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RESUMO

O plasma humano contém principalmente grandes proteinas, com variacdo na composicdo e
concentragdo conforme o estado fisioldgico do individuo. Entre essas proteinas, a alboumina e a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) tém sido amplamente estudadas. A albumina (proteina
mais abundante do plasma sanguineo) € a responsavel por importantes fungdes no organismo
humano devido a sua excelente capacidade de se ligar e transportar pequenas moléculas. Por
sua vez, a LDL (responsavel pelo transporte de colesterol para as células) em sua forma
oxidada estd diretamente associada & aterosclerose, principal causa de doencas
cardiovasculares. Na primeira parte deste trabalho, a interacdo da albumina de soro bovino
(BSA) com os surfactantes idnicos dodecil sulfato de sédio (SDS), cloreto de
cetiltrimetilamonio (CTAC) e N-hexadecil-N,N, dimetil-3-3amonio-1-propano sulfonato (HPS)
foi estudada através da espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (RPE) do
marcador de spin Mal-5 ligado covalentemente na cadeia lateral do residuo Cys-34 da BSA.
Na segunda parte foi estudada a oxidacdo da LDL humana por ions de cobre e também o
potencial antioxidante dos polifendis resveratrol, (+)-catequina e quercetina, usando a RPE de
um marcador de spin derivado do &cido estearico (5-DSA) e o método de formacdo de
malondialdeido (MDA). Parte I: A dindmica da BSA e os parametros termodinamicos para
transferir a cadeia lateral do nitroxido da componente de movimento mais restrito para a
componente menos restrita foram monitorados através da simulacdo dos espectros de RPE.
Enguanto o SDS e o CTAC mostraram efeitos similares na dindmica da proteina para todas as
concentragdes usadas, 0 HPS apresentou menor efeito em concentracdes acima de 1,5 mM. Em
10 mM de surfactantes e 0,15 mM de BSA, a variacdo da energia livre padrdo de Gibbs foi
consistente com a conformacdo da cadeia proteica mais expandida e mais exposta ao solvente,
mas com um efeito menos pronunciado para o HPS. Na presenca dos surfactantes, a variacao de
entalpia, relacionada a energia necessaria para dissociar a cadeia lateral do nitroxido da
proteina, foi grande, sugerindo uma menor atividade da agua. A cadeia lateral do nitréxido
também detectou um ambiente com maior viscosidade nas vizinhangas do Mal-5 induzida pela
adicdo dos surfactantes. Os resultados sugerem que a interacdo surfactante-BSA, em altas
concentragdes, é afetada pela afinidade do surfactante por suas proprias micelas e agregados
micelares incorporados na proteina. Complementarmente, dados obtidos com DLS (Dynamic
Light Scattering) sugerem que as mudangas induzidas pela temperatura que sdo monitoradas
pelo Mal-5 sdo mudancas locais na vizinhanga do Unico residuo Cys-34 da BSA. Parte II: O
processo oxidativo induzido pelos ions de cobre resulta na peroxidacdo dos lipidios da LDL
(evidenciado pela elevacdo da concentracdo de MDA) tambem pbde ser monitorado pela
diminuicdo na dindmica do marcador de spin 5-DSA refletida no aumento do parametro
espectral 2A,. A oxidacdo da LDL acarretou no aumento da barreira da energia que 0S
marcadores de spin precisam superar para alcancar graus superiores de movimento. Todos 0s
polifendis estudados foram capazes de proteger completamente a LDL contra a oxida¢do em
concentragdes a partir de 30 uM, enquanto que a protecao fornecida pelo butil-hidroxi-tolueno
(BHT) se deu apenas parcialmente. Este resultado, baseado em dados da literatura, foi atribuido
a capacidade dos polifenois atuarem tanto como scavenger quanto como quelantes, ao passo
que o BHT é capaz de atuar apenas como scavenger devido a presenca de apenas uma Unica
hidroxila em sua molécula.



ABSTRACT

Human plasma contains primarily large proteins, ranging in composition and concentration as
the individual's physiological state. Among these proteins, aloumin and low density lipoprotein
(LDL) have been widely studied. The albumin (the most abundant protein in blood plasma) is
responsible for important functions in the human body due to its excellent ability to bind and
transport small molecules. In turn, the LDL (responsible for transporting cholesterol to the
cells) in its oxidized form is directly associated with atherosclerosis, the main cause of
cardiovascular disease. In the first part of this work, the interaction of bovine serum albumin
(BSA) with the ionic surfactants sodium dodecylsulfate (SDS), cetyltrimethylammonium
chloride (CTAC) and N-hexadecyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propanesulfonate (HPS) was
studied by electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy of spin label covalently bound
to the single free thiol group of the protein. In the second part was studied the oxidation of
human LDL by copper ions and also the antioxidant potential of polyphenols resveratrol, (+)-
catechin and quercetin, using the EPR of a spin label, derived from stearic acid (5-DSA), and
the method malondialdehyde content (MDA). Part I: The dynamics of the BSA and the
thermodynamic parameters for transferring the nitroxide side chain from the more motionally
restricted to the less restricted component were monitored through EPR spectra simulation.
Whereas SDS and CTAC showed similar increases in the dynamics of the protein backbone for
all concentrations used, HPS presented a smaller effect at concentrations above 1.5mM. At
10mM of surfactants and 0.15 mM BSA, the standard Gibbs free energy change was consistent
with protein backbone conformations more expanded and exposed to the solvent, but with a
less pronounced effect for HPS. In the presence of the surfactants, the enthalpy change, related
to the energy required to dissociate the nitroxide side chain from the protein, was greater,
suggesting a lower water activity. The nitroxide side chain also detected a higher viscosity
environment in the vicinity of the Mal-5 induced by the addition of the surfactants. The results
suggest that the surfactant-BSA interaction, at higher surfactant concentration, is affected by
the affinities of the surfactant to its own micelles and micelle-like aggregates. Complementary
DLS (Dynamic Light Scattering) data suggests that the temperature induced changes monitored
by the Mal-5 reflects local changes in the vicinity of Cys-34 BSA residue. Part Il: The
oxidative process induced by copper ions results in lipid peroxidation of LDL (evidenced by
high concentration of MDA) could also be monitored by the decrease in the dynamics of 5-
DSA, reflected in increased spectral parameter 2A,. The oxidation of LDL resulted in increased
energy barrier that the spin labels must overcome to achieve higher degrees of motion. All
polyphenols studied were able to protect LDL completely against oxidation for concentrations
from 30 uM, whereas the protection provided by the Butylated hydroxytoluene (BHT) occurred
only partially. This result, based on data from the literature, was attributed to the ability of
polyphenols act as scavenger and chelating agents, while the BHT acts just like scavenger due
the presence of only a single hydroxyl group in its molecule.
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Parte I:

2A
CD
cmc
CTAB
CTAC
Cys-34
Dn
DLS
DSC
HPS
HSA
MAL-5
MAL-6
n-DSA
NLLS
ORD
PBS
RPE
SAXS
SDS

Abreviaturas e Siglas

-desdobramento hiperfino maximo

- Circular Dichroism (Dicroismo Circular)

- concentragdo micelar critica

- Cetyl trimethylammonium bromide

- Cetyl Trimethyl Ammonium Chloride

- aminoacido cisteina na posicdo 34 da cadeia polipeptidica da BSA.
-didmetro hidrodindmico médio

- Dynamic Light Scattering (Espalhamento de Luz Dindmico)

- Differential scanning calorimetry (Calorimetria Diferencial de Varredura)
- N-hexadecil-N,N, dimetil-3-3aménio-1-propano sulfonato

- Human serum albumin (Albumina de Soro Humano)

- 2,2',5,5'-tetramethyl-3-maleimidopyrrolidinyl-N-oxyl

- 2,2,6,6- tetramethyl-4-piperidin-1-oxyl

- n-doxil estearato

- nonlinear least-squares

- Optical Rotatory Dispersion (Dispersdo Optica Rotatoria)

- Phosphate Buffered Saline (Tampé&o Fosfato Salina)

- Ressonancia Paramagnética Eletrénica

- Small-angle X-ray scattering (Espalhamento de raios-X a baixo angulo)

- Sodium Dodecyl Sulfate (dodecil sulfato de sddio)


http://www.made-in-china.com/showroom/jeffery-connect02/product-detailLeqnOfmGvxUF/China-Cetyl-Trimethyl-Ammonium-Chloride-CTAC-.html
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/76/76132/tde-18112008-132202/

Parte II:

AAPH - 2,2'-azobis-2-methyl-propanimidamide, dihydrochloride
ApoB-100 - apolipoproteina B-100

BHT - butil-hidroxi-tolueno

ECs - ésteres de colesterol

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid (acido etilenodiamino tetra-acético)
EROs - espécies reativas de oxigénio

H,0, -perdxido de hidrogénio

HDL - (High Density Lipoprotein) lipoproteina de alta densidade

MDA - malondialdeido

OxLDL - LDL oxidada

PMSF - phenylmethylsulfonyl fluoride (Fluoreto de Fenilmetilsulfonil)

TBA - Thiobarbituric Acid (acido tiobarbittrico)

TG - triacilglicerdis

VLDL - Very Low Density Lipoprotein(lipoproteina de densidade muito baixa)

Tc -tempo de correlacdo rotacional
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PARTE

INTERACAO DA ALBUMINA DE SORO BOVINO COM
SURFACTANTES IONICOS AVALIADOS POR
RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA



1 Introducéo

Albumina de soro é a proteina mais abundante do plasma sanguineo, com
concentracdo tipica de aproximadamente 40 g/L (~0,6 mM) [1]. Vérias funcbes importantes
para 0 organismo humano sdo atribuidas a albumina, tais como: manutencdo da pressao
osmotica sanguinea, manutencao do pH do plasma, efeito antioxidante, marcadora de nutricao
e longevidade, transporte de farmacos, entre outras. Devido & importancia fisioldgica da
albumina, a relativa facilidade com a qual pode ser isolada e purificada em grande escala e 0
fato de ser um excelente ligante de uma variedade de moléculas, as albuminas tém sido
empregadas em um grande nimero de estudos biofisicos e bioquimicos. Além disso, o fato da
albumina humana (HSA - do inglés human serum albumin) ter sido cristalizada ha poucos
anos, tem estimulado pesquisas relacionadas a interacao das albuminas com outras proteinas e
com pequenas moléculas, visando entender melhor sua funcdo transportadora e sua

funcionalidade como marcador de doencas nutricionais.

A albumina de soro bovino (BSA — do inglés Bovine Serum Albumin) é
comumente utilizada como padrdo em pesquisas relacionadas a estudos sobre as albuminas
em geral, isto se deve ao fato da BSA ser mais viavel economicamente, além de possuir uma
estrutura primaria muito similar a estrutura da albumina humana. Além disso, devido a sua
alta estabilidade e por ser uma proteina com composicdo e peso bem definidos, BSA é
frequentemente utilizada como referéncia para quantificacdo de outras proteinas de peso

desconhecido.

E sabido da literatura que a albumina tem alta afinidade por pequenos compostos
aromaticos negativamente carregados, e também é capaz de formar ligacGes covalentes com
varios metais, tais como Cu(ll), Ni(Il), Hg(I), Ag(ll) e Au(ll) [2]. Como uma proteina de
transporte multifuncional, a albumina é o principal carreador de acido nitrico e a principal
carreador de &cidos graxos no sangue. E, é gracgas a esta funcdo que os acidos graxos sdo
distribuidos por todo corpo humano, caso contrario, devido a insolubilidade desta classe de
moléculas no ambiente aquoso, sua distribuicdo ficaria comprometida [3]. A grande maioria
dos estudos envolvendo albuminas visa obter informacgdes que contribuam para elucidar os
mecanismos relacionados a sua alta capacidade em transportar pequenas moléculas. Uma
classe de ligantes estudada em detalhes é a classe dos surfactantes, especialmente o0s

derivados do sulfato ani6nico e sulfonados de diferentes comprimentos de cadeia.



A interacdo entre pequenas moléculas e macromoléculas bioldgicas, em geral, se
da por quatro diferentes maneiras: pontes de hidrogénio, forgas de van der Waals, interaces
eletrostaticas e interacfes hidrofobicas [4]. Entretanto, alguns autores acreditam que nas
albuminas a natureza das interagdes com pequenos ligantes é essencialmente de origem
eletrostaticas [5]. Neste contexto, em estudo recente, no qual o comportamento
termodinamico da BSA ligada ao acido aurintricarboxilico (ATA) foi avaliado, Bardhan e
colaboradores mostraram que tanto interacBes hidrofobicas quanto eletrostaticas séo

importantes [6].

A Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) é uma técnica espectroscopica
muito utilizada em estudos de biomoléculas, devido a sua alta sensibilidade em reportar
pequenas alteragdes nos sistemas de interesse. Em alguns casos, para se realizar esses tipos de
estudos € necessario introduzir no sistema biolégico uma especie de sonda repOrter
(marcadores de spin) contendo um elétron desemparelhado que responde a campos
magnéticos aplicados. Em proteinas, em geral, um marcador de spin é ligado covalentemente
a um grupo sulfidrila livre. Assim, 0s espectros gerados nos experimentos de RPE refletem de
forma indireta o comportamento da regido da proteina em que a sonda se encontra. Os
espectros de RPE de proteinas sdo geralmente caracterizados pela coexisténcia de duas
componentes espectrais, que refletem duas populacGes distintas de marcadores de spin. Estas
componentes sdo comumente mencionadas na literatura como fortemente e fracamente
imobilizadas, sendo associadas a dois diferentes estados de movimento na escala de tempo do
RPE (9,4 GHz). A interpretacdo destas duas componentes serd apresentada e discutida com
mais detalhes na proxima secdo. Desta forma, a RPE mostra-se uma técnica muito importante
para se estudar as modificacBes em regides especificas de proteinas quando estas se ligam a

outras moléculas.

Entender a ligacdo de moléculas as proteinas &€ de grande importancia em
aplicagbes farmacéuticas, principalmente no que se refere a entrega de farmacos. E
amplamente aceito que a eficacia de muitos farmacos em alcancar efeitos terapéuticos no
corpo humano depende da sua afinidade com a albumina de soro [7, 8, 9]. Embora haja
diversos estudos relacionados a interacéo de surfactantes com proteinas, 0s mecanismos ainda
ndo estdo completamente esclarecidos. Assim, o estudo da interacdo da BSA com surfactantes
nos permite avaliar as alteracdes biofisicas nesta proteina, tais como, mudanga local de

viscosidade e alteragdes dinamicas quando o complexo BSA-surfactante é formado,



possibilitando uma maior compreensdo das propriedades biofisicas deste sistema, fornecendo
subsidios para propor modelos mais gerais que visam aplicacbes em &reas biomédicas e

farmacéuticas.

1.1 Caracteristicas Gerais da Albumina de Soro Bovino

1.1.1 Aspectos estruturais

Nos mamiferos, a albumina de soro é sintetizada inicialmente como
preproalbumina pelo figado, convertida em proalbumina e por fim em albumina. A albumina
enviada para a circulacdo sanguinea possui uma meia-vida de aproximadamente 19 dias e a
diminuicdo de sua quantidade no plasma pode estar relacionada a desnutricdo, a uma dieta
pobre em proteinas, a alguma doenca hepética, ou também pode ser o resultado de alguma

doenca renal que permite que a albumina escape pela urina [10, 11].

O primeiro modelo molecular para a BSA foi proposto por Joseph F. Foster, mas
foi Brown quem apresentou sua sequéncia linear, no mesmo ano em que foi proposta a
sequéncia linear da HSA. Segundo Foster e Brown, a albumina bovina consiste de um
acoplamento flexivel de dominios semi-independentes, com massa de 66 kDa, composta de
582 residuos de aminoacidos e trés dominios (I, 1l e Ill), os quais sdo arranjados em uma
Unica cadeia polipeptidica. Na albumina bovina ha 17 pontes dissulfeto, que contribuem para
manter sua estrutura terciaria e que resultam em 9 loops, o0s quais estdo arranjados de maneira
similar aos da HSA (Figura 1.1). Nenhuma dessas pontes dissulfeto sdo acessiveis a agentes
redutores em um intervalo de pH de 5 a 7,4. Por outro lado, estas pontes dissulfeto se tornam
vulneraveis quando o pH do meio atinge valores extremos. De acordo com Carter e He [11],
tanto a BSA quanto a HSA possuem apenas um unico grupo tiol livre (-SH), Cys-34, inserido
em um “bolso” de 9,5 A, proximo a trés grupos polares de Asp-38, His-39 e Tyr-84. A
disponibilidade de grupos tiois livres nas albuminas pode resultar em formacgdo de dimeros
entre as proteinas e até em ligacOes cruzadas entre as cadeias polipeptidicas, o que

compromete estudos que visam investigar a interacao entre proteina e moléculas ligantes [14].
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Figura 1.1: Sequéncia linear de aminoacidos da albumina de soro bovino de acordo com o modelo proposto por Brown

[12]. A posi¢ao o aminoacido Cys-34 também estd indicado. Figura adaptada da referéncia [13].

Devido a alta sensibilidade do grupo tiol a&s mudancas conformacionais da
albumina, sua reatividade é frequentemente afetada pela presenca de moléculas ligantes. Por
exemplo, os &cido graxos, que se ligam a locais especificos da albumina, e relativamente
distantes do Cys-34, induz mudancas conformacionais no sitio da cisteina e pode aumentar a
capacidade deste aminoacido em formar pontes de dissulfeto [15, 1]. A maioria dos estudos
de albuminas por RPE somente é possivel devido a este Unico grupo tiol livre presente na
cadeia polipeptidica desta proteina. Estudos anteriores realizados por nosso grupo mostraram
a eficiéncia da técnica de RPE e do método de marcadores de spin no estudo das modificacdes
em proteinas devido a interagdes com outras moléculas [16, 17, 18]. Outro importante papel
desempenhado pelo grupo tiol da albumina esta relacionado ao combate de radicais livres.
Experimentos in vitro mostraram que a alboumina protege as lipoproteinas de baixa densidade
da oxidacdo por cobre e hemolise de hemécias devido a danos provocados por radicais livres
nas membranas [19]. Em geral, as albuminas protegem as células principalmente por

eliminac&o direta de espécies reativas de oxigénio [20, 21].
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Outro fator que desperta interesse de pesquisadores esta relacionado a capacidade
da albumina de estabilizar e transportar 6xido nitrico (NO) no plasma. Esta propriedade, a
qual é dependente da reatividade do residuo Cys-34 com o NO (gerando um grupo S-Nitroso),
¢ altamente influenciada por seu ambiente e regulada por seu controle alostérico. Stamler et
al. [22] demonstraram que proteinas S-nitrosiladas sdo formadas sob condigdes fisioldgicas e
possuem efeitos de vasodilatagdo e inibicdo plaquetaria. Essas observacGes sugeriram que
grupos S-nitrosotidis podem servir como intermediarios no metabolismo celular do NO e
podem ser um mecanismo regulatorio adicional. Usando BSA e nitrito de sodio (NaNO;) em
meio &cido e espectroscopia de absorcdo, esses autores evidenciaram que o residuo Cys-34
pode servir como carreador de NO e é provavelmente o principal fornecedor para células
musculares lisas [22, 23]. Desta forma, o estudo da interacdo de moléculas com a regido da
proteina em que se encontra o0 grupo Cys-34 é importante para elucidar as funcdes

desempenhadas pela albumina.

Dominio |

Cys-34

(Marcador de spin covalentemente
ligado ao Cys-34)

Dominio Il

Figura 1.2: Estrutura tridimensional da HSA, os dominios |, Il e lll sdo destacados em diferentes cores. A posi¢ao do tnico
residuo de cisteina (Cys-34) contendo uma representacdo do marcador de spin ligado covalentemente a este aminoacido

também é mostrada. Figura adaptada a referéncia [24].
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A albumina bovina é altamente homdloga a albumina humana, com cerca de 76%
de suas sequéncias de aminodacidos idénticas, o que confere a BSA caracteristicas bioquimicas
e biofisicas similares as da HSA, isto €, ambas as proteinas apresentam funcdes bioldgicas
similares [13]. As albuminas s@o caracterizadas por seu baixo contetdo de triptofano (Trp) e
metionina (Met) e um alto contetdo de cisteina e de aminoécidos carregados, tais como 0s
acidos aspartico (Asp) e glutdmico (Glu). Enquanto a BSA apresenta dois residuos de
triptofano (Trp-134 e Trp-212) a HSA possui apenas um (Trp-214). Além disso, a diferenca
entre a albumina bovina e a albumina humana no sitio N-terminal resume-se a um
aminoacido, sendo Asp-Thr-His para BSA e Asp-Ala-His para HSA. Segundo Carter et al.
[25], na estrutura tercidria da HSA ha um alto conteudo de a-hélices (~67%), veja Figura 1.2,
mas ndo ha qualquer estrutura secundéria do tipo folhas-p (S-sheet). Embora a conformacéo
da BSA seja altamente similar a da HSA, até o momento sua estrutura tridimensional ainda

nao foi caracterizada.

Segundo Peters [13] a albumina possui uma distribuicdo de carga assimétrica ao
longo de sua estrutura primaria. A carga total calculada para BSA a pH fisioldgico é de -11, -7
e +1 para os dominios I, Il e 11, respectivamente, de modo que sua carga global é negativa.
Para BSA o ponto isoelétrico (PI), que indica o pH no qual a molécula possui 0 mesmo
namero de cargas negativas e positivas, esta em torno de 5,1 [25]. VariacGes de pH podem
provocar mudancas nas estruturas de aminoacidos e, consequentemente, modificacdes na
conformacdo da BSA, o que ocorre principalmente no intervalo de pH de 4 a 8. Para meios
em que o pH é proximo de 7, as albuminas sdo extremamente solGveis em agua ou solucdes
salinas. Ja para pH em torno de 5, proximo ao ponto isoelétrico, a solubilidade da albumina

decresce sensivelmente.

1.1.2  Efeitos do aquecimento sobre a albumina

Vaérios fatores importantes para o entendimento do funcionamento de células e
enzimas estdo relacionados ao efeito da temperatura sobre as proteinas. A grande maioria dos
estudos visa entender melhor os principios termodinamicos por trds do enovelamento e
desnaturacdo das proteinas quando estas, ligadas ou ndo a outras moléculas, sdo submetidas a
grandes variagOes de temperatura. Estudos deste tipo tém fornecido ao longo dos anos
importantes informacGes sobre as alteracGes nas estruturas secundarias das albuminas quando

estas sdo submetidas ao aquecimento, o que pode levar a alteragbes na estabilidade,
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propriedades de transportes, propriedades cinéticas e até perda irreversivel de funcdo da
proteina [26]. Experimentos de estabilidade térmica da BSA mostraram que a ligagéo e o
transporte de lipidios respondem de forma diferente em diferentes faixas de pH e forcas
ibnicas [27]. Kuznetsov mostrou que a albumina ao ser aquecida passa por dois estagios de
mudancas estruturais. O primeiro estagio que se situa numa faixa de aquecimento até 65°C é
reversivel, enquanto que o segundo (T > 65°C) € irreversivel e pode resultar em formacéo de
estruturas do tipo folhas-B, embora nenhum destes estigios resulte em uma completa
destruicdo da estrutura ordenada da BSA ou HSA [28, 29, 30]. Os inicios da perda da
conformacao estrutural e da desnaturacdo da albumina ocorrem para temperaturas proximas

de 58°C e 65°C, respectivamente, como evidenciado por estudos de DSC [31].

A estrutura secundaria da BSA submetida a desnaturacdo térmica e o efeito
protetor do dodecil sulfato de sédio (SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate) contra esta
desnaturacdo foram examinados por meio da técnica de dicroismo circular (CD, do inglés
Circular Dichroism) por Moriyama et al. [32]. De acordo com este estudo, as estruturas em o.-
hélice tendem a diminuir em aproximadamente 50% quando a temperatura atinge valores em
torno de 80°C. Por outro lado, ap6s a adicdo do SDS, a estrutura secundaria da BSA é
parcialmente protegida contra a desnaturacdo térmica. Ja para temperaturas acima de 95°C

nenhum efeito protetor € observado [32].

1.1.3 Ligagdo de moléculas a albumina

Talvez a propriedade mais importante das albuminas seja sua capacidade de se
ligar a uma grande variedade de moléculas com diferentes caracteristicas bioquimicas. Gragas
a flexibilidade de seus trés dominios a albumina pode se adaptar facilmente aos diversos tipos
de ligantes. Como mencionado anteriormente, a albumina tem uma grande afinidade por
acidos graxos, hematina, pequenos compostos carregados e é capaz de inativar Vvarios
metabolitos lipofilicos tdxicos como a bilirrubina. Além disso, ela forma ligacdes covalentes
com fosfato piridoxil, glutationa e varios metais como cobre, niquel, mercdrio, prata e ouro
[13]. Em geral, anions organicos hidrofébicos e lipidios de cadeia graxa longa se ligam mais
fortemente as albuminas que pequenas moléculas, tais como compostos hidrofébicos
menores, triptofano e acido ascorbico. Hamilton e colaboradores, usando fragmentos de BSA,

mostraram que ha dois fortes sitios de ligacdo para lipidios de cadeia longa no dominio IlI,
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um forte sitio no dominio I, e um fraco sitio no dominio Il [33]. Na tabela 1.1 sdo mostrados
os valores das constantes de ligacdo para diferentes compostos a albumina.

Tabela 1.1: Constantes de ligacdo (Ka) de alguns compostos e farmacos que se ligam a albumina. [5,
13]

Compostos anidnicos e neutros Ka (M)  Compostos catidnicos e fons inorganicos Ka (M)
Acidos graxos de cadeia longa 1-69.10" Cloropromazina 2,0.10°
Esterdides - progesterona 3,6.10°  Imipramina 2,4.10°
Esterdides - testosterona 2,4.10° Pamaquina 6,4.10
Bilirrubina 9,5.10"  Lidocaina 1,3.10°
L-triptofano 1,0.10° cCI 6,1.10"
Cu (I1) 1,5.10°  Ni** 3,0.10°
Zn (1) 3,4.10° Mn** 2,4.10°
SDS* 2,5.10' CTAC* 2,6.10°

*Valores obtidos da referéncia [34], para pH 5,0

Figura 1.3: Estrutura da HSA mostrando os seis subdominios em cores diferentes: subdominio IA em azul, subdominio IB
em ciano; subdominio IIA em verde escuro; subdominio IIB em verde claro; subdominio IlIA em vermelho; e o
subdominio IIIA em laranja. E mostrado também o grupo heme (em vermelho) encaixado no subdominio IB da proteina.
O sitio de Sudlow | (no subdominio IlA) é ocupado por uma molécula do fairmaco varfarina (em marrom), ja o sitio de
Sudlow Il (no subdominio IlIA) esta ocupado por duas moléculas anionicas de miristato. Figura adaptada de [35].
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Um fator interessante é que a interacdo entre albumina e moléculas ligantes pode
ser acompanhada por mudancas conformacionais da proteina. Alteragdes na estrutura da BSA
devido a ligacdo com pequenas moléculas tém sido amplamente estudada por varias técnicas,
tais como fluorescéncia, RMN, técnicas de espalhamento (SAXS, DLS, Raman),
espectrofotometria UV, dicroismo circular (CD), Disperséo Optica Rotatdria (ORD do inglés
Optical Rotatory Dispersion), e RPE. Fasano e colaboradores [35] mostraram que a albumina
pode ligar até sete moléculas de acidos graxos de cadeia longa (FAs) em diferentes sitios de
ligacdo (Figura 1.3). No sitio FAL os acidos graxos sdo ancorados por interacoes eletrostaticas
e interacdes hidrofébicas. O sitio FAL faz pontes de sal com Argl17 entre os subdominios IB
e IlA enquanto que FAZ2 realiza pontes de hidrogénio com Tyr150 do subdominio IB e com
Arg257 e Ser287 do subdominio I1A. Os sitios FA3 e FA4 por sua vez estdo localizados em
uma grande cavidade no subdominio IIA que constitui o sitio de Sudlow Il. FA5 esta
localizado dentro do subdominio 111B, no qual o grupo cabega polar dos &cidos graxos fica
orientado junto ao subdominio IlIA e estabelece pontes de sal e pontes de hidrogénio com
Tyrd01 e Lys525. Por outro lado, nenhuma evidéncia clara de interacfes polares entre as
cabecas polares dos &cidos graxos e os sitios FA6 e FA7 foi notada, sugerindo que estes sitios

possuem baixa afinidade por este tipo de moléculas [35].

Qualquer alteracdo por menor que seja na molécula ligante pode acarretar em
grandes mudancas na interacdo ligante-proteina. Por exemplo, o farmaco acido iopandico e 0
acido iofendxico que diferem entre si, respectivamente, pela presenca de um grupo amino e
uma hidroxila em suas estruturas, se ligam em sitios totalmente diferentes na HSA [36]. Em
alguns casos a estereospecificade também influencia na ligacdo a albumina. Uma molécula de
D-triptofano se liga a BSA com uma constante de ligacdo cerca de 100 vezes menor que o L-
triptofano [5]. E aceito que os surfactantes, os quais também possuem caracteristicas

anfifilicas, se ligam aos mesmos sitios que os acidos graxos [37].

1.1.4 Interagdo Proteina-Surfactante

Surfactantes sdo compostos organicos de caracteristicas anfifilicas, isto é, sdo
constituidos por uma cabeca polar (hidrofilica) e uma cadeia apolar (hidrofébica) na mesma
molécula. E a natureza do grupo cabeca polar que classifica os surfactantes em anionico,
catiénico, ndo iénico ou zwiteriénico. Quando diluidos em solucdo aquosa, em concentragdes

baixas, os surfactantes agem como eletrélitos normais, mas em concentracdes altas eles
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formam estruturas agregadas (micelas) com um grande nimero de moléculas (Figura 1.4). A
concentracdo na qual ha a formacdo de micelas é conhecida como concentracdo micelar
critica (cmc). Uma cmc baixa é favorecida pelo aumento da massa molecular da parte
lipofilica da molécula, diminuicdo da temperatura e aumento da disponibilidade de eletrolitos
[38]. As aplicagdes dos surfactantes incluem solubilizagdo de membranas, proteinas, sistemas
de entregas de drogas e aplicagfes em medicina [39]. A formacdo do complexo entre
surfactantes anidnicos e proteinas em solugdo aquosa tem sido bem estabelecida [40, 41]. E
sabido que os surfactantes podem interagir indiretamente com proteinas, competindo em

regides de interface 6leo—agua ou ar-agua.
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Figura 1.4: Estruturas micelares formadas por surfactantes em meios aquosos e apolares.

A isoterma de ligacdo, que mostra o numero medio de surfactantes ligado por
proteina em fungdo do logaritmo da concentracdo de surfactante livre, € mostrada na Figura
1.5. Em geral a isoterma de ligacdo apresenta quatro regiGes caracteristicas distintas. A
primeira regido (A), em baixas concentragfes (bem abaixo da concentracdo micelar critica,
cmc), esta associada a ligacdo dos surfactantes a sitios especificos da proteina. Na segunda
regido (B) ha um platd levemente inclinado que esté associado as interagcdes ndo cooperativas.
A terceira regido (C), por sua vez, corresponde ao aumento massivo nos ligantes devido as
interacOes cooperativas entre as moléculas de surfactantes. A concentracdo em que ocorre a

transicdo da segunda para a terceira regido é conhecida como concentracdo de agregacao
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critica, cac. Na quarta regido (D), a isoterma de ligagdo mostra um segundo plato, estavel,
sugerindo que nesta regido ocorre uma saturacdo, ou seja, ndo ocorre uma maior ligagédo do
surfactante a proteina. Além disso, nesta regido hd uma grande formacédo de micelas normais
qguando os surfactantes sdo adicionados em excesso [42]. Sob condi¢bes de saturacdo, 1 g de

proteina pode ligar a até 1,5-2 g de surfactante.

(D) 1

log [surfactante]

Figura 1.5: Representagao esquematica do nimero de ligantes por molécula de proteina (v) em fung¢do do logaritmo da
concentragdo de surfactante livre: regido (A), ligagdo especifica; regido (B), ligagdo nao cooperativa; regido de ligagdo

cooperativa (C); e regido de saturagdo (D), [42].

A ligacdo especifica é predominantemente eletrostatica no qual os grupos polares
dos surfactantes se ligam as regifes de cargas opostas nas proteinas. Por este motivo, se o pH
do meio decresce, a isoterma de ligacdo (Figura 1.5) de surfactantes aniénicos € deslocada
para esquerda, isto €, para baixas concentracfes [43]. Outro fator importante que influencia as
ligagbes especificas € o comprimento da cadeia hidrocarbonica dos surfactantes. Estudos
usando uma série homdloga de surfactantes n-alquil sulfato e sulfonados mostraram que o
namero de sitios de ligacdo especifico na BSA aumenta com 0 aumento da cadeia
hidrocarb6nica. Alem disso, foi notado que o aumento da cadeia hidrocarbonica favorece o
inicio das interacdes especificas em concentracGes menores. Na regido cooperativa, quanto
maior a concentracdo do surfactante maior € sua ligacdo a BSA. Acredita-se que nesta regido
aconteca o desdobramento da proteina. Usando técnicas espectroscopicas, CD e ORD,
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pequenas mudancas na estrutura secundaria da BSA foram encontradas em solucBes de
surfactantes catidnicos e anidnicos, ao passo que mudancas na quantidade de hélices de 66%
de BSA nativa para aproximadamente 50% na saturacdo foram causadas por todos o0s

surfactantes estudados [44].

Figura 1.6: Representacdo esquematica das estruturas propostas para o complexo surfactante-proteina: (a) modelo
“colar de pérolas”; (b) elipsoide prolato; (c) e (d) vista lateral e frontal, respectivamente, do modelo “hélice flexivel”.
Figura adaptada da referéncia [42].

Embora ndo se conheca completamente a estrutura do complexo surfactante-
proteina, ao longo dos anos, varios modelos tém sido propostos para descrevé-lo. A grande
maioria dos modelos tem emergido de estudos usando técnicas espectroscépicas,
eletroforéticas e de espalhamento [43]. Destes modelos tem emergido trés que foram muito
bem aceitos pela comunidade cientifica (Figura 1.6): (2) modelo de “colar de pérolas”, o qual
é caracterizado por estruturas micelares ligadas a cadeia polipeptidica da proteina; (b) modelo
do elipsoide prolato, no qual as moléculas de surfactantes se agregam formando uma estrutura
elipsoidal com semieixo menor de 18 A e a cadeia polipeptidica se enrola em torno do
agregado; (c) o modelo da “hélice flexivel”, que ¢ um modelo tedrico que descreve o
complexo micelar como um agregado de surfactantes formando um cilindrico flexivel
envolvido pela cadeia polipeptidica em forma helicoidal [42]. Vale a pena mencionar ainda
um quarto modelo, no qual a cadeia polipeptidica forma estruturas complexas constituidas por
a-hélices e bobinas aleatorias em torno de moléculas de surfactantes distribuidas de forma

desconhecida.

Dentre estes modelos citados, 0 modelo do “colar de pérolas” ¢ o que mais
concorda com os resultados experimentais. Neste modelo sdo possiveis duas estruturas

distintas (Figura 1.7). Na primeira delas (Figura 1.7A) a cadeia polipeptidica se enrola na
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micela, diminuindo a mobilidade da cabeca polar dos surfactantes. Na segunda (Figura 1.7B)
as micelas encontram-se nucleadas nos sitios hidrofébicos da proteina e a mobilidade das
cabecas polares ndo ¢ afetada. Turro e colaboradores [42], em estudo combinando as técnicas
de fluorescéncia, RPE e RMN, concluiram que a proteina se desdobra envolta em micelas na

regido em que as interacGes séo cooperativas.

Figura 1.7: Representacdo esquematica das possiveis estruturas do complexo surfactante-proteina para o modelo “colar
de pérolas”: (A) Cadeia polipeptidica em torno das micelas de surfactantes; (B) micelas nucleadas em sitios hidrofobicos
da proteina. Figura adaptada da referéncia [42].

A ligacdo dos surfactantes as proteinas pode ocorrer quando estes estdo na forma
de mondmeros individuais ou quando estdo na forma de clusters de micelas, dependendo da
natureza da interacdo e da concentracdo de surfactante. As alteracBes nas caracteristicas
moleculares das proteinas globulares podem ser provocadas por suas interacbes com
surfactantes, acarretando em mudancas em sua capacidade de ligar a outras moléculas, se
associar a outras proteinas e também comprometer o seu poder de absorcdo em interfaces,

alterando assim suas caracteristicas funcionais.

2 Aspectos Tedricos das Técnicas Utilizadas neste Trabalho

2.1 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica

A espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrdnica é uma técnica que
monitora as transi¢des induzidas entre os niveis Zeeman de um sistema paramagnético situado
em um campo magnético estatico, ou seja, ela monitora a absor¢ao de energia de um campo

de radiacdo quando as moléculas mudam seu estado de energia. Ela permite ao investigador



20

detectar e caracterizar moléculas com elétrons desemparelhados, tais como radicais livres ou
complexos organicos, sem modificd-las. Como a maioria dos sistemas bioldgicos sdo
diamagnéticos (ndo possuem elétrons desemparelhados) faz-se necessario o uso de sondas
(marcadores de spin), moléculas que contém um radical livre estavel e que podem ser
inseridas no sistema de interesse. Em condi¢cGes de pH e temperatura fisiologicas, 0s
marcadores de spin reportam por meio de espectros o comportamento do microambiente no
qual estdo inseridos. A grande sensibilidade da técnica se deve ao fato das caracteristicas
espectrais serem altamente dependentes da distribuicdo eletrbnica, orientagdo molecular,
natureza do ambiente, e movimento molecular.

A RPE tem sido muito usada no estudo da dindmica e mudancas conformacionais
de proteinas. A maneira mais comum de se realizar tal estudo € ligando covalentemente o
marcador de spin derivado do nitroxido (N-O) aos grupos tidis livres da cadeia polipeptidica
da proteina. Em proteinas carentes de cisteina, este estudo pode ser realizado usando técnicas
de biologia molecular [45]. Anéalise de espectros de diferentes marcadores de spin ligados a
uma dada proteina permite ao investigador definir elementos de estrutura secundéria,
exposicdo ao solvente, caracterizar topografia e determinar orientagdo individual de um

segmento da proteina [46].

2.1.1 0O Fenémeno de Ressondncia

Como todas as formas de espectroscopia, a RPE esta baseada na absorcdo de
energia de uma radiacdo quando um atomo ou molécula muda seu estado. Para que a transicao
aconteca a energia da radiacdo deve ser igual a diferenca de energia entre 0s niveis

fundamental e excitado, isto é

AE = hv (2.1)

onde h é a constante de Planck (6,626 x 10 J.s) e v é a frequéncia da radiacdo. A eq. (2.1) é
conhecida como condicdo de ressonancia.

A interacdo de um atomo ou molécula, com momento magnético eletronico néo
nulo (d # 0), com um campo magnético externo (ﬁ) produz uma energia de interacdo que
pode ser calculada a partir da seguinte Hamiltoniana:

- —

H=-iH=8BJ] 5 H (2.2)
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2 Ve ~ - Ve 7 h €« 7
Onde ] é o momento angular eletrénico, S, é o magnéton de Bohr (8, = %), e g € um tensor

de segunda ordem, cujo valor depende das espécies magnéticas. Como, na maioria dos casos,

cerca de 99% do momento magnético de dipolo € proveniente da contribuicdo do momento
angular de spin (§) e considerando um campo aplicado na direcédo z (ﬁ =HZ), aeq. (2.2)

pode ser reescrita da seguinte forma:

H = B.S.5.H = gs.B8.HS, (2.3)

onde S, é o operador correspondente a projecdo do momento angular de spin ao longo da
direcdo do campo. As energias obtidas pela interacdo do campo magnético com o spin do

elétron podem ser obtidas a partir da eq. de Schroedinger independente do tempo:

}mem = En¥m = 9zzBeHmshy, (2.4)

mg S80 0s valores esperados de S, na direcdo do campo, o qual pode variar de —mg a +my.

. - - 1 . .
Como o elétron possui spin S = 5 08 estados de spin podem assumir apenas os valores

1
ms=t-. Dessa forma,

1
En, = iggzzﬁeH (2-5)

O nivel de energia relacionado ao estado mg = —1/2 corresponde ao alinhamento
antiparalelo do momento magnético em relacdo ao campo, enquanto o nivel relacionado a

mg = +1/2 corresponde ao alinhamento paralelo.
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Figura 2.1: (A) Niveis de energia Zeeman em fung¢do do campo magnético para S = % e (B) espectro de RPE. A energia de
separagdo em H=H,é AE = gf3.H,., que é igual a hv de acordo com a condi¢do de ressonancia.

A aplicacdo de uma radiacdo eletromagnética com polarizacdo perpendicular a
direcdo do campo magnético estatico (17) e com frequéncia adequada, v (geralmente na faixa
de micro-ondas para um campo de 0,35 T), resulta na absor¢do de energia da radiacdo pela
espécie paramagnética em um dado valor de H,., conhecido como campo de ressonancia. Esta
absorcédo induz transi¢des entre as duas orientacdes de spin (mg = +1/2 e mg = —1/2) que

satisfazem a condicao de ressonancia,
AE = hv = gf.H,. (2.6)

Na Figura 2.1 € mostrado um esquema onde estdo representados 0s niveis de energia Zeeman

e 0 espectro de absorcdo para um elétron na presenca de um campo magnético estatico H.
Para que o fenbmeno de ressonancia aconteca € necessario que haja diferenca

entre as populacGes de spin dos niveis Zeeman. A distribuicdo dos elétrons nesses dois niveis

de energia obedece a lei de distribuigao de Boltzmann:
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AE _gBH

M = e(_"TT = e( kpT) 2.7)

N_

onde N. e N. sdo as populagBes dos niveis ms=+1/2 e mg=-1/2, respectivamente, AE é a
diferenca de energia entre esses estados, kg € a constante de Boltzmann e T € a temperatura
absoluta. Como AE é muito pequeno em comparagao com a energia térmica kT, a expressao

(2.7) pode ser reescrita como

N_ kgT kgT

mostrando que ha um ligeiro excesso da populacdo N., o que é suficiente para detectar a

absorcdo de energia quando a condicao de ressonancia é alcancada [47].

Essa diferenca entre as populacfes de spin precisa ser mantida, caso contrario o
equilibrio se estabelece (saturacdo), impossibilitando a deteccdo de qualquer sinal de RPE.
Para que isto ndo ocorra existem dois mecanismos que contribuem para que a energia
absorvida pelos spins possa ser dissipada, permitindo assim que eles possam retornar ao
estado de menor energia. Estes mecanismos sdo a relaxagdo spin-rede e a relaxagédo spin-spin.
Na relaxagéo spin-rede o sistema de spins libera energia para vizinhanca, na forma de calor,
através de movimentos aleatdrios das moléculas. Este processo de relaxacdo é mais eficiente
qguando as fregliéncias de difusdo rotacional das moléculas sdo similares a freqiiéncia de
precessao de Larmor ou de ressonancia. As linhas do espectro de RPE se tornam largas para
tempos de relaxacdo (71) muito curtos. Este resultado pode ser verificado através da seguinte

expresséao

_ho1
AH == (0) (2.9)

Ja na relaxacdo spin-spin ndo h& dissipagdo de energia, 0 mecanismo se d& atraves da
interacdo magnética entre dois momentos magnéticos, o que pode produzir mudangas no
estado dos spins, limitando seus tempos de vida no estado excitado e, consequentemente,
afetando a largura de linha do espectro de RPE. O periodo de tempo necessario para que este

processo ocorra € chamado de tempo de relaxagdo spin-spin (T,). A largura de linha dos
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espectros de ressonancia é facilmente alterada pelo tempo de relaxacdo spin-spin, quanto
maior for a largura de linha do espectro menor sera T,. O tempo de relaxacéo spin-spin (7z)

se relaciona com a largura de linha da seguinte forma [48]

AH = % (T—t). (2.10)

2.1.2  Interagdo Hiperfina e Hamiltoniana de Spin

Um pardmetro muito importante para a técnica de RPE é o desdobramento
hiperfino, o qual é proveniente da interacdo do momento magnético de spin do elétron
desemparelhado (S) com o momento magnético de spin nuclear de um ntcleo vizinho (1). A
interacdo nuclear Hiperfina é a responsavel pelo aparecimento de mdaltiplos picos nos
espectros de RPE. Isto ocorre porque o elétron desemparelhado “sente” a presenca ndo apenas
do campo magnético externo, mas também do campo magnético gerado pelo momento

magnético nuclear (H,,.4). A soma vetorial desses dois campos produz um campo efetivo

(ﬁef):

— — —

Hef = Hexe + Hiocar (2.12)

A interacdo magnética entre os spins nuclear e eletrénico € representada pela

Hamiltoniana
H = —goBegnBy {w -2 §)5(?)} 2.13)

onde r é a distancia do elétron ao nucleo, §(7) é a funcdo delta de Dirac. A partir desta
equacdo obtemos, a Hamiltoniana que descreve a interacdo hiperfina entre os spins nuclear e

eletronico, atuando nas variaveis de spin.

onde 4, é um tensor de segunda ordem, com elementos dados por
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r26ij—3xl-xj)
EEr—

Adij = —geBeInBn ( (2.15)

r

No segundo termo de (2.14), a é a constante de acoplamento hiperfino isotrépico e é definida
por

a = () geBeanBulp (I, (2.16)

e |p(0)|? é a probabilidade de se encontrar o elétron desemparelhado no nicleo. Portanto,
vemos que a interacdo hiperfina é resultante de dois tipos de interacdo: a interacdo dipolar
anisotrépica (primeiro termo de 2.13), que descreve a interacdo dipolar entre 0 momento
magnético eletrénico u, e 0 momento magnético nuclear uy. E a interacdo de contato de
Fermi isotropica (segundo termo de 2.13), que estd relacionada a probabilidade de se

encontrar o elétron na posi¢do do nucleo.

Para melhor ilustrar esta interagdo, numa aproximacao classica, o campo local

paralelo ao campo externo pode ser escrito como

(3cos?6-1)

rs3

(2.17)

Hipcar = Un,

onde u, € a componente do momento magneético nuclear ao longo da dire¢cdo do campo

externo e 6 é o angulo entre a dire¢cdo do campo magnético externo e a linha que liga o elétron
ao nucleo [47]. E esta dependéncia angular que confere o carater anisotropico (ou dipolar) a
esta interagdo. Sendo assim, para um elétron em um orbital do tipo s, onde o valor médio de
c0s®0 é igual a 1/3, ndo deveria haver interacdo hiperfina. O que ndo ocorre na pratica, pois é
preciso considerar ainda a interacdo hiperfina isotropica, que ocorre para orbitais do tipo s. Ja
para orbitais do tipo p, d, £... h& apenas interacdo hiperfina anisotropica, proveniente do
segundo termo da eq. (2.13). Se o elétron é descrito por uma funcdo de onda que € uma
mistura de estados s e p, as interacdes dipolar e de contato estardo presentes simultaneamente.
Na maioria dos radicais livres organicos, como o nitroxido, a distribui¢do do elétron é descrita

por um orbital do tipo-p [49].

A Hamiltoniana total pode ser escrita somando a eq. (2.3) com a eq. (2.14):
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H=pS9H+1AS (2.18)

Para uma espécie paramagnética dissolvida em um solvente de baixa viscosidade,
devido ao rapido movimento molecular, a anisotropia desaparece, pois ocorre uma media

temporal e os valores dos desdobramentos hiperfinos sdo determinados considerando 0s

JOR T - — < . 7 1 — !
valores médios dos elementos da diagonal dos tensores g e A, isto é, g = ;Trg. e ap =

%Tr}f. Neste caso 0s niveis de energias para um sistema de spin S = 1/2 sdo determinadas a

partir da eq. (2.18)
E=1(3)gpet £ (3)ma, (2.19)

onde m; é a componente do spin nuclear, que pode assumir os valores —I,—I +1,...,1 — 1, I,

isto é, (21 + 1) possiveis estados de spin nuclear.

Uma radiacdo de micro-onda aplicada ao sistema induz transicGes entre o0s
subnives eletrbnicos. Entretanto, apenas as transicdes que satisfazem as regras de selecdo
Am, = +1 e Am; = 0 sdo permitidas. Entdo, a diferenca de energia dos niveis permitidos

segundo a condicao de ressonancia é

AE = gB.H + myaj = hv (2.20)

e 0 campo de ressonancia sera

—myay, (2.21)

ag
5 lepresenta

9gbe

Vemos entdo que o campo de ressonancia serd deslocado de m;a,, onde a, =

0 desdobramento (em Gauss) entre duas linhas hiperfinas, veja Figura 2.2.
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Figura 2.2: Niveis de energia observados para interacdo de um elétron com um nticleo de | = % como uma fungdo do

campo magnético em uma frequéncia constante. Caso a, = 0 somente as linhas pontilhadas serdo observadas.

2.1.3 Andlise dos Espectros de RPE

Em alguns casos os espectros de RPE possuem caracteristicas muito complexas.
Nestes casos, a experiéncia do pesquisador é fundamental para analise adequada das formas
das linhas espectrais, pois elas representam o Gnico modo de se extrair informac6es acerca do
ambiente molecular em estudo. Pensando nisso, apresentaremos aqui de forma sucinta os

principais aspectos do sinal de RPE.

Uma sonda muito usada no estudo de sistemas bioldgicos é o radical nitroxido
(Figura 2.3), que basicamente consiste de uma molécula que conttm uma porcéo
paramagnética. Os quatro grupos metilas presentes nesta molécula faz com que o radical livre
seja estavel e inerte, [49]. A distribuicdo do elétron desemparelhado do radical nitroxido se

encontra no orbital 2pr da ligacdo nitrogénio-oxigénio [48].
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Figura 2.3: Defini¢do dos eixos moleculares do radical nitroxido. R, e R, representam grupos quimicos que variam de

acordo com o objetivo.

Se os radicais nitroxidos sdo orientados como em um monocristal, 0 espacamento
das linhas hiperfinas no espectro varia de acordo com a orientacdo do cristal no campo
magnético em relagdo aos eixos moleculares. A anisotropia espectral, a qual tem um papel
muito importante na interpretacdo dos espectros, € especificada pelos valores do fator g e da
constante de desdobramento hiperfino obtidos nas direcGes paralelas aos eixos principais:

G0 9y Gzz € Axrs Ayys Ay Quando o campo magnético € aplicado ao longo do eixo z do

nitroxido, onde estd localizado cerca de 80% da densidade eletrbnica, ha um maior
desdobramento da constante de acoplamento hiperfino isotropico, Figura 2.4. Ao passo que
um valor menor para esta constante é observado quando o campo magnético € aplicado ao
longo dos eixos x e y. Devido a anisotropia do fator g, a posicao da linha central do espectro
de RPE depende da orientacdo do nitréxido em relacdo ao campo.

O espectro de RPE de um radical nitroxido, no qual o elétron desemparelhado
interage com o ndcleo de nitrogénio, em um solvente de baixa viscosidade (girando
rapidamente) consiste de trés linhas finas (espectro isotropico), bem resolvidas e de
intensidades iguais. Por outro lado, se este solvente é congelado o espectro resultante
(espectro de pd) é uma superposicdo dos espectros de todas as orientagdes possiveis. O
espectro isotropico e o0 espectro de pé representam as duas situacdes extremas do movimento
do nitréxido conhecidas [50]. Devido ao fato do radical livre ser sensivel a distribuicdo
eletrénica na molécula e nas vizinhancas, a forma dos espectros de RPE € influenciada pela
natureza do meio no qual esta o radical nitroxido esta dissolvido. Esta sensibilidade pode ser

visualizada por meio da constante de acoplamento isotrépico [51].
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Figura 2.4: Anisotropia espectral do nitréxido ligado a um acido graxo orientado em um cristal. (a), (b) e (c) com o campo

Ed A d . ra . . . s . ~ ~ .
ao longo dos eixos principais de g e A. (d) espectro isotrépico, radical nitréxido em uma solug¢do ndo viscosa e (e)

espectro de pé.

2.1.4 Marcadores de Spin

Para que a técnica de RPE possa ser estendida aos sistemas bioldgicos, carentes de
grupos paramagnéticos, € necessario introduzir neles uma espécie de sonda, ou seja,
moléculas que contém um radical livre com estabilidade suficiente para permitir a realizacao
de estudos espectroscopicos em condi¢cdes semelhantes as fisiologicas. O método de insercao
dessas sondas foi desenvolvido em 1965 por Ohmish e McConnel e é conhecido como
Método dos Marcadores de Spin. Atualmente existem centenas de marcadores de spin que
podem se ligar a membranas, proteinas, enzimas. Os marcadores de spin mais utilizados sao
0s que contém o radical nitroxido (Figura 2.3), especialmente pela sua alta estabilidade

quimica.

O desdobramento hiperfino (Figura 2.5) dos marcadores de spin que contém o

radical nitroxido deve-se a interacdo do momento magnético eletrénico com o nucleo vizinho
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do nitrogénio (I = 1). Neste caso, sdo possiveis trés orienta¢bes igualmente provaveis do spin
nuclear em relagdo ao campo magnético, correspondendo a m; = +1,0,—1 (m; € a projecéo
do spin nuclear na direcdo do campo que origina as trés linhas hiperfinas no espectro de
RPE).

(a) (b)

et G 2 +1
A 0
A -1
Campo magnético Estdtico
()
h 4 o]
A 4 0
1
m o=—— +1 H
2 >
H=0 ‘H#0 g

Figura 2.5: (a) Niveis de energia observados para interagao de um elétron com um nticleo de | = 1 como uma fungdo do
campo magnético. As transi¢des de ressonancia do spin eletronico, S = %, sao indicadas. O nimero de linhas do
desdobramento é caracteristico do valor do spin nuclear I; m, é a proje¢ao do spin nuclear na dire¢io do campo
magnético H e m, é a projegao do spin eletronico. (b) espectro de absor¢do e (c) primeira derivada da curva de absorgdo

do radical nitréxido; a é a constante de desdobramento hiperfino. A posi¢ao da linha central é definida pelo fator g.

O sinal de RPE produzido pelo radical é extremamente sensivel a dinamica
molecular, polaridade, viscosidade, pH, estrutura e ordem do meio. Além disso, a partir do
método dos marcadores de spin € possivel obter informacbes diretas sobre a estrutura,
mobilidade, micro polaridade, oxidacdo e potencial eletrostatico de certa regido de uma
molécula. Por estes motivos, esta metodologia tem sido amplamente utilizada para investigar
a mobilidade molecular e a estrutura de liquidos, polimeros, materiais inorganicos e sistemas

biologicos.
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O movimento de rotacdo e 0 movimento intramolecular de um marcador de spin
em um sistema condensado sdo modulados pela dindmica das moléculas vizinhas, isto €, do
micro ambiente no qual o nitroxido esta inserido. Assim, a combinacdo de uma analise precisa
dos espectros de RPE juntamente com simulagdo computacional permite ao pesquisador
estudar em detalnes o movimento molecular do nitroxido. Um dos pardmetros mais
importantes neste tipo de estudo é o tempo de correlagdo rotacional (z.), que reflete a
dindmica do meio onde o marcador de spin se encontra. Gracas as anisotropias do fator g e do
desdobramento hiperfino, o célculo do 7, pode ser feito a partir de medidas diretas nos
espectros. Trés intervalos relativos ao grau de movimento dos marcadores de spin sao usados
para descrever os espectros de RPE: o regime de movimento rapido, o regime de movimento
lento e o limite rigido. No regime de movimento répido, para tempos de correlacédo
rotacionais menores que 107 s, os espectros de RPE apresentam grande sensibilidade e é
possivel calcular o valor de 7 diretamente do espectro. O regime de movimento lento, 10 <
7. < 10° s, engloba sistemas em que os radicais nitréxidos estio presentes em fluidos de fase
ordenada tais como cristais liquidos e membranas bioldgicas, ou mesmo quando ligados a
macromoléculas [52]. Neste regime ndo é possivel estabelecer uma funcdo que permita o
calculo de 7. diretamente a partir do espectro, apesar de haver certa sensibilidade do espectro
a este regime. Por fim, no limite rigido (z. > 10®) praticamente n&o hé4 sensibilidade dos
espectros a0 movimento. Tanto para o regime de movimento lento quanto para o limite rigido
a dindmica dos marcadores de spin é mais bem obtida por meio da técnica de simulacdo

computacional.

A medida que o microambiente onde o nitréxido se encontra muda de viscosidade
ou de empacotamento o desdobramento hiperfino sofre alteragcdes, veja Figura 2.6. Como
comentado anteriormente, a anisotropia do tensor A é caracterizada por trés valores principais:
Ayx, Ay, € Az, NO caso de simetria axial, Ay = A,, € A, = A,,= A,,. De modo que no limite
isotropico A, = A, . Outro indicativo de movimento é a largura de linha dos espectros, as

quais se tornam mais estreitas para movimentos rapidos (Figura 2.6 C). [53].



32

Espectro no
Limite Rigido

24,
(A) . i

1]

x

Regime de
Movimento Lento

Espectro
[sotrépico

|
106G 2a

Figura 2.6: Anisotropia do espectro de RPE do marcador de spin sob varias condigdes: (A) limite rigido — rotagdo em torno
do eixo z somente. (B) aumento na amplitude de movimento devido a inclinagdo e oscilagdo das cadeias lipidicas na

bicamada, e (C) movimento isotrépico rapido [48].

2.1.5 Estudo de Proteinas: estrutura e dindmica

Variagcdes de temperatura, pH, polaridade, presenca de ions, ou de moléculas
exogenas alteram o ambiente em torno do marcador de spin e, consequentemente, o sinal de
RPE. Nos sistemas bioldgicos essas variacdes geram modificacdes na estrutura de membranas
celulares e/ou promovem mudancas conformacionais nas proteinas. Desta forma, um
marcador de spin inserido em um ambiente celular tera seu movimento alterado e, assim,
poderd reportar através dos espectros as alteracOes de estrutura e de conformacéo.
Caracteristicas como estas fazem com que a RPE seja uma técnica de selecdo quando se

pretende avaliar as interacdes e efeitos de moléculas sobre membranas e proteinas.

Nos estudos de membranas o marcador de spin, que na maioria dos casos consiste
de um lipidio contendo um radical nitroxido, é inserido por intercalagdo fisica nas bicamadas
lipidicas. Supde-se que o espectro de RPE reproduz fielmente o comportamento do sistema
bioldgico, uma vez que as moléculas usadas como sondas sao, em geral, derivados nitréxidos

de &cidos graxos ou de fosfolipidios, principais constituintes de membranas.
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Figura 2.7: Reagdo do marcador de spin metanotiosulfonato (MTSL), a); iodoacetamida, b); e maleimido (mal-5) com o
grupo sufidrila da cadeia lateral da cisteina, c), gerando uma cadeia lateral marcada R1. E indicado também a

flexibilidade da cadeia lateral R1. Figura adaptada de [54].

Ja nas proteinas o processo de marcacgdo consiste em ligar um marcador de spin
aos sitios da proteina por afinidade ou utilizar um residuo de aminoacido da cadeia
polipeptidica e fazé-lo reagir covalentemente com um grupamento organico contendo o
radical nitroxido. Geralmente esses residuos sdo o grupo sulfidrila da cisteina, o grupo
imidazol da histidina e o0 grupo e-amina da lisina [55]. E ainda possivel utilizar a técnica de
mutacdo sitio dirigida (SDSL — do inglés Site Directed Spin Labeling), no qual um residuo
nativo qualquer da proteina é trocado por um de cisteina, para posterior reacdo do seu grupo
sulfidrilico com um marcador de spin adequado. A RPE é muito utilizada para investigar a
estrutura, orientacdo molecular, dindmica de segmentos e mecanismos de ligacdo de proteinas

e peptideos. A especificidade do marcador de spin é conferida pelo grupo funcional anexado
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ao nitroxido. Por exemplo, maleimido, iodoacetamida e metanotiosulfonato (MTSL) que

reagem com os residuos de cisteina (Figura 2.7).

A estrutura global de uma proteina € geralmente pouco afetada ap6s o processo de
marcacdo. Marcadores do tipo nitroxido sdo relativamente pequenos, e um marcador que se
liga a cisteina ndo é muito maior que um residuo de triptofano. A estabilidade da proteina
muda também muito pouco ap6s o processo de marcagdo. Entretanto, quando os residuos
mais “embutidos” da proteina sdo marcados, a cadeia polipeptidica pode se modificar para
acomodar o nitroxido e reestabelecer o empacotamento do nucleo da proteina [56]. JA em uma
bicamada lipidica, a reorientacdo dos lipidios esta vinculada as moléculas da vizinhanca; desta
forma, as restricbes ao movimento do marcador, inserido em uma membrana bioldgica,
depende da liberdade rotacional do marcador no seu interior, que correspondem ao parametro
de ordem orientacional (S). Ja para um marcador de spin em uma proteina, 0 movimento
pode ser devido ao seu giro em torno do eixo de ligagcdo a cadeia polipeptidica ou devido ao

movimento global da proteina como um todo. [57]. O parametro de ordem é definido como

S=14+—4u-fL  do (2.22)

Azz _%(Axx"‘Ayy) a(*J

onde A,, e A, sao medidos diretamente do espectro experimental e A,,, A, € A, S30 0s
valores obtidos do espectro rigido (espectro de pd). O termo de anisotropia a, € a constante
hiperfina isotropica (eq. 2.21) num sistema molecular rigido, enquanto o termo ag, € o fator de

correcdo da polaridade do solvente e pode ser escrito da seguinte forma [49].

Aj+24;,

- (2.23)

ap =
Em geral o parametro de ordem experimental é obtido entre os valores zero e um,
isto é, quando a ordem dos lipidios na membrana é grande S = 1, ja quando 0 movimento é

completamente isotropico S = 0 [53].

O parametro experimental 2A,, (Figura 2.8), em geral, € mais bem definido nos

espectros de RPE a baixas temperaturas, por este motivo ele é comumente utilizado para

inferir sobre o grau de restricdo ao movimento do marcador de spin.



35

10G

|
|
|
|
|
I
|
I
|
< 240 ) —

Figura 2.8: Representagdo de um espectro de RPE do marcador de spin lipidico 5-doxil stearato em
membranas de hemacias.

Como enfatizado anteriormente, os nitroxidos sdo altamente sensiveis a natureza
do meio no qual estdo dissolvidos. Isto se deve ao fato de que o campo elétrico local e a
formacdo de ligacBes de hidrogénio deslocam a nuvem de elétrons da ligacdo N — O do
nitroxido afetando sua densidade eletronica, alterando assim a constante de desdobramento
isotropico (a,), que pode aumentar mais que 10% do seu valor ao passar de um ambiente
hidrofébico para um ambiente hidrofilico. Alteracbes no fator-g isotropico também séo
observadas. Assim, para cada marcador de spin em um solvente especifico, € possivel inferir
sobre a polaridade do microambiente em torno do nitroxido. Alternativamente, os efeitos do
solvente podem ser avaliados a partir das medidas dos pardmetros magnéticos do espectro de
RPE [51].

A determinacdo da ligagdo de pequenas moléculas (substrato), e a agregacgédo de
grandes, com os sitios de uma proteina podem ser acompanhadas por alteragdes na dindmica
de marcadores de spin ndo-covalentemente ligados. Isto porque os marcadores de spin
apresentam espectros estreitos quando livres em solugdo (Figura 2.9), porém, quando estdo
ligados a um alvo maior, como uma proteina, por exemplo, seu movimento é lento e o
espectro é alargado. Portanto, a resolugdo espectral entre o estado ligado (espectro largo) e o
livre (espectro estreito) permite quantificar espécies que interagem com a proteina e, assim

tracar o perfil de sua ligacdo.
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Figura 2.9: Espectros de RPE do marcador de spin TEMPOL livre em solventes com diferentes concentragées de glicerol.

Os valores de viscosidade (17) estdo indicados.

Os nitroxidos também sdo sensiveis a presenca de outras espécies paramagnéticas.
A partir da frequéncia de colisbes, entre a cadeia lateral do marcador de spin (R1 da Figura
2.7) e um agente paramagnético, pode-se obter informacbes como a acessibilidade da cadeia
lateral ao solvente, mobilidade da cadeia lateral e topografia da cadeia polipeptidica [58, 45].
O movimento da cadeia lateral contendo o nitréxido (com tempos na escala de 10™% a 10® s)
resulta em relaxacdo magnética que determina a forma de linha do espectro de RPE. A
dindmica da proteina, que ocorre nesta faixa de escala de tempo, resulta de trés movimentos
executados pela estrutura proteica: rotagdo da proteina inteira (“tumbling”), rotagdo em torno
das ligacBes que conectam o nitroxido a cadeia principal da proteina e movimento local da

cadeia principal onde o nitroxido se encontra.

Entretanto, em proteinas de massa molecular elevada, a contribui¢do do tumbling
para o espectro de RPE é pequena. Assim, informacdes dindmicas sdo obtidas apenas pelos
movimentos em torno das ligacfes que conectam o nitroxido a cadeia de aminoacidos e do
movimento local da cadeia principal. Nestes casos, 0s espectros de RPE sdo geralmente
compostos por duas componentes espectrais, com dois tempos de correlagdo rotacional

distintos, que estdo relacionadas a diferentes graus de mobilidade do marcador de spin.
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Figura 2.10: Desenho esquematico ilustrando o movimento global de uma proteina e o movimento da cadeia lateral do
nitréxido. Figura adaptada da referéncia [154].

O enovelamento proteico gera restricdes estéricas devido ao contato entre
estruturas secundarias e terciarias, diferentemente de uma proteina desnaturada onde essas
restricdes ndo estdo presentes. Por isso, 0 enovelamento ou desnaturacdo da proteina afeta
significativamente a dindmica dos marcadores de spin e, portanto, estes fendmenos podem ser
também estudados por RPE. E possivel ainda ligar varios marcadores de spin em diferentes
sitios de uma proteina e acompanhar o processo de desnaturacdo de regido por regido. A
estabilidade de cada regido pode ser determinada por meio de titulagdo com um agente de

desnaturacdo ou por aguecimento [45].
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Figura 2.11: Representac¢do de uma lisozima T4 ilustrando as mudangas na forma das linhas espectrais para marcadores
de spin ligados em diferentes posi¢oes da estrutura proteina. Os espectros sdo coloridos de acordo com a cor

correspondente ao marcador de spin. Figura adaptada da referéncia [59].

2.2 Espalhamento de Luz Dinamico

O espalhamento de luz ocorre quando ao incidir uma radiacdo eletromagnética
sobre um sistema qualquer, o campo elétrico da radiacdo induz uma polarizacao nos elétrons
das moléculas que oscila no tempo com a mesma frequéncia da radiacdo incidente. As
moléculas, por sua vez, passam a ser fontes secundarias de radiacdo e, por consequéncia,
emitem radiacdo. As mudancas de frequéncia, a distribuicdo angular, a polarizacdo e a
intensidade da radiagéo espalhada dependem do tamanho, forma e das interagdes moleculares
dentro do material irradiado. Ao atravessar uma amostra, uma dada radiagdo interage com as
moléculas do meio e, a partir das caracteristicas da radiacdo espalhada, é possivel obter
informacdes sobre a estrutura e a dinamica molecular do meio espalhador [60]. A intensidade
total da luz espalhada em certo angulo (angulo de espalhamento) em relagdo ao feixe
incidente € o resultado da superposi¢do do campo elétrico irradiado por todas as cargas do
volume iluminado e, portanto, seu valor depende da posi¢cdo exata das cargas. Esse é o
principio da técnica de espalhamento estatico de luz (SLS do termo em inglés “Static Light

Scattering”).
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O espalhamento de luz dindmico (DLS do termo em inglés “Dynamic Light
Scattering”) baseia-se nas flutuagcdes da intensidade da luz espalhada ao longo do tempo. No
DLS as flutuacGes da intensidade de espalhamento de luz detectada estdo relacionadas ao
movimento Browniano das particulas, que por sua vez sdo relacionadas ao tamanho das
particulas. Isto é, particulas grandes tem movimento Browniano lento e a luz espalhada
apresenta flutuacGes lentas. J& pequenas particulas se movem rapidamente no solvente, de
modo que o feixe de luz espalhada mostra flutuacdes rapidas. Além disso, o espalhamento de
luz dindmico mede a dependéncia da luz espalhada em um angulo fixo em funcéo do tempo.
Sendo assim, a medida de espalhamento de luz é muito Util na determinacéo de caracteristicas
estruturais de particulas, envolvendo uma relagdo inversa entre o tamanho da particula e o

angulo de espalhamento [61].

Para que informacfes Uteis sobre o tamanho das particulas sejam obtidas, é
necessario examinar as propriedades estaticas das flutuacGes da luz espalhada, o que é feito
através da funcdo de autocorrelacdo, C(t). Esta funcdo descreve o qudo rapido o sinal varia, e
quanto tempo o mesmo leva para perder a “memoria” do valor anterior, em decorréncia do

movimento Browniano das particulas.

C(0) = (1(0)I(D)) = limp_eo > [ 1(0)I (¢ + T)dlt, (2.24)

onde T é o tempo total do experimento, I(0) € a intensidade da luz espalhada no tempo t = 0

e I(t + 1) é a intensidade para um tempo t ap6s a medida em t.

Para dispersdes de particulas onde ndo ha nenhuma interacdo significativa entre
elas, a funcdo de correlagdo estad diretamente relacionada com o tamanho de particula da
amostra e é dada por:

C(t) = A+ Be 27, (2.25)

onde A e B sdo parametros de ajuste e y € a taxa de decaimento da exponencial. Flutuagdes
lentas da intensidade, caso de particulas grandes, levam a uma exponencial que precisa de um
longo periodo de tempo para aproximar-se do valor assint6tico, ou seja, com uma taxa de
decaimento baixa, Figura 2.12 abaixo. Por outro, flutuacdes rapidas levam a exponenciais

com uma taxa de decaimento elevada.
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Figura 2.12: Exemplo de fungbes de auto-correlagao para flutuagGes lentas e rapidas. A velocidade das flutuagoes reflete-

se na taxa de decaimento de C(7) [62].

A taxa de decaimento relaciona-se com a difusividade das particulas em solucédo

pela equagéo

Yy = Dq?, (2.26)

com D sendo o coeficiente de difusdo das particulas e g 0 mddulo do vetor de espalhamento

com

q= %sing , (2.27)

onde A € o comprimento de onda da radiacdo e 6 o angulo da luz coletada em relacéo ao feixe

incidente na amostra [61].

Portanto, a velocidade das flutuacGes de espalhamento de luz estd relacionada
pelo coeficiente de difusdo das espécies espalhadoras. Assim, uma vez obtida a curva de
autocorrelacdo de intensidade, é possivel obter o raio de uma esfera, equivalente a particula
espalhadora, como sendo o raio hidrodindmico (R;,) a partir do coeficiente de difusdo dado

pela equacdo de Stokes-Einstein:
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kT

D = p——y (2.28)

onde k € a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta e n a viscosidade do meio.

Vale mencionar, que em DLS é importante conhecer a temperatura local, uma vez
que a viscosidade de um liquido depende da temperatura, e quanto mais viscoso for o solvente
menor serd 0 movimento da particula. A estabilidade desta temperatura também deve ser

levada em consideracdo, caso contrario correntes de convec¢do na amostra podem gerar erros
de interpretacéo dos resultados.
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3 Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho visa obter informacOes detalhadas sobre a interacdo da BSA com
trés surfactantes: SDS, CTAC e N-hexadecil-N,N, dimetil-3-3amonio-1-propano sulfonato
(HPS), usando a espectroscopia de RPE de um marcador de spin derivado do maleimido que

se liga ao residuo Cys-34 da proteina.

3.2 Objetivos Especificos

o Investigar as caracteristicas dos espectros de marcadores de spin em BSA utilizando a
espectroscopia de RPE.

o Analisar os espectros por meio do programa de simulagdo NLLS.

o Utilizar a espectroscopia de RPE para avaliar possiveis mudancas na dindmica e
conformacdo da BSA na presenca de trés surfactantes idnicos: um anidnico (SDS), um
cationico (CTAC) e um zwiteridnico (HPS).

o Avaliar as alteracdes no raio hidrodindmico da BSA sob aquecimento e na presenca
dos surfactantes.

. Tracar o perfil termodindmico da cadeia lateral do nitroxido ligado a proteina na

presenca e na auséncia dos surfactantes.
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4 Materiais e Métodos
4.1 Materiais

A Albumina de Soro Bovino (BSA), o marcador de spin derivado do maleimido
3-maleimido-PROXYL (Mal-5), Figura 4.1, e os sais usados na preparacdo do tampao foram
adquiridos da Aldrich Chem. Co. (Milwaukee, W1). O surfactante aniénico dodecil sulfato de
sodio (SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate), o zwiteridbnico N-hexadecil-N,N, dimetil-3-
3amonio-1-propano sulfonato (HPS) e as membranas para didlise foram obtidos da Sigma
Chem. Co. (USA) e o cationico cloreto de cetiltrimetilaménio (CTAC, do inglés
cetyltrimethylammonium chloride) da Acros Organics (New Jersey, USA). E importante
mencionar que todos os surfactantes foram utilizados sem passar por qualquer processo de
purificagao.

Os valores de pH das solugbes foram determinados por meio de um pHmetro
Hanna modelo HI-2221-01 equipado com eletrodo semi-micro de vidro combinado com o
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Os valores de pH das solugdes foram verificados sempre

antes de cada experimento.

4.2 Métodos

4.2.1 Marcacdo da BSA com o marcador de spin derivado do maleimido

Para marcacdo da proteina, a BSA pura foi diluida a concentracdo de 0,3 mM
usando agua mili-Q como solvente. Em seguida 1 mM de marcador de spin Mal-5 (dissolvido
em etanol) foi incubado com a solucéo de BSA por 1 h a temperatura ambiente para garantir a
reacdo do marcador de spin com os grupos sulfidrilas das proteinas. Tendo em vista que cada
proteina se liga a apenas um marcador de spin, havera marcadores livres na solucdo, ou seja,
marcadores de spin que ndo reagiram. Para remover os marcadores de spin livres, a solucéo
de albumina foi dialisada, usando membrana de dialise (Cellulose tubing Sigma-Aldrich, 34
mm x 21 mm d.i., capaz de reter moléculas com massa molecular maior ou igual a 12000 Da),
por cerca de 24 h a 4°C em tampao salino fosfato (PBS: 10 mM de fosfato, 150 mM de NaCl
e 0,2 mM de EDTA, pH 7,4). A efetividade da dialise foi avaliada através dos espectros de

RPE, isto ¢, a cada didlise a concentracdo de marcadores livres na amostra foi verificada



44

através dos espectros de RPE de aliquotas desta amostra. As quatro primeiras dialises (trocas
do tampao de dialise) foram realizadas de hora em hora e as demais de duas em duas horas até

que o sinal caracteristico de marcadores livres fosse removido do espectro.

Para introduzir os surfactantes em concentracfes apropriadas, a solucdo de BSA
foi inicialmente diluida a 0,3 mM em tamp&o PBS (pH 7,4). Uma solucdo estoque para cada
surfactante (Figura 4.1) foi preparada em tampdo PBS para obter uma concentracdo de 40
mM. Em seguida aliquotas da solucdo estoque foram misturadas com as solugdes contendo
BSA e ao final desse processo amostras em concentragdes de surfactantes variando de 0,2 a
20 mM, num volume total de cada 50 pl, foram obtidas. A solucéo final de BSA-surfactante
foi incubada a temperatura ambiente, protegida da luz, por aproximadamente 2h, a cada 20
minutos as amostras eram moderadamente agitadas. A concentracdo final de BSA, apos
mistura com a solucédo de surfactante, foi de 0,15 mM antes das medidas de RPE. Por fim, as
amostras foram recolhidas em tubos capilares de quartzo e levadas para o espectrometro de
RPE. Todos os experimentos foram repetidos no minimo trés vezes e os resultados foram

apresentados com média e desvio padréo.

CI),
0=S=o0
o—. ~
— HoC,
N \O H3C\/\/\/\/\/\/\/\/N\+ HPS
N HaC
|. \ ,.CHy
0] HC o~~~ SN
of CHa
CTAC
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HSC/\/\/\/\/\/\O/ \\O Na
SDS

Figura 4.1: Estruturas quimicas do marcador de spin Mal-5 e dos trés surfactantes utilizados neste trabalho.

4.2.2 Medidas de RPE

Os espectros de RPE foram obtidos no laboratério de Ressonancia Magnética do

Instituto de Fisica da UFG. Foi utilizado em nossos experimentos um espectrometro Bruker
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ESP 300 equipado com um ressonador ER 4102 ST operando em banda-X (9,4 GHz). Os
parametros espectrais foram: poténcia de micro-onda, 20 mW; frequéncia de modulagédo, 100
KHz, amplitude de modulacdo, 1,024 G; varredura de campo magnético, 100 G; tempo de
varredura, 168 s e tempo de deteccdo, 41 ms. A temperatura das amostras no espectrémetro
foi controlada, com preciséo de +0,3°C, por um sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker,
Rheinstetten, Alemanha).

As simulacGes dos espectros de RPE foram realizadas com o programa nonlinear
least-squares (NLLS), usando o programa geral para baixo movimento [63, 64]. Este
programa permite simular um dnico espectro com duas componentes tendo diferentes estados
de movimento e diferentes parametros de tensores magnéticos. Com o auxilio da simulagéo,
podemos ainda determinar as populacdes relativas e as constantes de difusdo rotacional
associada aos marcadores de spin na proteina. Os parametros considerados para o radical

nitroxido estdo intimamente relacionados com a dindmica do marcador de spin no meio em
que este se encontra. Os tensores magnéticos g e A sdo definidos em um sistema fixo na
molécula, onde as constantes de taxa de difusdo rotacional em torno dos eixos X, y e z estdo
incluidas [64]. Os parametros de entrada dos tensores g e A (G) foram determinados por uma

andlise geral de todos os espectros para duas componentes espectrais, S e W (Tabela 4.1).

Todos os espectros foram simulados usando os mesmos valores pré-fixados.

Tabela 4.1 Componentes dos tensores g (fator g) e A (desdobramento hiperfino) usados no programa de

simulagdo NLLS.

Parametro Componente S Componente W
Oxx 2.0092 2.0082
Oyy 2.0060 2.0060
0z 2.0026 2.0026
Ax (G) 7.5 75
Ay (G) 8.4 75
A, (G) 35.1 35.0

ap=17.0G
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4.2.3 Medidas de DLS

Os experimentos de DLS foram realizados no Instituto de Quimica da USP de Séo
Carlos, utilizando um equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Este instrumento é
equipado com um laser de He—Ne com uma fonte de luz com comprimento de onda em 633
nm. A intensidade da luz espalhada em um angulo de 173° é medida por um fotodiodo do tipo

avalanche.

As solucdes de BSA foram colocadas na cédmara de amostra contendo um
termostato e submetidas a variacGes de temperatura de 25-65°C, controladas com precisao de
+ 0,1°C. Cada ponto das curvas obtidas nas medidas de DLS ¢ o resultado da média de cerca
de 10 pontos. As medidas das flutuagcdes na intensidade da luz espalhada foram avaliadas
utilizado o software de analise DTS (do inglés Dispersion Technology Software) nano
(Malvern). Os diametros hidrodinamicos das particulas, Dy, € a largura da distribuicéo (indice
de polidispersibilidade — PDI) foram estimados a partir da funcdo de auto-correlacgéo,
utilizando o método de Cumulantes com base em um Unico ajuste exponencial da funcdo
correlacdo. Além disso, uma andlise alternativa baseada em um ajuste exponencial multiplo
da funcdo de correlacdo, dando a distribuicdo de tamanhos de particula e suas contribuicdes
para a intensidade global de espalhamento (non-negative least squares — NNLS — ou
CONTIN) também foi realizada. O algoritmo de analise NNLS, que encontra o melhor ajuste
por minimos quadrados, consiste de um método de andlise de alta resolugdo muito eficiente

para analisar misturas.

O coeficiente de difusdo médio foi obtido a partir da Equacdo 2.28. As amostras
utilizadas em nossos experimentos correspondem a 10 mg/ml de BSA, preparada por dilui¢éo
do po liofilizado, no mesmo tampdo usado nos experimentos de RPE (PBS, pH 7.4). Apds a
diluicdo da BSA, a solucéo foi centrifugada e em seguida filtrada, em filtros Milipore 0,4 zm,
para remover qualquer particula ndo solubilizada. A solugdo concentrada de surfactante foi
filtrada separadamente e uma apropriada aliquota desta solucdo foi cuidadosamente
adicionada as cubetas de DLS contendo BSA. Todas as medidas foram realizadas pela Profa.

Dra. Patricia S. Santiago durante seu pés-doutorado.
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5 Resultados

5.1 Espectros de RPE de BSA marcada com MAL-5

Na Figura 5.1 o espectro de RPE do marcador de spin Mal-5 covalentemente
ligado ao grupo-SH da BSA é mostrado. Este espectro é composto, basicamente, por duas
componentes espectrais ou duas populacdes de marcadores de spin, associadas a diferentes
graus de mobilidade. Estas duas componentes tem sido denominadas na literatura como
fortemente (componente S) e fracamente (componente W) imobilizadas. Na Figura 5.1a 0
espectro simulado (linha vermelha) estd superposto ao espectro experimental (linha preta)
para mostrar a qualidade do ajuste. O parametro (2A;) que esta relacionado com o grau de
restricdo ao movimento do marcador de spin da componente S e o desdobramento hiperfino
isotropico (a,), que € sensivel a polaridade do ambiente no qual o nitroxido esta dissolvido,
também estdo indicados. Na Figura 5.1b as componentes espectrais simuladas W e S sdo
mostradas separadamente. Note que a componente espectral que representa a populagdo de
marcadores de spin com maior mobilidade (W), com tempo de correlagéo rotacional na escala
de nanosegundos, apresenta trés linhas de ressonancia finas com um desdobramento hiperfino
isotropico, 2a, = 17,1 G + 0,5 G, consistente com um nitroxido dissolvido em tampao. Por
outro lado, nossos dados mostram que a componente relacionada a populacdo de marcadores
de spin com menor mobilidade (S), na escala de tempo do RPE para radicais nitroxidos em
banda X (9,4 GHz), apresentou tempo de correlacdo rotacional cerca de uma ordem de
magnitude maior que a populacdo da componente W, sugerindo fortes interacdes entre a

cadeia lateral do marcador de spin e a cadeia polipeptidica.

O pardmetro 2A,, € altamente sensivel a mobilidade do nitroxido. Valores de 2A,
em torno de 65 G a 18°C para componente S sdo um indicativo de que os nitroxidos estdo
formando ligacOes de hidrogénio com a proteina [65]. Outros fatores que alteram o valor do
2A séo as ligagdes de hidrogénio que o grupo N-O do nitréxido faz com as moléculas do
meio e também as interacfes de Van der Walls [65], ambas as interacbes podem alterar a

densidade eletrénica da ligagdo N-O.
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Figura 5.1: (a) Espectros de RPE experimental (linha preta) e simulado (linha vermelha) a 38°C do marcador de spin mal-5
covalentemente ligado ao grupo sulfidrila da BSA (0,2 mM) em tampao fosfato pH 7,4. Os espectros de melhor ajuste
foram obtidos através do programa NLLS, usando um modelo de duas componentes para todos os espectros. (b) as
componentes espectrais fortemente (S) e fracamente (W) imobilizadas. Os pardmetros de RPE 24,,e o desdobramento

hiperfino isotrépico 2a, sao indicados. Campo magnético total: 100 G.

Na Figura 5.2, um modelo molecular ilustra a acomodacdo do Mal-5 ligado ao
grupo sulfidrila. As liga¢des de hidrogénio dos atomos de oxigénio do grupo maleimido com
a cadeia polipeptidica também estéo indicadas. Estas ligacGes, que provavelmente favorecem
a alta reatividade do maleimido com o grupo sulfidrila, poderiam prender o grupo maleimido
a dobra da proteina, explicando a baixa mobilidade do marcador de spin. A ligacdo que une 0
maleimido ao nitroxido é extremamente importante, pois é gracas a ela que o marcador de
spin pode executar movimentos rotacionais. Como em um dos lados o marcador de spin esta
covalentemente ligado ao atomo de enxofre da cisteina e do outro lado esta ligado ao
hidrogénio do grupo amida ou a algum grupo das cadeias laterais da proteina, o estado de
baixa mobilidade do marcador da componente S pode ser explicado pela forte interacdo do

nitroxido com a proteina. Ja o estado de alta mobilidade do marcador da componente W é
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explicado pela interacdo do nitroxido com o solvente.

Figura 5.2: Modelo esquematico do marcador Mal-5 ligado covalentemente ao grupo sulfidrila da proteina. Neste
modelo o atomo de oxigénio do nitréxido pode formar ligagées de hidrogénio com o grupo amida da cadeia principal da
proteina, gerando a componente S, ou com as moléculas de agua do solvente, formando a componente W. Os dois
atomos do oxigénio do anel maleimido também formam liga¢des de hidrogénio com a proteina prendendo fortemente o

marcador a dobra da cadeia polipeptidica.

Essa interpretacdo das duas componentes, que é muito importante para a analise
dos espectros de RPE de proteinas em geral, pode ser mais bem entendida com os espectros
mostrados na Figura 5.3. Para verificar a acessibilidade das componentes S e W, o agente de
relaxacdo paramagnético cloreto de niquel Il (NiCly), o qual é solivel em &gua, foi
introduzido na solugGes com BSA marcada. Quanto maior a disponibilidade do NiCl, nas
amostras, maior € a probabilidade de colisdes do agente de relaxacdo com o nitroxido, o que
acarreta em perda do sinal paramagnético e, consequentemente, a uma reducgdo da intensidade
do sinal de RPE. Este efeito pode ser notado a partir dos espectros da Figura 5.3. A uma
concentracdo de 50 mM de NiCl, é possivel notar a auséncia da componente fracamente
imobilizada no espectro de RPE, enquanto a componente fortemente imobilizada permanece
essencialmente inalterada. J& quando a concentracdo de NiCl, aumenta drasticamente, como
no espectro de BSA tratada com 200 mM de NiCl,, hd& uma moderada reducédo da intensidade

do sinal de RPE em relacdo a amostra tratada com 50 mM de NiCl,. Quando o nitroxido
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interage por ligacGes de hidrogénio com a proteina, dando origem a componente S, (Figura
5.2) ele fica menos exposto ao solvente e, consequentemente, ao niquel Il. Deste modo, a
reducdo dos marcadores da componente S sé se torna consideravel para altas concentracdes de
NiCl,, como evidenciado na figura abaixo. Por outro lado, os marcadores de spin que realizam
ligacGes de hidrogénio com o solvente, originando a componente W, tém mais liberdade para

se mover e, portanto, mais contato com o agente de relaxacao.

[NiCL] (mM)

50

3450 3475 3500 3525 3550
Campo Magnético (G)

Figura 5.3: Espectros de RPE experimental a 25°C do marcador de spin Mal-5 covalentemente ligado ao grupo sulfidrila
da BSA (0,2 mM; pH 7,4) tratada com diferentes concentracdes do agente de relaxagdo paramagnética (NiCl,). O sinal de
RPE tende a desaparecer com o aumento da frequéncia de colisdes entre o nitroxido e os ions de niquel. Os ions de

niquel acessam os marcadores de spin da componente W mais facilmente. Campo magnético total: 100 G.

Essa interpretacdo pode ser mais bem entendida a partir dos valores observados da
componente-z do tensor hiperfino-**N (A,,), isto é, podemos obter outro indicativo de que a
populacdo de marcadores da componente S se deve as interagdes de hidrogénio entre o
nitréxido e a proteina_ Isto porque o campo elétrico local, em torno do nitréxido, pode afetar a
densidade do elétron desemparelhado no nudcleo de nitrogénio e, consequentemente, a
interacdo de contato de Fermi, o que altera o valor do A,,. Este valor por sua vez pode ser

obtido por simulacdo dos espectros de RPE ou por medidas diretas nos espectros a -70°C.
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Quando o nitroxido interage por ligacdes de hidrogénio no estado cristalino, com alta
restricdo de movimento, o parametro A, assume valor em torno de 35 G, enquanto em um
ambiente hidrofobico este valor tende a diminuir cerca de 3 G [66]. Em nossos experimentos,
obtivemos valores de A, desta magnitude para marcadores de spin em BSA, veja se¢do 5.2,
em acordo com nossa interpretacdo. Por isso, 0s parametros dindmicos obtidos a partir dos
espectros de RPE podem ser associados aos marcadores de spin em que a cadeia lateral

encontra-se livre no solvente ou ligada a cadeia polipeptidica da proteina.

[BSA] (mM)

0,20

25°C

Figura 5.4: Espectros de RPE experimental a 25°C do marcador de spin Mal-5 covalentemente ligado ao grupo sulfidrila
da BSA (pH 7,4) em diferentes concentragdes. O sinal de RPE tende a reduzir de intensidade com o aumento do contetido
de agua disponivel, contribuindo para a formagdo da componente W. A precisio das medidas e da simulagdo dos

espectros fica comprometida para concentraces de BSA abaixo de 0,08 mM. Campo magnético total: 100 G.

Na Figura 5.4 acima, os espectros de RPE do marcador Mal-5 ligado
covalentemente & BSA a temperatura ambiente sdo mostrados para varias concentragfes de
BSA em tampdo (pH 7,4). A medida que a concentracdo de proteina diminui, isto €, o
contetdo de &gua disponivel aumenta, ha um acréscimo significativo da componente W no
espectro de RPE, ao passo que nenhuma alteragdo no 2A, é notada. Em concentragdes abaixo
de 0,08 mM, o nuimero de moléculas de proteinas nas amostras cai bastante e,

consequentemente, a quantidade de marcadores de spin também. Deste modo, a qualidade dos
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espectros comeca a ficar comprometida devido a diminuicéo da intensidade do sinal de RPE.
Estes resultados sé&o um indicativo de que quanto maior a disponibilidade de solvente, maior
sera a chance do marcador de spin realizar ligacdes de hidrogénio com as moléculas de 4gua e
assim contribuir para o0 aumento da componente W. Em solucgdes diluidas a atividade da agua
€ maior (aumenta sua capacidade de solubilizagdo) e isto deve favorecer conformagdes da
BSA mais expandidas e expostas ao solvente (aumento da fracdo de componente W no
espectro). Além disso, devemos considerar o fato de que para concentracfes mais altas pode
haver agregacOes entre as proteinas. Sendo assim, consideramos mais adequado trabalhar com
concentracfes de BSA acima de 0,08 mM, para que pudéssemos obter sinais de EPR de
melhor resolugédo que nos permitisse realizar medidas diretamente dos espectros de RPE sem
cometer erros. Baseado nos resultados da Figura 5.4, foi escolhido trabalhar em uma
concentracdo final de 0,15 mM de BSA.

5.2 Efeitos de Surfactantes na Dinamica da BSA

Na Figura 5.5 sdo mostrados 0s espectros experimentais (linhas pretas) e
simulados (linhas vermelhas) de BSA tratada com diferentes concentracdes de SDS, CTAC e
HPS. A simulacdo de todos os espectros foi realizada a partir do software NLLS (do inglés,
Non Linear Least Square), desenvolvido pelo grupo do Dr. Jack H. Freed da Universidade de
Cornell, o qual usa os modelos de Levenberg—Marquardt e os minimos quadrados. Vale a
pena mencionar que o processo de simulacéo de espectros com duas componentes superpostas
é trabalhoso e exige certa experiéncia do pesquisador na analise dos dados. Para otimizar os
parametros magnéticos de entrada com base no conjunto de espectros do trabalho, com o

intuito de fixa-los para todas as simulacdes, pode levar dias de trabalho arduo.

Para cada um dos espectros, as populacdes de marcadores da componente
fortemente imobilizada, Ng, bem como os tempos de correlagéo rotacional desta componente,
T.(S) foram obtidos e também estdo indicados na figura. Como pode ser visto da Figura 5.5,
as convergéncias dos ajustes foram boas, resultando em espectros simulados bem proximos
dos espectros experimentais. A qualidade destas convergéncias garante a confiabilidade dos
pardmetros obtidos a partir das simulagdes. E importante notar da Figura 5.5 as mudangas que

ocorrem na forma de linha dos espectros, indicando uma tendéncia a formagdo da componente
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W e, consequente, desaparecimento da componente S a medida que se aumenta a
concentracdo dos surfactantes na solucdo contendo BSA (0,15 mM). O primeiro ombro,
referente a populacdo da componente S, diminui drasticamente nos espectros das amostras
tratadas com 10 mM de SDS e CTAC. Ja os espectros de amostras tratadas com HPS
sofreram poucas alteragcBes. Podemos notar ainda que este efeito € mais evidente nos
espectros relacionados as amostras tratadas com CTAC, onde o primeiro ombro no espectro

além de diminuir, sofre um deslocamento em direcao ao pico central.

[SDS] [CTAC] [HPS]
Tes (ns) N, (%) (mM) 0
13.8 93.2 0 14.6 93.1 0 151 . 0
89.1
11.9 88.6 4 23//\/‘ 88.9 4 118 4
82.1
106 809 10 185///\/‘ 10 11.9 871 10

Figura 5.5: Espectros de RPE experimental (linha pretas) e simulado (linhas vermelhas) a 25°C do marcador de spin Mal-5
covalentemente ligado ao grupo sulfidrila da BSA (pH 7,4) para varias concentrages de surfactantes. Os valores dos
parametros, obtidos do melhor ajuste através do programa NLLS, estdo indicados: t.(S) é o tempo de correlagdo
rotacional da componente fortemente imobilizada e Nga percentagem de marcadores desta componente. A
concentragdo de surfactante (0, 4 e 10 mM) também estd indicada no lado direito de cada espectro. A concentragao final

de BSA foi de 0,15 mM. Campo magnético total: 100 G.

Como comentado na secdo 4.2, em todos 0s experimentos, as amostras de BSA
foram incubadas com os surfactantes por 1,5 h antes de serem levadas ao espectrémetro de
RPE. Entretanto, para chegar a este tempo de incubacdo adequado, foi realizado um

experimento prévio usando o SDS, no qual avaliamos os efeitos deste surfactante sobre a
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BSA para diferentes periodos de incubacdo. O objetivo deste experimento, além de obter um
tempo adequado, era o de evitar trabalhar com amostras em que o efeito dos surfactantes, em
cada concentracao, sobre as proteinas ainda ndo tivesse atingido seu maximo, o que poderia
comprometer nossa interpretacdo. Na Figura 5.6 sdo mostrados os espectros resultantes deste
estudo para amostras tratadas com 10 mM de SDS. Nossos resultados mostraram que
nenhuma alteracdo significativa na forma de linha dos espectros ocorre em amostras
incubadas por mais de 1,5 h, mesmo para incubacdes de até 27 h, sugerindo que o efeito do
SDS sobre as cadeias polipeptidicas da BSA se estabiliza para uma incubacdo em torno de 1,5

h. O mesmo resultado foi obtido para as outras concentra¢Ges usadas neste trabalho.

t (h)

1,5

Figura 5.6: Espectros de RPE experimental a 25°C do marcador de spin Mal-5 em BSA (pH 7,4) tratada com 10 mM de SDS
para diferentes tempos de incubagdo. As linhas pontilhadas delimitam o intervalo de campo magnético do 2A;,. Campo

magnético total: 100 G.

Os espectros de RPE do marcador Mal-5 estruturado na BSA submetida a
diferentes concentragOes de surfactantes demonstraram que a adi¢cdo de surfactantes produz
um acréscimo na mobilidade das cadeias polipeptidicas da proteina, evidenciado pelo
parametro espectral 2A;. A dindmica da BSA avaliada pelo parametro 2A, resulta em uma
curva caracterizada por um decréscimo acentuado em baixas concentragdes de surfactantes e

um decréscimo ligeiramente menor para concentracfes acima de 10 mM de surfactante, como
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mostrado na Figura 5.7. Além disso, podemos notar que em concentracdes de até 2 mM néo
ha distincdo entre os efeitos do SDS, do CTAC e do HPS. J& para concentra¢cdes maiores, um
efeito similar é observado para os surfactantes aniénico SDS e o catidbnico CTAC sobre a
cadeia polipeptidica da BSA, ao passo que para o surfactante zwiteribnico HPS o efeito
observado é bem menor. Estes resultados sdo um indicativo de que as alteragGes na dindmica
da cadeia polipeptidica da proteina ndo € um fator que depende apenas das interacfes entre as

cargas dos surfactantes e as cargas dos aminoacidos.
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Figura 5.7: Parametro espectral 2A,, de BSA marcada com Mal-5 em fun¢do da concentra¢do dos trés surfactantes
estudados. O 2A,, é altamente sensivel a mobilidade do nitréxido e é obtido por medida direta no espectro de RPE. A
incerteza nos pontos representa o desvio na medida entre trés experimentos independentes.

A grande vantagem de se usar o parametro 2A;, € que ele pode ser medido
diretamente a partir do espectro de RPE, além de permitir uma andlise imediata da dinamica
do nitréxido inserido na proteina. Por outro lado, 0 2A, ndo permite uma anélise isolada do
comportamento das duas populagdes de marcadores de spin na proteina. Uma analise mais
precisa dos espectros ¢ feita a partir dos parametros obtidos por simulacdo computacional. O
tempo de correlacdo rotacional (t.), o qual reflete a dindmica do meio onde o marcador de

spin se encontra, pode ser obtido separadamente para cada popula¢do dos marcadores de spin
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através da simulacdo dos espectros. Os tempos de correlagdo rotacional para as componentes
S e W, em funcdo da concentragdo dos surfactantes, séo mostrados na Figura 5.8. Podemos
notar através dos valores de t.(S), painel superior, que a mobilidade da cadeia polipeptidica

da BSA aumentou na presenca dos trés surfactantes, similar ao indicado pelos valores de 2A,.
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Figura 5.8: Tempo de correlagdo rotacional, T, em fun¢do da concentra¢do de surfactante, para as componentes
fortemente 1.(S), painel superior, e fracamente imobilizada t.(W), painel inferior, para os trés surfactantes estudados.
Estes valores foram obtidos a partir do espectro simulado do marcador Mal-5 na BSA (pH 7,4). A incerteza nos pontos
representa o desvio na medida entre trés experimentos independentes.

Embora os surfactantes SDS e CTAC possuam grupos polares com cargas
opostas, ambos apresentaram efeitos similares sobre a dindmica do marcador de spin na
proteina, enquanto que o surfactante zwiteribnico HPS mostrou um efeito moderado,
principalmente para concentracfes acima de 10 mM. A similaridade entre os resultados da
Figura 5.7 e os resultados da Figura 5.8, mostram que as simulagdes dos espectros de RPE
foram satisfatorias. Da Figura 5.8 (painel inferior) vemos ainda que os trés surfactantes
estudados foram capazes de aumentar a viscosidade do microambiente em torno do

aminoacido Cys-34 da BSA, como indicado pelos valores de t.(IW). Neste caso, as amostras
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tratadas com CTAC ou HPS apresentaram comportamentos similares em todo intervalo de
concentragdo, com um moderado aumento do t.(W). Por outro lado o SDS restringiu
drasticamente o movimento do nitroxido para concentracfes de 10 a 20 mM. Estes resultados
mostram claramente que todos os surfactantes perturbam o microambiente local do nitroxido,
e também indicam que os efeitos dos surfactantes sobre os marcadores de spin da componente

S tém origem diferente dos efeitos sobre os marcadores da componente W.

Na Figura 5.9 € mostrado o comportamento da populacéo relativa de marcadores
de spin da componente S (Ng) com o aumento da concentracdo dos surfactantes.
Analogamente ao observado na Figura 5.7 e painel superior da Figura 5.8, a populacéo de
marcadores de spin contatando a proteina também sofreu um significativo decréscimo com o
aumento da concentracdo dos surfactantes. E, novamente, o HPS apresentou um menor efeito
na reducédo da populacdo Ng para concentragdes entre 10 e 20 mM. Este resultado sugere que
os surfactantes alteram a conformacdo local da BSA onde o nitréxido esta ligado, rompendo

as pontes de hidrogénio e dificultando o contato da cadeia lateral do nitréxido com a proteina.

95
~m-SDS
CTAC
“ \+ ~O- HPS
901 o)

80

754 +
O 5 10 15 20
[Surfactante] (mM)

Figura 5.9: Populagcdo relativa da componente S no espectro de RPE de BSA marcada com Mal-5 em fungdo da
concentracdo de surfactante. Estes resultados foram obtidos a partir da curva de melhor ajuste dos espectros, utilizando
o programa NLLS. A incerteza nos pontos representa o desvio na medida entre trés experimentos independentes.
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Outro parédmetro importante obtido a partir da simulagdo dos espectros com o
programa NLLS é o 2A,, ou seja, a componente principal z do tensor hiperfino, que pode ser
usado para avaliar a polaridade do meio no qual o nitroxido estad dissolvido. No estado
congelado, devido a imobilizacdo do nitroxido, na escala de tempo de RPE, é observada uma
aproximacéo entre os valores de 2A, e 2A,;, a qual é modulada pela distancia média entre a
densidade de elétrons desemparelhados no ndcleo de nitrogénio [65]. Quando as cargas
positivas nas vizinhancas do nitroxido polarizam a ligacdo N-O o atomo de nitrogénio se
torna mais eletropositivo, a distancia média é reduzida e o 2A,; aumenta. Na Figura 5.10 é

mostrado o comportamento do parametro 2A,; em funcdo da concentracdo de surfactante.
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Figura 5.10: Componente principal z do tensor hiperfino 2A,, para a componente S em fun¢do da concentra¢do de
surfactante, obtida a partir da curva de melhor ajuste dos espectros de RPE, utilizando o programa NLLS. Em destaque,

no canto superior direito da figura, € mostrado o perfil das curvas em baixas concentragdes de surfactantes. A incerteza
nos pontos representa o desvio na medida entre trés experimentos independentes.

O ambiente em torno do marcador de spin contatando a cadeia polipeptidica da
BSA (S) torna-se menos polar com o aumento da concentragdo dos surfactantes, como
indicado pelos valores de Az;.. Além disso, a polaridade do meio, monitorada pela componente
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S do Mal-5, foi reduzida consideravelmente em concentragdes acima de 10 mM, porém de
forma diferente para cada um dos surfactantes, seguindo a ordem: HPS < SDS < CTAC. E,
assim como indicado pelos outros parametros comentados anteriormente, o nitréxido sentiu
um menor efeito, quando a BSA foi submetida ao surfactante zwiteridnico, indicando que a
distribuicdo do HPS na regido em torno da cisteina acontece de forma a ndo expor tanto a
cadeia hidrofobica desta molécula, quando comparado aos outros surfactantes.

5.3 Perfil Termodinamico do Marcador de Spin

O logaritmo natural da razdo da populacdo de marcadores de spin nos dois estados
de movimento, N,,/Ng, em funcdo do reciproco da temperatura absoluta (T™) para amostras
tratadas com 10 mM de SDS, CTAC e HPS, é apresentado na Figura 5.11. O gréafico mostra
um comportamento linear bimodal para os trés surfactantes estudados. Para temperaturas de
até cerca de 26°C as curvas possuem inclinacdo negativa acentuada, e a partir deste ponto a
inclinacdo diminui. Esta inclinagdo negativa nas curvas do In N,,/N; ja era esperada, uma vez
que a populacdo de marcadores da componente S aumenta nos espectros de proteinas
marcadas com maleimido para baixas temperaturas; o aumento da temperatura induz um

acréscimo no nimero de marcadores da componente W.

Como esperado, podemos notar da Figura 5.11 que as alteragdes promovidas
pelos surfactantes SDS e CTAC na BSA foram similares em todo intervalo de temperatura,
enquanto que o HPS teve um efeito menor. Como a BSA estd em constante movimento e
sofrendo mudangas conformacionais quando a temperatura muda, este resultado é um
indicativo de que a ligacéo de cada surfactante na proteina ndo depende simplesmente de sua
capacidade em penetrar nos sitios de ligacdo da BSA, mas € processo um pouco mais
complexo e que envolve outros fatores. Vale a pena mencionar que os espectros de RPE se
mostraram completamente reversiveis no intervalo de temperatura estudado (dados omitidos)
mostrando que as duas configuracBes da cadeia lateral do nitroxido no dominio | da BSA
estdo em equilibrio termodindmico. Neste contexto, Moriyama e colaboradores estudaram
extensivamente os processos de renovelamento (do inglés refolding) de proteinas [67]. Seus
resultados mostraram que a desnaturacdo térmica de BSA tem um aspecto caracteristico: a

mudanca conformacional é reversivel para temperaturas até 50°C, mas € apenas parcialmente
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reversivel acima desta temperatura, em acordo com nossos resultados.
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Figura 5.11: Logaritmo natural da razdo entre as populagées de marcadores de spin das componentes fracamente e
fortemente imobilizadas, Ny,/Ns, obtidas a partir do melhor ajuste dos espectros de RPE do Mal-5 estruturado em BSA na
presenca e na auséncia de 10 mM de surfactante, como fun¢ao do reciproco da temperatura absoluta. A incerteza nos
pontos representa o desvio na medida entre trés experimentos independentes.

Para obter informacbes mais precisas acerca da estabilidade e interacdo da BSA
com os surfactantes submetidos a diferentes temperaturas (6-46°C), o perfil termodindmico do
sistema foi tracado. Os parametros termodindmicos podem ser determinados considerando
que a populacdo relativa das componentes S e W satisfaz a funcdo de distribuicdo de
Boltzmann, com apenas dois niveis de energia em que cada um possui n estados de
degenerescéncia, ou n maneiras de se obter este nivel de energia, podemos escrever a seguinte

expressao para a razéo entre as populacgdes [68]:

N, = (:;—W).NS. e~ (Ew=Es)/RT (5.1)

S

ou
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InYw — M _ EwoEs) (5.2)
N ng RT

onde N,,/Ng é um fator pré-exponencial que reflete a razdo entre o nimero de configuracGes
para formar as componentes W e S, respectivamente. E,, e Eg sdo as energias do nitréxido em

suas duas configuracdes na proteina.

Em equilibrio termodindmico AG = 0, e a energia livre padrio de Gibbs (AG°) esta
relacionado a constante de equilibrio K entre os dois estados dos marcadores de spin através

da relagéo

N AG®
InK=ln—2%=——
N RT

: (5.3)

onde R é a constante universal dos gases e T a temperatura absoluta em Kelvin. Como AG°

pode ser escrito como a soma

AG® = AH® — TAS®, (5.4)

onde AH® e AS® séo as variagGes de entalpia e entropia na temperatura em que AG° esta sendo

avaliado. Assim, podemos escrever

0 0 0
Ink =22 =2 _ 2% (5.5)

RT R RT'

A equacdo 5.5 mostra que, na pratica, os valores numéricos de AS® e AH® podem
ser determinados a partir do grafico de van’ t Hoff (InN, /Ns versus 1/T), como o
apresentado na Figura 5.11. Neste grafico, o coeficiente angular da curva é dado por —AH°/R
e o coeficiente linear por —AS°/R. Na Tabela 5.1 estdo apresentados os valores calculados
para as variagcdes nos parametros termodinamicos AGL.,,,, AH2,,, e AS?.,,,. Convém ressaltar
que energia livre de Gibbs foi calculada para uma temperatura fixa de 30°C. Como ja

mencionado, nossos resultados mostraram que tanto as amostras controle, quanto as amostras
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tratadas com surfactantes apresentaram mudancas na inclinagdo nas curvas em torno de 26°C
(Figura 5.11), o que provavelmente se deve as mudangas conformacionais locais, isto €, na
cavidade onde se localiza o sitio sulfidrila. Por este motivo, a caracterizacdo termodinamica
do sistema foi dividida em dois intervalos de temperatura para cada curva, 6-26°C e de 26-
46°C.

Da Tabela 5.1 podemos notar que tanto a amostra controle quanto as amostras
tratadas com surfactantes sofreram grandes variagdes de entalpia no intervalo de temperatura
de 26-50°C. O aumento da temperatura faz com que o sistema absorva calor e fiqgue menos
organizado, indicando que a troca de S para W é um processo endotérmico com aumento de
entropia. Por outro lado, a diferenca na entalpia é também a energia necessaria para dissociar
a fracdo de marcadores com movimento restrito da proteina. Em outras palavras, esta
diferenca representa o ganho energético do nitroxido para formar ligacdes de hidrogénio com
a proteina ao invés de ser exposto ao tampdo. A espontaneidade da liga¢do dos surfactantes a
BSA pode ser verificada pelos baixos valores de AG apresentados na tabela. Podemos ver
ainda que as amostras tratadas com SDS mostraram altos valores de N,,/Ns; em todo intervalo
de temperatura (Figura 5.11), indicando que a presenca do surfactante contribui para o
equilibrio s & w junto a formacdo da componente W, que representa a configuracéo de maior
energia ou menor estabilidade. Por outro lado, baixas temperaturas contribuem para que haja
uma estabilizacdo da configuracdo S com mudancas irrisérias na entropia para BSA pura, e
pequenas mudancas para BSA tratada, quando comparado aos valores de AS° em altas
temperaturas.

Tabela 5.1: Alterages na energia livre padrdo de Gibbs (a 30°C), entalpia e entropia para dissociar a cadeia lateral do

nitroxido da cadeia polipeptidica da proteina. A BSA (0,15 mM) foi marcada com o marcador de spin derivado do
maleimido Mal-5. Os surfactantes foram adicionados em uma concentragdo de 10 mM.

AGL,,, (K]/mol) AHY,,, (K]/mol) AS2,,, (J/mol.K)
Amostras Intervalo de Temperatura (°C)
6-26 26-46 6-26 26-46
BSA 6.7 7.1 21.7 0.4 49.8
BSA + HPS 3.3 11.7 31.4 26.8 92.5
BSA + SDS 2.1 14.2 32.2 38.5 98.4
BSA + CTAC 1.7 17.6 33.9 51.5 106.3

* Os valores numéricos foram calculados utilizando a Equacéo 5.5 e os dados do gréfico apresentado

na Figura 5.11, veja detalhes no texto.
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Na Figura 5.12 sdo mostrados os dois tempos de correlagdo rotacional para as
duas componentes espectrais, t.(W) e t.(S), em funcdo da temperatura. Como era de se
esperar, houve uma diminuicdo nos valores de t., ocasionado pelo aumento da mobilidade da
cadeia polipeptidica da BSA a medida que a temperatura era aumentada. Podemos notar ainda
que, similarmente ao que foi observado na Figura 5.11, ambos os pardmetros foram
totalmente sensiveis ao aumento da temperatura e aos efeitos dos surfactantes a 10 mM. Os
efeitos dos surfactantes sobre a mobilidade da cadeia lateral da proteina foram maiores, como
pode ser visto pelo comportamento do t.(S) (Figura 5.12A), ao passo que as mudancas
notadas na viscosidade local causadas pelos surfactantes, as quais foram monitoradas pelos
valores de t.(W), mostraram uma diferenga maior em relacdo & amostra controle somente em
altas temperaturas (Figura 5.12B). Podemos observar ainda que o indicativo de mudanca
conformacional observado anteriormente na Figura 5.11 é também refletido nos parametros
de mobilidade t.(W) e t.(S), com efeito modesto na dindmica dos marcadores da

componente W.
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Figura 5.12: Dependéncia do tempo de correlagdo rotacional com a temperatura para as componentes fortemente (t.(S),
painel A) e fracamente (t.(W), painel B) imobilizadas, obtida do espectro de melhor ajuste do marcador Mal-5 em BSA
pura (circulos fechados) e BSA tratada com 10 mM de SDS (quadrados), de CTAC (tridangulos) e de HPS (circulos abertos), de

surfactantes.
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A dindmica da BSA e do complexo BSA-surfactantes submetido as variacfes da
temperatura foi também avaliada pelo pardmetro 2A,, Figura 5.13. Vemos entdo que o
parametro 2A, também ¢é altamente sensivel ao aumento da temperatura. Entretanto, nao foi
possivel notar a “quebra”, indicativa de mudanca conformacional, observada nas duas ultimas
figuras apresentadas, na inclinacdo das curvas do 2A,. Isto ocorre porque este parametro,
diferente de t., ndo tem uma relacdo linear com a temperatura, sendo menos adequado para
analisar o comportamento térmico da dindmica molecular. Resultados como este mostram a
importancia da simulacdo dos espectros, uma vez que pequenas alteracfes na conformacao de
uma proteina sdo de extrema importancia na caracterizacdo de sua capacidade em ligar

pequenas moléculas.
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Figura 5.13: Dependéncia do parametro espectral 2A;, com a temperatura, obtida diretamente do espectro experimental
do marcador Mal-5 em BSA pura e BSA tratada com 10 mM de surfactantes. O 2A;, é altamente sensivel as varia¢6es de
temperatura, refletindo as mudangas na mobilidade do nitréxido. A incerteza nos pontos representa o desvio na medida
entre trés experimentos independentes.
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5.4 Efeitos dos Surfactantes Avaliados por Espalhamento de Luz Dinamica

A Figura 5.14 mostra o comportamento do didmetro hidrodinamico médio, Dy, em
funcdo da temperatura para BSA (10 mg/ml) em pH 7,4. Na auséncia dos surfactantes a BSA
apresentou um valor de Dy muito estavel, em torno de 9,2 nm a 25°C, em concordancia com
resultados reportados na literatura [69, 70]. Sendo assim, sob estas condi¢fes experimentais a
alta estabilidade da proteina foi confirmada e o tamanho da particula ndo foi modificado. No
entanto, quando altas temperaturas sdo alcancadas (~54°C) a desnaturacdo da proteina ocorre,
seguida por algumas agregacOes das proteinas, como denotado pelo alto valor do diametro
hidrodinamico até 24 nm (veja Tabela 5.2). Como mencionado acima, a temperatura de
desnaturacdo critica foi definida em torno de 54°C em pH 7.4, ponto onde houve mudanca
drastica na dimensdo do espalhamento das particula, sugerindo a presenca de agregados na
solucdo como resultado do processo de desnaturacéo de proteina. Resultados de DSC em que
a BSA é submetida a variacdes térmicas, mostram uma temperatura critica de desnaturacéo

em torno de 64°C, com estagio inicial em 55°C [71].
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Figura 5.14: Varia¢do no didametro hidrodinamico (D,) da BSA pura, num intervalo de temperatura de 25-65°C. O
aumento dos valores de D, em torno de 53°C indica o inicio da desnaturagdo da proteina.

Na Figura 5.15 podemos notar claramente a alta estabilidade da proteina na

presenca do surfactante anidnico SDS. O diametro hidrodinamico da BSA, tratada com 4 e 10
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mM de SDS, ndo sofreu qualquer alteracéo significativa em todo o intervalo de temperatura
avaliado. Este resultado sugere que o SDS em concentracdes na faixa de milimolar promove
uma estabilizacao térmica da estrutura global da BSA, fazendo com que a temperatura critica
de desnaturacdo seja deslocada para valores maiores. Este resultado mostra que, de alguma
forma, o SDS modifica a estrutura da BSA diminuindo seu grau de flexibilidade e,

consequentemente alterando sua temperatura de desnaturacéo.
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Figura 5.15: Variagdo no diametro hidrodinamico (D) da BSA tratada com 4 mM (circulos) e 10 mM (triangulos) de SDS,
num intervalo de temperatura de 25-65°C.

Convém mencionar que 0s experimentos de DLS avaliam a estrutura oligomérica
total da BSA, enquanto que os resultados de RPE mostram o comportamento da regido da
proteina em torno do radical nitroxido. Nossos resultados de DLS estdo consistentes com
dados de dicroismo circular (CD) sobre o renovelamento da BSA na presenca de surfactantes
[67] e com resultados de DSC [71, 72] obtidos em estudos do efeito da estabilizagdo do SDS.
Os resultados mostraram que a desnaturacdo térmica de BSA pura € apenas parcialmente
reversivel para temperaturas acima de 50°C, o que ndo ocorre quando a proteina é tratada com
SDS, indicando que a estrutura da proteina é quase que totalmente protegida das mudancas
conformacionais irreversiveis causadas pela desnaturacdo térmica na presenca de altas

quantidades de SDS [67]. Por outro lado, Santos e colaboradores mostraram que numa razao
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de SDS:BSA abaixo de 10:1, o surfactante estabiliza a proteina, elevando a temperatura
critica de desnaturacdo para 70-85°C [71], e que, diferentemente da BSA pura, duas
transicOes separadas sdo observadas. Interessante que esta concentracdo de SDS corresponde
a regido de alta afinidade de &cidos graxos e surfactantes pelos sitios da BSA [73, 74, 72]. Por
outro lado, em altas taxas de SDS:BSA uma Unica transicdo é observada, e, mesmo em razdes
da ordem de 35:1, a temperatura critica de desnaturacdo esta em torno de 78°C [71]. Como
em nossos experimentos a temperatura maxima alcancada foi de 65°C, nés ndo pudemos

observar a temperatura critica de desnaturacéo.

24

o 4 mMHPS
A 10 MM HPS

25 30 35 40 45 50 55 60 65

Temperatura (°C)

Figura 5.16: Variagdo no diametro hidrodinamico (D,) da BSA tratada com 4 mM (circulos) e 10 mM (triangulos) de HPS,
num intervalo de temperatura de 25-65°C.

Na Figura 5.16 sdo mostradas as curvas do diametro hidrodindmico em funcéo da
temperatura, para BSA tratada com 4 e 10 mM do surfactante zwiterionico HPS. O valor do
diametro hidrodindmico da BSA na presenca de 4 mM de HPS a 25°C ¢é de 10,4 nm. Este
aumento relativamente pequeno de Dy, ja evidente em 25 °C, quando comparado ao valor em
BSA pura, indica que ha uma pequena expansdo da proteina na presenga das micelas de HPS.
Uma vez que a cmc do HPS encontra-se em concentracdes bem pequenas, abaixo de 0,1 mM,
tal que em 10 mM uma quantidade significante de micelas estad presente na solugdo. E

importante mencionar que os valores de D medidos para micelas puras de HPS em 4 e



68

10 mM foram de aproximadamente 8,5 nm, em concordancia com resultados reportados em
experimentos de SAXS (8,4 nm, [75]). A desnaturacdo da proteina, induzida pela temperatura,
na presenca de 4 mM de HPS, é percebida pelo gradual aumento do Dy, tendo inicio em
temperaturas proximas as observadas para BSA pura, isto é, em torno de 54°C. As
temperaturas correspondentes as temperaturas do inicio do processo de desnaturacao (T gen)
sdo apresentadas na Tabela 5.2. Na presenca de 10 mM de HPS, o estgio inicial de Dy
observado foi de 11,3 nm, indicando maior expansdo da proteina em relacdo as amostras
tratadas com 4 mM de HPS.

Tabela 5.2: Valores do didmetro hidrodindmico médio ((D})) e temperatura critica (T4.,) associados aos efeitos da
concentragdo dos surfactantes na BSA (10 mg/ml). Todos os valores listados nesta tabela foram obtidos diretamente
das curvas mostradas nas Figuras 5.14-5.17, para intervalos de temperatura de 25-65°C.

[Surfactante] (mM) (Dp) (nm) Tgen (°C) (Dp)den(nm)
SDS
0 9.3+0.5 53+1 24+1
4 0.3+0.5 - .
10 9.5+0.5 - -
HPS
4 10.4+0.5 53+1 20+1
10 11.3+0.5 58+1 16+1
CTAC
0,5 9.6+0.5 50+1 28+1
2 11.0+0.5 52+1 850420
4 11.2+0.5 54+1 1340+20
10 11.6+0.5 56+1 15+1

(Dp) diametro hidrodindmico médio a 25°C; Ty, temperatura critica de desnaturacdo (inicio do processo de desnaturago);

(Dp)den raio hidrodindmico médio em altas temperaturas.

Podemos notar claramente da Figura 5.16 que os valores de Dy aumentam
lentamente com a elevacao da temperatura até o valor critico em torno de 58°C, onde uma
mudanca dréastica na inclinacdo da curva é observada, o que, provavelmente, esta associado a

desnaturacdo da BSA. Os valores médios de Dy, obtidos em nossos experimentos para altas
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temperaturas, na presenca de HPS, foram similares aos observados para BSA pura (Tabela
5.2).

Por fim, na Figura 5.17 as curvas do Dy, para BSA tratada com 4 e 10 mM dos
surfactante cationico CTAC, em funcdo da temperatura sdo mostradas. Os valores do
diametro hidrodindmico da BSA na presenca de 0,5 mM de CTAC tiveram um leve aumento
a 25°C quando comparado ao Dy, da BSA pura, e alcangando valores em torno de 11,0-11,6
nm para concentracdes entre 2 e 10 mM. Este aumento, similar ao observado nas amostras
tratadas com HPS, pode ser também associado a uma expansdo da proteina. Para 2 e 4 mM de
CTAC (figura omitida), sdo observados agregados de proteina em altas temperaturas,
caracterizados pelos altos valores de Dy, (Tabela 5.2). Os valores de Dy, obtidos para micelas
puras de CTAC a 4 e 10 mM foram de aproximadamente 6,5 nm, resultado idéntico aos
valores obtidos nos experimentos de SAXS (6,5 nm [75]). Nestes experimentos, uma
distribuicdo bimodal foi observada, com uma pequena contribui¢do de centenas de grandes

particulas, especialmente a 4 mM, o que contribui para o alto valor de Dy.
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Figura 5.17: Variagdo no didametro hidrodindmico (D,) da BSA tratada com 0,5 mM (tridngulos invertidos) e 10 mM
(tridngulos) de CTAC, num intervalo de temperatura de 25-65°C.
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6 Discussao

De acordo com trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério
[16], a desidratacdo das proteinas do estrato corneo aumenta a energia livre padrao de
Gibbs AGY,,,, estabilizando a interacdo da cadeia lateral do nitroxido com a cadeia
polipeptidica das proteinas. Baixas temperaturas, ou pouco conteudo de &gua, deslocam
o0 equilibrio s & w para maior formacéo da componente S, liberando calor e diminuindo
a entropia. No presente trabalho, efeito contrario foi observado quando as proteinas
foram submetidas aos surfactantes (Tabela 5.1), sugerindo que a reducgéo nos valores de
AGY,,, corresponde a uma maior exposicdo da BSA ao solvente. Isto sugere que a
presenca do surfactante, interagindo com as cadeias polipeptidicas, diminui 0 nimero de
sitios para formacdo de ligacdo de hidrogénio nitroxido-proteina. Por outro lado, a
desidratacdo da proteina acarreta em um aumento da entalpia AHZ.,,, [16], indicando
que a energia necessaria para dissociar a cadeia lateral do marcador de spin da proteina
€ maior quando o contelido de agua é reduzido, ou seja, quando ha menor atividade da
agua (menor capacidade de solubilizacdo). Neste contexto, o efeito dos surfactantes foi
similar a desidratacdo da BSA (Tabela 5.1). Este resultado é um forte indicativo de que
as micelas dos surfactantes também reduzem a atividade do solvente do sistema,
levando a uma menor capacidade em dissolver a cadeia lateral do nitroxido. Convém
mencionar ainda resultados obtidos em trabalhos (ndo publicados) realizados por nosso
grupo, no qual o perfil termodinamico de marcadores de spin derivados do maleimido,
mas com diferentes espacadores entre o grupo maleimido e o anel pirrolidone do
nitréxido, foi determinado. Ambas as quantidades AGY,,, e AH?.,,,, diminuiram com o
aumento do comprimento da cadeia lateral do nitroxido. Aumentando a cadeia lateral do
nitroxido, a distancia entre o residuo Cys-34 e o fragmento N-O do nitréxido também
aumenta, resultando em uma maior exposicdo ao solvente (menor valor de AGY,,),
reduzindo a energia necessaria para transferir os marcadores de spin do estado
contatando a proteina (S) para o estado do nitréxido contatando o solvente (W, menor
valor de AHZ,,,). Sendo assim, os valores dos pardmetros termodindmicos obtidos
fortalece a interpretagdo de que os surfactantes, a 10 mM, contribuem para a
estabilidade da BSA em uma conformacdo mais expandida e mais exposta ao solvente, e

também, produz a diminuicdo na atividade do solvente, o que pode ser explicado pela
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presenca de micelas no ambiente do nitroxido, isto €, nas vizinhancas do residuo Cys-
34.

Neste contexto, € util comparar nossos dados com resultados reportados por
Santos e colaboradores, em que foi investigada a interagdo da BSA com surfactantes
ibnicos, baseado em estudos de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) [76].
Neste trabalho foi reportado que, para concentracdes de até 2 mM de SDS, a BSA néo
sofre qualquer alteracdo em sua conformacao global detectada pelos experimentos de
SAXS. Entretanto, algumas alteragdes foram observadas para amostras tratadas com 5
mM de SDS, alteracBes consistentes com a expansao da proteina, evidenciado tanto
pelo aumento do raio de giro, que passou de 32,1+0,2 A (BSA pura) para 39,1+0,5 A
(na presenca de 5 mM de SDS), quanto pela dimensdo maxima da proteina, que
aumentou de 100 A para 130 A. Por outro lado, para concentracdes maiores que 10
mM, foi necessario analisar os dados de SAXS usando 0 modelo do “colar de pérolas”
(Figura 1.7) [77, 73], no qual foi considerado a ligacdo de agregados micelares a
proteina. Os autores estimaram que cerca de 5-6 destes agregados se ligam a cada
molécula de proteina, nimero semelhante ao da ligacdo de acidos graxos especificos (e
surfactantes) aos sitios da BSA [78]. Além disso, a 10 mM de surfactante, estas
estruturas micelares apresentavam formatos esféricos, enguanto que em altas
concentracdes elas foram mais bem descritas por estruturas elipsoidais. O modelo, o
qual é baseado em uma descricdo fractal do sistema proteina-surfactante, também
sugere que, acima de 10 mM de SDS, ocorre a desnaturacao da proteina, ao passo que a
50 mM hé uma saturacdo dos sitios de ligacdo da BSA. Embora esta estabilidade
reduzida pareca contradizer nossos dados de DLS descritos acima, € importante ressaltar
que todos estes experimentos de SAXS foram realizados em pH 5,4, no qual a
intensidade i0nica é baixa e as condi¢cdes sdo favoraveis para a desnaturacdo de
proteinas, diferentemente do tampédo salino (pH 7,4) utilizado em nosso trabalho.
Nossos resultados, apresentados nas Figuras 5.7-5.10, foram totalmente consistentes
com interpretacdo descrita neste paragrafo. Como o HPS, em solu¢do aquosa pura, tem
um valor de cmc de ~0,09 mM, muito menor que o valor da cmc do SDS (~8,0 mM) e
do CTAC (~1,3 mM), mesmo em concentragdes baixissimas ele ja se encontra em sua
forma micelar. Provavelmente, isto influencia no efeito gradual sobre os parametros de
RPE do Mal-5 na BSA, e no fato da ligacdo deste surfactante a proteina, atingir a

saturacdo em concentragdes menores que o SDS e 0 CTAC.
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Wang e colaboradores [79] inseriram o marcador fluorescente 6-acryloyl
(dimethylamino) naphtalene (acrylodan) na BSA, que, assim como o marcador de spin
Mal-5, também reage covalentemente com o grupo tiol do Unico residuo de cisteina
livre (Cys-34) da proteina. Um resultado interessante sobre a intensidade fluorescente
do acrylodan na BSA foi observada e o0 espectro de emissdo pdde ser descrito também
por um decaimento duplo-exponencial (dois processos distintos). Este resultado foi
interpretado com uma forte evidéncia de que a relaxacdo espectral do acrylodan no
interior da BSA é explicada por dois processos independentes com taxas constantes
caracterizadas pelos valores de 1/k; = 6.7 10™° s e 1/k, = 6.7 107 s, os quais diferem
entre si por uma ordem de magnitude. Estes valores de taxas foram independentes da
temperatura, enquanto que a contribuicdo fracionaria da taxa de maior movimento
aumentou com o aumento da temperatura. Além disso, entre as temperaturas de 10 e
25°C, estas contribuicdes permaneceram essencialmente constantes, ao passo que uma
mudanga mais rapida foi observada para um intervalo de temperatura entre ~30 e 55°C.
Estes resultados estdo em total acordo com nossos resultados de RPE, apresentados na
Figura 5.11, nos quais um aumento na inclinacdo das curvas foi observado no intervalo
de temperatura de 26-46°C, mesmo para amostras tratadas com surfactantes. Este
comportamento sugere que mudancas estruturais na regido do grupo sufidrila da BSA
ocorrem, devido a configuracdo conformacional mais exposta ao solvente. Estas
alteracdes, provavelmente, estdo associadas a uma abertura na cavidade do dominio |
(onde se encontra o grupo-SH) da BSA em temperaturas maiores que 25°C, ocorrendo
também na presenca dos surfactantes. Esta interpretacdo corrobora com medidas de
fluorescéncia de BSA marcada com acrylodan na presenca de SDS, em que um
aumento no semiangulo, 0, através do qual a cadeia lateral do acrylodan é capaz de
precessionar durante o tempo de vida do estado excitado. Especificamente, neste estudo
foi determinado que o &ngulo aumenta cerca de 15° em relagdo & BSA nativa para uma

estrutura mais "aberta" quando a concentracdo de SDS é 1 mM [80].

A espectroscopia de Fluorescéncia no estado estacionario (steady-state) tem
sido usada para estudar a interagdo da BSA com o surfactante aniénico SDS, o cationico
CTAB e 0 néo-ibnico TX-100, usando a fluorescéncia intrinseca do triptofano e a
fluorescéncia de um marcador externo, anilino-naftalina-sulfato (ANS), que se liga de
forma ndo covalente a muitas proteinas [81]. Os resultados deste estudo mostraram que

todos os surfactantes estudados sdo capazes de induzir mudangas conformacionais na
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BSA; embora, entre eles, o surfactante ndo-iénico mostrou um efeito menor, sugerindo
uma menor interacdo com a proteina. Curioso que o nimero médio de moléculas de
SDS ligada por molécula de BSA, determinada pela titulagdo do surfactante e
monitorada por fluorescéncia do triptofano, foi cerca de 160 [81]. Neste contexto,
nossos resultados, obtidos por espectroscopia de RPE, mostraram que o efeito do SDS
na BSA atinge a saturacdo em cerca de 10 mM (67 moléculas de SDS por BSA) quando
olhamos para o tempo de correlacgdo rotacional (Figura 5.8), mas quando olhamos para a
populacéo relativa das componentes S e W (Figura 5.9), ou para a polaridade do radical
nitroxido ligado a cadeia lateral da proteina (Figura 5.10), esta saturacdo é alcancada

para concentracdes maiores que 20 mM (133 moléculas de SDS por BSA).

A espectroscopia de RPE, usando marcadores de spin derivados de acidos
graxos, também tem sido extensivamente usada para investigar a interacdo da BSA com
surfactantes [82, 83, 84]. Foi reportado que os marcadores de spin derivados de acidos
graxos competem com o0s surfactantes pelos sitios de ligacdo da proteina, e que estes
marcadores na proteina resultam em espectros compostos também por duas
componentes espectrais, porém, com interpretacdes diferentes das componentes aqui
propostas. Por exemplo, no caso do marcador de spin 16-doxil acido estearico, no
sistema BSA-CTAC, duas populacGes de marcadores de spin foram observadas: 1)
componente 1, associada aos nitroxidos ligados as regides hidrofobicas da BSA, com 1.
(1) = 2,8 ns e uma constante de acoplamento “*N-hiperfino isotrépico, a,, de 15,7 G,
que aumenta a medida que a polaridade do ambiente em torno do radical nitroxido
também aumenta; 2) componente 2, associada aos nitroxidos estruturados nas micelas
dos surfactantes, com t. (2) = 1,2 ns e a,= 14,8 G [83]. Nesta mesma linha de
raciocinio, Christodoulou e colaboradores [85, 86] propuseram um modelo em que, 0
grupo tiol Cys-34 possui duas conformagdes, no qual predomina a conformacdo mais
inserida do grupo tiol na forma reduzida. Por outro lado, o grupo tiol Cys-34 se torna
mais exposto ao ser oxidado, e sua reatividade € altamente afetada pela presenca de
ligantes na proteina. Por exemplo, &cidos graxos que se ligam a sitios relativamente
distantes do Cys-34, induzem mudancgas conformacionais na regido em torno do grupo

tiol, e, consequentemente, expde mais este grupo ao solvente [1, 87].

No presente trabalho, mostramos que o marcador de spin derivado do
maleimido covalentemente ligado ao residuo Cys-34 da BSA apresenta também um

espectro de RPE com duas componentes superpostas: 1) uma componente mais restrita
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(S), quando a cadeia lateral do nitroxido interage com a cadeia polipeptidica da
proteina; e 2) uma componente menos restrita (W), para os marcadores de spin mais
expostos ao solvente e sem interacdo da cadeia lateral com a proteina. Para o sistema
BSA-CTAC, os valores de 1. e a, para as duas componentes sdo, respectivamente, 1. (S)
=118nsea,(S)=17,0G, e 1. (W)=0,8nse a, (W) =17,1 G, para 0 marcador nitroxido
covalentemente ligado. Ficou claro que, para o Mal-5 covalentemente ligado a BSA
submetida ao CTAC, a polaridade é muito similar para as duas componentes, € uma

significativa diferenca é observada apenas no tempo de correlacao rotacional.

A intera¢do de BSA, na sua forma intermediaria (“molten globule”, estado
intermediario entre BSA nativa e BSA desnaturada), com surfactantes i6nicos foi
estudada usando as técnicas de fluorescéncia e dicroismo circular [88]. Os resultados
mostraram que tanto o surfactante ndo-iénico (Tween-20), o catidnico (CTAB), quanto
0 anibnico (SDS) sdo capazes de induzir mudangas conformacionais na BSA
intermediaria de forma similar, e que quando o pH do meio encontra-se bem acima do
ponto isoelétrico (pH~11,2) o surfactante catibnico (CTAB) interage com a BSA de
forma mais intensa, uma vez que a carga da proteina neste pH é altamente negativa, e
assim as interacdes eletrostaticas se tornam altamente relevantes. Em acordo com esses
resultados, nossos dados mostraram que as alteracdes na dindmica da cadeia
polipeptidica da BSA foram similares para os trés surfactantes estudados (Figura 5.8), e,
interessantemente, os surfactantes de cargas opostas CTAC e SDS foram os que
apresentaram maiores efeitos, sugerindo que a carga do grupo polar do surfactante ndo €
determinante para sua ligacdo a proteina nestas condicdes experimentais. Como
trabalhamos em uma faixa de pH em torno de 7,4 o papel da contribuicdo eletrostatica
ndo é determinante para o inicio da formacdo do complexo BSA-surfactante, mas sim
pelas interacOes hidrofébicas. Deste modo, pouca diferenca pode ser notada no efeito de
surfactantes com diferentes cargas sobre as proteinas, diferentemente do que ocorre em

faixas extremas de pH,

Segundo resultados de Sousa Neto e colaboradores [83], em BSA a 0,15
mM tratada com 10 mM de surfactante, as fracbes do marcador de spin 5-DSA nos
agregados de surfactantes foram de 0,82 para HPS, 0,15 para SDS e 0,0 para o CTAC.
Estes resultados sugerem que o HPS, na presenca de BSA, é capaz de formar grandes
quantidades de estruturas micelares, em acordo com nossos resultados, o que pode ser

explicado pelo seu pequeno efeito na proteina, e também pelos efeitos similares do SDS
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e do CTAC. Alem disso, estes dados sdo consistentes com o que observamos na reducgéo
da polaridade do ambiente em torno do marcador de spin & medida que a concentracdo
de surfactante era aumentada (Figura 5.7), 0 que ocorre apenas para a cadeia lateral do
nitroxido na conformacéo fortemente imobilizada (componente S). Da mesma maneira,
reducdes significativas nos valores da componente z do tensor de acoplamento *N-
hiperfino foram observadas para concentragdes de 20 mM de HPS (~1,5 G), SDS e
CTAC (~25G).
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7 Conclusoes

Nossos estudos usando a espectroscopia de RPE de um nitréxido ligado a
cadeia lateral Cys-34 da BSA e medidas de DLS nos permitiram chegar as seguintes

conclusoes:

e Solucgbes diluidas de BSA (0,005-0,2 mM) alteram os parametros espectrais de
RPE indicando um sitio sulfidrila mais exposto ao solvente (maior populagédo de
componente W). Com a diluicdo a atividade da &gua aumenta tendo maior
capacidade de solubilizar a cadeia lateral do nitrdxido. Neste estudo foi utilizada
uma concentracdo de BSA de 0,15 mM, sendo que a concentracdo sanguinea de
HSA no organismo humano é de aproximadamente 0,6 mM.

e Usando a metodologia de simula¢do computacional dos espectros de ressonancia
paramagnética eletrnica, a albumina pode ser caracterizada. Os valores do tempo
de correlacdo rotacional, obtidos por meio dos espectros de melhor ajuste,
mostraram que a mobilidade da cadeia polipeptidica da proteina aumenta na
presenca dos surfactantes, evidenciado pelos valores de t.(S) da componente S.
Ja os marcadores da componente W sofrem diminuicdes em sua mobilidade,
relacionada a presenca dos surfactantes no solvente.

e Na presenca dos surfactantes SDS, CTAC ou HPS a BSA assume uma
conformagdo mais expandida com maior exposi¢cdo ao solvente, acarretando no
aumento da dindmica da cadeia polipeptidica. A fracdo de cadeia lateral do
nitroxido exposta ao solvente é maior na presenca dos surfactantes.

e A viscosidade do solvente aumenta devido a presenca de micelas, sendo isto
indicado pela reducdo de mobilidade da componente W.

e Em baixas concentracOes de surfactantes, para uma relagdo molar surfactante:
BSA menor de (10:1), os trés surfactantes estudados modificam o comportamento
da proteina de forma semelhante, indicando que a metodologia aplicada nao é
capaz de discriminar as possiveis diferencas entre as liga¢fes a sitios especificos
de alta energia na proteina dos surfactantes anidnicos, catiénicos e zwiteriénicos.

e A presenca de 10 mM dos surfactantes faz com que a temperatura de desnaturacéo

da BSA seja deslocada para temperaturas maiores. Para HPS e CTAC a
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desnaturacdo aparece em temperaturas de até 60°C, ja para o SDS a desnaturacao
ndo é observada neste intervalo.

Em altas concentracfes de surfactante (razdo molar de em torno de 60:1), efeito
menor para HPS foi observado, quando comparado com os outros dois
surfactantes, SDS e CTAC, sugerindo que, em concentracdes elevadas, a interacéo
surfactante-BSA é fortemente influenciada pela competicéo entre as afinidades do
surfactante para formar suas proprias micelas e agregados micelares semelhantes
na proteina.

Os trés surfactantes estudados causaram diminuicdes na energia livre de Gibbs
(AG°w_ss), quando em concentragdes em torno de 10 mM, estabilizando a proteina
em sua conformacdo mais expandida e exposta ao solvente. Também pdde ser
notados aumentos na entalpia, 0 que pode ser atribuido a reducdo na atividade do
solvente, devido a presenca das micelas de surfactantes e consequente menor
capacidade de solubilizacdo por parte do solvente.

Todos os detergentes aumentaram o0 movimento das cadeias polipeptidicas, mas a
presenca deles na forma micelar limitou o0 movimento rotacional da cadeia lateral

do nitréxido, indicando maior viscosidade do solvente.
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1 Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) doencas cardiovasculares
estdo entre as principais causas de morte em todo o mundo. No Brasil, elas foram
responsaveis por 29% dos Obitos no ano de 2009, apresentando quase o dobro de
impacto em relacdo a mortalidade geral quando comparadas as neoplasias [89]. Dentre
os fatores de risco associados ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares estédo as
dislipidemias, principalmente nos casos em que ha altas concentragdes plasmaticas de
colesterol total, de lipoproteinas de baixa densidade (LDL, sigla do inglés Low Density
Lipoprotein), e baixas concentracdes de lipoproteinas de alta densidade (HDL, sigla do
inglés High Density Lipoprotein) [90]. Estudos mostram que pessoas com altos niveis
plasmaticos de LDL em sua forma oxidada (oxLDL) desenvolvem mais doencas
coronarianas, tais como a aterosclerose (doenca base das principais complicacbes

cardiovasculares do que individuos com baixos niveis de LDL [91, 92].

A LDL ¢ a principal particula carreadora de colesterol no sangue humano e
é composta por uma Unica proteina e lipidios. A modificagdo de LDL em oxLDL, in
vivo, deve-se principalmente as espécies reativas de oxigénio (moléculas resultante da
oxidacdo ou reducdo do oxigénio molecular) produzidas por células ativadas. Os
compostos antioxidantes podem remover os radicais livres e proteger a LDL contra a
oxidagdo. H4 um grande interesse nos estudos relacionados ao comportamento biofisico
das lipoproteinas, principalmente devido a sua complexa composicdo e estrutura, a qual
é dependente de sua composicdo lipidica e da conformacdo de sua Unica proteina, a
apolipoproteina (ApoB-100) [93]. Apesar disso, a grande maioria das pesquisas
envolvendo LDL esta relacionada a sua oxidacdo (in vitro e in vivo) e a consequente
inflamacdo das artérias humanas; isto €, a busca de evidéncias que contribuam para
diminuir os riscos de doengas cardiovasculares, em especial a aterosclerose. Embora
ninguém saiba precisar ao certo onde ocorre, cOmo ocorre e quais enzimas Sao
essencialmente responsaveis pelo desenvolvimento dessas doencas, é de fundamental
importancia explorar os diversos modos pelos quais a LDL sofre oxidacdo e encontrar
compostos de baixo custo com atividade antioxidante, e assim contribuir para elucidar
0S meios para o tratamento da aterosclerose e doencas relacionadas. Deste modo,
estudos utilizando técnicas que permitem avaliar de forma especifica os diversos

compartimentos da LDL sdo de grande interesse. Esta € uma das principais
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caracteristicas da técnica de RPE e do método dos marcadores de spin. O potencial desta
metodologia no estudo de processos oxidativos em sistemas lipidicos e proteicos tem
sido recentemente comprovado em nosso laboratorio, utilizando células de eritrocitos
[94]. No presente trabalho, usando a técnica de RPE de marcadores de spin, buscamos
contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos nos processos oxidativos
ocasionados por ions de cobre na LDL humana, bem como avaliar o efeito antioxidante
de trés polifendis, ou seja, resveratrol, (+)-catequina e quercetina.

1.1 Caracteristicas Gerais da LDL

Durante décadas varias técnicas tais como calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), microscopia eletrénica, ressonancia magnética nuclear (RMN),
SAXS e técnicas de espalhamento de néutrons tém sido empregadas para caracterizar a
estrutura da LDL. Entretanto, devido ao seu grande tamanho, isto é 4536 residuos de
aminoacidos na ApoB-100 e cerca de 3743 moléculas de lipidios constituindo uma
massa molecular em torno de 2,5 MDa [95], um modelo tridimensional da LDL ainda
ndo foi completamente determinado. Por outro lado, pesquisas apontam para uma LDL
descrita como uma particula quase-esférica organizada em camadas, isto €, uma camada
externa de alta densidade, contendo uma Unica proteina e rica em fosfolipidios polares, e
de uma camada interna lamelar de baixa densidade que separa o0 nucleo em
compartimentos, contendo lipidios neutros predominantemente ésteres de colesterol
(EC) e triacilglicerdis (TG) [96], veja Figura 1.1. De maneira mais especifica, as
particulas de LDL tém didametro médio de 22 nm, em que aproximadamente 22% de sua
massa total é da ApoB-100, 38% de ésteres de colesteril, 25% de fosfolipidios, 9% de
colesterdis livres, 7% de triglicerideos, entre outros. Além disso, a LDL também contém

antioxidantes lipofilicos, tais como a-tocoferol (6 moléculas/LDL) e em menos

quantidade y-tocoferol, carotenoides, oxicarotenoides e ubiquinol-10 [95].
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Figura 1.1: Estrutura esquemadtica tridimensional da LDL, mostrando os dominios lipidicos, compostos
principalmente por Triglicerideos (TG), ésteres de colesteril (EC) e fosfolipidios. A molécula de colesterol também
é mostrada, bem como sua possivel localizagio na particula. E mostrado também um esquema de como é

distribuida a Apolipoproteina (ApoB-100) na LDL. Figura adaptada do site https://www.peprotech.com.

Segundo resultados obtidos por Kroon, usando sondas fluorescentes, uma
particula de LDL pode ser dividida em duas regides lipidicas estruturalmente distintas:
um nucleo apolar e uma superficie com estados de movimento relativamente
independentes [97]. Neste contexto, evidéncias para esta afirmacgdo tém sido obtidas a
partir de experimentos de RMN, 0s quais mostraram que enquanto o ndcleo da LDL
muda de um estado liquido para um estado mais ordenado liquido cristalino, os
fosfolipidios da superficie permanecem relativamente fluidos [98]. Entretanto,
experimentos mais detalhados, nos quais foram usadas sondas distribuidas em varias
regibes da LDL, mostraram que o modelo nucleo-superficie é inconsistente, e que um
novo ordenamento lipidico em trés camadas é mais adequado [93]. Segundo este
modelo, Figura 1.2, a LDL envolve a divisdo da regido superficial em uma camada
externa consistindo principalmente de fosfolipidios, e uma camada interfacial
consistindo de lipidios contatando tanto a superficie quanto o ndcleo. Deste modo, as
moléculas do ndcleo Unico da LDL, o qual € composto principalmente de moléculas de
EC e pequenas quantidades de TG e colesterol nao-esterificado (CNE), ndo estdo em

contato direto com a superficie externa. Além disso, acredita-se que a ApoB-100, a qual
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é de fundamental importancia para manter a integridade estrutural da LDL e controlar
suas interacdes, seja capaz de contatar cada uma das trés regifes. Sendo assim, €
plausivel considerar que modificacBes relacionadas aos lipidios da LDL podem afetar a

estrutura da ApoB-100, e vice-versa.

CAMADA { .
SUPERFACIAL

CAMADA
INTERFACIAL

NUCLEO SUPERFICIE

Figura 1.2: Divisdo de uma particula de LDL estruturada em trés camadas lipidicas: uma camada externa
superficial, uma camada interfacial, e o nticleo. Fragmento da ApoB-100 é descrito em cinza, fosfolipidios com
grupos polares em azul, acidos graxos e colesteréis em vermelho (camada interfacial) ou em amarelo/laranja
(nucleo). Figura adaptada da referéncia [93].

1.2 Consequéncias da Oxidacéo da LDL

Como mencionado anteriormente, a LDL em sua forma nativa tem grande
importancia para o organismo humano, isto porque ela é uma das principais
transportadoras de colesterol no sangue, molécula esta que é extremamente importante
para estabilidade das membranas celulares. Por outro lado, em sua forma oxidada, a
LDL perde sua principal funcdo e se torna altamente nociva. Deste modo, é de
fundamental importancia conhecer os meios pelos quais a LDL sofre modifica¢do. Hoje
é sabido que a LDL em sua forma oxidada (oxLDL) € a principal responsavel pelo
inicio do processo aterosclerotico. Isto ocorre porque a oxLDL ndo é reconhecida pelos
receptores das membranas celulares, ndo podendo ser internalizada pela célula para
liberacdo do colesterol e assim acabam migrando para a parede das artérias onde se

acumulam [99]. A modificagdo de LDL em oxLDL, in vivo, deve-se a espécies reativas
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de oxigénio (EROs), isto €, moléculas resultante da oxidacdo ou reducdo do oxigénio

molecular, produzidas por células ativadas.

Como os lipidios insaturados das lipoproteinas sdo altamente sensiveis a
oxidacdo, acredita-se que os &cidos graxos poli-insaturados sdo os primeiros alvos das
EROs, 0 que pode acarretar em uma reacdo em cadeia, (Figura 1.3). Durante o estagio
inicial de oxidacdo da LDL, as modificacbes oxidativas dos lipidios podem ocorrer na
auséncia ou na presenca de pequenas modificagdes na ApoB-100. Neste caso a LDL é
chamada de minimamente oxidada, a qual retém a afinidade pelo receptor de LDL, tem
uma pequena carga negativa, ativa 0 mecanismo de sinalizacdo anti-apoptotica, e induz

alteracdes inflamatdrias em sua vizinhanca [100].

Acido graxo Sequestro Dieno Radical Lipidio
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Figura 1.3: Estresse oxidativo e peroxidagdo lipidica. Na presenga de EROs, a peroxidagdo lipidica é iniciada pelo
sequestro de He de um acido graxo poliinsaturado, resultando em um lipidio radical que, em seguida, sofre um
rearranjo molecular para formar um dieno conjugado. Por sua vez, esta configuracdo reage com o oxigénio
molecular para formar um radical peroxil (LOOe), o qual pode entdo capturar um He de outro lipidio para formar
um lipidio hidroperoxido (LOOH), resultando em uma reagao em cadeia de peroxidacdo lipidica. Figura adaptada
da referéncia [101].

A LDL minimamente oxidada pode se tornar aterogénica atraves de varios
mecanismos, que estdo esquematizados na Figura 1.4. Oxidacdo pode provocar uma
atividade quimiotatica induzindo a adesao de mondcitos a monocamada endotelial e, em
seguida, a migracdo para o espacgo subendotelial, intima. Na intima, os mondcitos séo
transformados em macréfagos que englobam a LDL altamente oxidada (oxLDL) via

‘receptores scavengers' situados em sua superficie [100]. A LDL nativa ndo é
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reconhecida por esses receptores e por isso ndo participam do processo aterosclerético.
Altas concentracdes de oxLDL culminam na formacdo de células espumosas, isto é,
macrofagos carregados de lipidios toxicos, correspondendo a primeira fase do processo
aterosclerotico. Para complementar, a LDL oxidada estimula as células das paredes dos
vasos sanguineos a produzir citocinas e fatores de crescimento. Este processo resulta,
entre outras coisas, na proliferacdo de células musculares lisas e producdo de proteinas
fibrosas, 0 que corresponde ao proximo estadgio do processo aterosclerotico, isto €, a
formacdo de placas fibrosas na parede dos vasos. Essas citocinas produzidas pelos

macrofagos e células T induzem apoptose nas células musculares lisas [102].
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Figura 1.4: Mecanismos de oxidagao da LDL e formacao de células espumosas na parede da artéria. LDL entra na
parede arterial através de endocitose nas células endoteliais. Estas LDLs podem sofrer oxidagdao, na auséncia ou
presenca de ions metalicos (ferro ou cobre). Os receptores de macréfagos capturam as LDLs e a transformam em
células espumosas. Estas células, em seguida, geram citocinas proinflamatdrias e matrizes de metaloproteinases.
Este mecanismo leva a um processo inflamatoério e a aterogénesis. Figura adaptada da referéncia [100].

As células espumosas, juntamente com linfocitos T e com as células
musculares, se agrupam logo abaixo da camada intima da parede das artérias formando
estrias gordurosas e, consequentemente, levando a formacgdo de placas — placas de

ateroma — que gradualmente estreitam o Iimen vascular e dificultam o fluxo sanguineo,
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resultando na aterosclerose. Acredita-se que a oxidacdo de LDL ndo ocorra na
circulacdo sanguinea, mas sim na parede arterial, pois, no soro, os lipidios das LDLs sdo
bem protegidos contra oxidagdo por mecanismos de defesas antioxidantes inerentes ao

organismo humano [99].

Artéria Normal Artéria com aterosclerose

~.._ Células
espumosas

Figura 1.5: Visdo frontal de uma artéria, mostrando a evolugdo do processo aterosclerético.

1.2.1 Mecanismos de Oxidagdo da LDL

Embora as suposicOes feitas sobre 0s eventos quimicos responsaveis pelo
inicio da oxidacdo da LDL in vivo ainda sejam um tanto quanto alusivos, a oxidacdo da
LDL in vitro tem sido extensivamente estudada usando uma variedade de agentes
iniciadores, incluindo ions metalicos [103, 104]. Tem sido mostrado que na parede das
artérias aterosclerdticas a concentracdo de cobre é grande, quando comparada a parede
de artérias sadias [105]. Além disso, foi detectado em lesdes ateroscleroticas ‘maduras’
que ha uma grande concentracdo de cobre que contribui para a oxidacdo dos lipidios
[106]. Neste contexto, a oxidagdo da LDL mediada por cobre serve como um apropriado
modelo in vitro, uma vez que produz uma LDL oxidada com propriedades funcionais e

estruturais similares as da oxLDL extraida das artérias [107, 108].

O primeiro estagio de oxidacdo da LDL mediada por ions de cobre se da
com uma fase de laténcia (lag phase), durante o qual os antioxidantes enddgenos sao
consumidos pelos radicais livres produzidos. Os ions de Cu(ll), por sua vez, reagem
com os lipidios hidroperoxido (LOOH), veja reacdes [1] e [2], dando inicio a uma
reacdo em cadeia, no qual os radicais peroxila (LOOe) e alcoxila (LOe) gerados
desencadeiam a peroxidacéo lipidica, que pode ser dividida em trés etapas: iniciacao,

propagacao e terminacéo [109].
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Cu** + LOOH - Cu* + LOO- + H* [1]

Cu* + LOOH - Cu* + LO* + OH [2]

No estagio de iniciacdo os acidos graxos poli-insaturados (LH) séo

rapidamente oxidados através do sequestro do &tomo de hidrogénio (reacdes [3] e [4]).

LOO« + LH - LOOH + Le [3]

LO-+LH - LOH + Le [4]

Na fase de propagagao (reagdes [5] e [6]), o radical lipidico (Le) reage com
0 oxigénio molecular formando novamente um radical peroxila, que por sua vez,
sequestra um hidrogénio de outro lipidio, dando origem a um lipidio hidroperdxido e a

um novo lipidio radical.

L + 0, > LOO- 5]

LH + LOO* - L+ + LOOH [6]

Por fim, na fase de terminacdo (reaces [7] e [8]) os radicais lipidicos

(LOOs ¢ L¢) se combinam e formam um lipidio ndo radical [110].

LOO- + L+ — LOOL [7]

LOO- + LOO* - L-OH + L=0 [8]

A peroxidagdo lipidica altera o ordenamento lipidico e a polaridade dos
lipidios na LDL, o que consequentemente produz uma variedade de mudangas nas
propriedades fisicas da particula, tais como: alteracdo no volume molecular, na
microviscosidade e na fluidez lipidica. Diversas metodologias tém sido usadas para

monitorar 0s processos de oxidacdo, a maioria delas baseia-se na andlise direta da
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producdo de radicais livres ou da producdo de produtos provenientes da peroxidagédo
lipidica. Um método de facil utilizacdo, que fornece informacGes sobre a extensdo da
lipoperoxidacdo, in vitro, que tem sido amplamente utilizada é o teste do
malondialdeido (MDA). O MDA (C3H4O,, P.M. = 72,07) é um produto secundario
formado durante a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados (AGPI). Em condicGes
apropriadas de incubacdo (meio &cido e altas temperaturas), o MDA reage com o0 &cido
tiobarbiturico (TBA), formando um complexo colorido (Figura 1.6) com alta
absortividade molar no visivel (532-535 nm), podendo ser quantificado por

espectrofotometria [111].
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Figura 1.6: Teste de TBA. Reacdo do entre o acido 2-tiobarbittrico e o malondialdeido, formando o composto
colorido (cromogénio), medido espectrofotometricamente a 532 nm.

Apesar de ser altamente usada, a avaliacdo do MDA pela reacdo com o0 TBA
ndo é especifica, pois muitas outras substancias presentes em sistemas bioldgicos
também podem reagir com o TBA. Além disso, outros aldeidos também podem reagir
com TBA formando compostos similares ao do complexo MDA:TBA, 0s quais também
absorvem em 532 nm. Por este motivo, muitas das vezes o teste do MDA ¢é usado
apenas como comparativo para outras metodologias mais especificas, tais como a
espectroscopia de RPE. Neste contexto, a espectroscopia de RPE de marcadores de spin
tem sido usada para avaliar as alteracGes na dindmica molecular de membranas celulares
devido a oxidacdo lipidica e proteica. Como exemplo, Nepomuceno e colaboradores,
usando marcadores de spin, observaram um aumento no ordenamento lipidico associado
a uma diminuicdo da fluidez de lipidios de membranas quando estas foram submetidas a
estresse oxidativo. Este resultado foi associado aos danos provocados pela oxidagéo aos
componentes das membranas [112]. Embora esta metodologia tenha sido pouco

explorada ao longo dos anos no que se refere ao estudo das lipoproteinas, ela é
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altamente vantajosa, no sentido em que ela permite ao pesquisador avaliar, de maneira

especifica, as alteragdes em diferentes dominios destas particulas.

1.3 Antioxidantes

Compostos antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, retarda ou
inibe a oxidagdo deste substrato de maneira eficaz. Estes antioxidantes podem ser
classificados em enziméticos e ndo-enziméaticos [113]. Os enzimaticos, tais como a
glutationa peroxidase, catalase e superdxido dismutase, sdo enzimas que metabolizam o
radical superdxido, o peroxido de hidrogénio e o lipidio hidroperdxido, respectivamente.
Ja os antioxidantes ndo-enzimaticos podem ter origem enddgena (sintetizados pelo
organismo) ou exogena (obtido de fonte externa). A maioria dos antioxidantes nao-
enzimaticos tais como o a-tocoferol (vitamina-E), acido ascorbico (vitamina-C), B-
caroteno e flavonoide, pode ser obtida através da alimentacdo [114, 113]. Além disso,
conforme o mecanismo de acdo sobre os radicais livres, os antioxidantes podem ainda
ser classificados como primario ou secundario. Os antioxidantes primarios (também
conhecidos como scavengers) sdo compostos que promovem a remogao ou inativacao
dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacao da reacdo, atraves da
doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, convertendo-os em produtos
estaveis, reacoes [9] e [10]. Entre os antioxidantes desta classe estdo 0os compostos o
butil-hidroxi-tolueno (BHT), os tocoferdis e os polifendis [115]. J& os antioxidantes
secundarios atuam por diferentes mecanismos, que incluem efeito quelantes
(complexagdo com metais, principalmente cobre e ferro), sequestro de oxigénio,
decomposi¢do de hidroperoxidos para formar espécie ndo radicalares, absorcdo da
radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete. Compostos como 0s agentes
quelantes &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e fosfato, o acido ascorbico,

sulfetos e os carotenoides sdo exemplos de antioxidantes secundarios [115].

ROO- + AH —» ROOH + As [9]
Re + AH > RH + Ae [10]
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Atualmente existe uma grande variedade de excelentes antioxidantes
frequentemente utilizados, principalmente, na preservacdo de alimentos. A grande
maioria destes compostos é de origem sintética, tais como o BHT (Figura 1.7), galato de
propila e o butil-hidroxi-anisol (BHA). Entretanto, 0 uso destes antioxidantes tem sido
relacionado a varios riscos para saude, devido a sua toxicidade e propriedades
carcinogénicas [116]. Em geral, devido a baixa toxicidade, os antioxidantes naturais
levam vantagens sobre os sintéticos, aléem de poderem ser encontrados em plantas e
vegetais. Por este motivo, ha uma busca crescente por antioxidantes naturais como
forma de substituir os antioxidantes sintéticos. Entre os antioxidantes naturais destacam-
se os polifendis, isto é, compostos de baixo peso molecular, formados por hidroxilas
ligadas a anéis aromaticos, os quais sdo divididos em flavonoides e ndo-flavonoides, e

dos quais fazem parte o resveratrol, a catequina e a quercetina.

OH

Figura 1.7: Estrutura molecular butil-hidroxi-tolueno (BHT).

1.3.1 Flavonoides

Flavonodides sdo um grande grupo de antioxidantes encontrados em muitas
frutas, verduras e bebidas, como cha verde e vinho. Sua estrutura quimica béasica
consiste de dois anéis aromaticos (A e B) ligados por uma cadeia de trés atomos de
carbono que formam um heterociclo oxigenado (anel C), Figura 1.8(a). Mais de 4000
flavonoides foram identificados e sdo divididos em varios grupos de acordo com sua
estrutura quimica [117, 118], Figura 1.8. Segundo Silva e co-autores [119], a¢do
antioxidante dos flavonoides depende basicamente de sua estrutura quimica. A presenga
do grupo orto-catecol no anel B, o qual facilmente doa um hidrogénio para estabilizar

uma espécie radical, e a presenca da ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 e 0 grupo
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hidroxila no anel C sdo determinantes para uma capacidade antioxidante efetiva. Além
disso, a presenca de grupos funcionais capazes de ligar ions de metais de transicao
também contribui para a capacidade antioxidante desta classe de moléculas [117].
Dentre os flavonoides mais estudados estdo a catequina e a quercetina, polifenois da
familia dos flavondis, que estdo presentes no cha e vinho tinto, aos quais tem sido

atribuida uma relevante atividade antioxidante em nivel bioldgico [117, 118].
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Figura 1.8: Estrutura quimicas basica dos flavonoides (a) e suas subclasses: (b) flavona; (c) flavonol; (d) flavonona;
(e) flavonol; (f) isoflavona; (g) antocianidina [118].

e (Catequina

As catequinas, assim como todos os flavonoides, sdo constituidas por um
anel floroglucinol (A), um anel piranico (C) e um anel catecol (B) (Figura 1.8a). Os
carbonos 2 e 3 desta unidade sdo assimétricos constituindo centros quirais, dos quais
resultam quatro isomeros: (+), (-)-catequina e (+), (-)-epicatequina. Tem sido mostrado
que as catequinas podem capturar o superdxido e os radicais hidroxila, bem como o
radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), radical peroxila, 0xido nitrico, oxigénio
singleto e lipidios radicais [120, 121]. Além disso, a capacidade das catequinas como
agentes quelantes de ions Cu (Il) e Fe (I1I) também tem sido verificada [122]. Estudos

sugerem que as catequinas possuem agdo anticitotoxica, anti-inflamatoria e anti-
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ploriferacdo de células canceriginas independentemente das suas propriedades de
eliminacéo de radicais livres [123]. O potencial terapéutico das catequinas, consignado
com sua producdo de baixo custo, faz com que esse composto seja um dos polifendis
mais usados na dieta para prevencao de doencas como cancer, doencas vasculares e
obesidade. Entretanto, a eficiéncia individual de cada catequina para pratica clinica e

seus mecanismos de acdo antioxidante ainda ndo esta completamente esclarecida [123].

Figura 1.9: Estrutura molecular da (+)-catequina, antioxidante usado neste trabalho.

e Quercetina

Outro flavon6ide muito utilizado no combate as EROs é a quercetina
(Figura 1.10), um composto natural comumente encontrado no chéa verde, frutas,
verduras, legumes e vinhos. Devido a seu efeito antioxidante, anti-inflamatorio e
vasodilatador, a quercetina ainda é tida como um agente anticancer em potencial [124].
Recentemente, a quercetina tem sido comercializada, principalmente, como um
suplemento dietético. Assim como a maioria dos flavondis, a quercetina também pode
atuar como agente quelante, formando complexos com ions metalicos e afetando sua

reatividade e toxicicidade.

Figura 1.10: Estrutura molecular da quercetina.
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Tem sido relatado que a quercetina, a qual é caracterizada por um padréo de
hidroxilagdes de 3, 5, 7, 3’ ¢ 4’ e um anel catecol-B, possui todos os elementos
estruturais caracteristicos de um bom antioxidante [119]; no entanto, exercendo a sua
atividade antioxidante, devido a sua estrutura quimica e seu mecanismo de agéo, estudos
sugerem que a quercetina pode, sob certas condicdes, apresentar também efeitos pré-
oxidantes [125].

1.3.2 Resveratrol

Além dos flavonoides, existem outras familias de compostos polifendlicos
importantes com potencial terapéutico tais como os estilbenos. A familia dos estilbenos,
da qual faz parte o resveratrol, tem revelado uma importante acdo inibitdria face a
oxidacdo lipidica. O resveratrol € uma fitoalexina produzido por diversas plantas como
Kojo-kon (Polygunum cuspidatum), Kashuwu (Polygunum multiflorum), eucalipto,
amendoim, amora e também estd presente em grandes quantidades em uvas (Vitis
vinifera e Vitis labrusca) e no vinho tinto. Na uva o resveratrol ¢ sintetizado na casca
como resposta ao stress causado por ataque fangico (Botrytis cinerea, Plasmopora
vitcula), dano mecanico ou por irradiacdo de luz ultravioleta [126]. O resveratrol é
sintetizado naturalmente na planta sob duas formas isdbmeras: trans-resveratrol (trans-

3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno), Figura 1.11.

OH
HO O
oh o) Y
OH OH
OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 1.11: Estrutura molecular dos isdmeros trans-resveratrol e cis-resveratrol.

Estudos mostram que o resveratrol além de possuir uma intensa atividade
antioxidante, também possui capacidade antienvelhecimento, anti-inflamatoria,

antibacteriana, antiviral e propriedades cardioprotetoras associadas a sua eficiéncia em


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0101-20612005000300008#fig1
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combater os radicais livres [127, 128]. Devido a seus beneficios para a saude, o
resveratrol é comercializado, atualmente, como suplemento alimentar e € comumente
vendido em pilulas, que contém extrato de semente de uva, extrato de Kojo-kon e

extrato de vinho tinto.

A reducdo da incidéncia de doencas cardiovasculares promovida pelo
resveratrol parece estar associada a sua capacidade de proteger a LDL contra a oxidacéo
por radicais livres ou ions metalicos. Dados mostram que sua atividade difere da
atividade de outros polifendis naturais, como a quercetina e a catequina, devido a sua
melhor capacidade de se ligar ao cobre [129, 130]. Entretanto, estes resultados néo
passam de hipdteses e ainda carecem de estudos que contribuam para elucidar seus

mecanismos antioxidantes.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais:

Aplicar a espectroscopia de RPE de marcadores de spin para estudar as
mudanc¢as na dinamica molecular envolvidas na oxidacdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), isolada de sangue humano, e avaliar o potencial antioxidante de trés
polifendis naturais com potencial farmacéutico. Visando obter informacdes cientificas
que contribuam para esclarecer quais sdo 0s processos que induzem a oxidacdo das
lipoproteinas in vivo, bem como contribuir para a caracterizacdo de compostos que

visam diminuir os riscos de doencas cardiovasculares, tais como a aterosclerose.

2.2 Objetivos Especificos

a) Estudar as propriedades dindmicas dos lipidios da LDL usando o marcador de
spin derivado do acido estedrico 5-DSA e as mudancas promovidas na LDL
quando as particulas sdo submetidas a estresses oxidativos por ions de cobre;

b) Awvaliar a peroxidacdo da LDL pelo método de formacdo de MDA, o qual
fornece uma medida indireta da peroxidacdo lipidica;

c) Avaliar a partir dos espectros do 5-DSA incorporado na LDL e pelo método de
formagdo de MDA o potencial antioxidante dos polifendis resveratrol,
quercetina e (+)-catequina;

d) Avaliar o comportamento dos lipidios da LDL submetida a diferentes

temperaturas.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Para obtencdo da LDL utilizamos bolsas de sangue obtidas do banco de
sangue do Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia (INGOH) e do Hemolabor.
Todas as bolsas de sangue foram armazenadas por no maximo 7 dias sob refrigeracdo
para realizacdo dos experimentos. Para determinarmos a concentracdo de proteinas nas
amostras, utilizamos um kit de Lowry modificado (Pierce — Thermo Scientific). Os sais
usados na preparacdo do tampé&o foram adquiridos da Aldrich Chem. Co. (Milwaukee,
W1). O brometo de potéssio (KBr) foi adquirido da Sigma Chem. Co. (USA), bem como
0 acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e o sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0,4.5H,0). Os antioxidantes, BHT, quercetina, catequina e resveratrol, e também
0s reagentes usados nos testes de MDA foram obtidos da Aldrich Chem. Co.
(Milwaukee, WI). Todos os antioxidantes foram utilizados sem passar por qualquer
processo de purificacdo. Para as medidas de RPE foi utilizado o marcador de spin
derivado do acido estearico, 5-doxil estearato (5-DSA), Figura 3.1, o qual foi adquirido
da Aldrich Chem. Co. (Milwaukee, WI).

CHj,

H3C7Q\
H O—N
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Figura 3.1: Estrutura molecular do marcador de spin 5-doxil estearato (5-DSA).

3.2 Métodos

3.2.1 Isolamento da LDL

O sangue obtido de banco de sangue foi distribuido em tubos e centrifugado
a 150xg a 4°C por 10 minutos para separar o plasma das hemacias. Apds a

centrifugacdo, ao plasma (sobrenadante) foram adicionados 5 puL de um coquetel
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antioxidante, isto €, solucéo contendo 2 ug/mL de aprotinina, 400 mM de benzamidina,
200 mM de Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF do inglés phenylmethylsulfonyl
fluoride) e 4 mM de BHT, para cada mL de plasma. A adi¢cdo do coquetel é necessaria
tanto para inibir a oxidacdo da lipoproteina como para inibir a agdo de possiveis
proteases presentes no plasma. Em seguida o plasma foi submetido a sequéncias de
ultracentrifugacdes a 200.000xg a temperatura de 4°C em uma ultracentrifuga Sorvall®,

modelo Discovery M150, com um rotor SI00AT4, para o isolamento da LDL.

Foram realizadas duas ultracentrifugacdes de 7 horas cada: na primeira o
objetivo foi separar a lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL, sigla do inglés
Very Low Density Lipoprotein) do plasma, para isso foi adicionado ao plasma uma
solucdo salina de densidade igual a 1,019 numa relacdo de 2:1. Apds este processo, a
VLDL formou um halo branco na superficie da solucdo e pode ser retirada
cuidadosamente com uma pipeta Pasteur. O restante do plasma foi entdo transferido
para um recipiente e uma segunda centrifugacdo foi realizada. Nessa segunda
centrifugacdo o objetivo foi de separar a LDL total do restante do plasma, para isso a
densidade da solucdo foi medida em balanca de precisdo e corrigida com brometo de
potéssio (KBr) para que o plasma chegasse a densidade da LDL, isto é 1,063. Corrigida
a densidade, o plasma foi novamente distribuido em tubos e levados para a Gltima
ultracentrifugacdo. Apos esta etapa, a LDL formou um halo alaranjado e translucido na
superficie da solucdo, sendo que toda a LDL foi entdo retirada com pipeta Pasteur e
transferida para um recipiente adequado e ao abrigo da luz. Todo processo de
iIsolamento foi cuidadosamente realizado em ambiente refrigerado. A LDL isolada foi

quantificada e armazenada em geladeira até o uso.

3.2.2 Oxidacdo da LDL por fons de Cobre

Para obter particulas de LDL oxidadas por ions de cobre, a LDL foi
inicialmente dialisada a 4°C por 4 h contra tamp&o PBS rico em argbnio/nitrogénio e
sem EDTA. Em seguida a LDL (6.9 mg/ml em PBS 7,4) foi incubada por 3 h a 37°C
com sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,4.5H,0) em concentraces de 0-800 uM.
Durante a incubacdo as amostras permaneceram em contato com o0 oxigénio do
ambiente e foram cuidadosamente agitadas a cada 30 minutos. O processo de oxidagéo
foi interrompido, imediatamente ap6s o periodo de oxidacéo, pela adicdo de 0,5 mM de
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EDTA. Para avaliar o efeito antioxidante, os polifenois resveratrol, quercetina e
catequina foram dissolvidos em etanol e distribuidos no fundo de tubos nas
concentracOes desejadas. Um filme fino dessas moléculas foi formado no fundo dos
tubos apos a evaporacdo do etanol com gés de nitrogénio. Em seguida aliquotas de 40 pl
de LDL e 10 pul de &gua destilada (mili-Q) foram adicionadas aos tubos, sobre os filmes
de antioxidantes, e estes incubados por 30 min a 37°C. Ao final do processo a
concentracdo final de LDL foi de 5.5 mg/ml. O antioxidante BHT foi usado como

padrdo para referéncia.

3.2.3 Determinacgao da formacao de Malondialdeido (MDA)

A formacdo de MDA, avaliada pelo ensaio de Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbiturico (TBARS), foi usada como indice da peroxidacao lipidica da LDL
e medida de acordo com [131]. Apos a oxidacdo da LDL, 20 ul de amostra foram
misturadas a 37°C com reagente TBARS (980 ul, 15% (p/v) de acido tricloroacético
(TCA); 0,375% (p/v) de acido tiobarbitarico (TBA) e 0,25 N de HCI) e agitada. A
solugdo foi entdo aquecida em banho maria a 95°C por 15 min e, imediatamente ap6s o
aquecimento, foi refrigerada. O precipitado foi removido por centrifugagdo (1000 x g,
10 min) e 0 MDA do sobrenadante foi determinado espectrofotometricamente a 532 nm
usando um coeficiente de extincdo molar igual a 1,56x10°> M*cm™ e comparado com o
MDA padrdo. As concentracdes de MDA foram obtidas por meio da equacéo de Beer-
Lambert [110]:

A= cel (3.1)

onde A é a medida da absorbéancia, c é a concentracdo de MDA em unidade molar, [ é 0

caminho Gtico em centimetros e ¢ € o coeficiente de extingdo molar.

3.2.4 Marcacao dos lipidios da LDL

Uma quantidade adequada (cerca de 2 ul) de marcadores de spin 5-DSA (5
mg/mL em etanol) foi adicionada em tubos e o etanol evaporado com fluxo de

nitrogénio gasoso. Cerca de 40 ul de LDL oxidada, exceto a amostra controle, foram
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colocados sobre o filme seco de marcadores de spin por 15 min e agitados
moderadamente. A razdo molar de marcadores de spin para lipidios da LDL foi de
1:100 ou menos. Feito isso, as amostras ja marcadas foram transferidas para tubos

capilares, os quais foram selados e levados ao espectrometro de RPE.

3.2.5 Medidas de RPE

A obtencgdo dos espectros de RPE foi feita no laboratdrio de Ressonéncia
Magnética do Instituto de Fisica da UFG. Utilizamos em nossos experimentos um
espectrometro Bruker ESP 300 equipado com um ressonador ER 4102 ST operando em
banda-X (9,4 GHz). Os parametros espectrais foram: poténcia de micro-onda, 20 mW;
frequéncia de modulagdo, 100 KHz, amplitude de modulacdo, 1,024 G; varredura de
campo magnético, 100 G; tempo de varredura, 168 s e tempo de deteccdo, 41 ms. A
temperatura foi controlada, com precisdo de *0,3°C, por um sistema de fluxo de
nitrogénio (Bruker, Rheinstetten, Alemanha). Além de medidas diretas das formas de
linha dos espectros, foram realizadas analises espectrais por meio das simula¢es dos
espectros de RPE utilizando o programa nonlinear least-squares (NLLS). Este
programa permite simular um unico espectro com mais de uma componente tendo
diferentes estados de movimento e diferentes parametros de tensores magnéticos. Os
parametros considerados para o radical nitroxido estdo intimamente relacionados com a
dindmica do marcador de spin no meio em que esse se encontra. Analogamente ao
trabalho anterior (Parte 1), os parametros magnéticos foram determinados com base em
uma analise geral de todos 0s espectros obtidos neste trabalho, uma vez determinados,

os espectros de RPE foram simulados usando os mesmos valores de entrada para os

tensores magnéticos (t) e A(t).
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4 Resultados

4.1 Espectros de RPE de LDL marcada com 5-DSA e Oxidada por ions de
Cobre

O espectro de RPE, a 25°C, do marcador de spin 5-DSA inserido nos
dominios lipidicos da LDL é mostrado na Figura 4.1A. O parametro experimental 2A/,
o qual é medido diretamente no espectro também é mostrado. Como comentado na
primeira parte desta tese, este parametro € altamente sensivel a mobilidade do nitroxido,
e por isso tem sido amplamente usado para monitorar a fluidez do ambiente no qual o
marcador de spin se encontra, de modo que quanto maior o valor do 2A; mais rigido o
sistema se encontra. Aparentemente, o espectro do 5-DSA na LDL possui uma Unica
componente, indicando que ha apenas uma populacdo de marcadores de spin na
particula com grau de mobilidade bem definido. Além disso, 0s espectros obtidos neste
trabalho tém caracteristicas similares aos dos espectros de 5-DSA inserido em
membranas de ghosts de hemécias (Figura 4.1B), inclusive com mesmo grau de
mobilidade, tal qual sugere os valores do parametro 2A, (~56,5 G) para estes dois

sistemas.

27, (G)

(A)

56,5 * 0,5

(B) . 563 05

Figura 4.1: Espectros RPE de 5-DSA em LDL a 5,5 mg/ml (A) e em membranas de ghosts de hemacias (B). O
parametro de RPE 2A;, o desdobramento hiperfino maximo, é a separagdo em unidades de campo magnético
entre a primeira linha e a ultima linha de ressonancia do espectro, também esta indicado. Esse parametro foi
praticamente o mesmo para o 5-DSA inserido tanto na LDL quanto nas membranas de ghost. Ambos os espectros
foram obtidos a temperatura ambiente (~¥25°C) e o intervalo de varredura do campo magnético total do espectro
foi 100 G.
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As modificacbes oxidativas promovidas por ions de cobre causam a
peroxidacdo lipidica da LDL, alterando o ordenamento e a polaridade dos lipidios da
particula, de modo que estas modificacbes sdo refletidas nas formas de linha dos
espectros do marcador 5-DSA na LDL. Na Figura 4.2 é mostrado uma série de espectros
de LDL (5,5 mg/ml) a 37°C, tratada com diferentes concentracbes de CuSO4 por um
periodo de 3 horas. Como podemos notar, 0 aumento da concentracdo de cobre resulta
em um aumento da rigidez relativa dos lipidios da LDL, tal como reportado pelo

acréscimo de até 3 G no parametro 2A,.

500 . )

Figura 4.2: Espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA incorporado na LDL (5,5 mg/ml) na presenca de
diferentes concentragdes de cu® a 37°C. As linhas pontilhadas verticais indicam o parametro 2A,, para a amostra
de controle (sem cobre). As setas indicam a presenga do sinal referente aos marcadores de spin livres em solugao.
A escala de varredura de campo magnético foi de 100 G.

Vale a pena mencionar que a presenca de pequenos picos (indicados pelas
setas) nos espectros de RPE se refere a presenca de marcadores de spin livres na solucao
ou muito fracamente ligados a LDL, ou seja, marcadores que ndo estdo inseridos na
particula. Por outro lado, estes marcadores livres ndo interferem no comportamento dos

demais marcadores de spin. Em geral, alguns sistemas lipidicos apos serem oxidados
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podem ser degradados e perderem sua estabilidade estrutural, liberando alguns lipidios
e, consequentemente, elevando o numero de marcadores de spin livres em solucéo.
Porém, da Figura 4.2 vemos que ndo houve aumentos consideraveis nos picos referentes
a estes marcadores de spin livres, mesmo em altas concentragdes CuSQy,, indicando que
a estrutura lipidica em torno do 5-DSA se mantém estdvel e nenhuma degradacéo

significativa pode ser notada.

A fim de obter informacgdes mais detalhadas acerca da reacdo oxidativa
entre os ions de cobre e os lipidios da LDL, foi avaliado o tempo necesséario para que a
peroxidacao lipidica atingisse seu valor maximo. Na Figura 4.3 sdo mostradas trés
curvas referentes aos valores de 2A, para amostras incubadas com diferentes
concentragdes de CuSO, por periodos de 1, 2 e 3 horas. Podemos notar desta figura que
para concentraces abaixo de 100 uM o aumento na rigidez da LDL independe do
tempo de incubacdo, ao passo que para concentragdes superiores 0 maior efeito ocorre
para 3 horas de incubacdo. J& para tempos maiores que 3 h (dados ndo mostrados) os
valores do 2A, tende a se estabilizar, enquanto que, devido a grande concentracdo de
fons de cobre no meio, a intensidade do espectro de RPE ¢é reduzida, 0 que compromete
sua analise. Sendo assim, decidimos por trabalhar com amostras submetidas a 3 h de
reacdo com os ions de cobre, de modo a obter o maior efeito de oxidagcdo e sem

comprometer o sinal de RPE.
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Figura 4.3: Parametro espectral 2A,;, de LDL marcada com 5-DSA, em fung¢do da concentra¢do de CuSO, para trés
1, 2 e 3 horas de incubagdo a 37°C. A linha pontilhada especifica o valor médio do 2A;, para a amostra controle.
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Como metodologia comparativa, a peroxidacdo dos lipidios da LDL foi
acompanhada por espectroscopia de absorcdo ética, através do teste de formagdo do
complexo MDA-TBA. Analogamente foi avaliada por RPE a alteragdo na rigidez da
LDL devido ao efeito da peroxidacdo lipidica. Na Figura 4.4 estdo apresentadas as duas
curvas que descrevem 0 aumento na concentracdo de MDA-TBA (quadrados) e o
aumento da rigidez dos lipidios da LDL (circulos) a medida que a concentracdo de
CuSQ, era aumentada. Como pode ser notado, apesar de se tratar de duas metodologias
distintas, ambas as curvas apresentam o mesmo padrdo sigmoidal, sugerindo que o
empacotamento ocasionado pelo aumento da rigidez dos lipidios da LDL esta
diretamente relacionado a lipoperoxidagdo reportada pelo aumento da concentracdo de
MDA. Para baixas concentraces, menores que 80 uM, ndo foi possivel notar mudancas
significativas na mobilidade dos lipidios e tampouco variacdo da concentracdo de MDA,
ao passo que no intervalo entre 80-200 uM hé& uma elevacgdo consideravel em ambas as
curvas. Por outro lado, em concentracdes acima de 200 uM a oxidacdo da particula de

LDL parece atingir a saturagéo do efeito.
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Figura 4.4: Varia¢do da concentra¢do de MDA-TBA (resultante da peroxidagdo lipidica) e variacdo do parametro
espectral 2A;, (como consequéncia da peroxidacdo lipidica) do marcador de spin 5-DSA incorporado na LDL (5,5
mg/mL) em fungdo da concentracdo do CuSO,. Os pontos claros sdo referentes as amostras controle. A
concentragdo de MDA-TBA foi calculada de acordo com a equagdo 3.1 para um coeficiente de extingdo molar
igual a 1,56x10° M em™.Todos os experimentos foram realizados em triplicata em tampdo PBS (10 mM, pH 7.4,
154 mM de NaCl) e os resultados plotados com desvio padrdo.
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Embora o método para deteccdo da formacdo de MDA-TBA seja bastante
popular e amplamente usado em estudos de oxidacao, ele apresenta baixa especificidade
e baixa sensibilidade para a deteccdo deste composto, principalmente devido a alta
reatividade do TBA com outros compostos presentes nas amostras biologicas [111].
Esta inespecificidade € particularmente importante em lipidios contendo &cidos graxos
poli-insaturados (AGPI) autoxidados como produtos de decomposicdo secundaria,
incluindo complexa mistura de compostos saturados de cadeia curta (alcanos),
insaturados (alcenos e alcadienos) e aldeidos monofuncionais [110, 111]. Além disso,
alguns aldeidos monofuncionais também sdo reativos ao TBA, em meio acido e a
temperatura elevada, formando produtos derivados do TBA com um espectro no visivel
similar ao do complexo MDA-TBA. Por outro lado, o método do marcador de spin
associado a técnica de RPE ¢é altamente especifico, de modo que as alteracdes que
ocorrem nos espectros de RPE em concentracBes baixas do composto oxidante, se
devem essencialmente a peroxidagdo lipidica. Sendo assim, em conjunto com outras
metodologias, a RPE se mostra uma técnica alternativa e eficiente para detec¢do da

peroxidacdo lipidica em LDL.

4.2 Efeito Antioxidante do Resveratrol e dos Flavondides Quercetina e (+)-

Catequina

Na Figura 4.5 é mostrado um conjunto de espectros de RPE de particulas de
LDL marcadas com 5-DSA, submetidas a oxidacdo com 200 uM de CuSO, e tratadas
com diferentes concentracdes de resveratrol, (+)-catequina e quercetina. Nesta figura
também sdo mostrados os espectros tedricos (circulos coloridos) obtidos através da
simulagdo dos espectros experimentais. Observe que 0s espectros simulados retratam
muito bem aos espectros experimentais. Visualmente, podemos notar que a adi¢do de
qualquer um dos polifendis reduziu o parametro espectral 2A, (indicados pelas linhas
tracejadas), o que pode ser mais bem visualizado nos espectros de amostras tratadas
com pelo menos 100 uM de antioxidante. Para este mesmo experimento, a variagdo do
parametro 2A,, foi plotada em funcdo da concentracdo dos antioxidantes (Figura 4.6A).
Para critério de comparagdo, o efeito antioxidante do BHT também foi avaliado.
Podemos notar que mesmo em concentragdes muito baixas de resveratrol, (+)-catequina

e quercetina, h&d uma reducdo considerdvel nos valores do pardmetro 2A, passando de
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~58,7 para ~57,0 G enquanto que para amostras tratadas com BHT este mesmo efeito
somente foi observado para concentracdes acima de 150 uM. O efeito isolado dos
antioxidantes também foi avaliado para verificar se a diminuicdo do 2A, ndo era devido
a capacidade destas moléculas de aumentar a fluidez dos lipidios da LDL. Como pode
ser notado da Figura 4.6A (pontos vazados), a adi¢do de até 200 uM de resveratrol, (+)-
catequina e quercetina ndo causou variagdes significativas nos valores do 2A, quando
comparados a amostra controle. Por outro lado o BHT tornou os lipidios da LDL mais
fluido, denotado por uma redugéo de 0,5 G no 2A, porém, 0,5 G é o erro experimental

na medida e, assim, este efeito pode ser considerado n&o significativo.

Resveratrol Catequina Quercetina
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Figura 4.5: Espectros de RPE experimental (linha pretas) e simulado (circulos) a 25°C do marcador de spin 5-DSA
inserido na LDL (pH 7,4) oxidada com 200 uM de CuSO, e tratada com diferentes concentragdes dos antioxidantes
Resveratrol, (+)-Catequina e Quercetina. Trés espectros de amostras de LDL controle (ndo oxidada) também sdo
apresentados. As linhas pontilhadas indicam a medida do pardmetro 2A,, para a amostra sem antioxidante. O
campo magnético total foi de 100 G e os espectros simulados foram obtidos através do programa NLLS. A

concentragio final de LDL foi de 4, 5 mg/ml.

Como mencionado anteriormente, uma das vantagens de se trabalhar com o

parametro 2A,, é a de que ele pode ser medido diretamente do sinal de RPE, o que pode
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ser feito imediatamente ap6s a aquisi¢do do espectro. Por outro lado, para espectros ndo

muito intensos ou para pequenas variagbes do 2Ay,, essas avaliacbes ficam

comprometidas e, nestes casos, o programa de melhor ajuste NLLS é usado para

auxiliar na analise dos espectros de RPE. Neste trabalho, a partir da simulacéo espectral

a dinamica do marcador de spin 5-DSA na LDL foi avaliada a partir dos valores do

tempo de correlagéo rotacional, t., mostrados na Figura 4,6B.
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Figura 4.6: (A) Parametro espectral 2A;, e (B) tempo de correlagdo rotacional, obtido a partir do programa de simulagao
NLLS, para marcador de spin 5-DSA inserido nos dominios lipidicos da LDL submetida a oxidacdo com 200 pM de CuSO, e
em fungdo da concentragdo de quatro antioxidantes: Resveratrol, Quercetina, (+)-Catequina e BHT. As linhas
pontilhadas inferiores e superiores indicam os valores referentes aos controles (ndo oxidada) e as amostras oxidadas
com 200 pM de CuSO, e sem oxidante, respectivamente. Os pontos vazados se referem aos controles positivos, isto é,
amostras ndo oxidadas e com 200 uM de antioxidante. Todos os experimentos, com exce¢do do teste com BHT, foram
realizados em triplicata e os desvios estdo indicados pelas barras verticais em cada ponto.

Vemos da Figura 4.6B que para concentragdes superiores a 20 uM o resveratrol é

o0 antioxidante mais eficiente, como reportado pela drastica reducdo do tempo de correlacéo

rotacional, de modo que em 50 uM os marcadores de spin apresentam valores de ¢

caracteristico de amostras ndo oxidadas. Tanto a quercetina quanto a (+)-catequina se

mostraram antioxidantes altamente eficientes, sendo capazes de proteger por completo a LDL
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da oxidagdo. Porém o método de simulacdo mostra que esta total protecdo s6 ocorre para
concentracdes acima de 100 uM para (+)-catequina e somente em 200 uM para quercetina.
De acordo com o que foi mostrado na Figura 4.6A, o BHT foi o antioxidante que teve menor
efeito protetor contra 0 aumento da rigidez provocada pela oxidacdo dos lipidios da LDL,

sendo pouco eficiente mesmo em altas concentragdes.

Resultados similares aos reportados pelo parametro 2A;, foram obtidos pelo
método da formacdo de MDA-TBA (Figura 4.7), no qual, mesmo em concentra¢cBes muito
baixas, tanto o resveratrol quanto os dois flavonodides estudados foram capazes de reduzir
completamente a peroxidacdo lipidica, ndo sendo possivel notar qualquer diferenca entre o
efeito antioxidante destas moléculas a medida que a concentracdo foi aumentada. Os
resultados obtidos pelo teste de MDA indicam que os trés antioxidantes utilizados preveniram
completamente a lipoperoxidacdo quando adicionados em concentragdes em torno de 25 uM.
Estes resultados sdo consistentes com os obtidos com base no parametro 2A, (Figura 4.6A).
Entretanto, os dados de simulagdo ndo retrataram bem este comportamento, sugerindo que
apesar de haver uma boa convergéncia entre 0s espectros experimentais e 0s tedricos, na
situacdo em particular, o uso da simulacdo de espectro nao trouxe vantagem na determinacao

das diferencas finas de mobilidade causadas pelos diferentes graus de oxidacdo lipidica.
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Figura 4.7: Variagdo concentragdo de MDA-TBA, para LDL oxidada com 200 uM de CuSO,, em funcdo da concentragdo de
antioxidante. A concentragdo de MDA foi calculada de acordo com a equagdo 5.1 para um coeficiente de extingdo molar
igual a 1,56x10° M'em™.
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4.3 Efeito da temperatura sobre a LDL oxidada e ndo oxidada

O tempo de correlacdo rotacional, para amostras de LDL oxidadas com 400 uM
de CuSO,4 e amostras ndo-oxidadas em fungdo da temperatura € mostrado na Figura 4.8. Para
ilustrar as mudancas na forma de linha, os espectros destas amostras para duas temperaturas, 4
e 34°C, também sdo mostrados. Como podemos notar, a oxidacdo da LDL provoca aumentos
significativos nos valores de t. para temperaturas inferiores a 30°C. Por outro lado, para
temperaturas maiores ambas as curvas convergem para um mesmo ponto, que efetivamente
ocorre em 60°C. Isto provavelmente acontece porque nesta temperatura a regido lipidica em
torno do marcador de spin ja tenha uma méaxima desordem. E importante mencionar que 0s
espectros de RPE foram completamente reversiveis, mesmo no caso das amostras oxidadas,
apo6s medicdo na temperatura de 70°C e remedicdo em 30°C, indicando que o marcador de
spin encontra-se bem distribuido no interior da LDL e que possiveis efeitos de desnaturacao

da proteina ndo se refletiram na regido lipidica.

26 = 400 uM Cu*
24 ] ® Controle

Temperatura (°C)

Figura 4.8: Tempo de correlagdo rotacional (painel esquerdo) obtido a partir do programa de simulagao NLLS, para o
marcador de spin 5-DSA inserido nos dominios lipidicos da LDL em fungao da temperatura. No painel direito é mostrado
a alteragao na forma de linha dos espectros em duas temperaturas distintas, 4 e 34°C. Além disso, os valores referentes
ao parametro espectral 2A;, estdo indicados. Os espectros simulados para as amostras controle e oxidada sdo

representados pelos circulos vermelhos e azuis, respectivamente. O campo magnético total de varredura foi de 100 G.

Da figura acima percebemos mudancas de inclinagdo de ambas as curvas

ocorrendo em torno de 32°C. Este comportamento térmico poderia ser confundido com uma
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transi¢do de fase no dominio lipidico da LDL. Entretanto, a maneira mais adequada para se
investigar transicdes de fase em membranas e sistemas lipidicos com base nos valores de 1,
seria verificando as mudancas na inclinacdo do grafico de log(tc) versus 1/T (gréfico de
Arrhenius). Tais mudancas estdo diretamente relacionadas as energias de ativacdo (E,)
necessarias para que o marcador de spin alcance graus de mobilidade cada vez maior [132].
De modo que, do grafico de Arrhenius, podemos obter os valores de E, usando a seguinte

equacéo:
logt, = E,/2.3RT, (5.2)

onde R é a constante universal dos gases e 7'é a temperatura absoluta. A eq. (5.2) é conhecida
como equacdo de Arrhenius. Os valores da energia de ativacdo média para as amostras
controle e oxidada foram respectivamente 5,9 kcal/mol e 6,9 kcal/mol, mostrando que a
barreira de energia encontrada pelo marcador de spin aumenta com a oxidagdo. Na pratica, em
temperaturas onde ocorrem transicGes de fase a inclinacdo da curva no grafico de Arrhenius é

alterada, o que ndo foi verificado em nossos experimentos, como pode ser notado na Figura
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Figura 4.9: : Grafico de Arrhenius obtido a partir da simulacdo dos espectros de 5-DSA inserido nos dominios lipidicos da
LDL oxidada (com 400 pM de CuSO,) e ndo-oxidada (circulos vermelhos) em fun¢do do inverso da temperatura absoluta.
As retas através dos pontos foram obtidas por ajuste linear seguindo o método dos minimos quadrados. O grafico de
Arrhenius é mais adequado para identificar transi¢gées de fase via tempo de correlagao rotacional. O padrao linear das
curvas sugere a auséncia de transi¢coes de fase no ambiente em que o marcador de spin de encontra.
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5 Discussao

Ao longo dos anos a LDL tem sido amplamente usada como objeto de estudos na
busca por uma maior compreensdo dos mecanismos envolvidos na oxidagédo de lipidios, além
de ser amplamente usada também como modelo para se avaliar a atividade antioxidante de
moléculas. Para esta proposta, tem sido desenvolvidos modelos in vitro que incluem sua
oxidacdo por ions de cobre [133]. Embora seja bem aceito que a oxida¢do dos componentes
da LDL seja um importante evento para desencadeamento da aterosclerose, os mecanismos de
oxidacdo nos diferentes componentes desta particula, bem como a organizacao dos lipidios
durante o processo de oxidacdo ainda ndo estd completamente estabelecida. Neste contexto, as
alteraces dinamicas dos lipidios da LDL sujeita a estresses oxidativo por fons de Cu?* foram
caracterizadas pela técnica de RPE, usando um marcador de spin especifico para regido
lipidica. Baseado nas informacdes espectrais reportadas pelo marcador de spin, a eficacia
antioxidante do resveratrol, da quercetina e da (+)-catequina também foi avaliada, e 0s
resultados foram ainda comparados com o método de formacéo de MDA-TBA.

5.1 Caracteristicas dos espectros de RPE de 5-DSA em LDL

Em geral, os espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA em bicamadas
lipidicas contendo proteinas sdo compostos por duas componentes espectrais, as quais
indicam a coexisténcia de duas populacGes de marcadores de spin com diferentes estados de
mobilidade. A componente mais restrita esta associada aos marcadores de spin que contornam
as regides hidrofdbicas da proteina, enquanto o componente mais mdvel surge a partir dos
marcadores de spin mais inseridos na fase lipidica, longe da proteina [134, 65]. Por outro
lado, em membranas de eritrocitos ou de ghosts, devido as altas concentragcdes de proteinas
(~50%), somente a componente espectral correspondente aos marcadores de spin em contato
com as proteinas aparece nos espectros de RPE de 5-DSA, indicando que a fragdo de
marcadores de spin sem qualquer contato com as proteinas é muito pequena [94]. Os
espectros de 5-DSA em LDL obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos deste marcador em
ghosts, com valores de 2A,, praticamente idénticos, Figura 4.1. Sabendo que a proteina ApoB-
100 tem sua maior por¢cdo na camada mais superficial da LDL e que marcadores de spin

derivados do acido esteérico se estabilizam nesta camada [135, 136, 93], nossos resultados
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sugerem que na LDL h& uma forte participacdo do componente proteico na dindmica dos
lipidios, similarmente ao que ocorre em membranas de ghosts. Assim, o marcador de spin
também € capaz, indiretamente, de detectar alteragdes na proteina da LDL.
Correspondentemente, resultados de espectroscopia de RMN e de fluorescéncia com
resolucdo temporal tem evidenciado que os fosfolipidios da superficie da LDL estdo
preferencialmente imobilizados devido & interacdo destas moléculas com a ApoB-100 [137,
138]. Por outro lado, ndo deve ser descartada a contribuicdo das moléculas de colesterol
(cerca de 9% da massa total da LDL) para a rigidez do sistema, uma vez que estas moléculas

também se estabilizam em sua maioria na monocamada externa da particula.

5.2 Eficiéncia do resveratrol, da quercetina e da (+)-catequina como

antioxidante em comparag¢ao com o BHT

A grande maioria dos estudos relacionados a danos oxidativos em sistemas
lipidicos e membranas celulares envolvendo a RPE e o método dos marcadores de spin se
limita a deteccdo da presenca dos radicais livres ou simplesmente a reducdo do radical
nitréxido e ndo as consequéncias dos danos oxidativos. Dentre os marcadores de spin usados
neste tipo de estudo, os derivados do acido estearico sdo os mais utilizados, o0 que se deve
principalmente a sua alta capacidade de incorporacdo em membranas celulares. Neste trabalho
foi evidenciado que a incorporacdo do marcador de spin 5-DSA na LDL é capaz de detectar
alteracOes na dindmica local resultante da peroxidacdo lipidica, reportado por aumentos de até
3 G no parametro espectral 2A, (Figura 4.2). Aumentos equivalentes no parametro 2A,, foram
alcangados neste trabalho para amostras ndo oxidadas submetidas a reducdo de temperatura de
aproximadamente 13°C, de acordo com o reportado por Gorshkova et al. que evidenciaram o
mesmo aumento para uma reducdo de temperatura de aproximadamente 14°C [135]. Sendo
assim, como ocorre com a diminuigéo da temperatura, fica clara a relagcdo entre o aumento do
2A e a diminuicdo do grau de mobilidade molecular no interior da LDL, ou seja, diminuicdo

da fluidez lipidica como consequéncia do estresse oxidativo.

Embora sejam raros os trabalhos que relacionam o grau da peroxidagao lipidica a
dindmica dos lipidios em lipoproteinas, ha na literatura diversos estudos relacionando estes
dois eventos em membranas celulares e bicamadas lipidicas. Como exemplo, o enrijecimento

dos lipidios de membranas de ghost de hemécias marcadas com marcadores de spin derivados
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da fosfatidilcolina foi observado, para amostras submetidas a oxidacdo por irradiacdo com
raios-y, como consequéncia da peroxidacdo lipidca [139]. Eichenberger e colobaradores
associaram ao aumento da rigidez de lipidios de membranas oxidadas de microssomos a
lipoperoxidacéo lipidica, causada principalmente pela formacdo de ligacGes covalentes entre
os radicais lipidicos adjacentes, o que leva a diminuicdo da liberdade de movimento dos
lipidios [140]. Em estudos desenvolvidos em nosso laboratério também com membranas de
ghosts (dados néo publicados), aumentos de cerca de 2 G no parametro 2A, foram observados
para membranas apds sofrerem peroxidacdo lipidica com Fe” e peréxido de hidrogénio
(H20,). Por outro lado, em membranas modelo de fosfolipidios de soja, o efeito da
peroxidacdo lipidica com ferro/ascorbato na fluidez de membrana se mostrou altamente
dependente da posicao do nitroxido ao longo da cadeia de acidos graxos. Uma rigidez maxima
foi observada para os isbmeros com nitroxidos nas posi¢des 10- e 12-DSA [141]. Em trabalho
recente, um aumento na rigidez das membranas de eritrocitos, associado a um aumento de
também 2G no parametro 2A;, e a um aumento da concentracdo de MDA, foi evidenciado
quando estas células foram submetidas a oxidagdo induzida por de H,O, [94]. Os aumentos
no parametro 2A; seguido pelos acréscimos na concentracdo de MDA (Figura 4.4) para
amostras oxidadas por fons de Cu®* estdo em acordo com os trabalhos mencionados,
confirmando a hipdtese da peroxidacao lipidica na LDL e a importancia da RPE e do método

de marcadores de spin para este tipo de estudo.

Dada a importancia desta metodologia de deteccdo por RPE, as capacidades
antioxidantes do resveratrol, da (+)-catequina e da quercetina foram avaliadas e comparadas
com o antioxidante classico BHT. Nossos resultados mostraram que em baixas concentracdes
de CuSO, (razdo molar de em torno de 40:1) ndo é possivel observar qualquer variacao
significativa no 2Ay, indicando que nestas concentra¢es ndo ocorre peroxidacéo lipidica. Isto
se deve ao fato de que os antioxidantes endogenos, a-tocoferol, y-tocoferol, carotenoides,
oxicarotenoides e ubiquinol-10 protegem a LDL até certa concentracdo de cobre, e somente
apos 0 consumo destes antioxidantes (~80 uM de CuSO, de acordo com nossos resultados) é
que o0 processo oxidativo se inicia. Sendo assim, para avaliar o papel protetor dos
antioxidantes, foi escolhida uma concentracdo de CuSO, em que o efeito protetor dos
antioxidantes enddgenos ndo interferisse nos resultados dos antioxidantes aqui testados, isto €,
concentra¢do em que a peroxidacgdo lipidica fosse maxima, que neste trabalho correspondeu a

200 uM de CuSOsa.


http://pubget.com/search?q=authors%3A%22K%20K%20Eichenberger%22

112

A eficiéncia do resveratrol em proteger a LDL contra a oxidacéo por ions de cobre
foi evidenciada por Cheng e colaboradores, pelos métodos de formacdo de MDA, avaliagéo
do consumo de a-tocoferol e captura de oxigénio para concentragcdes equivalentes a 5,5
mg/ml de LDL, 69 uM de CuSO4 e 14 uM de resveratrol. Seus resultados mostraram que 0
resveratrol foi capaz de proteger parcialmente a LDL por cerca de 1 h [142]. Por outro lado,
para um periodo de 3 h de incubacdo, Berrougui e colaboradores usaram o metodo de
formacéo de dieno conjugado e observaram uma reducéo da peroxidacao lipidica em torno de
35%, porém utilizando uma quantidade bem maior de cobre, isto &, concentracbes
equivalentes a 5,5 mg/ml, 550 uM de CuSO4 e 55 uM de resveratrol [143]. Neste contexto,
nossos dados mostraram também que por um periodo de 3 h, 14 uM de resveratrol é capaz de
inibir a peroxidacgdo lipidica causada pela reagdo de 200 uM de CuSO, com a LDL (5,5

mg/ml) apenas parcialmente, isto é, em cerca de 60%, como indicado pelas Figuras 4.6 e 4.7.

Esta capacidade protetora do resveratrol, bem como de alguns flavondides, foi
associada a capacidade destas moléculas em inibir a ligacdo do cobre a LDL [144, 130]. Foi
mostrado que, em concentracGes equimolares, a quercetina € capaz de diminuir a ligagdo do
cobre a LDL em 50% enquanto a catequina em 20% [144]. Por outro lado, Lucie Frémont e
colaboradores avaliaram o papel protetor de polifendis de vinho tinto contra a peroxidacao
lipidica de LDL de porco iniciada por ions de cobre e AAPH. Seus resultados mostraram que
o resveratrol € mais eficiente em proteger os acidos graxos poli-insaturados da LDL (=5,5
mg/ml) contra a oxidagdo apds 5 h de incubacdo com CuSO, (=34,3 uM), e menos eficiente
contra a oxidagdo provocada pelo radical iniciador AAPH (=6,8 mM), quando comparado a
catequina e a quercetina os quais tiveram efeitos iguais [145]. A maior eficiéncia antioxidante
do resveratrol foi associada ao fato de que este polifenol pode proteger a LDL atuando tanto
como quelante de cobre como também eliminando os radicais livres formados (atuando como
scavenger), enquanto que os flavondides quercetina e (+)-catequina sdo mais eficientes como
scavengers. Entretanto a capacidade do resveratrol em atuar como quelante de cobre
predomina sobre sua capacidade como scavenger, que por sua vez é menor que a capacidade
scavenger da quercetina e da (+)-catequina [145]. Assim, eficiéncia de um antioxidante contra
a peroxidacdo lipidica iniciada por ions de cobre estd diretamente relacionada a sua

capacidade quelante e scavenger.

Embora nossos resultados ndo tenham detectado qualquer diferenca significativa

entre o efeito antioxidante dos trés polifendis estudados, os dados de RPE mostraram que 0
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antioxidante sintético BHT é o menos eficiente em proteger a LDL contra a peroxidacao
lipidica causada por ions de cobre dentre os compostos estudados. E sabido da literatura que
as capacidades antioxidantes dos flavondides estdo diretamente relacionadas a presenca dos
grupos hidroxila no anel B (Figura 1.8) e no anel A das moléculas, os quais podem doar
hidrogénios (elétrons) para estabilizar espécies radicalares, e também melhorar a habilidade
quelante destas moléculas. No caso do resveratrol, a hidroxila no anel A pode agir em
conjunto com o oxigénio carbonila adjacente para quelar ions metélicos, o que também ocorre
no caso dos flavonodides para hidroxilas adjacentes [144, 117]. Ja a simples presenca e as
disposi¢cdes dos grupos hidroxilas na molécula sdo determinantes na captura dos radicais
livres [130]. Sendo assim, a baixa protecdo do BHT (Figura 1.7) contra a oxidacdo da LDL
pode ser entendida pela presenca de apenas um grupo hidroxila na molécula, o que inviabiliza
a funcdo quelante deste composto e limita sua acdo como scavenger. Convém mencionar
ainda que, apesar de ser um antioxidante classico muito usado na conservagdo de alimentos e
em cosmeéticos, 0 BHT possui efeitos altamente toxicos em animais [146], o que inviabiliza
sua administracdo no corpo em concentracdes adequadas para combater os radicais livres.
Diferentemente dos outros antioxidantes testados, os quais sdo produtos naturais ndo toxicos e

que podem ser ingeridos, principalmente, pelo consumo de uvas e vinho tinto.

O fato dos dados referentes ao tempo de correlacdo rotacional (Figura 4.6B) ter
indicado uma superioridade do resveratrol em relacdo aos flavonoides, enquanto o parametro
2A;; e 0 MDA ndo ter indicado qualquer diferenca entre eles, sugere que a simulacdo
computacional, embora seja um método muito importante para a analise do comportamento
do marcador de spin descrito por espectros com mais de uma componente em sistemas como
membranas, lipossomas e proteinas [147, 148], ndo € adequado para detectar pequenas
diferencas na dindmica do marcador de spin, neste regime de movimento, em espectros com
apenas uma unica componente. E neste caso, a medida do 2A; diretamente do espectro é a
maneira mais adequada para se avaliar a peroxidagdo lipidica. Por outro lado, dada a
importancia do método de simulacdo computacional, este assunto sera explorado em novos

experimentos com outros marcadores de spin, em continuidade a este trabalho.
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5.3 Efeito da Temperatura

Embora a RPE e o método dos marcadores de spin ndo seja a técnica mais
adequada para monitorar transi¢cbes de fase, estudos tem comprovado sua eficiéncia em
identificar mudancas de fase em sistemas membranas e lipossomas [147, 149]. Regibes onde
ocorrem transicOes de fase sdo caracterizadas por mudancas no movimento do marcador de
spin, as quais podem ser identificadas pelas mudancas nos parametros 2A, e t.. Sendo assim,
para obter um melhor entendimento sobre o comportamento dindamico dos lipidios da LDL
apos oxidacdo por ions de cobre, a LDL foi submetida a diferentes temperaturas e a dindmica
do 5-DSA foi monitorado pelo tempo de correlagdo rotacional.

Experimentos de calorimetria e espectroscopia de RMN tém mostrado que o
nacleo da LDL possui uma transicao de fase reversivel, como ponto médio em torno de 30°C.
De modo que acima desta transi¢cdo o nicleo encontra-se em um estado quase liquido, e
abaixo dela em um estado ordenado liquido cristalino [93]. Dados de DSC tém indicado que
essa transicdo de fase € altamente dependente do conteudo lipidico da LDL, podendo variar de
particula para particula e de regido para regido. Além disso, a temperatura de transicdo da
LDL ndo é bem definida, tendo uma largura de aproximadamente 20°C e uma variacdo de
cerca de 10°C na temperatura de ponto médio [150]. J& a temperatura de desnaturacdo da
proteina apoB-100 encontra-se em torno de 81°C, como relatado por medidas de DSC. Por
outro lado, ao avaliar regides especificas da lipoproteina este panorama muda. Estudos usando
sondas fluorescentes mostraram que enquanto mudancas no ordenamento dos lipidios do
nacleo sdo observadas no intervalo de temperatura de transi¢do, nenhuma alteracdo de ordem
¢ observada para os lipidios mais externamente estruturados na particula, sugerindo que, além
da mudanca na temperatura de transicdo de fase da LDL de regido para regido, na camada
externa esta temperatura € bem mais elevada [97]. Em acordo com esta interpretacdo, nossos
resultados mostraram que nenhuma transi¢cdo de fase pode ser observada para amostras de
LDL nativa ou oxidada com 400 uM de cobre, no intervalo de temperatura entre de 4-60°C,
evidenciado pelo comportamento linear durante todo intervalo de temperatura do gréfico de
Arrhenius (Figura 4.9). Este resultado sugere que o compartimento onde o 5-DSA se
estrutura, isto é, a regido de interface, permanece no mesmo estado fisico durante todo o
intervalo de temperatura estudado, desde bem abaixo ou bem acima da transi¢cdo de fase do
nacleo da LDL, o que pode ser devido ao fato de que a forte interacdo entre os lipidios desta

regido e a proteina ApoB-100 eleve a temperatura de transicdo de fase, ndo podendo ser
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observada neste intervalo.

Interessantemente, a drastica oxidagdo sofrida pelos lipidios da LDL n&o
modificou o comportamento da particula com a mudanga da temperatura, sugerindo que o
ambiente em que o marcador de spin se encontra ndo se altera com a oxidacdo, mas somente
seu grau de mobilidade. Além disso, os valores calculados da energia de ativacao (E,) de 6,9
kcal/mol e 5,9 kcal/mol para as amostras oxidada e ndo-oxidada (controle), respectivamente,
mostram que a peroxidacdo lipidica aumenta a barreira de energia que o marcador de spin

precisa superar para alcancar altos graus de movimento.

Outro fator que deve ser levado em conta quando se avalia as mudangas biofisicas
a partir da dindmica de sistemas constituidos de lipidios e proteinas é a possibilidade de haver
fusdo ou agregacdo entre as moléculas de LDL ap6s a oxidacdo, o que também poderia
restringir o movimento do marcador de spin. Neste sentido, tem sido sugerido que a oxidacao
por ions de cobre induz agregacdo e fusdo entre particulas de LDL [151], e 0s possiveis
mecanismos de agregacéo e fusdo destas particulas foram discutidos por O6rni et al. [152].
Neste trabalho, os espectros foram completamente reversiveis com a temperatura elevada até
70°C e o comportamento no grafico de Arrhenius ndo mostrou qualquer mudanca consistente
com agregacao de proteina. Este resultado concorda com resultados reportados por Gerry e
colaboradores [153] no qual uma agregacdo consideravel entre as particulas de LDL somente
é observada a 37°C e ap0s cerca de 6h de incubacdo com CuSO,. Em trabalho recente, usando
ressonancia magnética nuclear e a técnica de Z-scan, foi mostrado também que nenhuma
fusdo entre particulas de LDL oxidadas por ions de cobre e ferro pode ser notada, mas que um

sinal de agregacdo é percebido para amostras incubadas por 18 h com CuSQO,4[131].
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6 Conclusoes

Nossos estudos usando a espectroscopia de RPE de um marcador de spin derivado
do acido estearico inserido na LDL e medidas da formacdo de MDA nos permitiu chegar as

seguintes conclusoes:

e O marcador 5-DSA se distribui na particula de LDL em contato com as cadeias
polipeptidicas da ApoB-100, o que restringe 0 movimento do marcador de spin e resulta
em um espectro com apenas uma componente, isto &, a maioria dos marcadores ficam
em contato com a proteina (na regido de contorno) e a fragdo do “bulk” (sem contato
com a proteina e apenas tendo como vizinhos outros lipidios) ndo € resolvida no
espectro de RPE;

e O processo oxidativo desencadeado por ions de cobre nas amostras de LDL (para uma
razdo molar a partir de 40:1) resulta na peroxidacdo de seus lipidios, o qual pode ser
monitorado pela diminuicdo na dindmica do marcador de spin 5-DSA refletida no
aumento do parametro espectral 2A, e acompanhada pela elevacdo da concentracéo de
MDA;

e Todos os polifendis estudados foram capazes de proteger a LDL completamente contra
a oxidacdo por ions para concentracGes a partir de 30 uM,;

e O BHT foi capaz de proteger a peroxidacdo dos lipidios da LDL apenas parcialmente,
mesmo em altas concentracdes, diferentemente dos polifendis. Este resultado foi
atribuido a presenca de apenas uma Unica hidroxila na molécula do BHT, enquanto os
polifendis possuem pelo menos trés hidroxilas que permitem as moléculas atuarem tanto
como scavenger quanto como quelantes e assim contribuir para a prevencdo do processo
ateroscleratico;

e O movimento do marcador de spin aumenta com a elevacdo da temperatura, porém a
transicdo de fase do ndcleo da LDL ndo € capaz de afetar a dindmica do ambiente
molecular em torno do 5-DSA, o qual permanece no mesmo estado fisico durante todo
intervalo de temperatura;

e A oxidacdo da LDL aumenta a barreira da energia que os marcadores de spin precisam

superar para alcangar graus superiores de movimento;
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7 Perspectivas

Através da espectroscopia de RPE pudemos monitorar a oxidacdo da LDL por
meio da dinamica do 5-DSA inserido na particula. Entretanto, acreditamos que alguns ensaios
ainda podem ser realizados no intuito de buscar informagcfes complementares antes da
submissdo deste trabalho em periodico de circulagdo internacional. Além disso, outros
trabalhos serdo desenvolvidos utilizando os métodos explorados aqui. Em relacdo a estas

observacdes, segue abaixo nossas perspectivas futuras:

e Auvaliar a oxidagdo da LDL em diferentes regibes da particula, usando marcadores de
spin lipidicos capazes de se inserirem mais internamente na LDL,;

e Estudar o efeito da oxidacdo provocada pelos ions de cobre na dindmica das cadeias
laterais da ApoB-100, usando marcadores de spin especificos que reagem com as
cisteinas livres desta proteina;

e Avaliar o potencial antioxidante do 4-nerolidilcatecol (4-NC), composto natural isolado
da “pariparoba” cuja atividade antioxidante em membranas de fosfolipidios e
membranas de ghosts tem sido recentemente comprovada em nosso laboratério, em
LDL utilizando a espectroscopia de RPE e o teste de formacdo de MDA,

e Estudar a interacdo da LDL com BSA e verificar o potencial antioxidante da albumina.
Para este estudo podemos avaliar as alteracGes devido a interacdo entre estas moléculas
tanto por marcadores de spin inseridos na LDL como por marcadores ligados a BSA;

e Estudar o efeito antioxidante em LDL de outros compostos com atividades terapéuticas

conhecidas, em especial compostos isolados de plantas do cerrado brasileiro;
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Apéndice

A. Trabalhos Desenvolvidos Durante o Doutorado

Durante os quatro anos de doutorado (2008-2012) desenvolvemos alguns
trabalhos que ndo foram descritos no texto desta tese, e que resultaram em publicacdes em
revistas de divulgacdo internacional. Embora estes estudos tenham sido realizados em
colaboracdo com outros alunos do grupo, tive uma significativa participacdo tanto no processo
de aquisicdo de dados quanto do processo de confeccdo dos artigos. Por este motivo, estes
trabalhos serdo descritos a seguir na ordem em que foram realizados. Além disso, também é

apresentado o trabalho resultante dos estudos descritos na primeira parte desta tese (Artigo I).

Durante o primeiro ano do meu doutorado desenvolvemos toda etapa
experimental de um estudo relacionado ao efeito de diferentes tipos de terpenos
(aumentadoras da permeacdo da pele) sobre as membranas e proteinas do estrato cdrneo,
usando a técnica de marcadores de spin e a RPE, resultado do desmembramento dos trabalhos
desenvolvidos durante meu mestrado. Este trabalho foi publicado em 2010 na revista Lipids
(Artigo I1) e compOs a dissertacdo de mestrado do aluno Heverton S. Camargos. Em
colaboracdo com o aluno Sebastido A. M. Neto, iniciamos estudos relacionados a uma nova
linha de pesquisa em nosso laboratério: Efeitos do estresse oxidativo em membranas de
eritrécitos, lipossomas, proteinas e efeito antioxidante de compostos naturais avaliados por
RPE. A implementacdo da metodologia experimental e a coleta dos dados foram realizadas
durante todo o ano de 2009. Os resultados deste estudo fizeram parte da dissertacdo de
mestrado do aluno Sebastido e resultaram em um artigo publicado este ano (Artigo I1). A
pratica adquirida com os trabalhos relacionados aos efeitos dos terpenos e os estudos com
células de eritrocitos foram importantes para iniciarmos um novo estudo usando a técnica de
RPE relacionado aos efeitos de oito diferentes terpenos em células de hemaécias e fibroblastos,
visando obter informacgdes acerca da citotoxicidade dessas moléculas, o que é de grande
importancia na caracterizacdo de compostos cuja finalidade seja a aplicagdo na pele.
Iniciamos este trabalho no ano de 2010, o qual foi realizado em colaboragdo com o grupo
do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFG (FF-UFG).
Minha participacdo se deu desde o inicio da etapa experimental envolvendo estudos com a
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RPE até a confeccdo do artigo. Neste momento este trabalho encontra-se aceito para
publicacdo na revista Toxicology in Vitro (Trabalho V).

Além dos estudos mencionados acima, outro trabalho foi realizado por mim, sob
supervisdo do Prof. Antonio Alonso, em colaboragdo com o grupo da FF-UFG, coordenado
pela Profa. Dra. Eliane Martins Lima. Neste estudo (experimentos realizados em 2011)
usamos o0 método de marcadores de spin e a técnica de RPE, como metodologias
comparativas de outras técnicas, para caracterizar e avaliar a estabilidade do 4-
Nerolidilcatecol, composto isolado da pariparoba. Este trabalho resultou na dissertagdo de
mestrado da aluna da FF-UFG Marilisa Gaeti e em um artigo que se encontra sob revisdo na

revista International Journal of Pharmaceutics (Trabalho V).
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On the interaction of bovine serum albumin with ionic surfactants: Temperature
induced EPR changes of a maleimide nitroxide reflect local protein dynamics and
probe solvent accessibility

Jorge Luiz Vieira Anjos?, P.S. Santiago®¢, Marcel Tabak®, Antonio Alonso?*

* Instttuto de Fisica, Universidede Federal de Gotds, Goidmia 74001-970, GO, Brazil
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The interaction of bovine serum albumin (BSA) with the ionic surfactants sodium dodecylsulfate
Received 28 March 2011 (SDS, anionic), cetyltrimethylammonium chloride (CTAC, cationic) and N-hexadecyl-N N-dimethyl-3-
Received in revised form 6 July 2011 ammonio-1-propanesulfonate (HPS, zwitterionic) was studied by electron paramagnetic resonance (EPR)
:::;Eﬁ 2%;::_?:?; spectroscopy of spin label covalently bound to the single free thiol group of the protein. EPR spectra simu-

lation allows to monitor the protein dynamics at the labeling site and to estimate the changes in standard
Gibbs free energy, enthalpy and entropy for transferring the nitroxide side chain from the more motion-

]Bca::g::}um Zibumin ally restricted to the less restricted component. Whereas 505 and CTAC showed similar increases in the
EPR dynamics of the protein backbone for all measured concentrations, HPS presented a smaller effect at
Maleimide spin label concentrations above 1.5mM. At 10 mM of surfactants and 0.15 mM BSA, the standard Gibbs free energy
Protein mobility change was consistent with protein backbone conformations more expanded and exposed to the solvent
Surfactant effect as compared to the native protein, but with a less pronounced effect for HPS. In the presence of the

surfactants, the enthalpy change, related to the energy required to dissociate the nitroxide side chain
from the protein, was greater, suggesting a lower water activity. The nitroxide side chain also detected
a higher viscosity environment in the vicinity of the paramagnetic probe induced by the addition of the
surfactants. The results suggest that the surfactant-B5A interaction, at higher surfactant concentration,
is affected by the affinities of the surfactant to its own micelles and micelle-like aggregates. Complemen-
tary DLS data suggests that the temperature induced changes monitored by the nitroxide probe reflects
local changes in the vicinity of the single thiol group of Cys-34 BSA residue.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Molecular Dynamics and Partitioning of Di-teri-butyl Nitroxide
in Stratum Corneum Membranes: Effect of Terpenes

Heverton Silva Camargos © Adolfo Henrigue Moraes Silva ¢

Jorge Luiz Vieira Anjos * Antonio Alonso
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Abstract In this work, we have used electron paramag-
netic resonance (EPR) spectroscopy of the small spin label
di-tert-butyl  nitroxide (DTBN), which pantitions  the
agquenns and hvdrocarbon phases, o study the interaction
of the terpenes s-terpinenl, 1,8-cineole, 1 —)-carvone and
(4 Himonene with the uppermost skin laver, the stratum
cormneum, and the membrane models of 1,2-dipalmitovl-sn-
glveero-3-phosphatidylcholine (DPPC) and  1.2-dimyri-
stowl-sn-glyeero-3-phosphocholine  (DMPC). The EPR
spectm indicated that the terpenes increase both the parti-
tion coefficient and the rotational comelation time of the
spin labels in the stratum comneum membranes, wheneas
similar effects wem observed in the DMPC and DPPC
hilavers only ot temperatures below the liguid-crystalline
phase. The EFR parameter associated to probe polarity
inside the membranes showed thermotmopically induced
changes, suggesting relocations of spin probe, which were
dependent on the membrane phases. While the DMPC and
DPPC hilayers showed abmupt changes in the partitioning
and rotational comelation time parameters in the phase
transitions, the SC membranes were chamoterized by slight
changes in the total range of measured lemperatures, pre-
senting the greatest changes or membmnes reorganizations
in the temperature range of ~50 w0 ~74 °C. The results
suggest that lerpenes act as spacers, weakening the
hydrogen-bomded network ot the polar interface amd thus
fluidizing the stratum corneum lipids.

Kevwords  Stratum comeum - EPR - Spin label -
Lipid dynamics « Terpens

A bbreviations
SC Stratum comeum
DMPC  1.2-Dimyristovl-m-glveero-3-phosphoc holine

DFPC  1.2-Dipalmitovl-se-glycero-3-
phosphatidylcholine

DTBN  Di-tert-butv]l nitroodde

EFR Electron paramagnetic resonance

Introduc ton

The major limitation of implementing transdermal drug
delivery svstemns is the generally low permeability of the
drug across the skin. Several approaches have been
implemented o facilitie drug transpont through the skin,
Omne important approach is the wse of chemical penetm-
tion enhancers, which ideally reduce the resistance of the
physical barrier of the S5C safely and reversibly to
enhance the dmg's delivery through the skin. In partic-
ular, terpenss have been reported as  permeation
enhancers of several polar and non-polar drugs and many
terpenes, including 1.8-cineole, menthol and z-terpineol,
am claimed to be generally meognized as safe (GRAS)
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Trabalho 111

Brazilian Joumnal of Medical and Biclogical Research (2012) 45: 473-481
ISSN 0100-879X

Electron paramagnetic resonance study of
lipid and protein membrane components of
erythrocytes oxidized with hydrogen peroxide

S.A. Mendanha, J.L.V. Anjos, A.H.M. Silva and A. Alonso

Instituto de Fisica, Universidade Federal de Goias, Goidnia, GO, Brasil

Abstract

Electron paramagnetic resonance (EFPR) spectroscopy of spin labels was used to monitor membrane dynamic changes in
erythrocytes subjected to oxidative stress with hydrogen peroxide (H203). The lipid spin label, 5-doxyl stearic acid, responded
to dramatic reductions in membrane fluidity, which was correlated with increases in the protein content of the membrane.
Membrane rigidity, associated with the binding of hemoglobin (Hb) to the erythrocyte membrane, was also indicated by a spin-
labeled maleimide, 5-MSL, covalently bound to the sulfhydryl groups of membrane proteins. At 2% hematocrit, these alterations
in membrane occurred at very low concentrations of HoO2 (50 pM) after only 5 min of incubation at 37°C in azide phosphate
buffer, pH 7.4. Lipid peroxidation, suggested by oxidative hemolysis and malondialdehyde formation, started at 300 pM H205
(for incubation of 3 h), which is a concentration about six times higher than those detected with the probes. Ascorbic acid and
a-tocopherol protected the membrane against lipoperoxidation, but did not prevent the binding of proteins to the erythrocyte
membrane. Moreover, the antioxidant (+)-catechin, which also failed to prevent the cross-linking of cytoskeletal proteins with
Hb, was very effective in protecting erythrocyte ghosts from lipid peroxidation induced by the Fenton reaction. This study also
showed that EPR spectroscopy can be useful to assess the molecular dynamics of red blood cell membranes in both the lipid
and protein domains and examine oxidation processes in a system that is so vulnerable to oxidation.

Key words: Electron paramagnetic resonance; Spin label; Erythrocyte; Membrane fluidity; Membrane oxidation;
Protein oxidation
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Trabalho 1V (Aceito na Toxicology in Vitro):

Toxicity of terpenes on fibroblast cells compared to their hemolytic potential

and increase in erythrocyte membrane fluidity

Sebastido A. Mendanha,* Soraia S. Moura,? Jorge L.V. Anjos,* Marize C. Valadares,?

Antonio Alonso?’

! Instituto de Fisica, Universidade Federal de Goias, Goiania, GO, Brazil
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Farmacia, Universidade Federal de Goias, Goiania, GO, Brazil.

Keywords: EPR; spin label; toxicity; fibroblast; terpenes; erythrocyte membrane
Abbreviations: EPR, electron paramagnetic resonance; 5-DSA, 5-doxyl stearic acid

*Corresponding author: Fax: +55 62 3521 1014; E-mail: alonso@if.ufg.br (A. Alonso)

Abstract

Terpenes are considered potent skin permeation enhancers with low toxicity. Electron
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy of the spin label 5-doxyl stearic acid (5-DSA)
was used to monitor the effect of sesquiterpene nerolidol and various monoterpenes on
erythrocyte membrane fluidity. In addition, the hemolytic levels and cytotoxic effects on
cultured fibroblast cells were also measured to investigate possible relationships between the
cellular irritation potentials of terpenes and the ability to modify membrane fluidity. All
terpenes increased the fluidity of the erythrocyte membrane with no significant differences
between the monoterpenes, but the effect of sesquiterpene was significantly greater than
that of the monoterpenes. The ICs, values for the terpenes in the cytotoxicity assay were
observed according to the following relationship: 1,8-cineole > (+)-limonene > L-menthone >
DL-menthol > pulegone > L(-)-carvone > a-terpineol > nerolidol. The correlation between
the hemolytic effect and the 1Cs, values for fibroblast viability was low (R = 0.59); however,
nerolidol was the most aggressive, while limonene and cineole showed the lowest levels of
aggression in both tests. Obtaining information concerning the toxicity and potency of
terpenes could aid in the design of topical formulations optimized to facilitate drug absorption
for the treatment of many skin diseases.



