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Resumo

Liquidos i6nicos (LIs) sdo sais que se encontram no estado liquido em
temperaturas menores que 100°C e que vém ganhando protagonismo na area chamada
quimica verde, prometendo: substituir solventes nocivos ao meio ambiente, aprimorar
componentes eletrénicos, favorecer biocatalises dentre outros. Sua alta estabilidade e
baixa toxicidade sdo frequentemente afirmadas, porém, devem ainda ser melhor
investigadas. Com o objetivo de implementar o entendimento da interacdo dos liquidos
ibnicos com sistemas de relevancia bioldgica, realizamos um estudo sistematico acerca
da interacdo de 3 diferentes liquidos i6nicos anfifilicos de mesma cabeca polar e
diferentes caudas carbonicas ([Ciomim][Cl], [C12mim][Cl] € [C14mim][CI]) com 3 diferentes
proteinas modelo, através das técnicas de absorcdo Optica, fluorescéncia, dicroismo
circular (CD) e espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS). Para Tanto,
utilizamos as proteinas BSA e HSA (Albuminas de Soro Bovino e Humano,
respectivamente) além da lisozima. Observamos a supressdo da fluorescéncia das
proteinas em todos os casos analisados, onde a diminuicao da intensidade correspondeu
a, para as proteinas BSA, HSA e lisozima, respectivamente, (55+3)%, (16.1+0.8)% e
(4.1+0.2)%, em presenca de 0.6mM de [Cumim][Cl], (38+2)%, (13.2+0.7)% e
(0.6+0.1)% em presenca de 0.6mM de [Ciomim][CI] e (11.0+0.5)%, (9.2+0.5)% e
(0.0+0.1)% em presenca de 0.6mM de [Ciomim][CI]. Os espectros de absorbancia e
fluorescéncia de todos os sistemas nos indicam uma interagdo de contato entre as
proteinas e os liquidos idnicos. Constatamos também o deslocamento do pico de
fluorescéncia, das proteinas BSA e HSA, para menores comprimentos de onda (blue-
shift), na medida em que a concentragdo de LI era aumentada. O maximo deslocamento

(AL) alcancado correspondeu a (21+1)nm para ambas albuminas, enquanto que a



lisozima ndo apresentou deslocamento significativo. O blue-shift pode ser explicado
pela aproximacdo das cadeias carbonicas e formagdes de pontes de hidrogénio nas
proximidades dos triptofanos. De acordo com a técnica de SAXS, evidenciamos o
aumento do raio de giro das proteinas, na medida em que adicionamos LIs. O raio de
giro da BSA, da HSA e lisozima em auséncia de LI sdo (29+1)A, (30+1)A e (15x1)A,
respectivamente, e passam para (46x1)A, (44x1)A e (20+1)A respectivamente, em
presenca de 0.6mM de [Cumim][Cl]. As curvas de SAXS também apresentaram o
indicio da formac&o de estruturas micelares a partir de uma dada concentracdo. Além da
alteracdo em sua estrutura terciaria, os dados de CD indicam uma leve perda de
estrutura secundéaria de ambas as albuminas (BSA e HSA), passando de 80 para 65% de
a-hélice em auséncia e presenca de 0.6mM de [C1amim][CI], respectivamente. Sugerimos
que as interacdes das proteinas com os liquidos iénicos, embora inicialmente movidas
por forcas eletroestatica, possuem como principal fator o efeito hidrofébico, portanto
guanto maior a cadeia carbbnica do LI maior é sua interacdo com a proteina. Tal
interacdo causa o desenovelamento das proteinas e formacdo de um complexo e
estruturas micelares a altas concentracdes de LI. Acreditamos que este trabalho traz
novas informacGes acerca da interacdo dos LIs com proteinas modelo, indicando sua

capacidade de alterar a conformagéo das mesmas.

Palavras-Chave: Liquidos ionicos; Proteinas Modelo; Espectroscopias; SAXS; CD;

Fluorescéncia; Absorcdo Otica; interagdo proteina surfactante.



Abstract

lonic liquids (ILs) are salts that are liquid at temperatures smaller than 100 ° C
and are gaining prominence in the so-called green chemistry, promising: replace
harmful solvents to the environment, improve electronic components, and favor
biocatalysis, among others. Its high stability and low toxicity are often asserted;
nevertheless, they are ascribed to ILs due to its small volatility. With the aim of
improving the understanding of the interaction of ILs with biological relevant systems,
we conducted a systematic study of the interaction of three different ionic liquids of the
same polar head and different paraffinic tails ([Ciomim][CI], [Ci2mim][CI] and
[C1amim][CI]) with three different model proteins, through the techniques of optical
absorption, fluorescence, circular dicrhoism (CD) and small angle X-ray scattering
(SAXS). To do so, we use BSA and HSA proteins (Bovine Serum Albumin and the
Human Serum Albumin, respectively) and lysozyme. We observed fluorescence
guenching, of all studied proteins, where the decrease in the fluorescence was (for BSA,
HAS and lysozyme, respectively): (55 + 3)%, (16.1 = 0.8)% to (4.1 = 0.2 )% in the
presence of 0.6mm [Cyymim][CI], (38 + 2)%, (13.2 £ 0.7)% to (0.6 £ 0.1)% in the
presence of 0.6mm [C1;mim][CI] and ( 11.0 £ 0.5)% (9.2 + 0.5)% and (0.0 + 0.1)% in
the presence of 0.6mm [Ci;omim][Cl]. UV-vis absorbance spectra and fluorescence
indicate all systems in a contact interaction between proteins and ionic liquids. We also
note the shift of the fluorescent peak of BSA and HSA proteins for shorter wavelengths
(blue-shift), as the IL content was increased. The maximum shift (AA) achieved
corresponded to (21 + 1) nm for both albumins, whereas no significant displacement
was observed for lysozyme. The blue-shift can be explained by the approach of carbon
chains and formation of hydrogen bonds in the vicinity of tryptophan. SAXS data

indicate an increasing in the proteins radius of gyration value as ILs was added in the



solution. The turning radius of BSA, HSA and lysozyme in the absence of IL are (29 +
1) A, (30 £1) Aand (15 + 1) A, respectively, and go to (46 = 1) A, (44 + 1) A and (20
+ 1) A, respectively, in the presence of 0.6mm [C14mim][CI]. The SAXS curves also
show evidence of the formation of micellar structures from a given concentration.
Besides the change in its tertiary structure, the CD data indicates a slight loss of
secondary structure of both albumins (BSA and HSA), from 80 to 65% of a-helix in the
absence and presence of 0.6mm [Cysmim][ClI], respectively. We suggest that the
interactions of the protein with the ionic liquid, although initially driven by electrostatic
forces, have a major factor hydrophobic effect and thus the higher the carbon chain of
greater IL is its interaction with the protein. This interaction causes unfolding of the
protein and formation of a micellar structures at high concentrations of IL. We believe
this work provides new information about the interaction of ILs with model proteins,

indicating its ability to alter the conformation of the same.

Keywords: lonic liquids; Model Proteins; Spectroscopy; SAXS; CD; Fluorescence;

optical absorption; surfactant-protein interaction
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1 Introducao

1.1 Liquidos I6nicos

A érea de pesquisa chamada quimica verde (green chemistry) ou quimica
sustentavel se caracteriza por ser voltada a criacdo ou desenvolvimento de novos
materiais (ou processos) que gerem produtos menos nocivos ao meio ambiente e a satde
humana. Neste contexto, dentre as mais diversas classes de moléculas existentes, 0s
liquidos i6nicos (LIs) vém ganhando destaque [1]. Suas propriedades fisico-quimicas
sdo moldaveis, consequentemente, aplicaveis em diversas areas do conhecimento. Sao
promissores principalmente como solventes verdes e para aumentar a eficiéncia de

supercapacitores, eletrodos e processos de biocatalises. [2] [3] [4] [5]

Os LIs sdo compostos idnicos constituidos por um anion ou cation organico e um
contra-ion que também pode ser organico ou inorganico. Os liquidos ibnicos podem
variar em sua estrutura, natureza e tamanho, associados a uma ou mais cadeias
alquilicas substituintes (grupos CH, e CHg3), que ainda podem ser funcionalizadas,

aumentando suas aplicagoes. [6]

Do ponto de vista fisico-quimico, os LIs sdo sais que possuem uma temperatura
de fusdo abaixo dos 100 °C, ou seja, se apresentam no estado liquido numa vasta gama
de temperaturas, incluindo valores proximos a temperatura ambiente [7]. E importante
mencionar que sais convencionais (como NaCl, por exemplo) possuem altos valores de
ponto de fusdo, geralmente maiores que 800 °C. [8] Esta a a principal diferenga entre 0s

LIs em comparagéo aos sais convencionais.

Os LIs podem possuir uma elevada estabilidade quimica, térmica e eletroquimica,

alta capacidade de solvatacdo, densidade e viscosidade variaveis, além da baixa pressao
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de vapor, de acordo com a necessidade e a utilizagdo de interesse [3] [4]. Podem ser
quimicamente alterados pela variagdo do cétion, anion e dos grupos quimicos
funcionalizados. Tais alteragdes podem mudar suas propriedades fisico-quimicas, como:
densidade, viscosidade e solubilidade em &gua [6] [7]. Segue alguns exemplos para

visualizacdo da diversidade dos LlIs:

(A) (B)
CH3 CHS
HSCWP{\/
Yo I
\N.,_ HSC O__:SII“CHQ
CHg
(€ (D)
CHs o o
/ N* - n H3C/\/‘\ /\/\CH3 9
Ly FaGm 3N 7CFs AN O R "CFa(CF2)sCF
Lo Ho— " “T\cHy O CFaACRICRs
P 2

Figura 1.1: (A) 1-Butyl-4-methylpyridinium chloride (B) Tetrabutylphosphonium methanesulfonate (C) 1-Allyl-3-
methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide (D) Tetrabutylammonium heptadecafluorooctanesulfonate
[Sigma Aldrich]

A classificagdo dos LIs como moléculas de baixo impacto ambiental se da,
majoritariamente, pela sua baixa volatilidade, em comparagdo com solventes organicos.
No entanto, este fato ndo deve assegurar a um composto sua classificagdo como material
de baixo impacto bioldgico, ou seja, acreditamos que uma melhor compreensao da
interacdo de diferentes LIs na estrutura de sistemas de interesse bioldgico deva ser

considerada para sua classificagdo como solvente verde.

Embora seja crescente o interesse nas propriedades dos LlIs, ndo existem muitos
trabalhos na literatura que foquem no estudo de suas interagbes com o sistema de

relevancia biol6gica como proteinas, sistemas biomiméticos de membrana, DNA, RNA,
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e assim por diante. Por este motivo nosso grupo de pesquisa vem estudando a influéncia

dos LIs neste tipo de biossistemas.

Os LlIs que serdo estudados no presente trabalho possuem em comum o anel
imidazol como componente carregado (catiénico) ligado a uma cadeia carbonica (cadeia
alquila). E importante mencionar que tais liquidos iénicos sdo utilizados como moldes
ou templates para preparacdo de materiais, tém a capacidade de aumentar a atividade,

estabilidade e solubilidade de enzimas. [9] [10]

A principal diferenca entre os liquidos idnicos utilizados no presente trabalho é o
tamanho da cadeia carbdnica, um possui 14 carbonos, outro 12 e outro 10. As

estruturas, 0s nomes e as abreviagdes podem ser apreciados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Nomenclatura, formula e estrutura dos liquidos ionicos utilizados.

Cloreto de 1-metil-3- [Cramim][CI] =
N M~~~ A
tetradodecilimidazol &2
Cloreto de 1-dodecil-3- [Ci2mim] [CI] =\
/N\p%\/\/\/\/\/\/
metilimidazol Ctla
Cloreto de 1-decil- [Cromim][CI] =Y
Mgl
metilimidazol o
cl

1.2 Proteinas

As proteinas desempenham funcgdes essenciais nos organismos Vvivos, estdo no
centro da acdo de inimeros processos biologicos. Algumas dessas fung¢Ges sdo: catélise
de reagBes quimicas (enzimas), transporte de pequenas moléculas ao longo do

organismo (hemoglobina, mioglobina e albuminas), transporte de ions através da
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membrana plasmatica da célula e de organelas (Na,K-ATPase), protecdo contra agentes
externos (imunoglobulina e lisozima) e fungdes estruturais (colageno e elastina), dentre

muitas outras. [11] [12]

De um modo geral, as proteinas sdo macromoléculas formadas por uma cadeia de
aminoacidos, também chama de cadeia polipeptidica. Aminoacidos, por sua vez,
possuem uma estrutura muito caracteristica, que pode ser apreciada na Figura 1.2, um
carbono central (C,) ligado a um acido carboxilico (COOH), um grupo amina primaria
(NH3), um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral (R) que diferenciam a natureza e
estrutura dos aminoacidos.

—  Grupamento carboxilato
(acido carboxilico)

Grupamento amino
|
H3N—(|3 —H

Grupamento “R”,
ou cadeia lateral

Hidrogénio

Figura 1.2: Estrutura geral dos aminoacidos comuns a pH 7. Modificado de
[http://saladebioquimica2014.blogspot.com.br/]

Existem 21 aminoacidos naturais, que constituem todas as proteinas, 20 desses
apresentam a estrutura geral representada na Figura 1.2. Apenas 0 aminoacido prolina
(P) possui uma estrutura diferenciada (ver figura 1.3). Os aminoacidos podem ser
divididos das mais diferentes maneiras, como por exemplo, entre essenciais (podem ser
produzidos pela célula) e ndo essenciais (ndo podem ser produzidos pela célula e

precisam ser obtidos através da alimentacdo), ou ainda entre apolares e polares.
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Para representar uma sequéncia de amino&cidos utiliza-se a abreviatura de uma

ou trés letras. A estrutura, as cargas e as abreviaturas dos 21 aminoécidos naturais

podem ser visualizadas na Figura 1.3.

A. Amino Acids with Electrically Charged Side Chains

@ Positive @ Negative
* Sids chain charge at physiological pH 7.4

Positive Negative
~ A ™~ r A A)
Arginine Histidine Lysine Aspartic Acid Glutamic Acid
(Arg) 0 (His) 0 (Lys) o (Asp) @ (Glu) G
&O pKa203 /YO pKa1.70 &OpKa 215 A/O pKa 1.95 /VO pKa2.16
@] (@] (@) @] @]
NH, NH, NH, NH, NH,
pKa 9.00 pKa 9.09 pKa9.1e pKa 9.66 pKaoss
— O
pKa 371
N g e o
A _-NH
NH N o
|_|2N @ N H3 pKa4.15
@ NH 2 pKa 1067
pKa 12.10
B.  Amino Acids with Polar Uncharged Side Chains C. Special Cases
Serine Threonine Asparagine Glutamine Cysteine Selenocysteine  Glycine Proline
(Ser) 9 (Thr) o (Asn) m (Gln) @ (Cys) G (Sec) 0 (Gly) @ (Pro) e
pKazu p«uzo pKaz'\ﬁ pKazm pxaw1 Ka 19 'Sv’o pKal!d& pKaI'JSﬂ/O
O O pKa 1047
pKa 9.05 pKa 896 Ka &76 Ka 9.00 N H
pka 1025 pKa 10 pKao. ss
DKa 8.14
D.  Amino Acids with Hydrophobic Side Chain
Alanine Valine Isoleucine Leucine Methionine Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
(Ala)o (val) 0 (lle) o (Leu) o (Met) @ (Phe) o (Tyr) 0 (Trp) @
pra 218 (2 pka2.33
pKa 232 pKa e ’S’o /YO (0]
pKa226
pka 227 /Y O O O
Ka 2.33
P NH, NH, NH,
NH, pKa 9.09 FECE pKa9.34
pKa o ss pKa0.08
pxag w
KBESZ
DK39 7'\ —
My
OH
pKa10.10
Figura 1.3: Aminoacidos comuns, com suas respectivas cargas e abreviaturas.

[https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amino_Acids.svg]
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E importante ressaltar a importancia dos aminoécidos aromaticos triptofano (W),
tirosina () e fenilalanina (F) em estudos biofisicos, mais especificamente em técnicas
espectroscopicas. Tais aminoécidos possuem a propriedade de absorver e emitir fétons,
tornando-os susceptiveis a alteragbes no meio em que se encontram e,
consequentemente, interessantes ferramentas para o estudo de proteinas em solucéo.

Este ponto sera detalhado na secdo 3.3.3.3.

A ligacdo entre os aminoacidos é, quimicamente, uma reacdo de desidratacdo. O
grupo a-carboxilico de um aminoécido forma uma ligacdo peptidica com o grupo -
amino de outro aminoacido por eliminacdo de uma molécula de agua, a repeticdo desse

processo forma um polipeptidio, como uma proteina.

A sequéncia de aminodcidos forma a estrutura priméaria de uma proteina,
fornece informac6es sobre fungdo, biossintese, estrutura e possibilita correlagdes a fim

de prever similaridades entre proteinas. [11] [12]

A ligacdo peptidica € tipicamente rigida, ndo ocorrendo rotacdo entre o carbono
e nitrogénio, porém entre o carbono o e 0s grupos amina e carboxila ha a possibilidade
de rotacdo. Tais rotacGes podem ocorrer de forma regular ou ndo, a forma como se da
tal organizacdo é chamada de estrutura secundaria. Ligacfes de hidrogénio ajudam a
estabilizar e definir o tipo de estrutura secundaria formada, as mais comuns entre

proteinas sdo as chamadas a-hélice e folha-3 e regides desordenadas. [11] [12]

A estrutura terciaria fornece a localizagcdo dos 4&tomos e a forma tridimensional
da proteina. A estrutura quaternaria, nem sempre presente, refere-se a proteinas
multicadeias, com arranjo de subunidades polipeptidicas através de ligacdes nao
covalentes. A funcdo de uma proteina depende de todos os seus niveis estruturais. [11]

[12]. Todos os niveis estruturais estdo resumidos e ilustrados na Figura 1.4.
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Estrutura 1
primaria
cL’ 3
gstd ?
o, PLSSL S T8
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Figura 1.4: Niveis de organizacgao de proteinas. [Modificado de Pearsonal Educacion, Inc., publising as Benjamin
Cummings - http://biology.reachingfordreams.com/biomolecules/proteins.html]

1.2.1 Soro Albumina

Soro Albumina é o tipo de proteina soltvel mais abundante no corpo de todos 0s
vertebrados, presentes no plasma sanguineo. E responsavel por 80% da pressdo
osmética do plasma e transporta acidos graxos, horménios e pequenas moléculas pelo
organismo [13]. E extensivamente estudada na medicina para transporte de farmacos,

consequentemente, suas caracteristicas sdo bem conhecidas, tornando-a um excelente

objeto de estudos biofisicos.



DN ESTUDO DA INTERAGAO DE LiQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

1.2.1.1 Albumina de Soro Humano

A Albumina de Soro Humano ou HSA (do inglés Human Serum Albumin) é a
soro albumina presente nos seres humanos, pelas caracteristicas citadas, comuns as soro

albuminas, sdo amplamente estudadas. [13]

A HSA possui 585 aminoacidos, sendo um Unico triptofano na posicdo 214,
massa molar igual a 66438 g/mol. Sua estrutura secundaria € composta por
aproximadamente 67% de a-hélice, 10% de folha-B. Apresenta 3 dominios, que formam

uma estrutura semelhante a uma coracéo [13], (ver Figura 1.5 em verde).

O ponto isoelétrico da HSA, ou seja, o valor de pH no qual a molécula se
encontra com a mesma quantidade de cargas positivas e negativas, ou pl é igual a 4,7.
Portanto, a proteina esta negativamente carregada em pH 7,0 e sofre mudangas
conformacionais, ou transi¢cdes, em pH acima de 8 e abaixo de 4, chegando a forma

estendida em pH 2,7. [13]

E interessante mencionar que a HSA é encontrada in vivo em concentracdes que

podem variar de 35 a 42 mg/ml dependendo da idade do ser humano. [13]

1.2.1.2 Albumina de Soro Bovino

A Albumina de Soro Bovino (Bovine Serum Albumine, BSA) e HSA s&o
ortologas, ou seja, possuem a mesma funcdo mas sdo encontradas em organismos
diferentes. As estruturas primarias, secundarias e terciarias sdo semelhantes as
encontradas na HSA (em torno de 76%). A BSA possui massa molar igual a 66,411

g/mol, pl = 4,7, quantidade de estrutura secundaria do tipo a-hélice em torno de 68% e

17% de folha-p [13]. A diferenca mais importante entre BSA e a HSA para o presente
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trabalho é a quantidade de residuos de triptofanos, a BSA possui dois, um na posicao
134 e outro 213, a HSA possui somente um na posigdo 214. A Figura 1.5 traz a
estrutura cristalografica da BSA (vermelha) e da HSA (verde), com destaque para as

posicOes dos residuos de triptofano.

Figura 1.5: Estrutura da BSA (vermelha) e HSA (verde) e posi¢do dos triptofanos.

Devido a essa semelhanca a BSA é muito utilizada em estudos biomiméticos,

pois possui grande estabilidade e custo menor que a HSA.

1.2.2 Lisozima

A Lisozima é uma enzima que catalisa a hidrélise de ligacfes glicosidicas,
presentes nas paredes bacterianas em especial nas Gram-positivas [12]. Ela funciona,
portanto, como um mecanismo de defesa de quem a produz. Pode ser encontrada no
muco, na lagrima dos seres humanos e em ovos. Essa enzima também é produzida por

bacterias, onde sua principal funcao é digerir carboidratos de alta massa molar. [12]
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A lisozima de clara de ovo € a mais estudada e bem conhecida dentre as
lisozimas. A proteina é relativamente pequena, possui 129 aminoéacidos, massa molar
igual a 14600 g/mol, dimensdes em torno de 30 X 30 X 45 A e seis triptofanos. Na

estrutura secundaria 30% de a-hélice e 13% de folha-p.

Figura 1.6: Estrutura da Lisozima e triptofanos marcados em azul. [Protein Data Bank; Cédigo: 1DPX]

1.3 Moléculas Anfifilicas

Moléculas anfifilicas possuem uma parte polar (hidrofilica, solivel em &gua)
ligada covalentemente a outra apolar (hidrofdbica, insoltvel em &gua), frequentemente
denominadas como cabega polar e cauda apolar, respectivamente. Tais caracteristicas
possibilitam as moléculas anfifilicas a capacidade de alterar a tensdo superficial a agua,

conferindo-lhes também o nome de tensoativos ou surfactantes.

Os tensoativos que apresentam cabeca polar com carga positiva sdo chamados
catidnicos, enquanto que 0s com carga negativa sdo chamados anibnicos, no caso de
ndo possuirem nenhum grupo carregado sdo chamados ndo idnicos. Os tensoativos que

possuam grupos aniénicos e catidnicos na regido polar sdo chamados anféteros ou
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zwiteridnicos, portam dois grupos carregados de cargas opostas, tendo carga total nula,

mas momento de dipolo elétrico ndo-nulo.

Os anfifilicos organizam-se, sob a a¢do da agua, de forma a maximizar o contato
da cabeca polar com a solucdo aquosa (aumentando assim o numero de ligacGes da
cabeca com a solucdo aquosa) e o isolomento da cadeia de hidrocarbonetos,

minimizando o contato dessas regifes com a agua.

Em baixas concentracdes a disposicdo mais estavel termodinamicamente é na
superficie e com as caudas apolares voltadas para o ar, com o aumento do nimero de
moléculas anfifilicas o espaco disponivel na superficie é saturado e 0s choques entre

estas séo incentivados, possibilitando a formagéo de agregados na fase aquosa.

Os possiveis agregados formados pelos tensoativos sdo variados e dependem tanto
da forma de seus constituintes quanto da polaridade do solvente, por exemplo, a micela
¢ formada por moléculas com forma semelhante a um cone e em solucéo polar, este e

outros exemplos na Figura 1.7.



ESTUDO DA INTERAGAO DE LIQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

Meio Forma Estrutura

- 7T S

Cone Invertido \@/

~ 10 [

Apolar ﬁ D

Cone Truncado

Micela Reversa

Figura 1.7: Algumas diferentes estruturas dos agregados de tensoativos para algumas formas e meios.
[Modificado de IsraelavichVilli, 1985]

A concentracdo de anfifilico que inicia a formacdo de agregados micelares é
chamada de concentracdo micelar critica ou CMC. A CMC marca uma mudanca
conformacional brusca do sistema e pode ser detectada através de varias técnicas pela
variacdo de qualquer propriedade fisico-quimica. A Figura 1.8 mostra algumas
alteracOes esperadas durante a formacdo de micelas. A escolha da utilizagdo da técnica

mais adequada vai depender do sistema em estudo.
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% SDS
0o .1 .2 3 4 5 .6 T .8 9

Figura 1.8:Representacao da variagao de diversas propriedades fisico-quimica ao atingir a CMC do surfactante
SDS. [Modificado de ELWORHY et al., 1968]
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2 Objetivos

Obijetivo Geral

Determinar a influéncia estrutural de diferentes liquidos idnicos funcionalizados

com cadeias de hidrocarbonetos em proteinas modelo.
Obijetivos Especificos

e Determinar o comportamento dos LIs na estrutura terciéria das proteinas BSA,

HSA e Lisozima através das técnicas: absorcao optica, fluorescéncia e SAXS

e Estudar a influencia dos LlIs na estrutura secundaria das proteinas através da

técnica de dicroismo circular;
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Todas as proteinas utilizadas neste trabalho foram adquiridas da empresa Sigma-
Aldrich: BSA (do inglés Bovine Serum Albumine), HSA (do inglés Human Serum
Albumine) e a Lisozima (do inglés Lysozyme). Todos os liquidos ibnicos sdo da
fabricante io-li-tec: 1-methyl-3-tetradecylimidazolium chloride ou [Cimim][CI], 1-
dodecyk-3-metrhylimidazolium chloride ou [Ciomim][Cl] e 1-decyl-methylimidazolium
chloride ou [Ciomim][CI] . Os materiais listados possuem codigo de referéncia do

produto e de lote conforme a tabela abaixo:

Tabela 3.1: Materiais utilizados.

Fabricante | Referéncia do Produto Lote
Albumina de Soro Humana Sigma L6876-10g 061M1329V
Albumina de Soro Bovina Sigma A9511-1¢g 122H9309
Lisozima de ovo branco Sigma A2153-10g SLBN1377V
[Camim] [CI] io-li-tec IL-0141 J00220.6
[C12mim][CI] io-li-tec IL-0120 K00141.1
[C1omim] [CI] io-li-tec IL-0065 -

3.2 Preparacao das amostras

Todas as amostras preparadas para o desenvolvimento deste trabalho foram feitas

em tampéo acetato-fosfato-borato de sodio, 20 mM, em pH 7.3.

Neste trabalho, para todas as proteinas estudadas utilizamos concentracdes que

variam de 1 — 20 mg/ml. Em todos os casos, preparamos uma concentracdo estoque de
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até 30 mg/ml e depois diluimos para a concentracdo desejada. Todas as concentragdes
das solucbes estoque foram determinadas espectroscopicamente, utilizando os

coeficientes de extin¢do molar de cada proteina presente na Tabela 3.2, mais adiante.

Preparamos as solugdes estoque dos liquidos i6nicos pesando em uma balanca de
alta precisdo (incerteza instrumental de 0.0001g) a massa desejada para uma solugéo

estoque de 100mM e depois diluimos para a concentragéo final desejada.

3.3 Meétodos

3.3.1 Tensao Superficial

A molécula de dgua se forma quando dois 4&tomos de hidrogénio compartilham
seus elétrons com um par de elétrons de um atomo de oxigénio. Os elétrons
compartilhados sofrem uma atragdo mais forte pelo nucleo do oxigénio do que pelo o
hidrogénio, causando uma diferenca de carga, positiva (J,) em cada hidrogénio e
negativa (6_) no oxigénio. Tal configuracdo de cargas confere & molécula de &gua a
geometria presente na Figura 3.1 com um angulo de 104.45° entre os atomos de

hidrogénio, tornando a molécula assimétrica e produzindo um dipolo elétrico.
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Figura 3.1: Molécula de agua. Modificado de
[https://pt.wikibooks.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica/A_%C3%Algua,_solvente_da_Vida]

As moléculas de agua tém alta capacidade de interacdo com as moléculas
vizinhas em decorréncia dos dipolos elétricos, formando as chamadas ligacGes de
hidrogénio. Cinco moléculas se organizam dinamicamente na forma de um tetraedro
onde a resultante da soma vetorial das forcas é nula, exceto as moléculas da superficie
que possuem resultantes voltadas para o liquido. A tensdo superficial é a forca que deve
ser vencida para o aumento de uma superficie liquida, quanto maior a atracdo

intermolecular dos compostos maior é a tensao superficial. [14]

Existem diversos métodos utilizados para medicdo da tensdo superficial através
de vérias grandezas fisicas como forca, pressdo e deformacdo da superficie, 0 método

utilizado no presente trabalho ¢é o da placa de Wilhelmy.
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3.3.1.1 Tensiometro

O tensidmetro de forca utilizado neste trabalho é da marca Kruss modelo K100
pertencente ao Instituto de Quimica da USP sob responsabilidade da Prof. Dra. Denise

Petri, projeto FAPESP #2010/51219-4.

A placa de Wilhelmy é posicionada proxima e perpendicular a superficie do
liquido, o equipamento imerge a placa e inicia a medicdo da forca necessaria para

desloca-la no sentido vertical para cima, como ilustrado na Figura 3.2.

Sy

'I\l.

liquido

T

Figura 3.2: Método da Placa Wilhelmy. [Modificado de https://en.wikipedia.org/wiki/Wilhelmy_plate]

A tensdo superficial € proporcional a forca exercida, ao perimetro da placa que
estd em contato com o liquido, na interface ar-liquido e ao angulo de contato entre estes
conforme a férmula a sequir:

_ F (3.1)
y= 2(w + d).cosb
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Onde 2(w + d) é o perimetro da placa em contato com o liquido, F a forga
medida e 6 o0 &ngulo de contato entre a placa e o liquido, normalmente aproximado para

zero. [15]

3.3.2 Absorcao 6tica

Inicialmente observado por Isaac Newton em 1704, um prisma pode separar a
luz branca em diferentes comprimentos de onda, o chamado espectro. O espectro
eletromagnético ocorre quando a onda eletromagnética é discriminada em funcdo do
comprimento de onda (A) ou frequéncia (v). A Figura 3.3 esquematiza o0 espectro
eletromagnético com destaque a regido do visivel (A de 400nm a 750nm

aproximadamente).
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Figura 3.3: Espectro da radiagao eletromagnética e suas classificagdes conforme o comprimento de onda.
[http://www.aprenderciencias.com/]

Desde o século XVII muito se discute sobre a natureza da luz. A radiacdo
eletromagnética tem algumas caracteristicas atribuidas a sistemas corpusculares, como
por exemplo, carregar momento linear e ser capaz de transmiti-lo. A radiacdo
eletromagnética também possui propriedades exclusivas de onda, como sofrer difracéo e

interferéncia. Dentro deste contexto foi determinado o conceito de dualidade onda-
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particula, ou seja, a radiagcdo eletromagnética ora se comporta como onda ora como
particula. A propagacdo das ondas eletromagnéticas se da através de sua unidade
padrdo, o foton, que carrega consigo uma determinada quantidade de energia (um

quantum de energia).

Um fo6ton possui energia £ proporcional a sua frequéncia v, ou ao inverso de seu

comprimento de onda A:

E=h _hc (3.2)
=nv= 71

Onde ¢ € a velocidade da onda eletromagnética no vacuo e A a constante de

Planck .

A onda eletromagnética, ao interagir com a matéria, pode ser absorvida em
determinadas faixas do espectro. O comprimento de onda que sera absorvido depende

de particularidades moleculares e dindmicas do sistema.

Atomos e moléculas possuem estados eletrénicos discretos, sendo possiveis as
transicOes entre estes quando for cedido ao sistema exatamente as diferengas de energia
entre eles. A transicdo entre um nivel menos energético para um nivel mais energético é
chamada de excitacdo. Efetivamente ha contribuicbes de estados rotacionais e
vibracionais da molécula possibilitando transicGes em mais comprimentos de onda
obtendo-se uma curva de absorbancia, onde a intensidade estd relacionada com a

probabilidade de excitacdo, detalhamento na secéo 3.3.3.

3.3.2.1 Leide Lambert-Beer

A absorcao dptica pode ser utilizada para analisar caracteristicas interessantes de

um sistema, pois carrega informagdes sobre a concentracdo, natureza molecular e a
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dindmica das moléculas absorvedoras. As grandezas intensidade de luz absorvida e a

absorbancia sdo as mais corriqueiramente utilizadas com tal intuito.

A absorbancia é definida como o logaritmo na base dez da razdo entre a
intensidade incidente e a transmitida. A absor¢cdo Optica depende da quantidade de
moléculas absorvedoras no caminho Optico da radiacdo (ou seja, da concentracdo) e das
caracteristicas fisico-quimicas do componente absorvedor (quantificadas pelo
coeficiente de extingdo molar, ¢, para um determinado comprimento de onda). A

expressdo para a absorbancia é estabelecida pela lei de Lambert-Beer [16] [17]:

log (%) = A(2) = C.1. &(A) &3

Onde A é absorbancia, /y intensidade de luz incidente, /; a transmitida, C a
concentra¢do do absorvedor, /0 caminho oOptico e €¢(A) o coeficiente de extingdo

molar.

Utilizaremos tal equagdo para calcular precisamente a concentracdo da
substancia absorvedora partindo do pico de absorbancia medida pelo espectrofotometro.

Os coeficientes de extingdo molar para cada fluoréforo seguem na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Coeficientes de Extingdo Molar e massa molar dos fluoréforos utilizados no presente trabalho

Substancia A (cm) eM~t.cm™) M (g/mol)
Triptofano 280 5690 204
Albumina de Soro Bovino 280 43824 66463
Albumina de Soro Humano 280 36500 66437
Lisozima 280 38940 14300

A técnica de absorcdo Optica foi utilizada também para investigar eventuais

alteragOes estruturais ou de distribuicéo eletronica na regido dos residuos aromaticos das
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proteinas, devido a presenca de Lls. Vale ressaltar que o espectro de absorbancia é
extremamente sensivel a distribuicdo eletrnica da molécula em estudo, tanto no estado

fundamental como no estado excitado.

3.3.2.2 Espectrofotometro

O equipamento utilizado para medi¢do de absorbancia no presente trabalho é o
espectrofotdbmetro da marca Varian modelo Cary 50 bio (Figura 3.4), esta presente no
laboratério de Biofisica da USP, sob responsabilidade da Prof®. Dr®. Maria Teresa

Lamy.

O equipamento possui uma lampada de xen6nio como fonte da radiacdo UV-
Vis (A), um monocromador tipo Czerny-Turner composto por uma rede de difracéo (B),
um sistema de espelhos e uma fenda de saida, um porta amostra (C) e um detector de

diodo de silicio (D), como pode ser obervado na Figura 3.4.
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Figura 3.4: Espectrofotdmetro Varian Cary 50 Bio. [Modificado de http://www.agilant.com]

Todas as medidas deste trabalho foram feitas em cubetas de quartzo, pois
possuem baixa absorcdo na regido de interesse (200nm — 800nm), com dimensdes

10mm X 10mm, portanto o caminho ético € [ = 10mm.

3.3.3 Fluorescéncia

Quando a absor¢do de uma onda eletromagnética promove transigdes eletronicas
levando os elétrons a um estado de maior energia, ou estado excitado, o retorno do
elétron ao estado fundamental pode ser de forma radiativa, ou seja, com a emissdo de

um féton - tal fendbmeno é a luminescéncia.
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A excitagdo pode levar o elétron a varios estados possiveis, respeitados pelo
principio de exclusdo de Pauli, porém o decaimento ao estado fundamental provém do
primeiro estado excitado, ou seja, 0 de menor energia, assim transi¢des internas podem
ocorrer por relaxamento. Se o estado excitado é singleto (S;) o decaimento e emissdo do
foton ocorrem em alta taxa, da ordem de 10°™, constituindo a fluorescéncia. Se o
estado excitado € um tripleto (T1) o decaimento e emissdo do féton é em uma taxa

menor, da ordem de 10%s™, constituindo a fosforescéncia. [17]

O tempo de vida do estado excitado é o tempo em que o elétron permanece
neste, da ordem de 10 e 107 para a fluorescéncia e fosforescéncia respectivamente.
Para um maior entendimento observe a figura a seguir que contém todas as etapas

expostas anteriormente:

1 : ; Absorcio 10-'s segundos
S2 T I Relaxacdo Vibracional e Converséo Interna 10-12 segundos
8 - Fluorescéncia 10® segundos
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Figura 3.5: Diagrama de Jablonsk com os niveis de energia. Na fluorescéncia as setas com linha cheia representam
transi¢cOes radiativas e as pontilhadas ndo radiativas, as conversdes internas. A transicdo entre S1 e T1 é um
processo ndo radiativo conhecido como cruzamento entre sistemas. [Modificado de
http://photobiology.info/Visser-Rolinski.html]
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Note que ao absorver um féton o processo de decaimento serd sempre com uma
energia menor, pois ha perda de energia pelas conversdes internas. A menor energia
significa um maior comprimento de onda, tal deslocamento do comprimento de onda

entre a absorcao e a fluorescéncia € conhecido como o Deslocamento de Stokes. [18]

3.3.3.1 Efeito do solvente

Ha sistemas em que o tempo de vida do estado excitado comporta
reorganizacfes das moléculas do solvente com os fluoroforos antes de seu decaimento
para o estado fundamental. A reorganizacdo provém do realinhamento do momento do
dipolo das moléculas do solvente com o fluoréforo, isto €, uma interagdo com o estado
excitado antes que acorra a emissao do foton. Como a relaxacdo é ndo radiativa, o foton
emitido tera menor energia ou maior comprimento de onda quando comparado com o
sistema que ndo sofreu relaxacdo. Conforme o esquema abaixo, Figura 3.6, também

conhecido como modelo de Lippert:

E @ Q Estado Relaxado

v 8 @9 Relaxagss g, Solven; o
® o

Energia

ma-/

— 2 0

€5 — o o
S(ke)s 0
? e
Figura 3.6: Efeito do solvente, representado pelos circulos menores e seu momento de dipolo. Dada uma
molécula com momento de dipolo diferente de zero i, no estado fundamental e p no estado excitado onde
Mg > W,- Aenergia do féton absorvido vale hv, e do féton emitido vale hvy. Modificado de [17]
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Assim, podemos observar que mudangas no solvente podem promover
deslocamentos no espectro de fluorescéncia, em especial na posicdo do maximo de
emissdo de fluorescéncia (féton emitido com energia hvy na Figura 3.6). Quanto maior
a relaxacdo da sonda com o meio, menor a energia do foton emitido e vice-versa. Em
outras palavras se 0 meio tornou-se mais polar maior serd a energia custeada no
rearranjo, menor sera a energia remanescente que poderd ser emitida pelo foton,
portanto maior serd o seu comprimento de onda, a este efeito chamamos de red-shift.
Quando o meio torna-se mais apolar menor sera a energia necessaria para 0 rearranjo
das moléculas, consequentemente a energia emitida pelo féton podera ser maior, ou com

menor comprimento de onda, efeito chamado de blue-shift. [19] [20]

3.3.3.2 Supressdo da Fluorescéncia

A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia é chamada de supressdo da
fluorescéncia (ou ainda do inglés, quenching) e pode ocorrer por uma variedade de
processos. Entre estes estdo reacbes no estado excitado, rearranjo molecular,
transferéncia de energia e formacdo de complexos. Enfatizaremos dois tipos de

supressdo: a dinamica e a estatica.

A supressdo da fluorescéncia traz informacdes sobre a interacdo do fluordforo e
seu supressor (quencher). Tanto a supressdo dinamica quanto a estatica requerem
contato molecular entre o fluoréforo e o supressor, portanto também é possivel extrair
informacdes sobre a acessibilidade de um em relagdo ao outro. Por exemplo, um
fluoréforo que esta no interior de uma micela e isolado do supressor apresentara menor

supressdo em comparacdo ao mesmo fluoréforo em solucéo aquosa.
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A supressdo estatica ocorre quando hd a formacdo de um complexo néo
fluorescente entre o supressor e o fluoréforo. A supressdo dindmica ocorre quando o
supressor interage com o fluoréforo durante o tempo de vida do estado excitado, este
retorna para o estado fundamental através de processos ndo radiativos e deixa de emitir

um foton, a comparacao entre ambos pode ser apreciada na Figura 3.7. [17]

Luz ) *Emissio
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Luz §
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Figura 3.7: Esquema ilustrativo do efeito da supressdo dindmica e estatica. O Circulo amarelo representa o
fluoréforo em seu estado fundamental, o circulo verde representa o fluoréforo em seu estado excitado e o circulo
laranja representa o supressor.

3.3.3.3 Fluorescéncia das proteinas

Como mencionado anteriormente, as proteinas podem possuir até trés diferentes
residuos aromaticos que contribuem para a fluorescéncia: fenilalanina, tirosina e

triptofano. Estes possuem espectros distintos como podem ser vistos na Figura 3.8:
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Figura 3.8: Espectros de absorbancia (A) e fluorescéncia (F) dos aminoacidos arématicos em solugdo aquasa de
pH 7. Modificado de [17]

Observe que ha interseccao dos espectros, tanto de absor¢do quanto de emisséo,
dos trés residuos, isto é, ao excitarmos em 250nm uma amostra que contem os trés
aminoacidos, os trés sdo aptos a passar pelo processo de fluorescéncia nessas condices,
resultando em uma sobreposicao no espectro final e uma grande dificuldade na analise
dos dados, uma vez que ndo conseguiriamos individualizar o efeito sofrido para cada

aminodcido.
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O rendimento quantico nos traz informacdo sobre a pertinéncia da emissdao de
cada fluoréforo, € definida como a razdo entre a taxa de emissdo fluorescente e a taxa de
decaimento total (radiativa e ndo radiativa). O rendimento quéntico da fenilalanina, da
tirosina e do triptofano s&o 0.03, 0.14 e 0.13, respectivamente [19] [21]. A emissdo da
fenilalanina é raramente observada em fluorescéncia de proteinas, o que pode ser
explicado pelo seu baixo rendimento quantico, por sua vez o triptofano e tirosina séo

expressivos. [17]

Buscando a simplificacdo do estudo observaremos somente o comportamento do
triptofano, portanto o comprimento de onda da radiacdo incidente sera 295nm, onde a
fenilalanina e a tirosina ndo absorvem. E importante resaltar algumas particularidades
da fluorescéncia do triptofano como dois tempos de vidas quando livre em solugéo
aquosa (0.5ns e 3.1ns) [22] ou trés tempos de vida quando em proteinas [23] e sua alta

sensibilidade ao microambiente préximo (Secdo 3.3.3.1).

3.3.3.4 Correcgdo de Filtro Interno

A correcdo de filtro de interno se faz necessaria sempre que a absorbancia da
amostra é maior que 0.05 [17], principalmente na energia proxima a excitacdo do
triptofano. A alta absor¢do do sistema pode atenuar a luz incidente antes de chegar ao
ponto onde a fluorescéncia sera observada, adicionalmente a isso também pode ocorrer
a reabsorcdo de um féton emitido (ver Figura 3.9). Portanto o aparente decréscimo da
intensidade de fluorescéncia pode ser somente devido ao aumento da absorcdo do

sistema.

A partir da defini¢do de absorbancia temos que:
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(3.4)

F F
log (—) =A) » 104W = —
Fap Fap

Onde F ¢ a intensidade de fluorescéncia real, F, a intensidade de fluorescéncia
aparente e A(A) é a absorbancia por unidade de caminho O6ptico em um dado
comprimento de onda. A correcdo de filtro interno é composta de dois termos, que séo

facilmente verificados na Figura 3.9:

Feixe
incidente

Detector

Figura 3.9: Esquema ilustrativo de uma cubeta onde ha o feixe incidente no ponto i, ocorre a excitagao e emissdo
no ponto ii e a detecgdo da intensidade de fluorescéncia no ponto iii.

Consideremos, a priori, que a fluorescéncia a ser observada parte da regido ii
(parte central da cubeta), portanto ha atenuacdo do feixe incidente entre os pontos i e ii,
antes da excitacdo. Além disso, ha a atenuacédo da intensidade de fluorescéncia ao longo
do caminho entre os pontos ii e iii. O feixe incidente provocara a excitagdo do
fluoréforo, portanto possui uma energia bem definida e serd absorvida conforme a
absorbancia no comprimento de onda de excitacdo correspondente, ja o feixe emitido
sera atuado conforme a absorbancia nos comprimentos de onda de emissdo, logo, em
todo o espectro de fluorescéncia. A equacdo que contém os dois fatores da correcdo de

filtro interno é:
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F = Faplo(Aexxl)]_O(Aemxz) (3.5)

Onde A.,. € a absorbancia no comprimento de onda de excitagdo, A, é a
absorbancia nos comprimentos de onda de emissdo, x; € o caminho Optico do feixe
incidente, ou pela Figura 3.9 entre 0s pontos i e ii e x, € 0 caminho dptico da emissao,
ou pela figura entre os pontos ii e iii. No presente trabalho tanto o caminho Optico de

excitacdo quanto o de emissdo sao iguais a 0.5 cm.

Mendonca e colaboradores [24] mostram que € possivel desprezar as dimensdes

da regido excitada e que a equacdo (3.7) traz resultados satisfatérios.

3.3.3.5 Fluorimetro

As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando o fluorimetro, marca
Varian modelo Cary Eclipse (Figura 3.10), presente no laboratério de Biofisica da USP,

sob responsabilidade da Profé. Dr2. Maria Teresa Lamy.

O equipamento possui uma lampada de xen6nio como fonte da radiacdo UV-
Vis, um monocromador tipo Czerny-Turner para a excitacdo (permitira a passagem
somente no comprimento de onda selecionado pelo software), um porta amostra, outro
monocromador tipo Czerny-Turner para a emissdo (localizado a 90° com relagdo ao

feixe incidente) e uma foto multiplicadora.
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Figura 3.10: Fluorimetro Varian Cary Eclipse. Modificado de [http://www.agilant.com]

A cubeta utilizada é a mesma utilizada no espectrofotdmetro citada

anteriormente.

3.3.4 Dicroismo Circular (CD)

A técnica de Dicroismo Circular (CD) é uma importante ferramenta no estudo da
estrutura secundaria de proteinas em solugdo. A técnica se baseia na diferenca da
absorcdo da luz circularmente polarizada entre o sentido horério (ou a direita) e o anti-
horério (ou a esquerda) da cadeia polipeptidica, no caso de proteinas. Temos que 0
dicroismo circular molar A< é definido como a diferenca entre coeficiente de extingcao

molar do sentido a direita e a esquerda:

Ae=¢g, — &4 (3.6)
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Considere o fato que uma onda eletromagnética linearmente polarizada (Figura
3.11 A) ao atravessar um meio circularmente dicroico (ou seja, um sistema que absorva
diferentemente as componentes circulares da luz a direita e a esquerda) torna-se
elipticamente polarizada (Figura 3.11 B). O dicroismo circular pode ser caracterizado
como a razao entre o semieixo menor e 0 semieixo maior da elipse desenhada pela

polarizacdo (tangente do angulo de elipsidade 6) [25]. A Figura 3.11 elucida tal

definicéo:

n

B
z 1 2 3
<
Q
=
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Figura 3.11: Origem do CD (A) Componente a direita (R) e a esquerda (L) de uma radiagdo circularmente
polarizada: (1) as duas componentes possuem a mesma amplitude; (lI) as duas componentes possuem amplitudes
diferentes que resultam em uma polarizagdo eliptica. (B) relagdo dentre a absorbancia e espectro de CD. Na
banda 1 ocorre maior absorg¢do L que R, em 2 maior absor¢do em R que L, em 3 a absor¢do em R e L sdo iguais.

[26]

De um modo geral, sistemas de interesse bioldgicos (proteinas, polissacarideos,

polimeros, etc) sdo majoritariamente compostos de Carbono, que em sua forma
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quaternaria pode ser quiral, ou seja, absorve a luz circularmente polarizada a direita e a

esquerda de maneira diversa. Serdo essas diferencas de absor¢cdo monitoradas por CD.

2
A elipsidade molar [6] é mais utilizada, na unidade % e definida como:

0 (3.7)
[0] = 1005 = 3298 A¢

Onde C é a concentracdo do absorvedor e | o caminho optico.

Um conjunto de ligacbes peptidicas, com uma série de diferentes angulos das
ligacBes traz um espectro de CD unico, assim cada tipo de estrutura secundéria e sua
porcentagem (numero de um tipo de estrutura secundaria sobre o total de estruturas

secundarias presentes na proteina) podem ser identificadas. Seguem espectros

caracteristicos na Figura 3.12:

=a - helix

. =P - sheet

. = random coil

8(mdeg)

........

...............................................................

180 190 200 210 220 230 240 250

Wavelength(nm)

Figura 3.12: Espectro de CD. (Adaptado de: http://www.proteinchemist.com/cd/cdspec.html)



Materiais e Métodos

As medidas de CD realizadas neste trabalho foram obtidas no
espectropolarimetro da marca Jasco e modelo J-810 no Centro Brasileiro de Tecnologia

de Bioetanol, CTBE, Campinas-SP, com o apoio da Dra. Leticia Zanphorlin.

3.3.5 Espalhamento de Raio-X a Baixo Angulo (SAXS)

A radiacdo eletromagnética com comprimento de onda da ordem de 0.01 a 10nm
é dita raio-X, conforme a Figura 3.3, € comumente utilizada para o estudo estrutural de
matéria mole e cristais. A radiacdo eletromagnética nesta faixa de energia interage
fortemente com os elétrons mais internos dos atomos. O espalhamento do raio-X de
biomoléculas depende do nimero destas no volume irradiado (concentracdo do soluto) e
do contraste, isto é, a diferenca de densidade eletrénica entre o soluto e o solvente. [27]

[28] [29]

Podemos separar esta interacdo da radiacdo eletromagnética com o elétron
(inicialmente livre) em duas principais naturezas: o espalhamento eléstico ou
espalhamento Thomson e o inelastico ou espalhamento Compton. No espalhamento
ineléstico a energia do féton pode ser parcialmente absorvida pelo elétron, na forma de
energia cinética, e emitir outro féton com energia menor e sem correlacdo de fase com o
foton inicial. Tal efeito ndo nos traz informacdes sobre a estrutura da molécula, portanto
normalmente é subtraido ou desprezado, assim como a criacao de pares elétron-pésitron

por sua baixa probabilidade. [30]

A interacdo considerada mais importante € o espalhamento elastico, onde o foton
pde o elétron a vibrar e irradiar, emitindo outro féton em outra dire¢do, porém com a

mesma energia:
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hc 12398.5 (3.8)
e(eV) = 7 = W

Considerando uma densidade eletronica temos agora a interferéncia entre os
diferentes fotons, que podem ser construtiva ou destrutiva. Segundo a Lei de Bragg,
para redes cristalinas ha uma relacdo (inversa) entre o angulo refletido e a distancia
entre diferentes planos que refletiram uma onda incidente, quando a interferéncia é

construtiva e maxima.

Incident
plane wave

2d sin @

Constructive interference
when

® o o o o @ nA =2d sin 6
Bragg’s Law

Figura 3.13: llustracdo e formula da Lei de Bragg. (Retirado de HTTP: hyperphysics.phy-astr.gsu.edu)

Como o sistema estudado ndo constitui uma rede cristalina e sim uma
distribuicdo de moléculas dispersas com algumas distancias que se repetem, como o
tamanho médio da nuvem eletrdnica da proteina ou possiveis agregados, a interpretacéo

da intensidade de espalhamento requer maior cuidado.

Observe a Figura 3.14 (A) onde temos um feixe de raios-x irradiando uma
amostra, parte é espalhado pela amostra, parte atravessa sem interagir com ela. Um
detector, ou um conjunto de detectores, é posicionado perpendicularmente ao feixe,
assim temos um plano com pontos luminosos correspondentes aos fotons que chegaram
ao detector. Normalmente para proteger o detector utiliza-se um “beam stopper” que

impede que a radiacdo ndo interagente danifique o sensor devido a sua alta intensidade.
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Figura 3.14: (A) Representacdo de um experimento de difragdo de raios-X. (B) Exemplo dos dados coletados para
BSA. [29]

Considere k o vetor de onda da radiacdo incidente e K da radiacdo espalhada e
g a diferenca entre estes, chamado vetor de espalhamento. Desprezando o efeito

Compton podemos escrever que:

R 5 N 4 (3.9)
g=k—-k'= 756‘71((9)
A intensidade de espalhamento, como no exemplo da Figura 3.14 (B), para uma

solucgéo pode ser escrita simplificadamente como:

1(q) = N(P(q))-(S(q)) (3.10)

Onde N corresponde ao nimero de centros espalhadores, P(g) é o fator de
forma, contém informacgfes sobre a forma da proteina e S(q) fator de estrutura, tem
relacio com a interacdo entre as particulas vizinhas. E importante salientar que se o
sistema estiver suficientemente diluido, ou seja, a distdncia média entre as particulas for
bem maior que o tamanho caracteristico destas, podemos escrever que S(q) — 1, o0 que

acabar por simplificando consideravelmente a analise empregada.
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3.3.6 Representacao de Kratky e Lei de Guinier

Representacao de Kratky

A representacdo de Kratky € largamente utilizada para uma analise preliminar do
estado conformacional de proteinas em solugdo. A representacdo de Kratky consiste em
analisar como a intensidade de espalhamento multiplicada pelo quadrado do vetor de

espalhamento varia em funcdo do vetor de espalhamento, ou seja, ela ¢é feita da analise

visual do grafico de I(q)q* X q.

Uma proteina que em sua forma nativa, enovelada e compacta, apresenta uma
curva de Kratky na forma de sino e a posicdo é inversamente proporcional ao tamanho
médio da proteina. Quando a proteina passa a uma forma completamente desenovelada

a forma de sino é perdida e a curva cresce com o vetor espalhamento q. [31]
Aproximacéo de Guinier

A aproximacdo de Guinier consiste na analise & pequenos valores de vetor
espalhamento. Segundo a lei de Guinier a intensidade de espalhamento para g — 0 é

aproximadamente igual a:

Rq? (3.11)
I(g—>0)=1(0)e 3

Onde Ry € o raio de giro, que esta relacionado com tamanho médio da molécula
espalhadora. Podemos linearizar a equagdo aplicando In nos dois lados da equagéo

obtendo:

RG4” R*q? (3.12)
InI(q > 0)=InI(0)+Ine 3 =InI(0)— 93
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Note que do gréafico InI X g? para valores pequenos de g (dmaxRy < 1.3) podemos

obter Ry atraves do coeficiente angular da reta acima. [31]



DT ESTUDO DA INTERAGAO DE LiQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

4 Estrutura da Dissertacao

A fim de se determinar como se dé a interacdo de diferentes liquidos ibnicos com
proteinas modelo, realizamos um estudo sisteméatico com trés proteinas: BSA, HSA e
Lisozima com 3 diferentes liquidos i6nicos: [Ciomim][CI], [Cizmiml[C1], [Cramim][CI].
Como se pode perceber, a realizagdo de um estudo sisteméatico sempre gera uma grande
quantidade de dados, haja vista que sdo 9 sistemas diferentes (3 proteinas em auséncia e
presenca de 3 diferentes liquidos ibnicos) em diferentes razdes molares. Como seré
descrito adiante nesta dissertacdo, o efeito evidenciado ¢ comum a todos os Lls,
acontecendo, no entanto, em maior escala com [Cismim][Cl], € em menor escala com
[Ciomim][Cl] € [Ciomim][CI]. Por este motivo decidimos detalhar ao longo desta
dissertacdo os sistemas compostos por [Cismim][Cl], enquanto que os compostos por
[Comim][CI] € [Ciomim][CI] serdo discutidos porém os gréaficos estardo presentes no

apéndice desta dissertacao, para que sua leitura ndo seja morosa.

Os dados a serem analisados na proxima secdo estdo separados de acordo com o
sistema em analise, ou seja, para cada proteina sob a influéncia de cada liquido idnico

h& um conjunto de graficos e discussdes provenientes de cada técnica experimental.

Algumas informagdes sobre o liquido i6nico puro devem ser levantadas e
consideradas para a seguinte analise de sua interacdo com as proteinas modelos. O
liquido i6nico [C1amim][Cl] foi selecionado para a realizacdo dessas medias pois além de
ser 0 mais absorvedor € o que possui a menor CMC, portanto, seus efeitos sdo 0s mais

notdrios, como veremos a sequir.

E interessante mencionar que as barras de incerteza da proxima secdo foram

calculadas através do desvio padrdo da média para um conjunto de trés amostras.
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5 Resultados e Discussoes

A Figura 5.1 mostra os espectros de absorbancia do [Cismim][CI] em diferentes

concentragdes (em auséncia de proteinas) em tampao e a temperatura ambiente.

16 .v-; 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T I
...
14F 7. [Cy4arl[C1] -
- ©AmM
1ok © o 2mM ]
< A:“ = 3mm
RS o 4AmM
101, +  5mM 1
P <« BmM
Lo8p: » 10mM -
2 e + 14mM
.
06 F :'x . * 18 mM i
S « 238mM
L}
i 100 mM
0.4 g i
e
02}
E 7]
A N
00
1 . 1 . 1 . 1 . 1 . |
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Wavelength (nm)

Figura 5.1: Espectro de Absorbancia de variadas concentragées de [Cy4mim][Cl] descritas na legenda. A absorbancia
do tampao e da cubeta foram subtraidos das curvas.

Como podemos observar, de um modo geral, o LI ndo absorve
significativamente (A < 0.1 para todas as concentraces, exceto 100mM) para

comprimentos de onda maiores que 250 nm.

Buscando a melhor visualizagdo da contribui¢do da absorbancia do [Cy4mim][Cl],
nos trés comprimentos de onda (280, 295 e 350 nm) relevantes ao presente trabalho, a
Figura 5.2 mostra a evolugdo deste parametro, em fungdo da concentra¢do do LI. O
interesse nos trés especificos comprimentos de onda é diferenciado, em 280nm ocorre 0
pico de absorbancia das proteinas e onde triptofano a fenilalanina e a tirosina sdo

excitados, ja em 295nm temos a excitacdo majoritaria do triptofano e 350nm
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corresponde ao comprimento de onda selecionado para analisar a turbidez do sistema,

onde a absorcdo dos residuos aromaticos pode ser desprezada.

010 I T T T |
)"Abs
= 280nm %
0.08- | & 295nm b
A  350nm
0.06 |- i
3 : -
0.04 |- -
o g -
0.00 |- i -
R T
[C 1 JCTT (M)

Figura 5.2: Absorbancia nos comprimentos de onda 280nm, 295nm e 350nm de [Cy4mim][Cl] em fung¢do da
concentragao.

Baseado na Figura 5.2 consideraremos a absorbancia de LI desprezivel (Abs <
0.02) até a concentracdo de 10mM para os trés comprimentos de onda, assim a

concentracdo de trabalho é sempre inferior a este valor.

A obtencdo da concentragdo micelar critica do [Cimim][CI] em agua e em
tampdo se faz importante quando houver evidéncias de formacdo de agregados nos
sistemas analisados. As CMCs foram obtidas através do experimento de tensdo
superficial, variando a concentracdo de liquido i6nico em agua e em tampédo a 24°C,

como pode ser visto na Figura 5.3.



Resultados e Discussdes

(A) (B)

T T T T 70 T T T

=1 o | .

= 65 i

60 4 = .

3
=

55 4 u -

&

Tensé&o Superficial (mNA
8
1
]
- n
|
| |
Tensdo Superficial (mMN/m)
]

i
u
u

8

T T
T T T
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000

[C e JICH (M) [C,.,.,JCIl (uM)

Figura 5.3: Medias de tensdo superficial de [C14mim][CI] (A) em agua (B) em tampao (AC, FO, BO pH 7.25).

Podemos observar claramente a diminuicdo da tensdo superficial da solucdo na
medida em que adicionamos o liquido ibnico, como o esperado, pois se trata de uma
molécula anfifilica com comportamento surfactante. H4& uma mudanca brusca no
comportamento da curva ao atingir a CMC (setas na Figura 5.3). A CMC obtida com
esses experimentos para 0 [Cismim][Cl], em agua, é igual a 3,0 £ 0,1 mM e estd de
acordo com o valor reportado na literatura [32] [33]. A CMC experimental de
[C14mim][CI] em tampéo, por outro lado, é igual a 1,0 + 0,1 mM, um valor menor do que
0 obtido em agua, como esperado, pois com a adicdo de sal ao sistema temos uma
“blindagem” parcial das cargas catidnicas das cabegas polares do LI, favorecendo a

formacéo de agregados do tipo micelares.

Antes de iniciarmos o estudo da interagdo dos LIs com as proteinas modelo, é
importante saber como estes atuam no aminoacido triptofano, uma vez que sera esta
interacdo que investigaremos com as medidas de absorbéncia e fluorescéncia. A secéo a

seguir mostra como se dé esta interacao.
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5.1 Triptofano e [C14mim][Cl]

Discutiremos a interacdo do triptofano puro em presenca do LI [Cimim][Cl], tal
sistema servira de base para as discussdes com as proteinas. E conveniente mencionar
que o triptofano puro em solugéo a pH neutro possui carga positiva na regido do grupo
amina e outra negativa na regido do &cido carboxilico, sendo portanto uma molécula

zwiteribnica, conforme ilustrada na Figura 1.2 .

A Figura 5.4 mostra os espectros de absorbancia do triptofano em auséncia e
presenca de concentracdes crescentes de LI (ver legenda na figura). Pra cada curva

experimental foi subtraido a contribuicdo do tamp&o somado a cubeta.
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12uM (02 1) 1200uM (20 : 1)
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36uM (06 1) 000uM (100:1) | |
« 4BuM (08:1) 9000uM { 150 - 1)
2 BORM (1:1)  * 12000uM (200 -
< 120uM(2:1) 18000uM (300 - 1)

«  1B0puM({3:1) - 27000uM (450 7
240pM({4:1) +  36000pM (600 :1)
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Figura 5.4: Espectro de absorbancia do Trp a 60uM em presenga de variadas concentragbes de [Cyg4miml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.

O espectro de absorbancia do triptofano nos indica pouca, porém alguma,
variacéo devido a presenca de [C1amim] [CI]. A absorbancia, em 280nm, correspondente a

um dos comprimentos de onda de excitacdo que sao utilizados no experimento de
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fluorescéncia. A Figura 5.5(A), mostra a variagdo da absor¢cdo em 280nm em funcdo da
concentracdo de LI, enquanto que a Figura 5.5(B) mostra esta mesma variagdo para
A=350nm. No primeiro caso (A = 280nm) estamos interessados na absor¢do das
proteinas em solucdo, enquanto que no segundo caso ( A = 350nm) estamos interessados

na turbidez da amostra.
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Figura 5.5: Absorbancia em 280 nm do Trp a 60uM (A) e turbidez (B) em fun¢do da concentragdo de [Cy4mim][Cl]
(escala superior) e razio molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e listrada
correspondem ao triptofano em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.

A Absorbancia em 280nm corresponde ao maximo de absorcao do triptofano, na
abscissa optou-se pelo logaritmo da concentragdo de LI para facilitar a visualizagdo
(Figura 5.5A). A faixa vermelha corresponde ao valor de absorbancia do triptofano em
auséncia de LI e a faixa listrada abrange o intervalo com a incerteza. Observe que,
embora haja variagdes na absorbancia em 280nm até a razdo molar igual a 100:1 ou
concentracdo absoluta de [Cyamim][Cl] igual a 600uM, os valores sdo compativeis entre
si e tais variagbes também entdo presentes na turbidez do sistema. A partir desta

concentragdo ha um aumento significativo tanto na absorbancia em 280nm quanto na
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turbidez. Mudancas no espectro de absorbancia podem significar alterages no estado
eletrénico da molécula absorvedora ou mudangas no espalhamento da amostra [17],
como as alteragfes ocorrem de forma semelhante nos dois comprimentos de onda
iremos supor que sdo devidas somente ao espalhamento e ndo a alteragfes no estado
eletronico das moléculas de triptofano. O aumento excessivo na turbidez pode apontar a

formagdo de agregados, perda de solubilidade do soluto ou desnaturagdo quando

tratarmos das proteinas. [34] [35]

A Figura 5.6 mostra a absorbancia normalizada, tal artificio matematico facilita
a visualizagdo de possiveis mudancas na forma da curva com o aumento da

concentracdo de LI.

10 ‘[CMmim][CI]+Tripthano (60uM)|

0.8 + r 4
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Figura 5.6: Absorbancia normalizada pelo pico para o sistema triptofano a 60M e [C141,im][Cl].

De um modo geral, ndo h4 mudancas na forma da curva de absorbancia do

sistema com 0 aumento da concentracdo de LI, sustentando que a interacdo entre o
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triptofano e [C14mim][CI] ndo é capaz de alterar, significativamente, a estrutura eletrénica

do aminoacido. [16]

Os espectros de fluorescéncia do triptofano podem ser apreciados na Figura 5.7.
O comprimento de onda de excitacdo € igual a 280nm correspondente ao pico de
absorbancia do triptofano. As curvas foram corrigidas pela contribuicdo de filtro

interno, conforme descrito na Sec¢éo 3.3.3.4.
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Figura 5.7: Espectro de fluorescéncia do Trp a 60uM em presenca de variadas concentragdes de [Cygmim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregdo de filtro interno.

A diminuigdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragédo
de LI nos espectros nos evidencia a supressao da fluorescéncia do Trp pelo L1. Podemos
verificar o grau de supressdo atraves da variacgdo do maximo da intensidade de

fluorescéncia, que no caso ocorre em A = 357nm, na Figura 5.8.
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Figura 5.8: Intensidade do pico de fluorescéncia (357nm) do Trp a 60uM em fun¢do da concentracdo de
[C1amim][CI] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e
listrada correspondem ao triptofano em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.

A intensidade de fluorescéncia inicialmente permanece constante e passa a
diminuir a partir de 600uM (10:1) de [Cumim][CI] (Figura 5.8). Portanto podemos
concluir que o LI é um supressor do triptofano, como esperado, pois o0 grupo imidazélio,
presente na cabeca polar do LI, é um supressor natural deste aminoacido [17]. A fim de
analisar a capacidade de supressédo do [Ciamim][CI] sobre o triptofano calcularemos a
constante de Stern-Volmer. A raz&o entre a intensidade de fluorescéncia em auséncia e

em presenca do supressor obedece a seguinte relagdo: [17]

Fo (5.1)
T 1+ Key[Q]

Onde Fo é a intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor, F é a
intensidade de fluorescéncia na presenca de supressor, [Q] € a concentracdo de

supressor em Molar e Kgy é a constante de Stern-Volmer. Portanto a partir do grafico
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Fo/F versus [Q] é possivel obter a constante de Stern-Volmer através do coeficiente

angular, conforme mostrado na Figura 5.9.
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Figura 5.9: Supressdo do triptofano a 60uM para [C14mim][Cl].

A equacdo encontrada para a reta ajustada é:

Fo
— = (1.022 +0.001) + (163 % 0.3)[[Cramim ] [C1]]

Portanto a supressdo do triptofano por [Cuamim][Cl] possui Ksy=(16.3+0.3)M™.
Bushueva e colaboradores [36] estudaram a supressdo do triptofano e de algumas
proteinas para os supressores iodeto de potassio e acrilamida. Os valores de Ksy
encontrados para o triptofano sdo (12.8+0.2)M™ para iodeto de potassio e (18.0+1.8)M™
para acrilamida. Observe que quanto maior o valor da constante de Stern-Volmer maior
é a capacidade de supressao, portanto podemos concluir que [C14mim][CI] € um supressor

mais eficiente que iodeto de potassio e menos eficiente que a acrilamida.
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A Figura 5.10 traz a intensidade de fluorescéncia normalizada a fim de verificar

eventuais deslocamentos das curvas.
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Figura 5.10: Intensidades de fluorescéncia normalizadas pelo pico do sistema Trp + [C14mim][Cl].

E possivel afirmar, baseado na Figura 5.10, que a forma da curva ndo se altera e
gue também ndo ha deslocamentos, ou mudanca na polaridade do meio, em presenca de

LI nas das concentragdes estudadas.

De posse dessas informacdes, passaremos agora ao estudo da influencia do

[C14mim][CI] na Albumina de Soro Bovina.
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5.2 Albumina de Soro Bovina e [C14mim][Cl]

A Figura 5.11 mostra os espectros de absorbancia da BSA (30uM) em auséncia e

presenca de concentracdes crescentes de [Ciamim][Cl] ] (de 0 a 90mM).
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Figura 5.11: Espectro de absorbancia da BSA a 30uM em presenga de variadas concentragées de [Cigmim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.

Note que 0s espectros de absorbancia pouco se alteram com a presenca de LI,
porém a analise dos principais comprimentos de onda trard& um maior detalhamento
deste efeito. A Figura 5.12 (A) apresenta a absorbancia em 295nm, que corresponde ao
comprimento de onda de excitacdo da fluorescéncia e a Figura 5.12 (B) apresenta a
absorbancia em 350nm ou turbidez, onde é possivel verificar o espalhamento da luz do

sistema com 0 aumento da concentra¢do de [Ciamim][Cl].
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Figura 5.12: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da BSA a 30pM em fungdo da concentrag¢do de [Cy4miml[Cl]
(escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e listrada
correspondem a BSA em auséncia de Ll e incerteza, respectivamente.

A absorbancia em 295nm néo varia até 300uM de [C1amim][CI] (razéo 10:1), mas
apos este valor aumenta consideravelmente e permanece constante a partir de 1.6mM
ou razdo molar igual a 40:1 (Figura 5.12 A). O primeiro patamar (de [Cimim][CI] <
300uM) sugere uma concentragdo minima de [Ciumim][CI] para que ocorra uma
interacdo significativa, ou seja, capaz de alterar o valor da absorbancia. A turbidez ndo
varia e € compativel com zero até 750uM de [Ciamim][CI] ou 25:1 de razdo molar
(Figura 5.12 B), em torno de 1.2mM (40:1) torna-se significante e maxima, voltando a
diminuir na medida em que aumentamos a concentracdo de LI. Um aumento
significativo da turbidez em um sistema pode significar formagdo de agregados, ou
ainda em sistemas proteicos, desenovelamento da proteina ou auto-agregacdo. O
aumento na absorbancia em 295nm pode significar, além do aumento do espalhamento,

a formacéo de complexos que alteram o estado fundamental do fluoroforo. [37] [34]



Resultados e Discussdes

A Figura 5.13 mostra os espectros de fluorescéncia da BSA (30uM) em auséncia

e presenca de concentragdes crescentes do [Ciamim][Cl] apds a correcdo de filtro interno.
Para este experimento utilizou-se o comprimento de onda de excitacdo A,,. = 295nm a

fim de se evitar a excitacdo dos aminoacidos arométicos fenilalanina e tirosina, como ja

discutido anteriormente.
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Figura 5.13: Espectro de fluorescéncia da BSA a 30uM em presenga de variadas concentragdes de [Ci4mim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com correcao de filtro interno.

Os espectros de fluorescéncia nos mostram a supresséo da fluorescéncia com a
adicdo de LI, e deslocamento do comprimento de onda de méxima emissdo para o azul

(menores comprimentos de onda), ambos os efeitos serdo analisados separadamente

para auxiliar sua compreenséo.

A Figura 5.14 traz a intensidade de fluorescéncia integrada (de 300nm a 500nm)

em funcédo da concentracao do liquido idnico.
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Figura 5.14: Integral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da BSA a 30uM em fungdo da
concentracdo de [Cysmiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a BSA em auséncia de Ll e incerteza, respectivamente.

A diminuigdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragao
de [C1amim][CI] aponta que o LI é um supressor do triptofano, que esta de acordo com o
experimento de fluorescéncia realizado na secdo anterior. Como discutida
anteriormente, (na Secdo 3.3.3.2), a supressdo de fluorescéncia requer proximidade
entre o fluoréforo e o seu supressor, portanto, podemos concluir que ha interacdo entre a
proteina € [Cismim][CI], a0 menos com um dos triptofanos presentes na BSA. A
interagdo € maxima no intervalo de 60uM a 3mM de [C14mim][CI] ou razdo molar de 2:1
a 100:1. O patamar nas menores concentracoes de LI (razdo molar menor que 1) sinaliza
um ntmero minimo de moléculas em solugdo para que a interagdo seja significativa e o
patamar para maiores concentracGes (razdo molar maior que 100) uma limitagdo desta
interacdo. E interessante perceber que necessitamos de ao menos uma molécula de LI,

para cada molécula de BSA, interagindo para iniciarmos a visualizacdo dos efeitos.



Resultados e Discussdes

Gelamo e colaboradores [38] estudaram a interacdo da BSA e HSA com um
surfactante aniénico (dodecil sulfato de sddio ou SDS), um zwiteridnico (N-hexadecil-
N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato ou HPS) e um cationico (cloreto de N-
hexadecil-N,N,N-trimetil aménio ou CTAC) através de espectroscopia e modelagem
molecular. O estudo mostra a supressao da fluorescéncia da BSA pelos trés surfactantes.
A fluorescéncia da BSA € diminuida para entre 55-60%, da fluorescéncia inicial, para
0.1mM de SDS ou razdo molar 10:1, 65% para 0.8mM de HPS ou razdo molar 80:1 e
55% para 0.5mM de CTAC ou razdo molar 50:1. Enquanto que encontramos uma
diminuigéo da fluorescéncia para 60% da fluorescéncia inicial de BSA em 0.33mM de
[C14mim][Cl] ou razdo molar 11:1. Observe que a supressao da BSA pelo [Cismim][CI] é
mais proxima a encontrada pelo SDS do que das encontradas para 0s outros
surfactantes. E interessante mencionar que Gelamo observou para BSA em presenca de
CTAC um comportamento atipico, apds a diminuicdo de 55% da fluorescéncia inicial
houve um aumento para 85%, o0 que ndo foi observado no presente trabalho, indicando
que o comportamento do [Cismim][CI] ndo é igual ao CTAC mesmo ambos sendo

cationicos.

Fei Geng e colaboradores [39] estudaram a influéncia do liquido ibnico
[Cramim][Br] na fluorescéncia da BSA, assim como no presente trabalho foram
constatados blue-shift e supressdo de fluorescéncia. A diminuicdo para 26% da
fluorescéncia inicial ocorre para 3mM de [Cimim][Br], no presente trabalho
encontramos a mesma diminuicdo de 26% da fluorescéncia inicial para (2.7£0.2)mM de
[C1amim][Cl], 0s valores sdo compativeis entre si, como esperado pois as estruturas do

[C1amim][Br] € [C14mim][CI] s&0 anélogas, a menos dos contraions cloreto e brometo.

A intensidade de fluorescéncia normalizada, Figura 5.15, nos mostra eventuais

deformacdes e deslocamentos.



ESTUDO DA INTERAGAO DE LIQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

‘[CHM-N][CI] +BSA (30uM)|

60 -

40|

20 +

Intensidade de Fluorescéncia Normalizada

| ! ! | ! | ! |
300 350 400 450 500
Wavelength (nm)

Figura 5.15: Espectro de fluorescéncia normalizado pelo pico do sistema BSA + [C14mim][Cl]. A seta indica o
deslocamento com o aumento da concentragdo de [Cyamim][Cl]-

A forma da curva de fluorescéncia nao altera significativamente com o aumento
da concentracdo de [Ciamim][Cl], porém ha um deslocamento do pico para menores

comprimentos de onda ou blue-shift, que pode ser observado na Figura 5.16.
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Figura 5.16: Comprimento de onda correspondente ao maximo de fluorescéncia da BSA a 30pM em fungdo da
concentracdo de [Cysmiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a BSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente. A linha
vermelha é o ajuste utilizando a funcao de Boltzmann.

O deslocamento do pico de fluorescéncia esta intimamente ligado ao
microambiente préximo ao fluoréforo, como visto na Secéo 3.3.3.1, neste caso o0 blue-
shift pode ser explicado por um ambiente mais hidrofobico. O deslocamento é maximo
no intervalo 60uM a 1.5mM de [Cimim][CI] (de 2:1 a 50:1), nos extremos temos dois
patamares, e uma regido intermedidria sugerindo a presenca de um sistema de dois
estados, ou trés regides, portanto foi ajustado a funcdo de Boltzmann. O ponto de

inflexdo do ajuste se da na razao (7.99+0.21):1 ou (239.7+6.3)uM de [Cramim][CI].

Gelamo e colaboradores [38] também identificaram o deslocamento para o azul
no espectro de fluorescéncia da BSA para os surfactantes SDS, CTAC e HPS e
caracterizaram as curvas através de trés regides. A primeira regido refere-se ao primeiro
patamar e estd associada a BSA na forma nativa, a segunda regido é onde ocorre o

maior deslocamento e estd associada a formacdo do complexo BSA-surfactante e a
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terceira regido estd associada ao esgotamento da interacdo e desnaturacdo parcial da

BSA.

Dasmandal e colaboradores [40] discutem a interacdo entre BSA e um
aminoacido surfactante, com cadeia hidrofébica de 10 carbonos e cabeca polar
carregada negativamente (o AAS), através de varias técnicas biofisicas, inclusive
fluorescéncia, onde também h& supressdo e blue-shift. Tais efeitos sdo explicados,
através de modelos tedricos, como causa da aproximacdo da cadeia carbdnica do
surfactante e formacdo de ligacBes de hidrogénio com outros aminoécidos da proteina

préximos ao triptofano.

Anurag e colaboradores [41] estudaram diferencas conformacionais da BSA em
presenca do surfactante catibnico CTAB, onde também foi possivel observar a
supressdo da fluorescéncia e o deslocamento do pico de fluorescéncia para o azul. No
trabalho é feito uma comparacdo do maximo deslocamento do pico de emissdo da
fluorescéncia (AA) da BSA causado por trés surfactantes: (15x1)nm para DTAB
(catibnico com 12 carbonos na cauda), (18+1)nm para CTAB (catidbnico com 16
carbonos na cauda), e (27£1)nm para SDS (anidnico com 12 carbonos na cauda).
Enguanto que encontramos 0 maximo deslocamento igual a (21+1)nm para [C14mim][Cl]

(catidnico com 14 carbonos na cauda).

Portanto podemos observar que os efeitos contemplados pelo experimento de
fluorescéncia sdo comuns quando tratamos da interacdo da proteina BSA e surfactantes
cationicos, zwiteribnicos e anidnicos, porém o grau das alteracdes ira depender de
caracteristicas particulares do sistema. Tais efeitos sdo explicados por sitios de interagcdo
da proteina com o surfactante que causa uma proximidade da cadeia carbonica e da

formacéo de ligacdes de hidrogénio préximos ao triptofano.
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Fei Geng e colaboradores [39], trabalho ja citado anteriormente, obteve o

deslocamento méximo do pico de fluorescéncia da BSA igual a 20nm para 3mM de

[C1amim][Br], lembrando que encontramos valor compativel de deslocamento igual a

(21£1)nm para [Cismim][Cl]. Ainda de acordo com o esperado devido a semelhanca

entre [Ciamim][Br] € [C1amim] [CI].

A fim de se obter maiores informagdes acerca desses sistemas, realizamos

medidas de SAXS nessas mesmas amostras. As curvas de SAXS podem trazer

informacdes sobre o envelope da proteina, desnaturacdo ou formacgdo de agregados, a

Figura 5.17 traz as curvas deslocadas para facilitar a visualizacéo.
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Figura 5.17: Curvas de SAXS obtidas para o sistema BSA a 60uM e variadas concentrag¢des de [C14mim][Cl] descritas
na legenda junto a razao molar. As curvas estao deslocadas na vertical para melhor visualizagao.
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Observe que as curvas de SAXS pouco se alteram até 900uM de [C14mim][CI] ou
razdo molar 15:1, a partir de 1200uM de [Ciamim][CI] ou razéo molar 20:1 de ha a
formacdo de um segundo pico préximo a g=0.23A™ que torna-se mais evidente para
concentragfes maiores de LI, tal pico é uma conhecida marca para formacao de micelas
[42], portanto atribuiremos a esse fato a formagéo de estruturas em forma de micelas em

solucdo, o que é razodvel haja visto que a CMC do [C14mim][CI] é em torno de ImM em

tampao.

A aproximacdo de Guinier foi utilizada para o calculo do raio de giro a partir das

curvas de SAXS gerando a Figura 5.18.
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Figura 5.18: Raio de giro da BSA a 60uM em fungdo da concentrag¢do de [Cy4m,im][Cl] (escala superior) e razdo
molar (escala inferior), ambas logaritmicas.

O raio de giro da BSA em auséncia de LI é igual a (29+1)A, valor compativel
com 30A da literatura [42]. Em presenca de [Ciamim][CI] O raio de giro aumenta até
(45.8+1.00)A em presenca de 2400uM (40:1) de LI e torna-se aproximadamente
constante. Itri e colaboradores [43] investigaram o efeito da ureia na BSA, um

conhecido atuante no desenovelamento da proteina [31], através de varias técnicas
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biofisicas, inclusive SAXS. Os raios de giro encontrados sio iguais a 45A e 72A em
presenca de 3M e 5M de ureia. Note que o desenovelamento causado por 3M de ureia é

proximo ao causado por 2.4mM de [C1amim] [CI].

Santos e colaboradores [42] investigam a interacdo da BSA com SDS através de
SAXS e constataram o aumento do raio de giro da BSA para 39A em presenca de 5mM
de SDS. Portanto podemos supor que 0 [Ciamim][CI] € um eficiente desnaturante da
proteina BSA., a0 menos no que tange os parametros estruturais, em particular o raio de

giro.

O grafico de Kratky possibilita uma analise qualitativa da forma da

macromolécula em estudo e pode ser apreciada na Figura 5.19.
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Figura 5.19: Curvas de Kratky obtidas para o sistema BSA a 60uM e variadas concentragdes de [Ci4mim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar.

A proteina nativa possui a curva de Kratky na forma de um sino cuja posicao do
pico esta relacionada com o raio de giro da mesma. Quando a proteina passa a uma

conformacdo mais estendida a forma de curva deixa de ser um sino gradativamente e se
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houver aumento do tamanho médio o pico desloca-se para menores valores de q [31]. A
forma de sino da curva da BSA em auséncia de [Cismim][Cl] é condizente com sua
estrutura globular em solucdo, ja a perda da forma de sino com a audi¢do de LI é mais

um indicio do desenovelamento da proteina, corroborando a analise de Guinnier

A andlise de SAXS realizada por Santos e colaboradores [42] sugere a formacédo
de agregados micelares a partir de 10mM de SDS e para tanto propdem o modelo colar
de perolas. Neste modelo a proteina perde sua estrutura terciaria e quaternaria,
permanecendo, majoritariamente desenovelada, além disso, existe também a presenca

de micelas distribuidas ao longo da cadeia polipeptidica. [42] [44]

A fim de verificar se tal modelo sera compativel com nossos dados, realizamos
medidas de dicroismo circular (CD) desses mesmos sistemas, ou seja, BSA em auséncia
e presenca de concentracGes crescentes de LI. Os espectros de CD da BSA podem ser

apreciados na Figura 5.20.
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Figura 5.20: Espectro de CD para BSA (51M) em auséncia e em presenga de variadas concentragdes de [Cy4mim][Cl]
descritas na legenda junto a razao molar. A seta vermelha indica a dire¢do do deslocamento das curvas com o
aumento da concentragdo de LI.
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Podemos observar que com o0 aumento da concentracdo de [Ciamim][Cl] a
amplitude do espectro diminui, isto ¢, o modulo de 6 diminui, principalmente para o0s
valores de 208 e 222nm, que sdo especificos para a estrutura do tipo alfa-hélice.
Constatamos que ha uma diminuicdo em média de 23% do mddulo de 6 em 208nm e
222nm para 750uM de [Ciamim][CI] (150:1), portanto assumiremos que h& uma perda
parcial da estrutura secundaria da proteina BSA em presenca de [Ciamim][Cl]. Uma
analise mais minuciosa, como a porcentagem de cada tipo de estrutura secundaria, ndo

foi possivel devido a grande absor¢do do LI em menores comprimentos de onda.

5.3 Albumina de Soro Bovina e [C1ixmim][Cl]

As alteracBes que os liquidos ibnicos provocam em cada proteina tém
semelhancas, variando somente em intensidade e amplitude de acordo com o tamanho
da cadeia carb6nica do LI em estudo. Prevenindo a excessiva repeticao desta dissertacdo
o detalnamento referente aos sistemas BSA+[Cizmim][Cl] € BSA+[Ciomim][CI] sera
menor e em forma essencialmente comparativa. Embora as discussfes ainda possam ser

apreciadas ao longo da se¢do, os graficos estardo disponiveis somente no apéndice.

Os espectros de absorbancia da BSA em presenca de [Ciomim][Cl] € [Ciomim][Cl]
(Figura A. 1 Figura A. 2, Figura A. 10 e Figura A. 11), assim como em presenga de
[C1amim][Cl], ndo apresentam alteracdes na forma, porém ha um aumento significativo
da absorbancia em 295nm e na turbidez observada a partir de 3mM de [C12mim][CI] ou
razdo 100:1 e a partir de 6mM de [Ciomim][CI] ou razéo 200:1, lembrando que
observamos tal aumento na se¢do anterior a partir de 750uM de [C14mim][CI] Ou razdo

25:1.
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Nos espectros de fluorescéncia da BSA em presenca de [Ciomim][Cl] €
[C1omim][CI] (Figura A. 3 a Figura A. 6 e Figura A. 12 a Figura A. 15), assim como em
presenca de [Ciamim][Cl], constatamos a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
(supresséo) e deslocamento do pico de fluorescéncia para menores comprimentos de
onda (blue-shift) com o aumento da concentragdo de LI. A anlise da posi¢do do pico de

fluorescéncia e da integral da intensidade de fluorescéncia também foram realizadas.

A posigdo do pico permanece aproximadamente inalterada para baixas
concentragOes de LI: até 300uM de [Ciomim][CI] ou razéo molar (10:1) e 1.5mM de
[C12mim] [CI] ou razdo molar (50:1), lembrando que para [Ci4mim][CI] & posicdo do pico
permanecia constante até aproximadamente 90uM de [C14mim][CI] ou razdo molar (3:1).
Apbs tais concentracbes ha uma brusca diminuicdo do comprimento de onda
correspondente ao maximo de fluorescéncia, portanto para os trés Lls foi possivel
ajustar a funcdo de Bolztman e obter os pontos de inflexdo (x,) nos concentracdo
(1.16+0.01)mM de [C12mim][CI] ou razdo molar igual a (38.6£0.2):1 e (5.5+0.2)mM de
[C1omim][CI] ou razdo molar igual a (184+3):1, lembrando que a concentracdo do ponto
de inflexdo no sistema contendo [Cismim][CI] € (240+6)uM de [Ciamim][CI] ou
(8.0£0.2):1. Visto que a Unica diferenca entre os LIs é o tamanho da cadeia carbonica,
podemos observar que a concentracdo do ponto de inflexdo aumenta conforme nimero
de carbonos da cauda diminui, portanto podemos supor que o efeito hidrofébico € um

importante fator da interacdo entre LI e a BSA.

O efeito da supressdo da BSA pelos os trés liquidos idnicos sera analisada pela
diminuigdo porcentual da integral da intensidade de fluorescéncia perdida, chamaremos

de supresséo relativa, entre dois pontos que temos em comum nos trés sistemas, isto é:

_Momm — lo.emm (5.2)
So-0.6mm = T L,
m
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Onde lomm € a integral da intensidade do espectro de fluorescéncia da BSA em
auséncia de LI e lp.smm € a integral da intensidade do espectro de fluorescéncia da BSA
em presenca de 0.6mM de LI. Os valores de tal fator para [Ciamim][C!], [C12mim][C]] €
[C1omim][Cl] s@0 respectivamente iguais a 55+3, 38+2 e 11.0+0.5, portanto a intensidade

da supressdo também depende e é favorecida pelo tamanho da cadeia carbdnica.

Objetivando resumir e elucidar os dados mencionados anteriormente a Tabela

5.1 traz a comparagGes entre estes.

Tabela 5.1: : Supressao relativa e razdo molar do ponto de inflexao do deslocamento do pico fluorescéncia da
BSA para [C14mim][C|]l [Clzmim][CI] e [Clomim][CI]'

BSA a So—0.6mM X0
30uM [%] (razdo molar)
[Cramim] [C1] 55+3 (8.0+0.2):1
[Cromim] [C1] 38+2 (38.6+0.2):1
[C1omim][CI] 11.0+0.5 (184+3):1

Note que quanto menor é o tamanho da cadeia carbdnica menor é a supressdo
relativa, observe também que quanto maior a cadeia carb6nica menor € xo, isto é, menor
¢ concentracdo de LI necessaria para alcancar o ponto intermediario de estados.
Portanto podemos afirmar que o efeito hidrofébico € um importante fator na interacao
entre a BSA e os liquidos idnicos estudados, ja que todos os fatores estudados tém

maior intensidade quanto maior a cadeia carbénica.

O experimento de SAXS foi realizada para BSA em presenca e auséncia de
[Cramim][CI] (Figura A. 7) e as conclusdes serdo discutidas, porém para [Ciomim][CI] 0s

dados foram insuficientes para uma discusséo apurada, portanto ndo serdo mencionados.



W ESTUDO DA INTERAGAO DE LiQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

Atraves das curvas de SAXS da BSA a 60uM em presenca de [Ciomim][CI] foi
possivel observar a formacédo de estruturas micelares a partir de 4.5mM de [C12mim][Cl]
ou razdo molar igual a 75:1 . Recordando que tais estruturas apareceram a partir de

1.2mM de [C14mim] Ou razdo molar igual a 20:1 [CI].

Utilizando a aproximacdo de Guinier observamos os valores de raio de giro da
BSA em auséncia de [Ciomim][CI] partem de (29+1)A para (45+1)A em presenca de
4.5mM de [Ciomim][Cl], ou razdo molar igual a 75:1 e tendem a uma estabilidade,
valorem semelhantes aos encontrados para [Ciamim][CIl], porém a estabilidade foi
alcancada em menor concentracdo de LI (2.4mM de [C14mim][Cl]), fato este concordante

com a discussao anterior.

Os espectros de CD da BSA apresentaram 0 mesmo comportamento para todos
0s Lls. A diminui¢cdo do modulo de 6 em 208nm e em 222nm é em média 13% em
presenca de 1.5mM de [Ciomim][CI] (300:1) e em média 5% em presenca da mesma
concentracdo de [Ciomim][Cl], enquanto que para 0.75mM de [C14mim][CI] (150:1) é em
média 23%. Portanto a diminuicdo da estrutura secundaria € maior quanto maior a

cadeia carbdnica, em concordancia com os dados de fluorescéncia.

Propomos que a interagdo da BSA com os liquidos ibnicos esta potencialmente
dividida em trés estagios, que podem ser vistos na Figura 5.21, onde cada estagio esta
marcado em cor diferente. O primeiro estagio esta caracterizado pela proteina ainda em
sua forma nativa, a interacdo, ainda fraca, se inicia predominantemente devido as forcgas
eletrostaticas proporcionado pelas cargas opostas na superficie da BSA e da cabeca
polar dos Lls. Os pardmetros estudados ndo variam significativamente nesta regiéo,
como pode ser visto na regido verde da Figura 5.21. Com a aproximacdo dos LI a

superficie da proteina hd o desenovelamento da mesma aumentando a possibilidade da
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interacdo entre sitios hidrofobicos da proteina, inicialmente escondidos do solvente,
com as cadeias carbonicas dos LlIs, assim como ligacdes de hidrogénio com os residuos
da proteina. O efeito hidrofébico é a maior contribuinte da interacdo, potencializando as
ligacbes e formacdo do complexo BSA-LI, interacdo essa evidenciada pela grande
variacdo dos parametros estudados, como pode ser observado na regido amarela da
Figura 5.21. Quanto maior for a cadeia carbOnica do LI, menor a concentragdo em que
se pode ver tal regido e maior serdo os efeitos da interacdo. Com o0 aumento da
concentracdo de LI em solucdo ha a possibilidade de formacdo de agregados em forma
micelas, podendo estes estar em solugdo e ao longo da proteina, modelo deste chamado
de colar-de-pérolas. Nesta Ultima etapa a interacdo entre a BSA e LI foi esgotada, pois
além do namero finito de sitios de ligagdo, ha a formacgdo de micelas em solugdo, como
pode ser constatado na regido azul da Figura 5.21 onde os parédmetros analisados se

estabilizam.
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Figura 5.21: Variagao dos parametros estudados separados por estagios de interagao.
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5.4 Albumina de Soro Humana e [C14mim][CI]

A concentracdo de trabalho escolhida para a analise da HSA é de 60uM, o dobro
da escolhida para a BSA, pois a HSA possui somente um triptofano enquanto a BSA
possui dois. Optou-se por manter constante 0 nimero de triptofanos em solucdo ao
invés do nimero de moléculas de proteinas, priorizando as medidas de fluorescéncia.
Entretanto tal escolha pode trazer um complicador para uma analise comparativa,
buscando evitar possiveis contradi¢cbes, as comparacfes serdo feitas tanto para a

concentracédo absoluta de LI quanto para a razdo molar dos sistemas.

Os espectros de absorbancia, presentes na Figura 5.22, foram obtido a partir de

amostras a 60uM de HSA em presenca de concentracOes crescentes de [C1amim][Cl].
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Figura 5.22: Espectro de absorbancia da HSA a 60uM em presenga de variadas concentra¢es de [Cy4miml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.

Podemos observar que o espectro de absorbancia pouco se altera até 900uM, a
partir de 1200uM, no entanto, hd& um aumento significativo. A absorbancia nos

principais comprimentos de onda pode ser apreciada na Figura 5.23.
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Figura 5.23: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da HSA a 60pM em fungdo da concentragdo de [Cy4miml[Cl]
(escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e listrada
correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.

Podemos observar que tanto a absorbancia em 295nm quanto a turbidez
permanecem constantes até 600uM de [C1amim][CI] ou razdo molar 10:1, onde passa a
aumentar até 1500uM (25:1) e torna e diminuir, semelhantemente ao comportamento
encontrado nos sistemas com BSA, porém com aumento mais expressivo, tal efeito
indica a formacédo de grandes agregados em solucdo e conseguinte sedimentacdo destes.
O aumento da absorbancia em 295nm também pode indicar a formagdo de um

complexo que altera o estado fundamental do fluor6foro. [34]

O excessivo aumento na turbidez torna o espectro de fluorescéncia impreciso,
portanto somente as amostras de menor turbidez sustentam a analise de fluorescéncia. O
aumento da turbidez das amostras em presenca de HSA, em comparacdo a BSA é um
forte indicio de diferencas na interacdo dos LIs com as duas proteinas. Além disso, este

grande aumento de turbidez indica a formacéao de agregados proteina-LI.
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Os espectros de fluorescéncia da HSA foram monitorados em auséncia e em
presenca de concentracdes de crescentes [Ciamim][Cl], estabelecendo a razéo molar entre
ambos, gerando a Figura 5.24. Os espectros foram corrigidos pela absorcéo de filtro

interno.
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Figura 5.24: Espectro de fluorescéncia da HSA a 60uM em presenca de variadas concentragdes de [Cyigmim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregao de filtro interno.

A intensidade de fluorescéncia da HSA diminui com o aumento da concentracédo
de [Ciamim][CI] e promove um blue-shift, semelhante a todos os casos anteriores.
Consequentemente concluiremos que o triptofano da HSA, embora mais interno e
protegido, sofre influéncia do LI, de modo anélogo a BSA. A magnitude de tal interacdo
sera melhor constatada com a reunido de todas as varidveis e a comparacdo com a

proteina BSA.

A Figura 5.25 apresenta a integral da intensidade de fluorescéncia no intervalo

de 300nm a 500nm, quantificando a supresséo.
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Figura 5.25: Integral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da HSA a 60pM em fungdo da
concentracdo de [Cysmiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.

Verifique que a integral da intensidade de fluorescéncia da HSA pouco se altera
até 24uM de [Cramim][CI] (0.4:1) e passa a diminuir. Infelizmente a alta turbidez do
sistema impossibilita averiguar se ha a formacédo de outro patamar a altas concentracédo
de LI. Vale ressaltar que a presenca de uma molécula de LI por HSA ja é capaz de

promover alteracGes significativas na proteina.

A supressdo relativa entre OuM (0:1) e 600uM (10:1) de [Crmim][CI] para a
HSA vale (16 + 1)% enquanto para BSA entre as razdo 0:1 e 10:1 vale (28 £ 2)% e
entre as concentracées OuM e 600uM de [Ciamim][CIl] vale (55 = 3)%. Desta maneira
tanto a supressdo em funcdo da razdo molar quanto da concentracdo absoluta de LI é
menor no sistema com HSA do que com a BSA, concordante com o fato da HSA sé

possuir o triptofano mais interno, onde o LI tem menor acesso, porém nao nulo.
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A intensidade de fluorescéncia normalizada, Figura 5.26, é gerada a partir da
normalizac&o pelo pico do espectro de fluorescéncia, trard informagdes sobre possiveis

distorcdes e deslocamentos do mesmo.
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Figura 5.26: Intensidades de fluorescéncia normalizadas pelo pico do sistema HSA + [Cy14mim][Cl].

A forma da curva de fluorescéncia ndo sofre distor¢bes, porém sofre um
deslocamento para menores comprimentos de onda, o blue-shift, que sera quantificado

pelo comprimento de onda referente ao pico de emissdo presente na Figura 5.27.
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Figura 5.27: Comprimento de onda correspondente ao maximo de fluorescéncia da HSA a 60uM em fungdo da
concentracdo de [Cysmiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.

As posicdes do pico de emissdo da HSA na auséncia e em presenca de até
aproximadamente 48uM (0.8:1) de [Cyamim][CI] permanecem constantes e em seguida
passam a diminuir. Atente-se que o mesmo intervalo de concentracoes de [Ciamim][Cl]
promove um maior deslocamento no pico de fluorescéncia da BSA que na HSA. O
méaximo deslocamento alcancado pela HSA é de (16+1)nm para 3000uM (50:1) de
[C14mim][C]] enquanto que tanto 3000uM (100:1) quanto 1500uM (50:1) de [C1amim][CI]

promovem deslocamento em torno de (20£1)nm no espectro de fluorescéncia da BSA.

Abdol-Khalegh e colaboradores [45] investigaram a interacdo da HSA com o
cloreto de cetilpiridina (CPC), um surfactante catiénico com 16 carbonos em sua cauda.
Assim como no presente trabalho, eles observaram a supressdo da fluorescéncia e o
deslocamento do pico de fluorescéncia para menores comprimentos de onda. O maximo
deslocamento observado é de 20nm em presenga de CPC, enquanto que observamos
(16£1)nm, porém é interessante observar que o patamar inferior que constitui o

esgotamento da interacdo ndo foi alcangado.
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Meena Kumari e colaboradores [46] estudaram a interagdo de HSA e o liquido
ibnico BMOP, cationico com somente quatro carbonos na cadeia carbonica, e
observaram supressdo da fluorescéncia e blue-shift, como em todos os sistemas que
exploramos até agora. Foi constado 0 maximo deslocamento de 16nm em presenca de
0.1M de BMOP, valor compativel com (16+1)nm em presenca de [C14mim][Cl]. Menna
Kumari descreve a interagdo entre HSA e BMOP como ligagdo movida
predominantemente por forcas hidrofdbicas e ligacbes de hidrogénio nos sitios

hidrofébicos da HSA.

A

Figura 5.28 traz as curvas de SAXS do sistema HSA a 60 uM em presenca de
crescentes concentragfes de [Ciamim][Cl], onde as curvas foram deslocadas para

possibilitar a visualizagéo.
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Figura 5.28: Curvas de SAXS obtidas para o sistema HSA a 60uM e variadas concentragdes de [C14min][Cl] descritas
na legenda junto a razao molar. As curvas estdo deslocadas na vertical para melhor visualizagdo.

A formacdo do segundo pico, a partir de 1.2mM (20:1), porém mais evidente a
partir de 3mM de [Camim][CI] (50:1), caracteriza a formagdo de micelas de LI, o que é

razoavel pois tais concentracdes sdo superiores a CMC do LI em tamp&o. [42]

A partir das curvas de SAXS, utilizando a aproximacdo de Guinier, é possivel

obter o raio de giro de cada sistema explicitados na Figura 5.29.
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Figura 5.29: Raio de giro da HSA a 60uM em fungdo da concentragdo de [Ci4mim][Cl] (escala superior) e razdo
molar (escala inferior), ambas logaritmicas.

O valor do raio de giro encontrado para a proteina em auséncia de [C14mim][CI] é
igual a (30+1)A valor compativel com 31.5A da literatura [31]. O raio de giro da HSA
passa a aumentar em presenca de LI e estabiliza-se em torno de (44+1)A em presenca
de 1.2mM de [C14mim][CI] ou razdo molar 20:1. Tais comportamentos sdo semelhantes
aos encontrados para a BSA em presenca de [Ciamim][Cl], onde a partir do raio de giro
em auséncia de LI igual a (28.5+1.0)A passa a (45.8+1.0)A em presenca de 2.4mM

(40:1) de [Cramim][CI].
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Também a partir das curvas de SAXS € possivel utilizar a representacdo de
Kratky, onde poderemos verificar se ha desenovelamento da proteina. A proteina em
sua conformagdo natural, enovelada, gera uma curva em forma de sino na representagédo
de Kratky, quando sofre desenovelamento tal forma se perde [31]. A Figura 5.30 mostra

as curvas de SAXS na representacdo de Kratky.
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Figura 5.30: Curvas de Kratky obtidas para o sistema HSA a 60pM e variadas concentragées de [Ci4mim] [Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar.

Observe que conforme a concentracdo de [Ci4mim][Cl] a forma de sino é perdida
e o0 pico é deslocado para a esquerda, portanto a proteina perde sua estrutura terciaria e

sua dimensdo aumenta indicando o desenovelamento.

Os espectros de CD da HSA podem ser apreciados na Figura 5.31.
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Figura 5.31: Espectro de CD para HSA (51M) em auséncia e em presencga de variadas concentragGes de
[C1amim][Cl] descritas na legenda junto a razao molar. A seta vermelha indica a dire¢dao do deslocamento das
curvas com o aumento da concentragao de LI.

Podemos observar no espectro de CD da HSA que com o0 aumento da
concentra¢do de [Cimim][Cl] @ 0 mddulo de 6 diminui, andlogo ao comportamento
presente no sistema com BSA. Os vales caracteristicos da estrutura secundaria alfa-
hélice posicionados a 208nm e 222nm tornam-se menos pronunciados. H& uma
diminuicdo em média de 20% do moédulo de 6 em 208nm e 222nm para 750uM de
[Ciamim][CI] (150:1), portanto assumiremos que ha uma perda parcial da estrutura

secundaria da proteina HSA em presenga de [C14mim] [CI].

A interacdo entre HSA e o surfactante catidnico CPC (cloreto de cetilpiridina) foi
explicada por Abdol-Khalegh [45] através de uma ligacdo inicial, a baixas
concentracdes de CPC, por atracdo eletrostatica em sitios de carga oposta na superficie
da HSA induzindo o desenovelamento da proteina expondo sitios hidrofobicos para
ligacbes com o surfactante a maiores concentragdes. Explicacdo cabivel ao sistema do

presente trabalho pela semelhanca dos efeitos observados e entre CPC e [C14mim][Cl].
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5.5 Albumina de Soro Humana e [C1xmim][Cl]

Como descrito anteriormente, as alteracdes que os liquidos idnicos provocam em
cada proteina tém semelhancas, variando somente em intensidade e amplitude de acordo
com o tamanho da cadeia carbonica do LI. Portanto embora as discussdes referentes a
interacdo da HSA com [Ci2mim][CI] & [C1omim] [CI] ainda possam ser apreciadas ao longo
da dissertacdo, essencialmente de forma comparativa, os graficos estardo disponiveis

somente no apéndice.

O espectro de absorbéancia da HSA a 60uM foi monitorado na auséncia e presenca
de crescentes concentragdes de LI, até 1200uM (20:1) de [Ciomim][CI] (Figura A. 19) e
até 1800uM (30:1) de [Ciomim][CI] (Figura A. 25), concentracdes maiores ndo foram
possiveis pois a aparéncia das amostras mudavam bruscamente, passando a um aspecto

leitoso, evidenciando uma alta agregacéo do sistema.

N&o € possivel notar qualquer alteracdo no espectro de absorbancia da HSA em
presenca de qualquer um dos dois LIs. Os valores da absorbancia em 295nm néo variam
conforme o aumento da concentragdo de [Ciomim][CI] ou de [Ciomim][Cl], todos séo
compativeis, 0 mesmo ocorre com a turbidez destes sistemas (Figura A. 20 e Figura A.

26).

Os espectros de fluorescéncia da HSA mostram que a intensidade de
fluorescéncia diminui e as curvas sdo deslocadas para menores comprimentos de onda
com o aumento da concentracdo de LI, tanto para [Ciomim][Cl] quanto para [Ciomim][Cl]
Figura A. 21 e Figura A. 27). A impossibilidade de realizar as medidas espectroscopicas
da HSA para maiores concentracdo de LI, devido a sua grande turbidez, impediu a
identificacdo dos dois patamares, tanto para a integral da intensidade de fluorescéncia

quanto para o deslocamento do pico de fluorescéncia, portanto a funcdo de Boltzman
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ndo pbde ser ajustada. Objetivando ndo perder um fator de comparacdo, ao invés de
listar o ponto de inflexdo da funcdo ajustada relacionaremos o deslocamento causado
por uma concentragdo de LI presente nos trés sistemas, no caso de OuM a 600uM de LI.
Tal deslocamento e a supressao relativa definida anteriormente podem ser apreciados na

Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Supressdo relativa e deslocamento do pico de fluorescéncia da HSA para [C14miml[Cl], [C12mim][Cl] €

[Clomim][CI]-
HSA So—0.6mm AN entre OuM (0:1) e 600pM (10:1) de LI
60uM [%] [nm]
[Camim][C1] 16.1+0.8 11+1
[Cromim] [CI] 13.2+0.7 8+1
[C1omim][CI] 9.2+0.5 1+1

Note que, como nos casos anteriores, quanto maior o tamanho da cadeia
carbdnica maior é a interacdo entre a HSA e o LI, evidenciando a importancia do efeito
hidrofébico nestes sistemas. E interessante observar também que tanto a supressio
quanto o blue-shift foram em menor escala se comparados aos observados para a BSA,
tal fato é esperado, pois a HSA possui somente um triptofano e este estd menos

acessivel as moléculas de LI.

Os espectros de CD da proteina HSA em presenca e em auséncia dos liquidos
i6nicos [Cizmim][Cl] € [C1omim][Cl] ndo apresentaram mudancas significativos, portanto
iremos supor que para tais LIs ndo h& perda significativa da estrutura secundéaria da

proteina.

A estrutura da BSA e da HSA sdo semelhantes, assim como os efeitos observados,
portanto, manteremos o modelo de interagdo da HSA com os liquidos idnicos composto

por trés estagios. Onde o primeiro estagio é predominantemente composto pela proteina



DT ESTUDO DA INTERAGAO DE LiQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

em sua forma nativa e a interacdo desta com os LI se da, inicialmente, devido as forcas
eletrostéticas entre a carga superficial da proteina e a cabeca polar dos LIs. Apos a
aproximagdo dos LlIs, no segundo estdgio, a proteina sofre um desenovelamento e
possibilita a formacdo de ligacbes de hidrogénio e maior interacdo entre sitios
hidrofébicos da HSA e as cadeias carbdnicas LI. Neste estagio ha a formacdo de
estruturas tipo micelas, possivelmente compativel com o modelo colar-de-pérola. O
terceiro estagio, onde ocorre a estabilizacdo dos parametros e esgotamento da interacao,

ndo pode ser bem observado para a HSA.

5.6 Lisozima e [C14mim][Cl]

Embora a lisozima possua seis triptofanos sua intensidade de fluorescéncia é
baixa, assim a concentracdo de trabalho escolhida é 60uM. O monitoramento foi
realizado a concentracdo constante de proteina e aumentando, a partir de zero, a

concentracdo de [Cy14mim][CI], como pode ser contemplado na Figura 5.32.
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GO0uM (10: 1) < 4800uM (80 1)
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_8 1500uM (25:1) - 18000uM (300 ;1)
< 1800uM (30: 1)
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Figura 5.32: Espectro de absorbancia da lisozima a 60uM em presenga de variadas concentragdes de [Ci4mim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.
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O espectro de absorbancia da lisozima pouco se altera com a presenga de
[C1amim][Cl]. As mudancas nos valores de absorbancia em 295nm, comprimento de onda
selecionado para a excitacdo da lisozima, podem ser observadas na Figura 5.33A assim

como a turbidez do sistema na Figura 5.33B.
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Figura 5.33: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da lisozima a 60uM em fungdo da concentracdo de
[C1amim][Cl] (escala superior) e razao molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e
listrada correspondem a HSA em auséncia de Ll e incerteza, respectivamente.

E possivel observar que a absorbancia da lisozima em 295nm é
aproximadamente constante até 1200uM (20:1) de [Cumim][Cl], passa a crescer até
6000uM (100:1) onde diminui. J& na turbidez, embora variem, os valores s&o
compativeis dentro do intervalo de trés incertezas, indicando uma solugéo limpida sem a
formacgdo de grandes agregados. A alteracdo da absorbancia em 295nm sem uma
respectiva mudanca na turbidez sugere a formacéo de complexo que modifica o estado

fundamental do fluoréforo. [9]
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Os espectros de fluorescéncia da lisozima a 60pM em presenca de crescentes
concentragdes de [Cismim][Cl], utilizando as mesmas amostras do experimento de

absorbancia podem ser apreciados na Figura 5.34.
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Figura 5.34: Espectro de fluorescéncia da lisozima a 60pM em presenca de variadas concentragées de [Cy4mim] [Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com correcao de filtro interno.

O espectro de fluorescéncia da lisozima nos traz uma novidade, claramente a
intensidade continua a diminuir conforme o aumento da concentracdo de [Ci4mim][Cl],
porém ndo ha deslocamento do pico de fluorescéncia como visto nos casos anteriores.
Na Figura 5.35, a intensidade de fluorescéncia normalizada sustenta que, além da forma

da curva ndo mudar, o deslocamento ndo é significativo como nos casos anteriores.
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Figura 5.35: Espectro de fluorescéncia normalizado pelo pico do sistema lisozima + [Cy4mim] [CI].

Maurya e colaboradores [9] investigaram a interacdo da lisozima com o liquido
ibnico catidnico de cadeia dupla [Ci2-4-Ci2im][Br2], onde observara, 0 mesmo
comportamento, supressdo da fluorescéncia sem o deslocamento do pico de

fluorescéncia.

A quantificacdo da supressdo serd possibilitada pela integral da intensidade de

fluorescéncia, disponivel na Figura 5.36
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Figura 5.36: Integral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da lisozima a 60uM em fung¢do da
concentracdo de [Cysmiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem ao triptofano em auséncia de LI e incerteza, respectivamente. A
linha vermelha é o ajuste utilizando a fung¢do de Boltzmann.
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Observe que a integral da intensidade de fluorescéncia permanece constante até

600uM (10:1) de [C14mim][Cl], diminui bruscamente até 3600uM (60:1) de [Ciamim][Cl]

onde volta a ser constante. Suporemos que ha uma concentracdo minima de LI para que

haja a supressdo, ou uma interacdo de contato, e esta € saturada apos um segundo limite.

Tal perfil sugere um sistema de dois estados, no qual é possivel ajustar a funcdo de

Boltamann. O ponto de inflexdo encontrado é igual (1.80+0.02)mM de [C14mim][CI] ou

razdo molar (30.3+0.4).

A Figura 5.37 mostra as curvas de SAXS, do atual sistema, deslocadas para

possibilitar melhor visualizagdo. A concentracdo de lisozima utilizada neste

experimento é igual a 280uM, muito superior as utilizadas anteriormente, pois houve a

necessidade de melhorar a relacdo sinal/ruido dos dados.

0uM (0:1)
280uM (1:1)
1120uM (4:1)
2800uM (10:1)
5600uM (20:1)
8400uM (30:1)
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Figura 5.37: Curvas de SAXS obtidas para o sistema lisozima a 60uM e variadas concentragdes de [Cy4mim][Cl]
descritas na legenda junto a razao molar. As curvas estao deslocadas na vertical para melhor visualizagao.
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Note que h4 a formacdo de um segundo pico entre q = 0.2A* e q = 0.25 A'a
partir de 5.6mM (20:1) de [Ciamim][Cl], concentragdo a cima da CMC, indicando a
formacédo de micelas de LI. A Figura 5.38 traz os valores do raio de giro obtidos através

da aproximacéo de Guinier utilizando as curvas de SAXS anterior.
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Figura 5.38: Raio de giro da lisozima a 60pM em fungdo da concentragdo de [Cy4min][Cl] (escala superior) e razdo
molar (escala inferior), ambas logaritmicas.

Embora os valores sejam compativeis entre si, hd um indicio do aumento do raio

de giro conforme o aumento da concentracdo de [Cismim][CI]. Em auséncia de LI a
lisozima possui R; = (15 + 1)A, compativel com 17.3A da literatura [47] e em

presenca 8.4mM (30:1) de [Ciamim][CI] R, = (20 + 1)A.

Huang e colaboradores [47] caracterizaram o efeito da temperatura no
desenovelamento da lisozima através da técnica de SAXS, obtiveram para a proteina em
seu estado nativo, a 303K, raio de giro igual a 17.3A e em seu estado desenovelado
27.6A. Observe que 0 LI [Cimim][CI] ndo possui um alto poder de desnaturante da

lisozima, diferente do discutido para a BSA e HSA.
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O gréfico proveniente da analise de Kratky das curvas de SAXS esta disponivel

na Figura 5.39.
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Figura 5.39: Curvas de Kratky obtidas para o sistema lisozima a 60.M e variadas concentragdes de [C4im][Cl]
descritas na legenda junto a razao molar.

Por meio do grafico de Kratky fica evidente o aumento do raio de giro da
lisozima, através do deslocamento do primeiro pico para valores menores de g com o
aumento da concentracéo de [Cismim][Cl]. O aparecimento de um segundo pico em g em
torno de 0.23A™ caracteriza a formagdo de uma segunda estrutura, potencialmente

micelar.

5.7 Lisozima e [Cixmim][Cl]

As alteracbes que os liquidos i6nicos provocam em cada proteina tém
semelhangas, inclusive com a lisozima, variando somente em intensidade e amplitude
de acordo com o tamanho da cadeia carbonica do LI. Portanto embora as discussoes

referentes a interacdo da lisozima com [Ciomim][CIl] € [Ciomim][Cl] ainda possam ser
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apreciadas ao longo da dissertacdo, essencialmente de forma comparativa, os gréaficos

estardo disponiveis somente no apéndice.

A forma do espectro de absorbancia da lisozima a 60uM tanto para [Ciomim][CI]
quanto [Ciomim][CI] ndo se altera com 0 aumento da concentracdo de LI. Os valores de
turbidez para [Ci2mim][CI] embora variem sdo compativeis entre si. A absorbancia em
295nm apresenta pouca variacao até a razdo molar 100:1 seguida de aumento até 600:1
de [Ci2mim][Cl]. Ja a turbidez da lisozima em presenca de [Ciomim][CIl] apresenta um
aumento significativo a partir da razdo molar 40:1 e a absorbancia em 295nm possui

aumento aproximadamente linear tornando-se significativo a partir de 100:1.

Os espectros de fluorescéncia da lisozima mostram que a intensidade de
fluorescéncia diminui tanto para [Ciomim][CI] quanto para [Ciomim][CI], sem o
deslocamento do pico. Foi possivel ajustar a funcdo de Boltzman para as intensidades
integradas de fluorescéncia, valores de razdo molar correspondente ao ponto inflexdo

(x'y) e a supressdo relativa podem ser apreciados na Tabela 5.3:

Tabela 5.3: Supressao relativa e deslocamento do pico de fluorescéncia da HSA para [C14miml [Cl], [C1omim][Cl] €

[clomim][c”-
Lisozima So-o0.6mm [%] So-e6mm [%] x'
60uM (razdo molar)
[Ciamim][C1] 4.1+0.2 78+4 (30.3+0.4):1
[Ci2mim] [CI] 0.6+0.1 14.4+0.7 (135+1):1
[C1romim][CI] 0.0+0.1 6.2+0.3 (335+29):1

Optamos pela supresséo relativa entre 0 e 0.6mM de LI para comparagdo com
outros sistemas proteicos e entre 0 e 6mM de LI para comparagédo do efeito de cada LI
com a lisozima. Note que quanto menor é o tamanho da cadeia carbonica menor ¢ a

supressdo relativa, observe também que quanto menor a cadeia carbénica menor € x o,



ESTUDO DA INTERAGAO DE LIQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

isto €, menor é a concentracdo de LI necessaria para alcancar o ponto intermediario de
estados. Portanto podemos afirmar que a lisozima sofre mudancas conformacionais sob
influéncia dos LI, baseada na existéncia da supresséo e aumento do raio de giro, e que 0
efeito hidrofobico é um importante fator na interacdo entre a lisozima e os liquidos
ibnicos estudados, ja que todos os fatores estudados tém maior intensidade quanto maior

a cadeia carbénica.

Propomaos, assim como para a BSA, que é possivel identificar trés momentos da
interacdo entre a lisozima e os LIs. Em um primeiro momento a proteina esta na sua
forma nativa, a interacdo inicial ocorrerd por acdo da forca eletrostatica, onde o LI se
aproximara de sitios de ligacdo da proteina, como a lisozima em pH 7.3 possui a mesma
carga que os LlIs tal interagdo sera mais fraca do que as observadas anteriormente. A
aproximacéo do LI iniciard o desenovelamento da lisozima, expondo sitios hidrofobicos
e possibilitando ligagdes de hidrogénio e maior interagdo com as cadeias carbonicas dos
LIs. Em um terceiro momento ha a exaustdo das ligacdes e formacdo de micelas de Lls.

Modelo este também proposto por Jitendra Kumar Maurya [9] para lisozima e [Ci2-4-

Cu2im][Br2].
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6 Conclusoes

Durante esses Ultimos dois anos estudamos de maneira sistematica a influencia de
trés diferentes liquidos i6nicos ([C1amim][Cl], [C12mim][CI] € [C1omim][CI]) na estrutura e
na conformacéo das proteinas modelo BSA, HSA e Lisozima. Ao longo deste texto,
descrevemos de modo mais sucinto as intera¢fes do ([C14mim][CI] com as proteinas BSA
e HSA, no entanto, o efeito causado pelos LIs foi observado na trés proteinas estudadas,
em diferentes proporgdes. O LI que resultou em maiores alteragdes conformacionais,
nos trés casos estudados, foi 0 ([C1amim][Cl], indicando que a interagéo LI:proteina deve
ser guiada por interacBes hidrofobicas, ao menos majoritariamente. No entanto néo
podemos, ao menos com as medidas realizadas no presente estudo, descartar as
contribuicbes de cunho eletrostatico, uma vez que a carga catidnica dos LIs pode
interagir com as regides aniénicas presentes na superficie da proteina influenciando de

modo significativo na interacdo total proteina-LlI.

Com base nas medidas de fluorescéncia, acreditamos que as moléculas de LI se
encontram nas proximidades dos residuos de Trp para a BSA e a HSA, juntamente a
este fato, temos uma pequena alteracdo na estrutura secundaria dessas (segundo as
medidas de CD), acompanhado por um aumento no raio de giro das proteinas. Esses
fatos sugerem que a interacdo dos LI com as proteinas modelo é significativa, sendo

capaz de alterar a estrutura das mesmas em diferentes niveis.

Além disso, propomos que a interacdo do LI com as proteinas, se da em trés
diferentes regides, sendo que no inicio, ocorre pouca alteracdo nos parametros
conformacionais da proteina, ja na regido intermediaria, a proteina comeca a perder sua
estrutura terciaria (evidenciada pelo aumento no valor do raio de giro) e parte da sua

estrutura secundaria, ainda ha uma provavel formacgédo de complexo entre a proteina e o



WETN  ESTUDO DA INTERAGAO DE LiQUIDOS IONICOS COM PROTEINAS MODELO

cation [C14mim]*. Na terceira e Ultima etapa a interacdo é esgotada e ha a formagéo de
estruturas micelares de LI. Acreditamos que este trabalho fornece maiores informacdes
sobre a interacdo proteina-LI e que considerar os LI como moléculas ativas na quimica
verde deve ser tomada com cuidado, uma vez que ela é capaz de interagir e alterar a
estrutura de sistemas de relevancia bioldgica como mostrado ao longo deste trabalho,
seu entendimento deve ser melhor explorado antes ainda da eventual utilizagdo destas

moléculas em larga escala.
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Figura A. 1: Espectro de absorbancia da BSA a 30uM em presenca de variadas concentragées de [Cigmim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.
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Figura A. 2: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da BSA a 30uM em fun¢do da concentracdo de [Cyymim][Cl]
(escala superior) e razio molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e listrada
correspondem a BSA em auséncia de Ll e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 3:Espectro de fluorescéncia da BSA a 30uM em presencga de variadas concentragdes de [Cyrmiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregao de filtro interno.
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Figura A. 4:ntegral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da BSA a 30uM em fung¢do da
concentragdo de [Cimiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a BSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 5: Espectro de fluorescéncia normalizado pelo pico do sistema BSA + [Cinmiml[Cl]. A seta indica o
deslocamento com o aumento da concentragdo de [Cy,1,iml [Cl]-
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Figura A. 6: Comprimento de onda correspondente ao maximo de fluorescéncia da BSA a 30uM em fungdo da
concentracdo de [Cymiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a BSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente. A linha
vermelha é o ajuste utilizando a fungao de Boltzmann.
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Figura A. 7: Curvas de SAXS obtidas para o sistema BSA a 60uM e variadas concentragées de [Cyymim][Cl] descritas
na legenda junto a razdo molar. As curvas estao deslocadas na vertical para melhor visualizagao.
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Figura A. 8: Curvas de Kratky obtidas para o sistema BSA a 60uM e variadas concentracées de [Ciymiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdao molar.
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Figura A. 9: Curvas de Kratky obtidas para o sistema BSA a 60uM e variadas concentragdes de [Cizmiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar.
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Figura A. 10: Espectro de absorbancia da BSA a 30uM em presenga de variadas concentragdes de [Cygmiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.
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Figura A. 11: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da BSA a 30pM em fungdo da concentragdo de [Cygmiml[Cl]
(escala superior) e razio molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e listrada
correspondem a BSA em auséncia de Ll e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 12: Espectro de fluorescéncia da BSA a 30uM em presenca de variadas concentragdes de [Cyomiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregdo de filtro interno.
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Figura A. 13: Integral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da BSA a 30uM em fungdo da
concentragdo de [Ciomim][Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a BSA em auséncia de Ll e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 14: Espectro de fluorescéncia normalizado pelo pico do sistema BSA + [Ciomiml[Cl]. A seta indica o

deslocamento com o aumento da concentragao de [Cyomiml[Cl]-
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Figura A. 15: Comprimento de onda correspondente ao maximo de fluorescéncia da BSA a 30pM em fungdo da
concentracdo de [Cyomiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a BSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente. A linha
vermelha é o ajuste utilizando a funcao de Boltzmann.
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Figura A. 16: Curvas de SAXS obtidas para o sistema BSA a 60uM e variadas concentragoes de [Cyomim][Cl]
descritas na legenda junto a razao molar. As curvas estao deslocadas na vertical para melhor visualizagao.
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Figura A. 17: Raio de giro da BSA a 60uM em fun¢do da concentragdo de [Ciomin][Cl] (escala superior) e razdo
molar (escala inferior), ambas logaritmicas.
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Figura A. 18: Curvas de Kratky obtidas para o sistema BSA a 60uM e variadas concentragées de [C;omiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar.
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Figura A. 19: Espectro de absorbancia da HSA a 60uM em presenga de variadas concentragdes de [Cyymiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.
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Figura A. 20: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da HSA a 60uM em fungdo da concentragdo de [Cyymim][Cl]
(escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e listrada
correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 21: Espectro de fluorescéncia da HSA a 60pM em presenga de variadas concentragdes de [Cyymiml[Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregao de filtro interno.
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Figura A. 22: Integral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da HSA a 60uM em fungdo da
concentracao de [Cymiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 23: Intensidades de fluorescéncia normalizadas pelo pico do sistema HSA + [Cy,im][Cl].

[C i J[CT] (uM)
100 1000

[C, .. JICI] - HSA

Figura A. 24: Comprimento de onda correspondente ao maximo de fluorescéncia da HSA a 60pM em fungdo da
concentracdo de [Cymiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 25: Espectro de absorbancia da HSA a 60uM em presenca de variadas concentragdes de [Ciomim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.
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Figura A. 26: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da HSA a 60uM em fungdo da concentragdo de [Cigmim] [Cl]
(escala superior) e razio molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e listrada
correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 27: Espectro de fluorescéncia da HSA a 60pM em presenga de variadas concentragdes de [Cyomim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregao de filtro interno.
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Figura A. 28: Integral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da HSA a 60uM em fungdo da
concentragdo de [Ciomim][Cl] (escala superior) e razdao molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 29: Intensidades de fluorescéncia normalizadas pelo pico do sistema HSA + [Cygmiml [CI].
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Figura A. 30: Comprimento de onda correspondente ao maximo de fluorescéncia da HSA a 60pM em fungdo da
concentracao de [Cyomiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 31: Espectro de absorbancia da lisozima a 60uM em presenga de variadas concentragoes de [Cyymin][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.
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Figura A. 32: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da lisozima a 60uM em fung¢do da concentracdo de
[C12mim][Cl] (escala superior) e razao molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e
listrada correspondem a HSA em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 33: Espectro de fluorescéncia da lisozima a 60pM em presenca de variadas concentragdes de [C;mim][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregao de filtro interno.
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Figura A. 34: Integral da intensidade de fluorescéncia (de 300nm a 500nm) da lisozima a 60uM em fungdo da
concentracdo de [Cymiml[Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa
vermelha preenchida e listrada correspondem a lisozima em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 35: Intensidades de fluorescéncia normalizadas pelo pico do sistema lisozima + [C1,mim][Cl]-
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Figura A. 36: Espectro de absorbancia da lisozima a 60uM em presenga de variadas concentragdes de [Cygminm][Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. A absorbancia do tampao e da cubeta foram subtraidas das curvas.
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Figura A. 37: Absorbancia em 295nm (A) e turbidez (B) da lisozima a 60uM em fung¢do da concentracdo de
[C10mim][Cl] (escala superior) e razdo molar (escala inferior), ambas logaritmicas. A faixa vermelha preenchida e
listrada correspondem a lisozima em auséncia de LI e incerteza, respectivamente.
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Figura A. 38: Espectro de fluorescéncia da lisozima a 60pM em presenca de variadas concentragdes de [Cymiml [Cl]
descritas na legenda junto a razdo molar. Espectros com corregao de filtro interno.
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Figura A. 39: Intensidades de fluorescéncia normalizadas pelo pico do sistema lisozima + [C1gmim][Cl].



