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RESUMO

Neste trabalho, usamos a técnica de Ressonédncia Paramagnética Eletronica em seu
modo convencional para o estudo da enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase e em seu
modo pulsado para o estudo da estrutura dindmica de biomembranas. Clorocatecol
1,2-dioxigenase € uma enzima que catalisa a clivagem de estruturas aromaticas,
como a do clorocatecol, via a a ativag@o € incorporagdo de uma molécula de oxigénio
e que possui em seu sitio ativo um ion Fe(IlI). Nossos resultados de CD e atividade
enzimatica mostram o intervalo de temperaturas entre 20-25 °C como aquele no qual
a enzima apresenta atividade maxima. A maior contribui¢do para sua estrutura
secundéria vem de folhas {3 anti-paralela. A quantificagiio do nimero de spin feita
por EPR indicou a presenga de um ion Fe(IIl) por molécula de CCD, estando esse
fon em estado de spin alto e simetria rdmbica, como se depreende da linha estreita
em g=4,3. Os pardmetros de desdobramentos de campo zero foram determinados
pela medida em fun¢do da temperatura da linha em g=4,3, fornecendo A=E/D=1/3 ¢
D=(1,3%0,2) cm™. O gréfico de Scatchard construido a partir dos espectros de EPR
quando da titulagdo da enzima com o substrato catecol indicou a presenga de um
unico sitio ligante de catecol, em acordo com a quantificagdo anterior do metal, e
cuja constante de afinidade enzima-substrato é k=(2,7+0,1)x10® M. No que tange a
EPR pulsado, foram utilizadas as chamadas técnicas modernas de EPR, com énfase
em 2D-ELDOR, para a investigago de diversos aspectos em membranas de interesse
biologico. Primeiramente, investigamos a diferenciacdo entre a fase de liquido
ordenado (Lo) e a de liquido cristalino (Lc) em membranas modelo de lipidio puro e
lipidio/colesterol (1/1) contendo diferentes marcadores de spin (16-PC, CSL e
DPPTC). Ai mostramos que € possivel distinguir-se diferentes fases lipidicas apenas
por simples inspe¢do visual dos espectros de 2D-ELDOR de um determinado
marcador de spin incorporado a membrana. Além disso, realizamos simulagdes
através do pacote de programas NLSPMC e determinamos as diferengas
quantitativas entre as fases lipidicas: o estado de liquido ordenado apresenta maior
fluidez e ordenamento na regido das cadeias acilicas, ao passo que, na regido da
cabega polar, mostra menor ordenamento. Em seguida, estudamos o efeito da
presenca de colesterol em alta concentragdo sobre o comportamento da membrana
como fungdo da temperatura. Nesse caso, o colesterol atua de maneira a manter a
membrana em uma fase altamente ordenada e fluida dentro do intervalo de
temperaturas medido, abolindo a transi¢do gel-Lc do lipidio DPPC. Uma tentativa de
aplicagdo de nossa metodologia ao estudo de membranas bioldgicas foi feita ao
estudarmos membranas bleb que sdo ricas em colesterol. Estas mostram
comportamento semelhante dquele observado para as membranas modelo com alta
concentragdo de colesterol, um indicativo da existéncia de dominios Lo naquelas
membranas biologicas. Por fim, estudamos o efeito da presenga do peptideo
Gramicidina A’ (GA) sobre a estrutura da membrana de DPPC. Os resultados de 2D-
ELDOR mostram claramente a presenga de duas populagdes de lipidios (“boundary”
e “bulk”). As simula¢des desses espectros foram as primeiras feitas com espectros
contendo duas componentes e com os dados nas formas S.. e Secsy. Essas mostram
que os lipidios “bulk” sdo pouco afetados pela presenga de moléculas de GA, ao
passo que os lipidios “boundary” t€m suas cadeias acilicas dobradas na porgéo
terminal em torno das moléculas de GA, mecanismo que suporta a formagdo de
dominios em fase Hj; na membrana.
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ABSTRACT

In this work, EPR-CW and 2D-FT-EPR are used to study the enzyme chlorocatechol
1,2-dioxygenase and the dynamic structure of biological relevant membranes,
respectively. Chlorocatechol 1,2-dioxygenase (CCD) is a non-heme Fe(IIl) enzyme
that catalyses the ring cleavage of aromatic compounds like chlorocatechol. The
structure stability as a function of the temperature was determined via circular
dichroism and catalytic activity assays. The enzyme has its maximum activity at 20-
25 oC. The main contribution to its secondary structure comes from antiparallel B-
sheets. The iron content was determined by EPR measurements, indicating the
presence of one Fe(Ill) per molecule. The Fe(IIl) ion shows a very narrow line at
g=4.3 indicating a high spin state in a rhombic symmetry with A=E/D=1/3 and
D=(1,310,2) cm’1. The Scatchard plot based on EPR spectra suggests the existence
of one site for substrate binding with a binding constant k=(2,7+0,1)x10® M. As for
2D-FT-EPR, the so-called modern EPR techniques, like 2D-ELDOR, were used to
investigate several aspects of biologically relevant membranes. Firstly, we
determined the differences between the liquid-ordered (Lo) and the liquid-crystalline
(Lc) phases in model membranes of pure lipid and of lipid/cholesterol (1/1) mixtures
containing different spin labels (16-PC, CSL, and DPPTC). In this case, we show
how 2D-ELDOR makes possible the differentiation between Lo and Lc phases just
by a pattern recognition scheme. We also performed simulations of those spectra and
the results are: the Lo phase shows higher fluidity and ordering in the acyl chain
region, whereas it shows lower ordering in the headgroup polar region. After that the
membrane behaviour as s function of temperature was studied. We showed that
cholesterol maintains the membrane in a highly ordered and fluid structure over the
entire range of temperatures, abolishing the gel-Lc phase transition of the lipid
DPPC. The biological membrane bleb was the first attempt to apply our methodology
to real membranes. The 2D-ELDOR results for bleb membranes indicate the
existence of Lo domains in the structure of those membranes. Finally, we studied the
effects of the peptide Gramicidin A’ (GA) on the lipid organization of DPPC
membranes. The 2D-ELDOR results show very clear two-component spectra
(assigned to bulk and boundary lipids), which were simulated by the NLSPMC
programs. This is the first time that 2D-FT-EPR multi-component spectra are
simulated using both the S;. and Secsy format. The simulations indicate that the GA
molecules do not significantly affect the bulk lipid, whereas the boundary lipids
present the end portion of their acyl chain bent towards the GA molecule. This
mechanism is probably responsible for the local formation of the Hj phase in the
membranes.
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A espectroscopia de Ressondncia Paramagnética Eletronica (EPR) tem vivido
um momento de ressurgimento nos ultimos anos tanto através do aparecimento de
novas metodologias em EPR convencional, como a técnica de “site-directed spin
labeling” (Altenbach et al., 1989), quanto pela sua extens@o ao regime de muito altas
freqiiéncias (Budil et al., 1989) e as técnicas resolvidas no tempo (Kevan &
Bowman, 1990). Estas ultimas e suas aplica¢Ges a membranas de interesse bioldgico
constituem um dos objetivos a serem aqui apresentados. Revisdes sobre os outros
temas podem ser encontradas nos trabalhos de Hubbell et al. (1998, 2000) e Freed et
al. (2000, 2001).

A técnica de EPR em seu regime de onda continua (CW) vem sendo aplicada
ao estudo de sistemas de interesse biolégico hd muitos anos, sendo as contribuigdes
dai provenientes bastante diversas (capitulos I.1-1.3). Estas vao desde a caracterizagdo
de sitios de ligacido de metais em estruturas de proteinas, passando por estudos da
estrutura e dindmica de membranas bioldgicas e chegando ao acompanhamento de
processos reacionais € de transferéncia de elétrons. Grande parte de tais aplica¢Ges
encontra-se descrita nos varios volumes da série Biological Magnetic Resonance,
editada por L.J. Berliner (Plenum, New York), na qual os trabalhos ali relacionados
cobrem varios aspectos da contribuicio de EPR-CW ao estudo de sistemas

biolégicos, principalmente em relagdo & metaloproteinas. O presente trabalho tem
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uma de suas vertentes relacionada ao uso de EPR-CW exatamente para o estudo de
uma metaloproteina: a enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase (capitulos 1.1-1.3), uma
enzima caracterizada pela presenga de um ion Fe(III) em grupamento ndo-heme, cuja
funcdo tem importdncia biotecnologica e, portanto, constitui um problema
interessante para a espectroscopia de EPR.

Em termos de experimentos resolvidos no tempo, pode ser afirmado que
praticamente todas as formas de espectroscopia se beneficiaram com a introdugio de
técnicas de Transformada de Fourier (FT), mas talvez nenhuma tenha tido maior
avango do que a Ressondncia Magnética Nuclear (NMR). O desenvolvimento das
técnicas de FT-NMR proporcionou uma total revolugdo tanto em termos de
instrumentagdo quanto em recursos experimentais disponiveis. Embora NMR e EPR
tenham tido um nascimento e desenvolvimento inicial comum, problemas
tecnologicos fizeram com que EPR nfo se desenvolvesse concomitantemente com a
sua “técnica irmd” NMR.

Tanto NMR quanto EPR se basearam, originalmente, em experimentos
realizados no regime de resposta linear através da medida da absorgio de radiagdo
monocromética aplicada continuamente a4 amostra, enquanto era variado o campo
magnético. Essa abordagem de onda continua (CW) tem duas limitagdes principais:
(1) para um espectro com linhas bem resolvidas, a medida da linha de base ¢é
respoﬁsével pela maior parte do experimento; (2) o espectro € o resultado de todas as
interagdes e processos de relaxagfio presentes na amostra. Assim, é muito comum
ndo se conseguir separar todas as interagdes que contribuem para o espectro CW,
problema este suplantado pelas técnicas de resolvidas no tempo (FT-NMR e FT-

EPR).
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Espectroscopia resolvida no tempo, isto é, a obtengdo de espectros no
dominio das frequéncias através do uso da Transformada de Fourier do decaimento
do sinal medido apos a aplicagdo de pulsos de radiofreqiiéncia, tornou-se factivel a
partir da década de 60 e, hoje em dia, praticamente todos os experimentos em NMR
sdo baseados nesse principio. O desenvolvimento de técnicas pulsadas em EPR
exigiu muito mais tempo: a fisica do sistema de spins é, essencialmente, a mesma,
mas a escala de tempo caracteristica para o decaimento da magnetizagio associada
ao spin eletrdnico € muito mais curta do que aquela para os spins nucleares, o que
leva a necessidade do uso de uma tecnologia mais sofisticada para a realizagio dos
experimentos, uma vez que se necessita de eletrdnica suficientemente rapida para o
processamento de sinais com escala temporal da ordem de dezenas ou centenas de
nanosegundos.

Os primeiros desenvolvimentos em EPR pulsado tiveram inicio em estudos
de solidos a baixas temperaturas realizados principalmente por Mims et al. (1961,
1989)' e Salikhov & Tsvetkov (1979). Avangos mais recentes nessa area foram
realizados por Schweiger e colaboradores (Schweiger, 1993; Wiler et al., 1998;
Jeschke & Schweiger, 1996), Thomann & Bernardo (1990), Hoffman et al. (1996) e
muitos outros (Kevan & Bowman, 1990; Kevan & Schwartz, 1979; Hoff, 1989). Em
todos esses casos foram tratados regimes de tempos de relaxagdo longos
(microsegundos, normalmente atingidos com baixas temperaturas de trabalho), o que
torna possivel a utilizagdo de seqiiéncias extensivas de pulsos com o intuito de
atender aos objetivos especificos de cada pesquisador. Nos dltimos anos, enorme
progrésso tem sido conseguido em termos de desenvolvimento instrumental, levando

EPR pulsado a deixar de ser uma atividade limitada a poucos laboratérios onde
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fabricava-se praticamente tudo que era preciso, para tornar-se uma técnica bem
difundida e com espectrdmetros disponiveis comercialmente.

A conseqiiéncia natural da maior disseminagfo das técnicas pulsadas de EPR
foi a sua extensdo a investigagdo de sistemas bioldgicos. Ainda assim e ao contrario
de NMR, que praticamente aboliu a metodologia de onda continua, a maioria das
pesquisas em EPR pulsado passa por uma etapa inicial de medidas convencionais.
Em termos de materiais bioldgicos, a determinagfio das condig¢des ideais de medida
através de EPR-CW ¢ um passo fundamental para o sucesso posterior dos
experimentos resolvidos no tempo. Além disso, a escolha de um problema biolgico
que se adeqiie com a infra-estrutura experimental de EPR disponivel em cada
laboratorio constitui um fator a ser levado em consideragdo quando da definigio de
um projeto de pesquisa. Por isso, as principais aplicagdes de EPR pulsado em
sistemas de interesse biologico tém envolvido o estudo de metaloproteinas.

No entanto, além de proteinas contendo ions metalicos, EPR pulsado é uma
ferramenta bastante conveniente para o estudo de problemas associados a estrutura e
dindmica de membranas de interesse biolégico. Neste caso, faz-se uso de moléculas
conhecidas como marcadores de spin (geralmente radicais nitroxidos), cujo espectro
de EPR € muito sensivel ao ambiente no qual estdo inseridos. A anisotropia das
interagSes Zeeman eletrdnico e hiperfina vem da anisotropia espacial em torno do
centro paramagnético. O movimento molecular, por sua vez, reflete-se no espectro de
EPR através da média de tais interagSes para as diferentes diregdes principais dos
tensores g e hiperfino.

Assim, espectros de EPR mudam dramaticamente 4 medida que o movimento
do marcador torna-se mais lento ou mais rapido, assim possibilitando grande

sensibilidade as propriedades fisico-quimicas do meio onde esta localizado. Isto é
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diferente para espectros de NMR, onde o movimento molecular leva a uma média
quase completa dos termos dependentes do movimento no hamiltoniano de spin. Os
seus efeitos residuais sdo refletidos apenas nos tempos de relaxagdo T; e T; e podem
ser calculados via teoria de perturbagdo (“Redfield perturbation theory”). Entretanto,
os termos equivalentes em EPR s@o muito maiores, frequentemente levando a efeitos
muito drasticos sobre o espectro para serem determinados por teoria de perturbacio.
Assim, € usado um método baseado na equagio estocastica de Liouville, conhecido
como “slow-motional theory” (Freed, 1976; Schneider & Freed, 1989), o qual mostra
que as grandes mudangas no espectro sdo particularmente sensiveis aos detalhes
microscopicos da dindmica do sistema.

Esses métodos de andlise permitem um estudo quantitativo dos espectros de
EPR em termos de taxas de movimento do radical nitréxido e das restrigdes ao
movimento impostas pela estrutura em torno do mesmo. Tais taxas de movimento e
restrigdes levam a um tensor de difusdo rotacional € a um parimetro de ordem,
respectivamente. Além disso, elétrons desemparelhados de diferentes radicais (na
mesma ou em diferentes moléculas) interagem fracamente através de interacdes
dipolares magnéticas de longo alcance e fortemente através de interagdes de troca de
curto alcance. Em fluidos, essas interagSes podem ser usadas para monitorar a
dindmica translacional das moléculas marcadas.

As técnicas pulsadas servem para aumentar a resolugio dos espectros de
membranas que estdio microscopicamente ordenadas mas macroscopicamente
desordenadas (efeito MOMD), separando os alargamentos inomogéneos dos
homogeéneos através do uso do eco do spin. Técnicas pulsadas bidimensionais de
EPR, em muito semelhantes aquelas encontradas em 2D-NMR, tém sido usadas em

tais estudos (Freed, 2000) e uma delas tem tido papel de destaque: 2D electron-
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electron double resonance (2D-ELDOR) (Gorcester & Freed, 1988). Aqui, sdo
utilizadas as técnicas de 2D-FT-EPR, em particular 2D-ELDOR, para o estudo de
problemas relacionados a estrutura dindmica de biomembranas. Tais problemas
visam tanto a caracterizagdo das propriedades de membranas lipidicas em funggo de
parametros como a temperatura ¢ a composi¢io das mesmas, quanto o estudo da

interagdo de lipidios com peptideos (capitulos 11.1-11.3).
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Capitulo 1.1

Introducao - Dioxigenases

A fungo biolégica das dioxigenases como a clorocatecol 1,2-dioxigenase
(CCD) justifica o interesse pelo seu estudo: a clivagem de hidrocarbonetos sintéticos.
Estes ‘compostos, utilizados pela industria moderna, sdo liberados continuamente no
meio ambiente, atuando como agentes poluentes de varios ecossistemas. A sua
eliminagdo natural ¢ realizada por populagdes microbianas presentes no solo e na
agua (Neilson ef al., 1992), estando os genes responsaveis pela degradagio total ou
parcial dessas substéncias localizados em plasmideos bacterianos.

Os genes bacterianos mais importantes na mineralizagio de compostos
organoclorados sdo encontrados em dois principais géneros de bactérias de solo
conhecidos como Pseudomonas e Alcaligenes (Don et al., 1985). Dentre esses genes,
0s mais interessantes sdo aqueles presentes em plasmideos naturais dessas bactérias e
que sdo responsaveis diretos pela sintese de enzimas que compreendem as vias do o
¢ PB-cetoadipato (Perkins ef al, 1990). Ambas as vias catabolizam hidrocarbonetos
aromaticos na forma de fenol, benzoato ou seus anélogos clorados, através de uma

série de reagdes enzimaticas. Cada uma dessas vias tem um passo enzimatico crucial
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envolvendo a abertura do anel benzénico, uma importante etapa para a detoxificagdo
desses compostos, desempenhada pela enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase.

Quando compostos como o catecol sdo clivados por uma dioxigenase, a
fissdo do anel pode ocorrer por trés vias (Nozaki et al., 1970): (a) clivagem da
ligagdo entre os atomos de carbono onde estio ligados os grupos hidroxilas
(clivagem intradiol), (b) clivagem da ligagdo entre os carbonos das posigdes 2 e 3
(clivagem extradiol, proximal) e (c) clivagem da ligagio entre os carbonos das
posi¢des 1 e 6 (clivagem extradiol, distal) (Figura 1.1.1). Isto faz com que as
enzimas dioxigenases possam ser divididas em duas classes: intradiois e extradiéis.

Estruturas cristalograficas de varias enzimas extradio6is ja foram obtidas: 2,3-
dihidroxibifenil dioxigenase (Han et al., 1995; Senda, Mitsui & 1996; Vaillancourt et
al., 1998), catecol 2,3-dioxigenase (Kita er al, 1999) e protocatecoato 4,5-
dioxigenase (Sugimoto et al., 1999). Estas enzimas tém um fon ferroso [Fe(I)] como

cofator, que esta ligado a dois residuos de histidina e a um grupo carboxilato.

Figura 1.1.1: Esquema mostrando os trés modos como pode ocorrer a fissao do anel aromatico:
a — clivagem intradiol, b — clivagem extradiol proximal, ¢ — clivagem extradiol distal. R
representa os varios radicais que podem ser ligados & molecula, tais como ion cloro.
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Ja a classe de dioxigenases que clivam catecolatos de maneira intradiol
podem ser subdivididas em duas familias: protocatecoato 3,4-dioxigenase (3,4-
PCDs) e catecol 1,2-dioxigenases (1,2-CTDs). Ambas sdo enzimas bacterianas
portadoras de um sitio ndo-heme férrico [Fe(IIl)] e que catalizam a adigiio de ambos
os atomos da molécula de oxigénio ao 1,2-diidroxibenzeno (catecol) ou seus

derivados, com subseqiiente clivagem do anel aromatico (Figura 1.1.2).

S G ¢ G

OH
Catechol Protocatechuate Chiorocatechot
1,2-Dioxygenase 3,4-Dioxygenase Dioxygenase
COOH COOH 1 \cooH
Cooon ,Cooou O—&_COOH
HOOC ‘%

Figura 1.1.2: Enzimas da familia das dioxigenases intradidis e as respectivas reacoes por elas
catalizadas. (adaptada de Broderick & O’Halloran, 1991)

As enzimas intradiol do tipo 3,4-PCD tém o composto hidroxibenzoato como
substrato e sdo tipicamente compostas por duas sub-unidades homélogas, mas nao
idénticas [aBFe’*],. Duas estruturas tridimensionais de membros dessa classe sdo
conhecidas: uma de Pseudomonas putida (Ohlendorf et al., 1988; Ohlendorf ef al.,
1994) e outra de Acinetobacter sp. ADP1 (Vetting et al., 1994; D’Argenio et al.,
1999). Varios estudos espectroscépicos foram realizados sobre enzimas do tipo 3,4-
PCDs de diferentes fontes: P. putida (Que et al., 1976; Que et al., 1977; True et al.,
1990), Burkholderia cepacia (Walsh & Ballou, 1983) e Brevibacterium fuscum
(Whittaker & Lipscomb, 1984; Siu ef al., 1992). Tais estudos mostraram que o ferro
contido no sitio ativo encontra-se coordenado por duas tirosinas, duas histidinas e um

grupamento hidréxido. Além disso, o fon ferro nessas enzimas 3,4-PCD tem se
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mostrado no estado de oxidag@io Fe(IIl) tanto na enzima nativa quanto nos varios
complexos enzima-substrato e enzima-intermediarios.

As enzimas intradiéis 1,2-CTDs, por sua vez, podem ser classificadas em
varias sub-categorias de acordo com os seus substratos especificos: catecol,
clorocatecol e hidroxiquinol. Todos os membros conhecidos da familia das 1,2-CTD
s3o homodimeros [aFe? ]2, com excegdo apenas da 1,2-CTD de Pseudomonas
arvilla. A primeira estrutura de uma enzima do tipo 1,2-CTD foi recentemetne
determinada: 1,2-CTD de Acinetobacter calcoaceticus ADP1 (Ac 1,2-CTD) (Vetting
& Ohlendorf, 2000). A Ac 1,2-CTD ¢ uma molécula dimérica alongada, em forma de
bumerangue e com trés dominios: dois cataliticos e um dominio de ligagdo (Figura
1.1.3). Os fon de Fe(Ill) estdo a uma disténcia superior a 40 A e, por isso, é sugerido
que sejam considerados como estruturalmente e cataliticamente independentes.
Foram encontrados um ion por mondmero, estando cada ion coordenado por quatro
residuos (Tyr200, His226, Tyr164, His224) € uma molécula de 4gua em simetria
bipiramidal trigonal (Figura 1.1.4A). A ligag4o do substrato catecol ou 4-metilcatecol
faz com que o residuo Tyr200 e a molécula de 4gua saiam da esfera de coordenagdo
do ferro. Um grupamento hidroxila do substrato liga-se na posig¢io frans ao residuo
His226 e o outro OH liga-se na posigdo axial a Tyr164 (Figura 1.1.4B). O residuo
His224 ndo € ocupado e se postula como sendo o lugar de ligagdo da molécula de
oxigénio.

Uma diferenca marcante € observada entre as catecol dioxigenases (1,2-CTD)
e as clorocatecol dioxigenases por nés estudadas (CCD) quando sdo comparadas suas
especificidades por substrato e suas eficiéncias cataliticas. Ao contrario de enzimas

como a 1,2-CTD e 3,4-PCD, a CCD oxigena um intervalo bastante grande de
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derivados de catecol tdo bem quanto o faz com seus substratos naturais, os

clorocatecois.

Dominio de
ligacao

Dominio

Dominio res
catalitico

catalitico

Entrada para os
sitios ativos

Figura L.1.3: Estrutura dimérica {oaFe®"), da dioxigenase Ac 1,2-CTD. Na figura, pode ser
vista a localizagdo dos dominios cataliticos e de ligagdo, bem como a entrada de acesso
aos sitios ativos. (adaptada de Vetting & Ohlendorf, 2000).

Figura 1.1.4: Ligagdo do substrato catecoi ao sitio ativo da enzima Ac 1,2-CTD: {A) antes da
ligagéo do catecol, o ion Fe(lil) esta coordenado pelos residuos His224 (n&o vista), His226,
Tyr 200, Tyr 164 e H,O; (B) com o catecol na estrutura, o Fe(lll) passa a ser coordenado
apenas pelas hidroxilas do substrato e pelos residuos His226 e Tyr164. (adaptada de
Vetting & Ohlendorf, 2000)

11
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A intrigante diferenca entre as propriedades cataliticas da CCD e as demais
dioxigenases indica uma mudanga fundamental no bolso que contém o sitio ativo da
CCD e onde esté localizado o ion Fe(III). As referidas diferengas entre clorocatecol
1,2-dioxigenase e catecol 1,2-dioxigenase relativas a especificidade e eficiéncia
catalitica levaram Broderick & O’Halloran (1991) e Vetting & Ohlendorf (2000) a
propor diferengas fundamentais no sitio ativo da clorocatecol 1,2-dioxigenase. Pode-
se supor que o sitio de ligagdo do substrato das clorocatecol 1,2-dioxigenases deva
apresentar as caracteristicas estéricas e eletrdnicas compativeis com a acomodacéo
do atomo de CI do substrato. Isto também foi sugerido por Bhat et al. (1993), a partir
de resultados obtidos com a 3,5-diclorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas
cepacia. Em ligagGes ndo totalmente covalentes ou idnicas de Cl em proteinas,
observa-se distancias interatdmicas tipicas, indicando que o bolsdo de ligaco deste
atomo deve ser amplo o bastante para permitir seu ajuste. Este bolsdo poderia, assim,
acomodar outros substituintes hidrofébicos, como o grupo metil em metilcatecol. J4
nas catecol 1,2-dioxigenases, o seu sitio ativo nfo estaria seletivamente adaptado a
ligagdo de Cl, sendo, portanto, mais compacto e inacessivel aos substratos
halogenados.

Nesta primeira parte, portanto, ¢ proposto o estudo da enzima clorocatecol
1,2-dioxigenase (CCD) de Pseudomonas putida através de técnicas espectroscopicas
diversas, com uma énfase na Ressondncia Paramagnética Eletrdnica convencional
(EPR-CW), e com o principal intuito de obter informagdes estruturais a respeito do

sitio ativo da mesma.
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Materiais e Métodos

 No presente capitulo ¢, primeiramente, descrita a metodologia utilizada para a
obten¢dio da enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida (seglo
1.2.1). Em seguida, passa-se a apresentagio dos métodos de EPR-CW utilizados no
estudo daquela enzima (segfio 1.2.2), para, entdo, descrever-se a maneira pela qual
foram realizados os experimentos e tratados os dados de EPR-CW, dicroismo

circular e atividade enzimatica da clorocatecol 1,2-dioxigenase (segdo 1.2.3).

1.2.1. Expressdo e Purificagcdo da Clorocatecol 1,2-
Dioxigenase de Pseudomonas putida

1.2.1.1 “Over-expression” da Clorocatecol 1,2-Dioxigenase 6His

A enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida expressa ao ser
empregado o procedimento aqui discutido tem em seu N-terminal um flagelo,
comumente chamado de “cauda”, constituido por 6 residuos de Histidina. Essa opg&o
é feita para a utilizagéio posterior de uma coluna de cromatografia de afinidade, o que
facilitou enormemente o processo de purificagdo. Portanto, a enzima obtida deve ser

chamada de clorocatecol 1,2-dioxigenase 6His (ou CCD6His).
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Para a expressio da CCD6His ¢ feito um indculo, partindo de um estoque
mantido em glicerol & -80°C,em meio LB sélido, contendo 25 pug/mL de canamicina,
o qual é incubado & 37°C por no méaximo 24 horas. A partir da cultura obtida, faz-se
um pré-inécuio em 10 mL de meio LB liquido com 25 ng/mL de canamicina. Este €,
entdio, incubado “overnight” a 37°C, sob agitagdo (200 rpm).

Prepara-se 500 mL de meio LB liquido, divididos em 2 frascos de cultura
com capacidade para 1 litro, aos quais sdo adicionados 25 pg/mL de canamicina e,
em seguida, 5 mL do pré-indculo. A incubagdo ¢ realizada a 37°C, sob 200 rpm de
agitacdo, até que D.O.¢00nm atingisse valores entre 0,6-0,8, para entdo ser adicionado
0,4 mM de IPTG. A temperatura de incubagio ¢ imediatamente diminuida para 20°C,
mantendo-se a agitagdo como antes, por um periodo médio de 15 horas.

Apbs o periodo de incubagdo, a cultura ¢ centrifugada a 4°C, 4.000g, por 20
minutos. Descarta-se o sobrenadante e as células sio mantidas a -20°C até o inicio da

purificagdo.

1.2.1.2 Purificacdo da Clorocatecol 1,2-Dioxigenase 6xHis

Todas as etapas de purificagdo sdo conduzidas a 4°C, excegdo feita as
cromatografias em HPLC. Estas sdo realizadas a temperatura ambiente, cuidando-se
para que as fragGes coletadas sejam transferidas imediatamente para banho de gelo.
Durante todas as etapas de purificagdo, se acompanha a estabilidade da enzima CCD
através de ensaios de atividade enzimatica (Nakazawa & Nakazawa, 1970) e

separagdo em SDS-PAGE 15%.
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Cromatografia de Afinidade

Cromatografia € a separagdo diferencial de componentes da amostra entre
uma fase moével e uma fase estacionaria. Na maior parte das aplica¢les, a fase
estaciondria consiste de particulas esféricas, as quais sdo empacotadas numa coluna.
Uma mistura de proteinas para ser separada € introduzida na fase moével, sendo
permitida sua migragdo através da coluna. Aquelas proteinas que tiverem maior
atragﬁo pela fase estacionaria migrardo mais lentamente do que aquelas proteinas
mais atraidas pela fase mével.

A resina utilizada para cromatografia neste procedimento € a Ni-NTA [4cido
nitrilotriacético com niquel imobilizado}. O NTA ocupa 4 dos 6 sitios de ligacdo na
esfera de coordenagio do ion niquel, deixando dois sitios livres para interagirem com
o flagelo de 6 histidinas.

A resina Ni-NTA (5 mL) empacotada, antes de receber a amostra, €
equilibrada com: (a) 5 volumes de 4gua; (b) 10 volumes de tampéo fosfato de sddio
50 mM, pH 8,0 contendo 1 mM de PMSF, 1 uM de pepstatina, 1 uM de leupeptina e
5 mM de imidazol. O fluxo € ajustado para 1 mL/minuto, sendo as fragdes coletadas
a cada 3 minutos. A elui¢do pode ser feita por varios métodos, porém optou-se pelo
uso do imidazol, um competidor que se liga a Ni-NTA, provocando o deslocamento

da proteina de interesse.

Gel Filtracio

. Coluna Superdex 200 prep grade [1,6cm x 60cm (Phamarcia)]

O fluxo ¢é calibrado em 30mL/hora € a coluna equilibrada com 2 volumes de
tampao Tris-HCl 20 mM pH 8.4; contendo 150 mM de NaCl, 2,5 mM de CaCl; e 1

mM de PMSF antes da aplicag@o da amostra.
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Purificacio

As células de BL21(DE3)pETCLCA congeladas a -20°C sfo inicialmente
resuspensas em 25 mL tamp@o fosfato de sédio®, contendo S mM imidazol e 1 g/mL
de lisozima. A suspensdo € incubada por 30 minutos em banho de gelo e as células
rompidas em um sonicador ( 5 pulsos de 50 a 60 mA, com duragfio de 20 segundos
cada, em intervalos de 30 segundos), sempre em banho de gelo. Os residuos celulares
€ o material insolivel sdo removidos por centrifugagio a 20.000g, por 30 minutos.

O sobrenadante (~24 mL) ¢ aplicado a uma coluna de afinidade Ni-NTA
previamente equilibrada e em seguida a coluna foi lavada com:

(a) 4 volumes de tamp3o fosfato de s6dio*; contendo 5 mM de imidazol;

(b) 8 volumes de tampdo fosfato de sédio*; contendo 40 mM de imidazol;

A proteina ¢ eluida através de um gradiente linear de 0,5 M de imidazol em

tampdo fosfato de sodio®, seguidos de mais 4 volumes do mesmo tampéo*, contendo

0,5 M de imidazol;

1.2.1.3 Caracterizacdo da massa molecular

A fim de se estimar a massa molecular da CCD expressa, aplica-se na coluna
Superdex 200 um padrido contendo proteinas conhecidas. A cromatografia dos
padrdes ¢ realizada sob condigdes idénticas aquelas usadas para a enzima (fluxo 30
mL/hora, tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 8,4; 150 mM NaCl, 2,5 mM de CaCly). A
padronizagdo ¢ feita com: 1 mg de Blue Dextran (2.000.000 Da) e 1 mg de
Riboflavina (376 Da), para marcar os limites de exclusdo, € 2,5 mg de Soro-albumina

Bovina (66.000 Da).

* [fosfato de sodio 50 mM pH 8.0, 300 mM NaCl, | mM PMSF, 1 uM leupeptina, | uM pepstatina]
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1.2.1.4 Resultados Parciais da Purificagdo

O resultado do protocolo de purificagdo descrito acima é a obtencdo da
enzima CCD6His em quantidade e grau de pureza suficientes para as medidas
espectroscopicas. Nas Figuras 1.2.1 ¢ 1.2.2, sdo apresentados o0s géis eletroforéticos
das varias fracdes de proteina cromatografada, evidenciando a existéncia da enzima
CCD6His em quantidade (banda larga) e pura (auséncia de outras bandas
contaminantes na coluna) nas fragdes 65, 70, 75 ¢ 84 da cromatografia de afinidade.
Estas fragdes tém, entdio, sua concentragdo estimada pelo método de Bradford
(1976), para em seguida terem o flagelo de histidinas removido. Para uma estimativa
da massa molecular da CCD6His é colocado o padrdo de massa molecular visto na
primeira coluna de cada um dos géis apresentados. A massa molecular da CCD6His

fica em torno de 33 kDa.

kDa

66,0

450

30,0

20,1

12,3
6,60

Figura 1.2.1. Fragdes eiuidas a partir da cromatografia em Ni-NTA. Proteinas visualizadas
em SDS-PAGE 15%, coradas com Comassie. Colunas: (1) marcadores de massa molecuiar;
(2) e (3) precipitado e sobrenadante (amostra cromatografada), respectivamente, obtidos
apos lise celular bacteriana e centrifugagdo (20000g, por 30 minutos); (4) a (10) amostras
obtidas durante a lavagem e eluigdo com solugdo 40mM de imidazol, correspondentes as
fragdes 5, 15, 20, 25, 30, 35 e 40, respectivamente.
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kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300 ¢

20,1 |

12,3
6,60

Figura 1.2.2: FragOes eluidas a partir da cromatografia em Ni-NTA. Proteinas visualizadas
em SDS-PAGE 15%, coradas com Comassie. Colunas: (1) marcadores de massa molecular;
(2) sobrenadante (amostra cromatografada obtida apés a lise celular bacteriana e
centrifugacao); (3) a (10) amostras eluidas através de gradiente linear de imidazol (40 a
500mM), correspondentes as fragbes 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 e 84, respectivamente.

1.2.1.5 Clivagem do flagelo de histidinas da CCD6xHis

As fragdes da CCD6His purificadas sdo agrupadas e dialisadas contra o
tampéo de clivagem (Tris-HCl 20 mM, pH 8,4, a 25°C, NaCl 150 mM e CaCl, 2,5
mM). Apos didlise, a concentragdo protéica ¢ determinada através do método de
Bradford (1976) e adiciona-se 1 unidade (v. se¢éo 1.2.3.3) de trombina por miligrama
de proteina. A temperatura de incuba¢do ¢ mantida em 18°C a fim de otimizar a
clivagem, e o periodo de incubagfio ¢ de 72 horas. Acompanha-se a atividade da
CCD6His por medidas espectrofotométricas durante todo o processo de clivagem. O
processo de clivagem ¢ também acompanhado por eletroforese em gel de

poliacrilamida-SDS-Tricina (Figura 1.2.3).
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ApoOs a clivagem sdo necessarios mais alguns passos cromatograficos para a
retirada da trombina, de peptideos origindrios da clivagem, bem como de proteina
ndo clivada. Depois de clivada, a amostra (~30 mL) é novamente aplicada na coluna
de afinidade Ni-NTA e, em seguida, eluida com 4 volumes do tampdo de clivagem,
porém contendo 1 mM de PMSF, de modo a separar a proteina clivada daquela néo
clivada. As fragdes ativas sdo agrupadas e concentradas (CENTRIPREP 10) até 2
mL, os quais sdo aplicados na coluna Superdex 200. Em seguida, a eluigdo €
realizada aplicando-se 3 volumes do tampdo de equilibrio (tampdo de
clivagem+PMSF). As fra¢Oes eluidas que apresentam maior atividade sfio agrupadas

¢ a concentragdo final da CCD ¢ medida espectrofotometricamente.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11
kDa; B

66,0
45,0
30,0
20,1
12,3

Figura 1.2.3: Acompanhamento da clivagem da CCD6His com trombina. Fragbes retiradas ao
longo do processo, com as proteinas visualizadas em gel de poliacrilamida-SDS-Tricina.
Colunas: (1) marcadores de massa molecular; (2) aliquota da CCD6His no inicio da clivagem
{termpo zero); (3) apos didlise sem trombina; (4) ap6s t=18 horas de clivagem; (5) apos t=25h; (6)
apés 42h; (7) fragmento de mioglobina (padrao massa); (8) apos t=50h; (9) apods t=66h; (10)
ap6s t=72h; (11) fragmento de miogiobina. A divisdo da banda em torno de 45kDa indica o inicio
do processo de clivagem, com posterior aumento da parte inferior da mesma (aumento da
quantidade de CCD clivada).
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1.2.2. Métodos em EPR de Fe(lll)

Na presente segdo, descrevem-se os métodos utilizados para a obtengdo dos

parametros de EPR-CW a partir dos experimentos descritos na segéo 1.2.3.

1.2.2.1 lon Ferro: Quimica e Propriedades Magnéticas

fon ferro ocorre em, pelo menos, trés estados de oxidagdo em biologia: Fe(Il)
com a configuragio eletrdnica d® (ferroso), Fe(Ill) &® (férrico), e Fe(IV) d&* (ferril).
Desses, apenas Fe(Ill) tem um numero impar de elétrons, o que implica em niveis
eletrbnicos de energia degenerados que podem ter tal degenerescéncia levantada pela
aplicagdo de um campo magnético e, consequentemente, medidos por EPR. Os
outros estados podem ser magnéticos, mas normalmente o desdobramento dos niveis
de energia ¢ muito maior do que o quantum de microonda Av e, assim, o espectro de
EPR nio pode ser detectado.

O estado de spin dos fons de Fe tem grande influéncia no espectro de EPR
(Figura 1.2.4). Cada elétron d apresenta spin S=1/2 ¢ podem estar distribuidos em
cinco orbitais. Devido a repulsdo eletrostatica, havera uma tendéncia para que eles
ocupem diferentes orbitais, resultando no chamado estado de spin alto. Assim, para
Fe(IlI), os cinco elétrons ocupariam diferentes orbitais, dando um spin liquido de
$=5/2. Para Fe(lIl), dois dos seis elétrons emparelham-se, resultando em um spin
liquido S=2. Entretanto, interagdes com o campo ligante promovem uma separagio
dos niveis d de energia. Se o campo ligante é forte o suficiente, os elétrons preferirio
estar emparelhados nos niveis d de energias mais baixas, levando ao estado de spin
baixo ($=1/2 ¢ S=0 para Fe(Ill) e Fe(Il), respectivamente). Um estado de spin

intermediario S=3/2 ¢ possivel mas muito raro.
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A magnitude do desdobramento devido ao campo ligante, 4, determina o estado de
spin e depende do tipo de ligantes e de sua geometria. Ferro em uma simetria
tetraédrica estd sempre no estado de alto spin. Em corrdenagdo octaédrica, caso das
hemoproteinas, o ion Ferro pode estar tanto em alto quanto baixo spin, dependendo
do tipo de ligantes axiais. Para Fe(IIl) spin alto, os cinco elétrons d desemparelhados
séo acoplados resultando em trés dubletos com S=t5/2, £3/2, +1/2. A populagio de

cada um desses niveis depende do desdobramento de campo zero entre eles e da

temperatura.

b

2

Total spin, § = -%- 0

Figura 1.2.4. Niveis de energia para os elétrons d e suas distribuicbes para ion Fe em
simetria octaédrica e tetraedrica.

Como o ion Fe(Ill) tem momentum angular orbital zero no dtomo livre, seria
esperada a presenca de uma ressondncia centrada em g=2 (valor para o elétron livre)

com possiveis alargamentos da linha devido aos ligantes, como observado
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usualmente em sais paramagnéticos de Fe(IIl) (Ingram, 1955). No lugar disso, sdo
observadas linhas centradas em valores de g indo desde, aproximadamente, 10 até 1.
Existem duas razdes pelas quais o valor do fator g pode diferir do seu valor
para o elétron livre: (1) o movimento orbital pode contribuir para o momento
magnético total. Em 4tomos livres, esse fato leva ao fator g de Landé. Em sélidos, o
momento orbital €, frequentemente, anulado através do “quenching” induzido pelo
campo cristalino. (2) Mesmo na auséncia de urﬁ campo magnético estatico, o spin
pode preferir alinhar-se paralelo a uma dada dire¢do cristalina. Tal efeito pode ter sua
origem tanto no acoplamento spin-6rbita quanto dipolo-dipolo entre spins do ion
paramagnético se a nuvem eletronica nio for esfericamente simétrica. Se os spins
preferirem alguma diregdio cristalina, eles ndo precessionarfio livremente em um
campo estatico, levando a um fator g aparente diferente de 2. No caso de Fe(III) nos

sistemas de interesse, acredita-se que a segunda razao deve ser a responsavel pelos

diferentes valores de g.

1.2.2.2 Hamiltoniano de Spin

Em termos gerais, o hamiltoniano de spin de um sistema contém termos
referentes as interagdes magnéticas com 0 campo estatico e termos descrevendo a
preferéncia do spin do elétron em estar alinhado com uma dada diregfio cristalina.
Apesar de usualmente os termos referentes a essa ultima interagdo serem expressos
fenomenologicamente como uma série de poténcias nas coordenadas de spin, uma
dedugdo para a sua expressdo pode ser encontrada em Slichter (1990), que parte da

interagdo dipolar magnética usual até chegar no respectivo termo do hamiltoniano:

H = goPBS, + DS; + E(Sy ~53) (1.2.1)
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onde D e E sdo constantes (desdobramento de campo zero), Sy, Sy, S, sdo as
componentes de spin ao longo de um sistema de eixos cristalinos, z é a diregio de
aplicagdo do campo magnético B, e gy é o fator g esperado se D e E fossem zero. O
valor de go seria 2, exceto por efeitos do tipo (1) descritos acima. Efeitos do tipo (2)
causariam o aparecimento de D e E. Para Fe(IIl), o momentum angular orbital é zero,
0 que nos leva a tomar gy=2.

O primeiro ponto a ser notado € que se os termos cristalinos (D e E) sfo
pequenos, pode-se trata-los por teoria de perturbagio e os seis niveis sio desdobrados
pelo campo magnético com energias 2mB (m=5/2,...,-5/2). Em primeira ordem, a
freqii€ncia da transi¢do m=-1/2 para m=+1/2 nfo ¢ alterada. Consequentemente, essa
transi¢do ndo € perturbada e, ainda, obteremos uma linha com g=2 se o campo
cristalino € fraco. A auséncia de uma ressonéncia em g=2 prova que aqueles termos
ndo sﬁo fracos.

Castner ef al. (1960) procuraram por uma solugdo para a eq. (1.2.1) no caso de
ions Fe(IIT) spin alto com as seguintes aproximagdes 28B<<D ou 28B<<E. Os casos
de D=0 e E=0 sdo analisados e uma boa descrigdo dos espectros concernentes a essas
situagBes extremas € obtida, como por exemplo, a previsdo das linhas em g=6 ¢ g=2
no caso de simetria axial (E=0, hemoglobina) e da linha em g=4,3 para D=0 (vidros).
Ja no trabalho de Wickman et al. (1965) é desenvolvido um célculo de maneira a se
prever as situagOes intermediarias entre aquelas descritas por Castnet ef al. (1960). O
hamiltoniano da eq. (1.2.1) ¢, portanto, diagonalizado sem nenhuma aproximagéo e
seus autovalores e autovetores usados para obtengdo dos possiveis valores de g para
cada valor do pardmetro A=E/D. Ambos os procedimentos sdo sumarizados abaixo,
inicialmente refazendo as contas de Castner et al por teoria de perturbagfo, para, em

seguida, ser feita a diagonalizagdo da eq. (1.2.1) em fun¢o do pardmetro A através do
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programa Maple V. Os cilculos sio reproduzidos em parte para, em seguida,
discutir-se os resultados obtidos que explicam a origem das linhas de EPR-CW
observadas para a enzima CCD e ddo uma descri¢do completa do que pode ou nio se
esperar em relagdo a novos sinais, desdobramentos de linhas e simetria.

Assume-se, entdo, que os termos de campo cristalino na eq. 1.2.1 sfo
comparaveis ao termo Zeeman. Escreve-se, entdio, o hamiltoniano, mas agora com
uma pequena modificagdo: a inlcusfio do termo S(S+1) para manter o centro de

gravidade do espectro constante. Assim,

, 1 2 2
H = D[S} == S(S+1)]+ E(S; - S})+ gfB-S (1.2.2)

H=H,+gfB-S
Diagonalizando Hy na base definida pelos niveis J=5/2 do Fe(Ill) 3d°,

obtemos trés dubletos de Kramer \y;‘r , dados na representagdo |J Z) por

i§>+b, ig +c;
2 2

. Os coeficientes a;, b;, ci sdo fungdes do pardmetro A e o intervalo de valores

+

v, =4q,

¥ %> (i=1,23) (1.2.3)

fisicamente distintos de A esta restrito a A <1/3. Além disso, apenas valores

positivos de A precisam ser analisados. Tais simetrias sdo mais facilmente

evidenciadas com o hamiltoniano H, na forma

H, = AS; + BS: +CS} (1.2.4)
com A+B+C=0. Escolhe-se um sistema de coordenadas tal que 'C| 2|BHA!, e é
sempre possivel tomar B>A4. Nesse sistema, H assume a forma convencional apés as
substitui¢des: C=2D/3, B=E-D/3, A=-E-D/3. Assim, A=E/D=(B-A)/3C ou |M<1/3, j&
que |B-4|<|C]. Com aquela escolha de 4, B, C temos que E assume sempre valores

positivos, ficando o sinal de D determinado pelo sinal de 1. A diagonalizagio de H,
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para valores positivos de A no intervalo 0<A<1/3 leva a obtengio de todos os
autovalores e autovetores distintos para D>0. Para D<0 ¢ preciso apenas inverter os
niveis de energia. Um valor positivo de D indica que no limite A=0, o estado S,=+1/2
fica como o estado de mais baixa energia.

Ap0s a diagonalizagdo de Hy na base J=5/2, sdo obtidos os valores principais
de g pela atuagdo do operador 2PBS; referente & interagio Zeeman nas dire¢es
J=X,y,z. Isto leva a:

8., =g,03b} +2\/§a,c, +4\/§bic,)

g, =(-D"g, (30} +2+/5a,c, - 4/2b,c,) (1.2.5).

; 5 1 3
L =(=D"2g (Za? +=b> -=¢?
g.,, ( ) g.l(z i 2 i 2 1)

Os indices x,y,z denotam os eixos de coordenadas; i=1,2,3 referem-se aos trés
dubletos € ¢ tomado g/=gs=gs,=2,00. A Figura 1.2.5 apresenta a variagio com A

desses valores principais de g para os trés dubletos de Kramer considerados

separadamente como tendo spins efetivos 1/2.

A partir da Figura 1.2.5, se observa que a variagdo de g do nivel superior é
pequena no intervalo 0<A<1/3. No nivel intermediario os valores de g variam desde
muito anisotropicos até isotropicos 4 medida que A cresce de 0 até 1/3, chegando ai
ao valor g=4,3. Para o nivel de mais baixa energia no mesmo intervalo de A ha uma
variagdo consideravel dos respectivos valores de g que assumem, quando A=1/3, os

valores iguais aqueles obtidos do nivel superior no mesmo ponto, exceto por uma

renomeagdo dos eixos.
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Figura L.2.5: Valores efetivos de g descritos nas egs. (1.2.5) e obtidos a partir da
diagonalizagao do hamiltoniano de spin na eq. (1.2.4) como fungéo dos desdobramentos de
campozero De E.

Assim, a resolugdo do problema segundo descrito acima nos prové como
resultado um entendimento bastante claro a respeito das linhas de ressonancia que

podem ser observadas em sistemas do tipo Fe(Il) spin alto.

1.2.2.3 Desdobramento de Campo Zero

Em proteinas contendo um unico grupamento ndo-heme a simetria do fon é
abaixada €, muito usualmente, passa de tetragonal para rdmbica (E/D=1/3). Neste

caso, os dubletos de Kramer estdo igualmente espagados em energia, sendo a sua

26



Capitulo 1.2 Materiais e Métodos

separé@ﬁo igual a 41D/ 3, valor este também obtido a partir da diagonalizacdo de
Hy para A=1/3 (Castner et al., 1960; Peisach et al., 1971). Para o dubleto de Kramer
intermediario, os valores efetivos de g nessa situagdo sdo todos iguais a 30/7
(aproximadamente 4,3), ao passo que para os dubletos inferior e superior temos
valores de g iguais a 9,7;0,9 e 0,6 (Figura 1.2.5), oriundos de cada uma das diregdes
principais.

Se ¢ possivel chegar-se a temperaturas suficientemente baixas (em torno de
1,5 K) e quando o desdobramento de campo zero € maior do que a energia de
interagdo Zeeman, a principal caracteristica do espectro de EPR-CW deve ser uma
linha préxima a g=9,7. A medida que a temperatura ¢ aumentada, a intensidade desse
sinal diminui mais rapido do que seria esperado se houvesse uma dependéncia
segundo a Lei de Curie (Blumberg & Peisach, 1973; Deligiannakis et al., 1997).
Além disso, € observado um aumento da amplitude do sinal em g=4,3 que, acima de
determinada temperatura, se aproxima de um crescimento ditado pela Lei de Curie.

Em uma dada temperatura e em condigGes de ndo-saturagio, a populagdo de
qualquer dos dubletos de Kramer pode ser obtida pela medida da intensidade da
respectiva linha multiplicada pela temperatura absoluta. Para a medida da intensidade
¢ suficiente usarmos a amplitude pico-a-pico do sinal desde que a linha ndo sofra
alargamentos com a temperatura. Como o sinal em g=4,3 provém apenas do dubleto
intermediario, sua intensidade sera proporcional a popula¢do desse dubleto. De
acordo com a estatistica de Boltzmann, essa serd determinada pela temperatura na
qual o experimento foi realizado e pela separagdo em energia entre os trés dubletos.

Para um conjunto de trés estados, a populagdo de cada estado i é proporcional a

exp(-AE, / kT)
1+exp(-AE, / kT) + exp(-AE, / kT)

(1.2.6)
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onde o dubleto inferior foi escolhido como tendo energia zero, AE; é a energia do
dubleto intermediario € AE; ¢ a energia do dubleto superior. A energia do dubleto do
meio, AE;, ¢ definida como desdobramento de campo zero. A razio AE,/AE; é
determinada pelo pardmetro de simetria A e pelo sinal de D.

A interagdo Zeeman desdobra os dubletos em dois niveis e a ressonancia sera
observada quando esses dubletos estiverem separados pelo quantum de microonda
hv. A intensidade da ressondncia serd tambem proporcional & diferenca em
populagdo entre esses dois niveis, como dado pela expressdo l1-exp(hv/kT). A

intensidade total sera, entdo, dada por:

exp(—AE, / kT)
1+ exp(~AE, / kT) + exp(-AE, / kT)

I=A[l- exp(—hv/kT)][ ] (1.2.7)

onde 4 € uma constante de proporcionalidade dependente de ajustes instrumentais,

tamanho da amostra e concentragdo. Considerando 1-exp(hv/kT) ~ hv/kT, temos:

(1.2.8).

InT - A,[ exp(-AE, / kT) ]

1+exp(-AE, / kT) + exp(-AE, / kT)

O ajuste da eq. (1.2.8) aos dados experimentais através do método de minimos
quadrados fornece, entdo, os valores de AE, e AE,. De posse do valor de A
determinado a partir dos valores de g associados a linha de ressonncia, esses valores
de enérgia podem ser relacionados ao pardmetro D através dos autovalores do

hamiltoniano H. Fica, assim, determinada a magnitude de D e, conseqiientemente,

de E para a amostra em questdo.
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1.2.2.4 Gréafico de Scatchard

A titulagdo de uma solugfio da enzima CCD com o substrato catecol e o
levantamento do respectivo grafico de Scatchard através de EPR-CW permitem a
determinacdo do nimero de sitios idénticos e independentes existentes na CCD, bem
como o célculo da constante de associagdo entre a enzima e o substrato catecol
durante o primeiro passo da série de reagdes quimicas que levam a abertura do anel
aromatico do substrato. O grafico de Scatchard possibilita, portanto, a determinagio
do numero de sitios para o substrato catecol existentes na CCD e a determinacéo da
constante de afinidade enzima—substrato (reagdo mostrada na Figura 1.1.4).

O procedimento analitico descrito por Cantor & Schimmel (1980) é uma
representacdo bastante 1til da relagéo entre o niimero de ligantes livres e ligados para
diferentes situagdes. Estas englobam os casos de sitios idénticos e independentes,
classes multiplas de sitios independentes, sitios interagentes e sitios com liga¢o de
dois ligantes diferentes. O caso de sitios idénticos € independentes é empregado no
estudo das interagdes enzima-substrato para o caso CCD-catecol, ja que sabe-se da
existéncia de um ou dois sitios idénticos na proteina CCD para o seu substrato.

Uma maneira simples de se deduzir a equagdo de Scatchard é concentrar-se
no equilibrio de ligagdo enzima—substrato de um sitio i. Considerando a saturagio

fracionaria do sitio i como:

®,; = (Sitio i Ligado)/[(Sitio i Livre) + (Sitio i Ligado)]
(1.2.9)
_ (Sitio i Livre)[(Sitio i Ligado)/(Sitio i Livre)]
- (Sitio i Livre)[1+ (Sitio i Ligado)/(Sitio i Livre)]

onde (SitioiLivre) e (SitioiLigado) significam concentragdo de sitio i sem

substrato e com substrato ligado, respectivamente. Como
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Capitulo .2 Materiais e Métodos

(Sitio i Ligado)/(Sitio i Livre) = (Ligante Livre)/k , onde £ € a constante de associagfo
enzima-substrato (neste caso, CCD-catecol), vem que:

o =k (1.2.10),

" l+clk

onde ¢ € a concentragéo de ligante livre. Somando para N sitios i idénticos:

N_n (1.2.11)

%k

[ I

onde »n ¢ a razdo molar ligante ligado/proteina (n=2®,. ). Vé-se, portanto, que o

comportamento de »/c da eq. 1.2.11 ¢ linear em relagfo a n, com coeficientes linear e
angular dados por N/k e —1/k, respectivamente. Portanto, a intersec¢do da curva com

o eixo das abscissas fornece o valor de N. Claramente, esse tipo de analise prové uma
maneira simples e conveniente de obtermos os dois pardmetros que caracterizam o

equilibrio da ligagdo enzima-substrato.

1.2.3. Experimentos de Dicroismo Circular e EPR-CW

1.2.3.1. Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram medidos no
espectropolarimetro Jasco J-720, em um intervalo de 195 a 240nm, sendo os
espectros gerados por uma média entre 16 leituras consecutivas. As medidas foram
feitas em amostras CCD6His e CCD clivada com concentragdes de 0,18 ¢ 0,20
mg/mL em tampdo fosfato, respectivamente, colocadas em cubetas de quartzo de 1

mm de caminho 6ptico.
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A estabilidade das proteinas CCD6His e CCD foi estudada como funggo da
temperatura, sendo esta variada de 6° a 70°C. Uma aliquota de 200 uL de proteina foi

colocada na cubeta de quartzo, para ser, entdo, submetida a variagdo de temperatura.

Estimativa de Estrutura Secundaria

Apesar de nfo ter sido abordado em detalhes no que concerne aos aspectos
tedricos que lhe servem como base, um método de analise dos espectros de CD em
termos de conteido de estrutura secundéria foi empregado, para com isso ser
possivel uma comparagio dos atuais resultados com aqueles j4 existentes. Para tanto,
foi utilizado o programa SELCON-2 (Self-Consistent Method), que se utiliza de um
método para desconvolugdo das curvas de CD obtidas em suas componentes puras
[o-hélice, folha B antiparalela, folha B paralela, voltas e outras (estruturas néo-
ordenadas, contribui¢des de residuos aromaticos e pontes dissulfetos)], baseado em

um banco de dados de 17 proteinas cujo conteudo de estruturas secundirias é

conhecido (Greenfield, 1996).

1.2.3.2. Ensaio Enziméatico

Acompanhando as medidas de CD, foram realizados ensaios enziméaticos nas
diferentes temperaturas medidas e para cada proteina, no sentido de estabelecer
relagdes entre estrutura secundaria e atividade enzimatica.

O ensaio enzimético consistiu de medidas espectrofotométricas, realizadas
nas mesmas condi¢Oes existentes para cada medida de CD e baseadas nas mudancas
da absorbincia em 260 nm devido & formagdo de 4cido cis-cis-mucdnico, produto da
reagdo CCD+catecol. O método foi adaptado de Nakazawa & Nakazawa (1970).

Uma unidade de atividade enzimdtica ¢ definida como a quantidade que catalisa a
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formagdo de 1 uM de produto, no caso 4cido cis-cis-mucénico, por minuto a 24°C.,
Atividade especifica € definida como o numero de unidades de enzima por
miligramas de proteina (Nakai ef al., 1988). Os ensaios foram realizados em
espectrofotdémetro Hitachi U-2001, usando cubetas de quartzo de 1 mL (1 cm de
caminho 6ptico) e solugdo 200 uM de catecol como substrato. A reagdo foi iniciada
pela adi¢do da enzima (diluida em tampdo de purificacdio) na cubeta contendo

tampd@o e catecol, sendo monitorada ao longo de 3 minutos.

1.2.3.3. Ressondncia Paramagnética Eletrénica

As medidas de EPR-CW foram realizadas no espectrdmetro Bruker-
ELEXSYS, que opera tanto em modo de onda continua (CW) quanto pulsado e esta
equipado com ponte de microondas em banda X (9,5 GHz). Para as medidas em
questdo utilizamos, ainda, cavidade retangular e campo de modulagdo de 100kHz. O
controle de temperatura foi realizado através do sistema criogénico Oxford, modelo
ITC503, que permitiu a realizagdo de experimentos & temperaturas tio baixas quanto
4 K.

Os experimentos visaram a caracterizagdo fisico-quimca da enzima CCD
através da técnica de EPR-CW. Para tanto, buscamos: (A) a determinago dos valores
dos parametros de campo zero D e E, (B) quantificagdo do nimero de ions Fe(III)
existente por proteina e (C) caracterizagdo do sitio ativo da proteina através do
levantamento do respectivo grafico de Scatchard.

Em todos os experimentos, uma aliquota de 50 pL de solugfo da enzima era
colocada em tubo de quartzo, congelada previamente no vapor de um “dewar”

contendo nitrogénio liquido e somente entdo usada para as medidas de EPR-CW.
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Desdobramento de Campo Zero
O primeiro passo para o calculo dos valores de D ¢ E foi a realizacdo de
experimentos com variagdo da poténcia de microonda aplicada, de maneira a termos
estabelecida a poténcia mais alta possivel sem que ocorresse a saturagdo do sinal em
g=4,3. Para isso a proteina foi medida a 4 K para valores de poténcia indo desde 0,063
até 64,07 mW. Em seguida, a intensidade do sinal foi graficada contra a raiz quadrada
da poténcia, para termos a curva de saturag¢do da enzima CCD.

Na seqiiéncia para a determinagdo dos valores de D e E, foram realizados
experimentos com variagdo de temperatura desde 2,5 K até 70 K, com variagio mais
lenta ém temperaturas mais baixas. Primeiramente, simulamos o espectro medido a
2,5 K utilizando o programa WinEPR - Simfonia Versdo 1.25 da Bruker. Este
software permite a simulagdo de espectros de amostras policristalinas € em solugio, a
partir de um hamiltoniano no qual constam termos referentes a interagdo Zeeman e ao
desdobramento de campo zero. O objetivo de tal simulagdo foi a determinagdo dos
valores de g em torno da regifio de 4,3 para, assim, obtermos o valor do parimetro A
por uma comparagdo com os valores de g fornecidos ao diagonalizarmos o
hamiltoniano H; (Figura 1.2.5).

De posse do valor de A, € possivel determinarmos a energia dos trés dubletos

em campo zero (0, AE), 4E,) através do ajuste dos dados experimentais a fungfo

definida na eq. (1.2.8).

Quantificagio do fon Fe(III)
O método da comparagéo ¢, sem sombra de divida, aquele mais usado para a
determinagdo do nimero de spins que contribuem para uma determinada linha de

EPR-CW. Ele esta baseado na comparag@o do espectro da amostra sob investigagio
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com aquele de uma amostra referéncia. A drea sob a curva de absor¢do de um sinal de
EPR € diretamente proporcional ao nimero de spins. Como o0s espectros sdo
normalmente adquiridos como primeira derivada da curva de absor¢do, tudo que ¢é
necessario € a integragdo do espectro uma vez para obtermos a curva de absorgio e,
em seguida, integrar-se novamente para termos a area de um determinado pico.
Corregdes de linha de base devem ser sempre cuidadosamente executadas. Essa area
€, entdo, comparada aquela de uma amostra padrio medida sob condigSes
experimentais idénticas as da amostra de interesse. As medidas devem ser realizadas
sob condi¢es de ndo-saturagdo das amostras. Além disso, € sempre desejavel a
utilizagdo de padrdes que apresentem o mesmo tipo de sinal de EPR-CW que a
amostra de interesse. Padrdes bastante convenientes para proteinas contendo Fe(III)
spin alto em simetria axial (E/D ~ 0) e simetria rémbica (E/D ~ 1/3) sdo a
metahemoglobina e transferrina, respectivamente, e complexos de baixo peso
molecular, cuja preparagdo, em geral, é mais rapida e eficiente.

No caso da CCD, a concentragdo de spins foi determinada ao compararmos o
seu espectro com aqueles oriundos de dois complexos de Fe(Ill) em simetria
rombica: [Fe(bbppn)]PFs (Hexafluorfosfato de N,N'-bis(2-hidroxibenzil)-N,N'-bis(2-
metilpiridil)-1,3-propanodiamina ferro(Ill)) e [Fe(bbpen)]Cl04 (Perclorato de N,N'-
bis(2-hidroxibenzil)-N,N'-bis(2-metilpiridil)etilenodiamina ferro(Ill)), € com o da
proteina transferrina. Os dois primeiros sdo compostos novos sintetizados e sob
investigagdo no grupo da Prof. Sueli Drechsel Erthal do Departamento de Quimica -
UFPR. A transferrina bovina é comprada comercialmente da empresa Sigma e,
posteriormente, purificada e saturada com Fe(Ill), tendo sido este protocolo

desenvolvido pelo Prof. Richard Garrat (Laboratério de Cristalografia-IFSC-USP).
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Todas as amostras foram medidas sob as mesmas condi¢bes experimentais € em uma

poténcia de microondas que ndo saturasse as linhas de nenhum dos compostos.

Titulacdo com o Substrato

A titulagdo com o substrato catecol foi realizada adicionando-se & enzima
CCD um volume de 50 pL de substrato preparado em varias concentragdes, de
maneira a termos varias aliquotas de 100 pL formando um gradiente da relagéo
enzima:substrato. Ap6s a mistura, um tempo de 30 segundos era esperado, durante o
qual era a feita a homogeinizagdo da solug@o final. Assim, dispunhamos de um
volume total sempre igual a 100 pL, também congelado antes das medidas de EPR. A
manuten¢do do volume constante durante a titulagdo mostrou-se importante para a
minimizagdo de erros oriundos de tempos de congelamento diferentes para volumes
distintos. Os espectros foram adquiridos sempre sob as mesmas condi¢des. Uma vez
de posse dos espectros para varias razdes proteina:ligante, procuramos construir o
grafico de Scatchard, utilizando como concentragdes de ligante ligado, ligante livre e

enzima as razbes entre as areas do pico em g=4,3 do espectro obtido para cada

concentragdo de substrato.

Variagiao do pH
Foram realizados, ainda, experimentos nos quais medimos aliquotas de 50 pL

da proteinas em 150 pL. de tamp&o mantido a diferentes pH's. A amostra foi incubada

em banho de gelo durante 10 minutos, congelada e, entdo, medida.
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Resultados e Discussao

Os resultados, assim como a sua discussdo, sfio apresentados no presente
capitulo, onde primeiramente sdo analisados os dados obtidos por dicroismo circular

e medidas de atividade enzimatica, para em seguida, se entrar na parte referentes as

medidas por EPR-CW.

1.3.1. Dicroismo Circular (CD) e Atividade Enzimatica

Os resultados obtidos com as medidas de dicroismo circular e atividade
enzimética sdo analisados conjuntamente nesta segdo, objetivando, com isso, estudar
a estabilidade da estrutura da enzima CCD com e sem o flagelo de histidinas como
fungio da temperatura de medida. Além disso, visando comparar estes resultados
com aqueles obtidos anteriormente para o mesmo sistema, sio também apresentados
os resultados de CD com variagdo de pH obtidos por Aratjo et al. (2000).

As medidas de CD realizadas na CCD e na CCD6His, a temperatura

ambiente, por Araujo et al. (2000) utilizaram solugdes das duas proteinas que eram
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incubadas em tampdes especificos, de maneira a ser obtido um intervalo de valores
de pH indo de 2,5 até 10,0. Os espectros para as duas proteinas em fungfdo do pH
estdo colocados na Figura 1.3.1 e as medidas da atividade das duas enzimas também
feitas paralelamente sdo mostradas na Figura 1.3.2. A forma dos espectros de CD
obtidos para ambas as proteinas € caracteristica de proteinas que contém elementos
helicoidais em sua estrutura. A enzima CCD clivada apresenta discretas alteragGes
estruturais detectaveis nos espectros de CD na faixa de pH entre 5,0 ¢ 10,0 (Figura
1.3.1a). Porém, sua atividade enzimdtica ¢ acentuadamente afetada a medida que o
pH ¢é deslocado para extremos basicos ou 4cidos, mostrando modifica¢des drasticas,
tais como diminui¢do da intensidade dos minimos € maximos e completa perda de
atividade enzimatica. A enzima CCD6His mostrou maior estabilidade para pH’s
acidos (em torno de 4,0), com estrutura e atividade ideais também no intervalo de pH
indo de 5,0 até 9,0 (Figuras 1.3.1a e 1.3.2). A atividade especifica da CCD foi sempre
superior a da CCD6His, com uma maior diferenca em pH=7,2 (5 vezes) (Figura
1.3.2). As estimativas do contetido de estrutura secundaria feitas por Aratjo et al.
(2000) forneceram para as medidas em pH 7,4, no qual as proteinas apresentaram

maior atividade especifica, o seguinte resultado:

Tabela 1.3.1: Estimativa de conteudo de estrutura secundaria baseada em espectros de CD
para a CCD e CCD6His recombinantes. Resultados obtidos por Araujo et al. (2000).

Proteina o-hélice (%) folhas B (%)  voltas (%) Outras (%)
CCD 13 37 25 25

CCD6His 18 35 25 22
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Figura 1.3.1: Espectros de dicroismo circular obtidos por Araujo et al. (2000), a temperatura
ambiente, para a CCD e CCD6His em fungdo do pH: (a) CCD; (b) CCD6His. (adaptada de

Aratjo, 1998, comunicagéo pessoal)
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Figura 1.3.2: Atividade especifica da CCD clivada e CCD6His em fungéo do pH medida via
absorgao 6tica por Aratjo ef al. (adaptada de Aratjo et al., 2000).

Com base nos resultados obtidos por Aratjo et al. (2000), foi escolhido o pH
em torno de 7,0 para a realizagdo das medidas com varia¢sio de temperatura, visto
que ai ambas as proteinas estdo em sua forma ativa, apresentando seus maximos de
atividade enzimatica. Assim, solu¢des da CCD e da CCD6His em tampédo fosfato
pH=7,0 foram submetidas as medidas de CD e de atividade enzimatica, desta feita
variando-se a temperatura.

Os espectros de dicroismo circular de ambas as proteinas foram
primeiramente filtrados via transformada de Fourier, para posterior utilizagdo do
programa de avaliagdo do contelido de estrutura secundaria SELCON-2. Na Figura
1.3.3 estdio os espectros filtrados das enzimas CCD e CCD6His, pH=7,0, em meio
com baixa for¢a idnica (5 mM tampdo fosfato) para a temperatura de 25°C. Os

espectros de CD para as varias temperaturas medidas sdo mostrados nas Figuras
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.3.4 ¢ 1.3.5 para a CCD clivada e CCD6His, respectivamente. Esses espectros
apresentam caracteristicas similares no intervalo de temperaturas de 100C até cerca
de 400C com dois minimos em torno de 207-209 nm e 215-220 nm, um mAximo
(nfo mostrado nas curvas) em torno de 195 nm e passagem de valores de CD
negativos para positivos em torno de 200 nm. Além disso, a presenga de estruturas
helicoidais confere ao espectro caracteristicas especificas (duas bandas negativas em
torno de 220 e¢ 208nm e uma banda positiva em 195nm) (Toumadje et al., 1992;
Nakanishi et al., 1994; Fasman, 1996). Esse tipo de estrutura apresenta maior
intensidade em espectros de DC, mesmo estando em menor porcentagem, ja que se
trata do tipo de estrutura que melhor satisfaz as regras de sele¢fio pertinentes ao
dicroismo circular (Cantor & Schimmel, 1980, cap. 8-1).0s espectros dentro daquele
intervalo de temperaturas sdo similares aqueles de Araujo ef al. (2000) na Figura

1.3.1 (pH’s entre 5,0 e 10,0).
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Figura 1.3.3: Espectros de dicroismo circular da CCD e CCD6His com os respectivos
resuitados apos filtragem via Transformada de Fourier. Os espectros apresentados
correspondem a temperatura de 25°C, pH=7,2.
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Figura 1.3.4. Espectros de CD para a enzima CCD clivada em fungdo da temperatura,
pH=7,2.
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Figura 1.3.5: Espectros de CD para a enzima CCD6His em funcéo da temperatura, pH=7,2.
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O conteudo de estrutura secundaria obtido com base nos espectros de CD foi

estimado para as duas proteinas e a tabela abaixo apresenta os resultados:

Tabela 1.3.2: Estimativa de conteudo de estrutura de secundaria baseada em espectros de
CD para a CCD e CCD6His recombinantes, pH=7,2 e em alguma temperaturas.

Proteina T() a-hélice (%) folha P anti- folha B Voltas (%)  outras (%)
paralela (%) paralela (%)
CCD 10 12 37 5 24 22
CCD 20 12 36 6 24 22
CCD 25 12 36 6 24 22
CCD 65 16 28 8 25 23
CCD6His 10 21 29 1 26 23
CCD6His 20 20 29 2 26 23
CCD6His 25 21 28 2 26 23
CCD6His 65 20 23 8 24 25

Como ha intervalos de temperatura nos quais os espectros ndo sofrem

mudangas significativas, sdo apresentados os contetidos de estrutura secundaria

apenas para algumas temperaturas representativas. As estimativas de contetido de

estrutura secundaria podem ser analisadas comparativamente aos resultados obtidos

por Araijo et al. (2000) e a estrutura cristalografica da sub-unidade B da

protocatecoato 3,4-dioxigenase de Pseudomonas putida (Ohlendorf et al., 1988).

Tanto em um caso quanto em outro, hd predominéncia de folhas 3 (cerca de 37% em

Aratjo et al. (2000) e 27% na protocatecoato), assim como obtido para o intervalo de
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temperaturas aqui apresentados. O conteudo de o-hélices para a CCD6His ¢
ligeiramente superior ao da CCD devido provavelmente a presenga do flagelo de
histidinas na primeira, que deve assumir uma conformagéo helicoidal.

Tanto a CCD quanto a CCD6His ndo apresentam mudangas estruturais
significativas em um intervalo de temperaturas de 10 at€ 40°C, como pode ser
depreendido de seus espectros de CD e dos valores para os contetidos de estrutura
secunddria, que permanecem praticamente constantes. Para temperaturas superiores a
40°C, ambas as enzimas perdem em parte o espectro caracteristico, com maior
mudanga para a CCD6His acima de 60°C, que tém seus conteudos de folha B anti-
paralela diminuidos, com conseqiiente aumento na porcentagem de estruturas no-
ordenadas (“outras”™).

Nos experimentos de atividade enzimatica foi tomado o cuidado de sempre
serem feitas medidas a partir da mesma solugdo da proteina (mantendo-se
concentra¢do igual em todas as temperaturas) ¢ com as mesmas quantidades de
enzima e substrato, de maneira a serem eliminados aumento ou diminui¢io de
atividade oriundos apenas da existéncia de mais ou menos quantidade de proteina ou
substrato. Portanto, em relagfio a atividade enzimatica, ambas as proteinas mostraram
atividade especifica crescente com a temperatura até cerca de 25°C. Acima desse
valor, a atividade diminui, caindo bastante para temperaturas maiores que 40°C
(Figura 1.3.6). As medidas mostram que a atividade especifica da CCD é maior que a
da CCD6His para qualquer temperatura, com a maior diferenga em torno de 25°C
(cerca de 5 vezes), o que também estd em acordo com resultados anteriores (Aradjo
et al., 2000). Este fato sugere que o hexapeptideo de histidinas reduz a atividade da

CCD6His, provavelmente pela sua interferéncia no sitio ativo.
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Figura 1.3.6: Atividade especifica das enzimas CCD e CCD6His como funcio da
temperatura.

Analisando conjuntamente os resultados de dicroismo circular e atividade
enzimatica, pode ser observado que em temperaturas entre 20 e 25°C, as proteinas
CCD e CCD6His apresentam maior atividade especifica e espectros de CD
caracterizados por estruturas em folhas B anti-paralelas, compativeis com resultados
anteriores. Ambas as enzimas tém certa resisténcia & mudangas com a temperatura,
mantendo seu conteudo de estrutura secundaria e atividade até cerca de 40°C. Acima
desse valor, as proteinas perdem atividade rapidamente, assim como apresentam
alteragbes em sua estrutura secundaria. Apesar disso, as proteinas parecem nio
desenovelar completamente ja que seus espectros de CD ndo chegam a apresentar

caracteristicas de estruturas completamente desorganizadas. Tal fato sugere que elas
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sofrem mudangas conformacionais suficientes para torni-las inativas, mas sem
perder por completo sua estrutura secundéria. A similaridade no comportamento dos
espectros de CD das duas enzimas com o aumento da temperatura e o padrio similar
observado na atividade enzimatica de ambas, apesar da diferenca em valores dos
mesmos, indica que a presenga dos residuos de His é a causa da reduzida atividade

da CCD6His, que deve, de alguma maneira, bloquear o sitio ativo da enzima.

1.3.2. Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

O espectro de EPR em banda X da enzima CCD clivada ¢ apresentado na
Figura 1.3.7. A linha bastante intensa centrada em g=4,3 ¢ atribuida a transi¢éo entre
os dois niveis do dubleto intermediario com E/D=1/3 da Figura 1.2.5. Este tipo de
espectro € caracteristico do fon Fe(Il) spin alto localizado em um ambiente de
simetria rombica, como observado em metaloproteinas contendo ferro em
grupamentos ndo-heme (Gaffney & Silverstone, 1993). Duas caracteristicas dos
espectros sao marcantes. Primeira, a linha ¢ bastante estreita com uma largura pico-a-
pico de cerca de 16 Gauss. Esse fato sugere que o pardmetro D/E ¢ dentro de uma
margem de erro bastante pequena o mesmo para todas as moléculas na amostra, ou
seja, o ambiente em torno do fon férrico ¢ bastante homogéneo. Segunda, a relaxagéo
do spin eletrdnico ¢ lenta, j4 que o espectro de EPR pode ser medido até
temperaturas tdo altas quanto 77 K. Nenhum das outras possiveis linhas de
ressonéncia em torno de g=9,7;0,9 € 0,6 foram observadas. Sinais na regido em torno
de g=2 tiveram sua origem atribuida a impurezas ndo-especificas do tubo de quartzo

utilizado para as medidas, visto que a subtragdo entre os espectros da enzima e do
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tubo resultou no desaparecimento daquele sinal. Na Figura 1.3.7 é mostrado, ainda, o
espectro em banda Q da CCD que foi medido no laboratorio da Prof(a). E. Wajnberg
(CBPF). Neste espectro fica claro o desdobramento da linha observada em banda X
em duas outras que parecem corresponder a um fon Fe(Ill) em simetria axial e

indicando que o valor de E/D niio € exatamente igual a 1/3.

Banda X -T=4 K

CCD
j —— CCD + catecol
Jr
J g~4.3
' T T I T [ T T
1000 2000 3000 4000
Banda Q - T=4 K
gprp=4,213
T ‘ T I 1
5500 6000

Campo Magnético (Gauss)

Figura 1.3.7: Espectros da CCD em bandas X e Q, mostrandoc uma linha isotrépica em torno de g=4,3
e 0 seu desdobramento em frequéncias mais altas, respectivamente. A curva em vermelho mostra um
espectro da CCD apés a adi¢cdo de uma quantidade grande do substrato catecol, que é apresentado
para que se faga uma comparagio com o espectro sem o substrato.
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Desdobramento de Campo Zero

O espectro de EPR da enzima CCD medido a 2,5 K foi simulado através do
programa Simphonia (Figura 1.3.8) e os valores de g correspondentes a linha
observada foram determinados: gx = g, = g, = 4,2935. Esses trés valores iguais sdo
compativeis com a solugdo do Hamiltoniano Hy da eq. (1.2.4) com A=E/D=1/3. De
posse do valor de A, pode-se determinar a separa¢do em energia entre os trés dubletos

de Kramer, que neste caso estdio igualmente espagados, € assumem os valores 0,

4J1D/3 e 8JID/3.

200 - I ! I j T T | T ]
——CCD Exp
—Fit
100 g=4,3 B
o
3 s .
()
®
g 07
7]
c
3
c 1 |
-100 -
I T T T I f I T
1400 1500 1600 1700

Campo Magnético (Gauss)

Figura 1.3.8: Simuiagdo do espectro da enzima CCD medido a 4 K obtida através do
program Simphonia — Bruker.
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Para a determinacdo dos desdobramentos de campo zero, fez-se necessario o
levantamento da curva de saturagdo da proteina através das medidas com variagdo da
poténcia de microondas descritas na segéo 1.2.3.3. A curva de saturagfio obtida esta
apresentada na Figura 1.3.9 e mostra que a poténcia de microondas de 4 mW ¢ a
mais adequada uma vez que teremos o maximo de poténcia possivel (méaxima

intensidade por conseguinte) sem a saturagdo do sinal em g=4,3.
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o
™ i .
Y 400+
(@)}
E B R
()]
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©
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Figura 1.3.9: Curva de saturagcdo para a enzima CCD obtida a 4 K. A poténcia de 4 mW foi
escolhida por fornecer a maior amplitude do sinal possivel sem a sua saturagéo.
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Uma vez determinada a poténcia conveniente de trabalho, examina-se a
dependéncia com a temperatura da intensidade do sinal de EPR. Como a largura
dessa linha se manteve constante durante a variagio da temperatura, ¢ utilizado a sua
intensidade pico-a-pico como um dos pardmetros para a constru¢éo da Figura 1.3.10.
Com a informag¢fo a respeito do valor das separagdes AE; e AF, entre os trés
dubletos obtida anteriormente, com a tltima sendo o dobro da primeira, pois A=1/3,
procede-se com o ajuste dos dados experimentais da Figura 1.3.10 4 eq. (1.2.8). Esse
ajuste forneceu o valor 6,7 K para AE=4(1)"?D/3 e, consequentemente,
D=(1,3+0,2)cm”’. Somente os pontos até a temperatura de 30 K foram utilizados,
visto que acima desse valor a linha de EPR tem sua intensidade diminuida por
mecanismos de relaxagio e ndo mais apresenta o comportamento descrito pela eq.
(1.2.8). O valor do pardmetro D esta dentro de um intervalo razoavel de valores ja

obtidos para outras proteinas contendo Fe(IIl) em simetria rombica (Pinkowitz &

Aisen, 1972; Blumberg & Peisach, 1973).
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Figura 1.3.10: Dependéncia com a temperatura do sinal de EPR em g=4,3. A linha s6lida foi
obtida através da eq. (1.2.8) para A=1/3 e D=(1,310,2) cm™".

Quantificacdo do fon Fe(lll)

Os espectros da CCD, da transferrina e dos compostos BBPPN ¢ BBPEN
foram obtidos como descrito anteriormente (Figura 1.3.11) e, subsequentemente,
integrados duas vezes para a determina¢fio da area da linha de absor¢do de RPE,
proporcional ao niimero de spins que contribuem para o sinal. Uma subtra¢do entre
cada um dos espectros acima ¢ um do tubo de quartzo vazio foi realizada, assim
como corre¢des das linhas de base. O numero de moléculas de CCD, transferrina,

BBPPN e¢ BBPEN nas solugdes usadas foi determinado através da medida da
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concentra¢do (obtida pela absorgfio Otica para as duas proteinas e pela pesagem de
quantidades adequadas dos outros dois compostos). A partir das areas calculadas e do
numero de moléculas, obtivemos os seguintes valores para o contetido de Fe(IIT) da

enzima CCD:

(A) CCD }

(B) BBPPN

(C) BBPEN

(D) Transferrina

500 1000 1500 2000 2500

Campo Magnético (gauss)

Figura 1.3.11: Espectros da: (A) CCD; (B) BBPPN; (C) BBPEN e (D) Transferrina bovina
usados para a quantificagdo do numero de ions Fe(lll) por moiécuia de CCD. Todos foram
adiquiridos sob as mesmas condi¢cdes experimentais.
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Tabela 1.3.3: Quantificacdo do numero de ions Fe(lll) por molécula de CCD.

Padr@o utilizado Fe/molécula de CCD
BBPPN 0,910,1
BBPEN 1,1+0,1

Transferrina 1,4+0,1

- Uma dificuldade enfrentada e que acarretou a realizacio de varios
experimentos de quantificagdo residiu no fato de se ter realizado os primeiros
experimentos com uma quantidade de Fe por proteina CCD muito baixa (em torno de
1 ion Fe para cada 20 moléculas de CCD). Para resolver este problema, foi
acrescentado ao meio de cultura onde ¢ crescida a bactéria que expressou a proteina
de interesse uma quantidade de 50 mg de FeSO4 por litro de meio de cultura. Apos
esse cuidado € que foi possivel se obter os resultados mostrados na tabela acima.
Deve-se salientar, ainda, que os valores obtidos apresentam erros da ordem de 10%,
que estdo dentro dos valores normais observados quando da utilizagdo do método
comparativo para determinagdo de contetdo de spins. Tais erros sfo oriundos,
principalmente, de imprecisdes no calculo das 4reas e na determinagio das
concentragdes das amostras.

Os resultados acima confirmam a presenga de apenas um ion Fe(III) por
molécula de CCD, assim como obtido Broderick & O’Halloran (1991) usando outro
método de quantificagfio. Assim, a composi¢do molecular da enzima CCD de P.
putida é (oxFe). Embora, essa relagdo Fe/molécula seja pouco usual, existem casos

similares em outras catecol dioxigenases (Nakai ef al.,1990; Chen & Lovell, 1990)
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Titulagdo com o Substrato - Gréfico de Scatchard

- As experiéncias de titulagdo foram realizadas diversas vezes até que fossem
estabelecidas as melhores condigdes para a sua realizagdo. O primeiro ponto testado
foi quanto tempo € necessdrio deixar a reagfo acontecer, pois uma primeira tentativa
de titulagdo na qual se procedia com o congelamento imediato da solugio
enzima-+substrato (logo apds a mistura) ndo apresentou resultados coerentes. Foram
realizadas, entdo, experiéncias onde se variava o tempo de espera e a0 mesmo tempo
homogeneizava-se a solugéo final, assim como feito anteriormente, com a diferenca
que, desta feita, a relagdo enzima:substrato estava bem determinada através das
concentragdes das solugdes de partida. Estabelecido, entdo, as condigdes de medida a
partir das medidas acima e daquelas de atividade enzimatica, passou-se para a
titulagdo propriamente dita.

A adigdo de substrato em concentragdes crescentes a solugio da enzima CCD
teve como resultado uma diminuig¢do gradativa da intensidade do sinal em g=4,3,
sem o aparecimento de outras linhas que pudessem indicar alteracSes da simetria
local em torno do ion ou mudanga do seu estado de spin (Figura 1.3.12). Além disso,

-a linha observada néo sofreu alargamentos durante a reagdo com o substrato (Figura
1.3.7 inset). Esses dois fatos sugerem uma redugio do estado de valéncia do ion, que
passaria de Fe(III) para Fe(ll). Isto explicaria a redugdo em intensidade do sinal a
medida que aumentamos a quantidade de substrato presente, ja que Fe(Il) apresenta-

se em estados de spin $=0 ou S=2, ambos ndo detectaveis por EPR.
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Figura 1.3.12: Efeito da adicdo de concentragdes crescentes de substrato a solucdo da
enzima, visto do ponto de vista do espectro de EPR. Somente os espectros de aigumas
concentragdes estdo mostrados para facilitar a visualizagao.

A construgio do grafico de Scatchard, através do qual pode-se determinar
quantos sitios de ligagfo para o substrato existem e a constante de afinidade desse
substrato por tal sitio, foi tentada a partir dos espectros obtidos com a titulagdo. As
grandezas nimero de ligantes ligados, moles de proteina e nimero de ligantes livres
estdo relacionadas, respectivamente, as diferencas em intensidade dos sinais da CCD

pura e da solugio CCD-+catecol para as varias concentragdes de substrato, a
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intensidade do sinal da CCD pura e a diferenca entre o niimero de moléculas de
catecol colocadas em solugdo e o numero de ligantes ligados.

Dentre os varios experimentos realizados, o melhor resultado obtido estd
apresentado na Figura 1.3.13, que foi obtido apds se ter conseguido determinar as
melhores condigdes experimentais para as etapas envolvidas na titulagdio. O gréfico
de Scatchard apresenta comportamento linear, caracteristico do caso onde existem
sitios identicos e independentes. A Figura 1.3.13, apesar de ter sido feita para poucas
concentragdes de substrato, evidencia claramente a intersecgdo da reta ajustada ao
dados experimentais em N=1. Ou seja, a CCD apresenta um unico sitio de ligacdo
para o catecol. Segundo a eq. (1.2.11), além do nimero de sitios, também podemos

calcular a constante de equilibrio da reagio de associagio do complexo

enzima+substrato (CCD + catecol —k_> CCD-catecol, v. Figura 1.1.4b) através

do coeficiente angular da eq. (1.2.9), que fornece k=(2,7i0,1)x10'6 M, valor em
acordo com resultados de Broderick & O’Halloran (1991) e dentro do intervalo usual

para este tipo de ligagdo (Haynie, 2001).
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Figura 1.3.13: Gréafico de Scatchard para a CCD construido a partir dos experimentos de
titulagéo. A intersecgado com o eixo das abscissas fornece o valor de N.

Variacdo do pH

Os espectros obtidos com a variagdo do pH da solugdo da amostra estdo
_apresentados na Figura 1.3.14. Diferengas acentuadas entre os espectros podem ser
observadas, evidenciando a desnaturagio da proteina para valores de pH inferiores a
6 ¢ superiores a 8. A relagdo E/D parece ter seu valor alterado, acarretando
desdobramentos do sinal em g=4,3 (aparecimento de uma linha em g=4,5). Ou seja, a
simetria local em torno do Fe(Ill) sofre mudangas de maneira a afastar o valor E/D

de 1/3 (simetria rombica).
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Uma andlise conjunta dos resultados obtidos via dicroismo circular e
atividade enzimatica confirma o intervalo de valores de pH entre 6 e 8 como sendo
aquele onde a proteina esta mais ativa, com o enovelamento correto e com a simetria
local em torno do ion preservada. Os resultados de EPR mostram que para valores de
pH menores do que 6, o grupo hidroxila que estd coordenado com o Fe(III) ¢é
removido (titulavel) levando a um alteragio da simetria do sitio ativo da proteina.
Esse fato proporciona a queda da atividade da mesma, medida por absorgdo Otica e
para valores de pH ainda menores, observamos a completa desnaturagio da CCD via
dicroismo circular. Para valores de pH superiores a 8, atividade da proteina é também
reduzida, mas de maneira menos intensa, assim como o desenovelamento nio é tio
drastico quanto para pH's 4cidos. O espectro de EPR em pH 9 indica uma mudanga
dos pardmetros de campo cristalino, mas com uma redugio menos acentuada da
intensidade e da forma do sinal em g=4,3 quando comparada aquela observada em

pH's acidos.
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Figura 1.3.14:Dependéncia do sinal de EPR com a variagdo do pH da solugdo de CCD. O
intervalo onde a proteina esta mais ativa e conservada vai de pH 6 até 8.
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Capitulo 1.1

Introducao — EPR Pulsada e o
Estudo de Membranas de
Interesse Bioldgico

A técnica de EPR tem sido uma ferramenta muito importante no estudo de
estrutura de membranas e sua dindmica (Freed, 1987; Marsh, 1985). A alta
sensibilidade e escala de tempo favoravel de EPR, combinada com a disponibilidade
de marcadores de spin com estruturas muito similares & de componentes naturais de
biomembranas, permitem uma caracterizagdo detalhada de membranas em geral.
Infelizmente, os espectros de EPR de muitas biomembranas sdo complexos e podem
ser mal interpretados se apenas uma anlise superficial é usada. Uma solugfio para
esse problema € se fazer espectroscopia de EPR em amostras alinhadas
macroscopicamente, que fornecem elevada resolugio espectral. Assim, simulagbes
espectrais detalhadas permitem a quantificagdo dos detalhes da estrutura dindmica da
membrana e como esta muda em fungdo da temperatura e composigdo, por exemplo

(Kar er al, 1985; Tanaka & Freed, 1985). Entretanto, para muitos sistemas
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biolégicos relevantes pode ndo ser conveniente e nem possivel a preparagio de
amostras alinhadas, ao passo que amostras de dispersdes desordenadas
macroscopicamente contendo um marcador de spin podem ser prontamente
preparadas. No entanto, a superposi¢do de espectros oriundos de diferentes
fragmentos da membrana que estdo localmente ordenados mas aleatoriamente
orientados reduz significativamente a resolugio espectral numa analogia a perda de
resolu¢@o em estudos de s6lidos nas formas cristalina e policristalina. Essa perda de
resolugd@o € a principal fonte de ambigiiidades na analise de espectros de EPR, os
quais sdo chamados de espectros de EPR MOMD (i.e., “microscopically ordered but
macroscopically disordered”) (Meirovitch et al., 1984; Ge & Freed, 1993).

Mesmo com os avangos descritos acima, uma outra causa de baixa resolugfo
¢ 0 uso preponderante de espectros de EPR no modo convencional (“continuous
wave”), que apresentam alargamentos inomogéneos significativos devido a
interagdes superhiperfinas entre o marcador de spin e prétons vizinhos. Esse
alargamento inomogéneo compromete a sensibilidade a dindmica molecular mesmo
para amostras bem alinhadas. Além disso, em dispersdes macroscopicamente
desordenadas, o efeito MOMD contribui com mais uma fonte de alargamento
inomogéneo, o que compromete ainda mais a sensibilidade a dindmica. Em principio,
o efeito MOMD sobre as larguras e formas de linha pode ser usado para obter
informagéo sobre os pardmetros de ordem, mas ¢ dificil de desconvoluir este efeito
daqueles de interagdes superhiperfinas ¢ movimento, mesmo quando simulag&es
espectrais detalhadas séo feitas (Ge & Freed, 1993).

Como dito anteriormente, EPR convencional tem sido usado amplamente no

estudo de estrutura dindmica de membranas (Hubbell & McConnell, 1971; Marsh,

1985; Freed, 2000; Borbat et al., 2001), mas recentemente, as chamadas técnicas
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modernas de EPR, incluindo EPR bidimensional e alto campo-alta freqiiéncia, tém
demonstrado trazer grandes vantagens adicionais aqueles estudos iniciais (Freed,
2000; Borbat et al., 2001). Técnicas de 2D-FT-EPR fornecem resolugio spectral
melhor & ordem e dindmica comparado com EPR convencional (Patyal ef al., 1997).
Uma das metodologias de 2D-FT-EPR ¢ a ressonancia eletrénica dupla (“2D-
electron-electron double resonance”-2D-ELDOR) (Patyal et al., 1990; Gorcester et
al., 1990; Crepeau et al., 1994; Patyal et al., 1997; Borbat et al., 1997; Freed, 2000;
Borbat ez al., 2001). Os picos cruzados em espectros de 2D-ELDOR sdo uma medida
da transferéncia de magnetizagd por processos de relaxagdo de spin. O crescimento
de picos cruzados fornece, portanto, informagdes qualitativas e quantitativas sobre
como mecanismos de relaxagdo, como spin exchange e interagdes dipolares
magnéticas entre moléculas marcadas, afetam a difusdo translacional e rotacional. As
formas de linha dos picos diagonais e cruzados sdo particularmente informativas,
especialmente para a combinag&o tipo eco do espectro de 2D-ELDOR (S..) (Gamliel
& Freed, 1990; Crepeau et al., 1994; Lee et al., 1994; Patyal et al., 1997, Freed,
2000; Borbat et al. 2001).

O principal objetivo dos projetos em EPR bidimensional aqui apresentados é
o estudo da estrutura dindmica de diferentes membranas lipidicas, bem como o
comportamento de suas propriedades fisico-quimicas em fungéo de pardmetros como
a temperatura ¢ a composi¢do. Para colocar os assuntos abordados em contexto, uma

breve descrigdo de cada um dos problemas investigados é dada abaixo.
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A Estrutura Dindmica de Biomembranas - O Estado de Liquido Ordenado
(“Liquid-Ordered Phase”)

A complexa organizag¢@o de membranas biolégicas pode ser estudada através
do uso de membranas lipidicas mais simples, cuja composigio é escolhida de
maneira a enfatizar aquelas propriedades que se deseja investigar. O carater anfifilico
dos lipidios faz com que, em solugdo aquosa, eles se agrupem em bicamadas que
podem, por sua vez, estar empacotadas de diversas maneiras. Assim, sdo definidas
varias fases dos lipidios na membrana, como a fase gel, na qual os lipidios estdo mais
ordenados € a membrana ¢ menos fluida, e a fase de liquido cristalino, onde a
membrana € mais fluida e os lipidios tém suas cadeias acilicas desordenadas.

Colesterol e seus derivados sio componentes comuns de biomembranas,
sendo encontrados principalmente em membranas plasmaticas de células
eucarioticas, onde podem responder por até 50 mol% da composigdo lipidica de tais
membranas (Bloom & Morritsen, 1991). Eles funcionam como moduladores passivos
da membrana (Bloch, 1995), alterando suas propriedades fisico-quimicas, como a
fluidez. Mais recentemente, outra fungfio tem sido atribuida as moléculas de
colesterol em biomembranas: a formagéo de dominios liquido ordenados (Lo) devido
a interagdes especificas entre as moléculas de colesterol e lipidios com pelo menos
;Jma cadeia acilica saturada. Esses dominios, denominados “rafts” em membranas
biologicas (Simons & lkonen, 1997; Brown & London, 1997; Brown & London,
1998), desempenham papel importante na transferéncia de sinais do meio
extracelular para o citoplasma (transdugéo de sinal — “signal transduction) (Field et
al., 1995; Field et al., 1997). Portanto, entender o papel dos lipidios € como sua
organizaglo afeta os processos relevantes para o funcionamento celular ¢ uma 4rea

de bastante interesse.
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Tem sido demonstrado que a presenga de colesterol na membrana em
concentragdes superiores a 22 mol% leva a membrana a estar no estado de liquido
ordenado (Lo) (Ipsen et al., 1987), que possuem alguma caracteristicas bastante
peculiares e, a primeira vista, contraditorias. Assim como na fase gel ou solido
ordenado (So), as cadeias acilicas dos lipidios em fase Lo encontram-se mais
ordenadas do que na fase de liquido cristalino (Lc). Entretanto, como em um liquido,
as taxés de rotagdo e translago das cadeias lipidicas em fase Lo sio mais rapidas do
que aquelas obtidas na fase So. Vist & Davis (1990) mostraram que néo h4 forcas
restauradoras em membrnas na fase Lo e, portanto, estas se comportam como um
fluido bidimensional (Bloom et al., 1991).

O objetivo principal deste primeiro trabalho € a caracterizagfio através de
técnicas bidimensionais de EPRda fase de liquido ordenado em membranas modelo
de lipidio-Chol e a comparag8o de tais resultados com aqueles obtidos para a fase de
cristal liquido em membranas de lipidio puro.

O passo seguinte ao estudo de membranas modelo € a aplicacdo das técnicas
bidimensionais ao estudo de membranas biolégicas. Assim, é feito uso de
membranas plasmaticas obtidas a partir de células de linfécitos de rato (RBL-2H3),
chamadas doravante simplesmente de membranas bleb. Estas membranas contém
receptores que iniciam o processo de transdugdo de sinal apds sua agregagdo com um
antigeno especifico. Além disso, é sabido que essas membranas possuem altas
concentragles de colesterol, esfingomielina e gangliosidios (Brown & Rose, 1992), o
que leva a crer que estdo em fase Lo ou que contém dominios onde os lipidios estio
naquela fase. Ge ef al. (1999) demonstraram através de experimentos de EPR-CW

que membranas DRM (“detergent resistant membranes”) de células RBL-2H3

contém dominios na fase Lo, sendo estes os primeiros resultados experimentais sobre
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propriedades fisicas de DRM isoladas de células.

Distingdo e Caracterizagcdo de Lipidios tipo “Bulk” daqueles tipo “Boundary”
em Membranas contendo Gramicidina A"

Interagdes entre lipidios e proteinas tém sido intensamente estudadas por
varias técnicas espectroscopicas tanto em membranas reconstituidas quanto em
membranas biolégicas (Watts & De Pont, 1986; Mouritsen, 1986). Entretanto, os
efeitos de proteinas integrais sobre a organizagdo e propriedades dinimicas dos
lipidios da membrana ainda carecem de mais investigagdes. Por exemplo, de Kruijff
et al. (1985) sugerem que a agregacéo de proteinas pode ser um agente modulador da
fase em que se organizam os lipidios. Outro exemplo diz respeito aos processos de
endocitose e exocitose, durante os quais estruturas transientes contendo segmentos da
membrana, cuja formagdo pode ser induzida pela agregagdo de algumas proteinas
especializadas, t€m que ser formadas localmente. Assim, estudos de como a
agregagdo de proteinas modula a estrutura lipidica na membrana ajudariam a
entender os mecanismos moleculares em eventos como os citados acima.

Em modelo sugerido por Jost et al. (1973) aparece a idéia que um lipidio na
vizinhanga imediata de uma proteina esta imobilizado e a esse lipidio d4-se o nome
de lipidio ligado (“boundary lipid”). Esse modelo se baseia na observagio de
espectros de EPR contendo duas componentes quando sio medidas amostras de
marcadores de spin em membranas contendo misturas de lipidios € proteinas, ao
passo que apenas uma componente € observada no espectro de membranas formadas
pelo lipidio puro. Assim, um sistema muito utilizado nesse tipo de experimentos é

aquele constituido pelo peptideo Gramicidina A’ (GA) incorporado a membranas

lipidicas diversas. O peptideo GA ¢ comumento usado devido & sua disponibilidade
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comercial, estrutura simples e facil incorporagdo em bicamadas lipidicas. Além
disso, ¢ bem conhecido que a agregagdo de moléculas de GA leva a formagdo de fase
hexagonais Hy (Killian, 1992) dos lipidios e esta ¢ de fundamental importancia em
diversos processos bioldgicos que acontecem em biomembranas.

A técnica de EPR-CW tem sido uma ferramenta valiosa no estudo de
interagdes lipidios-proteinas em sistemas diversos. Ge & Freed (1993) apresentaram
simulagdes detalhadas da forma de linha de espectros de vesiculas multilamelares
contendo misturas de (lipidios-GA-marcador de spin) para diferentes concentragdes
de GA. Esses experimentos, embora muito informativos, sofreram pela limitagdo em
resolugdo de espectros de EPR-CW naquele tipo de amostra. Mais recentemente, Ge
& Freed (1999) realizaram estudos sobre os efeitos da agrega¢do de GA sobre o
lipidio ligado através do monitoramento das mudangas na quantidade formada desse
lipidio. A melhor resolugdo alcangada por métodos de 2D-FT-EPR pode, entdo, ser
aplicada com eficacia ao estudo dos efeitos da presenga de moléculas de GA sobre a
fase lipidica da membrana (Patyal et al., 1997) e este se constitui no terceiro

problema a ser abordado no presente trabalho de tese.
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Materiais e Métodos

No presente capitulo sio descritos os procedimentos envolvidos na
preparagdo de amostras para medidas de 2D-FT-EPR, processamento dos dados e
simulagdo dos espectros obtidos. Além disso, é conveniente incluir uma breve
apresentagdo sobre os fendmenos basicos relacionados a técnica de EPR

bidimensional.

11.2.1 Materiais

Os  lipidios  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-fosfatidilcolina ~ (DPPC) e
esfingomielina (SM), assim como os marcadores de spin 1-palmitoil-2-(16-doxil
stearoil) fosfatidilcolina (16-PC), dipalmitoilfosfatidil tempo (2,2,6,6,-tetrametil-1-
oxi) colina (DPPTC), foram adquiridos junto & Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster,
AL). O peptideo Gramicidina A’, que é uma mistura de Gramicidinas A, Be C, e o
marcador de spin 3B-doxil-Sa-colestane (CSL), um derivado de colesterol, foram
comprados da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Todos esse materiais
foram utilizados sem outros procedimentos de purificagéo que ndo aqueles realizados

pelos respectivos fabricantes.
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I1.2.2 Preparacido de Amostras

Membranas modelo com marcador de spin

O procedimento aqui descrito é geral e vale para todos as amostras usadas nos
experimentos de 2D-FT-EPR de membranas modelo. Assim, solugdes estoque de
lipidios em cloroférmio e marcadores de spin em cloroférmio:metanol 1:1 foram
misturadas em tubo de vidro. A massa total de lipidios em cada preparagdo foi de 2
mg ¢ a concentragdo de marcador de spin foi sempre mantida em 0,5 mol% dos
lipidios presentes na amostra. No caso de experimentos de EPR pulsado, a
concentragdo de marcador de spin pode ser aumentada até cerca de 2 mol% de
lipidios sem conseqiiéncias para o espectro, j4 que em experimentos envolvendo a
medida do eco de spins, efeitos de alargamento inomogéneos podem ser cancelados
c/ou separados. Uma vez misturados lipidios e marcador de spin, a solugio final foi
evaporada em fluxo de Ny, com os lipidios secos formando um filme fino nas paredes
do tubo de vidro. A fim de se garantir a completa eliminacfio de residuos de
cloroférmio da amostra, esta ¢ mantida “overnight” sob vacuo. A seguir, a amostra ¢é
hidratada em volume adequado de tamp#&o 50 mM Tris (pH 7,0), 160 mM de NaCl e
0,1 mM EDTA. Os lipidios sdo, entfo, raspados das paredes do tubo, agitados em
vortex e mantidos no escuro a temperatura ambiente por pelo menos 3 horas para
hidratag@o das membranas. Apos a hidratago, as amostras sdo centrifugadas até que
se forme um “pellet” razoavel para a transferéncia das vesiculas do tubo de vidro
para um capilar adequado (I.D. 1,5 mm). A ultima etapa de preparagio envolve a
troca de O por N». O objetivo aqui ¢ eliminar o oxigénio presente na amostra e que
faz com que o tempo de relaxagdo 7; do marcador de spin fique ainda mais curto,
acarretando um decaimento muito rapido do sinal de EPR. Para tanto, as amostras
sdo colocadas em um “glove bag” onde ¢ feita uma atmosfera de N,. Bombeia-se,
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entéo, no interior do capilar com um fluxo de N, por pelo menos 2 horas, selando-se
o capilar com parafina apds tal processo. Testes com medida dos tempos T
mostraram que o processo de eliminagdo de O, descrito acima apresenta resultados

satisfatorios no que tange a realizagfio dos experimentos de 2D-FT-EPR.

16-PC em membranas de DPPC-GA (1:1)

Solugdes de Gramicidina A’ (GA) (25,6 mg de GA em 0,25 mL de metanol) e
DPPC/16-PC (50 mg de DPPC em 0,282 mL de solugio 2,9 mM de 16-PC em
cloroférmio) sfo misturadas em um tubo de vidro e repete-se o procedimento
descrito acima para membranas modelo. Tal procedimento fornece uma mistura de

DPPC:GA na razéo molar 1:1 e contendo 1 mol % do marcador de spin 16-PC.

16-PC em membranas Bleb

As membranas bleb sdo membranas plasmaticas extraidas de mastécitos de
ratos (RBL-2H3) (Holowka & Baird, 1996) e preparadas pelo grupo da Prof.(a)
Barbara Baird (Baker Laboratory-Cornell University) e tém, em seguida, o marcador
de spin 16-PC incorporado a elas segundo o procedimento a seguir. O volume total
de membranas bleb ¢ de aproximadamente 1 mL por preparagdo e contém cerca de
8x107 células. Uma aliquota de 10 pL de uma solugdo 0,07 mM do marcador 16-PC
em metanol € adicionada ao tubo contendo as membranas, que sdo incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. Esse volume de células com o marcador é, entdo,
diluido em PBS (pH 7,5) até se ter um volume final de cerca de 5 mL. Apbs adigdo
do marcador, ultracentrifuga-se a amostra a 49000 rpm a 4°C por 60 minutos e, em
seguida, transfere-se o “pellet” resultante para um capilar. Os passos seguintes para

remover o O; e selar o tubo sdo os mesmos descritos acima para membranas modelo.
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I1.2.3 Métodos em 2D-FT-EPR

Os experimentos em 2D-FT-EPR podem ser divididos em dois tipos:
experimentos a dois pulsos (“Correlation Spectroscopy”-COSY e “Spin Echo
Correlation Spectroscopy”-SECSY, Figura 1l.2.1b-c) e a trés pulsos (como
“Electron-Electron Double Resonance”-ELDOR, Figura Il.2.1a). Na primeira classe,
SECSY-EPR possibilita a separagdo dos alargamentos homogéneos de espectro
alargados inomogeneamente, assim tornando possivel se obter informages sobre a
dinéniica de spins. Informagdes equivalentes e adicionais podem ser obtidas a partir
de experimentos de COSY-EPR.

Uma caracteristica de COSY-EPR que é compartilhada por todos as técnicas
de 2D-FT-EPR baseados na medida de FIDs é que detecta-se um sinal em quadratura
dupla, que ¢ um sinal complexo (com uma parte real relacionada & absorgio e uma
parte imagindria dispersiva) com respeito a cada uma das fregiiéncias que
caracterizam o experimento bidimensional. Esse sinal em quadratura duplo é obtido
durante a medida a partir da seqiiéncia de 16 passos usada para “phase cycling”, onde
os 8 primeiros passos t€m o objetivo de cancelar termos axiais, offsets dc, reter os
efeitos de uma seqiiéncia do tipo CYCLOPS (Hoult & Richards, 1975). Os seguintes
8 passos diferem da primeira série apenas na fase do pulso de preparacdo, que €

adiantada de n/2. Os dois sinais complexos oriundos de cada ciclo de 8 passos sdo

chamados de §’ € S” e constituem o sinal completo em quadratura duplo necessario
para as medidas de 2D-FT-EPR (Gorcester et al., 1990).
Gamliel & Freed (1990) demonstraram que os dados em quadratura dupla s3o

melhor representados por uma combinag#o linear de S’ e S” da forma:

S._=8"-iS"

c

11.2.1).
S, =S+iS" (21
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A primeira (S..) ¢ a combinagfo que fornece apenas os dados de eco de spin depois
do “phase cycling” e que cancela qualquer contribuigdes tipo FID dos pulsos. A
combinagdo Sc+ € chamda contribuigdo do tipo FID porque ndo é refocalizada pelo
segundo pulso. Na auséncia de alargamentos inomogéneos as duas combinagdes sdo
idénticas, mas na presenga de tais alargamentos, S.. ¢ S.+ sdo sinais bastante
diferentes, com S.. apresentando picos mais estreitos devido ao cancelamento do tipo
eco das inomogeneidades. Ao longo do presente trabalho, os sinais de 2D-FT-EPR
apresentados serdo sempre aqueles referentes 4 combinagéo S, ja que esta é a que

fornece maior resolugao espectral.

(a) :
n/2 n/2 n/2 |
|
t1 Tm td |
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1
I
>
|
I
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Figura I1.2.1: Sequéncias de pulsos usadas em medidas de 2D-EPR: (a) ELDOR, (b) SECSY e
(c) COSY.
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Principios Bdsicos em 2D-ELDOR

Experimentos de 2D-ELDOR fornecem distingSes ainda maiores do que
aquelas obtidas a partir de medidas a dois pulsos como COSY e SECSY. Em
espectros de 2D-ELDOR no dominio das freqiiéncias, elementos off-diagonais,
também chamados de picos cruzados, emergem e sdo uma medida da transferéncia
de magnetizagdo por processos de relaxagdo de spin durante o tempo de mistura
(Figura 11.2.1a). Estudos de picos cruzados em 2D-NMR tém sido uma ferramenta
valiosa em estudos de estrutura e dindmica de moléculas grandes e pequenas no
estado liquido, permitindo a determinagfio de distdncias internucleares, tempos de
correlagdo rotacional e complexagdo molecular (Abragam, 1960). A técnica
bidimensional usada como base para o desenvolvimento da 2D-ELDOR aqui descrita
foi proposta inicialment por Jeener et al. (1979) para estudos de exchange quimico,
com Macura & Ernst (1980) demonstrando sua aplicabilidade a medidas de
relaxagbes cruzadas intra e intermoleculares.

A seqiiéncia basica para 2D-ELDOR encontra-se na Figura il.2.1a, onde o
primeiro pulso de (m/2)x (pulso de preparago) cria magnetizagdo transversal. As
componentes da magnetizagio precessionam, entdo, livremente por um periodo de
evolugdo f1, adquirindo assim fases diferentes (processo conhecido como “frequency
labeling”). Um segundo pulso de (n/2), leva a componente y de cada pacote para o
eixo z negativo. Durante o subseqiiente periodo de mistura T,, componentes da
magnetizagdo ao longo de z podem ser transferidas sob a influéncia de processos de
relaxagdo. Apos tal intervalo de tempo, a magnetizagdo resultante € trazida por um
terceiro pulso (1/2)x ao plano xy novamente para detecgdo.

O aparecimento de picos cruzados pode ser entendido a partir de uma analise

formal feita em NMR (Macura & Ernst, 1980) de um experimento bidimensional de
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transferéncia de magnetizagdo para um sistema de multiplos spins na auséncia de
intera¢des spin-spin escalares. Entretanto, interagdes dipolares devem estar presente
para permitir a transferéncia de magnetizag@o. O sistema consiste de g conjuntos de
spins equivalentes, cada conjunto contendo k nucleos (k=1,...,g), com freqiiéncias wy.
Relaxagdo cruzada das componentes M. da magnetizagdo longitudinal
acontece de acordo com a equagio:
m=—Rm (1.2.2).
O vetor m representa os desvios de M do equilibrio térmico para todos os g

conjuntos de spins:

m,=M_ —(n,/N)M, com N =) n, (11.2.3),
k

onde M, ¢ a magnetizagdo total no equilibrio dos N niicleos e R representa a matriz
de relaxacdo contendo as constantes Ry, que representam as relaxagdes cruzadas e

externas.
Assim, as componentes z da magnetizagdo no inicio do periodo de mistura
(Figura Mll.2.1a) estdo discriminadas pelas freqii€ncias de precessdo adquiridas

durante o periodo de evolugdo £, isto é:

m, (0) = —[1+ cos(a,t, ) exp(~t, / T;,)] %MO (11.2.4).

O tempo de recuperagdo em diregdo ao valor de equilibrio durante o periodo de

mistura € dado pela eq. (11.2.2) com a solugio:

m(T,,) = exp{—RT, }m(0) (11.2.5)
Finalmente, a magnetizagdo observada durante o periodo de medida ¢, no

eixo y € dada por:
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M, (t,.T,.t;) = Zcos(a’ktz)exp(_tz/Tzk)x
7

(11.2.6),
n
* {[exp(-RT, )1, l1 + cos(@,)exp(~t, I Ty)] = 8} M,
que, por sua vez, pode ser decomposta em:
“ (11.2.7)

{lexp(-RT, )1y cos(@it, exp(—, T, )} M

que compreende aquelas componentes que carregam as “etiquetas” de freqiiéncia
adquiridas durante o tempo de evolugdo. Essas séo, essencialmente, as componentes
que produzem picos cruzados entre as freqii€ncias ax € @y ap6s transformacgdo de

Fourier bidimensional em ¢ e 7, (Figura 11.2.3)

ross 1 1/T.
S, , T ,w,)=) — 2k exp(—RT, X
( 1>%m 2) ;2 ((02 _wk)z +1/T22k [ p( 1)]kl

1 1/T,, n,
3 2 2 A7 t0
2(w,—w) +1/T;; N

(11.2.8).

Para tempos de mistura T,, longos, essas componentes decaem a zero devido a
mecanismo relaxagéo spin-rede 7' (“leakage”).

A segunda parte da eq. (11.2.6)
axial nl
M (1,T,000) = 3 cos(@, ) exp(—ty! Ty {exp(-RT, )y =8} 20 My (1:2.9)
ki

ndo € influenciada pela precessdo durante o periodo de evolugdo e, durante o periodo
de mistura 7, esses termos crescem de zero em diregéo ao valor de equilibrio da

magnetizagdo. A transformada de Fourier da eq. (11.2.9) fornece:

, 1/T
Saxml(a)l’Tm,wz):Z_l_ 2k

2 (@, —@ )2 +1/7T2 {[exp(—RT, )]y —Su}x
Kt 27 % 2k

(11.2.10)
n
x 2ﬂ5(w,)ﬁ’M0
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e € a responsavel pelos indesejaveis picos axiais em @=0, que podem se tornar
excessivamente grandes para tempos 7,, longos. A decomposigéo de M, em M ;™ e

M é mostrada na Figura 11.2.2.

Assim, espectros de 2D-ELDOR obtidos segundo a seqiiéncia de pulsos da
Figura 11.2.1a apresentam picos diagonais e cruzados, sendo estes ultimos referentes
a transferéncia de magnetizagdo entre as freqii€ncias de precessdo possiveis para o
sistema de spins em questdo. Estes picos cruzados aparecem como reflexo de
mecanismos de relaxagdo cruzada e, para o caso de 2D-ELDOR em radicais
nitroxidos, sdo resultado de dois mecanismos principais descritos na segdo

subseqiiente.

Transferéncia de Magnetizacdo em Experimentos de 2D-ELDOR

Na andlise formal feita acima ndo foi dado nenhuma atengfo especial aos
processos responsaveis pela relaxag@io descrita na eq. (11.2.2). Isto ¢ feito agora, ja
com uma descrigdo em termos do que € relevante para o caso de espectros de radicais
nitréxidos em 2D-FT-EPR.

Como dito acima, dois s@o os principais mecanismos de relaxagfo nesse tipo
de sistema e que levam a transferéncia de magnetizagdo originadora de picos
cruzados: (1) interagdes dipolares elétron-nicleo pertencentes 3 mesma molécula
(END), que levam a transi¢des nucleares (Am=t1) e que afetam a taxa de
reorientagdo rotacional; (2) interaces de “exchange” (HE), que reportam na taxa de
colisdes moleculares entre moléculas contendo o marcador de spin. Durante os

experimentos de 2D-ELDOR séo obtidos espectros em fungéo do tempo de mistura
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T e observa-se como o0s picos cruzados crescem ao se variar Tm. Com essa
coordenada temporal adicional, 2D-ELDOR passa a ser um experimento

tridimensional em 71, &, € T

i

St
»
————

mi
b
»

(3,

- =2
=

;;w_#H T Tm -
|

Figura 11.2.2: Componentes da magnetizagdo M em experimento de 2D-ELDOR. M é
responsavel pelo aparecimento de picos cruzados devidos a transferéncia de magnetizacéo, ao
passo que M™™ da origem aos picos axiais que nio dependem da precessdo durante t.
(adaptada de Macura & Ernst, 1980).

E importante ser observado que mecanismos de relaxagdo END, que leva a
“flips” do spin nuclear, ¢ restrito pelas regras de selegéo a transigdes do tipo “single
quantum” e, por conseguinte, afetam apenas os chamadas “single quantum” picos
cruzados. Obviamente, que para T, suficientemente longos, END pode contribuir
para picos do tipo “double quantum” através de duas transigdes “single quantum”

consecutivas (Figura 11.2.3a).
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Colisdes entre moléculas de marcadores de spin que se difundem acontecem
ocasionalmente no caso de amostras em solug¢do. Quando isto ocorre, a interagio de
exchahge ¢ “ligada” por um periodo curto de tempo (a duragdo do choque) e, ao se
separarem, os radicais podem ter trocado seus estados de spin eletrdnico. Pode-se
pensar em tal processo como descrito por:

RD+RA)=RA)+R' (D 1.2.11).
Pode-se ver que, se R e R’ sdo de alguma maneira diferentes (diferentes estados de
spin nuclear ou transi¢des nucleares ramificadas, por exemplo), o resultado do
choque pode ser a mudanga da freqiiéncia de ressonancia do spin eletrdnico. Esta
idéia fisica ndo muito sofisticada sugere que Heisenberg exchange deve ser encarada
como um processo de transferéncia eletronica, o que é corroborado por uma analise
tedrica mais cuidadosa (Freed, 1967). Sendo um processo de transferéncia eletrdnica,
apos o choque, o elétron pode estar localizado em qualquer um dos possiveis estados
de spin nuclear do radical com igual probabilidade. Assim, interagdo de radicais
nitroxidos do tipo HE contribuem igualmente para o crescimento de picos cruzados
“single” e “double quantum” (Figura 11.2.3b). Portanto, o padriio de picos cruzados e
como estes se desenvolvem em fungdo de Ty por si s6 permitem uma distinggio
Qualitativa entre os dois processos de relaxa¢do acima mencionados.

Em espectros oriundos de membranas que estdo Microscopicamente
Ordenadas e Macroscopicamente Desordenadas (MOMD), como ¢ o caso do
presente projeto, 2D-ELDOR ¢é usada, ainda, para distinguir alargamentos
inomogéneos oriundos de interagdes superhiperfinas do marcador com prétons do
solvente (que alarga igualmente as linhas hiperfinas do espectro do marcador de
spin) daqueles provenientes do proprio efeito MOMD e que se reflete em quio

ordenado se encontra o radical na membrana.
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Existe, portanto, um jogo entre os processos de relaxagdo descritos que
afetam a formacgdo de picos cruzados e entre os alargamentos inomogéneos que
afetam a largura e a forma de linha de picos diagonais e cruzados no espectro
bidimensional. Com isso, a maneira mais efetiva para analise de tais espectros é
obtida através de simula¢des para obtencdo de parametros de ordem e taxas de
difusdio translacional e rotacional do marcador de spin. O procedimento para
simulagdes utilizando o pacote de programas desenvolvido por Freed e colaboradores
(Freed, 1977; Gamliel & Freed, 1990; Lee et al., 1994; Budil ef al., 1996) ao longo

dos ultimos 15 anos encontra-se descrito nas proximas se¢oes.
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Figura 11.2.3: Influéncia dos mecanismos de relaxagdo na formag&o de picos cruzados em
espectros de 2D-ELDOR de radicais nitréxidos em geral: (a) END — picos cruzados de “single
quantum”; (b) HE — picos cruzados de “single” e “double quantum” aparecem. Os nimeros
+1,0,-1 referem-se aos estados de spin nuclear. Estes sdo graficos de contorno do espectro
tridimensional. (adaptada de Atherton, 1993)
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I1.2.4 Medidas de 2D-FT-EPR

Todos os experimentos de RPE pulsado foram realizados no espectrometro de
RPE pulsado descrito por Crepeau et al (1994) e Borbat et al. (1997). Para os
experimentos de ELDOR, trés pulsos de n/2 (2 kW de poténcia do amplificador
TWT e largura de ~5 ns) sdo usados de acordo com a Figura Il.2.1a. O
espectrometro esta equipado com um ressoador do tipo “loop gap” de 3,25 mm I.D.,
O1=90 e que, em condigdes de trabalho, oferece uma cobertura uniforme de +100
MHz, com tempos mortos de 30-40 ns (para as medidas de 16-PC em vesiculas
contendo GA, o tempo morto foi de 20-25 ns). A temperatura da amostra é regulada
por um criostato com controlador de temperatura comercial (Bruker, model
ER4111VT).

Na medida dos espectros de 2D-ELDOR, variou-se a separago entre os dois
primeiros pulsos, i.e. #;, em passos de 3 ns para 128 valores a partir de um valor
inicial de 40-50 ns. Cada sinal é coletado como fun¢do de ¢, para um total de 256
pontos complexos em acréscimos de 1 ns. Esse passo efetivo é conseguido através do
“interleave” de cinco coletadas separadas, cada uma com passo em f, de 5 ns. Uma
seqiiéncia de “phase cycling” constituida de 32 passos e adaptada daquela seqiiéncia
~de 16 passos usada por Gamliel & Freed (1990) ¢ empregada para a eliminagdo de
sinais ndo desejados tais como picos imagem, sinais transversais e picos axiais. Os
16 passos adicionais servem para melhorar o cancelamento de artefatos instrumentais
que ndo tenham sido completamente removidos pela seqiiéncia original. Uma coleta
completa de dados para cada valor de # consiste de 500-1500 médias para cada um
dos 32 passos da tabela de “phase cycling”. Uma medida completa de 2D-ELDOR

leva cerca de 30-60 minutos para uma taxa de repetigdo de 10-15 kHz. O sinal em
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quadratura dupla ¢ entdo coletado e depois combinado de forma a se ter as
componentes S¢. € Sc+ (Gamliel & Freed, 1990), que sdo posteriormente analisadas.
Os experimentos sdo repetidos para uma série adequada de trés ou quatro tempos de
mistura (7,), cujos valores estdo, em geral, dentro do intervalo 50ns-2ps.

- A preparagdo dos dados experimentais para as simulagdes consiste na
aplicagdo da transformada de Fourier aos sinais complexos S'(f,t2) e S"(f1,f2) em
relagdo a 1, e £, (exemplo de dados no dominio temporal é mostrado na Figura 11.2.4)
seguido pelo célculo do espectro magnitude. Este é usado para evitar a necessidade
de se fazer correg¢des para variagdes na fase através do espectro bidimensional
resultantes do fato de serem usados tempos mortos e campos de microondas finitos
(Gorcester & Freed, 1988; Patyal et al., 1990; Lee et al., 1993). Esse processo ¢ feito

para ambas as componentes S;._ € Sc..
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Figura 11.2.4: Espectro magnitude de 2D-ELDOR no dominio temporal do marcador de spin 16-
PC em membranas de DPPC a 50°C.

11.2.5 Simulagdes de Espectros de 2D-FT-EPR

Uma vez de posse dos espectros magnitude no dominio das frequéncias, estes
sdo simulados para a obtengdio de pardmetros de ordem e de taxas de difusio
rotacional e translacional que caracterizem a diniAmica e a estrutura da membrana na
qual o marcador de spin encontra-se inserido. Isso é possivel através do pacote de

programas NLSPMC desenvolvido ao longo dos dltimos anos por Freed e
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colaboradores (Freed, 1977, Gamliel & Freed, 1990; Lee et al., 1994; Budil et al.
1996).

Esses programas baseiam-se na teoria estocastica de Liouville para calculo de
espectros de EPR no regime de movimentos lentos, que para radicais nitroxidos
ocorre quando os tempos de correlagdo sio da ordem de 107 até 10° s (Freed &
Schneider, 1989). A partir desse limite nio é mais possivel se usar a teoria de

Redfield, que é uma teoria de perturbagdo, para a determinagio da forma da linha

espectral.

A 1d¢€ia principal para resolver o problema do calculo de espectros de EPR no
regime de movimento lentos reside em se assumir que as flutuagdes na orientagéio de
uma molécula, definida por coordenadas Q, podem ser tratadas classicamente
usando-se um operador I'q (operador de Markov) que é independente do tempo. A
equagdo de difusdo para a probabilidade de P(Q,f) de se achar a orientagdo Q em um
tempo ¢ é:

ﬂ’% — T, P(1) (11.2.12),

Kubo mostrou que com essa hipodtese, a equagdo de movimento do operador matriz

densidade p(€2,f) é dada por (Kubo, 1969):

_dp(d?’ D - @0, P01~ T p@,1) (1:2.13),

onde H(€2,t) é o hamiltoniano de spin, que depende da orientagio da molécula e I'g, é
o operador de relaxacéo representando a difusdo rotacional molecular que, no caso de
membranas lipidicas, normalmente € definida em termos de um tensor de difusdo

rotacional com simetria axial (R; e R)).
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Na auséncia de pulsos de microondas, é mais conveniente se escrever a eq.

(11.2.13) como:

0 -
> 2(Q,t) = ~[iH™ (Q) + [(Q)] (1) (11.2.14),

=-L(Q)x(Q,1)
onde y(Q,1)= p(Q,t)—p,(Q) é o operador densidade reduzido, H'(Q2) é o

superoperador comutador do hamiltoniano e L(Q) é o oeprador estocastico de

Liouville. A solugdo formal da eq. (11.2.14) pode ser escrita como:

x(Q,t+1,) =exp(—Lt) y(Q,t,) (1.2.15)
e a evolugdo da matriz densidade na auséncia de pulsos é completamente descrita
pelos modos normais do operador estocastico de Liouville, que sdo obtidos pela sua
diagonalizagdo.

Na presenga de pulsos, o hamiltoniano deve incluir o efeito dos pulsos assim
como a relaxagdo dos spins. Se a interagdo com os pulsos é muito maior do que os
demais termos no hamiltoniano, entdo todos os spins sdo uniformemente afetados
pelo pulso independentemente de suas freqiiéncias de ressonéncia (pulso duro ¢ néo-
seletivo). A duragdo de um pulso desse tipo ¢ curta, fazendo com que a relaxagio
durante o intervalo de tempo do mesmo possa ser desprezada. Entédo, a evolugdo dos
elementos do operador matriz densidade neste caso pode ser expressa em termos do

propagador de pulsos como:

p(t+1,) = P(t,)plt, )P (1) (11.2.16).

Assim, a evolugdo do operador matriz densidade depois de uma seqii€ncia
arbitraria de pulsos pode ser completamente determinada pela aplicagdo das egs.
(11.2.15) e (11.2.16) para o operador estocastico de Liouville € do propagador de

pulsos, respectivamente. De posse dos elementos do operador matriz densidade €
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possivel calcular o espectro de EPR através da magnetizagdo observavel média
M=Tr{pSx}. A teoria detalhada de simulag¢des de espectros de 2D-FT-EPR ¢ descrita

por Lee et al. (1994).

Pardmetros Usados nas Simulag¢des de Espectros de 2D-FT-EPR

Visando um entendimento dos pardmetros obtidos através de tais simulagdes,
apresenta-se, agora, uma descrigdo semiqualitativa dos principios bésicos envolvidos
nas simulagdes espectrais através do pacote de programas supra-citado e que serdo
uteis quando da interpretagdo dos resultados obtidos.

Primeiramente, faz-se necessaria a descri¢do dos diversos sistemas de
referéncia relevantes para as simulagdes em questdio. Ha quatro sistemas de
coordenadas: o sistema de difusdo molecular (x’',)’,z'), o sistema do diretor local
(x".y",z'"), o sistema magnético (x'"',)""",z'"") e o sistema de laboratério (x,y,z).

Os sistemas de reféncia mais triviais de serem definidos e visualizados sdo o
sistema magnético (x'"',)’",2""") e o de laboratério, sendo este ultimo, como é usual,
definido pela diregdo z do campo magnético estatico. Em relagdo ao sistema
magnético sdo definidos os tensores g e A. Os eixos x'"’ € 2"’ sdo definidos paralelos
as diregdes da ligagdo N-O e do orbital 2p, do atomo de nitrogénio, respectivamente.
O eixo """ € definido de maneira a formar um sistema dextrégiro ortogonal com os
outros dois eixos.

O sistema do diretor local (x"',y",z"") é definido pela normal & superficie da
membrana em cada ponto da mesma (vetor diretor local). A normal é, entdo,

chamada de eixo z'’, com (x"’ e y’ arbitrariamente escolhidos). O diretor local € usado

para definir os angulos y referentes ao efeito MOMD descrito abaixo.
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Para a definigdo do sistema molecular (x',y',2'), deve-se notar que a
mobilidade rotacional de um marcador de spin € caracterizada por duas taxas de
difusdo rotacional, R, € Ry, que representam os valores principais de um tensor de
difusdo com simetria axial. Na verdade, R, e R representam uma aproximag#o para
os modos internos de rotagdo da cadéia e para o movimento geral da mesma
(Ferrarini et al., 1989). O sistema de difusdo molecular (x',y',z") é, portanto, aquele
no qual essas duas taxas sdo definidas. Mais especificamente, o eixo z' é feito
paralelo ao eixo principal de simetria do segmento da molécula onde encontra-se
ligado o radical nitroxido. Portanto, R, ¢ R, sdo as taxas de difusdo rotacional em
torno do eixo 2z’ e de um eixo perpendicular a ele, respectivamente. Em marcadores
do tipo n-PC (n € a posigdo do radical NO ao longo da cadeia lipidica, por exemplo
5, 10 ou 16), z' € paralelo ao diretor local z" (i.e., & propria cadeia lipidica) e R,
representa 0 movimento oscilatorio da respectiva porgio da cadeia lipidica.

E em relagio ao sistema de difusdo molecular que sdo definidos, ainda, os
pardmetros de ordem do sistema. Estes pardmetros representam o potencial
orientador presente em membranas biologicas e que restringe a amplitude do
movimento rotacional das cadeias lipidicas. Isto €, quanto maior o potencial
orientador, menor serd o intervalo de orientagdes disponivel para o movimento
rotacional das cadeias. Mais precisamente, o potencial U() da origem a uma
distribuigdo de moléculas ao longo de varias orientagdes em torno do eixo de
ordenamento local da membrana (diretor local). No caso de vesiculas, existe, ainda,
uma distribui¢do desse diretor local representando cada um dos segmentos da

membrana na vesicula.

O parametro de ordem mais comumente usado Sy é definido como:
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dQexp(-U/kT)D},
S, =(Dgy) = <l(3cos2 6 - 1)> = Jaret ) (11.2.17),
2 JdQexp(-U/KkT)

onde k € a constante de Boltzmannn, 7' ¢ a temperatura. Esse parAmetro representa
quanto o eixo molecular z' esta alinhado com o vetor diretor local z”’. Um segundo

pardmetro de ordem pode ser também definido

S, =(Dy, +D; ;) = <\Esin2 9cos2¢> (11.2.18)

e representa o desvio da simetria cilindrica do alinhamento molecular relativo a
superficie da membrana, ou seja, mede até que ponto hd uma preferéncia de
alinhamento dos eixos moleculares x’ vs. )’ com relagio ao diretor local. O potencial

U(Q2) é usualmente representado como uma expansio em harmdnicos esféricos

generalizados,

~U/kT = D2 (Q) +c2(DL(Q) + D2, (Q) +...

) (11.2.19)
= %’(3 cos’—1) + \/gczz sin® @ cos2¢

onde Q=(6,¢) sdo os dngulos polar e azimutal do eixo de difusdo z’ em relagfio ao

sistema diretor local. Os coeficientes ¢, e c; sio pardmetros adimensionais
representando a energia potencial de cada orientagio.

Em espectros de vesiculas lipidicas, o efeito de “Microscopic Order and
Macroscopic Disorder” (MOMD) tem que ser levado em considera¢do durante as
simulagdes. Isto quer dizer que diferentes segmentos da membrana lipidica estdo
aleatoriamente orientados em relagdo ao eixo z do laboratério (dire¢do de aplicagdo

do campo magnético estatico). O espectro de 2D-ELDOR-MOMD pode ser visto,

entdo, como o espectro de uma amostra policristalina, sendo, portanto, representado
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por uma superposi¢do de espectros oriundos de todos os fragmentos e que pode ser
escrito como:

MOMD
SM

= [S..(w)seny dy (11.2.20),

onde S, (¥) € o espectro de um fragmento da membrana cujo vetor diretor faz um
éngulé  com o eixo z do laboratério. Nas simulagdes aqui apresentadas, o espectro

teorico final foi sempre obtido pela média sobre quinze diferentes valores de 7

Nas Figuras 11.2.5 ¢ 11.2.6 faz-se um resumo esquematizado do que foi dito

acima em relag4o aos sistemas de eixos e estrutura geral das membranas. Na primeira
sdo apresentados os sistemas magnéticos (x""’,)""",z""") e moleculares (x',)',z") para os
marcadores de spin 16-PC, DPPTC e CSL. Dai conclue-se que é possivel dizer que
16-PC tem uma z-ordem (z'"'//z'), DPPTC ¢é de x-ordem (x"'//lz) e CSL é,
praticamente, de y-ordem ()'"'//z'). Portanto, os valores dos pardmetros de ordem Soe
S ddo uma medida de quanto os respectivos eixos z'"’ (16-PC), x"' (DPPTC) e y"
(CSL) alinham-se com o diretor local z”’. Na Figura I1.2.6 visualiza-se a definigdo do
angulo de “tilt” y do vetor diretor em relaggo a dire¢dio do campo magnético estatico
(eixo z) e que leva ao chamado efeito MOMD. Além disso, em cada segmento de

membrana multilamelar, tem-se o vetor diretor disposto como mostrado no zoom a

-

direita na Figura 11.2.6.

As simulagdes também incluem um parimetro relacionado a mobilidade
translacional do marcador caracterizada pela freqiiéncia de Heisenberg “exchange”,
Wexe, que mede a taxa de colisdo entre duas moléculas contendo o marcador de spin,
assim como incluem efeitos de tempo morto nas dimensdes f, e f,, que sdo fixados

nos valores medidos experimentalmente.
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O primeiro passo para a realizagdo de uma simulago utilizando o pacote de
programas NLSPMC consiste na escolha de valores de partida razoaveis para as
grandezas R, Ry, cé, czz, aye € Ag (alargamento inomogéneo Gaussiano), onde o
Gltimo ¢ um pardmetro de largura de linha adicional e que, essencialmente,
representa a contribuicdo devido as interagdes superhiperfinas com protons do
solvente. Assim como observado por Patyal ef al. (1997), a utilizago de um angulo
f de “tilt” entre o sistema de eixos magnético e o sistema de difusio melhorou

bastante o espectro tedrico em varias situagdes.
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Capitulo I1.3

Resultados e Discussio

Os resultados referentes aos experimentos de 2D-FT-EPR séo agora apresentados e
discutidos. Primeiramente ¢ discutida a estrutura de membranas lipidicas com diferentes
composi¢des e a diferentes temperaturas do ponto de vista de EPR pulsado (se¢do 11.3.1).
Em seguida, aplicam-se as conclusdes dai obtidas para a analise de membranas bioldgicas
(membranas bleb) (se¢do 11.3.2). Por fim, muda-se um pouco o enfoque dos resultados,
passando-se para o estudo de interagdes lipidios-peptideos na tentativa de enteder os efeitos

da presenga de peptideos sobre os lipidios da membrana (segio 11.3.3).

11.3.1 Estrutura Dinamica de Membranas Modelo

O estudo de membranas modelo realizado sera dividido da seguinte maneira: na
se¢do 11.3.1.1 sdo comparados os estados de liquido cristalino e liquido ordenado em
membranas de lipidio puro e lipidio/Chol com varios marcadores de spin e para uma
temperatura fixa de 50°C. Depois, procura-se caracterizar o comportamento de membranas
contendo colesterol em concentragdes variadas e para diferentes temperaturas, mas agora

somente com o marcador de spin 16-PC (segdo 11.3.1.2). Este resultados fazem parte de um
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projeto maior que busca a construgdo de um diagrama de fase completo para membranas

ternérias constituidas de dois tipos de lipidios e colesterol.

11.3.1.1 Estado de Liquido Cristalino (Lc) vs Liquido Ordenado (Lo)

Na caracterizagdo dessas duas fases em que podem estar os lipidios de uma
membrana foram usadas dispersdes de DPPC puro, esfingomielina (SM) pura e de misturas
DPPC/Chol ¢ SM/Chol, ambas 1/1 (50 moi% de colesterol) com os marcadores de spin 16-
PC, DPPTC e CSL, sendo os dois ultimos usados apenas nas dispersées envolvendo DPPC
(v. Capitulo 11.2) e a temperatura de 50°C. Nessa temperatura, os lipidios das vesiculas
contendo DPPC puro ¢ SM pura estio no estado de liquido cristalino, ao passo que nas
misturas de DPPC/Chol e SM/Chol (1/1) se encontram no estado de liquido ordenado, como

se depreende da literatura (Ipsen et al., 1987).

Descri¢ao Qualitativa dos Espectros de 2D-ELDOR

Picos cruzados em espectros de 2D-ELDOR resultam da transferéncia de
magnetizagdo por varios mecanismos de relaxagdo de spin durante o tempo de mistura T},
(v. segdo 11.2.3). O crescimento desses picos como fun¢dio de Ty, fornece informagdes a
respeito de tais processos de relaxagdo que, como dito anteriormente, envolvem,
principalmente, interagdes dipolares elétron-nicleo (END) e interagdes de troca de
Heisenberg (HE). A primeira induz “flips” do spin nuclear (transi¢des nucleares de NMR) e
a segunda ¢ causada por colisdes bimoleculares entre marcadores de spin. Cada tipo de
mecanismo € caracterizado por um padrdo de picos cruzados (Figura 1.2.3), no qual
interagbes END induzem a formag@o, principalmente, de picos “single quantum” (primeira
ordem), enquanto colisGes entre marcadores contribuem igualmente para picos cruzados de

primeira e segunda ordem (“single” e “double quantum™). Além da diferenca nos
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mecanismos de relaxagdo, também ¢ esperado que estruturas dindmicas diversas, como
lipidios em fase Lo e Lc, apresentem diferengas nos mecanismos que contribuem para o
alargamento das linhas de ESR. Assim, o padréo de desenvolvimento de picos cruzados e as
formas de linha de espectros de EPRpodem ser usadas para caracterizar e estabelcer
distingdes entre estruturas dindmicas.

Os espectros de 2D-ELDOR S. dos marcadores de spin 16-PC e CSL em disperses
lipidicas de DPPC, SM e DPPC/Chol (1/1), SM/Chol (1/1) coletados em banda Ku (17.3
GHz), com T»=500 ns e temperatura de 50°C estdo mostrados nas Figuras 11.3.1 (graficos
de contorno) e I1.3.2 (espectros tridimensionais). Como as diferengas entre espectros
oriundos de amostras com e sem colesterol tornam-se mais significativas a medida que Tj,
fica mais longo, apenas os espectros correspondentes ao maior valor de Ty, sdo apresentados
naquelas figuras. Uma rdpida observagdo de tais figuras leva a conclusdo de como espectros
de fases de Lo e Lc ddo origem a espectros de 2D-ELDOR qualitativamente diferentes,
assim permitindo caracterizagdes simples da fase lipidica através do reconhecimento de
padr3es para a evolugéo de picos cruzados e alargamentos inomogéneos (Figura 11.3.1). As
linhas estreitas observadas nos espectros do marcador 16-PC se devem a um processo de
média da anisotropia dos pardmetros de EPRoriunda do substancial movimento do marcador
localizado no final das cadeias acilicas dos lipidios, ao passo que para CSL se observa
linhas largas devidas ao movimento lento da estrutura rigida do esterol, bem como maior

ordem microscépica da molécula de CSL.
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Figura I1.3.1: Curvas de contorno dos espectros de 2D-ELDOR do marcador de spin 16-PC em
amostras de DPPC, DPPC/Chol (1/1), SM, SM/Chol (1/1), e do marcador CSL em DPPC e
DPPC/Chol (1/1) evidenciando o crescimento de picos cruzados em amostras de lipidios puros
(fase Lc). Dados coletados em 17,3 GHz, T,,=500 ns e T=50°C.
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Figura 11.3.2.: Espectros de 2D-ELDOR do marcador de spin 16-PC em amostras de DPPC,
DPPC/Chol (1/1), SM, SM/Chol (1/1), e do marcador CSL em DPPC e DPPC/Chol (1/1)
evidenciando o crescimento de picos cruzados em amostras de lipidios puros (fase Lc). Dados
coletados em 17,3 GHz, T,=500 ns e T=50°C.
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Das Figuras 11.3.1 € 11.3.2 pode-se concluir através de uma analise apenas qualitativa
que lipidios em fase Lo (coluna da esquerda naquelas figuras) exibem ordem maior do que
aqueles em fase Lc (coluna da direita) e este ordenamento microscopico maior na fase Lo
leva a um maior alargamento inomogéneo do espectro (linhas mais largas na presenca de
colesterol). Além disso, como o movimento é mais restrito na fase Lo, o desenvolvimento
de picos cruzados em fungdo de T, é mais lento do que na fase Lc (lipidios puros). Essas
conclusdes séo confirmadas pelas simulagdes apresentadas a seguir.

Amostras de DPPC e DPPC/Chol (1/1) com o marcador de spin localizado na cabega
polar do fosfolipidio (DPPTC) ndo apresentaram o mesmo tipo de comportamento descrito

acima para os marcadores localizados na regido das cadeias lipidicas.

Descri¢iio Quantitativa dos Espectro de 2D-ELDOR: Simulagées

Para tonar a andlise acima mais detalhada fez-se necessario proceder com as
simulacbes dos espectros dos varios marcadores de spin (16-PC, CSL e DPPTC) nas
amostras de lipidio puro (DPPC e SM) e nas misturas de lipidio/colesterol (DPPC/Chol e
SM/Chol). Essas simulagGes foram realizadas segundo descrito na secdo 11.2.5. Aqui vale
relembrar que os dados experimentais englobam, para cada marcador de spin, uma série de
tempos de mistura Ty, que sdo simulados simultaneamente para uma dada temperatura e
amc;stra. Também, neste ponto, ha somente dados referentes a uma temperatura para todas
as amostras (T=50°C), que est4 acima da temperatura de transi¢do de fase dos lipidios DPPC
e SM.

Os resultados finais das simulagdes através do pacote NLSPMC fornece os espectros
tedricos apresentados nas Figuras [1.3.3-11.3.10 para as amostras DPPC/16-PC,
DPPC/Chol/16-PC,  SM/16-PC,  SM/Chol/16-PC, DPPC/CSL, DPPC/Chol/CSL,

DPPC/DPPTC, DPPC/Chol/DPPTC, respectivamente. Nessas figuras os espectros
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experimentais estdo colocados na coluna direita com as respectivas simulagdes 4 esquerda
para os varios tempos de mistura 7y, medidos. A Tabela I1.3.1 contém os valores dos

pardmetros de interesse obtidos ao final das simulagées referentes as amostras acima.

Tabela 1.3.1: Parametros obtidos para os marcadores 16-PC, CSL e DPPTC em amostras de
DPPC puro e DPPC/cholesterol (1/1) a 50 °C.

Sample R, Ry So $H 4 @exc
(x10%")  (x10%s (Gauss)  (x10%™)

DPPC/16PC* 2,48 7,50 0,16 -0,28 0,4 2,61
DPPC/Chol/16PC* 441 9,01 0,41 -0,30 0,6 —*

SM/16PC* 2,10 1,65 0,16 -0,17 0,4 1,81
SM/Chol/16PC* 6,80 3,14 0,43 -0,23 0,6 -*

DPPC/CSL* 0,36 0,80 0,75 0,03 1,2 4,49

DPPC/Chol/CSL* 0,14 0,21 0,90 0,01 1,5 0,19

DPPC/DPPTC? 0,11 0,49 0,75 -* 0,6 4,78
DPPC/Chol/DPPTC? 0,76 4,71 0,53 -0,19 0,6 —*

£ Parametros magnéticos para 16-PC: Aw=5,0 G; A,=5,0 G; A,=33,0 G; g,=2,0089; g9y=2,0058;
92:=2,0021 (Ge et al., 1999); diffusion tilt: ¢=31° (Patyal et al., 1997).

* Parametros magnéticos para CSL: A,=4,9; Ay=5,5, A;=33,1; g=2,0087; g,,=2,0057; g,,=2,0021
(Barnes & Freed, 1998).

S Parametros magnéticos para DPPTC: A,=5.6: Ay=56; A;=34,6; §«=2,0082; g,,=2,0053;
9-:=2,0015 (Ge & Freed, 1998).

Estimated errors: R, (5%), Ry (10%), So (1%), Sz (1%), 4g (1%), @exc (10%).

* valores muito pequenos (pelo menos 1000 vezes menor do que no caso das amostras sem
colesterol), entdo mantidos fixos em 0.
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Figura 11.3.3: Espectros experimentais (2D-ELDOR S..) e respectivas simulagdes do marcador de spin 16-PC em
dispersées de DPPC puro a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura T,
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Figura 11.3.4: Espectros experimentais (2D-ELDOR S.) e respectivas simulagdes do marcador de spin 16-PC em
dispersdes de DPPC/Chol (1/1) a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Tp,

99



(&M
Q
i

N
o
2

Magnitude (Arb.)

Capitulo I1.3 — Resultados e Discusséo

204

Magnitude (Arb.)

-
[
£

Magnitude (Arb.)
&

Q
.

16PCin SM, T, =50 ns, Sc-

-50
1 (MHz)

f2 (MHz)

204

10\

16PC in SM, T.n =50 ns, Fit

f1 (MHz)

Figura 11.3.5: Espectros experimentais (2D-ELDOR S..) e respectivas simuiagdes do marcador de spin 16-PC em
dispersdes de SM pura a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Tr,.

100



Capitulo 11.3 — Resultados e Discussdo

16PC in SM/Chol, T._ =50 ns, Sc- 16PC in SM/Chol, Tm = 50 ns, Fit
~ W A
o 1004 P 100 . i
< | '
[ )] i
©
2
<l
(@)
[+]
=

16PC in SM/Chol, T__ = 150 ns, Sc- 16PC in SM/Chol, T = 150 ns, Fit

60 'T 60 4 }
£ Vi 1
< 40 3 40 |
® N h b
b=
2
=
220
b5

0.,

16PC in SM/Chol, T_ = 500 ns, Sc- 16PC in SM/Chol, T, = 500 ns, Fit

W . &

o
£

Magnitude (Arb.)
-

Q
)

-50 , -50 N ;
12 (MHz2) f1 (MHz) 2 (MHz)

1 (MHz)

Figura 11.3.6: Espectros experimentais (2D-ELDOR S..) e respectivas simulagdes do marcador de spin 16-PC em
dispersdes de SM/Chol (1/1) a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Ty,

101



Capitulo 11.3 — Resultados e Discussdo

80

Magnitude (Arb.)
-
(=

Y
<
£

Magnitude (Arb.)
N
(o]

04

10

Magnitude (Arb.)

CSLin DPPC, T, =50 ns, Sc-
80 -

-50

CSL in DPPC, Tm =150 ns, Sc-

A 40
4%

ht m 10

-50

1 (MH2z) f2 (MHz)

CSLin DPPC, T =50 ns, Fit

-50

-50

CSLin DFPC, T, =500 ns, Fit

i f

f2 (MHz)

Figura i1.3.7: Espectros experimentais (2D-ELDOR S..) e respectivas simulagées do marcador de spin CSL em
dispersdes de DPPC puro a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Tp.

102



Magnitude (Arb.)
£ Lo)] oo
e P2

N
[=)
)

Capitulo 11.3 — Resultados e Discussdo

Q
L

&
(=]
P

Magnitude (Arb.)

Maghnitude (Arb.)
5 & 3

(8]
2

<
/

CSL in DPPC/Chol, Tm =50 ns, Sc-

80 J

‘,{ an 60\

40

-50

0

11 (MHz) 12 (MHz)

CSL in DPPC/Chol, T, =50 ns, Fit

-50

CSL in DPPC/Chol, T =150 ns, Fit

i‘} F‘{E[}l ‘ f

-50

CSL in DPPC/Chol, T = 500 ns, Fit

f1 (MHz)

f2 (MHz)

Figura 11.3.8: Espectros experimentais (2D-ELDOR S ) e respectivas simulagdes do marcador de spin CSL em
dispersées de DPPC/Chol (1/1) a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Tp.

103



150 4

100 .

Magnitude (Arb.)
(3]
.

Capitulo I1.3 — Resultados e Discussdo

o
i

]
<O
ya

Magnitude (Arb.)

N
Q
£

Magnitude (Arb.)

DPPTCinDPPC, T =50 ns, Sc-

150 |

100 4

80

DPPTCin DPPC, T, =500 ns, Sc-

4

L
i

204

1 (MH2)

f2 (MHz)

DPPTC in DPPC, T =50 ns, Fit

1 (MHz) 12 (MHz2)

Figura il.3.9: Espectros experimentais (2D-ELDOR Sc-) e respectivas simula¢des do marcador de spin DPPTC em
dispersdes de DPPC puro a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura T,

104



Capitulo 11.3 — Resultados e Discussdo

]
Q
QQ
/

-
(=]
o
L

Magnitude (Arb.)

150

Magnitude (Arb
S
o

)
o 223
Q Q
L ]

[
<
2

Magnitude (Arb.

Q
)

11 (MHz)

DPPTC in DPPC/Chol, TI11 =50ns, Sc-

DPPTC in DPPC/Chol, Tm =150 ns, Sc-

.f*;

DPPTC in DPPC/Chol, T =50 ns, Fit

200 h

150

100 .

.50

12 (MH2) 1 (MHz)

Figura 11.3.10: Espectros experimentais (2D-ELDOR S, ) e respectivas simulagdes do marcador de spin DPPTC em
dispersées de DPPC/Chol (1/1) a T=50°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Tp.

105



Capitulo 11.3 — Resultados e Discusséo

A partir dos pardmetros da Tabela 1.3.1 pode-se caracterizar, como serd visto,
detalhadamente as fases lipidicas de liquido cristalino (Lc) e liquido ordenado (Lo),
caracterizagdo esta feita tanto do ponto de vista das cadeias lipidicas e da estrutura rigida da
molécula de CSL, quanto do grupamento que compde a cabega polar do fosfolipidio.

Inicialmente, as simulagdes s3o analisadas em termos do mesmo marcador de spin
na auséncia € presenga de colesterol. Assim, o marcador de spin 16-PC se movimenta mais
rapidamente na fase de Lo do que na fase de Lc, tanto para amostras de DPPC quanto SM,
com um aumento nos valores de R, e Ry. Isto significa que as cadeias acil dos lipidios
tornam-se mais fluidas na presenca de colesterol, ou seja, na fase de Lo. O pardmetro de
ordem Sp para 16-PC em amostras contendo DPPC ¢ SM aumenta consideravelmente na
presenga de colesterol, indicando um ordenamento grande das cadeis acil ao longo do vetor
diretor local, ao passo que a anisotropia do tensor (S;) de ordem permanece praticamente a
mesma. O comportamento das taxas de difusdio rotacional e dos parimetros de ordem
parecem ser efeitos contraditérios, ou seja, apesar do movimento estar mais restrito (maior
ordem), as cadeias tém maior fluidez na fase de Lo do que na de Lc (Ipsen et al., 1987;
Straume & Litman, 1987; Shin & Freed, 1989). Além disso, um volume livre extra ( Freed,
1994) pode ser criado pela estrutura bastante assimétrica das moléculas de colesterol, o que
permitiria movimento mais rapido dos lipidios na fase de liquido ordenado. O aumento do
parémetro de ordem na presenca de alta concentragdo de colesterol na membrana também
leva a um aumento no efeito MOMD sobre os espectros de 2D-ELDOR. Isto pode ser visto
na forma de um aumento consideravel na largura dos picos diagonais (f;=f, “autopeaks™), o
que ¢ refletido nas simula¢fes como uma maior contribuigio para o alargamento Gaussiano
inomogéneo (A) tanto nas amostras de DPPC quanto naquelas contendo SM.

Além das taxas de difusdo rotacional e dos pardmetros de ordem, é possivel a

obten¢do de informagdes a respeito da taxa de difusfo translacional das cadeias lipidicas,
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como discutido na se¢do 11.2.3. A freqiiéncia de colisdes, refletida no pardmetro Wexe,
bimoleculares € o nimero a ser analisado. Da Tabela 11.3.1, pode-se observar que uma taxa
de “exchange” consideravel ¢ obtida a partir das simulagSes para as amostras de DPPC/16-
PC e SM/16-PC sem colesterol (fase Lc), fato este que indica maior mobilidade
translacional das moléculas de lipidio na auséncia de colesterol e que esta em pleno acordo
com as observagdes qualitativas apresentadas no inicio desta segdo e onde atentava-se para a
falta de picos cruzados nos espectros oriundos de amostras com colesterol (fase Lo). A falta
de picos cruzados pode, portanto, ser atribuida a falta ou pouca contribui¢io de mecanismos
que promovam a transferéncia de magetizagdo entre as linhas hiperfinas durante T, As
cadeias lipidicas apresentam, portanto, maior mobilidade translacional na fase Lo do que na
fase Lc.

Passando agora para a anélise dos resultados contidos na Tabela IL3.1 para o
marcador de spin CSL (que faz o papel de uma molécula de colesterol marcada), observa-se
que as taxas de difusdo rotacional deste marcador sdo muito mais lentas quando comparadas
aquelas obtidas para 16-PC independentemente da presenca de colesterol, devido a
diferenga entre 0 momento de inércia das cadeias acil e do “backbone” do grupo esterol,
como ja apontado na discussdo qualitativa dos espectros. As moléculas de CSL apresentam
taxas de difusdo rotacional menores na fase de Lo do que na fase de Lc, contrariamente as
cadéias lipidicas (16-PC), e pardmetros de ordem aumentando na presenca de colesterol para
um valor extremamente alto de 0,91. Este ordenamento bastante alto leva a um grande
alargamento inomogéneo em ambos os casos, mas com a fase Lo ainda mostrando valores
de Ay maiores do que aqueles para a fase Lc. Estes resultados estfio de acordo com estudos
anteriores de Kar et al. (1985) e Shin et al. (1990). A maior resolucio e sensibilidade a
dinémica da técnica de 2D-ELDOR, juntamente com a possibilidade de simular os espectros

dai obtidos, sdo uma maneira bastante confidvel de obter informagdes a respeito da difusio
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lateral de moléculas tipo esterol em membranas, aspecto que, ao contrario da mobilidade de
cadeias lipidicas, ainda carece de mais investigagdes. Assim, na Tabela 11.3.1, vé-se que, ao
passar da fase Lc para Lo através da adigdo de colesterol as amostras, diminui-se a
mobilidade lateral de moléculas de CSL drasticamente, fato refletido na auséncia de picos
cruzados nos respectivos espectros (Figuras 11.3.7 e 11.3.8). O que se depreende desse
resultado e daquele obtido para 16-PC em termos de mobilidade lateral é que o maior
empacotamento das moléculas de lipidios e colesterol na fase Lo previne as colisdes entre
os radicais nitroxidos ligados as cadeias acil € ao colestane (CSL).

A regido polar do fosfolipidio (também chamda de cabega polar e estudada pelo uso
do marcador DPPTC, v. Figura I1.2.6) tem um comportamento diferente daquele
apresentado acima para a regido das cadeias acilicas. Contrariamente aos espectros de 16-
PC e CSL, nenhuma diferenga significante € observada entre a fase Lo e a Lc em termos de
inspegdo visual dos espectros de DPPTC (Figuras 11.3.9 ¢ 11.3.10). Entretanto, as simulagdes
de tais espectros revela que a mobilidade rotacional aumenta consideravelmente na presenga
de colesterol (fase Lo), assim como ¢ observado uma diminuigdo razoavel no pardmetro de
ordem Sy. Essas observagdes estdo em concordéncia com estudos anteriores (Henze, 1980;
Tanaka et al., 1997; Ge et al., 1999). Neste ponto, ¢ importante lembrar que a estrutura das
moléculas de colesterol consiste de um anel tetraciclico e uma cadeia lateral carbonica que
se extende em diregdo ao centro da bicamada lipidica, € um grupo hidroxila localizado na
interface polar/ndo-polar. Isto ¢, as moléculas de colesterol estdio localizadas na membrana
mais ou menos na altura das cadeias acilicas dos fosfolipidios. Portanto, ao efeito das
moléculas de colesterol, criando espagos na regido polar da bicamada lipidica, tem sido
atribuido um enfraquecimento das interagSes entre as cabegas polares, o que levaria a
diminuigdo em Sy nessa regido (Yeagle et al., 1975; Mclntosh et al., 1989). Além disso, esse

enfraquecimento devido a presenga de colesterol faz com que as taxas de difusio rotacional
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R, e Ry para o DPPTC apresentem o maior aumento na fase Lo dentre os trés marcadores
usados (R, na fase Lo aumenta por um fator ~7 em relagdo a fase Lc e Ry por quase uma
ordem de grandeza, v. Tabela I1.3.1). Ou seja, a fase Lo caracteriza-se por uma difusdo
rotacional ainda mais rdpida e, consequentemente, maior fluidez, na regifio da cabega polar.
A mobilidade translacional na regifio polar segue o mesmo padrdo observado para 16-PC e

CSL, com sua drastica redugéo na presenga de alta concentragfio de colesterol.

11.3.1.2 Misturas de DPPC/Chol: Estudos em Funcdo da Temperatura e da
Concentracédo de Colesterol

Uma vez distingiiidas e caracterizadas as fases Lc e Lo de dispersdes lipidicas puras e
com alta concentragdo de colesterol ¢ mostrado quéo direto e detalhado podem ser estudos
de 2D-ELDOR dessas estruturas, uma analise das suas propriedades em fungio da
temperatura de medida e da quantidade de colesterol presente na amostra faz-se necessaria.
Assim, nesta secdo ¢ tomado apenas o marcador de spin 16-PC, mas desta feita, amostras
contendo diferentes concetragdes de colesterol sdo medidas a temperaturas indo desde cerca
de 20°C até tdo alto quanto 55°C. Sdo apresentados e discutidos dois grupos de resultados:
[1] aqueles referentes as amostras DPPC e DPPC/Chol (1/1) contendo o marcador 16-PC e
para o intervalo de temperaturas 20°C-55°C; [2] resultados para amostras de
DPPC/Chol/16PC com concentragdes variaveis de colesterol e para o mesmo intervalo de
temperatura anterior. O obejtivo €, portanto, tentar entender o efeito de altas concentragdes
de colesterol sobre as diferentes fases dos lipidios quando a temperatura ¢ alterada, bem
como associar esses resultados com aqueles oriundos de amostras com um quantidades
gradativamente maiores de colesterol.

Inicialmente, entdo, sdo apresentados nas Figuras 11.3.14-11.3.12 espectros de 2D-

ELDOR S.. € suas respectivas simulagdes do marcador de spin 16-PC em amostras de DPPC

109



Capitulo I1.3 — Resultados e Discussdo

e DPPC/Chol (1/1) para T=30°C. Para temperaturas menores que 41°C, os lipidios DPPC da
amostra sem colesterol estdo na fase gel e espectros caracteristicos para essa fase sdo
mostrados nas figuras citadas. Os pardmetros R, e Sy se mostraram mais sensiveis a
mudangas organizacionais da fase lipidica e os valores obtidos das simulagdes dos espectros
de 2D-ELDOR S.. das amostras 16PC/DPPC e 16PC/DPPC/Chol (1/1) para todas as
temperaturas estdo colocados na Tabela 11.3.2. A Figura 11.3.13 permite uma melhor
visualizagdo do comportamento daqueles pardmetros como func¢fio da temperatura, assim
como permite observar o efeito da presenca de colesterol sobre as propriedades de fluidez e
ordem das membranas lipidicas. Em temperaturas abaixo da transi¢do de fase gel-Lc, a
mobilidade rotacional € menor e o pardmetro de ordem maior do que os valores na fase Lc e
vé-se nitidamente uma transi¢do de fase acontecendo no pardmetro Sy em torno de 41°C.
Esta descrigdo é coerente com as defini¢Ses gerais conhecidas para essas duas fases lipidicas
(Yeagle, 1992) (ESR, nesse caso, ndo € sensivel as outras transi¢des que ocorrem em mais
baixa temperaturas, ja que as diferengas estruturais entre tais fases sdo menos dramaticas em
termos dos pardmetros medidos por EPRe dai a auséncia de outras transi¢cdes de fase na
Figura 11.3.13). A fase gel em que se encontram os lipidios da amostra de DPPC puro, como
esperado, apresenta um ordenamento maior que a fase Lc , e comparéavel aquele imposto
pelas moléculas de colesterol na fase de Lo. Mais especificamente, da Tabela I1.3.2A,
observa-se que R; diminui por um fator ~3 e Sy decresce por um fator ~4 quando se vai da
fase de Lc para a fase gel. Essas duas alteragdes fazem com que os espectros do marcador
16-PC na fase gel (Figura I1.3.11) sejam mais largos e menos resolvidos do que aqueles
relativos a fase de Lc¢ (Figura 11.3.3). Com isso, as simulag¢des de espectros de dados na fase
gel se tornam mais demoradas e trabalhosas, apresentando certas discrepdncias entre

experimento e simulagéo finais.
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Figura 11.3.11: Espectros experimentais (2D-ELDOR S.) e respectivas simulagdes do marcador de spin 16-PC
em dispersdes de DPPC puro a T=35°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Ty,
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Figura 11.3.12; Espectros experimentais (2D-ELDOR S..) e respectivas simulagdes do marcador de

spin 16-PC em dispersdes de DPPC/Chol (1/1) a T=35°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de
mistura Tp,.

Tabela 11.3.2: Parametros obtidos para o marcador 16-PC em amostras de DPPC puro e
DPPC/cholesterol (1/1) em varias temperaturas.

(A) DPPC/16PC
Temp (°C) R So
(x10%™)
57,3 2,50 0,12 (B) DPPC/Chol/16PC
52,0 2,40 0,14 5
478 2,48 0,16 Temp CC) Ry So
44,5 1,70 0,20 (x107s")
42.5 1.60 021 57,3 9,77 0,40
40,5 1,50 0,25 47,8 4,41 0,41
38,2 1,00 0,42 35,0 3,22 0,45
35,0 0,90 0,42 24,5 1,64 0,49

24,5 1,00 0,49
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Figura 11.3.13: Variagdo com a temperatura de R, (Ryp) € So do marcador de spin 16-PC em
dispersGes de DPPC puro e de DPPC/Chol (1/1). Dados da Tabela I1.3.2.

A principal caracteristica das curvas apresentadas na Figura 11.3.13 é a presenca de
uma transi¢do de fase em Sy para a amostra de DPPC puro e a sua auséncia na presenga de

50 mol% de colesterol na membrana (0 mesmo tipo de comportamento ¢ observado com o
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pardmtro S). O efeito da presenga de colesterol em concentragdes elevadas ¢, portanto, o de
manter os lipidios organizados de uma maneira Unica sobre o intervalo de temperaturas
medido, abolindo a transi¢do de fase pertinente e mantendo a membrana em um estado de
fluidez alta e de ordenamento também elevado (fase Lo). Uma comparagio menos
cuidadosa entre os espectros relativos a fase gel (Figura 11.3.11) e fase Lo (Figura 11.3.12),
poderia levar a se acreditar que tratam-se de espectros relativos a fases lipidicas com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, dada a presenga de linhas largas e auséncia de
picos cruzados. No entanto, mesmo quando a inspecdo visual falha ou é duvidosa, como
neste caso, as simulagdes através dos programas NLSPMC sdo capazes de distingiiir aquelas
duas fases, apontando, por exemplo, que a mobilidade dos lipidios ainda é relativamente
menor na fase gel ¢ que, nesta, ha interagdes de menor magnitude do que na fase Lc do tipo
“exchange”, ao passo que ndo ha tais interagdes nos espectros da fase Lo (valores de wey sdo
obtidos das simulagdes de espectros de DPPC a T=30°C, mas n3o de espectros de
DPPC/Chol a T=30°C). Isto demonstra a capacidade da técnica de 2D-ELDOR aliada ao uso
dos programas de simulagdo na distingdo de diferentes fases lipidicas mesmo quando o
reconhecimento de padrdes por inspegdo visual (como feito na comparagdo ente Lc e Lo)
torna-se dificil.

O passo seguinte no estudo da estrutura dindmica de membranas modelo &, entdo, a
medida e analise de espectros relativos a amostras contendo diferentes concentragdes de
colesterol. Esta parte do trabalho inclui-se em um projeto maior de colaboragio com o Prof.
Gerald Feigenson (Biotechnology Department-Cornell University) em que é buscado o
estudo completo da estrutura lipidica como fungdio da composigdo em membranas ternarias
de DPPC/DLPC/colesterol e SM/POPC/colesterol.

Para isso, foram medidas amostras de DPPC/Chol/16PC com concentragdes de

colesterol tendo como limites os dois casos analisados acima: 0 mol% até 50 mol%. A
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escolha das concetracdes de colesterol utilizadas se baseou em estudos por fluorescéncia
feitos por Feigenson & Buboltz (2001), onde é sugerido um diagrama de fases para misturas
de DPPC/DLPC/Chol (DLPC=dilaurilfosfatidilcolina). Assim, as amostras aqui estudadas
compreenderam composi¢des lipidicas ao longo do lado de tal diagrama de fase
correspondente a misturas bindrias de DPPC/Chol (Figura 11.3.14). As concentragles de

colesterol medidas foram 0, 10, 20, 30, 40 e 50 mol%.

Chol

0,66

_.E\ D

A/ C

B
DLPC 0,25 0.50 0,75 DPPC

Figura 11.3.14: Diagrama de fase para misturas de DPPC/DLPC/Chol a T=24°C. Cada lado
representa uma mistura binaria dos lipidios nos respectivos vértices. Os niUmeros correspondem as
concentracdes de cada componente, por exemplo, os nimeros crescentes na direcdo do Chol
representam a sua concentragdo na mistura. As fases acima sao identificadas como: A-fase lamelar
fluida rica em DLPC; B- fases fluida lamelar e ordenada rica em DPPC coexistindo; C- fase
ordenada rica em DPPC; D- fase que muda continuamente de ordenada para fluida; E- fase
ordenada-fluida; F- fase de liquido ordenado. As medidas de 2D-ELDOR foram realizadas segundo
o lado DPPC/Chol para [Chol] entre DPPC puro até 0.5. (adaptada de Feigenson & Buboltz, 2001).

Feigenson & Buboltz (2001) propdem modelos para explicar cada uma das fases,
mas algumas das fronteiras entre diferentes fases nfo estdo bem entendidas e determinadas.

Nesse ponto, 2D-ELDOR ¢é uma técnica bastante atil como mostrado na Figura 11.3.15,
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onde mostram-se os graficos de contorno correspondentes aos espectros do marcador 16-PC
em amostras contendo diferentes concentragdes de colesterol. As alteragdes devido a
mudangas da fase lipidica quando é aumentada a quantidade de colesterol sdo claras, com o
desaparecimento dos picos cruzados e alargamento dos picos diagonais. Para quantificar
reforgar este resultado, simulam-se os espectros para cada temperatura e cada concentragéo,
obtendo-se os pardmetros descritos anteriormente. A Figura 11.3.16 mostra a varia¢do dos
pardmetros R, Sy e S; do marcador 16-PC nas misturas de DPPC/Chol em fungfio da

temperatura e da concentragdo de colesterol.

50

50 -50

-50 0 0
2 (MHz) f2 (MHz)
Figura 11.3.15: Graficos de contorno dos espectros de 2D-ELDOR S, do marcador 16-PC em

dispersdes de DPPC/Chol com diferentes concentragdes de colesterol (17,3 GHz, T=50°C, T,=500
ns).

116



Capitulo 11.3 — Resultados e Discussdo
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(s')| —=—0 mol%

prp o
8 0x10° 4 ~—® 10 mol%
—wv— 20 mol%
1l ——30 mol%
—+—40 mol%
40x10° 4 —4A— 50 mol%

0.4 —
S0 - _
0.2 - _
-0.2 —
\9_’_ :./.
"0.4 1 I i | I l i

20 30 40 50 60
Temperatura (°C)

Figura I1.3.16: Variagdo com a temperatura de R, (Rup), So € S; do marcador de spin 16-PC em
dispersdes de DPPC/Chol para varias concentragdes de colesterol. Os parametros sdo obtidos a
partir de simulagdes dos espectros de 2D-ELDOR do marcador para as diversas temperaturas e
concentracdes de colesterol.
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Na Figura 11.3.16 vé-se com clareza o efeito do colesterol abolindo a transigio gel
para Lc dos lipidios DPPC a medida que sua concentragdo aumenta, criando nos gréficos
daquela figura duas regides distintas e limitadas por concentra¢des de colesterol em torno de
20 mol%. Assim, ¢ possivel concluir-se que a fase C no diagrama da Figura 11.3.14 deve
estar dividida em pelo menos duas outras fases, pois para concentragdes de colesterol em
torno de 20 mol% ja observa-se um padrdo qualitativo e quantitativo correspondente a fase
de Lo. Para tentar determinar essa fronteira com maior exatiddo, medidas para [Chol]=15
mol% foram feitas (dados ndo apresentados), onde os espectros ainda mostram crescimento
de picos cruzados e caracteristicas espectrais de lipidios em fases gel (T=30°C) e Lc
(T=50°C), o que indica a existéncia de uma fronteira entre 15 e 20 mol% dividindo a regido
C do diagrama de fase. O limite superior da regido C em 25 mol%, bem como outras regiGes
de interesse no diagrama de fase acima, ainda carecem de uma investigacio mais detalhada

via 2D-ELDOR, que mostrou ser uma técnica bastante conveniente para este tipo de estudo.

11.3.2 Estrutura Dinamica de Membranas Bleb

A aplicagd@o de técnicas de EPR bidimensional ao estudo de membranas biol6gicas
também mostrou-se frutifera, mas com algumas limitagdes temporarias. Como descrito na
se¢do 11.2.2, membranas bleb sdo membranas plasmaéticas de mastocitos que mediam o
processo de transmissdo de sinal do meio extra para o intracelular para receptores de IgE
(imunoglobulina E). Como ha o interesse em tentar-se distingiiir mudangas na organizagéo
dos lipidios quando da ligagdo do antigeno IgE as membranas (processo chamado de
estimulagdo ou ativagdo daqui por diante), as medidas foram feitas em amostras nio

estimuladas e estimuladas, ou seja, membranas na auséncia e na presenga de IgE.
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Os espectros de 2D-ELDOR Sc- do marcador de spin 16-PC em membranas bleb
ndo estimuladas e membranas estimuladas a uma temperatura de 28°C estiio colocados nas
Figuras 11.3.17 ¢ 11.3.18, respectivamente. Os espectros para as. demais temperaturas sdo
similares a esses e, por isso, ndo sdo apresentados. A Figura 11.3.19 contém a variagio com
a temperatura dos pardmetros R, e Sy obtidos das simulagdes dos espectros acima. Nessa
figura pode-se observar a auséncia de dados para membranas estimuladas em temperaturas
superiores a 28°C. Isto se deve ao fato de haver um decaimento muito pronunciado do sinal
do marcador de spin 16-PC durante as medidas para temperaturas acima desse limite. O
processo de estimulagdo das células com o antigeno parece criar agentes que reagem com o
nitroxido na membrana, matando o marcador de spin.

Apesar da dificuldade encontrada com as membranas estimuladas, os resultados de
2D-ELDOR na Figura 11.3.19 mostram que os lipidios em membranas bleb mostram um
comportamento de R, e Sy semelhante ao de dispersdes de DPPC/Chol (1/1). Os valores de
So s80 bem menores do que aqueles obtidos em dispersdes de DPPC/Chol (1/1), o que é um
resultado esperado em vista da maior complexidade das membranas bioldgicas, que ndo
garante uma estrutura altamente organizada como a fase Lo em membranas modelo. A
presenga de apenas uma componente nos espectros de 2D-ELDOR ndo significa que a
membrana seja homogénea, ja que marcadores podem estar presentes em outros dominios
cuja estrutura leva a um decaimento muito rapido do sinal de EPR, que fica perdido dentro
do tempo morto do espectrdmetro. Pode-se afirmar, todavia, que as membranas bleb
possuem porgoes significativas de sua estrutura em fase de liquido ordenado, que acredita-se
seja a fase lipidica presente em “rafts”de lipidios, os quais suportam os receptores de IgE,
como sugerido anteriormente (Holowka and Baird, 1996; Brown & London, 1998;

Anderson, 1998).
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Figura 11.3.17: Espectros experimentais (2D-ELDOR S..) e respectivas simulagdes do marcador de spin 16-
PC em membranas bleb néo estimuladas a T=28°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura Tp,.
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Figura 11.3.18: Espectros experimentais (2D-ELDOR S..) e respectivas simulagées do marcador de spin 16-PC
em membranas bleb estimuladas a T=28°C , 17,3 GHz e para uma série de tempos de mistura T,
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R, 8|

8.0x10° -

4.0x10° -

—a— DPPC

—a— DPPC/Chol (1/1)
—w— Bleb Nao Estim.
-—eo— Bleb Estim.
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Figura 11.3.19: Variagdo com a temperatura de R, (Ryp) € So do marcador de spin 16-PC em
membranas bleb ndo estimuladas e estimuladas comparados com os mesmos parametros em
DPPC e DPPC/Chol (1/1). Os parametros sao obtidos a partir de simulacdes dos espectros de 2D-

10 20 30 40

Temperatura (°C)

ELDOR do marcador para as diversas temperaturas.

Apesar de, até o momento, nfio ter sido possivel determinar claramente diferengas
entre os espectros de membranas estimuladas daquelas ndo estimuladas, algumas anélises

preliminares dos espectros acima indicam que as amostras estimuladas apresentam
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alargamentos homogéneos maiores do que membranas ndo ativadas, indicando maior
ordenamento local em torno do marcador. Esta ¢ uma diferenga sutil, mas significativa e que
carece de estudos mais detalhados das membranas bleb, talvez com a utilizago de outros

marcadores de spin para investigar regides diferentes na membrana.

11.3.3 InteragGes Lipidios-Peptideos: Lipidios “Boundary”

vs “Bulk” em Membranas contendo Gramicidina A’

InteragSes lipidio-proteina e lipidio-peptideo constituem uma linha de pesquisa em
que 2D-ELDOR pode ser uma ferramenta bastante util como demonstrado na presente
se¢d0. Aqui, toma-se o peptideo Gramicidina A’ (GA) em membranas modelo de DPPC
como objeto de estudo por EPR bidimensional e o interesse reside em se determinar os
efeitos da presenga de moléculas de GA sobre os lipidios na membrana.

A possibilidade de realizar experimentos de 2D-ELDOR com tempos mortos tdo
baixos quanto 20 ns, pulsos intensos de 7t/2 e tdo curtos quanto 5 ns ou menos, de maneira a
irradiar espectros tdo largos quanto 220 MHz, bem como outros avangos tecnologicos
recentes (Borbat ef al., 1997), permitiram, finalmente, uma distingdo clara entre lipidios
“bo{mdary” (aqueles nas vizinhangas das moléculas de GA) e lipidios “bulk” como
mostrado na Figura 11.3.20, onde as mudangas espectrais pela presenca de GA sfio muito
mais dramaticas do que aquelas detectadas anteriormente por EPR-CW (Ge & Freed, 1999).
Naquela figura, € mostrado também o espectro de 16-PC em DPPC puro para que possa ser
feita uma comparagdo. Nas medidas de 2D-ELDOR, membranas de GA/DPPC com alta
concentragdo de GA foram usadas como uma maneira de enfatizar a presenga dos lipidios

“boundary”. Estes apresentam espectros de 2D-ELDOR com picos diagonais (autopeaks)
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largos e sem nenhum pico cruzado (Figura I.3.20), comportamento de alguma forma
similar aquele observado para lipidios na fase de Lo discutida anteriormente. Ja os espectros
de lipidios “bulk” tém linhas mais estreitas com picos cruzados substanciais € que, em
principio, correspondem ao espectro de lipidios na fase de Lc (a ‘preseng:a de GA também

afeta a dinAmica de lipidios “bulk™).

16PC in DPPC, T, =400 ns 16PC in DPPC/GA (1/1), T =50 ns
200 }

100 -

100 - 16PC in DPPC/GA (1/1), T_ =400 ns 30. 16PC in DPPC/GA (1/1), T_=1600 ns

Figura 11.3.20: Espectros experimentais (2D-ELDOR S;) do marcador de spin 16-PC em
membranas de DPPC puro (alto a direita) e GA/DPPC (1/1) para T,=50, 400, 1600 ns, em 17,3
GHz e T=71°C. O espectro de DPPC puro é mostrado por motivos de comparacéao.

A presenca de moléculas de GA leva a formagéio de canais através da membrana,
com desidratagiio das bicamadas lipidicas e, consequentemente, um “mismatch” hidrofébico

(McMullen & McElhaney, 1996) (Figura 11.3.21). Para concentragdes de GA superiores a
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GA/DPPC=1/15 ocorre o rompimento de canais diméricos de GA com subsequente
agregacdo de mondmeros de GA e indugio da fase lipidica hexagonal Hy (Killian, 1992;
Van Echteld ef al., 1982). Ge & Freed (1999) sugeriram que a dobra da parte terminal das
cadeias acilicas dos lipidios em torno das moléculas de GA é o }Ilecanismo que suporta a
quebra dos canais, com posterior agregacdo das moléculas de GA a medida que mais GA ¢é
adicionada & membrana (Figura 11.3.21). Uma dobra do final das cadeias lipidicas ¢
refletida nos espectros de EPR do marcador 16-PC como um pardmetro de ordem negativo
(Ge & Freed, 1999), o que significa apenas que o eixo alinhado ao longo de z’' ndo é z'"'
como definido no programa, mas x'"’ (x-ordem) ou y""’ (y-ordem) (Figura 11.2.5).

Uma vez sendo possivel a medida de lipidios “boundary”, passou-se para a etapa
seguinte de um estudo completo de 2D-ELDOR que ¢ a utilizagdo dos programas de
simulagdo na caracterizagdo de tais lipidios. Neste ponto, o interesse reside, como esperado,
na determinagdo das propriedades estruturais e dindmicas em geral, mas com um aspecto
especial no que tange a conformag@o estrutural desses lipidios “boundary”, ou seja, se ha ou
ndo uma dobra da parte final das cadeias lipidicas onde esta localizado o marcador 16-PC.

As simulagdes aqui realizadas apresentam dois pontos inéditos em termos de
extensdo da aplicabilidade dos programas NLSPMC: (1) pela primeira vez foi tratado o
problema de simula¢des de EPR bidimensional contendo espectros com mais de uma
corr;ponente e (2) realizaram-se simulagdes dos dados de EPR bidimensional também no
modo SECSY, que, em se tratando de uma coleta de dados tipo eco, permite a separagao
entre alargamentos homogéneos e inomogéneos. O modo SECSY dos dados exprimentais é

obtido mediante a transformagao no dominio temporal t,—,+#; (Lee et al., 1994).
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Dois efeitos de GA:
+desidratacao
- hydrophobic mismatch

7 3
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Incorporacao de |
Gramicidina A (GA) bG

GA/DPPC > 1/15
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Figura 11.3.21: Esquema resumindo os efeitos de moléculas de GA nas propriedados de biomembranas.
Para concentracbes superiores a GA/DPPC>1/15, ocorre agregagdo de GA. As definigdes de lipidios
“boundary” e “bulk” também estéo representadas.
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A combinag@o de simulagdes de dados de 2D-ELDOR S.. ¢ SECSY foi fundamental
para a obtengdo de pardmetros fisica e quimicamente condizentes com a realidade,
contribuindo para solucionar o problema de ambigiiidade das simula¢des, quando mais de
um conjunto de pardmetros fornecem espectros teéricos razoaveis. .Para o caso de 16-PC em
GA/DPPC as simulagées dos dados em modo SECSY mostraram-se mais estaveis e
confidveis do que aquelas em que foram usados somente os dados de S... Assim, os
espectros foram primeiramente simulados em modo SECSY e o conjunto de parimetros dai
proveniente foi usado como ponto de partida para as simulagbes dos espectros 2D-ELDOR
Se--

As simulagdes dos espectros multicomponentes do marcador 16-PC em DPPC/GA
(1/1) a T=71°C e em 17,3 GHz e nos modos 2D-ELDOR S.. e SECSY podem ser vistas nas
Figuras 11.3.22 e 11.3.23, onde sdo apresentados os resultados para os dois casos limites de
ordem negativa (y-ordem) e positiva (z-ordem) dos lipidios “boundary”, respectivamente.
Apesar de somente 0s espectros para o valor mais longo de 7y, serem mostrados naquelas
figuras, as simulagdes foram feitas com todos os valores de T, medidos.

Os parametros finais obtidos para cada modo e para os dois casos de ordenamento
estdo colocados na Tabela I1.3.3. Dai, pode-se ver que os lipidios “bulk” tém alta
mobilidade rotacional (com simetria axial), pardmetros de ordem e alargamentos
inomogéneos pequenos, o que é compativel com lipidios na fase Lc em temperaturas
elevadas. Além disso, uma comparag@o entre as diversas partes da Tabela 11.3.3 no que
tange aos lipidios “bulk” leva a concluséo de que estes mostram caracteristicas similares de
mobilidade e ordenamento, independentemente, do modelo conformacional escolhido para o
lipidio “boundary”. Ou seja, o efeito da adigdo de GA ndo altera significativamente as

propriedades dos lipidios “bulk”.
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Figura 11.3.22: Espectros de 2D-ELDOR do marcador 16-PC e simulagbes (y-ordem para lipidio
“boundary”) nos modos SECSY (painéis superiors) e S.. (painéis inferiors) para os lipidios “bulk’e
“boundary” em membranas de GA/DPPC (1/1). Somente os espectros correspondetes ao T, mais

longo sfo mostrados. Dados experimentais estdo na coluna da esquerda com suas respectivas
simulagbes a direita.
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Figura 11.3.23: Espectros de 2D-ELDOR do marcador 16-PC e simulaces (z-ordem para lipidio
“boundary”) nos modos SECSY (painéis superiors) e S.. (painéis inferiors) para os lipidios “bulk’e
“boundary” em membranas de GA/DPPC (1/1). Somente os espectros correspondetes ao T, mais

longo s&o mostrados. Dados experimentais estdo na coluna da esquerda com suas respectivas
simulacdes a direita.
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Os lipidios “boundary”, por sua vez, apresentam movimentos mais lentos,
ordenamento muito maior €, consequentemente, maiores alargamentos Ag do que os lipidios
“bulk” em quaisquer das simulagdes realizadas (Tabela 11.3.3). Como dito anteriormente,
tais simulagdes se mostraram muito mais intrincadas do que o esperado, muito
provavelmente devido a uma arranjo estrutural complicado do lipidio “boundary”.

Como dito anteriormente, pardmetros de ordem negativos como aqueles mostrados
na Tabela 11.3.3A e C indicam uma baixa probabilidade do radical nitréxido estar alinhado
segundo o sistema de referéncia usado, ou seja, que ha um ordenamento do tipo x ou y-
ordem. Uma transformagdo de coordenadas como definido por Barnes & Freed (1998),
portanto, leva a novos valores para Sy e S; que mostram qual é o eixo de ordenamento
correto, nesse caso, um ordenamento tipo y-ordem. Além disso, outra maneira conveniente
de analisar tais pardmetros de ordem ¢ transforma-los da simetria axial Sp e S, em que sdo

usualmente para coordenadas cartesianas Sy, Sy € Sz, onde:

2V2

S, =8,

Uma analise dos pardmetros Sy, Sy € S, em cada caso e lembrando que os conjuntos de
parametros obtidos para os modos S;. ¢ SECSY devem concordar entre si, a menos dos
valores de alargamentos, o que serve como uma maneira de escolha do modelo
conformacional do lipidio “boundary”. As taxas de difusdo rotacional estdo em excelente
acordo quando comparados os resultados para S;.. ¢ SECSY em cada conformagao possivel
do lipidio “boundary”. Assim, vé-se que € possivel ajustar-se os modos S.. € SECSY com
um mesmo conjunto de pardmetros se o ordenamento do lipidio “boundary” é feito
negativo, uma vez que os valores de R, Ry, Sy, Sy € S; estdo em excelente acordo entre os

modos S.. € SECSY (partes A e C na citada tabela). O mesmo ndo ¢ obtido para um
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ordenamento positivo (z-ordem) convencional para o lipidio “boundary”, que em um caso
indica um ordenamento grande do tipo z-ordem (Tabela 11.3.3B-S.) € no outro indica ainda
uma z-ordem muito mais baixo e, por conseguinte, com uma conformagdo desviada de z-
ordem, possivelmente apontando ja para um alinhamento do tipo x ou y-ordem (Tabela
11.3.3D-SECSY). Outros dois pontos merecedores de nota se referem a condugdo do
processo de simulagfio com um ordenamento positivo do lipidio “boundary”, durante o qual,
por vdrias vezes, os pardmetros de ordem convergiram para valores negativos €, ainda, que a
subtragdo espectral entre experimento e simulagfo indica resultados ligeiramente melhores
para o caso de y-ordem do lipidio “boundary”. Com base nesses argumentos, pode-se
sugerir que a conformagdo dos lipidios “boundary” €, muito provavelmente, aquela
mostrada como y-ordem na Figura 11.3.21, onde a cadeia acilica tem sua porg¢do terminal
curvada e envolvendo a molécula de GA, em uma configuragéo altamente ordenada como se
depreende dos valores bastante altos para Sy na Tabela i.3.3 ¢ uma mobilidade rotacional
caracterizada ndo mais por uma simetria axial, mas por um movimento completamente
anisotr()i)ico (tensor R completamente assimétrico, Ry#Ry#R,) € mais complicado do que no

caso das membranas modelo.
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Com os projetos descritos ao longo da presente tese foi buscada a
investigagdo em nivel molecular de alguns sistemas de interesse biofisico através da
técnica de Ressondncia Paramagnética Eletronica, que foi usada tanto em seu modo
convencional (CW) no estudo da enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase (CCD), quanto
em seu modo pulsado na analise de problemas diversos ligados a estrutura dindmica
de biomembranas.

- Na primeira parte do trabalho foram descritas as caracteristicas que fazem da
enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase um sistema interessante a ser estudado e os
respectivos resultados obtidos que, além de EPR convencional, também contaram
com algumas informag¢des oriundas das técnicas de dicroismo circular (CD) e
absorcdo Otica.

A enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase foi por nds expressa e purificada
através de um protocolo desenvolvido por Broderick & O’Halloran (1991) e Araujo
et al. (2000). As amostras utilizadas envolveram a enzima CCD expressa com um
flagelo de seis residuos de Histidina necessarios durante o procedimento de
purificagdo e da enzima CCD clivada (chamada somente de CCD). As medidas de
CD da enzima CCD com e sem o flagelo de 6His para varias temperaturas mostraram

que a enzima apresenta folhas-f3 como maior contribui¢éo a sua estrutura secundaria
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(Tabela 1.3.1), resultado de acordo com aqueles obtidos por Araujo et al. (2000) e
Broderick & O’Halloran (1991). Além disso, o enovelamento da CCD mostrou-se
bastante estavel em um intervalo de temperaturas de 10-40°C, no qual os espectros
de CD sofreram poucas alteragdes. As medidas da atividade especifica indicam
temperaturas entre 20-25°C como sendo o intervalo em que tais enzimas funcionam
com atividade maxima, ressaltando-se apenas que a atividade da enzima CCD ¢
sempre cerca de cinco vezes maior do que aquela medida para a enzima com os
residuos de Histidina (Figura 1.3.6). Esta diferenca em atividade enzimatica também
foi observada por Aragjo et al. (2000) em estudos feitos com variagdo de pH. Os
espectros de EPR-CW indicam a presenga do ion Fe(IIl) no sitio ativo de ambas as
enzimas com simetria rombica e estado de spin alto (Figura 1.3.7, espectro da
CCD6His € o mesmo que o da CCD clivada), como esperado para grupamentos néo-
heme daquele tipo. Este fato sugere que a grande diferenga em atividade enzimatica
seja devida a impedimentos estéricos que impedem o substrato de entrar no bolsdo
onde estd localizado o sitio ativo da enzima.

Com base nas medidas de CD e atividade enzimatica por nds realizadas ¢
descritas acima, foi escolhida a temperatura de 25°C para que realizdssemos as
medidas de EPR, assim como optou-se por trabalhar apenas com a enzima ja clivada,
visto que este € sua forma natural. Esses experimentos nos permitiram a
caracterizagdo completa do sitio ativo da enzima, com a determinacdo dos valores de
g em banda X (g.=g2,=2,=4,2935), o que indica um valor de A=E/D=1/3. Essas linhas
sdo desdobradas em banda Q como visto no detalhe da Figura 1.3.7, onde é
observado um sinal axial com g,=4,319 ¢ g,=4,213, indicando que o valor de A ndo ¢

exatamente 1/3. O célculo dos desdobramentos de campo zero forneceu o valor:

134



CONCLUSAO

D=(1,3+0,2) cm™, que estd em acordo com valores usuais de D medidos para outras
proteinas com Fe(IIl). A quantificagdo do nimero de ion Fe(Ill) por molécula de
CCD forneceu o resultado de apenas um ion por molécula (Tabela 1.3.2), que apesar
de ser uma relagdo Fe/dimero pouco usual ja foi observada em outras enzima tipo
catecol dioxigenase (Nakai er al., 1990; Chen & Lovell, 1990). A t{tulagﬁo com o
substrato clorocatecol mostrou que o ion ferro passa do estado Fe(IIl) para Fe(Il)
durante o processo reacional, o que contradiz a afirmagdo sobre o mecaniso de
reagdo sugerido por Broderick & O’Halloran (1991), onde o estado de valéncia do
ferro é suposto constante durante a clivagem da molécula de O,. Medidas cuidadosas
com diferentes quantidades de substrato determinaram, através de um grafico de
Scatchard, a existéncia de um sitio de ligagdo para o clorocatecol na molécula de
CCD, o que corrobora e reforga a existéncia de um ion Fe(III) por CCD citada acima,
com uma constante de afinidade enzima-substrato k&=(2,7+0,1)x10° M.

A segunda parte do projeto envolveu a utilizagdo de um dos
desenvolvimentos mais excitantes em termos das chamadas técnicas modernas de
EPR, que ¢ a técnica de 2D-ELDOR para o estudo da dindmica molecular em
biomembranas. Dentre as possibilidades de uso de 2D-ELDOR, mostramos no
presente trabalho que a investigagdo de fases lipidicas em membranas e suas
mudangas em fungdo de transi¢des de fase e de variagdes de pardmetros externos ¢é
uma das aplicagGes mais ricas e promissoras de EPR pulsado. Os efeitos da presenca
de colesterol em membranas modelo ¢ um dos exemplos que enfatizam tais
aplicagdes, onde espectros de 2D-ELDOR por nés mediddos apresentam diferengas
marcantes como aquelas na Figura 11.3.1. O interesse por tal tipo de sistema reside

no fato de se saber que a presencga de colesterol em concentragdes elevadas em
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biomembranas leva os lipidios a se organizarem no estado de liquido ordenado ao
invés do usual estado de liquido cristalino (para temperaturas acima da transigéo gel-
Lc). O estado de Lo esta envolvido em diversos eventos celulares importantes, como
o processo de sinaliza¢do da superficie celular, o que justifica o interesse por seu
entendimento. Caracterizamos em detalhes membranas modelo de ‘DPPC puro e
DPPC/Chol (1/1) com os marcadores de spin 16-PC, CSL e DPPTC, que
monitoraram diferentes regides de tais membranas. Também medimos membranas de
SM pura e SM/Chol (1/1) com o marcador 16-PC com o objetivo de observar
possiveis diferencas nas propriedades do estado de Lo com a mudanga do lipidio. A
caracteristica dos espectros de 2D-ELDOR que mais enfatiza diferencas entre as
fases Lc e Lo € o desenvolvimento dos picos cruzados nos espectros da fase Lc ¢ a
sua auséncia na fase Lo (desenvolvimento muito mais lento). Este fato permite a
determinagdo da fase em que estdo organizados os lipidios na membrana por pura
inspecdo visual. As simulages através do pacote de programas NLSPMC nos
permitiram a quantificag@o de tais diferengas (Tabela 11.3.1), de onde se obtém que
as membranas em fase Lo tém maior fluidez e ordenamento na regifdo das cadeias
lipidicas do que a fase Lc, ao passo que, na regido das cabegas polares dos
fpsfolipidios, a fluidez se mantém alta para a fase Lo, mas a presenga das moléculas
de colesterol ocasiona o enfraquecimento das interagdes entre os grupos polares
nessa regido, levando a uma diminui¢do dos parametros de ordem dai provenientes.
A fase Lc apresenta maior mobilidade translacional (refletida no pardmetro wexc) do
que a fase Lo tanto na regido das cadeias lipidicas quanto na cabega polar. Do ponto
de vista das simulagdes, ainda, os lipidios DPPC e SM levam a membranas modelo

com caracteristicas semelhantes (Tabela 11.3.1). Em seguida, estudamos as varia¢des
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das propriedades das fases Lc e Lo como fungdo da temperatura, o que nos permitiu
visualizar outro efeito da presenga de colesterol na membrana que € a aboli¢do da
transigdo gel para Lc que ocorre em torno de 41°C para o lipidio DPPC. Por fim, em
relagdo a membranas modelo, investigamos por 2D-ELDOR um dos lados do
diagrama de fase proposto por Feigenson & Buboltz (2001), o‘nde, a maior
contribui¢do de 2D-ELDOR foi identificar a existéncia de duas fases diferentes
dentro da fase definida como C na Figura 11.3.14. Além disso, as simulacées dos
varios espectros medidos em fungdo da concentragéo de colesterol nos permitiram o
acompanhamento detalhado das mudangas estruturais ocorridas naquelas membranas
modelo. Uma extensdo natural da metodologia desenvolvida acima, € sua aplicagio
ao estudo de membranas biologicas. Nesse caso, a colaboragdo com o grupo da
Prof(a). B. Baird nos permitiu o uso das chamadas membranas bleb (membrana
plasmaticas com receptores para IgE). Através das medidas de 2D-ELDOR foi
possivel determinarmos a presenca de dominios em fase de Lo em tais amostras,
caracterizados por pardmetros cujo comportamento em fun¢do da temperatura é
similar aquele obtido para membranas ricas em colesterol (Figura 11.3.19).
Infelizmente, nédo foi possivel um estudo completo para posterior comparagio entre
0s resultados obtidos com membranas bleb ndo estimuladas pelo antigeno e aquelas
submetidas a presenga de IgE.

Finalmente, demonstramos as virtudes de 2D-FT-EPR em estudos sobre o
efeito do peptideo Gramicidina A’ (GA) na dindmica de membranas modelo. Os
avangos tecnolégicos recentes nos permitiram, pela primeira vez, a medida via 2D-
ELDOR dos chamados lipidios “boundary” nesse tipo de amostra, que, dada a alta

resolugdo e maior sensibilidade ao movimento das técnicas de EPR bidimensional,
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fornecem um quantidade de informagfo muito maior que experimentos de EPR
convencional, por exemplo. Mostramos claramente na Figura 11.3.20 que os
espectros sdo constituidos de duas componentes, uma atribuida aos lipidios “bulk” ja
vista anteriormente por Patyal et al. (1997), e a outra correspondente aos lipidios
“boundary”. A presenga de moléculas de GA ndo muda draéticamente as
propriedades de mobilidade e ordem que seriam esperadas da membrana contendo
apenas o lipidio “bulk”, ou seja, mobilidade alta e baixo ordenamento das cadeias. J4
espectros dos lipidios “boundary” apresentam caracteristicas de um lipidio que, como
esperado, se reorienta mais lentamente. As simulagdes de tais espectros, onde pela
primeira vez usamos duas componentes em 2D-ELDOR e também os dados
experimentais em modo SECSY (“spin-echo”), apontam para uma conformacio
dobrada (y-ordem ou ordem negativa) no final da cadeia acilicas dos lipidios
“boundary”, possivelmente oriunda do “mismatch” hidrofobico causado pelas
moléculas de GA (Tabela 11.3.3). Além disso, se percebe que os lipidios “bulk” nio

sdo afetados pelo modelo escolhido para a simulagdo da componente “boundary”.

Proposta para Trabalhos Futuros

Como € usual, ao final de um trabalho de tese, sempre ha indicagdes de
caminhos a serem seguidos para a continuag@o e finalizagdo completa dos projetos
desenvolvidos. Aqui isto ndo ¢ diferente e podem ser colocados como aspectos
interessantes a serem investigados, os seguinte:

(1) em relagdo a enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase, o estudo detalhado do

processo reacional na auséncia de oxigénio, na tentativa de confirmar
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)

modelos dessa reagdo disponiveis na literatura ou de estabelecer um outro
condizente com nossas observagdes. Além disso, o uso de técnicas de EPR
pulsado (ESEEM, em particualr) também ajudara na determinagdo de
ligantes do ion Fe(III) durante tal processo reacional.

em relagdo estudo de biomembranas, as possibilidades séo enormes ¢
envolvem a participagdo do grupo de Biofisica do IFSC-USP e do
“Advanced Center for ESR Technology” da Universidade Cornell. Algumas
delas podem ser facilmente citadas: o estabelecimento do diagrama de fase
para misturas de DPPC/DLPC/Chol por EPR-CW segundo sugerido pelo
Prof. G. Feigenson, ou seja, envolvendo medidas rapidas de EPR-CW com
amostras varrendo todo o diagrama e, posteriormente, a escolha de outras
regides interessantes para o uso de 2D-ELDOR (como por exemplo, a
posi¢do no meio do diagrama, onde se passa por varias fases lipidicas); o
estudo de membranas ternarias de DPPC/SM/Chol na tentativa de testar a
afinidade diferenciada de colesterol por diferentes lipidios € também um
objetivo factivel; estudo de interagdes GA-lipidios agora com diferentes
concentragdes de GA e outras temperaturas, com o objetivo de entender o

processo de formagédo da fase Hy; induzida pela presenga de GA.
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