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A Ciéncia é constituida de
fatos assim como uma casa é
construida com tijolos, mas
um conjunto de fatos nao é
uma ciéncia, da mesma
forma que um amontoado de
tijolos ndo é uma casa.

Henri Poincare
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RESUMO

A camada mais superficial da epiderme, o Estrato Cérneo (EC), tem
como fun¢do principal a formacdo de uma barreira fisica que controla a perda
de agua do corpo bem como a permeacdo de outras substancias em ambas as
diregdes da pele. O EC ¢ formado por células anabolicamente mortas, os
corneocitos, os quais sofreram diferenciagdo celular terminal, e sua fungdo ¢
realizada formando uma estrutura de proteinas altamente insoliveis na
superficie do corneocito, chamada de envelope celular, e também uma matriz
lipidica, essencialmente ceramidios, colesterol e 4cidos graxos, que dificultam a
difusdo da agua.

Neste trabalho, o EC foi marcado com marcadores de spin especificos
para reagir com os grupos sulfidrilas das proteinas, para investigar os efeitos do
conteido de 4gua na dindmica de proteinas diretamente no tecido intacto. Um
modelo de dois estados para a cadeia lateral do nitroxido descreveu a
coexisténcia de duas componentes espectrais de ressonancia paramagnética
eletronica (RPE). A componente denominada fortemente imobilizada (S), surge
de uma fragdo de marcadores com o atomo de oxigénio do nitréxido ligado a
proteina (estrutura rigida) enquanto a componente fracamente imobilizada ¢
gerada pelos marcadores com mobilidade mais alta (~10 vezes maior) e
expostos ao ambiente aquoso. As populagdes relativas entre estes dois estados
de mobilidade, S e W, estdo em equilibrio termodindmico. Os pardmetros da
termodindmica: energia livre padrdo de Gibbs, entalpia e entropia, envolvidos
na transferéncia da cadeia lateral do nitréxido do estado W, contatando ao
solvente, para o estado S, contatando a proteina, indicaram que a redugdo do
conteudo de 4gua para abaixo de ~0.69g de H,O por g de EC seco, estabiliza o
estado S (cadeia lateral do nitroxido dobrada sobre a cadeia principal da

proteina). Ao diminuir o nivel de hidratagdo para abaixo de ~ h 0.69 (g H,o/g



EC seco) o movimento local da cadeia polipeptidica € 0 movimento rotacional
da cadeia lateral do marcador de spin foram ambos reduzidos.

Para testar nossa metodologia em uma proteina pura e bem
conhecida, estudamos os efeitos de dois tipos de detergentes sobre a albumina
do soro bovino (BSA). Ambos os detergentes, o anidnico dodecil sulfato de
sodio (SDS) e o ziterionico N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amoénio-1-
propanosulfonato (HPS) aumentaram a mobilidade da cadeia principal da
proteina e da cadeia lateral do nitroxido. Os pardmetros termodindmicos
indicaram que estes detergentes desestabilizam a proteina favorecendo
conformagdes menos compactas.

Os resultados do presente trabalho também podem contribuir para
aprimorar a analise dos espectros em marcagdo sitio dirigido, especialmente
para uma descricdio mais quantitativa em termos de parametros

termodinamicos.



ABSTRACT

The main function of the most superficial layer of the epidermis, the
Stratum Corneum (SC), is to provide a physical barrier that controls the
transepidermal water loss as well as the permeation of another substances in
both directions across the skin. The SC is formed by anabolically dead cells, the
terminally differentiated corneocyte, and its function 1is essentially
accomplished by forming a highly insoluble protein structure on the surface of
the corneocytes, termed the cornified cell envelope, and by impeding water
diffusion across the SC by mortaring the corneocytes together by layers of skin-
specific lipids, essentially ceramide, cholesterol and fatty acid.

In this work the cell envelope of the SC was spin labeled with a
sulthydryl-specific nitroxide reagent to investigate the water content effects
upon the protein dynamics directly in the intact tissue. A two-state model for
the nitroxide side chain describe the coexistence of two spectral components in
the electron paramagnetic resonance (EPR) spectra. The so-called strongly
immobilized component, S, is associated with the EPR signal of a motionally
restricted nitroxide fraction having its N-O group hydrogen bonded to protein
(rigid structure) while the weakly immobilized
component, W, corresponds to the signal provided by the spin labels with
higher mobility (~10 times greater) exposed to the aqueous environment. The
relative populations between these two mobility states, S and W, are in
thermodynamic equilibrium. The standard Gibbs free energy, enthalpy and
entropy changes for transferring the nitroxide side chain from the state
contacting the solvent, W, to the one contacting protein, S, indicated that the
reduction of the SC water content to below ~h 0.69, g H,O per g dry SC,
stabilizes the protein interacting state, S. Upon decreasing the SC hydration
level below ~h 0.69 the segmental motion of the polypeptide chains and the

rotational motion of the spin-labeled side chain were also constrained.



To test our methodology in a pure and very well known protein, we also
studied the effects of two types of detergents on the bovine serum albumin
(BSA). Both detergents, the anionic sodium dodecyl sulfate (SDS) and the
zwitterionic N-hexadecyl-N,N-dimethyl-3-ammonium-1-propanesulfonate
(HPS) increase the mobility of the protein backbone and of the nitroxide side
chain. The thermodynamic parameters indicated that these detergents
destabilize the protein favoring less compact conformations.

This work can also be useful to improve the spectral analysis of site-
directed spin labeling, especially for a more quantitative description in terms of

thermodynamic parameters.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.4 A ESTRUTURA DA PELE

Ha mais de 100 anos, o prestigiado patologista Rudolph Virchow retratou
a pele como um revestimento protetor de visceras internas mais delicadas e
funcionalmente sofisticadas. Naquela época, considerava-se a pele como,
essencialmente, uma barreira passiva a perda de liquido e lesdo mecanica.
Através da microscopia Optica de rotina, os primeiros pesquisadores s6 podiam
visualizar a camada epidérmica resistente composta por células epiteliais
escamosas estratificadas, a derme subjacente coriacea e o coxim de gordura
subcutinea situado logo abaixo. Este nivel de compreensdo pouco mudou ao
longo do século seguinte. Durante as trés ultimas décadas, no entanto, a
pesquisa cientifica seguiu caminhos altamente produtivos que demonstraram
que a pele ¢ um o6rgao complexo no qual interagcdes celulares e moleculares
reguladas com precisdo governam muitas respostas cruciais ao meio ambiente
[1].

A pele recobre a superficie do corpo e consiste de duas camadas
principais, sendo elas: o epitélio de superficie ou epiderme e a camada de tecido
subjacente, a derme. Abaixo da derme existe uma camada de tecido adiposo
denominada hipoderme, que une a derme aos 6rgdos internos. A pele ¢ um
orgdo que perfaz cerca de 16% da massa corporal. Suas fungdes sdo diversas.
Ela protege o organismo contra lesdes de dessecacao, recebe estimulos do meio
ambiente além de excretar varias substancias [2].

A epiderme ¢ um epitélio estratificado composto de células de duas
linhagens distintas. As que compreendem a maior parte do epitélio sofrem

queratinizacdo e formam as camadas superficiais da pele. Existem também
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células nas camadas mais profundas da epiderme que ndo se queratinizam mas

sdo capazes de produzir um pigmento denominado melanina (Figura 1.1).

_—— oatratum Corneurn

, —— camada granular

camada espinhosa

. //I:amada hasal

— I&mina hasal

. tecido conjuntivo
da derme

Figura 1.1- Desenho esquematico da divisdo da epiderme em camadas [11].

Em cortes perpendiculares a superficie podemos notar quatro camadas
distintas: o estrato germinativo ou estrato basal, uma camada de células ctbicas
localizadas sobre a membrana basal; o estrato espinhoso, constituido de varias
camadas de células espinhosas que apresentam pontes intercelulares. A camada
seguinte ¢ o estrato granuloso, que ¢ formado por células achatadas, nas quais
sdo observados granulos de querato-hialina que contribuem para estrutura do
material de interfilamentos da camada cornea. Segue-se entdo o estrato corneo

ou camada cornificada [3].

1.2 O ESTRATO CORNEO

O estrato corneo, a camada mais superficial da epiderme, ¢ formado por
células que ndo possuem nucleo, achatadas e destituidas de organelas

citoplasmaticas, com membranas celulares espessas, cujo citoplasma se
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apresenta cheio de substincia cornea, uma escleroproteina filamentosa chamada
queratina. Essa proteina ¢ constituida por cadeias protéicas ricas em ligacdes
dissulfeto (S-S). O estrato corneo € responsavel pela relativa impermeabilidade
da pele, dificultando a evaporagdo de dgua pela sua superficie. Os mecanismos
de controle de permeabilidade estdo baseados no fato de que o coeficiente de
difusdo da 4gua aumenta com o acréscimo da quantidade de 4gua no tecido
[4,5]. Portanto, quando ha um excesso de agua na pele, o EC permite maior
difusdo de dgua e para baixa umidade relativa do ambiente, e a baixa difusdo
de agua no EC previne a alta perda de dgua. Essa caracteristica ¢ de importancia
fundamental para a vida humana e dos mamiferos em geral.

O estrato corneo apresenta espessura bastante variada e compde-se de
células claras anabolicamente mortas, semelhantes a escamas, que se tornam
cada vez mais achatadas a medida que se aproximam da superficie e se
descamam continuamente. As células apresentam membranas espacadas que se
interdigitam estreitamente, através dos desmossomos [6].

Durante o processo de queratinizagdo o que se observa ¢ a sintese da
queratina, que na camada cornea tem sua estrutura refor¢ada pela transformagao
das suas ligagdes sulfidrilas (-SH-) em dissulfeto (S-S). Em um determinado
instante durante a queratinizagdo enzimas sao liberadas pelos lisossomas com
digestdo de varias organelas citoplasmaticas: complexo de Golgi, mitocondrias
e nucleo. Isto explica o aspecto hialino e a perda da estrutura celular do estrato
corneo [7,8].

E interessante observar que o estrato corneo surge a partir da
diferenciagdo celular dos queratinocitos que acontece logo acima da camada
basal (descrita em maiores detalhes na proxima se¢do). O EC humano ¢ uma
membrana homogénea de 10-20 um de espessura e pode chegar a 500 um na
regido da palma da mao. Na literatura, ¢ dito que o EC ¢ formado de células
queratinizadas, os corneocitos, embebidas em uma matriz lipidica [7,8,9]. Tal

matriz ¢ constituida basicamente de ceramideos, 4cidos graxos livres, colesterol
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e sulfato de colesterol, sendo ela a responsdvel por conferir o potencial de
barreira fisica ao EC e provavelmente estd envolvida na coesdo entre os
corneocitos [10,11,12].

Sendo a ultima camada da epiderme, a membrana de interface entre o
organismo € o meio ambiente, a principal fungdo do EC ¢ controlar a perda de
agua transepidermal. Outras funcdes sdo: controlar a permeacdo de outras
substancias em ambas dire¢des através da pele, filtrar a radiacdo solar que
penetra na pele, fornecer alta impedancia elétrica, contribuir para as

propriedades viscoelasticas da pele e impedir a entrada de microorganismos.

1.3 DIFERENCIACAO CELULAR E O PROCESSO DE
QUERATINIZACAO

A epiderme ¢ um epitélio com multiplas camadas, compostas
essencialmente por queratindcitos cuja atividade diferenciada ¢ sintetizar
proteinas do filamento intermediario, denominadas de queratinas. Estas células
mudam sua aparéncia de uma camada para a proxima (Figura 1.2). A primeira
camada ¢ a basal sendo que somente cé€lulas basais sofrem mitose e
representam também uma classe de célula tronco, pois sdo capazes de seguir
uma programagao genética para se transformarem em variados tipos de células
que compde a epiderme. Acima da camada basal os queratinocitos ndo se
subdividem, apenas migram para as camadas superiores € enquanto migram
sofrem o processo de diferenciacdo celular terminal (termina com a morte da
célula). Logo acima das células basais esta a camada de células espinhosas e
sobre estas ha uma fina camada de célula granular. Isso marca o limite entre a
camada interna metabolicamente ativa e a camada mais externa, consistindo de

células diferenciadas cujas organelas intracelulares desapareceram. Essas
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c¢lulas mais externas sao reduzidas a camadas achatadas, cheias de queratina
densamente empacotadas, os corneocitos [13].

Descrevendo a diferenciagdo celular de maneira dindmica, vemos que,
enquanto algumas células basais estdo se dividindo, aumentando a populagao na
camada basal, outras células estdo se deslocando para a camada de célula
espinhosa, submetendo-se a primeira etapa da sua jornada em direcdo ao
exterior. Quando elas alcancam a camada granular, as células comecam a
perder seus nucleos e organelas citoplasmadticas, sendo transformadas, dessa
forma, em escamas queratinizadas. Durante esse processo, outras proteinas
caracteristicas, tais como a involucrina, também comec¢am a ser sintetizadas
como parte de um programa coordenado de diferenciagdo celular terminal. O
periodo entre o nascimento da célula na camada basal da pele humana e a queda
da superficie varia de duas a quatro semanas, dependendo da regido do corpo

[13].
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Figura 1.2- Desenho esquematico do processo de diferenciag@o celular da camada epidermal
dapele [13].

14 FORMACA’O DO ENVELOPE CELULAR CORNIFICADO E
AS PROTEINAS CONSTITUINTES DO ENVELOPE

Durante o processo de diferenciagdo terminal em epitélio estratificado tal
como a epiderme, uma camada fina, de 15 nm de espessura, de proteinas
insoluveis ¢ depositada na superficie intracelular da periferia da célula. Este
envelope celular cornificado desempenha um papel critico na funcao de barreira
para o organismo [l4]. E importante salientar que em epitélios
ortoqueratinizados, tais como a epiderme, o envelope celular ¢ também

denominado envelope celular cornificado.
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As proteinas constituintes do envelope tornam-se insoluveis pelas
ligacdes cruzadas de dissulfeto intermolecular e ligagdes de peptideos N°-(y-
glutamil)lisina formadas pela a¢do da tranglutaminase presente na membrana
dos queratinocitos [15,16,17].

De uma perspectiva experimental, o envelope celular ¢ definido como a
parte insoluvel que sobra apOs exaustiva extracdo com agentes desnaturantes e
agentes redutores [18]. No caso do envelope cornificado, muitas proteinas t€ém
sido identificadas e caracterizadas como componentes potenciais do envelope,
incluindo: a involucrina, cistatina o, pequenas proteinas ricas em prolina
(SPR1, SPR2, na epiderme, bem como SPR3 em queratindcitos), loricrina,
filagrina, filamentos intermediarios de queratina e proteinas ricas em cisteinas
[14,18].

Todavia, experimentos para mostrar que estas sdao, de fato, as proteinas
estruturais do envelope celular sdo inviaveis, particularmente devido as ligacdes
peptidicas cruzadas que impedem o isolamento e andlise destas proteinas
(reagentes que hidrolisam as ligacdes peptidicas cruzadas também hidrolisam as
outras ligacoes destruindo as proteinas) [19]. Contudo, muitas aproximagdes
tétm sido exploradas e modelos matematicos indiretos tém fornecido
importantes indicios sobre a abundincia dos agregados de proteinas no
envelope cornificado da epiderme [20]. Este modelo ¢ baseado em métodos de
ajustes de minimos quadrados, comparando as composi¢des de aminoacidos
conhecidas da maioria das proteinas identificadas (precursoras), listadas acima,
com a composi¢ao total do envelope do cornedcito. Deste modo, foi estimado
que a loricrina ¢ a componente em maior quantidade (66%), juntamente com
quantidades menores de proteinas ricas em cisteina (14%), filagrina (10%),
SPRs (5%), involucrina e cistatina a (2-5% cada) [20].

Varias evidéncias sugerem que a involucrina seja usada com
antecedéncia na formagdo das estruturas do envelope celular. Muitos estudos

revelaram que a involucrina ¢ depositada na periferia da célula antes de outras
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proteinas, tais como a loricrina [21]. A estrutura da involucrina ¢ importante na
determinacdo do seu papel na formagdo do envelope cornificado, mostrando
uma distribui¢do periférica uniforme de residuos de glutamina (gln) em
intervalos iguais ao longo do seu eixo a-helicoidal e sugerindo uma capacidade
de fazer ligagdes cruzadas de proteinas [22].

Um numero expressivo de estudos tem informado as caracteristicas
marcantes de algumas proteinas precursoras da estrutura do envelope celular,
mas tem sido dificil estabelecer quais proteinas iniciam a formagao do envelope
e quais eventos cada uma promove.

Em pesquisas mais recentes, Steinert e Marekov tém usado a técnica de
marcagdo com ouro coloidal e imagens de microscopia eletronica além de
seqiienciamento de peptideos para explorar estdgios mais anteriores da
montagem do envelope celular e com isso tém seguido a progressao e o destino
das proteinas com ligacdes cruzadas e como ocorre a diferenciacdo celular
terminal [23]. Em seu trabalho, além das proteinas ja citadas anteriormente, eles
ainda identificaram varias proteinas juncionais de células, incluindo
desmoplaquina, envoplaquina e periplaquina (Figura 1.3)

Neste modelo estd mostrada a insercdo de filamentos de queratina
citoplamatica no complexo protéico do envelope. Proximo da involucrina e
envoplaquina estdo os ceramidios ligados covalentemente as proteinas.
Também estdo mostradas em verde as enzimas denominadas transglutaminase,
as quais estdo ancoradas na membrana do queratinocito antes de sua
diferenciacdo e promovem as ligacdes dipeptidicas j4& mencionadas bem como

as ligagdes dos ceramideos ao envelope protéico.
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Figura 1.3- Modelo esquematico do envelope do cornedcito [Steinert, P. M. (2000). J. B. Cell
151,  £5-f7].
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CAPITULO 2

PRINCIPIOS BASICOS DA RESSONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA

2.1 INTRODUCAO

A Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) ¢ uma técnica
espectroscopica que  permite  investigar amostras com  elétrons
desemparelhados, sendo bastante utilizada em pesquisas bioldgicas, visto que a
analise dos espectros proporciona informag¢des a nivel molecular. Radicais
livres e compostos biologicos contendo elementos de transicdo tém revelado
serem os tipos de moléculas com elétrons desemparelhados que mais sdo

investigados por RPE em pesquisas bioldgicas [24].

2.2 CONDICAO DE RESSONANCIA

O elétron ¢ uma particula carregada que gira em torno do ntcleo. Como
resultado desse giro, aparecem dois momentos magnéticos possiveis: o
momento magnético orbital (Z ), que surge do movimento do elétron em torno
do nticleo e momento magnético de spin (# ), que se origina do movimento do

elétron em torno do seu préprio eixo [25].Todos os elétrons t€ém um spin
intrinseco que ¢ caracterizado pelo momento angular de spin £ , sendo que #

e L sdo sempre proporcionais, isto é:

p=yL (2.1)

(2.2)
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onde y ¢ chamado de raio giromagnético, ¢ ¢ a carga do elétron, m ¢ a massa
do elétron e ¢ ¢ a velocidade da luz. De acordo com a mecanica quantica, a
componente do momento angular de spin ao longo de uma dada direcao pode

assumir os seguintes valores

L.=hM, (2.3)

onde M ¢ chamado de nimero quantico de spin. Combinando as Eq. (2.1) e

(2.3), temos:

W= M (2.4)

a equagdo acima surge de um modelo classico, ou seja, se aplica a0 movimento
de um elétron em torno do nucleo. Sendo o momento angular de spin um efeito

quantum-mecanico entdo, corrigindo a Eq. (2.4), podemos rescrevé-la como

eh
damc

H.=—g M =—gfM (2.5)

onde £ ¢ magneton de Bohr e g ndo tem um nome especifico, sendo chamado
de fator-g, e € especifico de cada amostra. Na visdo cléssica, o fator-g seria um
fator de corre¢do empregado, pois o momento angular obtido
experimentalmente ¢ sempre diferente do valor esperado, determinado pela
teoria [26].

Aplicando-se um campo magnético sobre uma amostra paramagnética,
ocorre a formacgdo de duas populagdes de spins, uma que se orienta na mesma
direcdo do campo e outra contrdria a dire¢do do campo. As energias de
interagdo dos spins com o campo sao diferentes, com isso temos dois niveis de

energia, conforme figura 2.1, chamados de niveis de Zeeman, dados por [26]:

E=—pi"H, (2.6)
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onde # é o momento associado ao elétron.

Energia

o m= -1/2

Campo magnético

Figura 2.1- Niveis de Zeeman em fun¢do do campo magnético para um unico elétron.

Para sistemas com spin, S, igual a 1/2, temos que a componente z do

momento magnético assume os seguintes valores:

2.7)

N | —

__1 _
ﬂz—+2gﬁ ;Mg ==

onde os valores de m determinam as possiveis projecdes do spin eletronico ao
longo do eixo z, ou o eixo ao longo do qual se aplica o campo magnético

externo Hy. Sendo assim, temos os seguintes estados de energia:
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1
E=+_gfH, (2.8)

Uma vez estabelecidos os dois estados de energia, pela aplicagdo do
campo magnético externo, transi¢des entre os niveis podem ocorrer se a
amostra for exposta a um campo eletromagnético de frequéncia caracteristica
para igualar a diferenca de energia. Em experimentos de RPE, o campo ¢
aplicado em um plano perpendicular a direcdo do campo magnético estatico. As
transi¢des sdo induzidas somente entre niveis adjacentes (obedecendo a
exigéncia AMg= t1), entdo a condicao de ressonancia que conduz a absor¢do de

energia pela amostra ¢ alcangada quando:
hv=AE= gBH (2.9)

onde Vv ¢ a freqliéncia do campo de radiagdo, que neste caso ¢ uma freqii€éncia
na faixa de micro-onda [27]. As transi¢des, de a para e de [ para a, sdo
igualmente provaveis, e somente ¢ possivel detectar absor¢do de energia se

houver mais spins em o do que em 3.

2.3 FREQUENCIA DE PRECESSAO

Na auséncia de um campo magnético externo, a orientacdo dos momentos
magnéticos na amostra ¢ aleatoria. Com a aplicagdo de um campo magnético
externo, o momento magnético # do elétron adquire um movimento de
precessdo em trono da direcdo do campo magnético aplicado, como mostra a
Figura 2.2. Este movimento de precessao ¢ o resultado de um torque devido a
interacdo do momento magnético do elétron com o campo aplicado [24,25]. Tal
movimento pode ser descrito pela variagdo do momento angular, de acordo com

a seguinte equagao:
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a =P (2.10)

sendo #=—7L | aexpressdo acima pode ser rescrita da maneira que se segue:

dii_ 7 -
ar VxR (2.11)

onde o momento magnético do elétron pode ser representado por:

-

A= itk 2.12)
e 0 campo magnético externo, aplicado na direcao do eixo z, dado por:
Hy=Hok (2.13)

Sendo assim, resolvendo o produto vetorial, da Eq. (2.11) temos:

dfi_

W _VHoﬂyi"'VHoﬂx]""O - (214)

De onde podemos identificar as trés componentes da derivada do

momento magnético

—=—yH . —=yH . = .
- Mon, o = —E=00 (2.15)

cujas respectivas solugdes sao:

K =COsSmyt . p =senw,t . p =cte (2.16)

b b b
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o=7H,

onde “ , ¢ denominado de freqiiéncia de precessao de Larmor, sendo que

essa freqiiéncia ndo altera a magnitude do momento magnético do elétron [28].

O campo efetivo é dado por =H+H, (1) , onde 7 t) ¢o campo de
microonda. A ressonancia entdo acontece quando a freqiiéncia de precessdo de

W)=,

Larmor for igual a freqiiéncia do campo de microonda, ou seja , COMo

mostra a figura 2.2.

Figura 2.2- Diagrama de vetores ilustrando o movimento de precessdo do momento
magnético do elétron em torno do campo magnético externo Hy e também o campo
magnético H; oriundo da microonda.
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2.4 A ABSORCAO COMO FUNCAO DAS POPULACOES DE SPINS

Para que haja um sinal de absor¢do observavel em RPE ¢ necessario que o
sistema paramagnético interaja com um campo magnético efetivo (total), dado
por:

-

A, =Hyz+H, () (2.17)

Quando o sistema estd em ressonancia, ou seja, quando a frequéncia de
precessao de um determinado spin € exatamente igual a frequéncia do campo de
microondas, energia ¢ trocada entre o campo magnético e o sistema de spins, de
maneira que transi¢des sao induzidas entre os dois niveis de energia. Portanto, a
absorcdo liquida de energia requer uma diferenca de populacdo para os dois
niveis em que as transicoes estdo sendo induzidas. Se em uma amostra existe
N elétrons em um nivel com energia E* (Ms= -1/2) ¢ NP elétrons em um nivel
com energia EP (Mg= +1/2), os elétrons estdo distribuidos entre os dois niveis

de energia de acordo com a distribui¢do de Boltzmann [24], entdo podemos

Na_ Ea—Eﬂ
v )| (2.18)

T

CSCIrever:

onde * é a constante de Boltzmann e 7 é a temperatura absoluta. Sabemos que

AE << kT a5 populagdes dos dois niveis sdo praticamente iguais. O que

como
vai determinar a intensidade do sinal de RPE serd a diferenca populacional n (n
= N* - N") dos dois estados de spins. A absor¢io liquida de energia do campo
de radiacdo ocorre quando a maior taxa de transi¢cao acontece de um nivel mais

populado para o outro menos populado. Se ndo ocorrer processos dissipativos,

NP cresce até se igualar a N® e a taxa de absor¢do de energia tende a zero.
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Como resultado desse processo ndo serd mais observada a ressonincia € o
sistema estara saturado [29].

Para temperaturas em torno de 300 K e um campo magnético de 3400 G,
temos que a razdo entre as populagdes de spins dada pela Eq. (2.18) ¢ de
1,0015, ou seja, uma diferenga de 15 spins em 10*. Como o numero total de
spins N ¢ muito elevado, N ~ 10" spin, é possivel concluir que a diferenca de
populagio ¢ da ordem de 1,5x10'? spins, uma diferenca consideravel para

espectroscopia de RPE.
2.5 INTERACOES MAGNETICAS

A separacdo de energia em dois niveis, resultante dos diferentes estados
de spin sob a acdo do campo magnético externo, ¢ conhecida como efeito
Zeeman, sendo este representado por uma energia expressa pela seguinte

hamiltoniana:
H=—jrH==p.H (2.19)

Além da interagdo Zeeman ja discutida vamos discutir também a
interagdo entre o spin eletronico e o spin nuclear conhecida como interagdo
hiperfina. Essa interacdo ¢ de grande importancia na analise do espectro e na
identificacdo de espécies paramagnéticas. Concentraremos nossa discussao
principalmente em moléculas com um elétron desemparelhado (radicais livres),
porque essa classe molecular ¢ normalmente usada em técnicas de marcadores
de spin.

O desdobramento da linha do espectro de RPE surge do fato de que o
momento magnético de spin eletronico, interagindo com o momento magnético
nuclear (I), “sente” um campo magnético total diferente, conforme as 2I+1

orientagdes possiveis que sao assumidas pelo spin nuclear no campo magnético
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estatico. As interagdes entre os spins nucleares e os spins eletronicos sdo

representadas pela seguinte hamiltoniana [30,31]:

Hhif—geﬁegnﬁn[([r'f)— 3(1.r)5(S.r)_83_“(7,§)5 (r)] , (2.20)

onde r ¢ a distancia entre o nlcleo e o elétron, [ e S sdo os vetores de spin
nuclear e eletronico respectivamente. Os dois primeiros termos da Eq. (2.20)
descrevem a interagao dipolar elétron-ntcleo, podendo ser escritos na forma do

tensor de acoplamento hiperfino entre os dois vetores de momento angular:

-

Hdipolar:_j'AO'S ) (221)

onde A ¢ um tensor de segunda ordem representando o acoplamento hiperfino

dipolar, dado por uma matriz de elementos Aj;:

(rzéij—3xixj)

O segundo termo da equacdo 2.20 surge do acoplamento de contato de
Fermi, também chamada de interagdo hiperfina isotropica, devido ao fato do
elétron ter uma probabilidade finita de ser encontrado no nucleo, cuja derivagdo
esta baseada na equacdo relativistica de Dirac [30]. A hamiltoniana que

descreve esta interagao ¢ dada por:
Hisotro’pica:a'S'[ 5 (223)

onde a ¢ a constante de acoplamento isotrdpico escalar, ¢ dada por:
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a="Fg,b,8,6,70) (2.24)

b

2
onde ¥ (0) representa a probabilidade de encontrar o elétron no nucleo.
Sendo assim podemos escrever a Hamiltoniana de acoplamento hiperfino

da seguinte maneira:

Hhiperyfina = Hdipular+Hisutru'pica . (225)

2.6 OS MECANISMOS DE RELAXACAO

Quando uma amostra paramagnética se encontra na presen¢a de um campo
magnético, ela sofre um processo de magnetizacdo M, definido como a soma

dos momentos magnéticos por unidade de volume, ou seja,

1
M= 2 (2.26)

O valor de M possui uma orientagdo de minima energia quando M ¢
paralelo ao campo magnético Hp.

Para que a magnetizagdo retorne ao equilibrio, ¢ necessario que haja troca
de energia entre o sistema de spin e a rede. Portanto, esta volta da magnetizagao
ao equilibrio ndo ¢ instantanea, pois € necessario que os modos de vibracao de
rede recebam a energia suplementar do sistema de spins. Esta absor¢do de
energia pela rede permite a relaxacdo do sistema, que acontece num
determinado tempo T;, conhecido como tempo de relaxacdo spin-rede, ou
longitudinal. Este tempo de relaxacdo T; estd relacionado com a caracteristica

da amostra e com a temperatura [30].
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Além do tempo de relaxacdo descrito acima, existe também um outro, T,
chamado de tempo de relaxacdo spin-spin, ou transversal. Este tipo de
relaxacdo € proveniente do aparecimento da componente transversal da
magnetiza¢do no plano xy, que ¢ induzida a se movimentar em torno do campo
total H(t), na presenca do campo de microondas. Quando nao ha nenhum
campo de microondas incidindo na amostra, a componente de magnetizagao
M,, encontra-se em um determinado valor de equilibrio, o qual depende da
intensidade dos campos locais onde os spins se encontram localizados. Quando
o campo de microondas passa a incidir na amostra, a componente transversal da
magnetizagdo My, saird de sua condi¢do de equilibrio, retornando a condigédo
inicial apds um determinado periodo de tempo. Este tempo necessario para que
este processo acontega ¢ o chamado tempo de relaxagdo spin-spin, T, [31].

Da mesma forma que a relaxacao spin-rede determina o grau de saturagao
do sistema, a relaxagdo spin-spin estd associada a largura de linha do sinal de
RPE, quando o sistema nao esta saturado. Os fatores que determinam a rapidez
da relaxacao spin-spin sdo: a intensidade e a distribuigdo dos campos locais em
torno dos centros paramagnéticos, sendo que a largura de linha vai depender de
como cada spin ir4 precessionar em torno do campo magnético que atua sobre
ele, ndo esquecendo que a frequéncia de precessdo se altera conforme a
intensidade do campo local. Assim, quanto maior for a intensidade dos campos
locais em que cada spin se encontra, maior sera a largura de linha de
ressondncia € consequentemente menor o T, [28,29], ja que este € inversamente
proporcional a largura de linha. Podemos também pensar através do principio
da incerteza que quanto menor for o tempo de vida de um estado, maior serd a
imprecisdo na determinagdo de sua energia; o estado de energia fica mais

alargado e a distribui¢do de frequéncias de ressonancia serd maior.
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2.7 O METODO DOS MARCADORES DE SPIN

Os sistemas biologicos nao sdo paramagnéticos, sendo assim nao sao
capazes de gerar sinal de ressonancia paramagnética eletronica. Uma alternativa
para estudar sistemas dessa natureza € usando a técnica de marcadores de spin.

Marcagao de spin se refere ao uso de radicais livres estaveis como grupos
“informantes” ou marcadores. O termo “marcador de spin” foi primeiro criado
por McConnell e co-autores. Marcadores de spin (radicais livres estaveis) sao
usualmente moléculas contendo o terminal nitroxido que contém um elétron
desemparelhado nos dtomos de nitrogénio e oxigénio [32].

O radical nitréxido foi descoberto por volta de 1960 por pesquisadores
russos e¢ americanos independentemente. Estes radicais receberam consideravel
atencdo desde que foi observada a possibilidade de reagdes quimicas sem o
envolvimento do elétron desemparelhado e a partir dai ocorreu um grande

desenvolvimento na sintese dos nitroxidos [33].

Figura 2.3 - Formula quimica geral do radical nitroxido. R; e R, representam grupos
quimicos que variam de acordo com o tipo de marcador de spin.

Uma vez inseridos em um sistema bioldgico, este marcador fornece
informagdes sobre o meio em que se encontra. O sinal de RPE do nitréxido ¢

muito adequado para gerar informacdes tais como: a polaridade, a viscosidade,
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a acidez do meio bem como as dindmicas locais das estruturas das
macromoléculas e possiveis restrigdes de movimento do marcador de spin.

O spin desemparelhado responsavel pelo espectro de RPE estd proximo
ao grupo N-O. A interagdo magnética significante estd entre o elétron
desemparelhado e o nucleo '*N. Esta interacio nucleo-elétron é representada
pela hamiltoniana de intera¢do hiperfina. Sendo I=1 para o nitrogénio, o que
resulta ¢ 2I+1 linhas de igual intensidade, separadas pela constante de
acoplamento ou constante de desdobramento hiperfino, representada por A, na
Fig. 2.4, que pode ser definida, no espectro, como a distdncia medida em gauss
(G), entre duas linhas adjacentes, ¢ g ¢ o fator que define a posicdo da linha
central.

No caso do nitroxido, hd um desdobramento dos niveis de energia em
trés, devido aos trés valores permitidos do nimero quantico de spin nuclear My,
que pode assumir os valores M; = -1,0,1. Assim a ressondncia ocorre para trés
valores de campo, sempre satisfazendo a regra de selecio AM; = 0.

A importancia fundamental da técnica de marcadores de spin vem do
interesse em se conhecer a estrutura, ou mesmo determinados sitios especificos
de moléculas bioldgicas. O espectro de RPE do marcador ¢ sensivel ao seu
movimento e isso permite avaliar o grau de mobilidade do marcador no meio.
Mudangas conformacionais podem modificar o movimento do marcador e, em

vista disso, sao detectadas.
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Ms=1/2

Figura 2.4- Desdobramentos hiperfinos das linhas do nitroxido, ilustrando a formacgdo do
espectro  (primeira derivada da curva de absor¢cdo); A ¢ a constante de
desdobramento hiperfino e g define a posi¢cao da linha central.

2.8 ANISOTROPIA DOS FATORES Aeg

Os espectros de RPE do nitroxido sdo anisotropicos. Ambos os valores
do fator g e da constante de acoplamento t€ém dependéncia angular, isto €, os
valores podem variar de acordo com a aplicacdo do campo magnético. Contudo
alguns fatos essenciais sao observados, tais como: 0 maior espagamento entre
as linhas ¢ observado quando o campo magnético esta ao longo da direcao do
eixo z, onde esta localizada aproximadamente 80% da densidade eletronica,

neste caso o desdobramento hiperfino A,, = 32 G, como mostra a Fig. 2.5.
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Desdobramentos menores ocorrem nas dire¢des x e y: onde, Ay = Ayy= 6 G.
Com a mudanca da dire¢ao de aplicacdo do campo, ha um deslocamento dos
espectros para a esquerda devido ao aumento do fator-g. Quando em solugdo,
devido ao movimento rapido, estas anisotropias desaparecem e o espectro

resultante ¢ a média das trés componentes [27], ou seja

A

0: (Axx+Ayy+Azz) ) gozé(gxx-l-gyy-l-gzz) . (227)

0 | —

A média ¢ observada porque de uma linha de ressondncia a outra do
espectro do nitroxido, temos uma freqiiéncia de 10° Hz. Se o nitroxido girar
com uma freqiiéncia superior a essa ela consegue contribuir para as trés linhas
a0 mesmo tempo, ou seja, o espectro ¢ modulado pelo processo temporal.

Podemos entender como isto ocorre analisando a Hamiltoniana para o
radical nitroxido, Eq. 2.20, que contém basicamente trés termos: a interacdo de
Zeeman, o desdobramento hiperfino isotropico (contato de Fermi) e o
desdobramento hiperfino da interagdo dipolar. Sob movimento rapido de
rotagdo do nitroxido os valores de fator-g e desdobramentos hiperfinos
observados nos espectros sdo os tracos dos tensores de segunda ordem. Assim o
traco do tensor g d4 g, e o do desdobramento isotropico da A, (equacao 2.27).
Mas no caso do desdobramento hiperfino dipolar o trago deste tensor € zero. De
maneira alternativa a descrita na equacgdo 2.21 sua férmula também pode ser

escrita como:

Hyp=1 A°.S (2.28)

2 —
H=geﬁeg,,ﬁnw (2.29)



45

Como podemos observar esta expressdo tem valor zero para g = 54° e da
valores negativos para g > 54°. Experimentalmente as linhas de ressondncia
resultantes de uma interagdo dipolar se cruzam neste angulo (entre a dire¢ao do
campo magnético ¢ da reta que une os dois spins). A integral para todos os
angulos da zero. Para o radical nitroxido a energia da interagdo dipolar elétron-
nucleo corresponde nos espectros a uma variacdo de freqii€ncia da ordem de
10° Hz. Assim se o movimento de rotacdo do nitroxido for mais rapido em
relacdo a essa freqiiéncia a interacdo dipolar ndo ¢ observada e o espectro de
RPE ¢ caracterizado pelos parametros g, € A, (veja figura 2.5).Quando o
movimento do marcador aumenta a partir do limite rigido na escala de RPE
para o radical nitréxido (10~ s) até o limite de movimento rapido (10™° s) o
espectro muda de maneira gradual e esta mudanga ¢ causada em grande parte
pelo desaparecimento da interacdo dipolar com o aumento de movimento.
Como o movimento de rotagdo do conjunto de marcadores da amostra ¢ uma
distribuicdo, para um tempo de correlagio rotacional de 10™ s havera parte dos
marcadores com menos movimento, mostrando um pouco de intera¢ao dipolar,

e parte ndo apresentando esta interagdo devido ao movimento mais rapido.
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Figura 2.5 — Espectros de RPE representando as anisotropias dos tensores g ¢ A. Em preto,
quando o campo magnético € aplicado na dire¢do do eixo z, em laranja, quando o
campo ¢ aplicado na direcdo y, e em azul, campo magnético na direcdo x. Em verde,
tem-se o espectro do marcador em solugdo, € em marrom, o espectro obtido com
temperatura de —70°C (espectro de po)

2.9 TEMPO DE CORRELACAO ROTACIONAL

Um parametro importante calculado através das anisotropias do fator-g e
do desdobramento hiperfino, € o tempo de correlagdo rotacional, que reflete o
movimento da molécula em um meio bioldgico.

O tempo de correlagdo rotacional t. € definido como um intervalo de
tempo associado com a mudanca de orientacdo do nitréxido, refletindo assim o
movimento do marcador em um meio biologico. O célculo desse parametro ¢
possivel devido as anisotropias do fator-g e do desdobramento hiperfino que o
nitroxido apresenta. Estas anisotropias sdo representadas por tensores de

segunda ordem cujos autovetores principais estdo orientados da seguinte forma:
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o eixo z ¢ paralelo ao orbital 2pr do nitrogénio, como mostra a Fig.2.6, o eixo x

¢ paralelo a dire¢do da ligacdo N-O e o eixo y € ortogonal aos outros dois.

Figura 2.6 — Esboco do radical nitréxido, ilustrando os eixos principais dos tensores
magnéticos

2.10ESTUDO DE PROTEINAS E O METODO DE MARCACAO SITIO
DIRIGIDO

As proteinas sdo estudadas através de marcadores de spin que reagem
com determinados sitios como os grupos sulfidrilas, os terminais amino e a
cadeia lateral da lisina, formando ligacdes covalentes. Neste trabalho, como
serd visto adiante, ndés aproveitamos sitios naturais do estrato coérneo ou da
albumina para ligar o marcador no aminodacido cisteina. A marcagdo de spin em
mutacao sitio dirigido ¢ um método emergente para a determinacao da estrutura
e dindmica conformacional de proteinas soliiveis em agua e proteinas de
membranas. O artificio essencial do método € ligar o nitroxido na cisteina que
foi introduzida por mutagénese, em posicoes predeterminadas, na sequéncia de
aminoacidos da proteina. O marcador ¢ utilizado por reagir com os grupos SH,
onde passa a ser uma pequena molécula que permite uma analise do local mais
proximo ao esqueleto proteico, refletindo melhor o movimento das cadeias

polipeptidicas [34]. Os espectros de RPE de proteinas marcadas por spins sao
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geralmente compostos por basicamente duas componentes espectrais chamadas
de componentes fortemente imobilizada (S) e fracamente imobilizada (W) na
escala de tempo de RPE. Apesar das significativas contribui¢des fornecidas
pela espectroscopia de RPE ao estudo das proteinas, a origem destas duas
componentes espectrais ndo foi completamente entendida. Barnes e
colaboradores (1994) [35] sugeriram que a origem destas componentes continua
sendo um problema para especulagdo. Contudo, em trabalho prévio [36] foi
mostrado que estas duas componentes resultam de um equilibrio termodindmico
entre as duas populacdes de nitroxido com estados de mobilidade muito
diferentes. A componente menos movel surge quando a cadeia lateral do
nitréxido adota uma conformagao dobrada sobre a cadeia principal da proteina,
com o grupo N-O se conectando a sitios locais da proteina através de ligacao de
hidrogénio, uma informagdo assegurada pelos pardmetros espectrais de RPE.
Enquanto a componente mais movel € fornecida por aqueles marcadores de spin
em contato com o solvente, refletindo polaridades tipicas para sistemas
aquosos. Em artigo subsequente, diversos testes experimentais foram feitos para

corroborar esta interpretacao [37].

2.11 A SIMULACAO DOS ESPECTROS DE RPE

Hoje existem programas modernos de simulacdo de espectros de RPE
que podem retratar quantitativamente a maior parte das complexas interagoes
entre os marcadores de spin e os sistemas bioldgicos. A teoria basica envolvida
nestes programas ¢ complexa e foge do escopo deste trabalho. Nos utilizamos
o programa “Non Liner Least Square” (NLLS) que serd mais bem descrito na
se¢do de materiais ¢ métodos. Este programa foi utilizado como uma
ferramenta de andlise sem nos preocuparmos em entender todos os aspectos

teoricos de seu funcionamento. O programa NLLS vem sendo



49

desenvolvimento desde a década de 70 pelo grupo do Professor Jack H. Freed
(Cornell University) [38] e atualmente esta disponivel na Internet.

O leitor interessado no assunto podera obter uma boa introdugdo da teoria
através dos trabalhos de Nordio [27] e de Jack H. Freed [38]. Em nivel mais
avancado citamos o trabalho de 1989 [39]. Uma pesquisa bibliografica pelo
autor Freed JH na Internet podera fornecer uma numerosa lista de artigos sobre
a teoria envolvida na simulacao.

Para ndo deixar o leitor sem uma idéia geral, finalizaremos este capitulo
mencionando alguns aspectos envolvidos. A base do método de simulagdo ¢ a
equagdo estocastica de Liouville, a qual ¢ equivalente a equagdao de Shrodinger

dependente do tempo:

2 (@)=l (@) pl. ]l T @@, py(. 1)

,  (2.30)
onde H (€),t) é o operador Hamiltoniano de spin, o qual, como vimos acima
depende da orientagdo do marcador representada pelos angulos de Euler Q (¢,
0, V). A dependéncia temporal estd contida tanto no Hamiltoniano como nos
elementos da matriz densidade p. O comutador da equacdo da a dinamica de
spin para cada orientacdo molecular, prevista pela mecanica quantica. ['((2) € o
operador de Markov para a difusdo rotacional independente do tempo, cuja

equagdo, no modelo de difusdo Browniana, pode ser escrita como:

0 _
ap(g,;)_—r(mp(g,z) , (2.31)

onde P (Q,t) corresponde a probabilidade do marcador estar em um estado
Q em um dado tempo t. O processo estacionario de Markov ¢ tal que a
probabilidade de encontrar o marcador no estado €2, no tempo t,, se no estado

Q) no tempo t; = t, - At, ¢ independente do valor de Q; no tempo anterior t; e
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depende somente de At e ndo de t;. No caso da difusdo rotacional
isotropica, ['(Q) é o operador RV? e R' = 61, o tempo de correlagio
rotacional.

Quando a molécula gira, o Hamiltoniano de spin varia em torno de um
valor médio Hy devido as anisotropias de fator-g e de desdobramento hiperfino,
sendo esta flutuagdo considerada como uma perturbacao H; (t). Este giro ¢
representado pelas matrizes de Wigner que relaciona a orientagdo do marcador
em relagdo ao sistema do laboratério. Nos elementos da matriz densidade estao
embutidos os efeitos das transi¢des e relaxagdes de spin. Os efeitos da
relaxacdo sao descritos pelo método de Redfield [30]. A simulacdo do espectro
de RPE consiste em resolver numericamente um sistema de equacoes lineares
através de um algoritmo sofisticado, no caso do programa NLLS este algoritmo
¢ o de Lankoz.

O Hamiltoniano de spin total, quando expresso em unidades de

freqiiéncia, pode ser separado em trés componentes,

H(Q)=H+H (Q+e(t) (2.32)

Onde o Hamiltoniano independente da orientagao,

hHo:VeBoSz_hZ 7Byl +hy, 2 a8, 1, (2.33)

i 9

da os niveis de energia de ordem zero e as frequéncias de transi¢do. A parte
dependente de orientacao, H;(€2), pode ser expressa como um produto escalar

de dois tensores:

Hi@=Y ¥ (1f F g 014 (2.34)
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onde os tensores “F” e “A” acima sdo componentes irreduziveis de tensores de
ordem L (L = 2 nos caso dos tensores g e A do nitr6xido). Esta representagdo de
tensor, mais complicada que a matricial, € utilizada para facilitar os calculos. O
tensor “F” representa as funcdes espaciais em coordenadas fixadas na molécula
(os eixos principais dos tensores “g” e “A4” sdo fixados na molécula, veja Figura
2.6) enquanto o tensor “A” ¢ o operador de spin definido no sistema de eixos do
laboratdrio (o eixo z de quantizagdo segue a orientacdo do campo magnético
externo). Os subscritos p € 1 se referem aos dois tipos de perturbagdo (fator-g e
interacdo hiperfina). Os harmdnicos esféricos em sua forma mais geral “D”
fazem a transformagdo do sistema de eixos fixado na molécula (x’, y’, z’) para
o sistema de eixos do laboratério (x, y, z). Estes elementos da matriz de rotagao
de Wigner, os quais sdo tabelados, formam uma base ortogonal completa. E

importante lembrar que as fungdes de Wigner sdo as solugdes da equacdo de

Schrodinger para o rotor simétrico.
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CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

3.1 CONDICOES DE OPERACAO DO ESPECTROMETRO

As medidas foram realizadas com um espectrometro de RPE da
BRUKER, modelo ESP 300, com cavidade ressonante ER4102 ST e operando
o equipamento em banda-X. Os pardmetros espectrais foram os seguintes:
poténcia de microondas, 20 mW; freqii€ncia de modulagdo, 100 KHz;
amplitude de modulagdo, 1,024 G; campo central, 3365 G; varredura de
campo magnético, 100 G. O controle de temperatura foi feito com precisao de
aproximadamente 0,3 K, utilizando o controlador da Eurothermam/Bruker que

faz uso do sistema de fluxo de nitrogénio.

3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE ESTRATO CORNEO

As membranas de EC foram extraidas de ratos da raca Wistar recém
nascidos (com menos de 24 h de vida), fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Goias (UFG) e preparadas no laboratério de Biofisica
do Instituto de Fisica (IF) da UFG.

Ap6s o sacrificio dos ratos por decapitagdo, as peles foram retiradas com
o uso de bisturi e colocadas em agua destilada por 1 h, depois estendidas sobre
papel de filtro (Whatmam n® 2) com a parte interna em contato com o ar, €
colocadas entdo em um suporte. O suporte foi introduzido em um dissecador
contendo 0,5 litro de hidroxido de amonio (NHs, PA, Merck). Este dissecador
foi conectado, através de uma mangueira, a outro dissecador sob vacuo. Depois
da conexao feita, as valvulas de retencao dos dois dissecadores sao abertas ao
mesmo tempo, deste modo, eliminado o ar do dissecador contendo as peles,

deixando-as expostas ao gas de hidréxido de amonio por 5 minutos.
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As peles foram retiradas do papel de filtro e colocadas em agua destilada,
com a parte interna voltada para baixo, durante 2 h aproximadamente. Apos o
repouso em agua destilada, as peles foram lavadas e as membranas de EC
foram extraidas apenas friccionando o lado interno da pele. As membranas de
EC foram mergulhadas em 4gua destilada e entdo estendidas sobre tela de
teflon. As telas de teflon foram colocadas em suporte e levadas ao dissecador,
contendo silica gel, onde permaneceram sob vacuo por 48 h, aproximadamente.
Apds a desidratacdo, as membranas de EC foram colocadas entre folhas de
papel de filtro e mantidas sob vacuo em dissecador contendo silica gel, até

serem utilizadas.

3.3 CONTROLE DA HIDRATACAO DAS AMOSTRAS DE EC

As membranas de EC desidratadas foram cortadas em partes iguais de 5
mg, aproximadamente, e colocadas em d4gua destilada por 15 minutos.
Posteriormente foram incubadas em 60 pl de solu¢cdo de marcador de spin Mal-
6 (4-maleimido-1-oxyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidina), comprado da Aldrich
Chem. Co. (Milwaukee,WI), a 2 mM (tampao acetato 10 mM, pH 5,3, 0,15 M
NaCle 0,1 mM EDTA) por 15 minutos.

Apds o processo de marcacdo, as amostras foram lavadas por sete vezes,
sendo primeiramente lavadas por duas vezes em agua destilada, depois trés
vezes em etanol e por fim, mais uma vez em agua destilada e outra no tampao.
Esse procedimento de repetidas lavagens € necessario para retirar o excesso de
marcador de spin que ndo se ligou quimicamente ao EC, evitando dessa forma,
o aparecimento do sinal de RPE tipico do marcador livre em solucao.

Depois da lavagem, a amostra foi introduzida em capilar somente para
adquirir o formato interno do capilar; depois de moldada nessa forma foi
exposta ao meio ambiente, por determinado intervalo de tempo com o objetivo

de perder uma certa quantidade de agua. Feito isso, a amostra foi novamente
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colocada em capilar o qual foi selado para manter o contetido de agua apos o
equilibrio. As medidas foram realizadas no intervalo de temperatura de 2 a
86°C, variando de quatro em quatro graus Celsius.

Apo6s as medigdes, as amostras foram retiradas dos capilares, pesadas e
depois de permaneceram em dissecador contendo silica gel, por 48 h, foram
pesadas novamente. A partir dos pesos nas condi¢des secas e hidratadas o
conteudo de 4gua de cada amostra foi estimado como a percentagem de agua na
amostra hidratada (g H,O/g EC imido x 100%). De uma mesma membrana de
EC foram preparadas diversas amostras com diferentes contetidos de agua e isto

foi repetido trés vezes em experimentos independentes.

3.4 CINETICA DE REACAO

As membranas de estrato corneo, previamente incubadas por 30 minutos
em agua destilada, foram colocadas em 60 ul de solucao contendo o bloqueador
de grupos sulfidrilas NEM (N-etil-maleimido) a 2 mM no tampdo acetato por
tempos variados, desde 15 minutos até 12 h. Depois de incubadas com o NEM,
as amostras foram lavadas 2 vezes em agua destilada, 2 vezes em alcool e mais
2 vezes em agua destilada. Na seqliéncia, as membranas foram incubadas em
60 pl de solugdo contendo o marcador de spin Metil a 4 mM, por tempos
variados, desde 30 minutos até 15 h, conforme o tempo de incubagdo com o
NEM. Depois de marcadas, as amostras foram lavadas de acordo com o
procedimento descrito acima. Finalmente as membranas foram incubadas em
tampao (pH 5,1) por 15 minutos e introduzidas em capilares para medidas de
RPE. Os espectros foram registrados a 2°C e a 30°C.

As membranas marcadas com metil, depois de retiradas do
espectrometro, foram incubadas em 0,5 ml de solucdo com 0,5 mM de acido
ascorbico por 5 minutos. Posteriormente, a membrana era retirada do

ependorfe, colocada no capilar para registro do espectro, e depois colocada de
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volta no ependorfe. Esse Procedimento foi repetido por 6 vezes, até completar

30 minutos de reacao com o acido ascorbico.

3.5 PROCESSO DE SEPARACAO DO ENVELOPE DO
CORNEOCITO

Uma membrana de EC (~ 10 mg) foi incubada a 50°C, por 24 h, em 10
ml de uma solugdo contendo: SDS (decilsulfato de so6dio) a 2 mM, N-oxido-
dimetildodecilamina a 8§ mM e uréia a 8 M. A seguir foi feita a didlise da
mistura, utilizando uma tela de teflon como membrana. Na tela de teflon fica
retido o envelope do corneocito € no becker, onde foi realizada a didlise, fica o
restante das proteinas, sendo possivel concentrd-las por centrifugacdo. O
envelope foi marcado incubando-o, por 18 h, com marcador a 2 mM.
Posteriormente foi lavado como feito com as amostras de EC. Para o restante
das proteinas, foi realizada uma incubagdo de 1 h, a temperatura ambiente, € o

processo de lavagem foi feito por didlise contra o tampao em geladeira.

3.6 PREPARACAO DE BSA (“BOVINE SERUM ALBUMINE”)
MARCADA

A BSA, obtida da Sigma Chem. Co. (Milwalkee, WI, USA), na
concentragdo de 0,3 mM em tampao fosfato salino (fosfato a 10 mM, NaCl a
150 mM e EDTA a 0,2 mM, pH 7,4) foi incubada por 24 h a aproximadamente
4°C com marcador de spin 5-MSL (Milwalkee, WI, USA) a 1 mM. Os
marcadores livres foram removidos por didlise contra o tampao em geladeira.
Para introduzir o detergente na concentracao correspondente a solugdo de BSA
foi diluida a 0,2 mM em tampao incluindo a amostra de controle (sem

detergente). As amostras foram introduzidas em tubos capilares para medidas

de RPE.
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3.7 MARCADORES DE SPIN UTILIZADOS

Existem varios tipos de marcadores de spin disponiveis no mercado e que
podem ser utilizados nos estudos de proteinas. Na figura 3.1 estdo apresentadas
as formulas moleculares dos marcadores de spin derivados do maleimido
mencionados em nosso trabalho. Estes marcadores reagem especificamente

com os grupos sulfidrilas das proteinas.

3.8 PARAMETROS DA SIMULACAO ESPECTRAL

Os espectros de RPE foram simulados através do programa NLLS
(“Nonlinear Least-square™) [39]. Este programa permite o ajuste de um espectro
com duas componentes com diferentes estados de mobilidade e parametros dos
tensores magnéticos. Os tensores magnéticos g e A, sao definidos em um
sistema de eixos fixos na molécula, onde por convencdo, o eixo X estd na
direcdo da ligacao N-O, o eixo z ¢ paralelo ao eixo 2pz do 4tomo de nitrogénio,
e o eixo y € perpendicular aos eixos x € z [38]. Os tensores g ¢ A (G) usados
nos calculos para as componentes 1 e 2, chamadas neste trabalho de
componentes S e W, respectivamente, foram: g (S) = 2,0098, g,.(S) = 2,006,
2:S) = 2,002, g«w(W) =2,0079, g,,(W) = 2,0054, g,(W) = 2,003, a\(S) = 6,9,
ayy(S) =7.,9, a,(S) = 36,2, ax (W) = a, (W) = 7,5, a,(W) = 36,2.
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Figura 3.1-a) 4-maleimido-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1 oxil (mal-6)
b) 3-maleimidometil 2,2,5,5-tetrametil-1-pirrolidinil oxil;
¢) 3-maleimido-2,2,5,5-tetrametil-1-pirrolidinil oxil (mal-5);
d)3-[2-(2-maleimidoetoxi)etilcabomoil]-2,2,5,5-tetrametil-1-pirrolidinil oxil;
e) 3-(2-maleimidoetil)-2,2,5,5-tetrametil- 1 -pirrolidinil oxil
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CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1 EFEITO DA HIDRATACAO SOBRE A DINAMICA DAS
PROTEINAS DO ESTRATO CORNEO

4.1.1 INTERPRETACAO DOS ESPECTROS DE PROTEINAS
MARCADAS COM MAL-6

Na Figura. 4.1a s3o mostrados os espectros de RPE experimental e de
melhor ajuste do marcador de spin derivado do maleimido, 6-MSL,
covalentemente ligado aos grupos SH do tecido do estrato cérneo. Como
geralmente ocorrem para outras proteinas, tais espectros sdo compostos de
basicamente duas componentes espectrais, indicando a coexisténcia de duas
populacdes de spin com estados de mobilidade muito diferentes. Pela simulacao
dos espectros, ¢ possivel separar as duas componentes espectrais que se
sobrepdem no espectro experimental. Estas componentes, tecnicamente
denominadas de fortemente ¢ fracamente imobilizadas, sdo normalmente
denotadas por componentes S e W, respectivamente. A componente mais movel
W (Figura 4.1b), sob a escala de tempo dos experimentos de RPE para radicais
nitroxidos em banda X (9,4 GHz), apresenta trés linhas de ressondncia bem
definidas, tendo uma constante de desdobramento hiperfino isotropico 2 a,, que
¢ muito sensivel a polaridade do solvente onde o nitroxido esta dissolvido. O
parametro, 2a,, da componente fracamente imobilizada W ¢ o mesmo daquele
observado para o marcador de spin em tampao (17,1 £ 0,5 G, espectro nao
mostrado), indicando que os radicais nitroxidos da componente W estdo
expostos ao solvente. Assim seus movimentos refletem um tempo de correlagdo
efetivo devido as isomerizacdes em torno das ligagdes que unem o grupo

nitroxido a proteina. Este tempo de correlagdo efetivo cai na escala dos
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nanosegundos, sendo quase uma ordem de magnitude mais lento daquele do
marcador de spin em solugdo. A componente fortemente imobilizada ou
componente de menor movimento S (Figura. 4.1c) representa a maior fracdo do
espectro e permite medir o desdobramento das linhas de ressonincia extremas
do espectro, ou seja, o parametro 2T, , que reflete a mobilidade do marcador. O
tempo de correlagdo rotacional da componente S ¢ cerca de uma ordem de
magnitude maior daquele da componente W, o que indica forte interacdo do
nitréxido com a cadeia polipeptidica.

O valor de 2T, de ~ 68 G a 18°C , como sera visto adiante, assegura que os
nitroxidos que geram a componente S estao formando ligacao de hidrogénio com a
proteina. O parametro 2T, ¢ sensivel a mobilidade do nitroxido, mas também ¢
afetado pela ligagdao de hidrogénio com o grupo N-O e interagdes de van der Wall
(Griffith e Jost, 1996), ambas interagdes tendo o efeito de aumentar a densidade de
spin eletronico desemparelhado no nucleo do nitrogénio.

Em meio hidrofébico, onde o nitroxido nao forma ligacdo de hidrogénio, o
valor maximo de 2T, ndo seria maior que 65 G. Entdo o estado de mobilidade
baixa do marcador da componente S ¢ explicado por uma forte ligagdo a proteina.
De um lado esta covalentemente ligado ao &tomo de enxofre da cisteina € no outro
lado o grupo N-O esta ligado ao hidrogénio do grupo amida ou a algum grupo das
cadeias laterais.

Com o aumento da temperatura ocorre um decréscimo da razao entre as
componentes fortemente ¢ fracamente imobilizadas, Ng/Nyw, € como este processo
¢ completamente reversivel, fica claro que estas duas componentes espectrais estao
em equilibrio termodinamico. Portanto, estas duas componentes surgem de dois
estados permutaveis do nitroxido: ligado ao hidrogénio (S) e nao-ligado ao

hidrogénio (W) da proteina.
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Figura 4.1- (a) Espectros de RPE, experimental (linha) e simulado (circulos), a 34°C, do
marcador de spin derivado do maleimido, 6-MSL, covalentemente ligado aos grupos
sulfidrilas do estrato corneo em acetato salino tamponado pH 5.1. O melhor ajuste do
espectro deste trabalho foi obtido pelo NLLS, considerando duas componentes para
todos os ajustes. (b) As componentes fracamente (W) e fortemente (S) imobilizadas,
respectivamente. Os parametros de RPE 2a, o espalhamento hiperfino isotropico e 2T, o
espalhamento hiperfino externo estdo indicados.

Na Figura 4.2, um modelo molecular ilustra a acomodacdo do Mal-6
ligado ao grupo sulfidrila. Ao lado da possivel ligagdo do nitroxido também

estdo indicadas as ligagdes de hidrogénio dos atomos de oxigénio do grupo
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maleimido com a cadeia polipeptidica. Estas ligacdes, que provavelmente
favorecem a alta reatividade do maleimido com o grupo sulfidrila, poderiam
prender o grupo maleimido a dobra da proteina, explicando a mobilidade muito
baixa deste marcador de spin. Neste caso, a ligacdo que une o maleimido ao

nitréxido seria a fonte mais importante dos movimentos rotacionais.
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Figura 4.2- modelo esquematico do marcador Mal-6 ligado covalentemente ao grupo
sulfidrila da proteina. Neste modelo o atomo de oxigénio do nitroxido pode formar
ligacdes de hidrogénio ou com o grupo amida da cadeia principal da proteina,
gerando a componente fortemente imobilizada (S), ou com as moléculas de agua do
solvente, formando a componente fracamente imobilizada (W). Os dois dtomos de
oxigénio do anel do maleimido também formam ligagdes de hidrogénio com a
proteina prendendo fortemente o marcador a dobra da cadeia polipeptidica.
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41.2 A MOBILIDADE DAS PROTEINAS DO EC DECRESCE COM A
REDUCAO DO CONTEUDO DE AGUA

Na Figura 4.3, os espectros de RPE experimental e simulado do Mal-6,
ligado ao EC, sdo mostrados a 30 e 50°C para varios conteidos de agua das
amostras. Para cada simulagdo espectral, as populagdes relativas das duas fragdes
de radicais, bem como os parametros de correlagdao rotacional Ry,:S (componente
S) e Rp,W (componente W) podem ser obtidos [38]. O programa de ajuste NLLS
permite o calculo do tensor de difusdo rotacional, isto €, permite determinar o
movimento rotacional em cada componente de um sistema de referéncia fixo na
molécula, Ry, Ry e R, [39], mas para simplificar os aspectos operacionais do
programa, lidando com duas componentes espectrais ao mesmo tempo, usamos
somente os parametros Ry, S € Ry, W, que representam os valores médios ou o
tragco do tensor de difusdo rotacional. De um modo geral, as convergéncias dos
ajustes foram boas conforme mostrado na Figura 4.3.

A Figura 4.4 mostra a razao da popula¢ao de marcadores de spins nos dois
estados de movimento em fun¢ao da temperatura e para varios contetidos de agua,
Os graficos mostraram um comportamento linear para todos os contetidos de agua
das amostras, em todas as faixas de temperaturas apresentadas. Para temperaturas
abaixo desses intervalos e para conteudos de agua abaixo de 17% (relativo ao peso
total), a populagao da componente W ¢ muito baixa no espectro de RPE ¢ sua
superposi¢ao com a componente S impede a exata determinagdo das populacdes

relativas.



63

30°C 50°C

Agua

Figura 4.3 — Espectros de RPE experimental (preto) e de melhor ajuste (vermelho) do
marcador de spin derivado do maleimido 6-MSL covalentemente ligado aos grupos-
SH do estrato corneo (pH 5.1) a 30 e 50°C, para alguns contetidos de dgua. Faixa de
varredura do campo magnético: 100 G.
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Figura 4.4- A razao entre as populagdes das componentes fortemente e fracamente imobilizadas,
Ns/Nw, no espectro de RPE do estrato corneo marcado com 6-MSL (pH 5.1), como uma
fun¢do da temperatura absoluta reciproca. Os simbolos referem-se ao estrato corneo com
diferentes contetidos de dgua em relagdo ao peso total (%, w/w).

Conteudos de agua na faixa de 47-57% nao diferem do estado
completamente hidratado (excesso de agua). Diferencas significativas foram
observadas decrescendo o conteudo de agua para as faixas de 35-40% ¢ 18-30%.
E notavel que todos os espectros de RPE foram completamente reversiveis; apos
as medidas até altas temperaturas, cada amostra foi novamente medida a 38°C para

verificar a reversibilidade e a estabilidade do contetido de 4gua das amostras.
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Considerando que a relacao das populagdes dos marcadores de spin das
duas componentes ¢ dada pela distribui¢ao de Boltzmann com somente dois niveis
de energia e cada nivel contendo n estados de degenerescéncia, ou n maneiras de
se obter este nivel de energia, podemos escrever a seguinte expressao para a razao

entre as populacoes [40]:

n

_w
NW—n—SNSexp[—(EW—ES)/RT] , 41
ou ainda
n E —F
NI Gl 42
Ng ng RT >
onde "#/"s ¢ um fator pré exponencial que reflete a razio entre o niimero de

configuracdes para formar as componentes W e S, Ew ¢ Es sdo as energias do

marcador em contato com a dgua e com a proteina, respectivamente.

N, INg

Como ¢ a razao entre os marcadores de spin das respectivas

componentes no equilibrio, AG=0 e,

N 0 0 0
w NV e AG°_4S°  AH 43
Ny RT ~ R RT :
ou ainda,
Ng  4S8° AH°
log—=— + 4.4
Ny, 2,303R 2,303RT > .

onde K ¢é a constante de equilibrio, AS” ¢ a entropia padrio ¢ AH’ ¢ a entalpia
padrio. A Eq. 4.4 mostra que, na pratica, os valores numéricos de AS” e AH’
podem ser determinados através de um grafico, chamado de grafico de van’t Hoff,
como aquele apresentado na Figura 4.4. O coeficiente angular seria AH"/2,303R ¢
a intersecdo daria -AS°/2,303R. A tabela 4.1 apresenta os valores calculados para

AH’, AS? e ny e ns. Aumentando a temperatura, o sistema absorve calor e se torna
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menos organizado, isto €, a troca de S para W é um processo endotérmico com o
aumento de entropia. A diferenga de entalpia ¢ também a energia aparente
necessaria para dissociar o nitroxido da proteina com um correspondente aumento
de entropia devido principalmente a0 aumento de movimento (a componente W

representa um estado de maior mobilidade).

TABELA 4.1

Mudancas na energia livre padrdao de Gibbs (a 46 °C), entalpia e entropia padrées
associadas as interagoes da cadeia lateral do nitréxido com as proteinas do estrato
corneo, para algumas faixas de conteido de agua. O estrato cérneo foi marcado com o
marcador de spin derivado do maleimido 6-MSL, nos grupos sulfidrilas. A razdao entre os
numeros de configuragbes para as duas componentes (n,/ns, eq. 2) esta também

apresentada. Comparagao é feita com o marcador 5-MSL (controle) e tratamento com

uréia 8M.
Conteudo de agua AG°ys AH% s AS°w_ s
(g H,0O/g EC seco) (% do peso total) kcal mol kcal mol” cal mol™" K
h > 0.96 >49 -0.67 -6.4+0.7 -17.9
h 0.69-0.89 41-47 -0.64 -6.6+1.0 -18.7
h 0.47-0.56 32-36 -1.13 -7.4+0.8 -19.6
h 0.21-0.39 17-28 -1.51 -8.0+2.2 -20.3

* Os valores numéricos foram calculados usando a equagdo 4.4 e os dados do gréfico

apresentado na Fig. 4.4. Veja texto para maiores detalhes.

Na Figura 4.5, os parametros de movimento rotacional (Ry,S) € (Rpa W)
obtidos pelos ajustes da simulacao sdo apresentados como uma fungao temperatura

reciproca. Ry, S reflete o movimento local do esqueleto da proteina, desde que os
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marcadores de spin da componente S estao “cristalizados” na proteina, € Ry, W
reflete 0 movimento rotacional da cadeia lateral do nitroxido na fase aquosa,
podendo ser afetado pela micro viscosidade nas vizinhangas dos grupos sulfidrilas.
E visto que ambos os pardmetros sio sensiveis a temperatura e que reduzindo o
conteudo de agua do EC mudangas significativas sdo observadas. Nao foram
detectadas diferengas estatisticas para amostras com contetidos de agua na faixa de
47% até o estado completamente hidratado. Ambos, Ry, W e Ry,S, decresceram
com a reducao do conteudo de agua para a faixa de 35-40% e ainda mais para o
intervalo de 18-30%. Abaixo desta ultima faixa de contetdo de agua, a
componente W tende a desaparecer ¢ somente Ry, S pode ser determinado com
precisao. Para niveis de hidratagdo na faixa de 0-4%, Ry,S indicou que as cadeias
polipeptidicas ficaram presas até 58°C e acima desta temperatura elas
apresentaram um discreto acréscimo de movimento.

A energias de ativagdo indicadas na Fig. 4.5 foram estimadas com base

em uma expressao tipo de Arrhenius,
D = Dy exp[-E./RT], 4.5)
em que D ¢é o coeficiente de difusao do marcador ¢ E, ¢ a energia da difusao, ou

seja a energia para dissociar a molécula do solvente. Das equacdes de Einstein-

Stokes temos que:
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Figura 4.5- Parametros de difusdo rotacional para as componentes fortemente (RpaS) €
fracamente (Ry,W) imobilizadas, acima e abaixo da “quebra”, respectivamente, como
uma fun¢do da temperatura absoluta reciproca. Os parametros foram obtidos dos ajustes
dos espectros de RPE do MSL-6 em estrato corneo (pH 5.1). Os simbolos se referem ao
estrato corneo com diferentes conteudos de agua relativos ao peso total (%,w/w). As
energias de ativacdo indicadas representam as barreiras de energia que os marcadores

estdo sujeitos em suas reorientagoes.
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D =KT/6xna, (4.6)

onde n € o coeficiente de viscosidade do meio e a € o raio de giro da molécula, e

Tc =NnV/KT, (4.7)

onde V ¢é o volume da molécula marcadora.

Assim podemos escrever:

tc = (V/6maDy) exp(E./RT). (4.8)

E como t¢c = (Rbar)'1 temos, finalmente, que

log Ry, = log C — E./2,303RT, (4.9)

onde a constante C ¢ igual a 6maDy/V. Desse modo no grafico da Fig. 4.5 a
inclina¢do da reta deve dar o valor de —E./2,303R.

Neste grafico de Arrhenius (Fig. 4.5) a energia de ativacao aparente E,
para a componente W a 32-46% de hidratacao foi de 3,3 Kcal/mol. Para conteudos
de 4gua menores ¢ observada uma tendéncia de aumento no valor de E, consistente
com a idéia de que a cadeia lateral do nitroxido sofre interagdes mais intensas para
o caso das amostras menos hidratadas. Para a componente S o valor da E,
estimado foi de ~2,6 Kcal/mol indicando que a energia transferida para a cadeia
lateral do nitroxido, promovendo estados de mobilidade mais alta, ¢ menor do que
quando a cadeia lateral estd em contato com a fase aquosa. As amostras com
conteudo de agua de 0-4% e 17-28% nao apresentaram um comportamento linear.
No mais baixo nivel de hidratacao (0-4%) a E, foi muito baixa no intervalo de
temperatura de 2 a ~60°C e aumentou para ~2 Kcal/mol no intervalo de
temperaturas entre ~60 a 86°C. Estes resultados sugerem que a energia térmica

fornecida a cadeia lateral do nitrdxido, com a elevac¢do da temperatura até ~60°C,
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foi insuficiente para a cadeia superar a barreira de energia e adquirir estados mais
altos de movimento. Acima de ~60°C uma fragdo de marcadores parece ter obtido
a energia necessaria para vencer o potencial restaurador, refletindo assim a energia
de ativacao aparente. Um efeito semelhante também aparece nas amostras de
conteudos de agua mais altos (17-28%) onde as rotagdes ou oscilagdes de tor¢ao
da cadeia marcada foram restritas até ~30°C; acima desta temperatura uma parte
dos marcadores vencem o potencial de restauracdo de aproximadamente 2
Kcal/mol.

O movimento local do esqueleto da proteina também pode ser acessado
pelo parametro 2T, (Figura 4.1), o desdobramento hiperfino maximo, desde que
as linhas de ressonancia envolvidas nesta determinagdo estdo bem isoladas no
espectro de RPE do Mal-6 ligado as proteinas do EC. Este parametro pratico, que
pode ser medido diretamente no espectro, esta relacionado a mobilidade do
marcador de spin mesmo que em principio seja um parametro estatico associado
com a distribuicdo de orientacdo dos marcadores. Na Figura 4.6a estd mostrada a
dependéncia do 2T, com a temperatura. Este parametro refletiu as mudancgas de
mobilidade na cadeia principal da proteina de modo similar ao Ry,,S.

O parametro 2T, também pode ser usado para avaliar a polaridade do
meio no qual esta o nitréxido [34]. No estado congelado, devido a imobilizagao do
nitroxido, na escala de tempo de seu sinal de RPE, é observada uma aproximacao
entre os valores de 2T, e 2A,,, a componente principal z do tensor hiperfino, a
qual ¢ modulada pela distdncia média entre a densidade de elétrons
desemparelhados e o ntcleo do nitrogénio. Esta distancia ¢ reduzida, e o 2A,, ¢
aumentado, quando cargas positivas nas vizinhangas do grupo N-O polarizam esta
ligacao tornando o atomo de nitrogénio mais eletropositivo.

Na Figura 4.6b ¢ mostrado o grafico de 2T, do Mal-6 ligado ao EC a —

70°C em funcdo do contetido de adgua. Os valores de 2T, comecam em ~70,2 G
para amostras secas ¢ alcangam um patamar em ~73,2 G, em cerca de 30% do
conteudo de agua. Na auséncia de ligagdes de hidrogénio ou em meio hidrofébico

os valores esperados para o 2T, sdo de 65 G. Os valores de ~70 G para amostras
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secas indicam uma formagdo de ligacdo de hidrogénio do grupo N-O com a
proteina e a mudancga adicional de ~3 G no desdobramento hiperfino ¢ devido a
contribuicdo de campo elétrico pela presenca das moléculas de agua proximas ao
fragmento N-O [34].

Estes resultados também sugerem que o conteudo de agua de 20-30% ¢
o nivel de hidratacdo minimo necessario para cobrir todos os sitios de ligagdao da
agua nas proximidades do nitréxido ¢ que cerca de 30% ¢ a quantidade de agua
ligada a proteina, desde que a polaridade desta regido seja a mesma do estado

totalmente hidratado (>49% do conteudo de agua).
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Figura 4.6- Parametro de RPE 2T/, o desdobramento hiperfino maximo (veja Fig. 4.1) do 6-
MSL covalentemente ligado aos grupos sulfidrilas do estrato corneo (pH 5.1) a) como
uma fungdo da temperatura, b) como uma fun¢ao do conteudo de agua do EC a —70°C. Os
simbolos se referem ao estrato corneo com diferentes conteudos de agua relativos ao peso
total (%, w/w).

80
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4.2 REDUCAO DO MARCADOR “IN SITU” COM ACIDO ASCORBICO

Esta secdo tem como objetivo a obten¢ao de mais informagdes sobre os
sitios sulfidrilas do EC que foram marcados.

Experimentos de cinética de reagdo dos marcadores especificos dos sitios
SHs com EC indicaram que no EC ha dois tipos de sitios; um deles ¢ marcado em
sua maioria com tempos de reacdo no intervalo de 15 a 30 minutos, enquanto o
outro ¢ marcado com periodos longos de incubagdo, de 6 a 24 h. E possivel
perceber isso porque os perfis dos espectros de RPE dos dois sitios sdao bem
diferentes (espectros a ¢ b da Fig. 4.7); a propor¢ao de componente W no sitio 2,
ou sitio que marca posteriormente ¢ muito maior. Como hé a possibilidade de
isolar o envelope do cornedcito do EC, foi possivel observar que as proteinas do
envelope sdo as que marcam primeiro, dando um espectro muito similar aos
descritos neste trabalho (tempo de incubagdo de 15 minutos, veja a se¢ao de
Materiais e Métodos). As proteinas que sobraram no processo de separacdao do
envelope, predominantemente queratinas de varios tipos que ficam no interior do
corneocito, também foram marcadas sendo obtido um espectro similar ao do sitio
2 que marca posteriormente (espectros b e ¢ da Fig. 4.7). Isto deixa claro que neste
trabalho marcamos as proteinas do envelope e resta saber se o envelope marca
mais rapido do que o sitio 2 porque esta mais acessivel ou se ¢ mais reativo. Para
responder isto experimentalmente foram realizados experimentos de bloqueios dos
grupos sulfidrilas com N-etilmaleimido (NEM), posterior marcagao e acesso do
local com 4cido ascérbico, soltivel em dgua como o marcador de spin. Em outras
palavras, o NEM tem um grupo maleimido ¢ reage com os grupos sulfidrilas de
modo similar ao marcador, (geralmente o NEM ¢ um pouco mais reativo), mas nao
contém o nitroxido; assim € possivel bloquear os sitios que reagem primeiro. Desta
forma, foram realizados bloqueios dos grupos SH com diferentes tempos de
incubagao e depois o EC foi marcado. O marcador sofre reducao, perdendo seu

sinal de EPR, quando reage com o 4cido ascorbico, assim a velocidade de redugao
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dos marcadores depende fundamentalmente da velocidade do acido acessar os
sitios. A Figura 4.9 apresenta os tempos de meia vida dos marcadores na presenga

do acido ascorbico.

sitio 1
a)
sitio 2
b)
¢) envelope
queratina
d)

Figura 4.7 -Espectro de RPE medidos a 30°C dos diferentes sitios SH livres do SC: a) (sitio
mais acessivel), marcado com mal-5 durante 15 minutos; b) (sitio menos acessivel),
bloqueado com NEM por 2 horas e marcado com mal —5 por 18 horas; ¢) espectro
do envelope do cornedcito isolado; d) espectro da queratina e outras proteinas do EC
que sobraram no processo de extragcdo do envelope do corneocito.

Como se pode observar na Figura 4.8 o sitio 2 ¢ acessado mais
rapidamente pelo acido ascorbico, sugerindo que eles estdo também mais
acessiveis ao marcador de spin. Dessa forma o sitio 2 depende de uma marcagao

mais demorada por ser menos reativo do que o sitio 1.
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Figura 4.8- (a) Tempo de meia vida do radical nitréxido em fun¢do do tempo de reacdo com
o NEM, a uma temperatura de 26°C, na presenca de 0,5 mM de 4cido ascorbico.

Com os espectros de RPE que geraram os dados do grafico da Figura 4.8
também foi possivel avaliar a mobilidade da proteina em func¢ao do tempo de
bloqueio com o NEM, ou seja, selecionando progressivamente os sitios do interior
do cornedcito. A Figura 4.9 mostra o grafico do parametro 2T, do marcador de
spin Metil, em fun¢do do tempo de reagao com o N-etil maleimido, para duas
temperaturas distintas. Os valores de 2T, comegcam em ~68,5 G ¢ ~66,5 G para as
temperaturas de 2°C e de 30°C, respectivamente, e parecem alcangar um patamar
em ~67,3 G e ~64,6°C, para as respectivas temperaturas, quando o tempo de
reacdo com o NEM estd em torno de 7 h. O comportamento do parametro em

questdo sugere que a mobilidade da proteina aumenta a medida que o marcador de
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spin se liga aos grupos sulfidrillas que estdo localizados em regides mais internas
do cornedcito, sendo que a mobilidade ¢ maior quando o estrato corneo ¢

submetido a temperaturas mais altas.

) i B
68: E\E\}}}E\E\E

21, (G)
3
B

< TN

64 -

0 2 4 6 8 10 12
Tempo de reacdo com NEM (h)

Figura 4.9 - Parametro de RPE 2T, desdobramento hiperfino maximo, do marcador Metil
covalentemente ligado aos grupos sulfidrilas do estrato corneo (pH 5,1) como uma
funcao do tempo de reagao com o NEM, para duas temperaturas distintas.
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4.3 EFEITOS DE DETERGENTES NA DINAMICA DA ALBUMINA

A albumina do soro bovino (BSA) ¢ uma das proteinas que tem sido objeto
de amplos estudos de biofisica e bioquimica funcionando como uma proteina
modelo. As albuminas sdo receptoras de uma grande variedade de ligantes de
baixo peso molecular pertencentes a varias classes de componentes quimicos.
Com esta parte de nosso trabalho, o objetivo é conseguir mais informagdes sobre a
interacdo de detergentes com proteinas, usando a BSA como um sistema modelo.
Além de ser uma proteina muito estudada seria um sistema menos complexo que o
do EC onde ha um complexo protéico. Utilizamos dois tipos de detergentes, sendo
o anidnico: dodecil sulfato de sodio (SDS) e o ziterionico: N-hexadecil-N,N-
dimetil-3-amonio-1-propano-sulfonate (HPS).

Este estudo permite também uma comparacdo com os resultados para EC,
mesmo que usamos um outro marcador de spin neste caso, o 5-MSL, o qual difere

do 6-MSL por conter um anel pirrolidina ao invés do piperidina.

4.3.1 BSA MARCADA COM O MARCADOR MAL-5

Na Figura 4.10, estd mostrado o espectro de RPE a38°C do marcador de
spin derivado do maleimido 5-MSL, covalentemente ligado ao grupo-SH da BSA.



77

b AL / \
U

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420
Campo magnético (G)

Figura 4.10- Espectros de RPE (a) experimental (linha) e simulado (circulos), a 25°C do
marcador de spin derivado do maleimido 5-MSL, covalentemente ligado ao grupo
sulfidrila da albumina do soro bovino (0,2 mM) em tampado fosfato pH 7,4. O
espectro de melhor ajuste foi obtido pelo programa NLLS, considerando duas
componentes espectrais para todos os ajustes. (b) as componentes fortemente (S) e
fracamente (W) imobilizadas. Os parametros de RPE 2T/, o desdobramento hiperfino
externo, € 2ao, o desdobramento hiperfino isotropico estao indicados. Varredura de
campo magnético total: 100 G.

O espectro de RPE da BSA ¢ também composto por duas componentes
espectrais com estados de mobilidade muito diferentes. Na Figura 4.16b estao
mostradas as componentes simuladas S ¢ W.

Na Figura 4.11 estdo mostrados os espectros, experimental e simulado, a 25°C, do
5-MSL ligado a BSA, sem o tratamento (espectro a) e tratado com SDS a 10 mM
(espectro b).
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Figura 4.11- Espectros de RPE experimental (linha) e melhor ajuste (circulos), do 5-MSL em
albumina do soro bovino (pH 7,4) a 25°C sem (a) e na presenca de SDS al0 mM. Faixa
de varredura de campo magnético: 100 G.

A razdo entre as populagcdes das componentes fortemente e fracamente
imobilizadas, Ng/Nw, como funcdo da temperatura absoluta reciproca ¢
apresentada na Figura 4.12. Assim como no caso do EC, um comportamento linear
¢ observado em toda a faixa de temperatura. O tratamento com SDS a 10 mM

conduz a um grande acréscimo na razao Nw/Ns.
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Figura 4.12- A razdo entre as populagdes das componentes fracamente e fortemente
imobilizadas, Nw/Ns, no espectro de RPE da albumina do soro bovino marcada com 5-
MSL (pH 7,4), como uma func¢ao da temperatura absoluta reciproca. Efeito do tratamento
com 10 mM SDS.

Como no caso do EC calculamos os valores das energias padrao de Gibbs

(AG") bem como as variacdes de entalpia (AH") e entropia (AS") (Tabela 4.2).



80

TABELA 4.2

Mudangas na energia livre padrio de Gibbs (a 46°C), entalpia e entropia padrbes
associadas a cadeia lateral do nitréxido ligada a Albumina do Soro Bovino, onde é feita
uma comparagdo com o caso em que a Albumina foi tratada com SDS a 10 mM. A

Albumina foi marcada nos grupos sulfidrilas com o marcador de spin 5-MSL.

Amostras AG%ws AHw_s AS°ws
kcal mol™ kcal mol™ cal  mol”’
K1
BSA (controle) -1.2 -4,0 -8,9
BSA (SDS) -0.5 -5,9 -17,0
Comparacgao
EC totalmente hidratado -0.67 -6.4+0.7 -17.9

* Os valores numéricos foram calculados usando a equagdo 4.4 e os dados do grafico

apresentado na Fig. 4.12. Veja texto para maiores detalhes.

Os parametros obtidos através das simulagdes, para as componentes
fortemente imobilizada (componente S) ¢ fracamente imobilizada (componente
W), estdo mostrados na Figura 4.13 em fun¢do da temperatura absoluta. Os
parametros Ry, S € Ry,:W indicaram que o SDS aumentou a mobilidade da cadeia
principal da proteina (Ry,S) e reduziu a mobilidade na cadeia lateral do nitroxido
(RparW).

Na Figura 4.14, a dependéncia dos parametros Ry,S € Ry, W em relagdo a
concentragdao do surfactante , mostra que ambos, SDS e HPS, causam um
acréscimo na mobilidade do esqueleto da proteina ¢ um decréscimo na micro
viscosidade na regiao do grupo-SH, com mudangas mais rapidas em concentragdes

menores.
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Figura 4.13-Gréfico de Arrhenius para os parametros de difusdo rotacional Ry,S para a
componente fortemente imobilizada (quadrados) e Ry,W para a componente fracamente
imobilizada (circulos), obtidos do ajuste dos espectros de RPE do 5-MSL albumina do
soro bovino (pH 7.4). Os simbolos fechados referem-se as amostras de controle e os
simbolos abertos referem-se a BSA com adi¢do de SDS a 10 mM.
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Figura 4.14- Dependéncia dos parametros de difusdo rotacional (Rp,) em relacdo a
concentracdo do surfactante. Ry, (S), para a componente fortemente imobilizada e
Rpar(W) para a componente fracamente imobilizada. Parametros obtidos do ajuste do
espectro de RPE do Mal-5 em BSA (albumina do soro bovino, pH 7.4). Os simbolos
referem-se ao SDS (fechados) e HPS (abertos).

O sistema parece encontrar alguma saturacao acima de 10 mM para ambos
os surfactantes. Efeitos similares sdao vistos também para a dependéncia da razao
Nw/Ns (fig.4.15a) e do parametro 2T (fig. 4.15b), em relagdo a concentragdao do
surfactante.

Ambos, SDS e HPS, levaram a um aumento significante na mobilidade da
proteina, especialmente entre 5 ¢ 10 mM. O efeito do SDS foi mais acentuado a 10
mM e concentragdes acima deste valor, se comparado com as mudangas induzidas

pelo HPS.
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Figura 4.15- (a) A razdo entre as populacdes das componentes fracamente e fortemente

imobilizadas Ny/Ns, no espectro de RPE da albumina do soro bovino marcada com 5-
MSL (pH 7,4), como uma funcdo da concentracio do surfactante. Os simbolos,
quadrados e circulos, se referem ao SDS e ao HPS,respectivamente. (b) O parametro de
RPE 2T, O desdobramento hiperfino externo do 5-MSL covalentemente ligado aos
grupos sulfidrilas da BSA (pH 7.4), como uma fungao da concentragdo do surfactante em
tampao.
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CAPITULO 5
DISCUSSOES

Nossos dados experimentais requerem discussdes sobre dois pontos de
vista basicos: os aspectos metodologicos e os estudos dos efeitos da hidratacao
nas proteinas do EC e dos detergentes em BSA. Como analisado no capitulo
anterior, o tempo de reacdo dos marcadores de spin com o EC foi escolhido
para marcar predominantemente o envelope do cornedcito. O sinal de RPE
deste sitio ¢ similar ao de muitas proteinas estudas [35,41] e ¢ muito mais
reativo do que um segundo sitio existente no interior do cornedcito o qual tem

também uma conformacdo bem diferente do primeiro.

5.1 HIDRATACAO DO EC RELACIONADA AOS PARAMETROS
TERMODINAMICOS DA CADEIA LATERAL DO NITROXIDO

Os resultados apresentados mostram o quanto a técnica de espectroscopia
de RPE associada com o método de marcadores de spin € promissora no estudo
de proteinas e suas funcdes bioldgicas, especialmente quando o método de
marcagcdo em sitio dirigida e a simulagdo espectral sdo adequadamente
explorados. Com relagdo aos efeitos da hidratacdo sobre as proteinas do EC, os
espectros compostos de RPE nos permitiram avaliacdes simultaneas de diversas
alteragdes. A desidratacdo diminui a energia livre total AG"y_s (Tabela 1),
estabilizando a interacdo da cadeia lateral do nitroxido com as cadeias
polipeptidicas. Por exemplo, a mudanca do estado completamente hidratado
para o nivel de hidratacdo entre 18 e 30%, corresponde a uma variagdo de —0,84
Kcal/mol na energia livre padrao de Gibbs (AGOW_>S) a 46°C. Para dissociar o
radical nitroxido da proteina, o sistema absorve calor e esta mudanca na

entalpia € transformada em variacdo de entropia, que também significa variagao
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de movimento. Desta maneira, temperaturas baixas ou baixos conteudos de
agua direcionam o equilibrio S—>W para a formagdo da componente S,
liberando calor e gerando ordem.

Um dos principais experimentos que corroboram a idéia de que o
nitroxido em um mesmo sitio pode gerar os espectros de duas componentes
predominantes ¢ aquele que envolve a reducdo do nitréxido com o acido
ascorbico. Desde que o agente redutor alcanga o fragmento do nitroxido via
fase aquosa, seria esperada uma redug¢do mais rapida da componente W em
relacdo a S, porque seus marcadores de spin t€m mais liberdade rotacional e sdo
mais acessiveis a reacado com o ascorbato. As medidas das velocidades de
redu¢do do 5-MSL ligado ao grupo sulfidrila da BSA [29,42], mostraram que
sob baixa velocidade de reducdao, o perfil do espectro se mantém e para as
redugdes mais rapidas, com um tempo de meia vida igual ou abaixo de 7,9
minutos, a componente W sofre um decréscimo maior que o da S, sugerindo
que o tempo de conversao S-W ¢ mais lento que 7,9 minutos para este sistema.
Em adicdo a tal argumento, Esmann e co-autores (1992) [43] medindo a taxa de
redugdo, pelo ascorbato, de varios marcadores de spin ligados aos grupos-SH da
Na,K-ATPase encontraram taxas de redugdo sistematicamente mais rapidas
para a componente mais movel (W) em cerca de 70% para os marcadores 5- €

6-MSL.

5.2 MODELOS PARA EXPLICAR AS VARIACOES NA ENERGIA
LIVRE DE GIBBS, ENTALPIA E ENTROPIA

E importante comentar também os resultados de nosso laboratorio
[29,44] com o marcador de spin 5-MSL e seus andlogos com cadeias de
espacamento entre os anéis do maleimido e da pirrolidina. Enquanto o AG®w_,s

aumentou de —1.0 para 0.1 Kcal/mol, do menor (5-MSL) para o mais longo,
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AH’y_,s variou de -5.7 para -4.2 Kcal/mol, respectivamente. Aumentando o
comprimento do marcador aumenta a area superficial que o nitréxido varre com
seus desbocamentos moleculares e, consequentemente, também aumenta o
contato com a fase aquosa, o numero de configuracoes nw (Eq. 4.4), a
populagdo da componente W que tem mais energia e, finalmente 0 AG®w._,s
(veja Modelo 1, Fig. 5.1).

Os valores de entalpia e entropia padrdes sdao dificeis de serem
racionalizados, particularmente devido ao numero de fatores que podem
influencia-los. Se forem considerados dois estados com potenciais quimicos, de
tal modo que ps < pw, estes serdo afetados pela mobilidade do marcador e da
proteina e também pela capacidade do solvente solubilizar o marcador.

No caso do tratamento do EC com 8 M uréia, por exemplo, ocorre
reducdo de ambos AG°y_,s € AHw_,s (Tabela 1). A uréia forma liga¢des de
hidrogénio com a proteina promovendo configuracdes mais expandidas e mais
expostas ao solvente . No EC, os efeitos da uréia tém sido atribuidos a sua
capacidade de se ligar as proteinas, causando uma expansdo do tecido e
reduzindo as suas propriedades de barreira fisica [45,46]. Como as
configuragcdes mais compactas sdo mais estdveis € possuem menos energia,
maiores graus de exposi¢des ao solvente leva a um aumento do AG°y_s. Em
condi¢des similares quando o comprimento da cadeia lateral do nitroxido ¢
aumentada ha uma maior exposi¢do do nitréxido ao solvente € um aumento de
AG®w_ s (veja Modelo 1,na Fig. 5.1). Com maiores exposi¢des ha um aumento
do nimero de configuragdes possiveis, nw (Eq. 4.3), € uma maior probabilidade
de formar o estado de maior energia Ew. As mudangas de entalpia podem ser
explicadas com base nas variagdes dos potenciais quimicos das duas
componentes basicas dos espectros (us € pw), outra forma de considerar as
energias dos estados (Es e Ew). Assumindo que o potencial quimico ps nao

varie muito com as mudancas conformacionais das proteinas, pois o potencial
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quimico pw deve ser muito mais afetado com estas mudancas, maiores
exposicoes ao solvente tendem a reduzir puw, diminuindo a diferenca em relagao
ao us, desde que o solvente tem maior atividade (maior capacidade de dissolver
o nitréxido). A uréia tende a abaixar a entalpia porque expde o marcador ao
solvente e este efeito ¢ mais importante quando o marcador ¢ de cadeia curta.
Por outro lado, a solu¢do de uréia a 8 M ndao ¢ um bom solvente para o
marcador, elevando o potencial quimico pw € com isso aumentando a entalpia.
Assim a uréia a 8 M apresenta dois efeitos que se compensam: por um lado
causa maior exposi¢do dos sitios, reduzindo AHy_s e por outro reduz a
atividade do solvente, tendendo a aumentar AH°w_.s (Ver modelo 2).
Desidratando as amostras, sao reduzidos ambos 1) a atividade do solvente,
aumentando AHy_,s, e ii) o nimero de configura¢des ny, com maior energia,

diminuindo AG°w_,s.

Modelo 1: AG°w~+s

Area oc 12.

Figura 5.1 - Modelo 1 — energia padrao de Gibbs relacionada ao comprimento da cadeia
lateral do nitréxido. A area ¢ diretamente proporcional ao comprimento da cadeia
espagadora entre o maleimido e o radical nitroxido. O marcador mais longo tem uma
maior probabilidade de contactar o solvente e formar a componente W (maior
energia).



88

Modelo 2: Entalpia/ Entropia

Ew, pw Uréia 8 M
Maior cadeia
nw
AH?®°
Es, us B's

Figura 5.2 - O iterior da proteina sendo menos hidratado tem uma menor atividade da agua
e, portanto, menor capacidade de dissolver o marcador de spin. Com maiores cadeias
o nitroxido adquire um potencial quimico, pw, menor. A uréia expde o marcador ao
solvente tendendo a reduzir o potencial quimico, mas por outro lado, a sua presenga a
8 M no solvente tende a aumentar o potencial quimico pelo fato de reduzir a atividade
do solvente.

Em trabalhos prévios [37,47], foi mostrado que com a deslipidizacao do
EC usando solventes orgénicos, o equilibrio S-W sofre uma pequena mudanga
para o estado W, com uma correspondente AAG w5 de +0,3 KCal/mol, que foi
explicado como um aumento na abertura da cavidade sulfidrila que poderia
favorecer o acesso do solvente aos grupos thiol. Uma outra hipotese provavel
seria um aumento na atividade do solvente causado pelo tratamento de extracao
dos lipidios. E ilustrativos a comparagio de todos esses resultados com aqueles
de um recente artigo onde os efeitos causados pela uréia a 8 M sobre o EC
foram investigados usando o marcador de spin 5-MSL [42]. A energia livre a

46°C para amostras completamente hidratadas foi AG" s = -1,02 Kcal/mol e
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muda para +0,23 Kcal/mol com o tratamento com uréia. Contrario aos efeitos
da desidratacdo, a uréia causou uma maior exposi¢ao da proteina ao solvente.
Como discutido por Baskokov e co-autores (1998) [45], a uréia em solugcdes
aquosas, sendo um melhor solvente que a agua, no sentido de poder formar
ligagdo de hidrogénio com a proteina, aumenta a hidratacio da proteina,
promovendo configuracdoes mais expandidas e expostas. Coletivamente, estes
resultados dao suporte a hipotese de que o processo de deslipidizagdo resulta

em um aumento da hidratacao do EC.

5.3 A HIDRATACAO DO EC AUMENTA A MOBILIDADE DE SUAS
PROTEINAS

O fato mais interessante dos espectros de RPE de proteinas marcadas ¢
que eles geralmente permitem o calculo simultineo do tempo de correlagdo
rotacional para as duas componentes: o movimento da cadeia lateral do
nitroxido em contato com o solvente, Ry,,W, € 0 movimento local da cadeia
polipeptidica, Ry,S. Com o0 acréscimo do nivel de hidratacdo de EC, ambos os
pardmetros indicaram um aumento gradual da dindmica do movimento até
conteudos de agua de 41-49%. Acima deste nivel de hidratacdo, ndo foram
observadas alteragdes adicionais no espectro de RPE, sugerindo a existéncia de
um ponto de hidratagdo maxima, dentro desta faixa de conteudo de 4gua, acima
da qual a ndo-idealidade desaparece.

Tsai e co-autores (2001) [48] usando experimentos de espalhamento de
néutrons com po de Rnase A, observaram uma temperatura de transi¢cdo T, a
250 K quando a amostra estava 24% hidratada, em relagdo ao peso total, e
nenhuma transi¢ao até 300 K para proteinas secas. Esses autores atribuiram esta
transicdo a movimentos vibracionais anarménicos € sugeriram que a agua

facilita a obtencdo de conformacdes de maiores energias. Os resultados
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reportados aqui para o pardmetro Ry,S (Fig. 4.5) sugerem transi¢coes similares
para as proteinas do EC marcados nos grupos thiol. Para EC seco a transicao
parece ocorrer a ~60°C e para EC com 17-28% de hidrata¢do, a mudanga no
coeficiente de inclinagcdo da curva ocorre a ~10°C. Para niveis de hidratacdo
mais elevados esta transi¢do ¢ vista em torno de —15°C, onde também comeca a
aparicio da componente W (dados nio mostrados). E interessante que a
componente W ocorre bem abaixo de 0°C, denotando uma baixa atividade do

solvente onde esta localizada a cadeia lateral do nitroxido.

5.4 A HIDRATACAO DO EC E SUAS IMPLICACOES FISIOLOGICAS

Medindo a perda de 4gua transepidermal in vivo em ratos recém nascidos
com um aparelho disponivel comercialmente, o evaporimetro da Sevo-Med,
encontramos 2,8 + 0,3 g/mz/h [49], um resultado bastante parecido com o
obtido por Scott e co-autores (1982) para ratos adultos [50]. Por comparagao,
em pele humana, o valor médio obtido para a regido interna do antebrago foi
32 £0,3 g/mz/h contra uma umidade relativa de aproximadamente 50%.
Medidas in vitro do fluxo de 4gua em EC de ratos recém-nascidos como uma
funcdo do seu contetido de agua indicou que o fluxo de 2,8 g/m*/h corresponde
a ~30% do contetido de dgua, relativo ao peso total [49]. Como para a condigao
in vivo, a taxa limite da perda de 4gua deve ser dada pelas camadas de células
externas do EC (menores conteudos de 4gua e constante de permeabilidade)
[51], presumimos que o conteudo de 4gua dessas camadas ¢ de ~30% (ou h
0,39), contudo o contetido de dgua das camadas mais interiores tem sido
reportado como 88% (h 1,65), equivalente aqueles do tecido do interior do
corpo. E interessante que o contetdo de dgua de ~30% (h 0,39) para as camadas
da superficie in vivo ¢ aproximadamente a mesma quantidade de dgua ligada a

proteina deduzida do parametro 2T’ (Fig. 7). Abaixo deste nivel de hidratacao,
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o EC gradualmente perde sua capacidade de alongamento, atingindo um
minimo abaixo de ~18% (h 0,21), uma propriedade macroscépica que também
concorda com a rigidez molecular observada para h < 0,21 (Fig. 5 e 6).

Yang e colaboradores (1993) [52] avaliaram o efeito da hidratacao sobre
a dindmica da trimetoprim ligada ao dihidrofolato reductase usando a técnica de
RMN e descobriram que uma hidratacdo minima de 30% ¢ necessaria para
restabelecer a dindmica do trimetoprim deuterada no complexo da proteina e
que um maior acréscimo no nivel de hidratacao restaura somente parcialmente a
dindmica das proteinas do EC. Esta quantidade de 30% seria justamente a
porcentagem de agua ligada a proteina, como indicado pelo experimento
apresentado na Fig. 6. E notavel que ambos, a fluidez lipidica e o fluxo de 4gua
no EC mostraram um acréscimo gradual com o aumento do contetido de 4agua
até ~52%, de maneira similar a observada no presente trabalho para proteinas
do EC. Elevagdes mais altas dos niveis de hidratacdo levam a maiores
atividades do solvente ou pressdo osmotica sobre a proteina induzindo
mudangas conformacionais para configuracdes menos compactas € menos
estaveis. Portanto, no tecido do EC, o grande aumento da dindmica molecular
causada por uma hidratagdo excessiva faz da d4gua uma importante promotora

da permeacdo de drogas administradas na pele [53,54].

5.5 A MARCACAO DE SPIN EM MUTACOES SIiTIOS DIRIGIDOS

No método de marcacdo de spin em sitio dirigido (comentado na
introducao) € usual calcular um “paradmetro de acessibilidade” do nitroxido por
agentes paramagnéticos polares (NiIAA e NiEDAA) e apolares (O,) [55,56].
Este pardmetro ¢ calculado com base no comportamento da poténcia de
saturacao do sinal do nitréxido por parte destes agentes. Os efeitos de relaxacao

rapida sobre o sinal de RPE do nitroxido alargam suas linhas de ressonédncia
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podendo fazé-las desaparecer dependendo da freqiiéncia de colisdo do nitroxido
com a espécie paramagnética [29,42]. Cloreto de Niquel a 250 mM faz
desaparecer a componente W do espectro do 5-MSL em EC [29,42] . Desde que
o Ni (II) alcangca o nitroxido pela fase aquosa, seu efeito ¢ bem mais
pronunciado sobre esta componente que ¢ gerada por marcadores cujos
nitroxidos estdo em contado com o solvente, sendo estes resultados um reforco
importante para nossa interpretagdo. De acordo com a presente interpretacao, a
componente S estaria muito menos acessivel pois estaria formando ligagdo de
hidrogénio com a cadeia principal da proteina. Esta interpretacdo afeta
sensivelmente a forma de andlise, por exemplo, nio seriam necessarios
experimentos de rastreamento de moléculas polares ou apolares para descobrir
se o marcador esta localizado em sitios hidrofobicos ou hidrofilicos; com nossa
interpretacdo a polaridade do solvente poderia ser medida diretamente no
espectro de RPE, pelo parametro 2a, (Fig. 1a), explorando a alta sensibilidade
do nitroxido a polaridade do solvente. E notavel que todos os grupos sulfidrilas
acessados pelos marcadores de spin estdo localizados em regides hidrofilicas da
proteina., desde que o 2a, observado para a componente W ¢ a mesma daquela
do marcador de spin em tampao (2a,= 34,2 G, para meios hidrofoébicos esse
valor pode decrescer para ~ 29 G). Isso também ocorre para grupos sulfidrilas
nativos de outras proteinas, tais como a membrana Na'/K'-ATPase da Squalus
accanthias [43], a membrana translocadora de fosfato/H™ da mitocondria de
ratos vivos [57], a creatine kinase [58] e a proteina de membrana rodopsina
[59].

Tem surgido na literatura um nimero grande de trabalhos envolvendo o
estudo da dindmica de estruturas de proteinas pelo método de marcagcdo em
sitio dirigido. Se por um lado a engenharia genética de proteinas e a andlise de
suas fungdes relacionadas as suas estruturas e dindmicas representam um estudo
muito interessante, as formas de andlise dos espectros que tem sido adotadas

deixam muito a desejar ao nosso ver. Os espectros de multiplas componentes



93

ndo foram satisfatoriamente interpretados e a simulagdo dos espectros s6 foi
utilizada mais recentemente em alguns casos [35,42]. Além disso, o
comportamento termodindmico da cadeia lateral do nitr6xido ndo tem sido
analisado (os espectros sdo obtidos em apenas uma temperatura). Isto mostra
que este trabalho pode dar uma importante contribuicdo para a forma de

analisar os espectros de EPR dos marcadores ligados as proteinas.

5.6 BSA-SURFACTANTE

Os espectros de RPE do 5-MSL em BSA indicaram maior mobilidade do
marcador do que no caso deste marcador ligado ao EC [29,42]. Os espectros
obtidos a 25°C para BSA foram similares aos obtidos a 38°C para o EC. Como
a simulacdo ¢ mais facil para espectros refletindo maior mobilidade do
marcador houve melhores convergéncias dos espectros para BSA.

A energia padrido de Gibbs (AG"w _,s) para a BSA foi de -1,2 Kcal/mol,
enquanto para o EC (e 5-MSL) foi de —1,0 Kcal/mol; a diferenca ¢ bem
pequena, mas sugere que a BSA estabiliza a forma ligada (S) do marcador. A
presenca de 10mM SDS em BSA desestabiliza esta forma ligada aumentando a
energia livre para —0,6 Kcal/mol. E conhecido que o SDS desestabiliza as
proteinas se inserindo nas regides hidrofobicas e se ligando em torno das
cadeias polipeptidicas e dependendo da concentracao pode tanto desnaturar as
proteinas quando isolar suas cadeias.

A entalpia (AHw _,5) foi de —5,7 ¢ —4,0 Kcal/mol para o EC e BSA,
respectivamente. E importante observar que no caso da Albumina a atividade
do solvente dever ser maior porque a proteina esta dissolvida em solucao a 0,2
mM, ou seja, hd abundancia de solvente enquanto no EC que ¢ um tecido ha
bem menos agua disponivel. Maior atividade do solvente abaixa o potencial

quimico dos marcadores da componente W e assim torna menor a diferenca de
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energia entre os dois estados (ver Modelo 2, Fig. 5.2). A presenca do SDS,
formando dispersdo (micelas/agregados) no solvente, deve causar reducdo de
atividade do solvente e isto poderia explicar o aumento de entalpia para 5,7
Kcal/mol.

Os detergentes em geral aumentam a mobilidade do esqueleto das
proteinas e o fato de nossos resultados indicarem exatamente isto ndo sé
confirma este efeito, detectando por RPE, mas também corrobora nossa
metodologia. Em adicdo foi observado que o SDS reduziu a mobilidade dos
marcadores em contato com a fase aquosa, sugerindo que as micelas de SDS ou
agregados interagem com o radical nitroxido causando restrigdes em seus
movimentos.

A BSA ¢ uma proteina muito estudada especialmente pela sua capacidade
de ligar 4cido graxos em seus cinco sitios hidrofobicos [60, 61,6]. Marcadores
de spin lipidicos tem sido ligados a estes sitios para estudar as afinidades de
cada um e verificar como elas mudam na presenga de diferentes moléculas; no
caso dos detergentes em especial tem sido utilizadas varias classes, como os
cationicos, anidnicos € ziteridnicos, para através dos efeitos poder elaborar
modelos das ligagdes destes acidos graxos nos sitios da BSA. As informagdes
aqui obtidas serdo importantes para comparar com experimentos que estdao
sendo realizados em nosso laboratorio usando marcadores lipidicos ligados a

estes sitios da Albumina.

5.7 CONSIDERACOES FINAIS

E notavel como a espectroscopia de RPE de marcador de spin de proteina
pode fornecer informagdes complementares sobre a mobilidade de proteinas e
atividade do solvente na vizinhanca das cadeias polipeptidicas. Como o EC ¢
um sistema complexo e muitas de suas proteinas nao podem ser isoladas, essas

medidas feitas diretamente no tecido intacto sdo muito importantes
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especialmente para comparagdo com suas propriedades macroscopicas, analises

das interagdes drogas-EC ou diferentes casos de lesoes e doencas de pele.
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CAPITULO 6
CONCLUSOES

1)

2)

3)

A interpretagdo sobre a coexisténcia de duas componentes basicas nos
espectros de RPE dos marcadores de proteinas foi corroborada com a
analise de novos experimentos neste trabalho. Como os dois estados do
nitréxido que geram estas componentes estdo em equilibrio termodinamico,
medidas em fun¢do da temperatura permitiram calcular pela primeira vez os
parametros termodindmicos: entalpia, entropia e energia livre de Gibbs.
Esta interpretacdo foi valiosa neste trabalho explicando de modo bastante
completo os efeitos da hidratacdo sobre as proteinas do EC e de dois

detergentes sobre a BSA.

Os parametros termodinamicos indicaram que a desidratagdo do EC
estabiliza as configuracdes mais compactas das proteinas do envelope do
cornedcito (menor energia de Gibbs). A razdo entre o numero de cadeias
laterais do nitroxido que ficam dobradas sobre a cadeia polipeptidica € o
nimero daquelas que ficam em contato com o solvente fica maior ¢ a
energia ou entalpia para dissocid-las também se torna maior. Com esta
dissociacdo a entropia gerada também € maior no caso das amostras mais
desidratadas. Estes dados sdo compativeis com um tecido mais rigido e de

menor capacidade de alongamento.

Os parametros de movimento RbarS e RbarW indicaram que a desidratagao
reduz a capacidade de movimento das proteinas do EC. Foi discutida a faixa
Otima de hidratagdo para um bom funcionamento do EC, sugerindo uma
faixa ampla de ~18 a ~50% de agua em relagdo ao peso total. Abaixo desta
faixa a dindmica das proteinas decresce rapidamente assim como decrescem

a permeabilidade e a elasticidade. Acima desta faixa a dindmica molecular
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bem como as propriedades macroscoOpicas citadas praticamente ndo sofrem
alteragdes e a hidratacdo excessiva pode ser prejudicial devido ao fato de

“lavar” as substancias higroscopicas do fator de umectancia natural da pele.

4) Medidas a —70°C permitiram o acessar o autovalor 2A,, do tensor magnético
de desdobramento hiperfino que foi sensivel ao campo elétrico gerado pela
presenca de 4gua ligada nas vizinhancas do nitroxido. Foi observado um
platd na curva acima de 30% de hidratagdo sugerindo que esta ¢ a
quantidade aproximada de &gua ligada nas proteinas do EC e o restante
estaria livre. Esta observacao estd em concordancia com dados da literatura

para outras proteinas e detectados por outros métodos.

5) Os detergentes SDS e HPS aumentam a mobilidade das cadeias das
proteinas e decrescem o movimento da cadeia lateral do nitréxido em
contato com o solvente. Os detergentes se inserem nas interfaces das
proteinas expandindo-as e aumentando o contato com o solvente. Esta
expansao foi detectada e quantificada em termos de aumentos na energia
livre de Gibbs e o maior contato com o solvente foi confirmado, podendo
ser quantificado em termos das variacdes de entalpia ou entropia como

funcdo da concentragdo do detergente.
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