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Resumo

RESUMO

A associa¢io lipidio/citocromo ¢ é importante e deve ser estudada, poils repercute na
atividade peroxiditica da proteina abordada e pode contribuir para o processo apoptotico, ou
motte programada da célula, e também desempenha um papel significativo na cadeia
respiratoria. '

A natureza e a especificidade da interacio do citocromo ¢ com bicamadas hipidicas tém
sido bastante investigadas ultimamente, mas informacdes detalhadas e precisas sobre tais
assuntos ainda ndo existem. E aceito que ocoffe primeiramente uma interacio eletrostitica
entre a proteina citocromo ¢ e as membranas fosfolipidicas. Em seguida, ha uma interagio
hidrofébica. Entretanto, ainda nio é bem compreendido o papel da cadeia fosfolipidica.

A associagio do citocromo ¢ com membranas lipidicas induz mudangas no estado de
spin do itomo de ferro. A interacio entre as vesiculas carregadas ¢ o citocromo ¢ induz
mudangas estruturais na proteina, as quais sio refletidas no seu centro ativo, ou grupo heme.
As mudangas do campo cristalino no sitio do ferro heminico de forte para fraco sio
acompanhadas por mudangas do estado de spin de baixo para alto, tespectivamente. Neste
trabalho, estuda-se sistematicamente a natureza da Interagio entre o citocromo ¢ e a cadeia
fosfolipidica. As mudancas estruturais no grupo heme foram correlacionadas com a natureza
do lipidio, ou seja, com a carga da cabeca e com o tamanho ¢ o tipo da cadeia fosfolipidica.
Foram utlizados treze lipidios diferentes, naturais e sintetizados, com cabegas polares
negativas € neutras e com cadeias carbénicas saturadas e insaturadas de diferentes
comprimentos. Para tal investigacdo, utilizamos as técnicas: Ressonincia Paramagnética
Eletronica (RPE) Onda Continua (CW) e Pulsada (PW) e Dicroismo Circular Magnéuco
(MCD). As técnicas enunciadas avaliam as mudancas de estado de spin e a simetria do
citocromo ¢ nos seus estados férrico e ferroso. A intera(;io lipoprotéica lipidio/citocromo ¢ foi
avaliada com lipidios diferentes, inclusive com o lipossomo PCPECL, que mimetiza a
membrana interna da mitocdndria nos eucariontes. A partir dos resultados experimentais,

sugerimos um modelo para esse tipo de associacio.



Abstract

ABSTRACT

- This association lipid./ cytochrome c is interesting to study in order to understand the
peroxidase activity of this protein, that plays an important role in the respiratory chain and in
the apoptosis process or the programmed cell death.

The nature and specificity of the interaction of cytochrome ¢ with lipid bﬂayers have
been major goals in recent studies, but detailed information on that issue is not yet widely
available. In this regard, it is generally accepted that the electrostatic interaction is an impottant
factor in the association of cytochrome ¢ with phospholipid membrénes, followed by a
hydrophobic interaction. However, the role played by the phospholipid chain is not well
understood.

The association of cytochrome ¢ with negative membranes induces a change.in the
heme iron spin state. The interaction between the charged vesicles and cytochrome ¢ leads to
structural changes in the active central or heme group. The changing of the crystalline field of
the heme iron from strong to weak is accompanied by spin states changes from low to high
spin, respectively. These facts concerned us to investigate more systematically the nature of
the interaction between cytochrome ¢ and the phospholipid chains. The lipid-induced effects in
the heme iron crystalline field are correlated to the nature of the charged head group and to
the size and type of the phospholipid chain. Thirteen different lipids, nature and synthetic,
were used, with negative and neutral polar head group and saturated and unsaturated acyl
chains with different length. This work investigates the change of heme iron spin state and
symmetry of ferric cytochrome ¢ using Continuous Wave (CW) and pulsed (PW) Electron
Paramagnetic Resonance (EPR) and Magnetic Circular Dichroism (MCD) techniques. These
techniques analyze the spin state change and the symmetry of the iron cytochrome ¢ in its
ferric and ferrous states. The effect of the different lipids were analyzed, including PCPECL

membrane that mimetics the inner mitocondrial membrane in eukaryotes.

iii
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LINTRODUCAO

Este trabalho envolve a interagdio da proteina citoctomo ¢ proteina penférica da
membrana intema da mitocéndria, com vesiculas lipidicas. Para situar o estudo em questio,
serio apresentados alguns conceitos: os fosfolipidios, as membranas biologicas, detalhes

estruturais do citocromo ¢ e a interagio lipidio/citocromo ¢ como uma revisio bibliografica.
Os fosfolipidios

Lipidios sdo compostos extraidos de tecidos bioldgicos pelo uso de solventes de baixa
polaridade como éter, cloroférmio, etc.. Os lipidios possuem vanas fungdes bioldgicas
importantes como reserva energética, hormonios, detergentes biologicos e elementos
estruturais de membranas. Nessa categoria, destaca-se o grupo dos fosfolipidios que incluem
os ghcerofostolipidios e os fosfoesfingolipidios.

As moléculas de fosfolipidios apresentam basicamente uma cabega polar, um grupo
fosfato e duas cadeias carbonicas (apolares ou hidrofébicas). A proptiedade anfifilica dos
fosfolipidios permite que a interagio com a 4gua crie interfaces e possibilite a separagio dos
compartimentos celulares contendo solu¢des aquosas. As Figuras 11 e 1.2 a seguir ilustram

diagramas esquematicos de fosfolipidios.

Cabega Polar

Grupo Fosfato

Cadeia Carbonica

Figura L1. Representagio esquemdtica de um fosfolipidio.
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Figura 1.2, Representagio esquematica (#) do 4cido estedrico (CH3(CHz2)1sCOOH) e (4) do icido oléico
(CH3(CHz)7=CH3(CHz); COOH).

As propriedades dos lipidios tém sido estudadas em dois tipos de sistemas bem
definidos: as vesiculas lipidicas e as bicamadas de membranas planares. As vesiculas lipidicas,
ou lipossomos, sdo compartimentos aquosos envolvidos por uma bicamada lipidica (veja a
Figura 1.3). Elas sdo formadas pela suspensio do lipidio, por exemplo a fosfatidilcolina, em
meio aquoso que € sonicada, isto € agitada com ultra-som, para obter a dispersio das vesiculas

fechadas em tamanhos menores e quase uniformes.

Meio
Aguose

-~

Figura I.3. Representacio esquemitica de uma vesicula lipidica ou lipossomo.
As membranas

As membranas bioldgicas possuem como base estrutural uma bicamada de
fostolipidios de diferentes composi¢des. Proteinas diferentes interagem de forma peculiar com
as bicamadas lipidicas, formando um gparelhe biologico de fundamental importincia para a
vida.

Essas proteinas mediam fungdes distintas nas membranas, como transporte,
comunicagio e transducio de energia. As membranas em geral diferem na composigio lipidica,
a qual reflete a especializagio celular.

Algumas proteinas estio apenas associadas 4 superficie da membrana e podem ser

dissociadas por processos relativamente faceis, como através de uma solugio de alta for¢a
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10nica. Entretanto, outras proteinas de membrana estio total ou parcialmente inseridas na
bicamada lipidica e somente podem ser separadas com o uso de detergentes ou solventes
organicos. Essa diferenca de dissociabilidade tem levado alguns investigadores a classificar as
proteinas de membrana como periféricas ou integrais (Figura 1.4). Varias de tais proteinas

extbem atividades biologicas vitais para a célula, como por exemplo, os citocromos.

Figural4. Represehtagﬁo cscjﬁeknéﬁca de uma membrana libé-proteica.

Os ctocromos

Os citocromos sdo hemoproteinas constituidas de uma cadeia polipeptidica e uma
molécula planar contendo um fon de ferro (grupo prostético) conhecido como grupo heme
(Figura 1.5). Nos citocromos, o ferro heminico pode alternar seu estado de oxidagfo passando

do estado reduzido (Fe®"} para o estado oxidado (Fe’").

qoor FO0 M Grupos R
GH, CH,
CH, o,
3,
£
HyCo ™ 4” \c CH,
= ; #— Anéis pirrilicos
T e —c
4 \ d
He, /\ F“ - Pontes Metilenicas
S
HG
% € £—CH
Ry Ree, 3
H \F/é\c/ G

E:'*CHa —Grmpos R
Figura L.5. Grupo heme.

De acordo com os ligantes dos seus anéis pirrdlicos (grupos R) e de acordo com o
modo como o anel porfirinico se associa a cadeta polipeptidica, os citocromos sio classificados
em grupos: 4, 4, c e f. Esses grupos possuem estruturas e propriedades distintas. O grupo
prostético dos citocromos 4, ¢, ¢ ¢ sdo ferro porfirinas, comumente chamadas heme. No
citocromo &, o heme ndo esta ligado covalentemente a proteina, enquanto que, no caso dos
citocromos do tipo ¢, o heme esta ligado covalentemente a proteina através de pontes Hoeter
formadas com residuos do aminoacido cisteina. Os citocromos 4 e a; tém um grupo prostético

diferente, chamado heme A. A maioria dos citocromos esti envolvida na transdugio de energia
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para produzir ATP através da oxidagio de metabdlitos ou por fotossintese e se encontra
diretamente associada a sistemnas de membranas. Os citocromos 4, ¢, ¢, @ e @, estio localizados
na mitocdndria. As mitocondrias sio organelas que tém como fungio a produgio de energia
através da respiragio celular (Glicose+O, — H,0+CO,+ energia em forma de ATP) (Figura
L6).

Cristas meitocondrials
\ng . Fspaps intermembrana

Figura 1.6. Diagrama de uma mitocdndria.

Moléculas de ATP sdo geradas em trés estidios do fluxo de elétrons através da cadeia
transportadora, do NADH até o O,. Os trés estadios sdo: 1) entre 0 NADH e CoQ, 2) entre o

citocromo & e o citocromo ¢ e 3) entre o citocromo ¢ ¢ O, (Figura L.7).

H+ H+
ﬂ ﬂ Citc H*ﬂ

Citocromos bc; '”’H“l

{citocromo ¢

]

NADH + H+ NAD+ 2H+* + 1405 .0

Figura 1.7. Diagrama simplificado da cadeia transportadora de elétrons da mitocéndria. Elétrons fluem do
complexo NADH desidrogenase através da Coenzima Q para o complexo citocromo 4. O citocromo ¢ € uma
proteina pequena e solavel da membrana perifénica que carrega elétrons do complexo #-¢; para o complexo
citocromo oxidase aa,.
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Os citocromos b, ¢, e fsio encontrados nos cloroplastos, que sdo organelas presentes
nas células eucariontes vegetais. Essas organelas atuam na fotossintese e possuem, como
principal pigmento captador de luz, a clorofila. Os citocromos P450 e b5 sio encontrados na
membrana mitocondtial externa e no reticulo endoplasmitico liso. O reticulo endoplasmatico é
um sistema de membranas com viras fungdes: producio de lipidios, desintoxicacio de

substincias, producio de proteinas, transporte de substancias, etc..

O dtocromo ¢

Em eucariontes, o citocromo ¢ estd localizado na intermembrana da mitocdndria e,
como ja se relatou, atua na cadeia transportadora de elétrons carregando um elétron do
complexo citocromo b-c, para o complexo citocromo oxidade a-a,;, ambos proteinas integrais
de membrana.

O citocromo ¢ de coragao de cavalo € uma das proteinas mais bem caracterizadas em
termos de sua estrutura tanto em estado cristalino (Takano ¢ col, 1973; Bushnell ¢ o/, 1990)
como em solugio (Banci e cf, 1997). Esse citacromo é uma hemoproteina contendo uma
cadeia polipeptidica simples de 104 aminoacidos. Quanto a estrutura secundaria, o citocromo ¢
pode ser descrito como sendo composto por trés hélices-0t maiores e duas hélices-0t menores
interconectadas pela cadeia polipeptidica envolvendo o heme em um arranjo esférico (Figura
1.8). O grupo heme nao esta completamente protegido pelo arranjo polipeptidico da proteina,
sobrando poucos atomos do anel potfirinico expostos ao solvente. Outra caracteristica
importante dessa seqiéncia de aminoacidos ‘é o alto teor de lisinas, o que faz do citocromo ¢
uma proteina muito basica, com ponto isoelétrico 10. Em pH neutro, o citocromo ¢ posui
carga liquida positiva de 8 unidades. A distribuigdo das cargas positivas aparece em maior parte
a partit do residuo da lisina 19, o que confere “a proteina um momento de dipolo elétrico de
325 e 308 D para a forma oxidada e a forma reduzida, respectivamente. O potencial de

reducio do citocromo ¢ € de +260 mV.
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@

Figura I.8. Representacio do citocromo ¢ ilustrando (a) representagio atémica
usando o modelo de esferas ¢ (b} representacio por rbbons, utilizando-se o programa
LabWiew. Fm ambas as representages, o grupo heme estd ilustrado em azul.

Como todo citocromo do tipo ¢ o citocromo ¢ respiratorio possui o grupo heme
covalentemente ligado a cadeia polipeptidica da proteina através de pontes tioeter com dois
residuos de cisteina 14 e 17. O dtomo de ferro esti coordenado octaedralmente com os
ligantes axiais proximos da histidina 18 e da metionina 80. Esses dois ligantes axiais (o enxofre
da metionina 80 e o nitrogénio da histidina 18) formam ligagées do tipo ligantes fortes e
mantém o heme em um estado de baixo spin na forma de oxidacio Fe** do citocromo ¢

(Feher, 1970) (Figura L.9).

H,C ¢ C=C—CH,—
/S——Fp —N .
Met 80 CH \C=N Hist 18
P H
CH, N
7/ Grupamento
hemo

Figura 1.9. O dtomo de ferro heminico do citocromo ¢ ferico liga-se a um dtomo de
enxofre de uma metionina e 4 um 4tomo de nitrogénio de uma histidina.
A sexta coordenagio do 4tomo de ferro, Fe-S (Met 80), nio ¢ considerada

particularmente uma ligagio estivel. De fato, a ligacio Fe-S ¢ facilmente quebrada por
aumento do pH ou por aumento da temperatura (Wiithrich ¢ wf, 1971) ou o enxofre é
substituido por ligantes anidnicos, como CN", Ny, ou imidazol (Sutin & Yandell, 1972). O
enfraquecimento da ligagio Fe—$ constitui 0 mecanismo chave para a transigio do estado de

spin baixo para o estado de spin alto do 4tomo de ferro do heme no citocromo « Quando
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ocorre a perda da ligagdo do ferro heminico com a metionina 80, um pequeno dominio da
seqiiéncia dos residuos de 78 a 90 move-se, afastando-se do heme. Esse movimento
usualmente ocasiona uma abertura e uma conseqiiente exposigio do heme, o que pode
facilitar o transporte de elétrons.

A multiplicidade de fungGes ja caracterizada para o citocromo ¢ pode explicar a
seqliéncia altamente conservada, nos diversos seres vivos, da referida proteina, cuja estrutura
tridimensional e cuja resolugio atomica ja sio conhecidas h4 muitos anos (Takano e o/, 1973).

O citocromo ¢, diferentemente dos outros componentes da cadeia respiratoria, que sio
proteinas grandes e integrais de membrana, é uma proteina pequena e périférica ligada 3 face
externa da membrana interna da mitocdndria. Por isso, o citoctomo ¢ é considerado um
carreador mével com multiplas fungdes quando em fase aquosa. Sendo uma hemoproteina, o
citocromo ¢ pode atuar como peroxidase/oxidase. Devido a sua localizacio (lado externo da
membrana interna da mitocondtia), o citoctomo ¢ pode atravessar a membrana externa e
disparar a apoptose no citossol.

Apoptose, ou morte celular programada, € um tipo de antodestruizdo celular que requer
energia e sintese protéica para a sua execucio. FEsse fendmeno esti relacionado com a
homeostase na regulagio fisiolégica do tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto ao
da mitose. Portanto, consiste em um tipo de morte programada, desejivel e necessatia, que
patticipa na formagio dos drgios e que petsiste em alguns sistemas adultos como a pele e o
sistema imunologico.

Diferenternente da necrose, na apoptose nio existe liberagio do conteudo celular para
o intersticio e portanto nio se observa inflamacio ao redor da célula morta. A necrose
representa um fendmeno degenerativo irreversivel, causado por uma agressio intensa.

Evidéncias recentes suportam o conceito de que o crescimento tumoral i# zv0 depende
da evasio dos mecanismos homeostiticos de controle que operam via inducio de morte
celular por apoptose. A indugio de apoptose, seja através de mecanismos imunolégicos seja
por outtos mecanismos homeostiticos especificos, parece ser exttemamente importante no
processo de eliminagio de células sofrendo transformagio maligna. Danos nio reparaveis no
DNA (por mutagdes ou infecgdes virais) aparentemente iniciam o processo de apoptose. E
importante salientar que muitos dos genes que condicionam a proliferagio celular {chamados

oncogenes e genes supressores de tumores) estio também envolvidos na iniciagio do
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processo de apoptose. Assim, a apoptose representa um mecanismo de eliminagio seletiva de
células que podeﬁam prejudicar o bem estar do organismo.

Resultados de investigagbes mais recentes (Yang ¢ col, 1997) tém mostrado que o
citocromo ¢ migra para o meio citossdlico e participa do mecanismo ApOPLoOtco Nio como

transportador de elétrons mas com agio peroxidatica.

A interagdo lipidio-citocromo ¢

Estudos do complexo citocromo ¢/membrana vém sendo re;ilizados com uma
variedade de espécies lipidicas e condi¢oes experimentais, usando bicamadas. lipidicas simples e
multicomponentes em filmes de lipidios orientados ou em multicamadas dispersas (Nicholls,
1974; Shipley ¢ col, 1969; Gulik-Krzywicki e col, 1969; Papahadjopoulos ¢ w/, 1975; Van
Griffith, 1975; Brown & Wiithrich, 1977; Mac Naugtan e co/, 1985; Morse & Deamer, 1973;
Tesste, 1981; Szebene & Tollin, 1988; Cullis & de Krwjff, 1979). Essas investigacdes tém
demonstrado a natuteza dupla da interacio entre o citocromo ¢ ¢ as membranas lipidicas.
Experimentos tém demonstrado que a ligagio ¢ iniciada por uma interacio eletrostitica com a
superficic da membrana, seguida por uma interacio hidrofébica entre a proteina e a cadeia
carbonica do lipidio no interior da referida membrana (Gulik-Krzywick ¢ cof, 1969;
Papahadjopoulos ¢ cof,, 1975; Tessie, 1981; Szebeni & Tollin, 1988; Cullis & de Krugff, 1979).
A ligagio do citocromo ¢ com os fosfolipidios acidicos, inclusive com a cardiolipina, que é um
importante componente da membrana interna da mitocéndria {Daum, 1985), induz mudancas
estruturais locais envolvendo imediatamente o ambiente e a coordenacio do grupo heme
(Vicent & Levin, 1986; Vicente ¢ co/, 1987, Hildebrandt & Stockburger, 1986; 1989a,b;
Heimbutg ¢ ook, 1991), como também maiores alteragdes na conformacio do esqueleto
estrutural da proteina, inclusive a perda e a desestabilizacio de sua estrutura (Jor1 e col., 1974;
Muga ¢ col, 1991; Spooner & Watts, 1991a; de Jongh ¢ col, 1992; Heimburg & Marsh, 1993).
Correspondentemente, a ligagio da membrana com o citocromo ¢ pode alterar a estrutura da
fase do lipidio, induzindo possivelmente uma estrutura miscelar invertida (Cullis & Krujff,
1979; de Kruijff & Cuilis, 1980; Rietveld ¢ w/, 1983; Mustonen ¢ o/, 1987; Spooner & Watts,
1991b, 1992; Pinheiro & Watts, 1994a,b). Essa ultima observacio tem dado suporte para a

sugestio de que fosfolipidios acidicos podem estar funcionalmente envolvidos na importacio
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de proteinas para a mitocéndria (Jordi & Kruiff, 1995; Henning & Neupert, 1981; Pfanner ¢
col., 1987; Jordi ¢ cof., 1989).

Interagdes eletrostaticas entre o citocromo ¢ ¢ membranas carregadas negativamente
sao bem documentadas, entretanto o envolvimento de interagdes hidrofdbicas ainda tem
gerado controvérsias. Esse conceito foi originalmente proposto baseado na observagio de que
o citocromo ¢ promove permeabilidade idnica em vesiculas fosfolipidicas (Kimelberg &
Papahadjopoulos, 1971) e pode tanto induzir mudancas significativas no interior da regido
hidrofébica da membrana lipidica (Gulik-Krzwicki ¢ ¢/, 1969) como modificacdes da
temperatura na transicio de fase da referida membrana (Papahadjopoulos ¢ wl, 1975).
Entretanto, tanto ha estudos espectroscopicos e de difracio de raios-X que discordam da
hipétese de penetragio da proteina na regido hidrofdbica da bicamada lipidica (Van & Gnitfith,
1975; MacNaughtan ¢ o/, 1985) como hi também resultados espectroscépicos que indicam
que a penetragio ocorre (Brown & Whithrich, 1977; Morse & Deamer, 1973; Tessie, 1981;
Szebeni & Tollin, 1988).

Estudos utilizando medidas de cinética por espectroscopia Optica (Szebeni & Tollin,
1988), métodos eletroquimicos (Salamon & Tollin, 1991a,b) e fluorescéncia (Rytdmaa &
Kinnunen, 1995) tém sustentado a idéia de que tanto as interacdes eletrostaticas como as
hidrofébicas podem ocorrer entre o citoczromo ¢ e 2 membrana lipidica.

Neste trabalho, objetiva-se estudar sistematicamente a natureza da interagio entre o
citocromo ¢ e a cadeia fosfolipidica. As mudangas estruturais no grupo heme estio sendo
correlacionadas com a natureza do lipidio, ou seja, com a carga da cabega e com o tamanho e o
tipo da cadeia fosfolipidica. As técnicas Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) Onda
Continua (CW) e Pulsada (PW) e Dicroismo Circular Magnético (MCD) foram utilizadas, pois
permitem avaliar as mudangas de estado de spin é a.simetria do citoctomo ¢ nos seus estados
férrico e ferroso. A interagio lipoprotéica lipidio/citoctromo ¢ foi estudada com lipidios
diferentes, inclusive com o lipossomo PCPECL, que mimetiza a membrana interna da
mitocondria nos eucariontes. A partir dos resultados experimentais, sugerimos um modelo
para esse tipo de assoclagido. A associagﬁo lipidio/citoctomo ¢ é importante pois repercute na
atividade peroxidatica da proteina abordada, a qual desempenha um papel significativo na
cadeia respiratdria e no fenémeno da apoptose celular.

Este texto esta dividido em sete capitulos: I. Introdugio, II. Consideracdes Tedricas,

III. Material e Métodos, IV. Resultados, V. Discussio, VI. Perspectivas e VII. Conclusées. No

I 5 romopu g
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Capitulo II, faz-se utna introdugio tedrica sobre as técnicas espectroscopicas utilizadas. No
Capitulo III, apresentam-se a metodologia da preparagio das amostras, a descrigio dos
equipamentos utilizados e o tratamento dos dados. No Capitulo IV, os resultados sao

apresentados. Os Capitulos V, VI e VII contém as discussdes dos resultados, as perspectivas ¢

as conclusoes do trabalho.
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Capitulo 1I. Consideragbes Tedricas

ILCONSIDERACOES TEORICAS

O don ferro em hemoproteinas

Um itomo de ferro possui 26 clétrons, sendo que 18 estio em camadas fechadas e 8
estio na configuragio orbital 3d° 4s’. Nas hemoproteinas, os 4tomos de ferro aparecem
geralmente no estado Fe’* (férrico) e no estado Fe®" (ferroso) e as configuragdes orbitais sio,
respectivamente, 38’ e 3d°. A camada 3d consiste de 5 orbitais que podem acomodar no
maximo 10 elétrons (dois pot cada orbital com spins opostos, como é requerido pelo Principio
de Exclusio de Pauli). A dependéncia angular das cinco fungdes de ondas (orbitais) ortogonais

em um campo com simetria octaédrica é ilustrada na Figura I1.1, 2 seguir:

%%@%

Figura I1.1. Dependéncia angular das funcées de onda 3d.

Os orbitais d

i Gz € 4, 530 denominados t,, e os orbitais d,e dxz_yz sio chamados
e, No ion livre, os cinco otbitais aptesentam a mesma energia, ou seja, o estado fundamental €
pentadegenerado. Na teoria do campo ctistalino, os ligantes sio substituidos por cargas
puntiformes negativas que vdo dar ofigem a um campo elétrico que ama sobre o ion
paramagnético. No campo cristalino, o efeito dos ligantes vizinhos nio € o mesmo sobre todos

os orbitais d e, sendo assim, 2 degenerescéncia é levantada, de modo que o desdobramento dos

niveis de enetgia degenerados devera ser sensivel 4 simetria da vizinhanga (Feher, 1969).

No estudo das hemoproteinas, pode-se usat a suposi¢io de que o fon ferro esti

octaedricamente coordenado a 6 ligantes catrregados negativamente. Os orbitais 4, no centro

11



Capiruly IT. Consideragies Tedricas

desse octaedro, serio desdobrados. Os trés orbitais t, evitam os vértices negativos do

octaedro, enquanto os orbitais e, apontam diretamente para as cargas negativas (Figura I1.2).

Nesse caso, a energia Coulombiana de repulsio é grande e os orbitais ¢, estardo com

uma energia maior. A diferenca de energia entre os otbitais ty, € €, € chamada de parimetro de

campo cristalino A. Esse valor depende do composto - em grupos heme é da ordem de 10°*

cm’ (Feher, 1970).

Spin Al . — Spin Baixa
termied;
(Carzpo Baixo) Spin Intermediirio (Campo Alto)
$=1/2
5 elétrons d - §=5/2 | —— §=3/2

Ft -4+
4+

(@)

"
L

B 2nln ) s

=0

6 elétrons d - |—d— 34— 5=2 *+S 7
Fe' 4 4 4
R I - .

Distorgde
Tetragonal

()

d. 2 2
x’oy
2x e 4.2
¢, T e
Sy B e ‘ e (c‘)
. N duy, dye o
~ i P
tzg \\__,_,,_.—!———g_: dxy g
3\ Rimbica
Ciibica Tetragonal

Figura I1.2. (a) Possiveis valores de spin ou ocupagées dos orbirais 4 pelos elérons dos ions Fe2t
e Fe**. (b) Efeito do campo cristalino sobte os niveis de energia dos orbitais 4 ion metilico livee
(simetria esférica), geometria octaédrica e geometria octaédrica com distorgio tetragonal. (c)
Representagio esquemitica dos niveis de energia.
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Dependendo da intensidade do desdobramento do campo cristalino A, que levanta a
degenerescéncia dos orbitais, tem-se a configuragio de spin baixo ou alto. Assim, ligantes
fortes, como o cianeto (CNY, fornecem uma configuragio de spin baixo para o Fe*'e ligantes
fracos, como a 4gua, fornecem uma configuragio de spin alto pata o Fe'". A Figura I11.2.a

ilustra as possiveis ocupagOes dos orbitais 4 pelos elétrons dos fons Fe®* e Fe?'. As Figuras

IL2.b e IL.2.c ilustram o efeito do campo cristalino A e os niveis de energia para cada situacio.

I.1. Espectroscopia de Ressonincia Paramagnética Eletronica

A Espectroscopia de Ressondncia Paramagnética Eletrdnica (RPE) é o fendémeno de
absorgio de energia pelos elétrons desemparelhados de um atomo, de uma molécula ou de um

ion quando se encontram sob exposicio 2 um campo magnético (Pake & Estle, 1973).

A RPE ¢ bastante utilizada em estudos de sistemas biolégicos (Feher, 1970; Rojo ¢ ol
1993) como uma ferramenta muito importante na compreensio tanto da estrutura local do

centro paramagnético como de mecanismos funcionais.

Entre as espécies paramagnéticas presentes em materiais bioldgicos, existem as
hemoproteinas, que possuem um centro paramagnético composto por um atomo de Fe'*. A
técnica de RPE pode ser utilizada na determinacio da simetria em que o sitio paramagnético
estd envolvido e na determinagio de radicais produzidos durante reagdes de oxi-reducio e
peroxidacio de lipidios. Uma desvantagem dessa técnica, em relacio ao estudo das
hemoproteinas, é a necessidade da utilizagio de temperaturas criogénicas pois os siriais
procedentes do Fe’* necessitam de temperaturas baixas {4 2 12 K, no caso do citocromo &)
para serem devidamente detectados. A necessidade de utilizar temperaturas baixas é devida ao

fato de os tempos de relaxagio dos spins do ion de Fe serem muito curtos em temperatura

ambiente (Wickman ¢ co/, 1965).

A primeira informagio que se pode obter de um espectro de RPE de um sisterna
biologico ¢ a identificacio das espécies paramagnéticas contidas nas amostras. A identificacio
das espécies paramagnéticas € estabelecida por um parimetro denominado fator g efetivo, que é

um parametro adimensional obtido diretamente do espectro de RPE. Esse parimetro ¢

13



Capitulo 1. Consideragies Tedricas

determinado pelo momento angular orbital e pelo momento de spin de um elétron

desemparelhado.

O valor do fator g associado ao elétron livre é de 2,0023 e serve de referéncia para a
determihagﬁo dos demais valores de g de qualquer centro paratmagnético. Em um radical livre
orgfmiéo, o elétron nio se encontra localizado, apresentando muite pouco momento angular
orbital, o que provocara apenas desvios pequenos do valor de £ com relagao 2o do elétron livre
devido 4 contribuicio da interacio spin-orbita. No caso dos fons de metais de transi¢ao, tem-se
a presenca de campos elétricos ou moleculares, originados por ligantes ou por fons vizinhos, os
quais sio os responsiveis pela supressio patrcial ou completa do momeﬁ'to angular. Nesses
termos, podemos destacar dois fatores importantes que determinam a posigio e a dependéncia
angular do espectro de RPE para um fon metilico em particular. Primeiro, ¢ o tipo de ligante
(sua forca de ligagao com o fon em estudo). Segundo, ¢ 2 posigio do ligante (a simetria do sitio
com relagdo 20 jon em estudo).

Um 4dtomo de especial interesse em sistemas biologicos é o ferro, que pode ser
encontrado em distintos estados de oxidacio. No estado de oxidacio Fe™', spin alto, com
simetria axial, os valores para o fator g sdo iguals 2 g, =g =g =6 ¢ g = &, = 2. Como
exemplo, pode-se citar a metamioglobina. No caso de spin baixo, essa mesma proteina
apresenta uma simetria rombica e os ttés valores de g sio proximos de 2. 'O citocromo ¢

férrico em solugio aquosa também apresenta esse tipo de espectro.
Hamiltoniano de Spin

O momento magnético de um elétron desemparelhado pode ser expresso em termos

de seu spin (§ ) como:
H=—gB7 | M

onde B € o Magneton de Bohr e g ¢ o fator giromagnético para o elétron.

Na presenca de um campo magnético B, a interacao do elétron com o referido campo,

conhecido como efeito Zeeman, setd dado pelo Hamiltoniano:

H=-fi-B | @)

14



Capituty 1. Consideragies Tedricas

H = gp5.B 3
No caso de um campo magnético B aplicado a0 longo da direcio z, tem-se:

H = g8B,S, (4)
As energias associadas a esse Hamiltoniano sio dadas por:

E(m,)= gpBym, &)

onde m, representa as possiveis proje¢Ses do spin a0 longo do eixo de quantizacio
que, nesse caso, € a diregio do campo magnético aplicado. Para um elétron, os valores de

m sio m =% 1/2.

As transi¢des entre os niveis de energia se dario quando for fornecida uma energia a0

sistena correspondente a: AE = BB, .

Além da interagio Zeeman, outras interacdes podem ocorter em um sistema
paramagnético levando a2 uma modificagio no estado de spin para valores maiores que 1/2. No
caso do citocromo ¢, um enfraquecimento do sexto ligante promove o aparecimento do spin

5/2.

O comportamento do spin eletrdnico de um metal de transicio em um sitio de

simetria nio cibica e spin total maior que 1/2, pode ser descrito pelo Hamiltoniano de spin:
- - 1
H:ﬁB.g-S+D{Sf—ES(S+1)}+E{S5—Sf,} (6)

onde o primeiro termo é devido ao efeito Zeeman e os termos contendo D e E sio
devidos a interacio fina ou de campo magnético zero ¢ estio associados 20 campo eletrostatico

para um sistema multi-spin a0 redor do ion. D e E sio associados a desdobramentos axial e

rémbico, respectivamente.

A Hamiltoniana de Spin apresentada na equacgio (6) pode ser escrita de outra maneira

(equagio 7), em termos de um fator g ¢fetivo (g,), onde estio contidas as contribui¢ées de D e E.
H = 4,5 -B 9

Os valores de 4,530 aqueles medidos ditetamente nos espectros de RPE.
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No caso das hemoproteinas férricas spin alto submetidas a um campo magnético

externo, observa-se o desdobramento dos trés dubletos de Kramer (*5/2,£3/2,£1/2).

M,=+5/2
— M=+5/2
M=+3/2
M=+1/2 4D
» H,
. 4
M=-1/2 4 M=+3/2
2D
M=-3/2 v <
M=5/2 M=+1/2
@ ®)

Figura I1.3. Niveis de energia de um fon com S = 5/2: (a) ion livre em um campo
magnético externo e (b) ion em um campo cristalino.

Quando o ion Fe’* se encontra em um campo cristalino forte, ocasiona o estado de

spin baixo, em que o valor de g é préximo de 2.

Os desvios dos fatores g do valor 2,00023 (elétron livze) sio devidos 4 contribuicio do
momento angular orbital para o momento angular total (Pake & Estle, 1973). A simettia do fon

Fe™, spin baixo, é rdmbica e se observam trés valores distintos de g (Figura 11.4).

200 300 400 500 600 700
Campo Magnético (mT)
Figura I1.4. Espectro de RPE, em banda X, do citocromo ¢ férrico, spin

baixo, de uma amostra congelada (50 mM de cit ¢ em tampio HEPES,
pH 7,4, e temperatura de 11 K).

16



Capitulo 11. Consideragies Tedricas

Existe um modelo, chamado de modelo do buraco, para a configuracio d('rﬁg)5
correspondente ao estado de spin baixo (Griffith, 1957). Esse modelo é explicado em detalhes
por Weissbluth (Weissbluth, 1974). Devido ao fato de o campo cristalino ser muito forte, seu
efeito é colocar todos os cinco elétrons na configuragao t,, 20 passo que os estados e, ficam
vazios.. O modelo sugere que os trés orbitais ty (dyy» dy, € d,,) estdo isolados dos orbitais €, dz

e d._.)econtém os cinco elétrons de valéncia, de forma que a configuracio eletrénica de um
x -y

elétron é (dxy)2 (dxz)2 (dyz), ocorrendo um buraco positivo em dyz. Esses orbitais estio sujeitos
a campo ligante assimétrico e pode ser decomposto numa componente axial 8 (proporcional
ao campo ligante forte ao longo do eixo z) e numa componente rOmbica, menor, V
(propotcional a diferenga no campo ligante forte a0 longo dos eixos x e V). .

Se o elétron estiver confinado unicamente a d,,, talvez nio haja conttibuicio orbital ao
momento magnético e somente um valor g serd observado. Entretanto, hi trés valores de g
distintos estabelecendo que o orbital que contém o spin desemparelhado nao é exclusivamente
d,,- Essa mistura de orbitais é introduzida pela interagio spin-6rbita.

Podem-se expressar as fun¢des de onda como uma combinacio linear dos trés estados

disponiveis:

<‘I;+>+z'b|r|_>+c g*>
n')+ds)

onde d , d e d,, sdo representados por &, 77 e ¢, 4, b e ¢ sio reais e os sinais + e —

)=

®
)=l

representam o spin eletronico.

Taylor (1977) propés uma mudanga na representagio para o estado fundamental,
nessas expressoes, levando a uma simplifica¢io nos calculos dos parimetros do modelo. As

fungdes agora sio escritas como:

Jv)=dg )+ in7)+ds)

) ==t )=t} -de) ¥

onde, na presenga do campo magnético, o termo do operador Hamiltoniano do qual g

€ calculado ¢ Bﬁ(f, i +2§j), J = %,y ou g e a separagio de energia ao longo do eixo ; é
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AE; =g BB. As expressdes resultantes para os valores de g principal em termos dos

coeficientes das fungdes de onda sio (Taylot, 1977):

2[(:1 + [7) -¢? J
, =2+ 0] o)
g =2a* - (b +0)]
Essas equagdes sio uma conseqiiéncia dos sinais de 4, 4 e ¢ usados na equagio (9) e
também da escolha de que o produto g, & & seja positivo quando a=1.
Combinando as equac¢des acima temos:
L.ty =4Ha+b+c)a
L& =4at+tb+o)b (11)
g, — 4, =Hat+tb+c)e

o lers)
(8. (+ £, - g)x )
e
b__@Qz+gj—gx»” (2
(s, +2.)

Ble. +4, -2 )}

Uma vez que os termos 4, 4 e ¢ sio encontrados, eles podem ser substituidos nas

equagdes dos autovalores e determinar, dessa forma, os parimetros V, A e d (Taylor, 1977).

— gx : + g.}’
&g, L4

gx + ‘g'{ 1 V

878 &8 2R

v
»

(13)

S_
A
V e 8 sio dados em unidade da constante de acoplamento spin 6rbita A. Quando

2 . , . :
— =7 osistema € 100% rémbico. Assim, tem-se que:

g —g =2a+b+c)? 14
L, T&, "4,
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Utilizando a condi¢io de normalizacio a® +b* +¢? =1, obtém-se:
B L 8.8, 8.8, 8,8, 48, 48,44, =0 (15)
A expressio (15) permite calcular qualquer valor de um g conhecendo-se os outros dois
valores do mesmo pardmetro, o que é de particulgr Interesse para o spin baixo fértico, pois o
menor valor de g (em campo mais alto) é muitas vezes alargado e somente detectivel em
temperaturas muito baixas e/ou em solugdes muito concentradas. No caso do citocromo ¢, o
menor valor de g é dificil de ser medido, mesmo em baixa temperatura, devido ao alargamento
da linha e também 2 baixa concentracio da amostra. Esse recurso foi utilizado neste trabalho
para obter o terceiro valor de g a partir dos outros dois valores correspondéntes as linhas mais

intensas.

I1.2. Ressondncia Paramagnética Eletronica Pulsada

Quando um centro paramagnético é colocado em um campo magnético estatico, o spin
eletronico se orienta a0 campo magnético externo. Com a aplicagio de uma onda
cletromagnética (a microonda), é possivel retirar esse spin da posicio de equilbrio. Em RPE-
CW, essa transigdo ¢é observada continuamente através da aplicagio de uma onda continua. No
caso do RPE pulsado, observa-se a evolugio dessa magnetizagio apds ser retirada de seu

equilibrio, através da aplicagio de um pulso de microondas.
Por simplicidade, sera feita uma aptoximagio desse problema de um ponto de vista

classico. O problema reduz-se entdo ao cilculo da magnetizagio M em presenca de um campo

estitico B, e de um campo oscilante B, (circularmente polarizado) normal a Bj:

B, = B,k
_ \ . (16)
B, = B, cos(ooot)z' + Blﬂ'n(coot)j
A magnetizagio M esti relacionada com o momento angular j por :
M=—y] (17)
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onde ¥ = gy, . Tomando agora a equagio do movimento para o momento angular :

= =T=MxB (18)
dt

Portanto:

M yiix =yt x {5, + 5,0 19

Introduzindo um sistema de coordenadas gitantes (x, y e z) que gira, em referéncia ao

sistema de laboratétio (x;, y;, € z) em torno do eixo z com uma velocidade angular Q|

verifica-se que:

SM _ (. QO o
—=—yMx|B——|=—yM xB 20
57 ¥ ( Yj Y ;o (20)

Agora o campo efetivo no sistema giratdrio sera:

B, =B- 21)

< |0

Na auséncia do campo magnético oscilante, a magnetizagdo vista do sistema do
laboratério precessiona ao redor do campo estitico com @, = gy B, , denominada freqiiéncia
de Larmor. Introduz-se o sistema de coordenadas girantes associado ao campo de microondas

(x, ¥ € 3) que gira em tormo do eixo g com freqiiéncia @,. O campo magnético efetivo é

independente do tempo e, em conseqiiéncia, a magnetizacio precessiona em torno de B,, com

uma freqiiéncia ® dada por:

: 1
2 2
o=y (Eoé%) +1§’12 ' (22)

Esse comportamento esta ilustrado na Figura IL.5.
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gy

s,
PR
»,

Figura IL.5. Evolugio da Magnetizacio no sistema de coordenadas

girantes associado a0 campo magnético oscilante

Em geral, B,))B,. Para freqiiéncias préximas a de ressonancia (@, = yB,), o eixo de
precessio é fixado pelo campo estitico. Em ressonincia, 2 magnetizagio precessiona com uma
freqiéncia @, = yB, ao redor de B, (no eixo x do sistema de coordenadas girantes). Quando
h4 a aplicagio de um campo alternado ou oscilante em condigio de ressonancia durante um
tempo 7, (pulso de microondas), a magnetizagio, vista do sistema girante de coordenadas, gira

ao redor do eixo x de um angulo dado por:

0, =0,, =yB7, (23)

Quando 0, =m/2, a magnetizacio longitudinal é transferida ao plano transversal e

quando O, =T, ocorre a invetsio do sentido da magnetizagao.

Apds a aplicacio do pulso, o campo B, ¢é deslicado e a magnetizacdao retorna ao seu
P plicag P ) p 1 g g1l G
equilibtio pressionando a0 redor de B, com a freqiiéncia de Larmor. Esse retorno a posigao

de equilibrio acontece devido aos efeitos da relaxacdo do sistema paramagnético. O tempo
caracteristico para o retorno da magnetizagio no eixo g é denominado tempo de relaxagio
longitudinal (T;) .

Devido a falta de homogeneidade do campo magﬁético (na diregio g) gerada pelo
ambiente ou pelas vizinhangas dos spins, sio induzidas variagSes na freqiiéncia de Larmor o
que ocasiona o espalhamento total dos spins no plano transversal e o desaparecimento da

magnetizagio transversal. Esse desaparecimento ou decaimento tem um tempo caracteristico,

T,, e é equacionado da seguinte forma:
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' NP
M, ()= M, sen0e [ TZJ (24)

Utilizando ainda o formalismo clissico, podemos equacionar a relaxacio longitudinal

T, e a relaxagio transversal 7,. Em um sistema de laboratério, a evolugio temporal da

magneﬁzagio € dada pela equagio de Bloch:

Y NP M -M, . Mi-M;
ﬂ:-ny{BO+Bl(t)}— e o Ty

- 25
dt T, T, @)

onde M|, ¢ a resposta da magnetizagio em equilibrio.

Nos intervalos da aplicagio da microonda, ocorre o desacoplamento das componentes
transversal e longitudinal da magnetizagio, tendo-se que:

&M M -M -~
S == M) = M, - {M, - M 0 (26)
¢ : * N

Experimento com Pulsos — Eco de Habn ¢ Eco Estimulado

Eco de Habn. Excitando a amostra com dois pulsos, 916 92, respectivamente,

separados por um intervalo de tempo T, como ilustra a Figura I1.6, a tesposta para o sistema

pode ser obtida utilizando o formalismo anterior para a evolugio da magnetizacao transversal

que é dada por:
_ 0 o
Ml(l)=Moser191 cos® -21) [ J(g(z‘-i-‘c)—%
ez I+T
+M,sen0,41- 286 > ) g(f) - 27)

—M;senb, sen (——2-) ( g2(t+7)
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gt

S :
. ' ; g {t-=1)

Figura I1.6. Excitagio da amostra por pulsos de microondas (81 e 82), separados
por um tempo T e a formacio do eco Hahn.

Como os campos magnéticos gerados pelos magnetos nio sio perfeitamente

homogeéneos, conseqilientemente ocorreri dispersio na frequéncia de Larmor sobre o dominio
-21

da amostra ( g(#)). A amplitude do eco é otimizada para O, =m/2 e 0, =Te varia com ¢ 2,
de forma que variando-se o intervalo entre os pulsos T é possivel obter tempo de relaxacio T,

sem o efeito da falta de homogeneidade do campo magnético.

Eco Estimulado. A técnica de eco estimulado é utilizada para medir o tempo de relaxacio

transversal 7,. O primeiro pulso 6, é utilizado para saturar o sistema. Apés um tempo T

(varidvel), sio aplicados dois pulsos (8, e 0,), separados por um tempo T fixo, cuja fungio é

monitorar a evolugio da magnetizagio. Essa seqiiéncia é representada por:
X(0,)>1>X(0,)>T—> X(6,)
O eco estimulado apateceri em um tempo # =7 apés o terceiro pulso e sua amplitude

P i ‘ . ~
serd maxima quando 6, =0, =0, = —. Outros ecos menotes também sio observados (Ecos
de Mims), provenientes da combinagio de 6, ¢ 0, e de 0, e 6, Para a seqiéncia

X(g) —> T X(g) T > X(gj, a resposta é dada por:

T 2t T

Ml(t)=Mo 1—e T g(t)—%Moe e Mgt+1)+
| @8)

2t T 21

+%Moe E g(t—lT—‘tl)—Z 1—¢ O (g(z‘+T)—e_E<g(t—T—‘t)
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Nesse trabalho utiliza-se essa seqiiéncia de pulso para observar o eco estimulado. Essa
seqiiéncia corisiste na aplicacio de trés pulsos de m/2 para determinar o tempo de relaxacio
longitudinal T,. O primeiro pulso é utilizado para saturar o sistema. Apés um tempo T,

variavel, sio aplicados os outros dois pulsos, que serio separados sempre por um tempo T

fixo. Esses dois ultimos pulsos sio utilizados para monitorar a evolugio da magnetizacio. A
medida que T cresce, 0 eco também cresce em intensidade (até um valor miximo) devido 3

recuperagio da magnetizagio no plano longitudinal.
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11.3. Dz'croz'ﬁ}zo Crreular Magnético

A espectroscopia de dicroismo circular fnagnético (MCD, do inglés magnetic circular
dichroism) € o estudo das transicbes entre os subniveis de energia dos estados eletrdnicos
desdobrados com a aplicagdo do campo magnético. Igualmente 2 espectroscopia de dicroismo
circular convencional (CD, do inglés aroular dichroism), o MCD mede a diferenca entre a
absor¢io da componente da luz circularmente polarizada a direita e 2 esquerda, porém com
uma amostra sob a a¢ao de um campo magnético. O campo deve ser aplicado paralelamente 2
direcio de propagacio da luz. Nesse caso, sio observadas apenas as transigées entre os estados
eletronicos envolvendo a variagio da componente do momento orbital eletrénico na direcio
do campo magnético, AMj=*1. Dependendo da intensidade das transi¢des, ou seja, da
absorcdo da luz polarizada circularmente 4 direita e 4 esquerda, os espectros apresentam tanto
bandas positivas como negativas, sendo qué as transicdes com AMj=+1 absorvem a luz
circularmente polarizada a esquerda e as transi¢des com AMj=-1 absorvem a luz circularmente
polarizada a direita.

A diferenca entre 0 CD e o MCD ¢ que o CD provém da assimetria do croméforo e é
muito sensivel a0 meio e a mudangas conformacionais. O MCD resulta das perturbagées
induzidas pelo campo magnético nos niveis de energia do sistema. A intensidade do sinal de
MCD ¢ muito sensivel a concentragio dos croméforos MCD ativos, a distingio entre
cromoéforos e a geometria dos ligantes ao redor do croméforo, por exemplo o fon metilico
(Campbell & Dwek, 1984).

A medida de Dicroismo Circular na .presen(;a' de urh campo magnético tem a seguinte

forma:

AA=A, - Ay = AA, + B AA,, 29)

onde A4, € o dicroismo natural da amostra e A4, € o dicroismo induzido pelo

campo magnético B, Para se obter Ad,,,, é, em principio, necessirio medir A4 na presenca
e na auséncia do campo magnético ou efetuar a medida com diferentes valores do campo

magnético. A unidade do MCD pode ser exptressa de algumas formas relacionadas com a

absor¢do, absortividade molar ou elipticidade, expressas pela absorcio entre a luz
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citcularmente polarizada 3 direita e 2 esquerda A4, Ae ou 0 (grau de elipticidade), pot

unidade de campo magnético.

Ae A4 B
Agm = — = =
B, B, 33bcB,

(30)

Ag, Be AA sio valores induzidos pelo campo magnético B em Tesla, b é o caminho

6tico em cm e ¢ é a concentragio molar.

Em geral, trés termos (A4, B e C) contribuem para a intensidade do espectro de MCD.
Devido 2 aplicagio do campo magnético, ocotrem o desdobramento Zeeman dos estados
fundamental (termo C) e/ou excitado (termo A) e a inducio da mistura de estados pelo campo
magnético (termo B) (Cheesman ¢ w/, 1991). Essas conttibuicdes estio 1lustradas a seguir na
Figura IL7. Cada um desses trés termos pode ocorrer como uma banda positiva ou negativa
com diferentes intensidades. Em substdncias que apresentam o estado fundamental
degenerado orbitalmente ou por momento angular de spin, o efeito do campo magnético
aplicado € o de separar os niveis (¢feiz0 Zeeman) por uma pequena diferenca de energia. Essa é a
contribui¢io do termo C (Figura I1.7b), que apresenta uma dependéncia com a temperatura
que vem da distribuicio de Boltzman que regula a populacio dos dois niveis Zeeman
fundamentais (Hollebone, 1993). As diferentes intensidades das absorbancias correspondentes

aos termos A, B e C obedecem i lei de Beer-Lambert, sendo, dessa forma, proporcionais as

concentragoes.
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Figuras II.7. (a) Diagrama ilustrativo da origem do termo A4, transicio de um estado fundamental nio
degenerado, a, para um estado degenerado, J- O espectro da origem a um termo bifisico (absorg¢des positivas e
negativas deslocadas), o qual assemelha-se com a derivada da banda de absorgio, € . (b) Diagrama ilustrativo da
origem do termo C, transi¢io de um estado fundamental degenerado, a, para um estado ndo degenerado, j. O
espectro di origem a uma forma de linha Gaussiana (Hollebone, 1993).

26



Capitulo 11. Consideragoes Tedricas

O termo B possui uma dependéncia linear com o campo magnético aplicado. Nesse
caso, 0 campo magnético favorece a mistura através das interagoes dos momentos dos dipolos
elétricos com o estado excitado e/ou com o estado fundamental. Quando esse estado,
denominado intermedidrio, é significativamente maior em energia que 0s estados fundamental
e excitado, o acoplamento ¢ fraco e o termo B resultante é desprezivel. No caso de o estado
intermedidrio estar préximo ao estado excitado, a interagio resulta em uma banda pouco
intensa independente da temperatura e linear com o campo magnético. Se um estado
intermediario estiver préximo do estado fundamental, o acoplamento sefé muito intenso € o
estado intermediirio sera termicamente populado resultando em um termo fortemente
dependente da temperatura. Quando isso ocotre, torna-se dificil distinguir as contribuigées dos

termos C e B.

A Espectroscopia de MCD ¢ muito conveniente pata identificar cromoforos
magneticamente ativos em matrizes biolGgicas. Em especial, as hemoproteinas tém sido alvo
de varios estudos pois o grupo heme ¢é facilmente detectado. Por exemplo, o citocromo & pode
ser identificado por MCD pela sua ligagio axial bihistidina, enquanto o citocromo ¢ é
identificado pela sua ligagio histidina-metionina. Em ambos os citocromos, as bandas de Soret
e O sio observadas. Seqiiéncias de oxidagio e reducio do grupo heme em hemoproteinas
podem ser seguidas através do MCD (Hollebone, 1993). Nas hemoproteinas ou porfirinas, os

termos A4, B e C sio geralmente usados como meios de classificar as varias bandas de MCD.

Modelos teéticos tém sido apresentados na literatura para explicar o aparecimento
tanto das bandas de absorgio eletrénica quanto das transicoes oticamente ativas pela aplicagio
de campos magnéticos. Uma breve revisdo esta feita por Cheesman ¢ w/, 1991. O espectro de
absorcio de uma metaloporfirina consiste basicamente em duas transi¢des eletronicas, uma na
banda Q, na regido de 550-600 nm, de intensidade baixa, e outra na banda B (ou banda Soret),
entre ~380 e 450 nm, de intensidade alta. O espectro de MCD de uma hemoproteina
diamagnética (S=0) apresenta um intenso termo A1 na banda Q e um fraco termo 4 na banda B
por causa do alto momento magnético da banda Q comparado com o momento magnético da

banda B. A Figura I1.8 a seguir ilustra essa situagao.
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Figura I1.8. Energia dos estados de uma hemoproteina diamagnética na presencga de um
campo magnético na dire¢io g e transicSes Zeeman entre o estado fundamental e dois

estados excitados (Cheesman ¢ o/, 1991).

A presenga de um jon metilico de transicio no centro do anel porﬁtinico mtroduz
varias complexidades ao espectro 6tico e ao espectro de MCD. O ion metilico contribui com
niveis de energia dos elétrons 4 e transi¢des Oticas adicionais sio observadas. Essas transicoes
podem ser classificadas como localizadas no metal (4-d) e de transferéncia de carga do metal (d)
para a potfirina (1), (e,) ou vice versa. Os estados gerados por todas essas configuracdes sio
misturados pela agdo da componente campo cristalino de simetria baixa e pelo acoplamento
spin Orbita. Se o fon metalico possuir um elétron desemparelhado em seu estado fundamental,
entio o espectro de MCD de todas as transicdes Oticas pode vir a ser dependente da
temperatura, contribuindo para o termo C. As transicdes da porfirina T—7* apresentam
contribui¢oes do termo C, dependente da temperatura, no espectro de MCD, em virtude das

interagSes dos orbitais da porfirina misturados com as configuragées 4 do metal paramagnético

(Cheesman ¢ col., 1991).
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Detalbes espectrais de MCD e UV do Citocromo ¢

As Figuras 11.9.a ¢ IL9.b ilustram os espectros de MCD e de absorgio da proteina

. N . 24 3+ ~ , .
citocromo ¢ nos seus estados de valéncia Fe* e Fe’ . A absorgao dessa proteina € uma

absorg¢io tipica da maioria das hemoproteinas ou das porfirinas. As bandas mais fracas entre

520 e 580 nm (Figura I1.9.2) sdo as conhecidas como bandas () e a banda perto‘de 400 nm

(Figura I1.9.b) é a chamada banda de Soret e No estado oxidado, o espectro de MCD consiste

de bandas fracas na regido das bandas Q (Figura IL.9.a - parte superior) e de uma banda quase

simétrica (na forma de uma derivada) centrada perto de 415 nm (Figura I1.9.b) correspondente

3 banda de Soret. No caso do estado reduzido, hia um estreito e forte pico (na forma de uma

derivada) com o aparecimento da estrutura fina na regido das bandas O (Figura I1.9.a - parte

inferior) e o espectro de MCD na regiio da banda Soret é menos intenso (Figura I1.9.b).

C A tnm)
a 550 650
50 500 550 600 650
’ \/‘\/\ -8
L~
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53

§
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Fe (IT)

- Fe (I1I)

®)

Figura IL.9. Espectro de MCD e respectivo UV do citocromo ¢ nos estados férrico
e ferroso (Sutherland & Klein, 1971). (a) Regido das bandas Q e (b) Regido da banda

Soret.
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No caso do Fe?*, também se obsetva uma banda de absorcio estreita em 549 nm,
proveniente da transigdo do nivel zero vibracional do estado fundamental da porfirina para o
nivel zero vibracional do estado mais baixo singleto excitado da porfirina, chamada de
transicio O, (Figura 11.9.2). Entre 500 e 535 nm, existem virias bandas provenientes das
transicdes de niveis vibracionais dos estados excitados mais altos da potfirina, conhecidos
coletivamente como banda Q). O MCD da banda (,, assemelha-se a uma derivada do
espectro de absorgio e indica que um dos dois estados - ou o estado inicial ou o esfado final - é
degenerado. Nesse caso, € conhecido que o estado fundamental nio é degenerado (simetria

A,,) e o primeiro estado excitado é duplamente degenerado (simetria E,) (Gouterman, 1961).

A Figura IL9.b ilustra espectros de absorgio do Fe** e do Fe’* na regiio da banda
Soret, os quais sdo relativamente semelhantes, portanto ocorre um deslocamento das bandas
do Fe’* para o vermelho aproximadamente 6 nm enquanto a banda Soret é deslocada para o
azul na mesma quantidade com respeito a correspondente banda do Fe?*. O MCD do Fe**
nessa regiio consiste na soma de um termo A e um termo B positivo. Ja para o Fe’*, as

transicdes sao mais complexas, ocorrendo a contribuicao do termo C.
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III. MATERIAIS E METODOS

HI1.1. As amostras

A proteina utilizada foi o citocromo ¢ (Cytochrome ¢ - borse heart, type 111 — SIGMA
co), diluida sempre em tampao HEPES. Os lipidios utilizados foram: fosfétidiletanolamina (egg
yolk) (PE), fosfatidilcolina (egg yo/k) (PC), cardiolipina (bovine beart) (CL), fosfatidilserina (bovine
brain) (PS), PCPECL (a razao molar PC:PE:CL utilizada foi 2:2:1), dipalmitoil fosfatidilcolina
(DPPC), dipalmitoil fosfatidilserina (DPPS), dioleoil fosfatidilserina (DOPS), dicetilfosfato
(DCP), distearoil fosfatidilglicerol (DSPG), dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG), dibutiril
fosfatidilcolina (DBPC) e didecanoil fosfatidilcolina (DDPC). Os lipidios foram purificados
pela Sigma Co. Utllizou-se também o detergente Dodecil Sulfato (§DS).

Preparagio das vesiculas

Na preparacao das vesiculas de PE, PC, CL, PS, DPPC, DPPS, DOPS, DSPG,
DMPG, DBPC e DDPC os lipidios foram primeiramente dissolvidos em cloroférmio, o qual
toi posteriormente evaporado com gas N,, e o filme resultante foi guardado -20°C até o uso.
A preparagao das vesiculas foi realizada com a adi¢do do tampio HEPES ao tubo de ensaio,
contendo o filme lipidico, agitado com o sr7ex e sonicado com um ultra-som de ponta com 60
W de poténcia A sonicagao foi realizada por 30 segundos, com um intervalo de 1 min de
espera em banho de gelo, repetidos por aproximadamente 25 vezes.

As vesiculas de DCP foram preparadas pelo método descrito por Mottara ¢ cl., 1978.
O DCP foi suspenso em tampio HEPES, aquecido até 60° C e sonicado com o mesmo

procedimento apresentado anteriormente.

As miscelas foram preparadas com a adigib do SDS em tampio HEPES.
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- Preparacdo das membranas para medidas de RPE

Realizou-se uma titulagio com as vesiculas empregando as seguintes razdes
lipidio/proteina: 12, 24, 36, 48 e 60. As vesiculas foram preparadas a partir de uma solucio
estoque (24 mM) e depois tituladas em tampao HEPES para atingir a concentragio ou a razio
1/p desejada. Apés a adigio do citocromo ¢ (330 uM) 2 solugio contendo as vesiculas, no tubo
de quartzo, a solugdo foi agitada cuidadosamente, congelada em nitrogénio liquido e
posteriormente introduzida na cavidade de microondas para a aquisigio do espectro.

Os parametros utilizados para a aquisigio dos espectros de RPE-CW (banda X) foram
os seguintes: amplitude de modulagiao (0,1 mT), constante de tempo (20,48 ms), poténcia da
microonda (16-20 dB de atenuagio ou 4-10mW), temperatura (11 K), campo magnético (50 a
400mT).

Preparagio das membranas para medidas de MCD

As concentragoes do citocromo c¢ foram 13 uM, para o Fe™, e 40 uM, para o Fe**.

O citocromo ¢ ferroso foi obtido a partir da redugio do citocromo ¢ férrico,
utilizando-se ditionitio de sédio. Posteriormente a redugao, foram realizadas varias lavagens na
solucao de citocromo ¢ com o tampao HEPES, objetivando-se retirar o excesso do ditionitio
de sédio presente na solugio. Realizou-se uma titulagio com as vesiculas empregando as
seguintes razdes lipidio/proteina: 12, 24, 36, 48, 60, 120 e 240. As vesiculas foram preparadas
a partir de uma solugao estoque (6 mM) e tituladas em tampao HEPES para atingir a
concentragio ou a razio l/p desejada. Os experimentos foram realizados em temperatura
ambiente e em pH 7,4, utilizando-se cubetas de quartzo com caminho 4tico de 0,5 cm. Foi
empregado um ima de 860 mT. A resolugio escolhida foi de 0,5 nm e a medida foi realizada
entre 300 e 600 nm, adquirindo-se quatro médias. Todos os espectros de MCD foram filtrados

matematicamente por Transformada de Fourier.
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Figura IIL.1. Férmulas das cabegas polares dos lipidios: (a) Fosfatidiletanolamina, (b) Fosfatidilserina,
(c) Fosfatidilcolina, (d) Dimiristoilfosfatidilglicerol, (e) Dicetilfosfato e (f) Cardiolipina.
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II1.2. Descrigdo dos equipamentos

II1.2.1. Espectrometro de Dicroismo Circular Magnético (MCD)

© Os espectros de absorcio eletronica na regiio de UV-Vis/MCD foram medidos em
um espectropolarimetro Jasco J-720, cuja varredura, em comprimentos de onda, estende-se de

180 a 800 nm. Foi utilizado um im3 permanente de 860 mT.

A Figura IIL2 ilustra em diagrama de blocos o espectropolarimetro utilizado. Ele &
constituido basicamente de: fonte de luz, monocromador, modulador, lentes ou polarizador,
fotomultiplicadora, amplificador e registrador.

Lonte Monocromador Modulado Fotomultiplicadora . Resistrad
de Luzg Lentes oauiaaor Amplificador ogistrador

(ol Jei=] Jp==o( s >o o

Figura III.2. Diagrama esquematico de um espectropolarimetro. !

A luz é gerada por uma limpada de xendnio passando por dois monocromadores. Em
seguida, é linearmente polarizada por um prisma, passando a oscilar na dire¢ao horizontal
Entio, a luz linearmente polarizada é modulada, obtendo-se assim um feixe de luz
circularmente polarizado a direita e a esquerda. O modulador consiste de um elemento que

submete o quartzo a um estresse mecanico, gerando a polatizagio circular no cristal.

11.2.2. Espectrometro de RPE Onda Continua (CW)

As medidas de EPR-CW foram realizadas no espectrometro Bruker - ELEXSYS -
E580. Foram utilizadas uma cavidade retangular e uma freqﬁéncia de modula¢ao de 100KHz.
Para o resfriamento da amostra, foi usado um sistema cometcial de transferéncia de hélio
liquido, criostato modelo ESR900 da Oxford. A temperatura foi controlada digitalmente por

uma unidade microprocessadora, modelo ITC 503 da Oxford, utilizando-se como referéncia

térmica o nitrogénio liquido.
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O espectrometro opera com uma microonda da freqiiéncia fixa e um campo magnético
externo variavel, sendo a freqiéncia de microonda gerada em banda X. Essa frequéncia
apresenta um desvio sistematico com relagao a fréqiiéncia da cavidade ressonante e por isso é
necessario ter um sistema de estabilizacio - chamado de Controlador Automitico de
Freqiéncia (CAF) - o quai € composto por um circuito automatico de realimentacio,
interligado entre o detector e o gerador de microondas, que corrige continuamente a voltagem
do gerador e, conseqiientemente, a referida freqiéncia (Figura II1.3). A amostra é colocada
dentro de uma cavidade ressonante retangular, na regido de maximo campo magnético de

microonda.

A poténcia fornecida pelo gerador é dividida, sendo que uma parte segue para a
cavidade ressonante e a outra passa através de um atenuador e de um defasador. No detector, a

microonda é somada novamente para facilitar a aquisi¢ao do sinal de RPE.

Atennador

Gerador de —
MIILI d: A) I I
0-60 4B

Cavidade

AFC

._.I I—' I— Detértor

Atenuador Fase

(Bias)

Figura IIL.3. Diagrama de blocos ilustrando os componentes basicos de um
espectrdmetro de RPE CW. '
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I11.2.3. Espectrometro de RPE Pulsado

O espectrometro de RPE Pulsado consiste basicamente de um gerador de microondas,
um gerador de pulsos MPFU, do inglés Modeling Pulse Form Unity), um amplificador de pulsos
(TWTA, do inglés Travelling Wave Tube Amplifyer) (Modelo 117X - 1kW) e uma cavidade
cilindrica dielétrica de fator de qualidade ajustavel. ‘

A microonda sai do gerador e passa pelo MPFU onde é modulada em pulsos. Em
seguida, é amplificada e enviada para a cavidade. Outra parte da microonaa gerada é desviada,
passando por um defasador e um atenuador para ser misturada com a résposta da cavidade
(Figura II1.4). Isso ocorre para possibilitar a detec¢ao em fase e em quadratura.

Para o resfriamento da amostra foram utilizados um sistema comercial de transferéncia
de He e um criostato modelo CF935 da Oxford Instruments.

Para dar inicio aos experimentos de RPE pulsada, inicialmente é necessario detectar as
linhas de ressonincia da amostra. Portanto, o primeiro passo € a aquisi¢ao de um espectro de
RPE-CW. Para o sistema Fe’*, spin baixo, em uma simetria tdmbica ha trés linhas de RPE
com trés valores de g diferentes. A principio, é possivel medir RPE pulsado sobre qualquer
uma dessas linhas. Segundo Herrick & Stapleton (1976), existe uma anisotropia para T, de cada
valor de g Para padronizar o experimento, foi fixada a linha de g central (g) em campo
magnético igual 2 300 mT.

Devido 2 rapida relaxagio do sistema, no foi possivel detectar o FID (do inglés Free
Induction Decay), por isso mediu-se o eco’ estimulado para a determinagdao de T,. Inicialmente
foram aplicados dois pulsos de 16 ns para determinar qual o valor do tempo (T) entre os dois
pulsos em que ocotria o aparecimento de um eco com maxima intensidade. Esse tempo T foi
otimizado para 500 ns. A seguir, foi introduzido na seqiéncia um outro pulso também de 16
ns. Esse pulso tem a func¢io de saturar o sistema e é aplicado anteriormente aos pulsos que
geram o eco (como descrito no Capitulo II — Consideragoes Tedricas). O espagamento entre esse

pulso e os dois ultimos é denominado T e variou de 200 a 8000 ns de acordo com a

temperatura em que foi realizada a medida de T,. A cada passo ou a cada tempo T diferente
obteve-se um valor da integracio do eco que vatiou de acordo com a evolugio da

magnetizagio. Cada drea do eco é correspondente a um ponto da curva de T, e foi integrada,
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em média, de 200 a 1000 vezes, de acordo com o aumento da temperatura e com a

consequente diminui¢io da rela¢io sinal/ruido.

Depois de obtidas, as curvas de T, para diferentes temperaturas foram ajustadas com

exponenciais strech utilizando-se o programa Origin e entdo os valores da taxa de relaxagio (1/T))

foram graficados em fungio da temperatura.
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Figura III.4. Diagrama de blocos ilustrando os componentes bisicos de um

espectrémetro de RPE Pulsado.

Cavidade

Pulsado
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II1.3. Metodologia para andlise dos dados

Céleulo das dreas dos espectros de RPE

Para as simulagoes dos espectros de RPE, utilizou-se o programa WIN-EPR SimFonia,
que trabalha com o método de teoria de perturbagdo para resolver os espectros. A
hamiltoniana estabelece, como perturbacio, a interacio Zeeman eletrdnica, as interacdes de
desdobramento de campo zero, a interagdo hiperfina nuclear, a interagio de quadrupolo
nuclear e a intera¢io Zeeman nuclear.

Os espectros de RPE do citocromo ¢ em-estudo cotrespondem a sinais provenientes
de Fe’*, em um campo cristalino forte, quando livre, e em campo cristalino fraco, quando
ligado a algumas vesiculas, como as vesiculas de DCP. Portanto, apresentam um spin
eletronico 5/2 com valores g = 6 e g,, = 2, para uma simetria axial, e‘spin 1/2 com valores g
<3, para uma simetria rOmbica, respectivamente.

Para uma melhor reprodugio dos espectros experimentais, as simula¢des do spin 5/2
foram realizadas considerando as possiveis combinacdes entre as formas de linhas
Lorentzianas e Gaussianas. Determinou-se que a forma de linha para o espéctto com menor
anisotropia foi a Lorentziana, enquanto que, para os espectros que aptesentavam maior
anisotropia, a forma de linha foi a Gaussiana. Depois de simuladas todas as espécies do sinal
de RPE, independentemente, estabeleceu-se uma soma. Cada simulagio foi ajustada por um
fator adequado para que o espectro resultante da soma estabelecida reproduzisse o espectro
experimental. Finalmente, foi calculada a area de cada espécie de forma independente.

O espectro de RPE do spin 1/2 referente a0 citocromo ¢ livre foi simulado com uma
forma de linha Gaussiana. Ja no spin 1/2 alternativo do citocromo ¢ associado aos lipossomos,

foi utilizada uma mistura entre linhas Gaussianas e linhas Lotrentzianas na razio 1:1.
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A andlise de Hill e constante de associagao

- Existem muitos exemplos em biologia em que a associagio da macromolécula com seu
liganté vem a ser um processo cooperativo. Um bom exemplo dessa associagio é a ligagio do
oxigénio com a hemoglobina. Portanto, as interagies cooperativas sio muito comuns em sistemas
biolégicos.

Com o propdsito de efetuar o tratamento e a caractetizagio dos dados de associacdes
cooperativas, ¢ utilizada uma metodologia baseada na suposicido de que'.as ligagdes além da
faixa de saturagdo podem ser descritas através de equagdes fenomenoldgicas, aproximando-as
para um sistema infinitamente cooperativo. No caso extremo, de infinita cooperatividade, a
ligagdo pode ser representada pela equagio:

M,+nL <> M, 1)

onde L ¢ o ligante, M, é o total de espécies microscopicas (ou mactomoléculas) que

"
Kd

possuem 7 moléculas de L associadas e K, é a constante de dissociagio dos sitios que estio
interagindo. Nesse caso, o parametro de equilibrio de ligagao, v, é:

o)y /x)
(M,)+ () (+ @y /x2)

3

onde a fragio de satura¢io y =Vv/#z é dada por:

(/) \

]211+(L)"/1<;i

Na pratica, a cooperatividade infinita nio é observada: Portanto, vale a aproximacio:

s

‘)lz (X.H (S)
(1+(L)°‘H /K, J
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onde 1o, <z. O parﬁmetro L, é conhecido como a constante de Hill e

representa uth indice de cooperatividade (Cantor & Schimmel, 1980).

Neste trabalho, a elipticidade molar (®) foi graficada em fungdo da concentragio de
lipidio para comprimentos de onda especificos (A=415 nm para o citocromo ¢ férrico, e A=400
e 550 nm para o citocromo ¢ ferroso), onde apresentou-se maior variagio no espectro de
MCD. Essas curvas apresentatam um comportamento cooperativo e portanto foram ajustadas
com a equagido de Hill. Os parimetros do grau cooperatividade (7) e a constante de afinidade
ou dissociagio (K) foram obtidos através do ajuste dessas curvas com a equagio de Hill.

As curvas de elipticidade molar (@) em fun¢do da concentragio de lipidio também

. . K,C . ' 1
foram ajustadas com a expressio y = —=—— onde C, é a concentragio de lipidio (mM) e

K,C,+1
K, é a constante de associagio. A partir desses ajustes, foram determinados os valores das

constantes de associagio (K)).
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IV. RESULTADOS

- IV.1. Ressondncia Paramagnética Eletronica

O espectro de RPE do citoctomo ¢ livre, correspondente 2o Fe*, spin 1/2 com
parametros g,=3,075, g,=2,238 e g,=1,270, é bastante conhecido na literatura (Brautigan,
1977). A Figura I1.4 ilustra o espectro de RPE do citocromo ¢ (50mM) medido em nosso
laboratério, cujos parimetros foram obtidos por simulagio: g, =3,085, g,~2,234 e g,=1,250.

Os resultados de RPE-CW para o citocromo ¢, em membranas, estio apresentados a

seguir e estio ilustrados em fungio da razio lipidio/proteina (1/ P)-
RPE do ferro heminico do citocromo ¢ na presenga de vesiculas de lipidios saturados

A Figura IV.1.a ilustra o espectro de RPE com lipossomos de DPPC (C16:0) nas
seguintes razdes 1/p: 0, 12, 24, 36, 48 e 60. O aumento da razio 1/p leva ao aparecimento da
espécie de spin 5/2 no sinal de RPE (em baixo campo g~6). Na Figura IV.2.a, ilustra-se a
particdo dessas formas de spin em cada razio 1/p de acordo com a drea obtida pela integral
dupla do espectro de RPE simulado das diferentes espécies. O aumento da razio 1/p leva a um
discreto aumento da porcentagem do citocromo ¢ na forma de spin 5/2.

A Figura IV.1.b mostra o espectro de RPE do citocromo ¢ na presenga de vesiculas de
DMPG (C14:0) em varias razdes 1/p. Pode-se observar.que o aumento da razio 1/p leva ao
aparecimento de duas espécies diferentes de‘spins db ferro heminico: um sinal de spin 5/2 (g
~ 6) e uma forma diferente de spin 1/2 (g,=2,902, g,=2,225 e g,=1,500) com menor distor¢io
rémbica comparada com o sinal do citoctromo ¢ férrico livre. Essa espécie paramagnética  ji
foi observada em estudos de interagao da membrana CL com o citoctromo ¢ (Vicent, 1987).
Neste estudo aqui apresentado, essa espécie sera chamada de spin 1/2 alternativo. A Figura
IV.2.b quantifica a partigdo das formas de spin do citocromo ¢ para cada razio 1/p.

A Figura IV.1.c ustra o espectro de RPE na presenca de vesiculas DPPS (C16:0) em
vérias razdes 1/p. Aumentando a quantidade de DPPS, obsetva-se o aparecimento das duas

formas de estado de spin citadas acima, mas com diferentes particoes (Figura IV.2.c). Esse
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tesultado sugere que o DPPS favorece a populagio de citocromo ¢ para o estado de spin 5/2
(g1 ~ 6 e g/, ~ 2). Resultado similar é obtido na presenca do DSPG (C18:0) (Figuras IV.1.de
IV.2.d).

A Figura IV.1.e ilustra o espectro do citocromo ¢ na presenga do lipossomo DCP
(C16:0) novamente em virias razdes 1/ p. Em baixa razio 1/p, o spin 1/2 alternativo é
predominante no sinal de RPE. Essa predominancia é gradualmente substituida pelo estado de
spin 5/2, concomitantemente com o aumento da razio 1/p. Esse dado sugere que, em
vesiculas DCP, a simetria de spin 1/2 alternativo (g,=2,902, g,=2,225 e g2:=1,5) é uma espécie
intermediaria na conversio pata a forma de spin 5/2. A Figura IV.2.e ilustra essa conversio

gradual que acompanha o aumento da razio 1/p.
RPE do citocromo ¢ do ferro heminico na presenga de lipossomos insaturados

As Figuras IV.1.f e IV.1.g mostram tespectivamente o espectro de EPR do citocromo ¢

na presenca de vesiculas de DOPS (C18:cis A%) e CL em varias razdes 1/p. Em ambos os casos,
o aumento da razio 1/p é acompanhada pela conversio da proteina nativa citocromo ¢ (S=1/2)
no aumento da espécie de spin 1/2 alternativo. Na presenca de vesiculas de DOPS, a forma de
spin 5/2 nio é observada e uma significativa quantidade do citocromo ¢ nativo - ou o estado
de spin 1/2 - ¢ ainda detectada (Figura IV.2.f). Diferentemente, a Figura IV.2.g mostra que, na
presenca de CL (contendo 80% de 4cido linoléico), a partigio favorece a espécie de simetria de
spin 1/2 alternativo. Para uma alta razio 1/p (/p=60), uma outra espécie paramagnética com
spin alto e com simetria rombica é observada (g=4,3, campo magnético em 155 mT).
Simultaneamente, pode ser também detectado o sinal de um radical em torno de 330 mT,
provavelmente devido a peroxidag¢io lipidica (Chamulitrat ¢ o/, 1989; Nantes ¢ oo/, 2000). O
inserte da Figura IV.1.g mostra esse espectro e sua simulagio computacional com os seguintes
parimetros: g,=2,014, g,=2,008 e g,=2,004. Na regiio de campo magnético 110 mT (g~ 0),
uma pequena quantidade de spin 5/2 é também detectada.

A Figura IV.1.h ilustra o sinal de RPE do citocromo ¢ na presenca de PS de cérebro
bovino em diferentes razdes 1/p. Esse resultado sugere que a associagio do citocromo ¢ com o
lipidio leva a conversio do spin 1/2 em spin 5/2 com simetria quase axial e o espectro de RPE

com uma linha muito estreita (Tabela IV.2). Os valores de g para o espectro sio g; = 6,05, g, =
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5,83 e g3 = 2,003, obtidos pot simulagio espectral. A Figura IV.2.h ilustra a particao das
diferentes formas do citocromo .

Experimentos também foram feitos com os lipossomos PC de gema de ovo, com
cadeia de 16-20 C insaturada, dibutiril PC (C4:0) e didecanoil PC (C10:0), e PE de gema de
ovo com cadeia de 16-20 C insaturada e nio foi observada nenhuma alteragdo nos espectros de

RPE.
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RPE do citocromo ¢ do ferro heminico na presenga de lipossomos PCPECL.

Vale destacar o resultado do RPE para a membrana PCPECL, pois esse lipossomo
mimetiza a membrana interna da mitocondria. A Figura IV 4 ilustra os resultados de RPE para
diferentes razdes 1/p. E interessante observar que, para essa associagio, nio ocorre o
aparecimento do spin 1/2 alternativo. Em alta razdo 1/p, uma quantidade razoével da espécie
paramagnética de spin alto com simetria tombica é observada (g=4,3, campo magnético em
155 mT). O aparecimento do sinal do radical em tomno de 330 mT devido a peroxidagio

lipidica também ocotte, analogamente ao que acontece com a membrana citocromo ¢/CL.

PCPECL

60

48

36

1

i

T T T T T T
100 150 200 250 300 350

Campo Magnético (mT)

Figura IV.3 . Espectro de RPE da membrana citocromo ¢/ PCPECL em diferentes
razdes /p indicadas.

Os resultados apresentados até aqui estio sistematizados-nas Tabelas IV.1 e IV.2a
seguir. Na Tabela IV.1 estdo resumidas as caracteristicas dos lipidios utilizados: carga da
cabeca, tamanho da cadeia carbénica e estado de spin verificado no espectro de RPE. Na
Tabela IV.2 estio apresentados os parametros de RPE - forma de linha, largura de linha e
parimetro g - obtidos através da simulagio dos espectros utilizando-se o programa

SinFonia.
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Tabela IV.1. Caracteristicas dos lipidios estudados.

LIPIDIOS CARGAS LJG/IACOES CADEIAS ESTADOS DE SPIN
DA CABECA| CARBONICAS | CARBONICAS |  9OBSERV.ADOSNO
ESPECTRO DE RPE
PE +— Insaturadas C,-Cyo 1/2
PC +— Insaturadas C.-Cop 1/2
CL - Insaturadas C,5(80%) 1/2 e 1/2 alternativo
(80% acido linoléico)
Ps +—— Insaturadas C,-Co 1/2e5/2
DPPC +— Saturadas Cys 1/2e5/2
DPPS +—— Saturadas C, 1/2,1/2 alternativo e 5/2
DOPS — Insaturadas Cig 1/2 e 1/2 alternativo
DCP _ Saturadas l Cy 1/2, 1/2 alternativo e 5/2
DSPG _ Saturadas Cis 1/2,1/2 alternativo e 5/2
DMPG — Saturadas Cis 1/2,1/2 alternativo e 5/2
DDPC 4 — Saturadas Cuo 1/2
DBPC +— Saturadas C, 1/2
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Tabela IV.2. Parimetros RPE obtidos a partir da simulagio dos espectros de RPE utilizando-se o programa
SinFonia.

' , ESTAD0O | FORMA :
LIPIDIO DE SPIN DA Gy Gy | Gz | Ax | A A,
LINHA

5/2 L 5900 | 5900 | 2,002 95 | 95 10

DPPC
5/2 G 6,500 | 6,500 | 2,002 | 90 90 10
5/2 L 5920 |[5920 | 2002 | 64 64 10

DMPG
5/2 G 6,600 | 5400 | 2,002 | 110 110 10
5/2 L 5,900 | 5,900 | 2,002 65 65 10

DPPS
5/2 G 6,550 | 5,400 | 2,002 | 130 130 10
5/2 L 5,900 | 5,900 | 2,002 65 65 10

DSPG
5/2 G 6,550 | 5,400 | 2,002 | 130 130 10
DCP 5/2 L 6,050 . | 5,780 | 2,000 45 45 10
CL 5/2 L 6,000 | 5,950 | 2,000 70 70 10
PSs 5/2 L 6,050 | 5,830 | 2,000 21 25 10
PCPECL 5/2 L 6,000 | 5,950 | 2,000 90 90 90
Spin 1/2 alternativo 1/2 L/G=0,5 {2,968 | 2275 | 1,510 73 73 200
Citocromo ¢ livre 1/2 G 3,085 | 2234 | 1,250 | 110 150 400
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IV.2. Dicroismo Circular Magnético (MCD) e Espectroscopia de Absorgio Eletronica (UV)

| Modificacdes no estado de spin do ferro nas valéncias Fe’* e Fe®* foram também
estudadas por MCD, monitorando-se assim as alteragdes do ferro heminico na presenca dos
diferentes lipossomos. Para um estudo mais cuidadoso da associagio do citocromo ¢ com 0s
lipossomos, o espectro do citoctomo ¢ foi adquirido com uma quantidade crescente de
membrana.

A Figura TV.4.a ilustra o espectro de MCD do citocromo ¢ (Fe’) na presenga do
lipossomo CL nas diferentes razdes 1/p. Podem-se observar, na regiio da banda de Soret no
espectro de MCD, uma banda positiva em 400 nm e uma banda ﬁegativa em 418 nm para a
proteina livre. O espectto de MCD da associagio citocromo ¢/CL rnostfa uma diminuicao de
intensidade e um pequeno deslocamento pata o azul na banda negativa com um minimo agora
em 415 nm. A banda de Soret no espectro de UV- Vis apresenta um deslocamento discreto (2
nm) para o azul na presenga dos lipossomos.

O mesmo expetimento foi realizado com o citocromo ¢ (Fe’"). A Figura IV.4.b ilustra o
espectro de MCD do citocromo ¢ (Fe*") tanto livre como na presenga do lipossomo CL para as
diversas razdes 1/p. Esse espectro é bastante diferente do obtido com o Fe3+v, ja conhecido na
literatura (Sutherland & Klein, 1972). O espectro de MCD do citocromo ¢ Fe?*, exibe uma
banda positiva em 418 nm (Figura IV.4.b). Um sinal proeminente aparece na banda de 549 nm
que caracteriza o citocromo ¢ fetroso. Na presenca dos lipossomos CL, € observada uma
particio da proteina associada as vesiculas e 20 melio aquoso. Os lipossomos CL promovem
uma significativa modificagio no espectro de MCD nas bandas Soret e O, representando uma
diminuicio da intensidade da banda de MCD em 550 nm e um deslocamento da banda
positiva de 415 para 400 nm. No espectro UV-Vis, um deslocamento mais acentuado para o
azul da banda de Soret (7 nm) é também observado. Esse resultado é bem nitido na razio
1/p=60.

Esses resultados se repetem de maneira muito semelhante para os seguintes
lipossomos: DPPS, DSPG, DCP e PS. Entretanto, a variacao das bandas como uma fungio da

razdo 1/p apresenta diferengas.
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Verificando-se os lipossomos de PCPECL e DOPS, constata-se que eles mostram
resultados semelhantes. Contudo, tais resultados sao diferentes dos adma mencionados. No
caso da interacio com o citocromo ¢ Fe**, o espectro de MCD evolui com a razdo 1/p
crescente assemelhando-se ao espectro do citocromo ¢ Fe**, como se a proteina mudasse o
estado de valéncia do ion de ferro (Figuras IV.5 e IV.6). Entretanto, os espectros de MCD para
a associacio citocromo ¢/DCP (Figura IV.7), como os demais (nao ilustrados), nio apresentam
a banda negativa em 415 nm.

Um comportamento peculiar também ocorre na associagio do citoctromo ¢ (Fe’™) com
o DMPG. Nesse caso, ocorrem um rapido des;aparecirnento da banda. em 550 nm e um
deslocamento da banda de 410 para 400 nm, logo na razio 1/p=12. Posteriormente, ja na razio
1/p=24, ocorrem o crescimento ou a recuperagao da banda de 550 nm e o retorno da banda de
400 para 410 nm (Figura IV.8).

Para uma apresenta¢io mais objetiva dos resultados de MCD, serio apresentados os
graficos da elipticidade molar (®) em funcio da concentragio de lipidio para os comprirnentos
de onda A=400 e A =550 nm, para o Fe**, e A=415 nm, para o Fe’".

A Figura IV.9 ilustra esses graficos para o citocromo Fe’" e as Figuras IV.10 mostram

. 3+
os mesmos tresultados correspondentes ao citocromo Fe™.
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banda em A=415 nm. Em azul est4 ilustrado o ajuste que determina a constante de associagdo e em vermelho esti
ajustada a func¢io de Hill.

Para efeito de comparagio das curvas de ® normalizado versus concentracio de lipidio,
foi efetuado o ajuste dessas curvas utilizando a equagio de Hill, cujos parametros estio

ilustrados na Tabela IV.3, a seguir. Os parimetros K, e # correspondem a constante de
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afinidade e grau de cooperatividade de dissociagio, trespectivamente. Na associagio do
citocromo ¢ ferroso observa-se maior grau de cooperatividade com os lipossomos CL, DOPS
(n~4). O DSPG, PCPECL e DPPS também sio cooperativos. O DCP e PS nio apresentam
cooperatividade. ~ Na associacio do citoctomo ¢ férrico, observa-se maior grau de
cooperatividade com o lipossomo CL (7~2,9) seguido do DCP, DPPS, DMPG e DSPG, que
ainda apresentam cooperatividade. No caso do lipossomo DOPS nio se obsetvou
cooperatividade.

Nenhuma alteragio ocorre na associagio do citocromo ¢ com as membranas PE e PC.

Em relagdo aos parimetros acima apresentados (Tabela IV.3), vale lembrar que as
constantes de cooperatividade (#) dependem do tipo da curva de © normalizado wersus
concentragao de lipidio. Ja as constantes de afinidade (K,) possuem uma dependéncia com o
tamanho das vesiculas lipidicas. Entretanto a constante de afinidade pode variar de um
experimento para outro, visto que o tamanho das vesiculas nio foi padronizado com o uso de
um extrusot.

Outro estudo foi efetuado através do ajuste das curvas de ® normalizado wersus
concentragao de lipidio utilizando uma fungio do tipo f(x)=K, (x)/1+ K, (x), onde K,
corresponde a constante de associagdo. Os valores de K, obtidos através dos ajustes estio

lustrados na Tabela IV.3. ,
Tabela IV.3. Constante de associagio (K), constante de afinidade (K, ) e grau de cooperatividade ().

. Fe** Fe**
LIPiDIO
K, K, n K, K, n
CL 1,4+02 0524004 29+0,8 R - * - *
DMPG |027+001 | 1,7+0,1 | 1,6+0,1 - - -

PS - - - 0,70 + 0,01 1,4+0,1 1
DSPG |0,1840,04 |0,62+0,07| 1,4+0,3 1,1+0,1 1,7+0,2 1,24
PCPECL - - - 69+1,6 | 0254006 | 1,3+03

DCP (0,18 +0,04 | 0,36+0,06 |1,7 1£0,96 54+05 | 0,31+0,05 1
DOPS |0,20 + 0,01 3,2+ 0,1 1 5+1 0,15+ 0,01 4,09 +1
DPPS 0,16+ 0,01 1,7+01 | 1,6 0,1 0,4+0,1 0,27+0,04 | 1,37+0,3

* Nio foi possivel realizar o ajuste devido a rapida satura¢do do sistema.
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Os resultados obtidos para a constante de afinidade apresentados na tabela acima
sugerem que a associagio do citocromo ¢ com as vesiculas lipidicas ocorrem na seguinte ordem
CL, PCPECL, DSPG, PS, DCP, DPPS, DOPS para o citocromo ¢ ferroso e CL, DMPG,
DOPS, DCP, DSPG e DPPS para o caso do citocromo ¢ férrico. E importante observar que a
vesicula que interage mais fortemente com o citocromo ¢ tanto em seu estado férrico como em
seu estado ferroso € a CL. O melhor ajuste para a curva de ® normalizado versus concentragio
lipidio referente & associagdo citocromo ¢ férrico/CL foi o de Hill. No caso da associacio
citocromo ¢ ferroso/CL, a curva apresentou um compottamento bastante hiperbdlico, nio
sendo possivel efetuar nenhum ajuste. A cardiolipina é especial pelo seu papel biolégico, pois é
um importante componente da intermembrana da mitocondria. |

Comparando os ajustes realizados, observa-se que os ajustes de Hill sio mais
representativos para as associagoes do citocromo ¢ ferroso com DPPS, DOPS e PCPECL, e
s30 equivalentes a0 ajuste da constante de associagdo no caso do DCP, PS e DSPG. J4 no caso
do citocromo ¢ férrico, os ajustes de Hill sio mais representativos para o caso do DPPS, CL,

DSPG e DCP, e sao equivalentes ao ajuste da constante de associagido para o DMPG e DOPS.
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IV.DISCUSSAO

Citocromo ¢ férrico

Os resultados obtidos com o citocromo ¢ férrico associado aos diferentes tipos de
lipossomo, observados através da técnica de RPE-CW (Figura IV.1), mostram a presenca
de diferentes estados de spin: um sinal cotrespondente ao estado de spm 1/2 com ttés
valores de g (£=3,085, 72,234 e £=1,250) identificados como os sinais da proteina em
solugio aquosa, um sinal cotrespondente a0 estado de spin 5/2 com valores de g1=6 e

£,/=2, um sinal correspondente ao estado de spin 1/2 com trés valores de g diferentes
daquele da proteina em solugio aquosa € que esta chamado aqui de spin 1/2 alternativo
(¢=2,968, g=2,275 e £~1,500) e um sinal correspondente a0 estado de spin alto com
simettia rombica e valor de g=4,3. Em presenca de determinados lipidios biologicos,
concomitante com este ltimo sinal (g=4,3) também ¢é detectado um sinal associado a um
radical com valores de g=2,014, £=2,008 e g=2,004. Outro resultado que pode ser
mencionado é a dependéncia da distribuigio das espécies paramagnéticas em relagio 20

tipo de lipidio associado 4 proteina citocromo ¢ (Figuras IV.1).
Reversibilidade do spin alto (§=5/2) do citocromo ¢ férrico

A existéncia do spin 5/2 para o citocromo ¢ esti desctita na literatura como uma
desnaturagio da proteina na presenga do lipossomo de CL (Vinccnt ¢ col., 1987). Essa
explicagio estd baseada no fato de que, com uma alteragio do pH da solugao aquosa do
citocromo ¢ pata um valor muito baixo ou préximo de 1,5, o sinal de RPE mostra a
convetsio do estado de spin de 1/2 para 5/2, correspondente a uma desnaturagio acida da
proteina. Entretanto, a adi¢do de NaCl ao meio ptoteina/ lipossomo promove o
desligamento da hemoproteina da membrana, observando-se assim uma diminui¢ao da
espécie de spin 5/2 e uma recuperacio da espécie de spin 1/2. Na Figura V.1. a seguir,
estao ilustrados alguns experimentos em que se mostra tal desligamento utilizando as
membranas DCP, DMPG e CL. Nesses casos, as membranas foram preparadas e divididas
em duas pattes. Em uma das partes foi acrescentado o NaCl para comparagio com a parte

em que tal composto nio foi acrescentado. Observa-se que, para o DCP, ocotrem a
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diminuigdo da espécie de spin 5/2 e o reaparecimento da espécie de spin 1/2 caracteristico
da proteina livre. Com a adigio de NaCl, recupera-se todo o sinal do spin 1/2 caracteristico
do citocromo livre, no caso do DMPG. No caso da CL, onde também se observa o
desaparecimento parcial da espécie de spin 1/2 alternativo, tal recuperacio nio é total. Esse
fato deixa claro que as modificagSes conformacionais que levam a mudancas do estado de

spin no citocromo ¢, induzidas pela associagio proteina/lipossomo, sdo reversiveis.

@ ©

Cit ¢/DCP
Cit ¢/DCP + NaCl

Cit ¢/DMPG
Cit ¢/DMPG + NaCl

Cit ¢/CL
Cit ¢/CL + NaCl

T T T T
150 200 250 300

Campo Magnético (mT)

. ,
10 150 200 250 300

Campo Magnético (mT)

100 150 200 25 300
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Figura V.1. Espectro de RPE do citocromo ¢ associado aos lipossomos (a) DCP, )]
DMPG e (c) CL, na razdio 1/p=30 (em preto) e na razdo 1/p=30 com NaCl (em vermelho).

Estados de spin alto (§=5/ 2) ¢ baixo (§=1/2) do citocromo ¢ ferrico

Para explicar o aparecimento das espécies com estado de spin 5/2, basta admitir
que 2 assoctagdo do citocromo ¢ com os lipossomos induz mudancas conformacionais que
afastam o residuo de metionina, aminoacido que contém o atomo de enxofre, desligando-o
parcialmente do fon de ferro, modulando o campo cristalino de forte para fraco ¢ mudando
como conseqiéncia o estado de spin de 1/2 para 5/2. Esse efeito é obtido com os
lipossomos CL, DPPC, DMPG, DPPS, DSPG, DCP e PS em ordem crescente de
populagio, em que, para CI, a populacio estimada é de 5%, e, para DCP e PS, tal
estimativa ¢ praticamente 100%.

O aparecimento da espécie de spin 1/2 alternativo pode ser devida a mudanca
conformacional induzida pela associagio com os lipossomos, isso deve diminuir a distorcio
rombica do ferro heminico, possivelmente afrouxando o ambiente onde se localiza o anel
heminico como sugerem as analises dos dados de dicroismo circular no UV obtidos por
Nantes ¢ col, (2001). Esse afrouxamento pode também permitir que uma cadeia carbdnica
de algum lipidio vizinho ao heme se introduza no bolso hidrofébico, alterando a simetria
local do ferro, como sugerem Rytémaa & Kinnunen (1995), afastando o enxofre da

metionina do fon de ferro heminico. O aparecimento dessa espécie de spin 1/2 alternativo
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ocorre com os lipossomos DSPG, DPPS, DCP, DOPS, DMPG e CL em ordem crescente
de populagio, em que para DSPG, a populagio estimada é de 20%, e, para CL, tal
estimativa é de 60%. No caso do DCP, ha uma competi¢io entre os dois estados de spin
formados pela associagio proteina/lipossomo.

Com base nessas hipéteses, o efeito das associagbes dos diferentes lipossomos
conta tanto com o efeito eletrostitico como com a interagao hidrofébica para promover o

aparecimento das espécies de spin 1/2 alternativo e de spin 5/2.

Correlagao das modificagies dos estados de spin do citocromo ¢ férrico com os diferentes lipossomos
associados

Considerando-se os lipidios gwiteridnicos (DPPC, PE, PC, DDPC e DBPC), observa-
se, dos resultados de RPE, que somente a associagio com o DPPC resulta em uma
pequena formagio da espécie de spin 5/2 (cerca de 14%). Os outros nio produzem
quaisquer modificagbes no espectro de RPE. Fazendo a mesma analise com lipossomos
formados por lipidios carregados negativamente (CL, DMPG, DPPS, DSPG, DCP e PS),
nota-se que a ocorréncia da espécie de spin 5/2 possui uma correlagio com o aumento do
comprimento da cadeia carbonica nos lipidios saturados, o que parece sugerir que a
insercao da cadeia catbOnica é o fator de importancia na mudanga conformacional que
afasta o enxofre da metionina 80 das vizinhancas do fon de ferro. A exce¢io seria o DCP
que tem cadeia carbonica menor do que a do DSPG e igual aquela do DPPS, entretanto a
cabega polar é bem menos volumosa que a cabega polar do DSPG e do DPPS. Nesse caso,
a interacao eletrostatica permitiria uma melhor acomodagao estérica da cabega polar do
DCP na proteina, compensando a diferenga de comprimento da cadeia carbonica.

Observando-se o efeito da preéenga de ligages insaturadas das cadeias carbonicas
na associa¢do proteina/lipossomo, como é o caso de CL e DOPS, nota-se que somente o
estado de spin 1/2 alternativo é formado, o que sugere que a dobra da cadeia carbonica
formada pela ligagio dupla ctia um impedimento estérico impedindo uma acomodagio
adequada da cadeia na regido hidrofébica da proteina. O fato ‘desctito provavelmente
impede o aparecimento de modificagSes no espectro de RPE da associacio entre a proteina
e os lipossomos de PE e PC que siao gwuteridnicos.

Pode-se fazer uma correlacgio com o aparecimento da espécie de spin 1/2
alternativo do citocromo ¢ associado com a estrutura dos lipidios utilizados. O fator que
mais impotta na associagio proteina/lipossomo é a presenga da carga negativa da cabega

polar, independente do tamanho ou da existéncia de insaturagdo da cadeia carbdnica. Dos
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resultados de RPE, a espécie de spin 1/2 alternativo nio aparece na associagio do
citocromo ¢ com os lipossomos de lipidios gwiteridnicos.

Nessa énélise, a unica excecao é o resultado observado na associagdo do citocromo
¢ com os lipossomos de PS. Nesse caso, s6 € formada a espécie de spin 5/2. Os lipidios PS
sio extraidos do cérebro bovino e a composi¢ao nio é bem determinada. Por outro lado,
esses lipidios ja estavam estocados no laboratério por mais de cinco anos e as cadeias
insaturadas poderiam ja estar peroxidadas. A peroxidagio lipidica foi observada com os
lipidios de CL nos primeitos expetimento realizados neste trabalho. O resultado da

associacio entre a CL peroxidada e o citocromo ¢ sera comentado ainda neste capitulo.

Associagio do citocromo ¢ com o lipossomo PCPECL, o qual mimetiga a membrana interna da
mitocondria

Os resultados de RPE da associacio do citocromo ¢ com o lipossomo PCPECL
(2:2:1), que mimetiza a membrana interna da mitocondria, comparada com a associagao
com o lipossomo de CL (Figuras IV.3 e IV.1.g, respectivamente) mostra basicamente que
nio ha a formagao da espécie de spin 1/2 alternativo. No espectro de RPE (Figura IV.1.g),
pode-se observar apenas um pequeno alargamento da linha em g,, ou seja, em campo de
220,8 mT. Esse resultado indica que a acomodagdo da proteina, que interage
eletrostaticamente com as cargas negativas das cabegas polares dos lipidios, depende do
arranjo das cabegas polares vizinhas 20 lipidio que oferece a carga para a interagdo, ja que a
presenca de PC e PE (gwiteribnicos) como vizinhos impede o aparecimento do spin 1/2
alternativo. Nessa mistura de lipidio, para cada CL de cabega polar negativa existem quatro
lipidios de cabega polar gwiteridnica. E importante aqui notificar que os lipossomos de PC
ou de PE nio mostram modificagoes na associacio com o citoctromo ¢ observadas por
RPE. |

Embora o citocromo ¢ ndo integre nenhum complexo protéico da cadeia
respiratéria, ele necessita interagir com o lado externo da membrana mitocondrial interna
para desempenhar sua fungio como transportador de 'eléttoné. Dessa forma, a sua
associacio com a membrana mitocondrial deve favorecer uma conformagio protéica
adequada 2o transporte de elétrons e altamente inadequada a atividade peroxidase,
impedindo, assim, o ataque aos lipidios da membrana. E interessante notar que a propria
topologia do citocromo ¢ associado 2 membrana mitocondrial assegura uma baixa atividade
peroxiditica visto que a maior parte do conteido de cardiolipina da membrana

mitocondrial interna (80%) estd localizada do lado interno da membrana, portanto sem
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contato com o citoctomo ¢ Por ser negativamente carregada, a cardiolipina aumenta
substancialmente a atividade peroxidatica do citocromo ¢ sobre varios substratos incluindo
0s compostos carbonilicos e os petdxidos resultantes da oxidagdo de lipidios (Nantes e co/,
1998). Essa topologia peculiar também deve assegurar a liberacio do citocromo ¢ da
membrana mitocondrial interna para disparar o evento apoptético no citossol.

Dessa forma, na membrana PCPECL os lipidios de Cl s2o substituidos por lipidios
de PC e PE presentes na vizinhanga pelo processo denominado flzp-flop, coordenado pelas
flipases, existindo uma preferéncia por deixar os lipidios de CL do lado interno da
membrana interna da mitocondria, diminuindo-se assim a atividade peroxidatica do
citocromo ¢. Esses fatos acima relatados encontram suporte nos resultados de RPE com os
lipossomos de PC e PE, que ndo apresentam alteragio no heme, de PCPECL, que
apresentam pequena alteragdo no heme, e de CL, no qual ocotre o aparecimento do spin

1/2 alternativo.

A associagdo do citocromo ¢ na presenga de lipossomos de CL. peroxidada

Observa-se, ainda na Figura IV.3, o aparecimento do sinal de RPE em g=4,3 e de
um sinal de radical livre em g=2 correspondente a reagao do citocromo ¢ com os lipidios de
CL que estio peroxidados. Esse resultado torna-se bem claro quando se estuda a
associacio do lipossomo de CL ji bem peroxidada como mostra a Figura V.2 a seguir.
Nessa figura, sio apresentados os espectros de RPE para o citocromo ¢ em solugio
aquosa, associado com lipossomo de CL nao peroxidada, com CL peroxidada e em
solucdo aquosa na presenga de #butil peréxido.

A peroxidagio lipidica ocorre quando o oxigénio do ar reage com a dupla ligagio
do lipidio insaturado. No caso, a CL possui 80% de icido linoléico, o qual possui duas
ligagoes duplas. '

A associacio da CL peroxidada promove uma mudanga significativa do fetro
heminico. Observa-se o proeminente sinal correspondente ao spin intermediario S=3/2
(g=4,3) com simetria témbica. Concomitatemente ocorre o desaparecimento da banda de
Soret (bleaching) no espectro de UV-vis em um tempo de 20 minutos a partir da preparagao.

Tanto o sinal de RPE, spin intermediatio com g=4,3, quanto a diminui¢io da banda
de Soret ocorrem devido a alteragdes no anel pirrélico, provavelmente o rompimento de

uma ligagdo com um nitrogénio do referido anel.
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Na presenca de #-butil peréxido, observa-se o radical peroxil, mas, na presenga da
CL muito peroxidada, o radical ndo é observado, provavelmente devido ao longo tempo da
preparagio em relagdo ao rapido tempo da reacdo e do conseqiiente desaparecimento desse
radical. No entanto, foi possivel detecta-lo na presenga de CL pouco peroxidada e
identificar os parametros de RPE ja relatados no Capitulo I17. Esses resultados da interagio
do ion de ferro com lipidios na presenca de #butil peréxido estdo sendo investigados mais
detalhadamente como subprojeto deste trabalho.

A existéncia dessa reagio indica que a cadeia carbonica deve se aproximar do heme
para que a reagio ocorra e, portanto, corrobora o modelo de mserc¢do da cadeia lipidica no

sitio hidrofébico préximo ao heme.

Cit e

Citc+ CL

—-— Cit ¢ + CL peroxidada
Cit ¢ + t-butil peréxido

N~

I e ]
' 1 ' 1 ' i i i i i 4 I
100 150 200 250 300 350
Campo Magnético (mT)

Figura V.2. Espectro de RPE do citocromo c livre (a), associado com o lipossomo
Cl (b), na presenga de CL peroxidada (c) e na presenga de fert-butil peroxido (d) na
razdo 1/p=48.
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A assoctagdo do citocromo ¢ com lipossomos promove mudangas conformacionais na proteina

Os espectros de MCD dos citocromos ¢ fétrico e ferroso revelam que a assoclagio
da hemoproteina com as vesiculas promove mudangas conformacionais no grupo heme. A
Figura IV.4 ilustra a associacio do citocromo ¢ com lipossomo CL, como exemplo,
induzindo significativas mudangas estruturais na protefna ou no grupo heme, em ambos os

estados (férrico e ferroso).

A conversao do spin baixo (§=1/2) para o spin baixo alternativo do citocromo ¢ férrico ¢ acompanbada
pelo decréscimo da banda negativa de MCD em 415 nm enquanto que a conversio para o spin alto

(§=5/2) ndo apresenta modificagies nas bandas de MCD

Nas associagSes nas quais o estado de spin 1/2 alternativo é detectado pelas
medidas de RPE (Figuras IV.1.b, IV.1.c, IV.1.d, IV.l.e, IV.1.{, IV.1.g), os espectros de
MCD do citocromo ¢ exibem cortespondente decréscimo e deslocamento para o azul da
banda negativa de 415 nm na mesma ordem de intensidade populacional observada no
RPE (Figura IV.10). E interessante notar que somente o segmento negativo do espectro de
MCD ¢ algo sensivel a conversio do spin 1/2 do ferro heminico (correspondente ao
citocromo ¢ livre) para o estado de spin 1/2 alternativo (cotrespondente ao citocromo ¢
assoctado 20 lipossomo). Esses dados sugerem que a mudanca de simetria induzida pelo
lipidio ¢é acompanhada por pequenas alteragdes rotacionais em regides que
preferencialmente absorvem luz citcularmente polarizada a direita (Van Holde, 1971).

A conversio do citocromo ¢ férrico de spin 1/2 para spin 5/2 nio é acompanhgda
por mudanga no espectro de MCD. Esse resultado jé era esperado uma vez que, na
temperatura ambiente, os sinais de MCD para hemoproteinas férricas spin 1/2 e spin 5/2
sao muito semelhantes em forma e intensidade. .Entretanto, em baixas temperaturas, o sinal
de MCD do estado de spin 1/2 é cetca de 100 vezes mals intenso que aquele
cotrespondente ao estado de spin 5/2 (Cheesman, 1991).

Para as mudangas cotrelacionadas com a espécie de spin 1/2 alternativo, os graficos
com ajustes de Hill (Figura IV.10) mostram que existe coopetatividade da associacio
citocromo ¢/lipossomo na ordem decrescente de cooperatividade: CL, DCP, DMPG,
DPPS, DMPG, DSPG e variando a constante de cooperatividade # de 2,9 para 1,0 (Tabela
IV.3). Esse efeito sugere que, ao associar uma proteina ao lipossomo, hi uma mudanca

estrutural do lipossomo que facilita a associagdo da préxima proteina.
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Comparando os ajustes das curvas de © normalizado sersus concentracio de lipidio,
no caso do citocromo ¢ férrico, os ajustes de Hill sio mais representativos para DPPS, CL,
DSPG e DCP e sio equivalentes a0 ajuste da constante de associacio no caso do DMPG e
DOPS. Isso indica que hid uma cooperatividade na associagio do citocromo ¢ (fétrico) com

os lipidios estudados.

Citocromo ¢ ferroso

Quando o citoctomo ¢ ferroso se associa com os lipossomos CL, DPPS, DSPG,
DCP e PS a modificagio do espectro de MCD indica a perda do sinal em 550 nm, um
deslocamento da banda positiva de 418 nm para 400 (Figuras IV.4b e IV9) Comparando
os presentes resultados de MCD com o resultado bem conhecido da.oxi e da desoxi-
hemoglobina humana, cujo estado de spin € bastante conhecido (Eaton & Hofrichter,
1981), identificamos que o citocromo ¢ ferroso em meio aquoso apresenta spin (S=0)
caracteristico de um forte sinal em 550 nm no espectro de MCD. Quando associado com
membranas, o ferro heminico no citocromo ¢ ferroso apresenta o estado de spin na forma
de spin alto (§=2). Nesse caso, o intenso sinal no espectro de MCD em 550 nm desaparece.

Essas mudancas poderiam indicar que hi uma conversio do estado de spin do ion
Fe*" de S=0 para S=2. Esse tesultado é corroborado pela reversibilidade do sinal de MCD
quando a proteina € dissociada dos lipossomos por adigio de NaCl (Nantes ¢ o/, 2001). B
importante notar que essas bandas na regido da banda de Soret sio muito parecidas com
aquelas do citocromo ¢ em estado férrico e poderiam induzir uma mudanca de valéncia do
ion ferro de 2+ para 3+ quando associado com esses lipossomos.

No caso da associagdo do cito¢romo ¢ com os lipossomos DOPS e PCPECL, as
bandas de MCD parecem indicar que pafte das proteinas é realmente oxidada (Figura V.3).
Foram realizadas as medidas de RPE para verificar a existéncia de citoctomo ¢ férrico com
o lipossomo de DOPS. O resultado foi posiﬁvo, verificando-se que algum processo de
oxidagio ocorreu. E possivel que os lipidios utilizados j4 nio estivessem isentos de
peroxidagio. No caso do lipossomo PCPECL, resultados anteriores de MCD e de RPE
(Nantes ¢ o/, 2001) mostraram que nio hi a mudanca de valéncia, o que sugere que
provavelmente a hipétese de peroxidagio desses lipossomos era correta.

As anilises dos ajustes de Hill sugerem que, no estado ferroso, a associacio
citocromo ¢/DOPS apresenta maior cooperatividade, seguida pelas associacbes citocromo
¢/DPPS, citocromo ¢/DCP e citoctomo ¢/PCPECL. Esses resultados estio ilustrados na

Figura IV.9 e na Tabela IV.3). No caso da associagio do citocromo ¢ ferroso com CL ja na
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razdo 1/p=12, a associagio ja é praticamente completa, ocorrendo a saturacio. Esse fato
toma inviavel o uso do modelo de Hill para um ajuste adequado. Para tal anilise, seria
necessario realizar essas medidas em razdes 1/ p menores que 12.

Comparando os ajustes realizados, observa-se que os ajustes de Hill sio mais
representativos para as associagSes do citocromo ¢ ferroso com DPPS, DOPS e PCPECL e
so equivalentes 20 ajuste da constante de associagio no caso do DCP, PS e DSPG, o que
indica que hd uma cooperatividade na associagio do citocromo ¢ (ferroso) com os lipidios
estudados.

Um resultado peculiar ocorre ainda com o citocromo ¢ ferroso na associacio
citocromo ¢/ DMPG (Figura IV.8). Como ja descrito na literatura, o DMPG possut duas
transigGes de fase, uma na temperatura de 18° C e outra em tomo da temperatura de 38° C,
a qual é fortemente dependente da concentragio salina da solucio (Riske ¢ col, 1997). As
medidas de MCD sio realizadas a temperatura de 25° C. Como no procedimento do
experimento realizado a forga iénica nio esta controlada, 2 medida em que aumentamos a
quantidade de lipossomos, a concentragio salina relativa diminui. Esse efeito sobre os
lipossomos pode estar modulando a associagio com o citocromo que também ¢
carregado. Esse comportamento diferenciado em relacio aos outros lipidios pode estar
relacionado com essas transi¢des de fase do DMPG, j4 que a proteina citocromo ¢ é
carregada e compete com a forga i6nica usada com o tampio HEPES. Esse ponto também

devera ser motivo de investigacdes futuras.

1.5

© (mdeg M10°)
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3+
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Figura V.3. Espectro de MCD do citocromo ¢ ferroso associado com o lipossomo
DOPS (em vermelho) e com PCPECL (em azul) e do citocromo ¢ férrico livre (em preto).
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O modelo

A Figura V.4 a seguir ilustram a molécula do citocromo ¢. As Figuras V.4.a e V.4.c
sao representa¢des da superficie eletrostitica do citocromo ¢ realizadas através do programa
LabWiew. A proteina est representada nas duas faces sendo que as Figuras ViceVdd
sao faces opostas (giradas de 180°) da proteina representada nas Figuras V.4.a e V.4.b,
respectivamente. Nas Figuras V.4.b e V.4.d, estio destacados os residuos lisina (em azul)
responsaveis pela interagio eletrostitica entre a proteina e os lipidios carregados
negativamente. O canal hidrofébico proposto por Takano (Takano ¢ co, 1973) esta
representado em verde. Em rosa estdo ilustrados os residuos sugeridos por Rytémaa &
Kinnunen (Rytémaa & Kinnunen, 1995), os quais seriam as Gneoras para a interagio
hidrofébica entre o lipidio e a proteina. |

Rytomaa & Kinnunen (1995) sugerem que os lipidios carregados negativamente
interagem eletrostaticamente com as lisinas 72 e 73, enquanto os lipidios gwiteriénicos, ou
neutros, fazem uma ligagdo quimica com a asparagina 52. A partir .dessa interagao inicial
ocotreria entdo a penetragio da cadeia carbénica no bolsio hidrofébico da proteina. Vale
salientar que os residuos sugeridos por Rytémaa & Kinnunem, a asparagina 52 e as lisinas
72 e 73, estao localizados no lado oposto das da das lisinas sugeridas por Takano (Takano ¢
col, 1973). |

Os resultados de RPE discutidos aﬁteriormente concordam com o modelo
proposto por Rytomaa & Kinnunen (1995), que estabelece a penetragio da cadeia
catbonica no bolsio hidrofébico do citocromo ¢. Esses resultados também corroboram que
ha uma interacdo eletrostitica inicial entre o citocromo e os lipidios carregados
negativamente. |

Foram realizados alguns calculos para se detectarem canais fisicos dentro da
proteina, mas aparentemente na estrutura da proteina citocromo ¢ nio foi possivel detectar
nenhum canal fisico de modo a acomodar uma cadeia carbonica. Vale lembrar que a
proteina nao foi avaliada em seu estado dinimico e, portanto, como especulagio, acredita-
se que, no modelo dinamico, ocotra uma abertura do canal sugerido por Takano (Takano ¢

co/, 1973) de modo a acomodar a cadeia uma carbdnica do lipidio.
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() @)

Figura V.4. Representacio da molécula citocromo ¢ (2) e (c) ilustram superficies de potencial
eletrostatico e (b) e () ilustram as cadeia carbdnica e os aminodcidos (gerados pelo programa
LabWien) (c) e (d) representam a molécula rotacionada de 180° em relagio (a) e (b).
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Os resultados aqui apresentados mostram que a interagio do citoctomo ¢ com
diferentes membranas nio é um problema simples como possa parecer a primeira vista, ja
que existe a dependéncia da distribuigio de cargas das cabegas polates dos lipidios, do
tamanho e do estado de saturagio das cadeias carbonicas e do estado de valéncia do ferro
da proteina. Mas o que fica realmente clato é que as mudangas conformacionais induzidas
pela associagdo proteina/lipossomo sio moduladoras do campo cristalino visto pelo fon de
ferro heminico fazendo variar tanto a simetria local do ferro quanto seu estado de spin.
Fica claro também que a interagio é tanto eletrostitica quanto hidrofébica. Esses estados
de spin induzidos pela associagdo proteina/lipidio devem ser importantes no processo de
transferéncia de elétrons no trabalho mitocondrial e no mecanismo peroxiditico do

citocromo ¢ no fenémeno de apoptose.
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V1. PERSPECTIVAS

V1. RPE-Pulsado

Medidas de T,

Foram realizados experimentos nos quais mediram-se os tempos de relaxacio
longitudinal (T;) do ferro heminico do citocromo ¢ em fungio da temperatura, em trés
sistemas diferentes. Primeiramente, a medida foi realizada com a proteina em tampio HEPES
pH=7,4, em solugio congelada. Outros sistemas estudados foram as membrana citocromo
¢/CL e citocromo ¢/ SDS. A Figura VI.1 a seguir ilustra uma curva da relaxaciio longitudinal
(T;) em fungio do tempo para uma amostra de citocromo ¢ congelado na temperatura de 7 K.

Os valores de T, foram obtidos com ajuste de uma fungio exponencial stretch da forma

()"
y=A+Be T‘J , utilizando-se o programa Origin. Os valores de # estio ilustrados na Tabela

VL1. A Figura V1.2 a seguir ilustra a taxa de relaxacio longitudinal (1/T,) em funcio da

temperatura.
Curvade T,
——— Simulagio
T T T T T T T T T T
0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000
Tempo (ns)

Figura VL.1. Curva de Relaxagio Longitudinal (T') em s sersus o Tempo (ns).
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Figura VI.2. Taxa de Relaxacdo Longitudinal (1/T1) em s zersus a Temperatura (K).

Tabela VI.1. ParAmetros do ajuste da curva de 1/T,.

4,17(£0,04)

Sistema ] d
Citocromo ¢ livre 6,34 (10,07) 1,45 (1£0,03)
SDS 5,96 (+0,05) 1,32 (£0,02)
CL

0,72 (30,02)*

* Para d<1 o modelo de Stapleton nio é mais valido (Stapleton ¢ o/, 1982).

Os valores da Tabela VI.1 mostram que a relagio entre a expressio 1/T; e a
temperatura varia conforme o sistema estudado. De acordo com o modelo proposto por
Stapleton (Stapleton ¢ w/, 1982), a taxa de relaxacio varia com a temperatura de acordo com
uma fungio de poténcia do tipo T7**, onde 4 é a dimensio fractal. O resultado obtido para o
citocromo ¢ livre em solu¢do confirma os resultados citados por Stapleton ¢ o/ 1982. Os
autores encontraram o valor do expoente #=6,34+0,07. O resultado obtido para o sistema
Citocromo ¢/SDS podetia se enquadrar nesse modelo, mas para o sistema Citocromo ¢/CL

esse modelo nio é mais valido, pois # € muito pequeno. Segundo esse modelo ¢ deveria variar
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Stapleton e colaboradotes (Stapleton ¢ o/, 1982) relacionaram a taxa de relaxagio spin
eletronico Raman em proteinas férricas com um modelo no qual 2 estrutura da proteina estd
caracterizada pela dimensao fractal (d) e pela densidade de estados vibracionais p(®), que varia
com a freqiiéncia ®", e a dependéncia da taxa de relaxagio Raman com a temperatura é T°%.
Embora essa dimensio fractal 4 seja um simples parimetro, ele é um bom indicador da
conformagio da proteina, pois ¢ uma medida quantitativa do grau de como a estrutura
preenche o espa¢o no qual ela reside. Os autores mostram que os valores de 4 podem ser
medidos através da medida de relaxagido spin-rede e obter pardmetros idénticos aos resultados
obtidos através de raios-X e as mudangas na estrutura da proteina. Por exérnplo, os efeitos do
solvente sobre a estrutura da proteina podem ser convenientemente monitorados por medidas
de relaxagao.

No mecanismo de relaxagio Ramam, um fonon de alta energia é espalhado
inelasticamente por um spin paramagnético causando um spiz flip e uma correspondente
mudanga de energia no referido féonon. Esse processo é mais rapido que o processo direto
(processo de um foénon) quando a temperatura ¢ alta suficiente para popular os estados dos

fénons de maior energia (Aw >> gugH). O processo de dois fonons é dominante pois todo

fonon de alta energia pode fazer parte, enquanto somente aqueles com energia glzH sio
possivels no processo diteto. Fisicamente, o processo de relaxagido envolve a modulagio do
campo eletrostatico do ligante por vibragdes estruturais, o que perturba os estados eletronicos
dos orbitais que sio acoplados com o spin via interagdo spin Orbita. )

Esse estudo podera ser estendido para outros sistemas citocromoi ¢/lipidio com a
finalidade de sistematizar e apresentar um modelo para esse tipo de relaxagio e possivelmente

analisar a estrutura da proteina a partir do tempo de relaxacao medido pela técnica de RPE

Pulsado nesses sistemas.
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Outros estudos ntilizando-se a téenica de RPE Pulsado

Existe outra forma de obter um espectro de absorcio pela técnica de RPE além da
forma convencional ou CW. Através da técnica de RPE pulsado ¢ possivel obter um espectro
de absorgio medindo-se as intensidades do eco com a variagio do campo magnético. Um fato
interessante a ser observado com essas medidas é a posse de informagdes adicionais pelo
espectro em comparagdo 20 medido com a técnica CW. A Figura VI3 a seguir permite a

comparagio dessas duas medidas de aborgio para o citocromo ¢ livre.

Citocromo ¢

—— Absorgio CW
—— Absorgio PW

100 l 200 ' 300 ' 400 ' 500 l 600
Campo Magnético (mT)

Figura V1.3, Espectro de absorcio do citocromo ¢ (T=11K) medido através da
técnica de RPE Pulsado (PW) (em vermelho) e através da técnica de RPE Onda
Continua (CW) (em preto).

Outro tipo de medida que pode ser explorado com RPE pulsado nos sistemas
citocromo ¢/lipidios e a ESEEM (do inglés Electron Spin Eco Envelop Modulation). Nesse tipo de
medida, obtém-se informagdes sobre os niicleos vizinhos ao centro paramagnético (os quais
promovem a modulagio). A Figura VI.4 a seguir ilustra um espectro ESEEM do sistema
citocromo ¢/SDS. Essa técnica em breve serd explorada em nosso laboratério. Experimentos
preliminares indicam que através dessa técnica é possivel o estudo das associacdes citocromo

¢/lipossomo.
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Cit ¢+ SDS

Eco Modulade

0 ZOlOO ‘ 4OIOO ' 60l00 I 800(
Tempo (ns)
Figura VI.4. Eco Estimulado SDS

Esses tipos de informagdes obtidas por RPE-PW sio muito novos e abrem caminho

para muitas investigagdes apliciveis também em matetiais biologicos.
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V1.2 Peroxidagdo lipidica com t-butil perdxido

Um estudo sobre peroxidagio lipidica também foi realizado, utilizando o zer-butil
perdoxido. A Figura VL5 ilustra alguns espectros de RPE das reacdes analisadas. Observamos
que o radical peroxil ndo aparece na presenga dos lipossomos PCPECL e CL. J4 na presenca
do DCP e na auséncia de lipossomos, ocorre o aparecimento do radical peroxil, fato que pode
estar relacionado com uma protegio lipidica contra danos protéicos promovidos por radicais.

Estudos utilizando vérios lipossomos estio sendo realizados como continuidade dos projetos

do grupo.

Experimentos preliminares indicam que a presenca de lipidios insaturados também
retarda a perda da banda Soret promovida por fert-butil hidroperéxido, sugerindo que esses
lipidios presentes nas membranas podem atuar como trapeadores de radicais produzidos pela
attvidade peroxidatica do citocromo ¢ e, portanto, podem desempenhar um papel protetor

contra danos, em proteinas, promovidos por radicais.

cit ¢ + DCP + £butil

cit ¢ +PCPECL + £butil

)

cit ¢ +CL + #butl
]

I T i i T ' ¥ ¥ i i T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Campo Magnético (mT)

Figura VL5. Espectro de RPE do citocromo ¢ com zert-butil peréxido na presenca dos lipossomos
PCPECL, CL e DCP.
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VIIL. CONCLUSOES

Os objetivos propostos no inicio desta tese foram atingidos no que se trata do estudo
sistematico da natureza da interagao entre o citocromo ¢ e as cadeias fosfolipidicas.

Pode-se observar, desses estudos, que o centro ativo da proteiﬁa, ou seja, 0 grupo
heme, sofre o efeito tanto das interagbes eletrostaticas quanto da intefagio hidrofébica e
depende dos lipidios que formam os lipossomos — se sdo carregados, tém cabecas polares mais
ou menos volumosas e tém cadelas carbonicas compridas com ligagcdes saturadas ou
msaturadas.

As técnicas utilizadas estudam diretamente o centro ativo mas permitem também
inferir sobre efeitos de cooperatividade dos diferentes lipossomos.

Os resultados aqui apresentados sio mmportantes para o entendimento do papel
biolégico do citocromo c, ji que evidenciam que o campo cristalino visto pelo ion ferro é
modulado pelo tipo de interagio que ocorre com a superficie das diferentes membranas.
Também o aspecto positivo da interagio hidrofébica com a possivel inser¢ao da cadeia
carbonica préxima ao ion ferro pode promover o papel peroxidatico do citocromo ¢ no meio
citossolico, contribuindo para o processo apoptético na célula.

Este trabalho também abre um leque de novas idéias e de futuras investigagoes. Um
novo estudo dessa interagio deve ser implementado a partir da técnica RPE pulsado, como

indicam os resultados ja obtidos apresentados.
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