25). As alteragdes sdo
pequenas sugerindo também que em condi¢gGes normais as
membranas das hemacias G6PD ndo sdo muito diferentes das
normais. E interessante verificar o que ocorre quando as
hemdcias sdo submetidas a a¢do de drogas causadoras de he-
molise.

O emprego da técnica de marcadores de spin em diferen-
tes doencgas neuroldgicas tem relacionado os sintomas cli-
nicos a defeitos nos mais diferentes niveis da membrana eri-
trocitdria. A técnica de RPE auxiliada por outros métodos,
permite detectar exatamente o local da membrana onde a
desordem ocorre, o que futuramente, podera auxiliar larga-
mente a terapia de algumas doengas.

Um outro tipo de experiéncia realizada visando compa-
rar as hemicias G6PD deficientes e hemdceas normais foi
em relagdo 4 redugfo do marcador de spin no interior do
eritrocito. Notouse anteriormente que vdrios marcadores
de spin que penetram na hemicia sfo reduzidos perdendo



o seu paramagnetismo (32). Naquele trabalho notou-se que
a cinética de redugdo dependia da carga efetiva no marcador
sugerindo que o processo limitante era a permeagdo através
da membrana, embora o mecanismo de redugio permane-
cesse nio esclarecido. Como o nivel de glutationa intracelu-
lar é reduzido nas hem4ceas G6PP deficientes uma tentativa
de comparar a redugfo do marcador de spin TEMPOL em
hemdcias normais e deficientes foi realizada afim de verifi-
car o envolvimento da glutationa (25). A Fig. 13 mostra os
grificos de decaimento do sinal de RPE em fung¢fo do tem-
po em ambas hemicias.
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Fig. 13 Grificos do decaimento das intensidades dos sinais do
marcador TEMPOL nas hemdcias normais (@@ ®) e defi-
cientes em G6PD (xxx) em fun¢io do tempo. Foi toma-
da a intensidade do sinal correspondente a Mj = 0 (linha
central no espectro) (25).

Como pode-se notar ndo foi observada uma diferenca sig-
nificativa na velocidade de redugdo. O tratamento de hemi-
cias com oxidantes como H,0, que penetram na hemdcia
oxidando a Hb intracelular e possivelmente a glutationa in-
traeritrocitdria ndo € capaz de abolir a redugdo do marcador
de spin. Estes resultados embora ndo esclaregam o mecanis-
mo de redugdo do marcador sugerem um caminho extrema-
mente especifico. No momento outras experiéncias estdo
em andamento para se tentar esclarecer este fendmeno.

CONCLUSAOQ

Virias técnicas espetroscopicas sdo capazes de fornecer
informagGes similares as obtidas com marcadores de spin
mas a técnica de espectroscopia de RPE com marcadores
de spin apresenta vdrias vantagens. Entre essas vantagens

podemos citar a sensibilidade, facilidade de comparagio e
a simplicidade das medidas, além da versatilidade da faixa
de diferentes experimentos que podem ser realizados. A lo-
calizagfo dos marcadores de spin no sistema pode geralmen-
te ser bem definida e os espectros podem ser usados de vd-
rios modos. A mais simples informagio que ele contém é a
concentragdo dos spins, usada para seguir a incorporagdo do
marcador as macromoléculas ou mudangas da concentra¢do
com o tempo (33). A andlise da posi¢go e forma das linhas
em sistemas isotrépicos (solugOes) ou anisotropicos (cristais
liquidos, membranas e sélidos) podem fornecer informa-
¢Oes acerca do movimento do marcador, estrutura, ordem,
viscosidade, e polaridade do sistema. Experimentos impor-
tantes com a técnica de marcadores de spin foram a evidén-
cia da estrutura de bicamada em certas por¢des das mem-
branas bioldgicas, a descoberta da difusdo transversa (*‘flip-
flop’) em bicamadas membrana e a medida de suas cons-
tantes de difusdo e a primeira medida do tamanho de um
sitio do anticorpo (1). A base teérica para andlise das ex-
periéncias estdi bem elaborada (2,7,34) e gragas a isso cer-
tamente serd ainda maior o nimero de aplicagSes bioqui-
micas desta técnica.
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INTRODUCAO

E muito comum, ao estudar mecanismos de reagdes em
solugdo, a limitagio experimental imposta pelas altas veloci-
dades dos processos quimicos de interesse.

A técnica de fluxo-interrompido, ou “stopped-flow”,
é a que mais tem sido utilizada para a determinagdo de
constantes de velocidade de reagOes rdpidas. Contudo, os
aparelhos comerciais sdo de alto custo, o que tomna, esta
técnica, de uso proibitivo. Em face desta situagdo, resolve-
mos construir um equipamento de custo aparente baixo,
isto €, aproveitando, ao mdiximo, material disponivel na
nossa institui¢io. Chegamos, deste modo, ao sistema des-
crito neste artigo que, embora seja limitado, principalmen-
te, pelo seu sistema de detecgdo, representa para nds, um
primeiro passo na solugfo do problema.

Basicamente, o equipamento ¢ constituido por: um
espectrofotémetro Carl Zeiss modelo PM2 D, ligeframente
modificado na parte Optica; um osciloscopio Hewlett-
Packard 181 A; um registrador Servogor RE 511; uma
unidade de fluxo que serd descrita em detalhes. Ndo nos
preocupamos com a descrigdo das modificagSes realizadas
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no espectrofotometro, pois estas sd3o especificas para o
modelo utilizado (1).

DESCRICAO GERAL

A utilizagdo de um espectrofotdmetro convencional,
para a construgio do “‘stopped-flow”, foi no intuito de
aproveitar os sistemas Optico e de detecgdo nele existentes.
Sabemos, entretanto, que num aparelho deste tipo, a parte
eletronica é construida de modo a filtrar os ruidos e dimi-
nuir a flutuagdo do sinal. Isto implica, necessariamente,
num aumento do tempo de resposta. Se num trabalho
convencional tal fato ndo traz nenhum problema, em moni-
toragdo de mudangas rdpidas de absorbincia (ou transmi-
tincia) a situagdo pode se tornar critica a ponto de ndo ser
permitida a medida. Por motivos diversos ndo nos preocu-
pamos em resolver imediatamente tal problema. Uma solu-
¢do interessante e simples, embora parcial, é dada por Gray
e Workman (2).

Na fotografia 1, tem-se uma visdo geral do equipamento.
O sistema de termostatizagdo ndo foi incluido, para fins de





