Universidade de Sao Paulo
Instituto de Fisica

Investigacao da interacao de proteinas modelo
com liquidos 16nicos e surfactantes em meio
aquoso

Juliana Raw

A7
~/ /45 I < G, VN
12 XM ST

/ L - Se—
"/’»?”TZ/,",(:,,,K}—— e e

st
7
e

Orientador: Prof. Dr. Leandro R. S. Barbosa

Tese de doutorado apresentada ao Instituto de
Fisica como requisito parcial para a obtengdo do
titulo de Doutor em Ciéncias.

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Leandro Ramos Souza Barbosa (Orientador) - [IFUSP
Prof. Dr. Caetano Rodrigues Miranda - IFUSP

Prof®. Dr*. Thereza Amélia Soares da Silva - FFCLRP USP
Dr?. Leticia Maria Zanphorlin Murakami - CNPEM

Dr®. Juliana Sakamoto Yoneda - CNPEM

Sdo Paulo
2023



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pelo Servigo de Biblioteca e Informagao
do Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo

Raw, Juliana

Investigacéo da interacéo de proteinas modelo com liquidos ibnicos e
surfactantes em meio aquoso. Sao Paulo, 2023.

Tese (Doutorado) - Universidade de S&o Paulo. Instituto de Fisica. Depto.
de Fisica Geral

Orientador: Prof. Dr. Leandro Ramos de Souza Barbosa

Area de Concentracao: Fisica Experimental - Biofisica.

Unitermos: 1. Biofisica molecular; 2. Proteinas; 3. Liquidos ionicos.

USP/IF/SBI-045/2023




University of Sdo Paulo
Physics Institute

Investigation of the interaction of model
proteins with 1onic liquids and surfactants in
aqueous media

Juliana Raw

Supervisor: Prof. Dr. Leandro R. S. Barbosa

Thesis submitted to the Physics Institute of the
University of Sdo Paulo in partial fulfillment of the
requirements for the degree of Doctor of Science.

Examining Committee:

Prof. Dr. Leandro Ramos Souza Barbosa (Supervisor) - [IFUSP
Prof. Dr. Caetano Rodrigues Miranda - IFUSP

Prof. Dr. Thereza Amélia Soares da Silva - FFCLRP USP

Dr. Leticia Maria Zanphorlin Murakami - CNPEM

Dr. Juliana Sakamoto Yoneda - CNPEM

Sdo Paulo
2023






Agradecimentos

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Leandro R. S. Barbosa, pelos aprendizados,
pelo companheirismo, pela empatia e pela dedicacdo essenciais tanto para a conclusdo

deste trabalho como para a minha formagao.

Agradego a Prof®. Dr?. M. Teresa Lamy, ao Dr. Evandro L. Duarte, a Prof®. Dr®.
Karin do Amaral Riske e a Dr?. Leticia Zanphorlin pela disponibilidade e suporte na

realizacao das exploragdes experimentais.

Agradeco aos meus colegas de grupo e colaboradores, em especial ao Dr. Leandro
Franco, Me. Luis Fernando Rodrigues ¢ ao Dr. Pedro Leonidas pelas discussdes e

contribuigdes para o aprimoramento deste trabalho.

Agradeco a minha familia, meus pais, Elizabeth e Mauricio, minha irma, Nina, e

meu parceiro, Caio, pelo incentivo e apoio em todos os momentos.

Agradeco a agéncia de fomento FAPESP (#2015/15822-1) pelo auxilio financeiro

essencial a realizag¢do deste trabalho.

O presente trabalho também foi realizado com apoio da Coordenagdao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de

Financiamento 001.






Resumo

Exploramos, neste trabalho, os mecanismos de interagdo entre as proteinas BSA,
HSA e lisozima e os liquidos i6nicos imidazdlicos em meio aquoso, juntamente com as
modifica¢des estruturais envolvidas. Os liquidos i6nicos sdo moléculas versateis que vém
ganhando notoriedade em multiplos campos do conhecimento. Buscamos diminuir as
lacunas ainda existentes no entendimento da interacdo dessas moléculas em sistemas de
interesse biologico, a fim de suportar o desenvolvimento de aplicagdes dos liquidos

16nicos, principalmente no campo farmacéutico.

Os resultados demonstram que a interagdo entre os liquidos idnicos e as proteinas
BSA e HSA sdo semelhantes. Ambos os sistemas apresentaram supressdo da
fluorescéncia e deslocamento do pico de emissdo para menor comprimentos de onda.
Observamos o aumento do raio de giro, bem como a perda da estrutura globular das
proteinas e formacao de estruturas semelhantes a micelas com o aumento da concentragao
de liquidos i6nicos em ambos os sistemas. Com base em nossos dados experimentais,
propomos que a interagdo ocorre prioritariamente em trés estagios. No primeiro estagio,
ha uma interagdo inicial de baixa intensidade, movida principalmente pelo efeito
eletrostatico. No segundo estagio, com a adi¢do do liquido i6nico, o efeito hidrofobico se
torna mais relevante, resultando em mudancas significativas nos paradmetros estudados.
Nesse estagio, observa-se a exposi¢ao de sitios hidrofobicos, desenovelamento parcial
das proteinas e uma interagdo cooperativa. No terceiro estagio, ocorre a saturagdo da
interacao e a formagao de micelas em solucao. A proteina lisozima interage de forma mais
fraca com os liquidos idnicos. Observamos a supressdo da intensidade de fluorescéncia,
conservagdo do comprimento de onda de emissdo e mudangas estruturais sutis. Ha

evidéncias da formag¢ao de micelas de liquido i6nico decoradas com lisozima.

Acreditamos que este trabalho contribui para o entendimento da interagdo entre
liquidos i6nicos e proteinas, destacando caracteristicas que podem ser relevantes para o
design de liquidos i6nicos em diversas aplicagdes, além de ressaltar o potencial toxico

dos liquidos i6nicos para sistemas com interesse biologico.

Palavras-chave: Liquido i6nico; BSA; HSA; lisozima; interacdo proteina-

surfactante.






Abstract

In this study, we investigated the interaction mechanisms between the proteins
BSA, HSA, and lysozyme, and imidazolium ionic liquids in an aqueous medium, along

with the associated structural modifications.

Our results demonstrate that the interaction between the ionic liquids and BSA
protein is similar to that observed with HSA protein. Both systems exhibited fluorescence
quenching and a shift in the emission peak towards shorter wavelengths. Moreover, we
observed an increase in the radius of gyration, loss of the proteins' globular structure, and
the formation of micelle-like structures as the concentration of ionic liquids increased in

both systems.

Based on our experimental data, we propose a three-stage interaction process. In
the first stage, a low-intensity initial interaction occurs, primarily driven by the
electrostatic effect. In the second stage, the hydrophobic effect becomes more prominent
with the addition of the ionic liquid, leading to significant changes in the studied
parameters. In this stage, the exposure of hydrophobic sites, partial unfolding of the
proteins without significant loss of the secondary structure, and cooperative interaction
are observed. The third stage involves saturation of the interaction and the formation of

micelles in solution.

The interaction between lysozyme protein and the ionic liquids is comparatively
weaker. We observed suppressed fluorescence intensity, conserved emission wavelength,
and subtle structural changes. Furthermore, there is evidence of the formation of ionic

liquid micelles decorated with lysozyme.

This study contributes to the understanding of the interaction between ionic
liquids and proteins, highlighting characteristics that have potential implications for
designing ionic liquids in various applications. Additionally, it underscores the potential

toxic effects of ionic liquids in biologically relevant systems.

Keywords: Ionic liquid; BSA; HSA; lysozyme; protein-surfactant interaction.
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l.  Introdugao

Liquidos i6nicos compdem uma classe de moléculas que vem conquistando espaco
em varias areas do conhecimento, principalmente por sua versatilidade. Os liquidos 16nicos,
entre as varias aplicagdes que serdo exploradas posteriormente, podem ser empregados como
substitutos “verdes” aos solventes tradicionais, que sdo agressivos ao meio ambiente. Esta
classe de moléculas i6nicas se encontra no estado liquido em temperaturas proximas a

temperatura ambiente, tornando-os de especial interesse.

Solventes organicos sdo um dos principais fatores de risco a saude e de impacto ao
meio ambiente nos processos quimicos da industria e correspondem a mais de 50% dos
materiais empregados na producao de farmacos [1]. De todos os possiveis solventes a dgua
¢ inegavelmente o mais seguro e vantajoso, pois ndo ¢ toxica, nem inflamavel, ¢ barata e
abundante. Porém sua polaridade e grande disponibilidade de ligacdes de hidrogénio
impossibilitam uma boa solubilizagdo de componentes organicos ¢ estabilidade de algumas
reagoes, motivo pelo qual os solventes organicos sao tao utilizados. Por outro lado, a adigao
de moléculas anfifilicas, como os surfactantes e liquidos i0nicos surfactantes, a agua
possibilita a formagdo de sitios apolares que suportam os componentes organicos e

determinadas reagdes [2].

O desenvolvimento de novos liquidos idnicos e novas metodologias, particularmente
no campo farmacéutico, demanda um entendimento da interacdo dessas moléculas com
sistemas de interesse biologico. O presente trabalho constitui nossa contribui¢do a tal
entendimento, através do estudo da interagdo de liquidos i0nicos com proteinas modelo,
dentre elas, a albumina do soro bovino, albumina do soro humano e lisozima da clara do ovo
da galinha. Alguns principios teoricos, defini¢des e particularidades sobre as proteinas e
liquidos i6nicos sdo necessarios e apoiardo nossas discussdes, comegaremos com a

apresentacao do constituinte das proteinas, os aminoacidos.

A. Aminoacidos

Os aminoacidos se encontram fundamentalmente em um contexto de exploragao
sobre a origem da vida e a natureza da matéria. Jons Jakob Berzelius foi um proeminente
cientista sueco que estudou dentre varios assuntos o efeito da eletricidade em elementos
quimicos [3]. Em 1807 Berzelius sugere que existe uma diferenca fundamental entre

substancias organicas e inorganicas, isto €, coisas encontradas em seres vivos s6 podem ser
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feitas pelos seres vivos. Porém em 1828 Friedrich Wohler consegue produzir substincia
organica a partir de inorganicas e escreve para Berzelius “Tenho de lhe dizer que consigo

fazer ureia sem uso de figados.” [4].

o . b

350 AC 1839 1864 1871 1902
Aristoteles Gerardus J Mulder Pasteur Charles Darwin sugere Franz Hofmeisfer
defende que utiliza o termo proteina  demonstra que os que a vida pode ter  propde que proteinas
a vida pode (sugestdo de J6ns micro-organismos  comecado em “algum sao formadas
ser gerada J Berzelius} em seu ndo sdo gerados laguinho aquecido”. por aminoacidos
espontaneamente. estudo de substancias  espontaneamente. encadeados.

provenientes de animais.

. . .

1907 1922 1953
Emil Fisher obtém aminoacidos Alexander QOparin Harold Urey e Stanley Miller
através da quebra de albuminas e propde que realizam experimento que simula
produz peptideos sintéticos. compostos complexos atmosfera primitiva e criam
foram formados em aminoacidos a partir de aménia,
atmosfera primitiva. metano, hidrogénio, vapor de

agua e descargas elétricas.

Figura 1: Linha do tempo com os fatos mais relevantes para o estudo dos aminoacidos e proteinas.

Gerrit Mulder, que trocava cartas e sugestdes com Berzelius, analisava a composi¢ao
de produtos naturais, principalmente os com interesse medicinal, como extratos de casca de
arvore e 0leos naturais. Em 1838 se concentrou na analise da composicao de substancias que
continham nitrogénio, na época designadas como ‘“albuminas”. Mulder acreditava ter
encontrado uma composi¢do comum a todas as substancias que estava estudando, a formula
calculada seria equivalente a C400He20N1000120P1S1. Berzelius sugeriu uma palavra derivada
de ‘mpwretol”, do grego, que significa ‘estar na frente’, dado que a substancia parecia ser a
primordial nos animais, esta palavra ¢ ‘proteina’ [5]. A formula de Berzelius se demonstrou
incorreta, porém a importancia de seu trabalho e o termo ‘proteina’ permaneceram. Embora
0 aminoacido leucina tenha sido descoberto em 1819 por Proust [6] [7], a constatagdo que

as proteinas eram compostas por aminoacidos s6 veio em 1902 por Franz Hofmeister [5].

Os aminoécidos possuem uma estrutura em comum ligada a uma cadeia lateral (R)
que os diferencia, como pode ser observado na Figura 2. A estrutura comum é composta por
um grupo amina (-NH2) e um grupo carboxila (-COOH) ligados a um carbono central,

conhecido como carbono a.
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Figura 2: Estrutura de um aminoacido, onde R corresponde a cadeia lateral.

Existem muitas formas de categorizar ¢ classificar os aminodcidos. Uma
classificagdo comum ¢ quanto a capacidade do corpo humano sinterizar o aminoacido, neste
contexto existem os essenciais (ndo podem ser sintetizados e, portanto, devem ser obtidos
através da dieta), ndo-essenciais (podem ser sintetizados e, portanto, ndo precisam de outra
fonte) e os condicionalmente essenciais (podem ser sintetizados pelo corpo, porém, em
situagdes especiais do organismo, como doenga ou estresse, também devem ser obtidos pela

dieta).

A Figura 3 traz 21 aminoacidos comuns para apreciagao. Os aminoacidos comuns
sdo definidos como os aminoacidos para os quais existe pelo menos um cdédon no codigo
genético [8]. H4 na literatura autores que enumeram 20 e autores que enumeram 21
aminoacidos comuns. O 21°, o aminoacido selenocisteina, nem sempre estd presente nas
listas pois a literatura a seu respeito ¢ mais recente e sua presenga na composicao das

proteinas € mais rara que a dos outros aminoacidos [9].

Cadleia lateral (em pHneutro):  (FiidGROBIES) Carga negativa Carga positiva Polar sem carga Casos especiais

[0} OH O [o} o a
HsN.
HO/\H\OH )\H\QH Y\i)J\OH HzN)I\/YU\OH
NH, NH, 0 NH,

Serinae Treoninao Asparagina@ Glutamina@
(Ser) (Thr) (Asn) {GIn)

Figura 3: Os 21 aminoacidos comuns. Referéncias: [10] [11]

Neste trabalho, como estamos interessados em como se da a interag@o entre proteinas

e outras moléculas, ¢ mais conveniente classificar os aminoacidos de acordo com a carga em
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pH neutro ou como alteram a estrutura da proteina. Existem os aminodcidos com carga
positiva no radical, os de carga negativa e dentro dos que ndo possuem carga temos 0s
polares e os apolares, como pode ser visto na Figura 3. Nos casos especiais temos
aminoacidos com outras caracteristicas mais relevantes a estrutura da proteina, por exemplo,
a cisteina forma ponte de dissulfeto com outra cisteina devido ao 4tomo de enxofre em sua
estrutura. Também ¢ interessante destacar os aminoacidos que possuem um anel aromatico
(composto organico ciclico com ligagdes duplas alternadas): fenilalanina, triptofano e
tirosina. Um composto ciclico pode conferir a uma molécula a propriedade de fluorescente,

tal efeito sera explicitado na Secao I1I.B.

Os aminoacidos se ligam uns aos outros através de ligagdes peptidicas, o grupo a-
carboxilico de um aminoécido forma uma liga¢do covalente com o grupo a-amino de outro
aminoacido por elimina¢do de uma molécula de dgua, esse mecanismo pode se repetir
formando assim uma cadeia polipeptidica. Em geral, cadeias contendo menos de 50
aminoacidos sdo chamadas de peptideos e as contendo mais de 50 aminoacidos sao

chamadas de proteinas.

B. Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas que desempenham um papel fundamental na
manuten¢do da vida. Possuem fun¢des dinamicas, como catalise e transporte, e fungdes

estruturais, como composi¢do da matriz do osso e tecido conjuntivo [8].

As proteinas sdo constituidas por aminoacidos, que se ligam através de ligagdes
peptidicas como detalhado anteriormente, podendo formar estruturas organizadas e
relativamente rigidas. As estruturas sdo importantes para a funcdo da proteina, a perda do
grau de organizagdo ¢ chamada de desnaturacdo ou desenovelamento e pode causar perda da
sua atividade. Tais modificagdes podem ser causadas por varios fatores, como interacdo com
outras moléculas, mudancas no pH do meio, temperatura e outros. A proteina em seu estado

natural ¢ chama de proteina nativa ou em estado nativo.

Classificamos as possiveis estruturas das proteinas em quatro niveis: primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria. A estrutura primaria ¢ definida pela cadeia de
aminodacidos, em outras palavras, refere-se a estrutura covalente. Tal estrutura possui vital
importancia nos demais niveis estruturais da proteina, bem como na sua funcdo. Os niveis

superiores de organizacdo sdo gerados por interagdes/ligacdes ndo covalentemente. Perdas
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ou mutagdes na estrutura primaria podem favorecer a ma formagdo das outras estruturas
(misfolding, do inglés) e muitas estdo relacionadas a doengas como Parkinson, Alzheimer,

doenca da vaca louca, diabetes tipo 2 e outras [12] [13].

Estrutura Primaria Estrutura Tercidria Estrutura Quaternaria

Folha Beta Alfa-hélice

/" Estrutura Secundaria

Figura 4: Estruturas de organizagdo de uma proteina. Adaptado de [14].

A estrutura secundaria surge da interacdo entre aminoacidos, principalmente
através de pontes de hidrogénio, formando pequenos /oops ou folhas, chamados de alfa-
hélice e folha beta, respectivamente, ou se dobram ao acaso quando nao ha uma forma bem
definida (estrutura desordenada, outrora chama de random coil, do inglés). A estrutura
secundaria também protagoniza a fun¢do das proteinas. Alteragdes significantes na estrutura

secundaria de uma proteina usualmente desencadeiam a perda ou alteracao da funcao.

A estrutura tercidria de uma proteina ¢ constituida por sua forma tridimensional.
Sitios hidrofobicos tendem a permanecer em regides mais internas da proteina, enquanto os
sitios mais polares tendem a ficar mais expostos ao meio aquoso. Longas cadeias
polipeptidicas podem ser subdivididas em dominios, formando regides compactadas e semi-
independentes, mas ainda ligadas conforme a estrutura primaria. Um dominio pode estar
associado a uma funcao especifica, como o sitio de ativacao em enzimas, que ¢ a regido onde

ocorre a acao catalitica da enzima.

A estrutura quaternaria ¢ a associagao de cadeias polipeptidicas em uma proteina
de multicadeias, chamada de multimérica. A Hemoglobina ¢ um exemplo de uma proteina
com estrutura quaternaria com 4 cadeias, ligadas ndo covalentemente. A estrutura
quaternaria nem sempre estd presente e quando estd pode variar bastante, por exemplo, a

proteina do virus do mosaico do tabaco contém 2120 subunidades polipeptidicas.
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Chamamos de enovelamento o processo de formagdo dos graus superiores de
organizagdo de uma proteina (estrutura secundaria, terciaria e quaternaria, quando houver).
A conformagdo mais estdvel de uma proteina, considerando todos os seus graus de
organizagdo, ¢ a de menor energia livre de Gibbs acessivel a sua sequéncia, dentro de um
contexto em que o tempo € o meio importam, isto €, o enovelamento estd sob controle
termodinamico e cinético.  Evidéncias indicam que o enovelamento se inicia
espontaneamente por interagdes nao covalentes entre uma cadeia lateral e sua vizinhanga,
porém outras proteinas podem ajudar no processo de enovelamento, acelerando ou
garantindo as dobras corretas. Por exemplo, as proteinas dissulfeto isomerases catalisam a
quebra e a formacgao de pontes de dissulfeto garantindo a estabilizagdo das ligagdes para a
formacdo da estrutura nativa mais rapidamente. As proteinas chaperonas impedem a

agregacao de outras proteinas antes que o processo de enovelamento se complete.

1. Albumina de soro bovino
A albumina de soro ¢ a proteina mais abundante no sangue. A albumina do soro
bovino (BSA, bovine serum albumin do inglés) possui 586 aminodcidos e massa de 66000
Da. A principal fungdo da BSA ¢ o transporte de pequenas moléculas pelo plasma sanguineo,
entre eles acidos graxos, vitaminas, hormdnios, metais e calcio. O transporte dessas

moléculas se da através dos varios sitios de ligagdo presente na proteina.

Quanto a estrutura primdria, segue a sequéncia de aminodcidos da BSA com os

triptofanos em destaque nas posigdes 134 ¢ 213:

DTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVAD
ESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPD
LPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQE
CCQAEDKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQK
FPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKE
CCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYE
YSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLI
KQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESE
RMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETY VPK
AFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVD
KCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

Na literatura ha registros com certa variedade de valores da estrutura secundaria das
proteinas, dado que ha modificacdes na estrutura a depender das propriedades do meio, como
pH e forca i6nica, mas também ha diferentes valores se considerarmos diferentes ferramentas

de analise. A BSA possui entre 62% e 68% de estrutura a-hélice e 7% e 17% de folha-f [15]
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[16]. Quanto a estrutura terciaria, apresenta uma forma semelhante a um coragdo dividido
em 3 principais dominios, chamados de dominios I, II e III, cada um divididos em 2
subdominios, sendo eles A e B, como pode ser observado na Figura 5. Quanto a estrutura
quaternaria, BSA se encontra majoritariamente como mondmero, porém as formas
monoméricas e diméricas coexistem na razdo 6:1 para solugdes com concentragdo menores
que 10mg/mL [17]. E importante mencionar que o pH da solugdo ¢ relevante para todos os

niveis superiores de organizagdo da proteina [18].

Figura 5: Estrutura cristalografica da albumina de soro humano, imagem obtida a partir do Protein Data Bank RCSB PDB
(resb.org), codigo 4F5S [19]. Em destaque subdominios e triptofanos.

2. Albumina de soro humano
A albumina de soro humano (HSA, human serum albumin) ¢ muito semelhante a
BSA, porém estd presente no sangue humano. Possui massa igual a 66571 Da e 585
aminoécidos, com somente 1 triptofano. Possui em torno de 67% de estrutura a-hélice e 10%
de folha-B [16]. Também esta dividia em 3 dominios (I, II e III) e cada um deles em 2

subdominios (A e B).

Segue a sequéncia de aminoacidos da HSA com o triptofano em destaque na posi¢ao

121:

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDN

PNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAF
TECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARL
SQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKL
KECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMF
LYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKH
PEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDE
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TYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDD
FAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL

Assim como a BSA, a HSA ¢ uma proteina de transporte de pequenas moléculas,
principalmente &cido graxo. Os principais sitios de ligacdo de moléculas de acidos graxo na

HSA podem ser observados na Figura 6.

S

& O
1 ")

Figura 6: Estrutura da HSA representando os dominios e sitios de ligagdo de 5 tipos de acidos graxos escritos na notagdo
Cm:n (onde m ¢ o niimero de carbonos da molécula e n ¢ o nimero de ligagdes duplas). Os dominios estdo coloridos da
seguinte forma: I em vermelho, II em verde e III em azul. Os subdominios A ¢ B estdo nas mesmas cores dos dominios,
onde A ¢ a mais escura. Os acidos graxos estdo coloridos conforme os atomos (carbono: cinza; oxigénio: vermelho).
Quando dois acidos graxos se ligam em regides muito proximas, um deles estd em cinza mais escuro. Figura reproduzida
de Bhattacharya e colaboradores [20], Copyright 2023, com  permissdo de  Elsevier
(https://doi.org/10.1006/jmbi.2000.4158).

Observe que embora haja moléculas de acido graxo ligadas a todos os dominios da
proteina, a maior concentragdo de ligante se dd em regides menos expostas ao solvente,

regides estas que contém mais sitios hidrofébicos.

3. Lisozima de clara de ovo de galinha
Lisozima ¢ uma classe de enzimas com atividade antimicrobiana encontrada com
frequéncia no reino animal. Devido a atividade e a relativa fécil obtengao da lisozima, essa
possui aplicacdo na industria médica, farmacéutica e alimenticias, agindo principalmente na

conservagao de alimentos [21].

A lisozima utilizada neste trabalho ¢ proveniente da clara do ovo de galinha (sigla

HEW do inglés Hen Egg White lysozyme), ¢ consideravelmente menor que as albuminas


https://doi.org/10.1006/jmbi.2000.4158
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apresentadas anteriormente, pesa 14520Da e possui 129 aminoédcidos. A estrutura
cristalografica da proteina pode ser observada na Figura 7 e a sequéncia de aminoacidos da
lisozima esta descrita a seguir com os 6 triptofanos em destaque nas posi¢des 28, 62, 63,
108, 111 e 123:

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDY

GILQINSRWWCNDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAW
VAWRNRCKGTDVQAWIRGCRL

Figura 7: Estrutura cristalografica da lisozima da clara do ovo da galinha, imagem obtida a partir do Protein Data Bank
RCSB PDB (rcsb.org), codigo 1LYZ [22]. Triptofanos em destaque.

A lisozima da clara de ovo possui em torno de 34% de estrutura tipo a-hélice e 14%
de folha-PB [23], quanto a estrutura secundaria, e 4 pontes de dissulfeto que estabilizam a

estrutura terciaria.

C. Liquidos I6nicos

Liquidos i6nicos sdo compostos i0nicos (se dividem em uma parte positiva € uma
negativa) e estdo em estado liquido em temperaturas proximas a temperatura ambiente [24].
Os sais sao compostos que em meio aquoso também se dividem em uma parte positiva e
uma negativa, porém normalmente estdo no estado solido na temperatura ambiente. Dessa
forma os liquidos i6nicos podem ser utilizados como meio reacional, por exemplo. Tal
propriedade confere ao liquido i6nico um papel promissor como solvente, principalmente

por serem menos toxicos que os solventes organicos convencionais.

Os liquidos i6nicos abrangem uma grande variedade de moléculas e de caracteristicas
fisico-quimicas. Estuda-se modificacdes e diferentes combinagdes dos componentes

anionicos e catidnicos a fim de alcancar uma propriedade especifica.
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Uma das primeiras possibilidades cogitadas aos liquidos ionicos ¢ como um
“solvente verde”. Muitos solventes utilizados na industria sdo toxicos e agressivos ao meio
ambiente [2]. De forma geral, os liquidos 16nicos possuem baixa pressao de vapor, ou sao
pouco volateis, isto ¢, as moléculas no estado liquido ndo escapam da solu¢ao e ndo vao para
o estado gasoso com facilidade, em contraste com os solventes tradicionais. Tal
caracteristica torna os liquidos i0nicos, a priori, menos agressivos ao meio ambiente, porém,
como sera discutido ao longo desse trabalho, a baixa pressao de vapor nao assegura uma
baixa toxicidade a um composto. Muitas outras caracteristicas, inclusive estruturais, sao
relevantes quando se observa a interacdo entre moléculas, principalmente em sistemas de
interesse bioldgico. Os liquidos i0nicos sdo versateis ¢ altamente moldéaveis, portanto, o
entendimento dos fatores relevantes da interacdo com outras moléculas ¢ fundamental para

o design mais acurado de novas moléculas.

Ha liquidos i6nicos sendo utilizados e estudados em vérias areas do conhecimento e
com diversas funcionalidades, como potencializador enzimatico, solvente, molde para novas

moléculas, otimizador de componentes eletronicos e carreador de drogas.

1. Liquidos I6nicos Surfactantes Imidazdlicos
Os liquidos i6nicos selecionados para este trabalho sdo compostos por uma cadeia
carbonica e um anel imidazolico, possuem, portanto, propriedades surfactantes (serdo
descritas na Se¢do I.D Surfactantes), sendo a diferenga entre eles a extensdo da cadeia
carbonica. Sao eles o [C1aMIM][CI], [C12MIM][CI] e [C10MIM][CI], como pode ser visto na
Tabela 1.

Tabela 1: Tabela descritiva dos liquidos idnicos estudados.
Formula Nome da molécula Estrutura molecular
[C1aMIM][CI] | I-tetradecyl-3- methylimidazolium chloride \

N~

[Ci2MIM][CI] 1-Dodecyl-3-methylimidazolium chloride =\

[CioMIM][CI] 1-Decyl-3-methylimidazolium chloride —\

Os LIs surfactantes imidazolicos ou Im-SAILs (do inglés, Imidazolium-based

Surface Active lonic Liquids) exibem uma rica variedade de conformagdes, tipos e formas

10
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de agregados, incluindo micelas esféricas, micelas alongadas, nanotubos, vesiculas, cristais
liquidos, bicamas planas e gel. Os elétrons deslocalizados do anel imidazolico (elétrons que
se distribuem sobre varios atomos) e as ligagdes de hidrogénio entre os Im-SAILs
contribuem para propriedades de agregagdo Unicas. Im-SAILs possuem maior estabilidade
térmica e atividade surfactante que outros liquidos i0nicos surfactantes e, assim como outros

ILs, sdo versateis e podem ser moldados conforme a aplicagao.

D. Surfactantes

Embora os liquidos i6nicos ndo possuam necessariamente propriedades surfactantes,
os liquidos i6nicos utilizados neste trabalho possuem. Portanto ¢ essencial entender quais
sdo as caracteristicas de um surfactante. Ademais, sistemas proteinas-surfactantes também

foram utilizados neste estudo a fim de comparagdo e melhor entendimento das interagdes.

As moléculas que alteram de alguma forma a interface agua-ar foram chamadas de
surfactantes (Surface Acting Agent, do inglés). Tal propriedade dos surfactantes deve-se ao
fato que sdo constituidos por uma parte hidrofilica (tende a interagir com a 4gua) € uma parte

hidrofobica (tende a ser isolada pela agua).

A 4agua ¢ uma molécula polar que se atrai e se organiza facilmente através das
ligagdes de hidrogénio, como ilustrado na Figura 8A. A interacdo entre polos opostos ¢
favorecida em relagdo a componentes apolares. Os surfactantes possuem um grupo polar e
um grupo apolar, portanto, os grupos polares integram bem com a dgua, ja os grupos apolares
tendem a ser isolados pela agua a fim de maximizar o numero de liga¢cdes de hidrogénio e
diminuir a entropia. Tal dindmica possibilita a formag¢do de estruturas organizadas, a

depender da concentragdo de surfactante no meio aquoso.

Abaixo de uma determinada concentragdo, os surfactantes sdo encontrados
majoritariamente na superficie, na interface entre os meios, com a regiao polar voltada para
0 meio mais polar e a cadeia apolar voltada para o meio menos polar, como ilustrado na
Figura 8B. Com o aumento da concentra¢do do surfactante e a saturagdo do numero de
moléculas na superficie, formam-se diferentes estruturas a depender da geometria do
surfactante, como micelas (como pode ser visto na Figura 8C), bicamadas lipidicas,
vesiculas, cubossomos e outras. A concentracdo na qual ha a saturacdo de surfactante na

superficie ¢ denominada como concentragdo micelar critica, ou CMC.

11
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Figura 8: Representagéo esquematica: (A) da agua (— ligagdo covalente entre os &tomos de oxigénio e hidrogénio dentro
da molécula de agua, -- ligag@o de hidrogénio entre as moléculas de agua); (B) das moléculas de surfactante na superficie,
interface agua-ar; (C) formagdo de micelas em solugdo quando a concentragdo micelar critica ¢ atingida.

%+

O surfactante utilizado nesse trabalho ¢ o TTAB (do inglés,
Tetradecyltrimethylammonium bromide), que possui uma carga positiva na parte polar e uma
cadeia carbonica composta por 14 carbonos.

Tabela 2: Tabela descritiva do surfactante estudado.

Foérmula \ Nome da molécula \ Estrutura molecular
TTAB Tetradecyltrimethylammonium bromide

Br
CHj

N=-CHs
CHg
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Il.  Objetivos

O objetivo geral deste trabalho ¢ realizar um estudo sistematico da intera¢ao entre
liquidos i6nicos imidazolicos funcionalizados com cadeias alquilicas e proteinas modelo em
meio aquoso. Pretende-se delimitar os mecanismos da interacdo e as modificagdes
estruturais sofridas pelas proteinas, a fim de prover informagdes relevantes para o
desenvolvimento de novos liquidos i6nicos, dado um interesse especifico, ¢ nortear novas
aplicagoes e limitagdes.

Os objetivos especificos dizem respeito a metas intermedidrias para atingir o objetivo
geral. Cada um esté relacionado com uma técnica experimental especifica, a mais relevante
em cada caso. Evidentemente os dados devem ser tratados em conjunto, os experimentos
fornecem informacgdes que se complementam e juntos podem oferecer indicios fortes sobre

as questdes elencadas.
Os objetivos especificos sdo:

o Discutir se ha evidéncias de interacdo e qual a relevancia/intensidade em comparagao
com moléculas semelhantes. — Fluorescéncia

e Discutir as possiveis modificagdes na estrutura secundaria das proteinas. —
Dicroismo Circular

e Discutir as possiveis modificagdes na estrutura terciaria das proteinas. —
Espalhamento de Raios-X a Baixo angulo

e Indicar a estrutura de possiveis agregados ou complexos em solugdo. —
Espalhamento de Raios-X a Baixo angulo

e Discutir a natureza da interag@o e custos energéticos envolvidos. — Calorimetria de
Varredura Diferencial.

e Anadlise comparativa entre os diferentes liquidos e as diferentes proteinas.

13
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lll.  Metodologia

A escolha da técnica investigativa adotada para o estudo da interagdo entre proteinas
e surfactantes deve levar em consideracao alguns fatores, por exemplo: qual informagao ¢
relevante ao escopo do estudo; precisdo necessaria; natureza da amostra e entre outros.
Grande parte das técnicas experimentais empregadas nas areas de bioquimica e biofisica
utilizam principios de interacao da radiagdo com a matéria.

A radiacio eletromagnética ¢ composta por um campo elétrico e um magnético,
que oscilam perpendicularmente entre si. Podemos interpretar tais oscilagdes como ondas
transversais, com comprimento de onda, frequéncia, amplitude e velocidade, caracteristicas
de ondas. A radiagdo eletromagnética ¢ normalmente classificada conforme o comprimento
de onda e a decomposi¢do da radiacao em fun¢do do comprimento de onda define o espectro
eletromagnético. O comprimento de onda estd também relacionado com a energia
transportada pela onda (ou na visdo da fisica quantica, a energia carregada por um foton, que
sera discutido posteriormente). A Figura 9 traz o espectro eletromagnético e “objetos” de

mesma grandeza do comprimento de onda.
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Figura 9: Espectro eletromagnético, com destaque na faixa do visivel, com frequéncia da radiagao, comprimento de onda
e sistemas com escala de grandeza aproximada ao comprimento de onda. Imagem editada de [25] com a adi¢do da escala
aproximada do comprimento de onda.

Insetos Humanos Prédios Montanhas Planetas

Observe que quanto menor o comprimento de onda maior € a energia associada. A

energia ¢ fundamental na interagcdo da radiacdo com matéria e nos seus efeitos.

As técnicas e o detalhamento tedrico que serdo exploradas a seguir foram descritos

primordialmente tomando como referéncia livros bem aceitos no meio académico, entre eles
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estdo “Manual de bioquimica com correlacdo clinicas” [8], “Fisica Moderna: Origens
classicas e Fundamentos Quanticos” [26] , “Principles of Fluorescence Spectroscopy” [27],

“Methods in Molecular Biophysics™ [28] e outros que serdo referenciados ao longo do texto.

A. Espectroscopia na regiao UV-VIS

As técnicas de espectroscopia Optica UV-vis consistem em incidir radiagdo
eletromagnética, na faixa do ultravioleta e do visivel, sobre uma amostra e quantificar a
intensidade da radiacdo que foi absorvida pela amostra. O espectro de absorbancia fornece
informagdes sobre composigio e processos quimico-fisicos do sistema. E uma das técnicas

mais utilizadas para o estudo de macromoléculas de interesse biologico.

1. Detalhamento tedrico

Evidentemente, quando tratamos de sistemas de interesse bioldgico estamos nos
referindo a moléculas, macromoléculas, estruturas complexas e suas interagdes. Porém, a
fim de facilitar o inicio da explanacdo, considere um atomo em seu estado fundamental. O
atomo pode absorver energia e atingir um determinado estado excitado. Os processos que
ocorrem apds a absor¢do, como o retorno para o estado fundamental, serdo discutidos
posteriormente. O comprimento de onda absorvido depende da energia entre o estado
fundamental o estado excitado, que sdo caracteristicos do atomo. Tal fendmeno foi
inicialmente observado por William Hyde Wollaston quando identificou linhas escuras no
espectro do Sol, que posteriormente foram catalogadas pelo fisico alemao Joseph von
Fraunhofer [29]. A linhas escuras correspondem aos comprimentos de ondas que sdo

absorvidos pelos 4&tomos presentes na superficie do Sol.

Cada atomo possui um conjunto Unico de possiveis niveis energéticos que podem
alcangar. Portanto, o espectro de absorcao € inico e pode ser utilizado como uma “impressao
digital” do elemento quimico, como constatado por Kirchhoff e Bunsen, constituindo as

linhas caracteristicas [29].

Ao considerarmos moléculas, temos varios atomos que interagem entre si, ha
ligacdes e diferentes conformagdes. Desta forma os possiveis estados se multiplicam,
consequentemente os possiveis comprimentos de onda a serem absorvidos. As “linhas
caracteristicas” se tornam curvas, constituidas pela somatoria de varios comprimentos de

onda proximos.
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E importante salientar a relevancia do meio para o espectro de absor¢do. Um meio
com mais cargas em solucdo, por exemplo, promove mudangas conformacionais nas
moléculas, consequentemente também pode alterar a diferenga de energia entre o estado
fundamental e o estado excitado, modificando assim o espectro de absor¢do. Como sera
discutido posteriormente, tais modificagdes devido ao meio, embora ndo nulas, sao mais
evidentes no espectro de emissdo. Ademais, a propria absorcdo do meio deve ser

considerada.

a) Lei de Lambert-Beer

A Lei de Lambert-Beer nos diz que conhecendo como uma molécula absorve, em um
meio e em um dado comprimento de onda, a absorbancia passa a depender da quantidade de
moléculas que o feixe incidente encontrara no caminho, portanto, dependera da concentragao

dessa molécula e do caminho Optico.

Considere a Figura 10, I ¢ a intensidade da radiagdo incidente com um determinado
comprimento de onda A, ¢ a concentracdo da molécula de interesse, / a largura da cubeta na
dire¢do do feixe (caminho Optico), I a intensidade da radiagdo apds percorrer o caminho

optico e dl a espessura de uma camada infinitesimal de amostra.

dl
I I
A -
(¢
/

Figura 10: Esquema ilustrativo do experimento para medir a absorbancia. Imagem editada de [30].

Considerando um feixe de radiacdo incidente com pequena area da secgdo
transversal, 4, a intensidade da radiagdo absorvida, -AdI, pelas moléculas ao longo dl ¢

proporcional ao numero de moléculas neste pequeno volume (4d/), portanto, proporcional a

CAdl.

1
—Adl x CAdl - —dI x Cdl )

A intensidade da radiacdo absorvida também depende da intensidade incidente e de

uma constante a ser determinada, €';, que € o coeficiente de extingdo molar. Portanto:
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, (2)
—dl = C&',1dl

Ao integrarmos a equagdo acima ao longo de todo o caminho que temos amostra,

teremos:

I l I l
, 1 , Iy , (3)
f—dlszs,lldl S f—7d1=f051dl S ln(7>=Ce,1l
IO 0 Io 0
A equagdo acima normalmente ¢ expressa na forma de logaritmo na base 10,

portanto:

I, (4)
log (7) =Cgl=A)

A equagdo ( 4 ) ¢ a defini¢ao da lei de Lambert-Beer. A absorbancia, A(1), ¢ a
grandeza normalmente obtida experimentalmente para varios comprimentos de onda,
portanto, o espectro de absorbancia de uma amostra. €; também ¢ chamado de coeficiente
de extingdo molar e esta relacionado com o anterior na forma g3 = €', /e = £',/2,303. A lei
de Lambert- Beer pode ser utilizada para obter a concentracao de uma determinada molécula

em solucdo.

B. Fluorescéncia

A fluorescéncia traz informagdo de fendmenos que ocorrem a nivel molecular e
mudancas conformacionais. E uma técnica 1til para explorar interagdes entre uma sonda
fluorescente e wum ligante, ¢ também wuma técnica auxiliar para discutir
desenovelamento/agregacao de uma proteina. Normalmente ¢ realizada em paralelo com a

técnica de Espectroscopia optica UV-Vis.

1. Desenvolvimento tedrico
E sabido que ondas eletromagnéticas podem interagir com a matéria de diversas
formas. Neste contexto ¢ mais conveniente considerar a natureza da dualidade onda-
particula, conceito construido com grandes contribuicdes de Louis de Broglie e Albert
Einstein [26]. Portanto a onda eletromagnética serd tratada através de sua particula

associada, o foton.

Um elétron ao absorver um foton pode adquirir energia suficiente para romper a

barreira de potencial proveniente do &tomo, assim o elétron ¢ ejetado e o &tomo passar a ser
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ionizado. Quando a energia nao ¢ suficiente para a ionizacdo ha outra série de fendmenos
possiveis. O elétron pode ir a um estado excitado, de maior energia, permanecer nesse estado
por um determinado periodo e voltar para seu estado fundamental através da emissao de
outro foton ou através da perda de energia de forma ndo radiativa. A Figura 11 traz um
esquema resumido da interag@o entre radiagdo e matéria, com os principais efeitos no atomo

em fungdo da energia da radiagdo incidente.
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Figura 11: Diagrama sobre a interagdo da radiagdo com a matéria. Editado de [31].

Na técnica de fluorescéncia estamos interessados em mudangas de niveis energéticos
eletronicos, sem que haja ioniza¢do do atomo, portanto na faixa do ultravioleta e do visivel.
Um esquema mais detalhado deste fendmeno, com os efeitos fluorescéncia e fosforescéncia

¢ descrito pelo diagrama de Jablonski e pode ser visto na Figura 12.
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Figura 12: Diagrama de Jablonski. As linhas pretas representam os niveis energéticos, as setas azuis a absor¢ao de radiacdo
promovendo a excitagdo da molécula. As setas tracejadas representam transi¢do sem emissdo de radiagdo, onde a amarela
representa a conversao interna (dentro da mesma multiplicidade de spin), a vermelha representa o cruzamento intersistemas
(diferentes multiplicidades de spin, como exemplificado no quadro vermelho tracejado) e a verde representa o relaxamento
vibracional, isto €, perda de energia de forma néo radiativa. A seta sélida em roxo claro representa o processo de emissdo
através da fluorescéncia ¢ a seta em roxo escuro presenta e emissao através da fosforéncia.

Considere que um atomo estd em seu estado fundamental singleto So e com a
absor¢ao de um foton atinja o primeiro estado excitado Si, o retorno para o seu estado
fundamental sem emissao de radiacao € possivel e ¢ chamado de relaxamento vibracional.
Nesse caso, o excesso de energia ¢ transferido ao solvente através de colisdes entre as
moléculas excitadas e as moléculas do solvente. Porém, também ¢ possivel o retorno ao So
através da emissao de um foton, esse processo ¢ chamado de luminescéncia. Se tal rearranjo
ocorrer de forma direta, dentro de niveis singletos, temos a fluorescéncia e o periodo que a
molécula permanece no estado excitado antes de voltar ao fundamental (tempo de vida, ) ¢
da ordem de 10”%s. E possivel que ocorra transi¢des ndo radiativas entre niveis de mesma
multiplicidade de spin, que chamamos de conversdes internas, antes da emissao do foton.
A fosforescéncia ¢ o processo que ocorre apds uma transicdo nao radiativa entre um estado
singleto e um tripleto, chamada de cruzamento intersistema. No cruzamento intersistema
ocorre uma mudancga de spin tornando a transi¢@o para o estado So proibida, portanto, ¢ um
processo mais demorado com tempo de vida da ordem de pelo menos 10-s, podendo atingir

horas [27].

Observe que a energia emitida ¢ sempre menor que a energia absorvida, o que esta

refletido nos comprimentos da onda do foton absorvido e do féton emitido.
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A probabilidade de a fluorescéncia ocorrer estd associada ao rendimento quantico da
molécula, que ¢ definido como a razao entre o numero de fotons emitidos pelo numero fotons
absorvidos. A realizagdo de um experimento a partir do efeito de fluorescéncia exige uma
molécula com rendimento quantico suficiente para a emissdo ser detectada. Tais moléculas
sdo chamadas de sondas fluorescentes, caso o sistema ja seja fluorescente dizemos que a

sonda ¢ intrinseca, caso seja necessaria a adi¢do da sonda, dizemos que esta ¢ extrinseca.

Dentre as moléculas bioldgicas, as aromaticas sdao muito utilizadas nas técnicas de
fluorescéncia. Os elétrons nos anéis aromaticos podem ser facilmente excitados pois a
diferenga de energia entre o estado fundamental e o primeiro estado excitado ¢ relativamente
pequena por conta da interacao entre os varios elétrons do anel. Os anéis aromaticos também
possuem uma estrutura relativamente rigida, que dificulta um relaxamento vibracional

eficiente, favorecendo o retorno ao estado fundamental de forma radiativa.

Desta forma, os aminoacidos compostos por anéis aromaticos sao fluorescentes e
podem ser usados como sondas fluorescentes intrinsecas das proteinas. As proteinas
utilizadas neste trabalho possuem ao menos um aminoacido triptofano, o aminoacido com

rendimento quantico maior em compara¢ao com 0s outros.

a) Supressdo da fluorescéncia

Diminuicdo da intensidade de fluorescéncia detectada pelo equipamento pode
ocorrer por alguns efeitos. O aumento da turbidez do sistema, por exemplo, provocara uma
diminuicdo da radiacdo captada pelo sensor do instrumento, mesmo se a intensidade de
radia¢do emitida pelo fluor6foro tiver se mantido. Tal efeito pode ser corrigido e estd descrito
na Secdo II1.B.1.d) Corregdes. E considerado supressio somente a diminuigdo real da

radiacdo emitida pelo fluoréforo.

Lakowicz [27] discute a supressdo a partir da interagdo entre um fluorérofo e um
supressor, um componente que de alguma forma promove e diminui¢do da emissdo de
fluorescéncia do fluordforo. Lakowicz descreve dois mecanismos de interacdo que causam
a supressdo. O primeiro se deve a interagdo entre o fluordéforo e o supressor a nivel de formar
um novo composto com menor capacidade de emissdo. O segundo mecanismo se deve a
interacdo com o supressor apos a excitacdo do fluordforo, tal interagdo, que podemos
correlacionar com uma colisdo, promove a volta ao estado fundamental de forma ndo
radiativa. O primeiro mecanismo ¢ denominado como supressao estatica e o segundo como

supressao colisional.
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Patrik R. Callis publicou uma completa revisdo sobre o processo de supressdo em 2
artigos cientificos [32] [33] onde define o sistema fluorérofo-supressor como uma
supermolécula. Supondo que a interagdo entre fluor6foro e supressor nao ¢ através de uma
ligagdo covalente, Callis afirma que os processos de absorcdo e emissdo ndo podem ser
inibidos e que toda supressdao possui um fator dindmico. Portanto o termo ‘“‘supressdo
dindmica” ndo ¢ um sindnimo para “supressao colisional”. Callis define dois tipos de super

moléculas (A e B) e os tipos de supressdao que podem existir.

(A) Super molécula onde fluoréforo e supressor sdo moléculas diferentes
a. Supressdo colisional — exige difusdo e contato para que haja a perda da
energia no estado excitado do fluoréforo
b. Supressdo devido a ligacdo — ocorre devido a uma ligacdo ndo covalente,
também exige contato
(B) Super molécula onde fluoréforo e supressor fazem parte da mesma molécula
a. Auto supressao — Um componente emissor € suprimido por outro componente
da mesma molécula. Por exemplo as ligagdes dissulfeto suprimem a emissao

do triptofano que estejam nas proximidades, nas proteinas [33].

A vantagem de se considerar o sistema como uma super molécula ¢ a simplificacao
do processo quantico por tras da supressao na forma de transferéncia de elétrons, que passa
a ser vista como um cruzamento intersistemas, ou conversao interna, como visto no diagrama
de Jablonski, Figura 12. No caso do triptofano tal concepcao é especialmente conveniente
dada a facilidade que possui de doar elétrons [33]. E importante mencionar que Callis traz a
auto supressdo em proteinas como um fator importante a se considerar, principalmente
proveniente do aminoacido triptofano, também devido a sua relativa facilidade em doar

elétrons no estado excitado.

b) Ajuste de Stern-Volmer

Uma analise mais quantitativa da supressdo ¢ possivel através do ajuste de Stern-
Volmer, utilizado para sistemas contendo proteina e um ligante em potencial que causa
supressdo. Através deste ajuste € possivel obter uma estimativa da constante de associacao,
que nos da uma ideia da facilidade de ocorrer uma interacdo, entre o fluoréforo e seu
supressor. E importante mencionar que na literatura encontramos algumas equacgdes

utilizadas para o ajuste de Stern-Volmer, porém algumas revisdes mostram que nem todas
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fornecem valores razodveis [34] [35]. A seguir a equacdo com resultados mais satisfatorios

e compativeis com os obtidos através de outras técnicas experimentais [34]:

Fo—F [Pl —[L]; + Kq — J([P]; + [L]; + K4)? — 4[P,[L] (%)
Fo—F 2[P),

Onde /P]: ¢ a concentracdo da proteina, F ¢ a integral da fluorescéncia da proteina
em auséncia de LI, F'¢ a integral da fluorescéncia e varia conforme a concentragdo de ligante
varia, [L]: ¢ a concentracdo de ligante, F. ¢ integral da fluorescéncia remanescente, isto €,
fluorescéncia quando a interagdo ¢ maxima. Ks € o parametro de ajuste e interesse, a
constante de dissociagdo. O inverso da constante de dissociagao ¢ definido na literatura como

constate de associacao, Ko=1/Ka.

Embora através do ajuste de Stern-Volmer seja possivel obter a constante de
associagdo, ¢ importante mencionar que ha técnicas mais apropriadas para a determinagao
da constante de associagdo de uma interagdo, como a calorimetria de titulacdo isotérmica

(ITC, do inglés Isothermal Titration Calorimetry), por exemplo.

c) Deslocamento da emissédo

Muitos trabalhos académicos analisam o deslocamento do pico de emissdo de
fluorescéncia somente através da mudanga na polaridade do meio nas proximidades da sonda
fluorescente. A teoria € ilustrada pelo modelo de Lippert e principio de Fanck-Condon,

porém, como discutiremos mais adiante, tal modelo pode nos induzir a erros quando aplicado

indiscriminadamente.
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Figura 13: Estema ilustrativo da relaxagdo de uma molécula fluorescente com o solvente. O circulo representa a molécula
fluorescente com momento de dipolo no estado fundamental pur ¢ momento de dipolo no estado excitado p, as elipses
representam o solvente, no caso, moléculas de agua, onde pe>pr. Adaptagio da figura 6.7 de “Principles of Fluorescence
Spectroscopy” [27].

22



Investigaciio da interaciio de proteinas modelo com liquidos iénicos e surfactantes em meio aquoso Metodologia

Dado que uma molécula com momento de dipolo diferente de zero se alinha
conforme o momento de dipolo do meio a sua volta, considere essa molécula em um estado
excitado com um momento de dipolo diferente daquele do seu estado fundamental. Em tal
condicao havera um novo realinhamento desta molécula com o meio e um gasto energético
adicional. Se tal realinhamento for mais rapido que o tempo de emissdo da molécula, havera
uma mudanga na energia a ser emitida, por conta desse gasto adicional, dessa forma, a

polaridade do meio pode modificar o comprimento de onda do f6ton emitido.

Portanto, um meio mais polar terd como consequéncia a emissao de féton com menor
energia, ou seja, com maior comprimento de onda. O experimento de fluorescéncia ¢, em
grande parte, comparativo, assim, ¢ dito que houve um deslocamento para maiores
comprimentos de onda em relagdo a uma situagdo anterior, sem a adicdo de ligante, por
exemplo. O oposto ocorre quando o meio se torna menos polar, hd a emissdo de um foton
com maiores energia, ou com menor comprimento de onda. Os termos mais utilizados na
literatura sdo: deslocamento para o azul (maior energia) ou blue-shift e deslocamento para o

vermelho (menor energia) ou red-shift.

Embora tal fendmeno seja verdadeiro, quando tratamos de moléculas mais
complexas, como proteinas e ligantes, a anélise deve ser mais cuidadosa. E comum
encontraemos publicagdes onde sugere-se que a parte polar de um surfactante estd proximo
ao triptofano quando ha um deslocamento para o vermelho e que a cadeia carbonica esta
proxima quando ha um deslocamento para o azul. Porém Callis e colaboradores [36] fizeram
uma série de simulagdes e concluiram que uma carga pode provocar tanto um deslocamento
para o azul quanto um deslocamento para o vermelho a depender da sua disposicdo em

relacdo aos anéis do triptofano.

O triptofano possui um anel indol, que ¢ um composto aromatico heterociclico
constituido por um anel benzénico acoplado a um anel pirrélico. O sistema com os dois anéis
causa 2 estados excitados singletos, 'La € 'Lb, sendo 'La 0 mais sensivel ao solvente em
proteinas. A excitacdo do triptofano para o estado 'La ocorre com o deslocamento da nuvem
eletronica do anel pirrdlico para o anel benzénico. Portanto, cargas nas proximidades dos
anéis podem interagir com a nuvem eletronica e modificar a energia necessaria para a
excita¢ao, assim como a energia do foton emitido. A Figura 14 traz um esquema para ilustrar

0S mecanismos anteriores.
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Uma carga positiva pode causar tanto um deslocamento para maiores comprimentos
de onda, quanto para menores comprimentos de onda a depender de qual anel estd mais
proximo. Neste contexto, um blue-shift pode ser causado tanto por uma carga negativa
proxima ao anel benzénico quando uma carga positiva proxima do anel pirrdlico e um red-
shift pode ser causado tanto por uma carga positiva proxima ao anel benzénico quanto uma

carga negativa proxima do anel pirrdlico.

H N_ Anel pirrélico N H2

Indol
Figura 14: Esquema da molécula do aminoacido triptofano. Estdo identificados o anel benzénico ¢ o anel pirrdlico que
juntos formam o indol. No estado excitado do triptofano 'La a nuvem eletronica é deslocada do anel pirrdlico para o anel
benzénico. As cargas e as cores correspondem ao deslocamento do comprimento de onda da emissdo. Uma carga negativa
nas proximidades do anel benzénico ou uma carga positiva nas proximidades do anel pirrélico causam blue-shift. Uma
carga positiva nas proximidades do anel benzénico ou uma carga negativa nas proximidades do anel pirrélico causam red-
shift.

Callis e colaborador [36] fizeram a correta previsao do pico de emissao do triptofano
de uma série de proteinas em agua e a compararam com o pico de emissao do triptofano na
fase gasosa utilizando um modelo hibrido de mecanica quantica e dindmica molecular
classica. Os autores concluiram que o comprimento de onda ¢ determinado primariamente

pela diferenca de potencial elétrico ao longo do eixo do indol.

Desta forma, embora a polaridade do meio seja uma importante ferramenta na analise
dos espectros de fluorescéncia, o potencial elétrico ao longo do eixo indol da sonda intrinseca

triptofano também deve ser levada em consideracao.

d) Corregdes nos espectros de emissdo de fluorescéncia

Lakowicz apresenta duas correcdes necessarias ao espectro de fluorescéncia. A
primeira correcdo estd relacionada com as proprias limitagdes do equipamento e chamamos
de corre¢do da lampada ou do equipamento. Idealmente o equipamento seria capaz de
detectar com a mesma qualidade todos os comprimentos de onda, o que ndo ¢ verdade.
Portanto devemos corrigir o espectro de fluorescéncia conforme um padrio bem
estabelecido, dentro do intervalo de comprimento de onda relevante ao experimento. A
segunda corre¢do implementada neste trabalho ¢ do efeito de filtro interno, que se deve ao

efeito da turbidez da amostra na intensidade captada pelo detector.
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Corregao da lampada

A corre¢ao da lampada faz-se necessaria principalmente ao comparar um espectro
publicado na literatura, dado que os equipamentos sao diferentes e podem possuir diferentes

sensibilidades para cada comprimento de onda.

A curva de corregdo utilizada para este trabalho foi obtida a partir do espectro de
fluorescéncia do aminodcido triptofano livre em 4dgua. Obteve-se a curva experimental
conforme instrugdes e dividiu-se o espectro experimental pelo esperado, utilizamos a
referéncia presente no livro Principles of Fluorescence, de Lakowicz [27]. A divisdo gera
uma curva de correcdo que foi utilizada em todos os experimentos de fluorescéncia deste
trabalho. E importante mencionar que existem registros de vérias sondas como referéncia
para fluorescéncia, a escolha deve ser feita com base no intervalo de espectro de emissdo da
amostra a ser estudada. A fim de completude, segue reproducao das instrugdes e resultados

registrados da sonda triptofano em Appendix I de [27]:

Triptofano - Codigo CAS (do inglés, Chemical Abstract Service registry number) para
correta identificacao da sonda: 54-12-6; solvente: 4gua; comprimento de onda de excitagao:

265nm; intervalo de comprimento de onda de emissao: 310nm-428nm.

Tabela 3: Intensidade normalizada de emissdo de referéncia da sonda triptofano em agua em funcéo do comprimento de
onda.

A(nm): 310 312 314 316 318 320 322 324 326
Int (u.a): 0.111 0.149 0.194 0.242 0.299 0.357 0.417 0.485 0.547
AMnm): 328 330 332 334 336 338 340 342 344
Int (u.a): 0.611 0.675 0.727 0.771 0.814 0.86 0.906 0.928 0.957
Mnm): 346 348 350 352 354 356 358 360 362
Int (u.a): 0.972 0.996 1 0.999 0.987 0.972 0.946 0.922 0.892
Mnm): 364 366 368 370 372 374 376 378 380
Int (u.a): 0.866 0.837 0.798 0.768 0.728 0.697 0.663 0.627 0.592
Mnm): 382 384 386 388 390 392 394 396 398
Int (u.a): 0.558 0.523 0.492 0.461 0.43 0.404 0.375 0.348 0.323
A(nm): 400 402 404 406 408 410 412 414 416
Int (u.a): 0.299 0.279 0.259 0.239 0.222 0.204 0.19 0.176 0.163
AMnm): 418 420 422 424 426 428 484 486

Int (u.a): 0.151 0.139 0.128 0.118 0.109 0.101 0.113 0.105
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Corregao de filtro interno

Primeiro, vamos ao exemplo classico que gera imprecisoes na analise: o espectro
detectado ¢ percebido como menor, porém o espalhamento da amostra aumentou, trazendo
a falsa impressdo que a emissao do fluoréforo diminuiu, quando na verdade este ndo mudou,
somente incide menos no detector. Portanto a correcdo de filtro interno € obtida a partir da
absorbancia da amostra em fun¢do do comprimento de onda. O aumento do espalhamento
diminui a intensidade detectada em dois momentos: primeiro, menos radiacao incide sobre
o fluordforo, causando consequentemente menor emissdo; segundo, apds a emissdao, uma

quantidade maior dessa radiagdo é espalhada e menor parte incidira no detector.

O efeito que ocorre no primeiro estagio, diminuindo a radiagdo que excitara a sonda
fluorescente, ¢ conhecido como efeito de filtro interno priméario. O efeito que ocorre apds a
emissdo, causando o espalhamento ou reabsor¢ao do féton emitido, € conhecido como efeito

de filtro interno secundario.

A Figura 15 traz um esquema ilustrativo do efeito de filtro interno primario e
secundario. As setas azuis representam o feixe incidente, que ao atravessar a amostra perde
intensidade por uma série de fendomenos ja explicitados. Ja as setas verdes representam a
intensidade emitida, que também perde intensidade ao percorrer o restante da amostra.
Observe que as setas verdes sdo perpendiculares as setas azuis, isso se deve a configuragao
geométrica dos experimentos. O detector no experimento de espectroscopia Optica, a fim de
obter a absorbancia, ¢ posicionado na linha do feixe incidente, j4 o detector no experimento

de fluorescéncia ¢ posicionado perpendicularmente ao feixe incidente.

Figura 15: Esquema ilustrativo do efeito de filtro interno. A seta azul representa o feixe de fotons irradiado sobre a amostra,
que perde intensidade ao longo da cubeta. A seta verde representa a intensidade de emissdo, que também perde intensidade
ao longo da cubeta. /; ¢ o comprimento da cubeta ao longo do feixe incidente, /> 0 comprimento da cubeta a 90° do feixe
incidente. /ex ¢ 0 comprimento que percorrido até atingir o fluoréforo que se encontra no centro amostra, lem ¢ 0 comprimento
percorrido pela emissao a partir do fluoréforo.
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Existe uma série de modelos para a correcdo do espectro de fluorescéncia, alguns
bem complexos a depender da natureza e da geometria do sistema. Optamos por um modelo
simplificado que considera somente uma pequena regiao no centro da cubeta como relevante
para o fendmeno, gerando uma relagdo linear entre a fluorescéncia corrigida e a observada.
A fluorescéncia corrigida, Feorr, € igual a fluorescéncia observada, Fors vezes dois fatores,

um corresponde ao efeito de filtro interno primario, fyrim, € outro ao secundario, fsec.

Eoorr = Fobs-fprim-/‘:s‘ec (6)

Consideraremos que ambos os fatores podem ser descritos pela lei de Lambert-Beer:

I (7)
A= log(T()) -1, =1.104

Feorr = Fops- 104prim_1(Asec (8)

A absorbancia primaria esta relacionada com a absorbancia do comprimento de onda
de excitagdo, dado que o feixe de luz incidente possui um comprimento de onda bem definido
para promover a excitagdo. Ja a absorbancia secundaria esta relacionada com todo o espectro

de fluorescéncia.

Sao adicionados fatores devido a geometria do experimento, como ja mencionado.
Absorbancia ¢ medida através do espectrofotometro, o feixe deve percorrer toda o
comprimento da cubeta para atingir o detector. J4 no experimento de fluorescéncia, o
detector do fluorimetro fica a 90° do feixe incidente, como pode ser visto na Figura 15.
Considere uma molécula da sonda fluorescente no centro cubeta, o feixe incidente percorrera
somente metade de /; e a radiagdo emitida percorrera metade de /2. A fluorescéncia corrigida
em um dado comprimento de onda de emissao Aem, com a amostra excitada no comprimento

de onda Aex € igual a:

E.orr = Fyps. 104%ex-lex/l1 1 0Aremlem/l1 (9)

Obs.: Atentar-se a relagdo entre /; e /2 e em qual configuragdo a absorbancia foi

medida. A equagdo considera que a absorbancia foi medida ao longo do caminho 6ptico /=/;.

Agora para todo o espectro de fluorescéncia gerado a partir de um feixe com

comprimento de excitacdo bem definido:

E.orr(1) = F,ps(1). 1042exlex/ls 1AM lem/l (10)
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No caso de uma cubeta quadrada, /;=/2, temos:

Feorr(A) = Fops- 10@AaextA(R)/2 (11)

C. Dicroismo Circular

O experimento de dicroismo circular (CD, circular dichroism, do inglés) traz
informacdo sobre a estrutura secundaria de proteinas. Através da andlise de seu espectro,
pode-se calcular a porcentagem de alfa-hélice, folha-beta e estruturas desordenadas de uma

proteina ou peptideo.

1. Detalhamento tedrico
A teoria se baseia na propriedade de algumas moléculas de modificar a polarizacao
da luz. As moléculas quirais possuem tal propriedade. Uma molécula quiral ¢ uma molécula
assimétrica e nao ¢ sobreponivel a sua imagem especular (imagem de um espelho), como as

nossas maos.

Considere uma onda circularmente polarizada, isto ¢, com a mesma composi¢do de
uma onda plana horizontalmente polarizada e outra verticalmente polarizada. A onda pode
ainda ser circularmente polarizada a esquerda ou a direita, isto ¢, com o sentido de
propagacdo saindo do plano do papel/tela, no sentido hordrio ou anti-horario,
respectivamente. Uma molécula pode absorver a radiagdo polarizada a esquerda com
diferente intensidade do que a direita. A diferenca entre a absorbancia (definida pela equagao
(4)) daradiagdo a esquerda e a direita, em um determinado comprimento de onda, constitui
uma medida de 44=Ar-Ap, ao variarmos o comprimento de onda incidente temos um

espectro de CD.

O esquema ilustrativo do equipamento de CD pode ser observado na Figura 16. O
feixe de luz gerado pela fonte, o comprimento de onda ¢ selecionado pelo monocromador e
o modulador (PEM, do inglés, photoelastic modulator) produz, de forma alternada, luz
circularmente polarizada a esquerda e a direita. O detector (foto multiplicadora) capta a luz
transmitida (luz incidente menos a luz absorbida) circularmente polarizada a direita e a

esquerda.
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Modulador Detector
A \
Monocromador Amostra
Fonte
Luz circularmente Luz circularmente
polarizada a direita e polarizada absorbida
aesquerda

Figura 16: Esquema ilustrativo do equipamento de dicroismo circular. Adaptado de Tamara Smidlehner et al. [37], Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0).

As estruturas secundarias tipicas de polipeptidios, descritas na Secdo 1.B, absorvem
de forma diferente a radiagcdo polarizada a direita e a esquerda, portanto possuem um
espectro de CD diferente de zero. Ademais cada estrutura possui um espectro de CD bem
caracteristico, como pode ser observado na Figura 17. Portanto é possivel determinar a
composicao da estrutura secundaria de uma proteina a partir de seu espectro de CD, que

fornece a somatoéria de todas as contribuigdes.
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Comprimento de onda (nm)
Figura 17: Espectro de CD caracteristicos das 3 principais organizagdes estruturais, alfa-hélice, folha beta ¢ desordenada.
Imagem traduzida de [38].

a) Unidades de CD

Virias unidades podem ser encontradas no eixo y do espectro de CD, buscamos aqui
demonstrar como essas grandezas se relacionam e como ¢ possivel caminhar de uma unidade
para outra, baseado nas informagdes contidas nas referéncias [39] [40]. A grandeza mais

direta e intuitiva para iniciar o raciocinio ¢ 44,
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Onde 4p e Ar ¢ a absorbancia da radiagdo circularmente polariza a direta e a esquerda,
respectivamente. A facilidade de tal grandeza se deve a absorbancia ja ser familiar pela
técnica de espectroscopia UV-Vis. Uma segunda unidade também intuitiva ¢ Ae, onde & pode

ser calculado a partir da equagdo (4 ), A(1) = Clg, .

Ag; = AA;/Cl (13)

Historicamente utilizou-se também o grau de elipticidade (degree of ellipticity, 0)
buscando facilitar a relagdo entre as medidas de dicroismo circular ¢ as medidas de rotagao

optica e polarimetria. Onde 0 ¢ definido como o angulo oposto ao semi-eixo menor da elipse:

Figura 18: Lado esquerdo: Esquema ilustrativo dos vetores campo elétrico de onda circularmente polarizada a direita Ep e
a esquerda Eg. No caso ilustrado Ep>Eg simulando uma maior absor¢do de Eg em um experimento de CD. Lado direito:
Elipse com grau de elipticidade indicado, 0 (angulo oposto ao semi-eixo menor de uma elipse). Referéncia: adaptado de
[39].

A elipse em questdo ¢ definida por dois eixos e seus semi-eixos (c e b da Figura 18).
O eixo menor ¢ igual a diferenga entre os vetores campo elétrico da onda circularmente
polarizada a direita e a esquerda, ja o eixo maior ¢ igual a soma dos mesmos vetores. Dado
que o campo elétrico € proporcional a raiz quadrada da intensidade da onda eletromagnética,

a tangente de 0 ¢ igual a:

tan(8) = Ep — Ep _ 111)/2 — 1;/2 e (14)
ED+EE ][1)/2+I;/2

Os valores de 0 sdo pequenos, portanto podemos considerar tan(0) = 6, em radianos.
0 também é normalmente expresso em grau.107, ou, mdeg (deg do inglés degree). Para
deduzirmos a conversdo de 6 para outras unidades primeiramente iremos substituir a

intensidade pela absorbancia, decorrente da equagdo ( 4 ) e substituir na equacao ( 14).

1 (15)
A = log (70) — | = [,e~4In10
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% % Apln10 Agln10
8(rad) =1y I(e 7 —e 27)
-1 1 Apln10 Agln10
2 2 Jy(e 2 4+e 2
I2+12 Io( )
AgIn10 _(AD1n10_AEln10) _(AElnlo_AEInlo) (16)
e 2 (e 2 z )_e 2 2
= 4gn10 _(AD1n10_AEln10) _(AElnlo_AEInlo)
e 2z (e 2 2 J+e 2 2 )

o—(44In10)/2 _ 1

¢—(44In10)/2 1 |

Partindo do polindmio de Taylor, com n termos em torno de c, definido por:

n

(e (17)
P =Y ey
n!
0
Em torno de zero, c=0, temos o polindmio de Mac-Laurin:
, £(0).2° (1%)
Pa(0) = £(0) + f'(0).x + 57—+ -
Renomeando o expoente de ( 16) para x temos ::1 e os primeiros termos do
polindmio de Mac-Laurin:
e*—1 x x3 x5 (19)

~ — —

J— + —_— e
e*+1 2 24 240
Utilizando somente o primeiro termo polindmio e transformando a unidade 6 para

graus temos:

AAIn10 360 (20)
0(graus) = —7 o 32,98.4A

Encontramos, desta forma, a relag@o entre elipticidade e a variacdo da absorbancia.
Como dito anterioemnte também ¢é possivel obter a relacdo com a variacdo do coefiente de

extingdo molar, ou delta épsilon, Ag, utilizando a equagdo ( 13).
0 (graus) = 32,98.C.1.Ae (21)
E muito comum na literatura encontrarmos a elipticidade 6 em /0>graus (ou mdeg).
Porém algumas outras unidades também sdo utilizas. A elipticidade molar [0] ¢ a

elipticidade média por residuo ([8]yz ou sigla MRE, do inglés Mean Residue Ellipticity)

sdo muito utilizadas, definidas como:
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(6] graus.cm®\  100.6 (22)
dmol - C.nl
2
graus.cm (23)
MRE = = 3298.A
[6]1r (dmol.residuo) 3298.4¢

Onde C ¢ a concentragdo em molar, [ ¢ o caminho 6ptico em centimetro e o fator 100

deve-se a conversdo de unidade de / para metro.

Também ¢ possivel calcular Ae a partir do peso médio dos residuos (MRW, do inglés
mean residue weight) ao invés da concentragdo. MRW ¢ definido como a massa atémica da

proteina, em daltons (Da), dividido pelo numero de residuos. Assim:

_ O(miligraus).0,1. MRW (daltons /n°residuos) (24)
€= I(cm). C(mg/ml).3298,2

E importante ressaltar que as notagdes podem variar de acordo com a referéncia.

b) Cdlculo da composigdo da estrutura secunddria

O espectro de CD fornece a somatdria de todas as estruturas que espalham a radiagao
polarizada a direita diferentemente de a esquerda. Portanto hé a necessidade de fazer uma
decomposi¢do dos espectros ou comparar com espectros de proteinas bem conhecidos, onde

a composi¢ao da estrutura secundaria foi calculada através de outras técnicas.

Existem uma série de ferramentas para o calculo da composi¢do da estrutura
secundaria de proteinas, dentre estas destacamos o DichroWeb [41], uma aplica¢do on-line
desenvolvida no laboratorio da Professora B.A. Wallace do Birbeck College, Londres, UK

disponivel em http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/. Infelizmente os espectros obtidos no

desenvolvimento desta tese contém o intervalo reduzido, em comprimentos de onda,
comprometendo uma analise satisfatoria utilizando o DichroWeb. Embora uma anélise
qualitativa fosse suficiente para discutir as interferéncias dos liquidos i0nicas na estrutura

secundaria das proteinas, buscou-se outros meios para uma analise mais quantitativa.

A equagdo a seguir foi obtida empiricamente para a proteina BSA e foi utilizada no

trabalho de A.Bhogale e colaboradores [42]:

N —MRE, 45 — 4000 (25)
a — hélice(%) = 33000 — 2000 .100

A equacdo sera utilizada para estimar a porcentagem de estrutura tipo a-hélice nas

proteinas BSA e HSA. MRExs ¢ a elipticidade média por residuo observada

experimentalmente, definida pela equagdo ( 23 ) no comprimento de onda 208nm, que
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corresponde a um dos vales caracteristicos da estrutura de a-hélice. 4000 ¢ MRE da estrutura
tipo folha-B e random coil em 208nm e 33000 ¢ o MRE de uma estrutura puramente

constituida de a-hélice em 208.

D. Espalhamento de Raios-X a baixo angulo

O espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS, small angle x-ray scattering) ¢é
uma técnica de baixa resolucdo, isto €, ndo ¢ possivel determinar posi¢cdes atdmicas com
precisdo, porém ¢ possivel apontar a forma de aglomerados e mudangas estruturais. A grande
vantagem do SAXS em comparacao com técnicas de difracdo e espalhamento ¢ a sua
versatilidade com relacdo a natureza da amostra, principalmente soft matter (matéria mole,
como solugdes liquidas, coloidais, espumas e gels). Desta forma é possivel observar a

estrutura terciaria e quaternaria de uma proteina em solugao.

1. Desenvolvimento tedrico
O reconhecimento do fendmeno da difracdo da luz como possivel ferramenta para
analise de distancias inter e intramoleculares ocorreu no inicio do século XX com P.P.
Ewald, W. Friedrich, P. Kniping e M. Von Laure. A difracao de particulas também pode ser
utilizada para o mesmo fim, dada a relacao entre onda e particula apontada pelo pesquisador
L. V. de Broglie. Uma breve linha cronoldgica dos principais feitos para esse campo de

estudo pode ser apreciada na Figura 19.

1690

C. Huygens explica a

1784
R. J. Haljj publica a

J. ). Thromson

P. P Ewald estuda a passagem da luz

teoria da estrutura

descobre o elétron. W.

refragdo da luz através
do comportamento
ondulatorio.

cristalografica.

C. Rotgen descobre o
raio-X.

através de cristais. W. Friedrich, P.

Knipping e M. von Laue descrevem

0 raio-x como "regua” para medir
distancia entre atomos.

. o

1915 1924
W.H. Bragg e W.L. Bragg interpretam L. V. de Broglie teoriza
a difragdo em termos de reflexéo 0 comportamento
a partir dos planos dos cristais e ondulatério da
introduzem a analise de Fourier para matéria.
as medidas de raios-X.

.

1939
A. Guinier mostra que o
espalhamento de raio-x a baixo
angulo em néo cristais esta
relacionado com o tamanho e
forma da particula.

Figura 19: Linha cronolégica de marcos relevantes para o estudo da estrutura da matéria e macromoléculas da radiagao.

Referéncias: [28]
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Raios-x, elétrons e néutrons sofrem difragdo em um intervalo de distancias
conveniente para o estudo da matéria. Desta forma temos trés possiveis fontes para o estudo
de ligacdes atdmicas, cujo comprimento ¢ da ordem de 1A. Raios-x possuem comprimento
de onda em torno de 1A, elétrons em torno de 0,01A e néutrons entre 0,5 A e 10 A. Para esse
trabalho o espalhamento de raios-x se mostrou mais apropriado devido a relativa facilidade
de acesso ao equipamento. Iniciaremos assim a explanagdo com a descri¢ao dos fenomenos

fisicos para o entendimento geral da técnica.

a) Difracdo da luz

O experimento de fenda simples ¢ uma forma direta de observarmos a difracao da
luz. O experimento consiste em posicionar uma fenda, ou um obstaculo, no feixe de uma luz
monocromatica (laser) e uma tela/anteparo, conforme ilustra a Figura 20. O padrao de
difracdo sera observado na tela a depender da relagdo entre o tamanho da fenda e o
comprimento de onda do /aser. Foi observado que cada ponto no interior da fenda age como
uma nova fonte de luz que interagem entre si (construtivamente ou destrutivamente a
depender das fases das ondas) e geram um padrdo no anteparo, evidenciando a natureza

ondulatoria da luz.

Tela/detector Intensidade

Fenda simples
Laser ‘HH

Padraode
difracao

Figura 20: Experimento de difragdo por uma fenda simples.

O padrao de difragdo sera gerado quando o comprimento de onda da onda incidente
¢ da ordem de grandeza da espessura da fenda ou do obstaculo. Podemos antecipar que tal
fendmeno seré utilizado na exploracao experimental da organizagdo de atomos e moléculas.
Estruturas com alto grau de organiza¢do, como nos cristais, podem ser descritas a partir do

padrao de difrag@o através da Lei de Bragg, conforme Figura 21.
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o
dsen(0) dsen(0) Padrao de difracao

de uma rede cristalina
o o o o o

Figura 21: Difragdo por uma rede cristalina.

A lei de Bragg se baseia em dois fendomenos, a interferéncia e a reflexdo. Considere
dois 4&tomos em uma rede cristalina a uma distancia d, ambos receberdo e refletirdo radiagao
de uma mesma fonte. Observe que a radiagdo atinge os atomos em momentos diferentes, a
diferenca entre os deslocamentos dos feixes até atingir os atomos ¢ igual dsen(6), sendo 6 o
angulo entre a radiag@o a superficie da rede cristalina. Apds a reflexdo haverd a mesma
diferenca de deslocamento até o detector que estard localizado perpendicularmente aos
feixes refletidos. Quando as ondas atingirem o detector haverd uma diferenca total de
deslocamento de 2dsen(8). No detector ocorrerd o fendmeno da interferéncia, que pode ser

construtiva ou destrutiva a depender da diferenca de fase entre as ondas, 4¢.

O padrao de difragdo apresenta franjas escuras e claras. O pico de maxima
intensidade é construido a partir da interferéncia construtiva com as ondas em fase, ja as
franjas escuras sao construidas a partir da interferéncia destrutiva, com as ondas em fases
opostas. A condi¢do para que a interferéncia seja construtiva ¢ que a diferenca de
deslocamento entre as ondas seja igual a um nimero inteiro do comprimento de onda, assim

A@p=0 e as ondas estardo em fase, portanto, nesta situacgao:

2dsen(6) = nA (26)

A equagao ( 26 ) ¢ conhecida como lei de Bragg.

b) Espalhamento da luz

A técnica de espalhamento de raio-X a baixo angulo ¢ utilizada principalmente para
a matéria mole e materiais ndo cristalinos. Desta forma ndo ¢ possivel obter um padrao de
intensidade tdo definido como nos experimentos de difragdo de cristais. Materiais nao

cristalinos irdo produzir perfis de intensidade de espalhamento.
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Explorando um material ndo cristalino, onde a distancia entre os centros espalhadores

pode variar muito, temos a situagao ilustrada na Figura 22.

%

Figura 22: Espalhamento da radiagdo por um material ndo cristalino. Referéncia: [43].

A diferenca entre o vetor de onda incidente, Q_O), e o vetor de onda espalhado, é), é
definido como o vetor espalhamento ¢, o vetor espalhamento é proporcional a0 momento
transferido ao sistema no processo de espalhando do foton, Ea) = hq, onde & é a constante

de Plank. O modulo do vetor espalhamento também pode ser escrito como:

4 (27)
q= i sen(6)

Sendo 0 igual a metade do angulo de espalhamento.

Considerando agora varios centros espalhadores em um volume, ¥, com densidade
eletronica, p, temos a amplitude total espalhada em funcdo do vetor espalhamento, A(?),
igual a:

. R (28)
A@ = | p@eay
4
Neste ponto estamos desconsiderando multiplos espalhamentos e efeitos de absor¢ao.

Nosso interesse € obter a estrutura, portanto, p(r_)). Observe que A(q_)> ¢ definida como a
transformada de Fourier da densidade eletronica. Portanto podemos obter a densidade

eletronica através da transformada inversa de Fourier:

(29)

—

PG = G || AT,

Temos, portanto, como obter a densidade eletronica a partir da amplitude do
espalhamento, porém experimentalmente nao temos acesso a amplitude como um todo, os
detectores nos fornecem a intensidade através da contagem de fotons. Dado que I(ﬁ =

A(q_)iA(q_))* = |A(q_))|2 temos perda de informacdo sobre a fase da onda. Desta forma ¢

importante encontrarmos uma relagdo entre a intensidade espalhada no espaco reciproco,
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I (E, com uma fungao relacionada com a estrutura no espago real. Esta func¢do ¢ a funcao de

correlagao y(r_)).

. . (30)
I(q) = Vf y(r)e " dv
4
Onde,
Y@ = %fv, Ap()ap(r7 +7)dv' = Ap(r)ap(r' +7) = (Z;SVfl(ﬁ). eld7dv, (31)

A funcdo de correlacdo ¢ a média espacial do produto entre a variagdo de densidade
eletronica em dois volumes quaisquer separados por um vetor 7. Considerando agora um

sistema isotrdpico, isto €, suas propriedades ndo dependem da dire¢do, temos:

. sen (gr (32)
(e1d7) = (gr)
qr

I(q) =V fo " amrry(r)

sen (qr) (33)
—dr

qr
Temos dessa forma a intensidade espalhada por uma estrutura em um sistema

isotropico. Reescrevendo a equacdo ( 33 ) para uma forma mais popular:

sen (qr) (34)
——dr
qr

Surge aqui a famosa fun¢do de distribuicdo de pares, p(r), que buscamos encontrar

Iq) = jo p()

para explorar a forma da estrutura espalhadora. Aplicando a transformada inversa de Fourier:

2 (35)
p) =27 [ 1 g

0

A funcdo distribui¢do de pares, devido a sua importancia, sera discutida em mais

detalhes na proxima segao.

As equagoes ( 34 ) e (35 ) s@o validas para sistemas com 1 centro espalhador, porém
em solucdo temos muitas particulas. Consideraremos inicialmente um sistema com N
particulas isoladas (sistema diluido) distribuidas e orientadas aleatoriamente. Dado que,
neste caso, cada uma das estruturas espalha de forma idéntica, temos que a intensidade total
¢ igual a média da intensidade de uma particula considerando todas as orientagdes vezes o

numero de particulas:

I(q) = N{I.(q)) (36)
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Podemos estar interessados em um sistema ndo diluido, isto ¢, as nanoparticulas nao
estdo isoladas e podem formar estruturas e agregados. Neste caso a equagdo anterior ndo ¢
valida para qualquer ¢. Se o sistema for isotropico é possivel separar a contribuicdo do

espalhamento de uma nanoparticula da contribui¢do da estrutura:
I(q) = N{L(@)XS () (37)
Ou como mais vemos na literatura

I(q) = N(P(@)XS(q)) (38)

Onde P(q) ¢ o fator de forma e S(g) o fator de estrutura.

A questdo pode ser complicada em muitos sentidos, por exemplo se quisermos

acessar nanoparticulas com diferentes tamanhos ou com diferentes densidades eletronicas.

2. Andlise de Dados de SAXS de Proteinas
Existe uma série de modelos que podem ser utilizados para a andlise de uma curva
de espalhamento de raios-X a baixo angulo, a depender da natureza da amostra. O processo
de analise e os modelos optados neste trabalho sdo largamente utilizados na literatura para o
estudo de sistemas de interesse bioldgico, como membranas e proteinas. O pacote ATSAS
3.0 [44] é composto por uma série de software para analise de SAXS, alguns destes foram

utilizados neste trabalho e serao descritos nesta secao.

Sao quatro as principais informagdes que buscamos obter a partir da curva de SAXS
neste trabalho. A primeira delas ¢ o raio de giro (calculado a partir do ajuste de Guinnier), a
segunda ¢ a curva de Kratky (ambas obtidas através da ferramenta SAXSMoW 3.0 [45]), a
terceira ¢ a distribui¢do de pares, p(7), (obtida através do software GNOM Version 4.6 [46])
e a quarta ¢ um possivel envelope do centro espalhador (obtido através do software

DAMMIN Version 1.1.2 [46]).

a) Radio de giro

O raio de giro, Ry, € utilizado para descrever as dimensdes de uma particula. Ha duas
formas bem conhecidas de se obter o raio de giro por SAXS. A primeira ¢ a aproximacao de
Guinier, que pode ser facilmente obtida a partir do dado experimental, a segunda ¢ calculada
a partir da p(r), portanto exige uma analise mais complexa, porém ¢ mais precisa para

sistemas com grande flexibilidade.
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Guinier [47] mostrou que uma fun¢do Gaussiana ¢ uma boa aproximacao para /(q)

quando g — 0 e, portanto, pode ser reescrita da seguinte forma:

1 39
1(q) = Iye”@R&" ()
Aplicando logaritmo normal nos dois lados da equacao temos:
R2q? (40)

In (1(@)) = In (o) =%
A equagdo (40 ) ¢ conhecida como aproximacdo de Guinier. O Rg pode ser obtido a
partir do coeficiente angular da reta ajustada do grafico in(I(g)) x ¢° E importante mencionar
que existem intervalos validos a depender da forma esperada da estrutura, por exemplo, para

proteinas globulares Rg.q<1,3.

Caso p(r) tenha sido obtida, como serd descrito mais adiante, é possivel calcular Ry

através da equacao:

1 Dmax (41)
~ 7f0 p(r)ridr

- Dmax
Jo " p@rdr

Onde Dmax ¢ didmetro maximo da particula.

Rg

b) Grdfico de Kratky

O grafico de Kratky proporciona uma analise qualitativa referente a globularidade e
flexibilidade, no caso de proteinas. O grafico de Kratky ¢ definido como ¢/ em fungao de
g. Uma proteina globular enovelada exibe uma curva em forma de sino, ja a curva de uma
proteina com grande flexibilidade ndo converge a zero apds o pico e proteinas com
multidominio podem exigir ombros adicionais. Uma tendéncia geral de como o grafico de
Kratky pode ser utilizado para o estudo do desenovelamento de uma proteina pode ser

observado na Figura 23.
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Figura 23: Grafico de Kratky de uma proteina enoveladas, parcialmente desenovelada e totalmente desenovelada.
Referéncias: figura 24 de [48].

E encontrado na literatura o grafico de Kratky normalizado, o qual possibilita uma
melhor comparagdo entre curvas e sistemas em que ha alteracao da concentragdo, ¢ definido

como ¢q°Rg?l/In em fungdo de gRgs. Io e Ry podem ser obtidos pela aproximacdo de Guinier

descrita anteriormente.

c) Fungdo distribuicd@o de pares

A fungdo de distribui¢do de pares, p(r), € importante na andlise de espalhamento de
raios-x, porém, para melhor entendimento do seu significado utilizaremos uma analogia com
a cristalografia, conforme Figura 24. Dada uma estrutura com alto grau de organizacao,

como um cristal, a p(r) pode ser interpretada como um histograma de 4tomos, ou centros

espalhadores, funcao da distdncia em relagdo ao centro.

KX

oo oo
o

(]

381

P(r)

1
2 1 0 1 2 o 1 2 3

Figura 24: Comparagao entre a estrutura molecular de um cristal e a fungdo de distribuicdo de pares correspondente.
Adaptada da figura 2 de [48].
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P(r) esta demonstrada na equagdo ( 35 ) e foi obtida através da transformada inversa
de Fourier da intensidade de espalhamento /(g), equagdo ( 34 ). No caso de um sistema
1sotropico € monodisperso (com somente uma espécie de centro espalhador) bastaria realizar
a transformada inversa de Fourier da intensidade espalhada experimental, passando do
espaco reciproco para o espago real. Em linhas gerais, o software GNOM “recorta” a curva
experimental em pequenos intervalos, utiliza algoritmos de regularizacdo e faz o célculo da

transformada inversa de Fourier de cada um desses pedacos.

A forma da particula pode ser obtida a partir da p(r), dado que algumas estruturas
ndo sdo facilmente identificaveis somente pela intensidade de espalhamento, como pode ser

observado na Figura 25.
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Figura 25: Intensidade de espalhamento de SAXS, em escala mono-log, e func¢do de distribuicao de pares, p(7), de cinco
tipos de forma de particulas (esfera - vermelho, esfera oca - azul, disco - laranja, haste - verde e haltere - magenta).
Referéncia: adaptado da figura 5 de [49].

Especificamente para analise de proteinas, podemos focar em algumas caracteristicas
da curva, por exemplo a posi¢ao do pico € 0 Dmax, dimensdo maxima, onde a p(r) torna a ser
zero. A proteina globular apresenta uma curva em forma de sino, o aumento de Dmax pode
significar um desnovelamento e a formagdo de ombros podem indicar a formagdo de

dominios [48].

d) Envelope da particula espalhadora

O programa DAMMIN busca encontrar a forma de uma particula, cuja curva de
espalhamento de raios-x mais se aproxima de uma dada curva experimental. Para tal, um
volume ¢ preenchido com N esferas compactas, cada uma simulando um atomo. Sao geradas
configuracdes com essas esferas, calcula-se o espalhamento tedrico de cada configuracdo e
as configura¢des que geram a menor discrepancia entre o dado experimental e o tedrico sdo

selecionadas. Ha também um modelo quantitativo com penalidades, isto ¢, buscando dar
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preferéncia a uma configuragdo compacta e interconectada, sdo introduzidas a penalidade de
frouxiddo e a penalidade de desconexdo. Alguns pardmetros iniciais podem ser
fornecidos/modificados para guiar o processo, como forma esperada (esfera, elipsoide,

cilindro ou paralelepipedo), simetria e outros [50].

3. Sincrotron
Um componente crucial do experimento de espalhamento de raios-x a baixo angulo
¢ a fonte de raios-x. Existem equipamentos de “bancada” como o Nanostar, disponivel no
Laboratorio de Cristalografia do Instituto de Fisica da USP, sob supervisdo do Prof Dr.
Cristiano L.P. Oliveira e equipamentos com fonte sincroton, cada um com suas
caracteristicas, aplicacdes, vantagem e desvantagens. Utilizamos o Laboratorio Nacional de

Luz Sincrotron (LNLS), Figura 26A, linhas SAXS1 e SAXS2, hoje j4 ndo mais disponiveis,

pois houve a substituicdo para a fonte de luz Sirius, Figura 26B, mais moderna e potente, e

sua nova linha de SAXS, a SAPUCAIA.

| ' "v ] e . 5 (‘//. - .
Figura 26: (A) Antiga fonte de luz sincrotron Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, hoje desativado. (B) Sirius,
nova fonte do LNLS.

Os laboratdrios sincrotrons possuem estruturas semelhantes, inclusive o LNLS, um
esquema da estrutura do laboratdrio pode ser apreciado na Figura 27. Temos inicialmente
uma fonte de elétron, um filamento de tungsténio no LNLS. Os elétrons sdo acelerados
através de microondas em um acelerador linear (LINAC) e acelerados novamente em um
acelerador em forma de anel, o acelerador injetor ou booster. Ao final desse processo os
elétrons atingem velocidades proximas a da luz e podem ser transferidos ao anel de
armazenamento, que € composto por varios seguimentos de reta com redes magnéticas nos

vértices para mudar a trajetoria dos elétrons para o proximo segmento. Os elétrons, ao terem
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sua trajetéria modificada, emitem radiacdo eletromagnética, a radiagdo sincrotron. A
radiagdo emitida passa pela linha de luz e interage com a amostra na estacdo experimental.
Cada linha luz ¢ construida com uma finalidade especifica, portanto a energia da radiagao ¢

selecionada previamente.

Microondas

Elétron

Estagdo experimental

Feixe de luz

Acelerador injetor
Anel de armazenamento

Acelerador Li
celerador Linear Linhas de luz

Rede magnética

Figura 27: Estrutura tipica de acelerador tipo Sincrotron.

O LNLS possuia 2 linhas para o experimento de espalhamento de raios-x a baixos
angulos, SAXSI e SAXS2. Os experimentos de SAXS foram realizados na linhas SAXS1
com o detector Pilatus 300K posicionado a 1m da amostra. O porta amostra utilizado ¢

composto por um célula de mica e possui espessura de 1mm.

E. Calorimetria de Varredura Diferencial

A calorimetria de varredura diferencial ou calorimetria exploratdria diferencial
(DSC, do inglés differential scannnig calorimetry) é uma técnica que traz informagdes sobre
a entalpia de processos, mudangas de estado fisico e resisténcia térmica. Esta inserida dentro
da érea de calorimetria, cujo objetivo, em termos gerais, ¢ a medicao de transporte de calor,

ou fluxo de calor, normalmente envolvendo mudangas na temperatura de um certo sistema
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ou processo. Portanto, traremos uma breve introducdo a conceitos da termodindmica para

um melhor entendimento da técnica e analise dos resultados.

1. Desenvolvimento tedrico
Temos 4 leis fundamentais que podem ser descritas a partir da termodindmica. No
contexto desta técnica iremos nos concentrar nos conceitos de conservacao de energia e
entalpia. A partir da primeira lei, temos que a variacao da energia interna (U) € igual a energia
recebida (Q) pelo sistema mais o trabalho realizado sobre o sistema (#), ou menos o trabalho
realizado pelo sistema, mais outras transferéncias de energias residuais (E;) resultando na
seguinte equac¢ao, na sua forma diferencial:

(42)
dU=dQ+dW+ZdEi
i

A entalpia ¢ a energia envolvida na mudanga entre dois estados, normalmente
associado a processos quimicos. Em outras palavras, ¢ a energia necessaria para criar um
sistema mais a energia necessaria para “abrir espaco”, trabalho realizado na expansao (p. V).

Portando, a defini¢do de entropia é:

H=U+pV (43)
Na forma diferencial:
dH = dU + d(pV) (44)
dH =dU +p.dV +V.dp (45)
Considerando dW = —p.dV e remanejando as equagdes anteriores, temos:
(46)

dQ=dH—V.dp—ZdEi
i

No experimento de DSC temos que a pressao e o volume sdo mantidos constantes e
quaisquer outras trocas de calor que ndo envolvam a reacdo quimica sdo consideradas
despreziveis. Nessa situacdo a entalpia ¢ igual a quantidade de calor absorvida ou liberada
durante a rea¢do. Dado que a capacidade térmica ¢ a quantidade de calor a ser absorvida ou
cedida por um sistema para que ocorra a variagdo de temperatura de 1°C, a capacidade

térmica, a pressao constante, em termos de entalpia em fungdo da temperatura ¢ igual a:
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0H (47)
(M) = (ﬁ)p

A equagdo acima ¢ essencial para a anélise dos dados de DSC. Embora normalmente
os dados sejam apresentados na forma de variagdo da capacidade térmica especifica (4Cp,
na unidade kca/mol°’C) em funcdo da temperatura, constituindo assim o termograma, a
medida direta do DSC ¢ o fluxo de calor em funcao da temperatura. J4 a entalpia de uma
reacdo pode ser calculada a partir da integral de 4Cp em um intervalo de temperatura, como
pode ser visto pela equagdo (47 ). Para entendermos essas duas etapas precisamos entender

0 aparato experimental.

O equipamento ¢ composto com duas células, uma ¢ a célula de referéncia
(normalmente preenchida com dgua ou tampao) e outra de amostra, como pode ser observado
na Figura 28. As duas células estdo submetidas a termometros e aquecedores (resisténcia
elétrica). O controle ¢ feito de forma a manter iguais a temperatura da referéncia e amostra
durante o aquecimento. O aumento da temperatura ¢ gradual e constante, registrando a
energia fornecida pelos aquecedores para as células (fluxo de calor — energia fornecida por
minuto). Caso seja necessario fornecer mais energia a célula de amostra, em relagdo a
referéncia, para gerar a mesma variagao temperatura temos um sinal positivo, caso seja

necessario menos energia o sinal € negativo.

Referéncia Amostra

AW

Figura 28: Esquema ilustrativo do equipamento DSC.

Desta forma a capacidade térmica em funcao da temperatura pode ser calculada a
partir do dado experimental fluxo de calor (¢, geralmente em unidades mcal/min), da taxa
de incremento da temperatura (d:, geralmente em °C/h) definida, da concentragdo da amostra

(c, em M) e volume da cela de amostra (V, em mL), portanto temos:
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©(T).0,06 (48)

AC,(T) =
p(T) d;.c.V
O fator 0,06 deve-se as transformacdes das unidades. Ja a entalpia da reagdo que

ocorre entre as temperaturas 7re 7; pode ser obtida a partir de:

Ty (49)
H, =f AC,dT

T;
A entalpia positiva significa que o processo ocorre com absor¢do de calor, portanto
endotérmico, j& a entalpia negativa significa que o processo ocorre que a liberag¢do de calor,

portanto exotérmico.
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V. Materiais

As proteinas albumina de soro humano, albumina de soro bovino e lisozima de clara
de ovo utilizadas neste trabalho sdo da fabricante Sigma-Aldrich, cujos coédigos de referéncia
sdo, respectivamente, L6876-10g, A9511-1g e A2153-10g. Os liquidos idnicos
[C1aMIM][CI], [C12MIM][CI] e [C1oMIM][CI] s@o da fabricante loLiTec, cujos codigos de
referéncia sdo IL-0141, IL-0120 e IL-0065, respetivamente.

1. Preparagdo das amostras

Todas as amostras medidas neste projeto foram solubilizadas em tampao acetato-
fosfato-borato de soédio 10mM e pH 7,4, utilizando agua ultrapura milli-Q. O pH foi
verificado utilizando um pHmetro e ajustado utilizando solu¢des de HCI (concentragao: 1M)
ou NaoH (concentragao: 1M). O processo de preparagao das amostras consiste em solubilizar
as proteinas, os liquidos i0nicos e o surfactante separadamente em tampao, formando assim
as solugdes concentradas que chamamos de estoque. Os componentes sao pesados utilizando
uma balanca analitica com precisdo de 0,Img e pipetas volumétricas automaticas.
Posteriormente realizamos as misturas dos componentes desejados a partir do calculo das
concentragdes finais desejadas constituindo assim as amostras propriamente ditas. Todas as
solugdes estoque e as amostras foram misturadas com agitacdo manual simples e esperou-se
ao menos 1 hora para a estabilizagdo do sistema. Tal procedimento garante boa solubilizagao,
dado que todos os componentes utilizados sdo soltiveis em dgua. Nao foi utilizado agitador

Vortex a fim de evitar a formagao de espuma.

Todas as amostras sdo mantidas sob refrigeracao at¢ a medi¢do, quando necessario,
e neste caso aguarda-se pelo menos 1 hora para estabilizacdo da temperatura antes da
medi¢do. A medicdo ¢ realizada com a amostra ainda fresca, isto €, com até 48h apos a

preparacao, preferencialmente com até 12h.

Os experimentos, de forma geral, foram realizados mantendo a concentragdo da
proteina constante e variando a concentragdo de ligante (liquido i6nico e surfactante).
Optamos por ndo utilizar o processo de pipetar (mesma solucao base com pequenas adigdes
consecutivas de ligante) a fim de priorizar a invariabilidade da concentragao da proteina.
Portanto, em um experimento com 10 concentracdes diferentes de ligantes foram preparadas

10 amostras separadamente.
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V. Resultados

A fim de ilustrar melhor a linha de raciocinio ¢ a forma como os resultados
experimentais se associam, a apresentacao dos resultados serd dividida por sistemas e pelas
técnicas experimentais. Com os dados experimentais ja expostos os resultados serdo
discutidos e analisados conjuntamente por sistema. Ao final realizaremos uma conclusdo

geral deste trabalho.

E importante mencionar que parte dos dados foram obtidos durante a execucio da
dissertacdo de mestrado, porém alguns calculos e fatores de correcdo foram refinados

criando a necessidade de apresenta-los novamente para entendimento completo da analise.

A Interagdo entre liquidos i6nicos e albumina de soro bovino

A proteina BSA foi a mais minuciosamente estudada, por conta da vasta literatura
disponivel e relativa facilidade de trabalho (boa solubilidade, maior resisténcia a agregagao
e pre¢o mais acessivel comparativamente as outras proteinas). Portanto esse sistema inicial

sera mais detalhado e com mais subdivisdes.

1. Influéncia dos LIs na absorgao e emissao da BSA
A influéncia dos LIs na absor¢ao da BSA sera analisada a partir do espectro de absorbancia
e da absorbancia em comprimentos de onda especificos. Ja a influéncia dos LIs na emissao

da BSA serd analisada a partir do espectro de fluorescéncia.
Espectroscopia de absorg¢do optica

Os espectros de absorbancia foram obtidos através do equipamento
espectrofotometro da marca Varian, modelo CARY 50 Bio, disponivel no laboratério de
Biomembranas no Departamento de Fisica Geral do Instituto de Fisica da USP coordenado
pela Prof* Dr* Maria Teresa Lamy. As amostras foram sempre preparadas e medidas no
mesmo dia. O espectro de absorbancia de fundo (cubeta + tampao) foi subtraido de todas as

curvas.
[CLaMIM][CI]

O espectro de absorbancia do liquido i6nico em solucdo, em auséncia de outras

moléculas, como as proteinas, ¢ relevante como controle da analise. O espectro de
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absorbancia pode ser apreciado na Figura 29A e a absorbancia em comprimentos de ondas

especificos pode ser apreciada na Figura 29B.
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Figura 29: (A)Espectro de absorbancia do liquido i6nico [C1aMIM][CI] em variadas concentrac¢des. (B) Absorbancia do
liquido i6nico [Ci1aMIM][CI] nos comprimento de onda 280nm, 295nm e 350nm em funcdo da concentracdo de
[ClaMIM][CI].

Observe que a absorbancia do LI [CisMIM][CI] entre 225nm ¢ 250nm ¢ muito
relevante, tal fendmeno pode inviabilizar experimentos espectroscopicos nesse intervalo de
comprimento de onda. A absorbancia se mantém menor que 0,1 para comprimentos de onda
maiores que 250nm. No experimento de fluorescéncia, cuja sonda fluorescente ¢ o
aminoacido triptofano, o intervalo de comprimento de onda de interesse ¢ tipicamente entre
280nm e 500nm, portanto a alta absorbancia inicial ndo prejudicard a analise de
fluorescéncia. A absorbancia nos comprimentos de onda 280nm, 295nm e em 350nm foram
ressaltados, Figura 29B, pois posteriormente serdo relevantes para a andlise da fluorescéncia.
Neste instante basta observar que as absorbancias sdo compativeis e mantém-se abaixo de
0,03 até a concentracdo 30mM, aproximadamente. Nas concentragdes 40mM e 100mM ja
podemos observar um aumento significativo das absorbancias, portanto concentragdes dessa

ordem serdo evitadas nos proximos experimentos.
BSA + [Ci1aMIM][CI]

A absorbancia da proteina BSA em auséncia e em presenca de variadas

concentragdes de [C1aMIM][CI] ¢é apresentada na Figura 30.
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Figura 30: (A)Espectro de absorbancia da BSA em auséncia e em presenca de [C14MIM][CI]. Insert com destaque na regido
do pico. (B)Absorbancia nos comprimento de onda 295nm e 350nm em fungao da razdo molar [C1saMIM][C1]:BSA em eixo
inferior e concentragdo de [C14aMIM][CI] no eixo superior.

O pico de absorbancia da BSA se d4 em torno de 280nm que corresponde a um dos
picos de absor¢ao do triptofano. Embora a absor¢ao no comprimento de onda igual a 295nm
seja bem menor que em 280nm ainda € suficiente para promover a excita¢ao (no experimento
de fluorescéncia) do aminoacido triptofano e prevenir a excitagdo dos aminoacidos
fenilalanina e da tirosina. Este ¢ um procedimento comumente utilizado em estudos

espectroscopicos de proteinas em solugao.

Conforme a concentragdo de LI varia € possivel observar que ha mudancas na
absorbancia, porém a forma da curva ¢ aproximadamente a mesma. A Figura 30B traz a
absorbancia em 295nm e em 350nm, o primeiro comprimento de onda corresponde a
excitagdo que sera utilizada no experimento de fluorescéncia ¢ o segundo sera nossa
referéncia para a turbidez. Observe que os comportamentos nos dois comprimentos de onda
sao semelhantes. O aumento da absorbancia que ocorre em 295nm pode ser explicado pelo
aumento da turbidez da amostra, mais pronunciado a partir da razdo molar 20, e ndo
necessariamente por uma interagao direta das moléculas de liquido i6nico com as moléculas
de triptofano. O maximo da absor¢cdo ocorre aproximadamente na razdo 35 e volta a
diminuir. O aumento da turbidez pode estar associado a formagao de estruturas ou agregados.
A posterior diminuicao da turbidez pode ser explicada pelo colapso dessas grandes estruturas
ou decantacdo. Embora haja mudancas na absorbancia os valores ainda sdo baixos ¢ nao
comprometem a qualidade das medidas de espectroscopia. Adicionalmente todos os
espectros de fluorescéncia foram corrigidos utilizando a absorbancia, neutralizando o efeito

da turbidez e filtro interno, conforme explicamos nas se¢des anteriores.
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E possivel afirmar que a presenca do liquido iénico ndo altera significativamente o
perfil de absor¢do da radiagdo da BSA, dado que o aumento da absorbancia pode ser
explicado pelo aumento da turbidez, e pelo fato de ndo haver alteragdes significativas na

forma dos espectros.

Os espectros de absorbancia da BSA em auséncia e presenga dos LIs [Ci12MIM][CI]
e [C1oMIM][CI] apresentaram o mesmo comportamento que o [C1sMIM][CI] e podem ser

apreciados na Figura 31.
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Figura 31: Absorbancia 290nm (A) e em 350nm (B) em fung¢do da razio molar entre liquido i6nico e a proteina BSA. As
curvas foram desenhadas a fim de servir como guiar para os olhos.

Observe que o sistema possui baixa absorbancia em presengca das menores
concentragdes de [C14aMIM][CI] e [C12MIM][CI], atinge um pico e decai, tanto em 295nm
quanto 350nm. A concentra¢@o necessdria para atingir o pico ¢ maior no sistema contendo
[Ci2MIM][CI]. J& o pico do sistema contendo [CioMIM][CI], embora crescente, nio
apresentou o pico e a subsequente diminuigdo. Podemos supor que a concentragdo necessaria

de [C1oMIM][CI] para observar tal comportamento ndo foi atingida.
Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos através do equipamento fluorimetro da
marca Varian, modelo Cary-Eclipse, disponivel no laboratério de Biomembranas no
Departamento de Fisica Geral do Instituto de Fisica da USP coordenado pela Prof* Dr* Maria
Teresa Lamy. As amostras foram sempre preparadas e medidas no mesmo dia. Todos os

espectros foram corrigidos utilizando a correcdo da lampada e do efeito de filtro interno.

Antes de apresentar a fluorescéncia das proteinas faremos um pequeno adendo a

seguir referente ao aminodcido triptofano.
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Triptofano + [C1aMIM][CI]

O aminoacido triptofano € a sonda intrinseca presente nas proteinas estudadas neste
trabalho. Desta forma, observar a influéncia dos liquidos i6nicos neste aminoécido livre em
solugdo pode nos trazer informagdes relevantes aos estudos seguintes. Em excecdo aos
outros espectros, o comprimento de onda escolhidos para excitagdo do triptofano livre foi
igual 280nm a fim de maximizar a intensidade de emissdo. A concentragdo do triptofano foi

mantida constante e igual a 60uM.

A fluorescéncia relativa do triptofano em auséncia e em presenca de variadas
concentragdes de [C1«aMIM][CI] ¢ apresentada na Figura 32A, a absorbancia em 350nm e
295nm do mesmo sistema ¢ apresentada na Figura 32B. A fluorescéncia relativa foi
calculada a partir da divisdo da intensidade de fluorescéncia pela intensidade de

fluorescéncia do pico de emissao em auséncia de LI.
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Figura 32: (A) Fluorescéncia do triptofano em auséncia e presenga de [C1aMIM][CI]. Os espectros foram divididos pelo
pico da intensidade de emissdo do triptofano em auséncia de LI. (B) Absorbancia em 350nm (eixo esquerdo, dados na cor
preta) e em 295nm (eixo direito, dados na cor vermelha) do triptofano em presenca e auséncia de [C14MIM][CI], curvas
tragadas para guiar os olhos.

Observe que a intensidade de fluorescéncia do triptofano diminui conforme a
concentragdo de liquido i6nico aumenta, ao passo que o perfil da curva e comprimento de
onda do pico de emissdo se mantém. Tal efeito estd condizente com a literatura, dado que o

imidazol ¢ um conhecido supressor (quencher) do triptofano [27].
BSA+LI

O espectro de emissdo da proteina BSA em auséncia e presenca de variadas
concentragoes de [C14MIM][CI] pode ser apreciado na Figura 33. A concentracao da proteina

foi mantida constante. A fim de diminuir a contribui¢do da emissao dos aminoacidos
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fenilalanina e da tirosina, a amostra foi excitada a 295nm. Desta forma a fluorescéncia ¢

constituida pela emissdo dos 2 triptofanos presentes na BSA.
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Figura 33: Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina BSA (30uM) em auséncia e presenga de variadas
concentragdes de [C1aMIM][CI]. A intensidade relativa dos espectros foi calculada dividindo a intensidade pela intensidade
do pico de emissdo da proteina em auséncia de ligante. Os espectros foram corrigidos pelo efeito da lampada e pelo efeito
de filtro interno. A seta vermelha indica o sentido geral do pico de emiss@o com o aumento da concentragdo de LI.

E possivel observar que o aumento da concentra¢io do LI provoca a diminuigdo da
intensidade relativa de fluorescéncia e o deslocamento do pico de emissdo para menores
comprimentos de onda (blue-shift). Como as corregdes do espectro foram realizadas (efeito
de filtro interno e espectro de emissdo da ldmpada do equipamento), iremos supor que
diminuicdo da fluorescéncia estd associado ao processo de supressdo (quenching),
estabelecendo o [C1aMIM][Cl] como supressor (quencher) dos triptofanos existentes na

proteina.

E importante ressaltar que embora a supressdo da fluorescéncia esteja presente tanto
no sistema Trp+[CisMIM][CI] quanto no sistema BSA+[CisMIM][CI], mesmo que em
escalas diferentes, o deslocamento do pico de emissdo estd presente somente no sistema
BSA+[Ci1aMIM][CI]. O blue-shift esta de alguma forma condicionado a estrutura da proteina
como um todo, ou condicionado pela posicdo dos triptofanos na cadeia polipeptidica da

BSA. Este ponto sera discutido posteriormente.
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Trazendo os outros LIs, os espectros de fluorescéncia da proteina BSA em auséncia

e em presenca de [C12MIM][CI] e [C1oMIM][CI] podem ser apreciados na Figura 34A e na

Figura 34B, respectivamente.
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Figura 34: Intensidade relativa de fluorescéncia da proteina BSA (30uM) em auséncia e em presenga de (A) [C12MIM][C1]
e (B) [C1oMIM][CI]. Na legenda a concentragdo absoluta de LI e entre parénteses a razdo molar entre LI:BSA. A seta
vermelha indica o sentido geral do pico de emissdo com o aumento da concentragao de LI.

Observe que os comportamentos sdo analogos ao comportamento observado
anteriormente no sistema [C1aMIM][CI]+BSA. Tanto a presenca de [Ci12MIM][CI] quanto
de [C1o0MIM][CI] geram quenching e blue-shift. Portanto ha interacdo entre esses LIs e pelo
menos um dos triptofanos da BSA. A intensidade das modifica¢des sdo diferentes e serdo
discutidas conjuntamente.

A supressao da fluorescéncia pode ser analisada de algumas formas. A forma mais
simples ¢ acompanharmos a razdo entre intensidade de fluorescéncia em presenca do
supressor e auséncia do supressor, F/Fyp, em func¢do da razdo molar. F/Fy foi calculada a

partir da integral sob a curva de cada um dos espectros e pode ser apreciada na Figura 35.
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Figura 35: Razdo entre intensidade de fluorescéncia em presenga do supressor ¢ auséncia do supressor, F/Fy, fungdo da
razdo molar entre LI ¢ BSA.

Observe que ha significativa diminui¢ao da fluorescéncia nos trés sistemas, porém a
concentragdo necessaria para chegar a mesma supressdo ¢ diferente. Para gerar uma
intensidade que representa 50% da intensidade da proteina livre sdo necessarios
aproximadamente 300uM, 900uM e 6000uM de [CisMIM][CI], [Ci2MIM][CI] e
[C1oMIM][Cl], respectivamente, ou 10, 30 e 200 em razdo molar. Dado que a tnica diferenga
entre os LI ¢ o comprimento da cadeia carbdnica e que a supressdo requer proximidade, ¢

possivel afirmar que o comprimento da cadeia carbonica favorece a interagao.

Uma andlise mais quantitativa da supressao ¢ possivel com a constante de associag@o
utilizando o modelo de Stern-Volmer como mencionado na Secao I11.B.1.b) Ajuste de Stern-

Volmer. A equacao de Stern-Volmer ¢ definida como, conforme a equagao ( 6 ):

Fo—F _ [Pl — [L]s + Kq — ([P]; + [L]; + Ka)* — 4[P][L];
Fo—F 2[P];

Onde /PJ: é a concentracgdo da proteina e foi fixada igual 30.10°M, Fy é a integral da
fluorescéncia da proteina em auséncia de LI, F' ¢ a integral da fluorescéncia e varia conforme
a concentracdo de LI varia, /L]: é a concentracao de ligante (no caso LI), F¢ ¢ integral da
fluorescéncia remanescente, isto ¢, fluorescéncia quando a interacdo ¢ maxima (foi
considerado o ponto de menor intensidade de emissdo) e Kz € a constante de dissociacdo. A

constante de associagdo ¢ definida como K.=1/Ka.

) Fo—F ~ . . .
O grafico de FO—F em fun¢do /LI] com os respectivos ajustes pode ser apreciado na
0~ fc

Figura 36.
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Figura 36: Ajuste de Stern-Volmer da supresséo da fluorescéncia da BSA causada pela presenga dos LIs [C1sMIM][CI],
[Ci2MIM][CI] e [CioMIM][CI].

Observe que as curvas se ajustam bem aos dados. Os valores obtidos pelos ajustes

estdo na Tabela 4.

Tabela 4: Ajustes de Kd e Ka para os sistemas BSA em presenca de [C1aMIM][CI], [C12MIM][CI] e [C1o0MIM][CI] obtidos
a partir do ajuste de Stern-Volmer.

LI | k| Ku(M) \
[CLMIMI[CI] | (3.303).10% (3042).102
[COMIMI[CI] | (7.0803).10¢ |  (14320.7).107
[C1oMIM][CI] (2723).10* (3.820.4).10°

Observe que K, ¢ maior conforme o tamanho da cadeia carbdnica aumenta
[CiaMIM][CI]>[C2MIM][CI]>[C1oMIM][CI] refor¢cando a importancia do componente
hidrofobico para a interacdo LI/Trp. Darya e colaboradores [51], investigando a interacdo da
BSA com surfactantes, composto por um anel imidazol e um fragmento de uretano, com
diferentes tamanhos de cadeia carbonica, encontraram o valor de K, igual a 26.10°M™! para
o surfactante com cadeia carbonica de 14 carbonos, valor compativel dentro de dois
intervalos de incerteza com o encontrado por nos. E importante frisar que uma medigao
precisa da constante de associacdo ¢ feita através de técnicas mais apropriadas, como a
calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC, sigla do inglés, Isothermal Titration Calorimetry)

e pode variar com a temperatura, meio racional e concentragao da proteina.

No que se refere ao blue-shift, o comprimento de onda do pico de emissdao em fung¢do

da razdo molar dos trés LIs pode ser apreciado na Figura 37.
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Figura 37: Comprimento de onda do pico da emissao de fluorescéncia em fungdo da razdo molar [LI]:[BSA].

A partir da Figura 37 € possivel verificar que, em baixas concentracdes de LI, Apico
estd em torno de 350nm, um pouco menor do que Apico do Trp livre, o que é razoavel dado
que toda a vizinhanga do Trp livre € polar (agua), ja na proteina o Trp esté ligado e envolto
de outros aminoacidos, porém ainda com bastante exposi¢ao ao solvente. Com a adi¢ao de
uma certa quantidade de LI o Apico diminui consistentemente até aproximadamente 332nm e
tende a uma estabilizacdo. As concentragdes necessarias para iniciar o blue-shift e para
atingir a estabilizacdo variam dependendo de qual LI ¢ adicionado. Observe que a
concentragdo minima necessaria para iniciar o blue-shift ¢ maior quanto menor € o
comprimento da cadeia carbdnica. A concentragdo necessaria para deslocar o pico até 340nm
¢ 300uM, 900uM, 6000uM de [CiaMIM][CI], [Ci12MIM][CI] e [CioMIM][CI], nas razdes
molares 10, 30 e 200. Observe que os deslocamentos maximos providos pelos trés LIs sdao

semelhantes, AA=20nm.

A diminui¢@o do comprimento de onda pode estar relacionada a um ambiente mais
apolar nas redondezas da sonda fluorescente, segundo o modelo de Lippert, porém tal
interpretagdao se demonstrou insuficiente para um bom entendimento da interagao. Optamos
por realizar a discussdo do deslocamento do pico de emissao a partir da perspectiva de James
T. Vivian e Patrick R. Callis [36], que estabelece as interagdes eletrostaticas com o anel indol
do triptofano como essenciais, como descrito na se¢ao II1.B.1.a)Supressdo da fluorescéncia.
Fizemos tal escolha pois proporciona uma visdao mais completa da interagdo quando em
conjunto com dados de dindmica molecular. As simula¢cdes de dindmica molecular do
sistema BSA+[C14sMIM][CI] foram realizadas pelo Dr. Leandro Resende, que nos auxiliou

nesta etapa do trabalho, e serdo apresentadas posteriormente.
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James T. Vivian e Patrick R. Callis trazem a constata¢ao que cargas nas proximidades
do triptofano podem gerar tanto um blue-shift quanto um red-shift a depender da carga e de
qual dos anéis no triptofano estd mais proximo (anel benzénico ou anel pirrol). A dindmica
molecular constatou que o LI interage diretamente com o triptofano, mais especificamente,
o componente com carga positiva de uma molécula de LI manteve uma pequena distancia
do anel pirrol do triptofano mais externo. Tal cenario esta condizente com a possibilidade de
blue-shift descrito por James T. Vivian e Patrick R. Callis. Os resultados de dinamica

molecular e uma discussdo mais aprofundada serdo realizadas posteriormente.

Portanto, podemos supor que todos os LIs geram blue-shift pois todos possuem a
mesma cabega polar e devem interagir com o triptofano de forma semelhante (componente
polar positivo proximo ao anel pirrol), porém o aumento da cadeia carbdnica favorece tal
interagdo, necessitando menor quantidade de LI em solucdo para que os efeitos dessa

interagdo sejam visualizados de forma global nos efeitos de blue-shift € quenching.

Agora que temos uma visdo geral dos efeitos dos liquidos i6nicos na fluorescéncia

da BSA, podemos destacar alguns detalhes.

E interessante verificar possiveis modificagdes no formato da curva, além da posigao
do pico e da intensidade total. O formato da curva pode evidenciar modifica¢cdes no
mecanismo de emissdo da sonda fluorescente em presenca de liquido i6nico. A fim de
facilitar tal comparagdo utilizou-se a fluorescéncia normalizada no intervalo entre 0 e 1,

calculada a partir do software OriginLab®, e pode ser apreciada na Figura 38.
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Figura 38: Intensidade de fluorescéncia normalizada no intervalo entre O ¢ 1 para a proteina BSA em auséncia e em presenca
de [C14MIM][CI] nas razdes molares [C1aMIM][CI]:[BSA] conforme legenda; em destaque o pico de emissdo em auséncia
de [C1sMIM][CI]. No insert sdo apresentadas todas as curvas experimentais normalizadas, a concentrag@o de [C1sMIM][CI]
aumenta conforme a dire¢do da seta.

Através da fluorescéncia normalizada, exposta na Figura 38, € possivel verificar que,
de modo geral, a forma dos espectros se mantém. H& deslocamento para menores
comprimentos de onda e a formag¢do de um pequeno ombro na regido de 350nm com a adi¢ao
de [C1aMIM][CI]. Observe que os espectros normalizados das razdes molares 25 e 200 se
sobrepdem, indicando a manutencdo do formato da curva e do deslocamento do pico. A
diferenca fundamental entre os espectros de emissoes dessas duas concentracdes se deve a

supressao, como pode ser visto na Figura 33.

Nao ¢ esperado que 100% das moléculas de proteina estejam ligadas, isto €, €
provavel que haja coexisténcia entre proteinas em seu estado nativo e proteinas que
constituem o complexo BSA+LI. Portanto, o ombro na regido de 350nm pode ser explicado
pela existéncia de proteinas que pouco interagiram com o LI em solu¢do e ainda mantém a
sua emissdo nativa (curva preta com pico em 350nm), ja que a intensidade captada pelo

detector € um somatorio de todas as ocorréncias.

Serdo expostos a seguir dois sistemas auxiliares, pois irdo prover informagdes

interessantes para o aprofundamento da analise da interacao entre BSA e os Lls.
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BSA sem acido graxo +[C1aMIM][CI]

A BSA ¢ uma proteina de transporte, principalmente de acidos graxos, pelo
organismo. Tanto a proteina em seu estado mais natural, podendo estar ligada a 4cidos graxos
(fatted, do inglés) quanto a proteina apds um processo para retirada de 4cido graxo (fatty
free, do inglés) sdo comercializadas. Utilizamos majoritariamente a proteina sem o
tratamento para a retirada de acido graxo neste trabalho, devido a seu preco mais acessivel
e por representar o estado mais comum da proteina nos organismos. A fim de verificar a
interferéncia do 4cido graxo no espectro de fluorescéncia realizamos um ensaio com a BSA
fatty free. O espectro de fluorescéncia da BSA fatty free em auséncia e presenga de variadas

concentragdes de [C14aMIM][CI] pode ser apreciado na Figura 39A.
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Figura 39: Espectro de intensidade de fluorescéncia relativa de 10uM da proteina BSAfuny fiee (sem acido graxo) em auséncia
e em presenga de variadas concentragdes de [C14MIM][CI]. Na legenda a concentragdo absoluta de LI e entre parénteses a
razdo molar. A seta vermelha indica o sentido geral do pico de emissdo com o aumento da concentracdo de LI.

Observe que o comportamento ¢ analogo ao observado no sistema com a proteina
BSA apresentada anteriormente. Ha supressao e deslocamento do pico para o azul, como

pode ser visto em mais detalhes na Figura 40A.
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Figura 40: (A) Razao entre intensidade de fluorescéncia em presenca de LI e em auséncia de LI (eixo esquerdo, dados na
cor preta) e comprimento de onda do maxima de emissao (eixo direito, dados na cor vermelha) em fungio da razdo molar
entre a concentragdo de [C1aMIM][CI] e de BSA fatty fiee. (B) Ajuste de Stern-Volmer.

O deslocamento maximo do pico encontrado € igual a 204+1nm, valor compativel com
o encontrado com a BSA sem tratamento para retirada de 4cido graxo. J& a supressdo, através
do ajuste de Stern-Volmer, Figura 40B, apresentou diferencas, o valor obtido de constante
de associacdo com o sistema sem 4cido graxo é K.= (110£21).10°M™! é maior que o obtido
anteriormente, com acido graxo, igual a K= (30+2).10°M™!. Desta forma podemos afirmar
que a proteina BSA sem 4cido graxo possui uma intera¢do mais forte com o LI, o que ¢

esperado dado que a presenca de acido graxo pode inviabilizar alguns sitios de ligacao.
BSA+TTAB

A fim de proporcionar maior embasamento para o estudo da interagcdo da proteina
com os LI, também realizamos experimentos da proteina com surfactante, dado que algumas
caracteristicas sao semelhantes, como descrito nas Sec¢des [.C e I.D. O surfactante TTAB foi
o selecionado para implementar o trabalho e analisar o efeito da cabeca polar, pois apresenta
a mesma extensao da cadeia carbonica que [C1«MIM][CI] e carga positiva na cabega polar,
porém nao possui o anel imidazolico. Desta forma, sempre que disponiveis, os dados das

proteinas em presenca de TTAB serdo apresentados.

Os espectros de fluorescéncia da proteina BSA em auséncia e presenca do surfactante

TTAB podem ser apreciados na Figura 41.
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Figura 41: Espectro de intensidade de fluorescéncia relativa da proteina BSA (30uM) em auséncia e em presenca de
variadas concentra¢des de TTAB. Na legenda a concentragdo absoluta de TTAB e entre parénteses a razdo molar. A seta
vermelha indica o sentido geral do pico de emissdo com o aumento da concentragdo de TTAB.

O efeito geral ¢ o mesmo observado da BSA em presenga dos LIs. Com o aumento
da concentragdo de TTAB ha diminui¢do da intensidade fluorescéncia e blue-shift. A
comparagdo entre os efeitos causados pelo TTAB e os causados pelo [C1aMIM][CI] ¢ feita
na Figura 42. A Figura 42A traz os valores da fluorescéncia total em presenca de ligante
dividido pela fluorescéncia total da BSA em auséncia de ligante, em fun¢do da concentragao
de ligante. Figura 42B traz o comprimento de onda de maxima emissao de fluorescéncia em
funcdo da concentracido de ligante. Foram considerados ligantes o surfactante TTAB e
somente o LI [CiaMIM][CI] pois possuem o mesmo componente apolar e poderemos

distinguir melhor o efeito da cabeca polar.
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Figura 42: (A) Razdo entre intensidade de fluorescéncia em presenga de supressor e auséncia do supressor, F/Fy, em funcéo

da razdo molar entre supressor, ou ligante, e BSA. (B) Comprimento de onda do pico de emissdo em fung@o da concentragéo
molar.

A diminui¢do da fluorescéncia apresenta diferenca na intensidade, isto €, o menor
valor obtido F/Fo do sistema contendo TTAB ¢ 0,6 a partir da razdo /5, enquanto no sistema
com [CisMIM][CI] a razdo permanece em queda até 0,/ na razdo 200, como pode ser

constatado na Figura 42A.

Observe que os comportamentos do comprimento de onda do pico de emissdao dos
dois sistemas, Figura 42B, sdo muito semelhantes. Ambas as curvas permanecem constantes
em torno de 350nm até a razdo molar aproximadamente igual a 4, com o aumento da
concentragdo de ligante o pico se desloca para valores menores e volta a se estabilizar em
torno de 331+1nm para [C1sMIM][CI] e 333+1nm para TTAB, valores compativeis entre si.
Ha 3 regides bem delimitadas, a primeira contentando o primeiro plateau, a segunda
contendo o blue-shift através de uma variagdo abrupta e a terceira com um segundo plateau.

As concentragdes caracteristicas de cada regido também sdao as mesmas.

Portanto as diferencas da cabeca polar parecem ser mais relevantes para a supressao
que do para o deslocamento do pico, embora de modo geral demonstrem o mesmo

comportamento.
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2. Efeito do LI na estrutura secundaria da BSA
Para melhor entender os efeitos dos LIs na estrutura da BSA, realizamos medidas de
dicroismo circular (CD). Os espectros de CD proporcionam informagdes sobre a estrutura
secundaria da proteina. O experimento foi realizando no CNPEM (Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais), nas instalacio do LNBR (Laboratério Nacional de

Biorrenovaveis) em colaboaragao com a Dr®. Leticia Zanphorlin.
BSA+LI

Os espectros de CD da proteina BSA em auséncia e em presenga de variadas
concentragdes de [C1aMIM][CI], [C12MIM][CI] e [C1oMIM][CI] podem ser apreciados na
Figura 43, Figura 44 e Figura 45, respectivamente. Os inserts em cada figura trazem a
porcentagem de a-hélice calculada a partir da equagao descrita na Se¢ao II1.C.1.b) Calculo

da composic¢ao da estrutura secundaria.

100 + 1L1] (uM) . | [C1,MIM][CIT:[BSA]
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Figura 43: Espectro de dicroismo circular, em unidades de graus de elipticidade, da BSA em auséncia em presenca de
variadas concentra¢des de [C1aMIM][CI]. No insert porcentagem calculada da estrutura a-hélice em fungao da razdo molar.

O espectro de CD da proteina BSA em auséncia de LI apresenta vales bem definidos
em 208nm e em 222nm como ¢ caracteristico de proteinas ricas em estrutura a-hélice. A
adi¢ao de [C1saMIM][CI] provoca uma diminui¢do destes vales, portanto podemos supor que
ha modificagdo na estrutura secundaria da proteina, uma perda parcial. A partir do insert da
Figura 43 ¢ possivel obter o valor de (62+4)% de a-hélice para a BSA em auséncia de LI, tal

valor estd condizente com a literatura [15]. Ao adicionarmos [CiaMIM][CI] € possivel
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observar uma tendéncia de diminuicdo de a-hélice atingindo (48+4)% na concentragao
750uM de [C1saMIM][CI], razdo 150, correspondendo a uma variacdo de negativa de 14
pontos percentuais. Porém, os valores sdo compativeis dentro de um intervalo de 2
incertezas. Portanto o LI interage com a proteina e, embora possa alterar a sua estrutura

secundaria, esta ¢, em sua maior parte, mantida.
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Figura 44: Espectro de dicroismo circular, em unidades de graus de elipticidade, da BSA em auséncia em presenga de
variadas concentragdes de [C12MIM][CI]. No insert porcentagem calculada da estrutura a-hélice em fungao da razdo molar.

Ao observarmos o espectro de CD da BSA com [Ci2MIM][CI], Figura 44, ja ¢
possivel verificar que a diminui¢do dos vales caracteristicos ¢ menos pronunciada, mesmo
com concentragdes maiores de LI. A porcentagem de a-hélice também apresenta uma
tendéncia de queda partindo de (62+4)% e atingindo (52+4)% na concentracao15000uM de
[C12MIM][CI], razdo 300, uma variacdo de -9,5 pontos percentuais. Porém, assim como no
caso anterior, os valores s3o compativeis. Portanto podemos afirmar que [C12MIM][CI] pode

modificar a estrutura secundaria da proteina, porém em menor intensidade que o

[C1sMIM][CI].
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Figura 45: Espectro de dicroismo circular, em unidades de graus de elipticidade, da BSA em auséncia em presenga de
variadas concentragdes de [C1oMIM][CI]. No insert porcentagem calculada da estrutura a-hélice em fungéo da razdo molar.

O espectro de CD da BSA em presenga [C1oMIM][CI] nos mostra que as variagao
nos vales caracteristicos sdo ainda mais sutis que nos casos anteriores. Ao observamos a
porcentagem de o-hélice verificamos que de fato ndo ha uma tendéncia clara de
comportamento. A maxima diminuicdo ocorre na razdo 50, 250uM de [CioMIM][CI],
atingindo (54+4)% de a-hélice, uma variagao igual a -7,3 pontos percentuais. Neste caso nao

¢ possivel afirmar a que a interagdo se da a nivel de modificar parte da estrutura secundaria.

E importante mencionar que compostos que possuem cloro em sua composi¢ao
demonstram alta absor¢do nos comprimentos de onda utilizados para o experimento de CD.
Portanto, os liquidos i6nicos utilizados neste trabalho podem comprometer a qualidade dos
dados. Mesmo assim acreditamos que ¢ valida a discussdo e os indicios proporcionados por

esta se¢do.

3. Influéncia dos LIs na estrutura terciaria da BSA
A fim de explorar as modificacdes na estrutura tercidria da proteina realizamos
medidas de espalhamento de raio-x a baixo angulo (SAXS). O experimento foi realizado nas
linhas de SAXS do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). As amostras foram
preparadas e mantidas refrigeradas até a medi¢cdo, em no maximo 2 dias. A concentragdo da

BSA foi mantida igual a 60pM.
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BSA+LI

As curvas de espalhamento de raios-x a baixo angulo da proteina BSA, em auséncia

e em presenca de [C14sMIM][CI] podem ser apreciadas na Figura 46.

As curvas na Figura 46 foram deslocadas em Y para facilitar a visualizagdo. Observe
que conforme a concentragdo de [C14aMIM][CI] aumenta ha uma modificagdo no inicio da
curva, regiao de Guinier, que estara refletido nas alteracdes de raio de giro. Na regidao em
torno de g=2,25nm™!, h4 a formacgio de um pico, a partir de 2400uM (razio 20), que se torna
bem evidente nas concentragdes maiores de LI. Observe que na curva do [C1aMIM][CI]] em
solugdo, sem a presenca da proteina, ha um pico semelhante na regido de g=1,3nm™'. Portanto
iremos supor, a priori, que o pico mencionado corresponde a formacgdo de estruturas tipo

core-shell, como micelas, em solugao.
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Figura 46: Intensidade de espalhamento de SAXS do sistema contendo BSA com variadas concentragdes de [C1aMIM][CI]
¢ [C1aMIM][CI] em auséncia de BSA. As curvas foram deslocadas no eixo vertical para uma melhor visualizagdo.

Buscou-se investigar a possibilidade das curvas de SAXS com maiores
concentragdes de LI serem compostas por uma combinagdo entre a curva da BSA em
auséncia de LI e a curva de micelas de LI, porém tal exploracdo demonstrou-se
improcedente, ndo foi possivel encontrar uma simples associagdo. As modificacdes que
ocorrem na curva de espalhamento do sistema nao podem ser explicadas pela simples adi¢ao

de micelas em solu¢do. Em outras palavras, do ponto de vista estrutural, é possivel afirmar
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que existe uma interacdo entre as moléculas de LI e de BSA, de modo que altere a

distribuicdo espacial dos atomos da proteina, alterando assim, sua curva de espalhamento.

As curvas de SAXS da BSA em auséncia de [C12MIM][CI] e [CioMIM][CI] podem
ser apreciadas na Figura 47A e na Figura 47B respectivamente. E importante mencionar que
a diferenga entre a dispersao dos dados na Figura 47A e na Figura 47B se da pela diferenga
na qualidade do feixe de raios-X utilizada nos experimentos, como a intensidade da radiagao.
As coletas de dados foram realizadas em momentos diferentes e neste periodo algumas

caracteristicas do equipamento foram modificadas.
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Figura 47: Intensidade de espalhamento de SAXS do sistema contendo BSA em auséncia e presenca de variadas
concentragdes de (A) [Ci12MIM][C]] e (B) [CioMIM][CI].

Observe que, na Figura 47A, temos caracteristicas semelhantes do [Ci12MIM][CI]
com o LI de cadeia maior, porém menos evidentes. Ha alteracdes na regido de Guinier e ha,
em torno de g=2,5nm™, indicios da formagdo de um pico na concentragio 12000uM de
[C12MIM][CI] ou razao igual a 200. O pico ¢ menos intenso que no caso anterior e surge
somente com maiores concentracdes. Como estamos considerando que a formagdo deste
pico corresponde ao aparecimento de estruturas core-shell em solucao tal fendmeno ¢ como
o esperado, j4 que quanto menor o tamanho da cadeia carbonica maior ¢ a concentragao

necessaria para a formacao de micelas, pois o efeito hidrofébico é menor.
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Ja com o LI [C1oMIM][CI] as mudangas sdo ainda mais sutis, as mudangas na regiao
de Guinier ainda sdo evidentes, porém a formagao de um pico em g maior nao ¢ mais tao
clara. Portanto ndo temos evidéncia de formagao de micelas de [CioMIM][Cl] em presenca

de BSA até a concentragao estudada.

Os valores dos raios de giragdo (Rg) em auséncia e presencga dos 3 LIs foram obtidos

utilizando o software SAXSMoW 3.0 [45] disponivel no enderego http://saxs.ifsc.usp.br/ e

podem ser apreciados na Figura 48. Os valores sdo calculados através do ajuste de Guinier,

dentro do limite q.Rg<1,5.
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Figura 48: Raio de giro dos sistemas contendo BSA em presenca de variadas concentragdes de de LI (conforme a legenda)
em fungdo da razdo.

O Rg da proteina em auséncia de LI ¢é igual a 2,840, /nm, valor compativel com a
proteina nativa pela literatura [52]. Observe que ao aumentar a concentracdo de
[C1sMIM][CI] o Rg aumenta consistentemente até 5,2nm na razao 30, ou 1800uM de LI, em
seguida diminui singelamente e se estabiliza em torno de 4,6nm. O aumento significativo do
raio de giro, nos indica possiveis mudangas na estrutura terciaria da proteina. O mesmo

comportamento ¢ observado nos sistemas com [C12MIM][CI] e [C1oMIM][CI]

Podemos afirmar que os 3 LIs promovem o aumento do raio de giro do sistema,
partindo de 2,8nm e atingindo 5,0nm aproximadamente. Nos trés casos hd um aumento
abrupto e estabilizagdo do raio de giro. O aumento de Rg ¢ iniciado em concentragdes

r

maiores quanto menor ¢ a cadeia carbonica. Em outras palavras, sdo necessarias mais
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moléculas dos LIs de cadeia menor para causar o mesmo aumento de raio de giro. Para
atingir o raio de giro igual a 4,25nm sdo necessarios 900uM, 1800 uM e 12000 pM de
[C1aMIM][CI], [C12MIM][CT] e [C1oMIM][CI], respectivamente, ou razdes molares iguais a
15,30 e 200. O aumento do raio de giro pode estar relacionado com o desenovelamento da

proteina, o que podera ser verificado com o grafico de Kratky normalizado.

O grafico de Kratky normalizado da BSA com [C1sMIM][CI] pode ser apreciado na
Figura 49. O grafico de Kratky normalizado nos permite discutir a flexibilidade do complexo
proteina/surfactante [53] [54]. Jill Trewhella e colaboradores [55] afirmam que uma proteina
enovelada, com uma estrutura globular possui um pico com intensidade igual a /,/ em
qRs=1,75, aproximadamente. Proteinas com maior grau de flexibilidade possuem mais

intensidade do pico e em maiores gRy.

A Figura 49A traz as curvas de Kratky para BSA em auséncia e em presenga de LI
até a razao 40. Observe que em auséncia de LI a BSA possui um pico igual a 1,1 em y na
posi¢do 1,75 em x, exatamente como discutido por Jill Trewhella. Portanto podemos afirmar
que a proteina se encontra em seu estado nativo enovelado, com pouca flexibilidade.
Conforme a concentracdo de LI ¢ aumentada ha um aumento do pico, de 1,1 até 1,3, ¢ um
deslocamento para maiores gRg, de 1,5 até 2,2. Conforme mencionado, esse comportamento
indica um aumento na flexibilidade da proteina, alinhado com o aumento do raio de giro
exibido anteriormente, podemos considerar que estamos testemunhando o desenovelamento

da BSA.
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Figura 49: Curva de Kratky do sistema BSA em auséncia e em presenga de variadas concentragdes de [C1saMIM][CI ], de
OuM a 2400puM em A e de 4500uM a 18000uM em B.

Para concentragdes maiores de LI, a razao entre 75 e 300, as curvas de Kratky mudam

de comportamento, conforme a Figura 49B. O pico oscila de 7,2 para /,/ e ndo ha
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deslocamento do pico com a adi¢do de LI. H4 o surgimento de uma nova tendéncia
ascendente a partir de gRg;= 6,5 narazdo 75, de gRs= 5,5 narazdo 200 e de gRs= 4,8 narazao
300. Uma estrutura completamente desnovelada apresentaria um plateou a partir de gRg=
5,5 [53] [54], portando ndo podemos afirmar que hd um completo desenovelamento da

proteina.

O desenovelamento da proteina BSA foi estudado por Rosangela Itri e colaboradores
[56] através da interacdo dessa proteina com ureia, onde o Rg atingiu o valor igual a 7,2nm
em presenca de SM de ureia, valor significativamente maior ao encontrado nesse trabalho.
G. Scanavachi e colaboradores [57] estudaram a interacdo da proteina BSA com o
surfactante SDS, observaram um desenovelamento parcial demonstrado pelo aumento do Rg
de 2,69nm até¢ 3,20 nm. Com o aumento da concentragao de SDS houve a formacao de
dimeros atingindo um Rg igual a 4,92nm. Os valores encontrados pelos autores se
assemelham aos descritos nesse trabalho, porém uma discussdo mais detalhada sera feita

posteriormente quando todos os dados do sistema forem expostos.

A distribuicdo de distancia entre pares, P(r), foi calculada utilizando o pacote
ATSAS3.0 [44], desenvolvido pelo grupo de pesquisa liderado pelo Professor Svergun. As

P(r) podem ser apreciadas na Figura 50.

35000 |- [C,MIM][CI.[BSA]
[ OuM (0:1) ]
30000 i 300uM (5:1)
——600pM (10:1)
— 25000 | ——1200uM (20:1) |
© i )
= 20000 | 1800uM (30:1) |
N -
> 15000 | .
N |
o
10000 |- .
5000 |- -
0F”r i
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

r (nm)

Figura 50: P(r) da BSA em auséncia e presenga de [C1sMIM][CI]

Observa que até a razdo molar 5 a curva pouca muda, evidenciando uma estrutura

globular com distancia maxima, Dmax, igual a 8, ja a partir da razdo /0 ha aumento da
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distancia, atingindo /7,5nm, 15,0nm e 19,0nm nas razodes 10, 20 e 30. Ha também a formagao

de oscilagdes ao longo das curvas com maiores concentragdes de LI.

Foram encontrados envelopes, utilizando o software DAMMIN do pacote ATSAS
3.0 [44]. Optou-se por obter o envelope das curvas de SAXS que ndo apresentaram o pico
caracteristico de estruturas do tipo core-shell por limitacdes da metodologia. Os envelopes
sao gerados em formato de arquivo .pdb e o software PyMol [58]foi utilizado para criar a
representacdo grafica desses arquivos. Também utilizamos a estrutura cristalografica da
proteina, que fornece a posi¢ao de todos os atomos, a fim de comparagdo. O .pdb da estrutura
cristalografica da proteina foi obtido através do banco de dados aberto PROTEIN DATA
BANK e esta disponibilizado na pagina https://www.rcsb.org/structure/4F5S. O software

CIFSUP, também do pacote ATSAS 3.0, foi utilizado para sobrepor, da melhor forma

possivel, os arquivos pdb.

O envelope da BSA em auséncia de [CisMIM][CI] obtido através dos dados
experimentais pode ser apreciado na Figura 51 acompanhado da estrutura cristalogréafica da

proteina obtida através do banco de dados mencionado anteriormente.
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Figura 51: Envelope (esferas verdes) e PDB da proteina por cristalografia.

Observe que o envelope obtido da BSA em auséncia de LI (esferas verdes) estd em
acordo com a estrutura cristalizada. O envelope um pouco maior em relagdo ao PDB ¢
esperado pois no SAXS utilizamos a amostra em soluc¢ao, isto €, a estrutura ¢ mais dindmica

e pode assumir mais conformagdes que quando cristalizada.
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Os envelopes da proteina em auséncia de LI e em presenca de [CisaMIM][CI] nas

razdes molares 10 e 30 podem ser apreciados na Figura 52.
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Figura 52: Envelopes (esferas) e PDB. Estrutura em ciano, verde- envelope em auséncia de LI, magenta BSA na razdo 10,

laranja na razdo 30

Podemos observar que ha um aumento significativo do volume do centro espalhador

quanto maior a concentracao de [C14MIM][CI], portanto temos mais uma evidéncia que o LI

promove o desenovelamento da proteina BSA e a torna mais flexivel. Observando a Figura
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52 ¢ possivel afirmar que o aumento ocorre majoritariamente nas duas dimensdes da Figura
52A e somente ao longo do eixo y na Figura 52B. Tal constata¢ao nos leva a supor que o
desenovelamento proteico ocorre de forma a diminuir a rigidez da estrutura terciaria,
tornando as trés regides da proteina mais dindmicas e com interagdes menos rigidas entre si.
As maximas distancias ao longo do eixo horizontal na perspectiva da Figura 52B sdo 7,70nm
para o PDB da BSA, 8,78nm para o envelope da BSA em auséncia de LI e 12,49nm e
16,42nm em presenca de [C1sMIM][CI] nas razdes 10 e 30, respectivamente. E importante
mencionar que moléculas de LI na superficie da proteina também contribuem para o aumento

do envelope, assim como a formag¢ao de complexos.
BSA+TTAB

As curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo da proteina BSA em auséncia
e presencga de variadas concentragdes do surfactante TTAB podem ser apreciadas na Figura

53.
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Figura 53: Intensidade de espalhamento de SAXS do sistema contendo BSA em auséncia e presenca de variadas
concentragdes de TTAB.

A curva de SAXS da proteina em auséncia de TTAB esta condizente com a curva da
proteina em seu estado nativo. Com a adicdo de surfactante ha modificacdes na curva em
pequenos valores de vetor de espalhamento ¢g<0,5nm™, regido de Guinier que sera explorada

nas alteragdes de raio de giro. Ha a formagdo de um pico em torno de g=2.25nm™' na razio
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75 que aumenta e se desloca para valores menores de g até aproximadamente g=1.8nm™ na

razdo 300. Tal descricdo ¢ andloga ao comportamento observado no

sistema

BSA+[Ci1saMIM][CI]. O raio de giro em auséncia e presenga de TTAB e de [C1aMIM][CI] a

fim de comparacao, pode ser apreciado na Figura 54, e graficos de Kratky na Figura 55.
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Figura 54: Raio de giro do sistema contendo BSA ¢ TTAB ou [C1saMIM][CI] em fun¢ao da razdo molar.

Observe que o raio de giro da BSA em presenga de baixas concentragdes de TTAB

permanece aproximadamente igual ao raio de giro da proteina em seu estado nativo

Rg=2,8+0,1nm. O raio aumenta abruptamente a partir da razao 10 e se estabiliza em torno

de Rg=4,4+0, Inm a partir da razdo 20. As concentragdes em que hd o aumento do raio de

giro ¢ a estabilizagdo sdo iguais para os dois ligantes, embora o valor atingido no sistema

com o LI [CiaMIM][CI] seja um pouco maior, em torno de Rg=4,8+0, Inm.
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Figura 55: Grafico de Kratly na forma normalizada do sistema contendo BSA em auséncia e presenca de variadas
concentragdes TTAB. Razdes molares entre 0 € 20 em A e entre 50 ¢ 300 em B.

Os graficos de Kratky normalizado apresentam um comportamento semelhante aos
vistos anteriormente. Na Figura 55A hd o aumento do pico acompanhado de um
deslocamento para gR; maiores e perda da forma tipo sino, indicando um aumento da
flexibilidade da proteina. Na Figura 55B vemos um grande aumento para g.Rg>2,0 com a
concentragdo de TTAB, assim como a formag¢do de um segundo pico que pode estar

associado a formacao de grandes aglomerados.

4. Influéncia dos LIs na estabilidade térmica da BSA
Para investigar a influéncia dos Lis na estabilidade termodindmica da BSA,
realizamos medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC). Os dados de DSC foram
obtidos em colaboragdo com a professora Dra. Karin do Amaral Riske do Departamento de

Biofisica da EPM/Unifesp. Os termogramas de AC, podem ser apreciadas na Figura 56.

T T T T T T T T T T T T T T T T
- [C, ,MIMC][BSA] T
0uM (0:1)
75uM (1:1)
150uM (2:1)
350uM (5:1)
750uM (10:1) ]
1500uM (20:1) ]
3000uM (40:1)
4500uM (60:1)
7500uM (100:1)

ACp (kcal/(mol°C))

20.30.40.50.60.70I80 90.100
Temperatura (°C)

Figura 56: ACp do sistema contendo a proteina BSA em auséncia e presenca de variadas concentragoes de [C1saMIM][CI]
em fung¢do da temperatura.

Como mencionado na Secao III.LE Calorimetria de Varredura Diferencial, ACp
equivale a energia necessaria para elevar /°C Imol de amostra em comparagdo com a
referéncia, que no nosso caso ¢ a solugdo tampao. Observe que a curva da BSA em auséncia
de LI apresenta em pico positivo em torno de 60°C. AC, se mantém aproximadamente igual

a zero para temperaturas abaixo de 45°C, isto €, a energia necessdria para elevar a
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temperatura da amostra em /°C ¢ igual a energia necessaria para elevar a temperatura do
tampao em /°C. A partir de 45°C passa a ser necessario cada vez mais energia, atingindo o
maximo em 60°C e retornando a zero por volta de 85°C. Tal comportamento € caracteristico
de transi¢des de fase. Borzova e colaboradores [59] estudaram a desnaturagdo e agregagao
da proteina BSA pré-aquecida a 60°C em diferentes intervalos de tempo. A transi¢ao de fase
que os autores observaram ocorre em torno de 58°C atingindo um pico de AC, igual a
aproximadamente 47kJ/mol.K ou 11,2kca/mol.°C , valores compativeis com os encontrados
neste trabalho. Portanto os resultados sdo compativeis com a desnaturagdo térmica da BSA,
um processo endotérmico, dado que ocorre com a absorgado de calor. E importante mencionar
que a largura da curva encontrada por Borzova e colaboradores ¢ menor, isto ¢, apos atingir
o pico ACp decresce rapidamente, atingindo o zero na temperatura 66°C. Tal diferenca pode
ser atribuida a proteina utilizada, Barzova e colaboradores utilizaram a proteina BSA com
maior pureza e com a exclusdo de acido graxo, desta forma iremos supor que o alargamento

da curva se deve a presenca de impurezas e acido graxo em solugdo.

A entalpia em funcdo da razdo molar foi calculada pela integral sob a curva do

primeiro pico conforme equacao ( 49 ) e pode ser apreciada na Figura 57.
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Figura 57: Entalpia em func@o da razdo molar [C1sMIM][CI]:BSA

A adigdo de [C1saMIM][CI] ndo modifica significativamente a curva até a razao molar
igual a 5. Na razdo /0 a amplitude do pico ¢ significativamente menor ¢ na razao 20 a
temperatura do pico também passa a ser menor. Na razao 60 a temperatura e a amplitude sdo
ainda menores e hé a formacao de um segundo pico. A diminui¢do do pico e deslocamento
para menores temperaturas nos indica que o liquido ionico favorece a desnaturacdo da

proteina, o que ¢ razoavel com as outras informacgdes que obtemos da interagao, pois temos
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evidéncias de desenovelamento da proteina, através dos dados de SAXS. Também ¢ possivel
supor que o liquido i6nico promove desestabilidade térmica a BSA. O segundo pico na razao
60 pode estar associado a uma outra estrutura em solu¢cdo ou um segundo estagio de
desnaturacdo do complexo BSA+LI. A entalpia de transi¢ao, isto ¢, a integral sob a curva do
primeiro pico e a soma da integral dos dois picos, quando houver, assim como a temperatura

correspondente ao primeiro pico estdo na Tabela 5.

Tabela 5: Entalpia do primeiro pico, entalpia total da curva e temperatura do primeiro pico de acordo com a molar
[CisMIM][CI1]:BSA.

[CsMIM][CL]:[BSA] | AH;(KCAL/MOL) | AHroral(KCAL/MOL) | Tw(°C)
0 162+5 162+5 59.8+0.3

1 156+5 156+5 59.7+0.3

2 14745 147+5 59.4+0.3

5 166+5 166+5 59.5+0.3

10 141+£5 141+5 61.0+£0.3

20 15445 15445 55.9+0.3

40 T1£2 77+2 53.0+0.3

60 20+1 47+1 44.1+0.3

A partir da Tabela 5 podemos afirmar que a temperatura de transi¢do de fase ndo
varia significativamente com a adi¢ao de [CisMIM][CI] até a razdo /0, mantendo-se em
torno de 59,7+0,3°C. As entalpias se mantém compativeis dentro de duas vezes a incerteza
nesse intervalo, em torno de /57+5kcal/mol, com exce¢do da razdo igual a 10, onde diminui
para 141+5kcal/mol. A adicdo de mais LI promove tanto a diminui¢do da temperatura de

transi¢ao como a da entalpia associada.

5. Investigacdo tedrica da interagdo entre Ll e a BSA

Para investigar em mais detalhes como se da a interacdo dos LIs com a BSA,
realizamos simulacdes de dinamica molecular. Essas simulacdes de dindmica molecular
(DM) foram realizadas pelo Dr. Leandro Rezende Franco utilizando o pacote Gromacs 5.1.4
e os campos de forca GROMOS54A7 para BSA e [Ci1saMIM][CI] e SPC/E para agua. As
simulagdes contemplaram as razdes molares 0:1, 10:1, 100:1 e 200:1 de
[C1saMIM][CI]:BSA. Foram adicionados 16 contra ions de sédio para neutralizar a carga da
proteina em uma caixa cubica de lado 16nm com N moléculas de 4gua, onde N ¢ igual a
117000, 116697, 115623 e 114243 nas respectivas razdes molares de [C1sMIM][CI]:BSA.
A pressdo e temperatura foram mantidas constantes e iguais a /atm e 298, 15K. Realizou-se
a termalizacdo do sistema por /0Ons e a simulagdao por 300ns ou 500ns até atingir a

estabilidade.
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A raiz quadrada do desvio quadrado médio (root mean square deviation, RMSD) da
BSA nas quatro condi¢des em funcdo do tempo de simulagdo pode ser apreciado na Figura
58A e o raio de giro (Rg) na Figura 58B, este ¢ um parametro que estd intimamente

relacionado ao desenovelamento proteico.
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Figura 58: RMSD (do inglés, root mean square deviation) em fungdo do tempo de simulagio.

O RMSD nos da informagdo de como a estrutura da BSA se deforma como um todo
e estd associado ao raio de giro, tanto que os dois graficos apresentam comportamentos
semelhantes. Através da Figura 58A podemos observar que a variagdo da estrutura de 1
molécula de BSA em auséncia e em presenga de 10 e 100 moléculas de LI se mantém
aproximadamente constante a partir de 50ns de simulacdo. Ja em presenga de 200 moléculas
de LI o RMSD inicia um crescimento a partir de 200ns e atinge a estabilidade em torno de
300ns de simulagdo. Valores maiores de RMSD podem indicar uma estrutura mais dindmica
0 que também esta refletido no aumento do raio de giro evidenciado na Figura 58B. O raio
de giro da BSA em presenga de 10 e 100 moléculas de LI se manteve constante desde o
inicio da simula¢do e compativel com a BSA em auséncia de LI. Ja em presenca de 200
moléculas de LI vemos um aumento a partir 200ns de simula¢ao e uma estabilizacdo a partir

de 300ns.

E importante mencionar que a dinAmica molecular é uma ferramenta muito poderosa,
nos dd informagdes adicionais que podem auxiliar no entendimento dos resultados
experimentais, mas tém suas limitagdes. A DM prové informagdes do inicio do processo,
500ns de simulagdo ja requer um grande recurso computacional ¢ mesmo assim pode ser
insuficiente para observamos o processo como um todo e reproduzir o dado experimental,

como por exemplo, observar o desenovelamento proteico na razdo molar 100:1.
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Podemos concluir que o LI, ao menos em altas concentragdes, modifica a estrutura
da BSA aumentando seu raio de giro. As regides que mais colaboram para tais modificagdes
podem ser identificadas a partir da raiz da flutuacdo quadrada média (root mean square

Sfluctuations, RMSF) em funcao da posi¢ao do residuo da BSA, Figura 59.
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Figura 59: RMSF (do inglés, root mean square fluctuations) em func¢éo da posi¢do do residuo da BSA.

Através do RMSF podemos notar que hé regides mais flexiveis e dindmicas que
outras, mesmo com a BSA em auséncia de LI. Gostariamos de destacar a regidao //0-120
para a BSA em presenca de 100 moléculas de LI e as regides 500-535 ¢ 560-583 para a BSA
em presenga de 200 moléculas de LI. Tais regides sdo as que mais contribuem para o

aumento da flexibilidade e estdo ilustradas na Figura 60.

A B

Figura 60: Figuras ilustrativas do arquivo PDB gerado para DM de uma mesma configuragdo, porém rotacionadas.
Destacadas em vermelho os aminoacidos 110-120, 500-535 ¢ 560-583. Os aminoacidos 560-583 estdo localizados na
extrema esquerda em (A) e extrema direita em (B). Destacados em azul os triptofanos (W134 e W213) para referéncia.

Podemos observar que as principais regides responsaveis pelos picos de RMSF no

intervalo da simulagdo sdo as alfa-hélices, mais expostas ao meio, do subdominio III.

Buscando elucidar os fendmenos de fluorescéncia foi calculada a menor distancia

entre os dois triptofanos e uma molécula de [C14MIM][CI] nas simula¢gdes com 100 e 200
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LIs, como pode ser verificado na Figura 61A. Na Figura 61B temos a distancia entre os anéis

do Trp 1 e o anel imidazdlico do LI mais proximo.
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Figura 61: (A) Distancia minima encontrada entre um triptofano, sendo Trp 1 0 W134 e Trp 2 0 W213, e uma molécula de
LI. (B) Distancia entre os anéis (benzeno e pirrol) do triptofano W134 e o anel imidazoélico do LI, na simulagdo com 200
moléculas de LIs. Sendo [C1sMIM][CI] o LI

Trp 1 ¢ o triptofano mais externo (W134) enquanto Trp 2 ¢ o menos exposto ao meio
(W213). Observe que tanto na simulagdo 100 quanto na simulag¢do 200 a distancia minima
entre Trp 1 e LI atinge rapidamente 0,4nm e pouco varia, indicando que hd uma interagdo
relativamente forte que mantém essas moléculas proximas com pouca variacdo. J& em
relacdo ao Trp 2, as distancias sdo mais dindmicas, com grandes oscilagdes entre 0,4nm e

0,6nm.

As distancias entre o benzeno e o imidazol e entre o indol e o imidazol variam em
torno de 0,5nm, porém ¢ possivel notar que a distancia entre o pirrol e o imidazol ¢ sempre
menor que a distancia entre o benzeno e o imidazol. Tal constatagcdo fortalece a suposicao
do blue-shift observado na fluorescéncia ser causado pela aproximagao e posicionamento de

um dipolo elétrico, dado que o anel imidazolico possui carga (positiva).

As simulagdes de dindmica molecular indicam que a aproximacao das moléculas de
[C1aMIM][CI] retira moléculas de dgua do entorno da BSA. A Figura 62A traz o nimero de
ligacdes de hidrogénio intramoleculares ¢ a Figura 62B traz o nimero de liga¢des de

hidrogénio entre a BSA e moléculas de agua.
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Figura 62: Numero de ligagdes de hidrogénio (A) entre componentes da BSA ou (B) entre a BSA e moléculas de agua.

O numero de ligagdes de hidrogénio entre componentes da BSA, no interior da
propria proteina, nao variou significativamente com o tempo ¢ nem com a adigdo de
moléculas de LI. J4 o nimero de ligagdes de hidrogénio entre a proteina e moléculas de dgua
diminui substancialmente com a adi¢cdo de LI. O ntimero de ligagdes de hidrogénio variou

de 1200 em auséncia de LI para aproximadamente 980 em presenga de 200 LIs.

Uma “fotografia” das moléculas (1 BSA e 200 moléculas de [C1aMIM][CI]) em um instante

inicial e em um instante final da simulagdo ser apreciadas na Figura 63.

A

BSA/200 LI (t = 50 ns) BSA/200 LI (t = 500 ns)

Figura 63: PDB da simulag@o com 1 BSA ¢ 200 moléculas de [C14MIM][CI] nos instantes (A) 50ns ¢ (B)500ns.

No instante 50ns as moléculas de LI estdo dispersas em solugdo, no instante 500ns
as moléculas de LI se aglomeram em pequenas estruturas tipo micela em solucdo e na
superficie da BSA. Uma aproximagdo da molécula de BSA no instante 500ns pode ser

apreciado na Figura 64.
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7 7 i
Figura 64: Instante 500ns na simula¢do de DM de 1 BSA e 200LI.

A proteina possui sitios apolares e polares propicios para a interacdo com
[C1sMIM][CI], dado que este ¢ uma molécula anfifilica, como pode ser visto na Figura 64.

A dindmica molecular ndo demonstrou modificagdes na estrutura secundaria da proteina.

6. Discussdes
Existe na literatura uma gama de trabalhos sobre a interacdo da proteina BSA com
surfactantes. Surfactantes anidnicos, como SDS (do inglés, sodium dodecy! sulfate), induz a
estabilizagcdo térmica a baixas concentragdes [60], enquanto induz a desnatura a altas
concentragdes  [61].  Surfactantes  cationicos, como CTAB (do inglés,
cetyltrimethylammonium bromide) e DTAB (do inglés, dodecyltrimethylammonium

bromide) mudam a conformacao da BSA [62].

Gurbir S. e Tejwant S. K. [63] investigaram a interacdo de liquidos idnicos
surfactantes (LIS) com a proteina BSA. Trés LIS foram utilizados, o [Cizmim][Cl] ndo
funcionalizado e funcionalizado com amida, [Ci12Amim][Cl], e com éster, [C12Emim][ClI].
Os autores descrevem como os LIS promovem a formagdo de diferentes estruturas. A
presenca de [Ciomim][Cl] em todas as concentracdes investigadas induziu a formagao de
grandes estruturas desordenadas de agregados da proteina, enquanto em presenca dos outros
LIS foram observadas estruturas com organizacao. [Ci2Amim][Cl] induziu a formag¢ao de
estruturas semelhantes a hastes longas e [Ci2Emim][Cl] induziu a formacao de fibras

amiloides ricas em folhas f.

Gurbir S. e Tejwant S. K. observaram, utilizando a técnica fluorescéncia, diminui¢ao

da intensidade de fluorescéncia e deslocamento do pico de emissdo para o azul com o
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aumento da concentragdo de todos os LI. Tais variagdes se dao de forma aproximadamente
linear entre concentragdes caracteristicas que serdo discutidas a seguir (Ci, C2, C3 e Ca).
Quenching e blue-shift também foram apresentados no presente trabalho, embora tenhamos
presenciado mudangas compativeis com curvas de Boltzman ao invés de lineares. Outra
diferenca relevante ¢ o maximo blue-shift observado pelo autores, igual a 10nm para
[Cizmim][Cl], enquanto nos relatamos 20nm para a mesma molécula. As diferengas no
comportamento podem ser atribuidas ao diferente comprimento de onda de excitagdo
utilizado nos experimentos, nds optamos por utilizar Aex=295nm enquanto os outros autores
optaram por Aex=280nm. Porém as presencas de quenching e blue-shift em ambos 0s

trabalhos nos permitem paralelos interessantes.

Os autores indagaram a possibilidade do quenching ser causado pela relaxag¢do do
triptofano com o meio ao ficar mais exposto (desenovelamento parcial), porém tal cenario
geraria também um red-shift dado o meio mais polar, o que ndo foi observado. Sdo
levantadas trés razdes gerais para o blue-shift: (a) internalizacao do fluor6foro em uma regiao
mais apolar, proveniente de um enovelamento da proteina; (b) deslocamento e
distanciamento das moléculas de 4gua gerando um ambiente relativamente menos polar na
regido do fluordforo; (c) interagdo hidrofobica entre a cadeia apolar dos LIS com o
fluor6foro. A possibilidade (a) ¢ descartada pelos autores pois ha evidéncia de
desenovelamento da proteina, ao invés de enovelamento; (b) e (c) sdo mantidos como
possibilidades, dado que a presenga dos LIS pode tanto diminuir a presenca de moléculas de
agua na regido como pode possibilitar a interagdo com o componente hidrofobico do proprio

LIS.

Os resultados de dindmica molecular nos permitem descartar a alternativa (c), dado
que vemos claramente que a interacdo entre o LI e triptofano mais externo se d4 com o
componente polar do LI, o anel imidazolico. Callis e colaboradores [36] defendem outra
possibilidade para o blue-shift: (d) a carga positiva nas proximidades do anel pirrolico do
triptofano. (d) estd condizente com os resultados de dindmica molecular. Tanto (b) quanto
(d) explicam o blue-shift dos ligantes mencionados, porém (d) explica o blue-shift e o

quenching conjuntamente, dado que o anel imazdélico € um supressor do triptofano.

Através da técnica de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC, do inglés, Isothermal
Titration Calorimetry) Gurbir S. e Tejwant S. K. determinaram 4 concentracdes de LIS
relevantes que marcam diferentes configuragcdes da interacdo (Ci<Ca<C3<Cs). Nas

concentragdes menores que Ci os LIS estdo monoméricos e interagem com BSA via efeito

84



Investigaciio da interaciio de proteinas modelo com liquidos iénicos e surfactantes em meio aquoso Resultados

hidrofébico e eletrostatico, desencadeando uma perda parcial da estrutura secundaria e um
pequeno aumento do didmetro hidrodinamico, Ds, calculado a partir da técnica de
espalhamento dinamico de luz (DLS, do inglés, Dynamic Light Scattering). Di parte de
8,0nm e atinge 11,0nm. Entre Ci e Cz ha aumento pronunciado de D; atribuido a mediacdo
dos LIS a auto agregacdo da proteina BSA formando complexos, ou agregados. O crescente
desenovelamento neste estagio expde mais sitios de ligagdo da BSA, favorecendo a
interacao, portanto ha uma adsor¢do cooperativa. O desenovelamento também ¢ suportado
pela diminuicdo da estrutura secundaria a-hélice de 58% até 34% em Ci e até 4% em

concentragdes maiores.

Os autores observaram estabilizacdo de D» entre C2 e Cs, o LIS adicionado
supostamente € incorporado a outros LIS na superficie da proteina, desencadeando a
formacao de estrutura tipo ‘“hemimicelle”. Nas concentracdes maiores que C3 hd a
diminui¢ao de D atribuida ao colapso de alguns agregados e formagdo de micelas de LIS
em solucao, que se tornam bem estabelecidas em Cs4. Nas altas concentragdes, >C4, ha a
grande diferenciacdo entre os LIS estudados e a formacdo das diferentes estruturas (o
agregado amorfo, o tipo haste e a fibra amiloide). Os autores também mencionam como o
aumento de D; entre Ci e C2 promovido por [Cizmim][Cl] é notadamente maior que o
provocado por [Csmim][Cl], publicado em outro trabalho, indicando a relevancia do

componente hidrofobico.

Embora n3o tenhamos realizado medidas de DLS, podemos relacionar
qualitativamente o didmetro hidrodinamico, Ds, com o raio de giro, Rg, que obtivemos
através da técnica SAXS. Os valores de R; se comportaram de forma semelhante ao Dx
descrito pelos autores, apresentando um aumento bem significativo a partir de uma certa
concentragdo. Também observamos diminui¢do da estrutura a-hélice refor¢ando a tese do
desenovelamento parcial. A perda da estrutura secundaria que observamos ¢ muito menor
que a registrada pelos autores, podemos atribuir a diferenca a maior concentracdo de LI

empregada no artigo, atingindo até 6mM.

Na Figura 65: Parametros experimentais normalizados (entre 0 e 1) em fungdo da
razdo molar. Na Figura 65 trazemos o grafico com os principais dados experimentais

normalizados entre zero e um para discutirmos estagios da interacao.

85



Investigaciio da interaciio de proteinas modelo com liquidos iénicos e surfactantes em meio aquoso Resultados

I ! l o Turbidez
1.0 1 1 o Moo
A F/F,
0.8 1 R
o
§eo]
N
'(—;0.6— E
£
2
o 044 -
o
@
()]
0.2 4 _
0.0 _
' L | i L | ' L |
0.1 1 10 100

[C,,MIM][CI] : BSA

Figura 65: Parametros experimentais normalizados (entre 0 e 1) em fungéo da razdo molar.

Observe que ha 3 regides bem definidas, que serdo descritas levando em consideragao
os trabalhos descritos anteriormente. No primeiro estdgio os parametros sao
aproximadamente constantes, portanto a interacdo ainda ndo ¢ suficiente para promover
mudangas estruturais na proteina. As moléculas de LI devem se aproximar dos sitios de
ligacdo através de efeitos hidrofobicos, porém, principalmente devido a interagdo
eletrostatica. No segundo estagio ha grande variagdo de todos os parametros, com excegao
a turbidez. Nesse estagio a interagdo passa a ser cooperativa, a adsor¢ao de LI na superficie
da proteina expde sitios hidrofobicos que favorecem a interagdo. A aproximacao dos LIs do
Trp mais externo da BSA promove a supressao e o deslocamento para azul da fluorescéncia
e um desenovelamento parcial da proteina. No terceiro estagio os parametros passam a tender
a uma estabilizagao, indicando uma saturacao da intera¢ao, novas moléculas de LI ndo sao
mais adsorvidas pela proteina. A turbidez atinge um pico e passa a diminuir, indicando a
formacao de grandes estruturas e posterior decanta¢do ou colapso das mesmas. As curvas de
SAXS nos levam a supor que hd a formagao de complexos BSA+LI e micelas de LI em

solucao.
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B. Interagdo entre liquidos idnicos e albumina de soro humano

Inicia-se nesta se¢do a exposi¢do dos dados e discussdo da interagdo entre liquidos
iénicos e a proteina HSA. E importante mencionar que embora a proteina HSA seja muito
semelhante a BSA ha diferengas importantes, portanto, a discussdo deve ser direcionada. O
leitor notard que o volume de dados ¢ menor, isto se deve a menor disponibilidade da

proteina. Priorizamos as técnicas com melhor acesso e o sistema com o LI [C1aMIM][CI].

1. Influéncia dos Lls na absor¢do e emissdao da HSA

Os espectros de emissdo de fluorescéncia da proteina HSA em auséncia e em
presenga do LI [C14aMIM][CI] pode ser apreciado na Figura 66. Observe que analogamente
como ocorre com a proteina BSA, o espectro de fluorescéncia da proteina HSA sofre
supressao e blue-shift com a adi¢do de [C1aMIM][CI]. O comprimento de onda do pico do
espectro de emissdo da HSA ¢ aproximadamente igual a 347nmn, enquanto para a BSA era
350nm. A HSA possui somente 1 triptofano (Trp214), correspondente ao triptofano mais
interno da BSA, portanto em uma regido mais hidrofébica, mais apolar, justificando o pico
de emissdo em comprimento de onda um pouco menor. A supressdo ¢ o deslocamento do

pico podem ser melhor apreciados através de F/Fo e Apico na Figura 67A e Figura 67B,

respectivamente.
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Figura 66: Espectro de intensidade de fluorescéncia relativa da proteina HSA (60puM) em auséncia e em presenca de
variadas concentragdes de [C14MIM][CI]. Na legenda a concentragdo absoluta de [C1sMIM][CI].

87



Investigaciio da interaciio de proteinas modelo com liquidos iénicos e surfactantes em meio aquoso Resultados

Os experimentos com os LIs [Ci2MIM][CI] e [Ci1oMIM][C]] n3o puderam ser
realizados em concentragcdes maiores devido ao aumento da turbidez que compromete a
qualidade dos dados, portanto a comparagao nao podera ser feito quanto a estabilizagao dos
parametros. Porém ¢ possivel observar que assim como a proteina anterior, quanto maior a

cadeia carbonica do LI maior é a supressdo e¢ o deslocamento do pico na mesma

concentracao.
B
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Figura 67: F/Fo e comprimento de onda do pico de emissdo. Todas as curvas foram ajustadas fungdes de Boltzmann para
guiar os olhos.

O fato das modifica¢des que [Ci1sMIM][CI] geram tanto na supressdao quanto no
deslocamento do pico serem menores que as geradas na BSA pode ser explicado pelo menor
acesso que as moléculas de LIs tém ao triptofano. Podemos concluir que ha interagdo entre

as moléculas de LI e a proteina HSA e inclusive na regido préxima ao triptofano.

2. Influéncia dos Lis na estrutura secundaria da HSA
Os espectros de CD da proteina HSA em auséncia e em presenca dos 3 LIs podem

ser apreciados na Figura 68.

A HSA em auséncia de LI apresentou (58+4)% de estrutura secundaria do tipo a-
hélice, valor este compativel com a literatura [64]. Porém ¢ importante mencionar que na
literatura encontramos grande variagao da porcentagem de a-hélice da HSA nativa, desde

47% [65] até 66% [66].
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Figura 68: Espectro de dicroismo circular, em unidades de graus de elipticidade, da HSA em auséncia em presenga de
variadas concentragdes de (A) [C1sMIM][CI], (B) [C.2MIM][CI]. E (C) [C1oMIM][CI]. No insert porcentagem calculada
da estrutura a-hélice em fungdo da razdo molar.

Observe que somente na presenca de [C14MIM][CI] ha uma tendéncia clara de queda
na porcentagem de a-hélice, partindo de (58+4)% até atingir (46+4)%, na razdo molar igual
a 150, uma variagdo de -12 pontos percentuais. Porém, assim como nos casos anteriores, 0s
valores sdo compativeis dentro do intervalo de 2 incertezas. Em presenca de [C12MIM][CI]
e [CioMIM][CI] os valores oscilam tanto positivamente quanto negativamente. Portanto
[C1aMIM][CI] pode modificar a estrutura secundaria da HSA, porém, de forma geral, a

estrutura secundaria da HSA se mantem em grande parte ao interagir com os Lls.
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3. Influéncia dos LIs na estrutura terciaria da HSA
As curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo da proteina HSA em auséncia
e em presenga de variadas concentragdes de [C1aMIM][C]] podem ser apreciadas na Figura

69. As curvas entdao deslocadas no eixo vertical a fim de facilitar a visualizagao.
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Figura 69: Intensidade de espalhamento de SAXS do sistema contendo HSA em auséncia ¢ presenga de variadas
concentracdes de [C1aMIM][CI].

Observe que de forma semelhante ao sistema anterior hd mudangas na curva para
¢<0,5nm™! e a formagio de um pico em torno de g=2,25nm™! na razo 50 que aumenta de
intensidade e se desloca até g=1,8nm™ na razdo 200. Podemos atribuir este pico a formagio
de estruturas de tipo core-shell de LI em solu¢do, dado que se assemelha muito a curva de

LI puro em solug¢ao em altas concentragdes, Figura 46.

As curvas de Kratky adimensional podem ser apreciadas na Figura 70, separada em
A e B para melhor visualizagdo. A Figura 70 traz a proteina HSA em auséncia e em presenca
de [C1sMIM][CI] em concentragdes crescentes até 1200uM, Figura 70A, e até 12000uM,
Figura 70B.
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Figura 70: Curva de Kratky do sistema HSA em auséncia e em presenca de variadas concentra¢des de [C14MIM][CI ], de
OuM a 1200uM em A e de 1800uM a 12000uM em B.
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As curvas de Kratky normalizado nos dizem que a proteina HSA em auséncia de LI

se encontra enovelada, em seu estado nativo, revelando um pico em gRg=2,0 igual a 1,2. A

adi¢ao de LI promove o aumento da intensidade do pico e deslocamento para valores maiores

de gRg até 2,4 na razao 20. Para concentragdes maiores de LI o pico diminui e retorna para

valores menores de gRg até 1,9 em x.

Os raios de giro da proteina dos sistemas [C1aMIM][CI]:HSA, [C1aMIM][CI]]:BSA e
[C1aMIM][CI]:BSA podem ser apreciados na Figura 71.
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Figura 71: Raio de giro dos sistemas contendo HSA e BSA em presenga de variadas concentra¢des de [C14MIM][CI] e
TTAB (conforme a legenda) em fungio da razdo molar.
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O raio de giro da HSA em auséncia de ligante ¢ igual R;=3,3+0,1nm, em torno de
Inm maior que a BSA. O valor ¢ compativel dentro de trés intervalos de confianga com a
literatura igual a 3,04nm [67]. Observe que com a adicao de ligante o raio aumenta e em
torno da razdo 25 passa a se estabilizar. O raio de giro da HSA em presenga de altas
concentragdes de [C1aMIM][CI] se estabiliza em torno de Rg=4,8+0,1nm, valor igual ao da
BSA em presenca do mesmo ligante. J& em presenca de TTAB o sistema se estabiliza em
torno Re=4,5+0,1nm, valor compativel com o sistema TTAB:BSA (Rg=4,4+0,1nm a partir
da Figura 54).

4. Discussdes

Kumari e colaboradores [68] investigaram a interagdo entre a proteina HSA e o
liquido 16nico cationico BMOP (N-butyl-N-methyl-2-oxopyrrolidinium bromide), que
contém um anel pirrdlico e uma cadeia de 4 carbonos, através das técnicas de fluorescéncia,
fluorescéncia resolvida no tempo, tensdo superficial, condutividade, modelagem
computacional (molecular docking), espectroscopia UV-Vis e FT-IR. A respeito de
fluorescéncia os autores observaram supressdo e deslocamento para o azul da emissdao
intrinseca, de 332nm para 316nm. Os autores concluiram que o processo de supressdo €
governado por 2 mecanismos, em baixa temperatura a supressao ¢ colisional e em alta
temperatura ha uma combinagao de supressao colisional e supressao devido a ligagdao. Os
autores afirmam que o blue-shift estd associado a um desenovelamento parcial e que a
interagdo provoca a supressdo simultaneamente. E importante mencionar que os termos
foram adaptados conforme revisdo de Callis [32] [33] e a discussdo da Se¢do

[11.B.1.a)Supressao da fluorescéncia.

Kumari e colaboradores também observaram modifica¢des na estrutura secundaria
da HSA através de uma pequena diminuicao de a-hélice (de 52% para 50%) e aumento de
folha-B (de 14% para 28%), fendmeno ja observado com a HSA em presenca de colesterol
[69]. A modelagem computacional indicou um provavel sitio de ligagdo em uma regido
hidrofébica no sub-dominio IIA. O docking também indica que a interagdo hidrofobica ¢ a

dominante no sistema.

O resultados que encontramos da interacdo entre a HSA e os LIs [CisMIM][CI],
[C2MIM][C]] e [CioMIM][CI]] estdo de acordo com os observados por Kumari e
colaboradores. H4 deslocamento para o azul e supressao da fluorescéncia, modificagdes na

estrutura secundaria na presenca de [Ci4aMIM][CI] e aumento do raio de giro indicando o
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desenovelamento parcial da proteina. O fato de os efeitos serem mais intensos quanto maior
a cadeia carbonica também esta de acordo com o protagonismo da interagdo hidrofébica

defendida pelos autores.

Gostariamos de trazer uma ressalva e adicionar um paralelo com a discussdo do
sistema da BSA. Defendemos que o deslocamento do pico de emissdo para menores
comprimento de onda nao esta diretamente relacionado com o desenovelamento da proteina,
embora de fato este ocorra conforme os dados de SAXS. Retomando as possibilidades
levantadas para o blue-shift na discussdo da BSA [63] [36]: (a) internalizagdo do fluor6éforo
em uma regido mais apolar, proveniente de um enovelamento da proteina; (b) deslocamento
e distanciamento das moléculas de 4gua gerando um ambiente relativamente menos polar na
regido do fluordforo; (c) interacdo hidrofobica entre a cadeia apolar dos LIS com o
fluordforo; (d) carga positiva nas proximidades do anel pirrdlico do triptofano (ou negativa
nas proximidades do anel benzeno). Podemos descartar (a) dado que vemos
desenovelamento da HSA por SAXS; (b) e (c) serao mantidos como possibilidades, porque
assim como no caso anterior, a presenca dos LIS pode tanto diminuir a presenga de moléculas
de 4gua na regido como pode possibilitar a interacdo com o componente hidrofébico do
proprio LIS. Embora os dados de DM da BSA nao nos mostrem uma interagao forte entre a
carga positiva do LI e o anel pirrélico do Trp mais interno (somente mostrou com Trp mais
externo, ausente na HSA) ainda hé essa possibilidade, portanto (d) também se mantém como

possibilidade.

C. Interacdo entre liquidos iGnicos e lisozima de clara de ovo de galinha

A proteina lisozima, como visto na se¢do 1.B.3, possui grandes diferengas estruturais
e de funcao em relacdo as proteinas apresentadas anteriormente. As proteinas BSA e HSA
sdo proteinas transportadoras com aproximadamente 66kDa de massa, j& a lisozima ¢ uma
proteina com atividade antimicrobiana e aproximadamente 14kDa. Consequentemente, o
interesse no estudo da interacdo da lisozima com os liquidos i6nicos pode estar em outro
contexto, como na buscar por sistemas que prolonguem a meia-vida ou aumentem a atividade
da proteina. Ademais este estudo contribui para o conhecimento geral de base de como os

liquidos i6nicos interagem em sistemas biologicos.
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1. Influéncia dos LIs na absor¢do e emissao da Lisozima
Inicia-se nesta secao a exposicao dos dados e discussdo da interagao entre liquidos
16nicos e a proteina lisozima. Como explorado na Introdugdo deste trabalho, a lisozima ¢
uma proteina relacionada com o sistema defensivo e t€ém aplicacdes na conservacdo de
alimentos. E substancialmente menor que as proteinas anteriores e possui outras diferengas

que serao destacadas ao longo do texto.
Lisozima+LI

Os espectros de fluorescéncia da proteina Lisozima em auséncia e em presenga dos
LI [CisaMIM][CI], [C12MIM][CI] e [C1oMIM][CI] podem ser apreciados na Figura 72A,B e
C respectivamente. Enquanto os espectros de fluorescéncia da lisozima em auséncia e

presenta do surfactante TTAB estdo na Figura 74.
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Figura 72: Espectro de intensidade de fluorescéncia relativa da proteina lisozima (60uM) em auséncia e em presenca de
variadas concentragdes de (A) [C1«MIM][CI], (B) [C12MIM][CI] e (C) [C1oMIM][CI]. Na legenda a concentraggdo absoluta
de LI e entre parénteses a razdo molar. A seta vermelha indica o sentido geral do pico de emissdo com o aumento da
concentragdo de TTAB.Fluo Lisozima C14
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Observe que os comportamentos dos espectros sdo diferentes dos apresentados com
as proteinas BSA ¢ HSA. Ainda h4a uma pronunciada supressdo da fluorescéncia com a
adicao de LI, porém nao ha um deslocamento significativo do pico. Analisando os espectros
de fluorescéncia da lisozima em auséncia e em presenca dos LI [Ci2MIM][CI]] e
[C1oMIM][CI], Figura 72B e Figura 72C respectivamente, podemos observar que o mesmo
ocorre. Ha relevante supressao, sem deslocamento aparente do pico. A supressao nos induz
a afirmar que hé interagdo entre a proteina lisozima e os liquidos i0nicos, porém a auséncia
do blue-shift indica que tal interagdo se difere da interagdo entre os LIs e a proteinas BSA e
HSA. A intensidade da supressao pode ser melhor analisado a partir da Figura 73, que traz

a razao entre a fluorescéncia em presenca de LI e em auséncia de LI.
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Figura 73: Razdo entre intensidade de fluorescéncia em presenca de supressor e auséncia do supressor, F/F0, em funcao da
razdo molar entre liquido i6nico e HSA. Curva desenhada para guiar os olhos.

O comportamento da razdo F/Fo para os LIs [CisMIM][CI]] e [Ci2MIM][CI] sdo
semelhantes. Ambas as curvas apresentam um plateau a baixas concentragdes, diminuem
bruscamente e tornam a formar um segundo plateau em maiores concentragdes, embora a
razao molar que se encerra o primeiro plateau € se inicia o segundo sejam diferentes. O LI
[C1oMIM][CI] ndo apresentou 0 mesmo comportamento que os demais nas concentragdes
empregadas, hd uma diminui¢do expressiva, porém o segundo plateau ndo esta presente até

arazdo 1000.

Observe que semelhantemente aos casos anteriores, menor ¢ concentragcao necessaria
de LI para causar a mesma supressao quanto maior ¢ o tamanho da cadeia carbonica. Portanto

o efeito hidrofoébico também € um fator importante para a interagdo entre os LIs e a lisozima.
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A equacdo Stern-Volmer ndo forneceu um ajuste razoavel para nenhum dos sistemas
contendo Lisozima e LI. Podemos supor que a presenga de 6 triptofanos trouxe tal

impossibilidade.
Lisozima+TTAB

Ja o comportamento da fluorescéncia da lisozima em presenc¢a do surfactante TTAB ¢

diferente, como pode ser visto na Figura 73.
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© 7500uM (750:1)
2 -
_|<I_.,>
£ o5 ( i
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Figura 74: Espectro de intensidade de fluorescéncia relativa da proteina lisozima (10uM) em auséncia e em presenca de
variadas concentragdes de TTAB. Na legenda a concentragdo absoluta de TTAB e entre parénteses a razdo molar. A seta
vermelha indica o sentido geral do pico de emissdo com o aumento da concentragcao de TTAB.

A intensidade de fluorescéncia da lisozima aumenta até 3x na presenca de TTAB, na
razdo 300 e passa a diminuir para concentracdes maiores. Nao hé deslocamento significativo
aparente. Os graficos de F/FO e Apico da lisozima em presenga de TTAB e [C1sMIM][CI]
proporcionam melhor visualiza¢ao da diferenga dos fendmenos e estao presentes na Figura

75 A e B, respectivamente.
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Figura 75:(A) Razdo entre intensidade de fluorescéncia da lisozima em presenga de supressor e auséncia do supressor,
F/FO, em fungdo da razdo molar entre ligante e lisozima ([C1sMIM][Cl] e TTAB) (B) Comprimento de onda do pico de
emissdo em fungdo da razdo molar.

Observe que F/Fo apresentam comportamento opostos, enquanto o LI [C1sMIM][CI]
causa a supressdo da fluorescéncia (mesmo efeito observado com as outras proteinas), o
surfactante TTAB causa o aumento da intensidade de fluorescéncia. Na razao molar 200
entre TTAB e lisozima F/Fo= 3,0, na mesma razao entre [C1aMIM][CI] e lisozima F/Fo=
0,2. As variagdes mais pronunciadas também ocorrem em razdes molares diferentes. A partir
da razdo 30 no sistema com o LI ja é possivel observar mudancas significativas em F/Fo,

enquanto somente na razao 200 de TTAB ¢ possivel notar tais variagdes.

O deslocamento do pico Apico N0 € tdo relevante como nas proteinas anteriores. Ha
uma pequena variagdo para menores valores de Apico em presenca de [CisMIM][CI], de
343nm para 338nm, e uma variacao para valores maiores de Apico em presenca de TTAB, de

343nm para 349nm, ambas na razao 200.

A lisozima ¢ uma proteina que contém 6 triptofanos, portanto, a fluorescéncia
observada ¢ resultante da somatéria de todos os triptofanos, tornando a analise mais
complexa e de dificil individualizacdo dos residuos de Trp nos efeitos do espectro de emissao

de fluorescéncia.

O aumento da intensidade de fluorescéncia sem deslocamento significativo do
comprimento de onda do pico de emissdo ¢ um fendmeno curioso. Uma possibilidade que
levantamos ¢ a diminuicdo da auto supressdo da lisozima guiada pela presenca de TTAB.
Tal discussdo sera melhor abordada posteriormente. Este ponto, no entanto, precisa ser

melhor explorado.
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Efeito dos LIs na estrutura secundaria da Lisozima

Os espectros de CD em auséncia em presenca de LI podem ser apreciados na Figura 76. A

partir da Figura 76A podemos observar que com a adi¢ao de 25uM [CisMIM][CI] h4d um

pequeno aumento da curva como um todo (diminui¢do do vale), aumentando a concentracao

LI a curva torna a diminuir nos comprimentos da onda menores que 220nm, enquanto na

regido em torno de 230nm o aumento persiste. O aumento do vale em 220nm nos indica um

aumento da estrutura secundaria tipo a-hélice, enquanto a diminui¢do do vale em 230nm

pode estar relacionado com a diminuigdo de estruturas tipo folha-f.

[C12MIM][CI] e (C) [C1oMIM][CI].
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Em presenca do LI [C12MIM][CI] existem pequenas variacdes da curva até a razao
150 onde ha uma pronunciada diminui¢ao da curva como um todo, principalmente na regiao
em torno de 208nm, indicando aumento da estrutura alfa-hélice. Em presenca do LI

[C10MIM][CI] ha pequenas oscilagdes para todas as concentragdes.

3. Efeito dos Lls na estrutura terciaria da Lisozima
Para melhor compreender os efeitos dos LIs na estrutura tercidria da lisozima
realizamos medidas de SAXS. As curvas de espalhamento de raios-x a baixo angulo da
proteina lisozima em auséncia e presenca de [C1aMIM][Cl1] e de TTAB podem ser apreciadas

na Figura 77 e Figura 78, respectivamente.

[C4MIM][CI]:[Lisozima]

8400uM (30:1)
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TR
[ ‘.'olo'

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
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Figura 77: Intensidade de espalhamento de SAXS do sistema contendo lisozima em auséncia e presenca de variadas
concentragdes de [C1aMIM][CI].

Diferentemente dos casos anteriores o inicio da curva, regido de Guinier, q<0,5nm,
ndo sofre grandes alteragdes com a adigdo de LI, porém, assim como nos sistemas anteriores
com [C1sMIM][CI], h4 a formacdo de um pico na regido de qg=2,25nm',na razdo 20, que se
desloca para q=2,0nm™ na razdo 30, ou concentragdes igual a 5600uM e 8400uM

respectivamente.
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As curvas de SAXS da proteina lisozima em auséncia e em presenca do surfactante

TTAB podem ser apreciadas na Figura 78.
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0.0 0510 15 20 25 3.0
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Figura 78: Intensidade de espalhamento de SAXS do sistema contendo lisozima em auséncia e presenca de variadas
concentragdes de TTAB.

Com a adigdo de TTAB ¢ possivel observar uma pequena modificagdo na regido de
Guinier e ndo ha evidéncias de formagdo de um pico até a razdo molar igual a 50. O raio de
giro do sistema lisozima em auséncia e presen¢a dos ligantes TTAB e [C1sMIM][CI] pode

ser apreciado na Figura 79.
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Figura 79: Raio de giro dos sistemas contendo lisozima em presen¢a de variadas concentragdes de TTAB e [C1saMIM][CI]
(conforme a legenda) em fungdo da razdo molar.

O raio de giro da proteina em auséncia de ligante ¢ igual a 1,454+0,10nm, compativel
com o valor da literatura em torno de 1,38nm [70]. Observe que ha aumento do raio de giro
com a adicao de LI até 1,954+0,10nm na razdo molar 30. O aumento de 0,5nm representa
aproximadamente 34% do valor inicial, ¢ um aumento consideravel, porém menor quando
comparado com as proteinas anteriores, 71% para BSA e 45% para HSA, considerando os
valores na estabilizagdo. Repare, entretanto, que ndo observamos uma estabiliza¢do para o

valor do raio de giro da lisozima em presenca de [C1aMIM][CI]

Ja em presenga de TTAB ndo ha aumento significativo, somente oscilagdo positiva
até 1,58+0,10nm na razdo molar 50 e uma diminui¢ao para 1,36+0,10nm na razdo 100. Tal
comportamento se difere das outras proteinas, que embora apresentassem um aumento de
raio de giro em presenga de TTAB menor que em presenca de [C1aMIM][Cl], ainda ¢ um

aumento significativo.

Os graficos de Kratky estdo presentes na Figura 80 e na Figura 81.
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Figura 80: Curva de Kratky normalizada do sistema contendo lisozima em auséncia e em presenca de variadas
concentracgdes de [C1aMIM][CI].

A curva da Lisozima em auséncia de ligante apresenta uma forma de sino, com pico
em (x;y)=(1,5;1,15), caracterizando uma proteina enovelada em seu estado nativo. Com a
adicao [C1aMIM][CI] ha pequenas variagdes no pico e a formagao de um segundo pico bem
pronunciado em torno de qRg=4,5 para concentracdes de LI maiores que 2800uM. Este
segundo pico pode indicar a presenca de estruturas tipo core-shell. A baixa variacao da curva

na regido do primeiro pico pode nos indicar pouca mudanga na estrutura enovelada da

proteina.
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Figura 81: Curva de Kratky normalizada do sistema contendo lisozima em auséncia e em presenca de variadas
concentragdes de TTAB.
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As curvas de Kratky da lisozima em auséncia e em presenca de TTAB mostram um
aumento e deslocamento do pico, partindo de (x;y)=(1,5;1,15) em auséncia de ligante e
atingindo (x;¥)=(1,2,1,24) na razao 50. O perfil em forma de sino ainda se mantém
parcialmente mesmo com deslocamento e aumento do pico, nos indicando um aumento de
flexibilidade da proteina, porém ainda com uma estrutura globular. Os graficos contendo
p(r) da lisozima em auséncia de [C1sMIM][CI] e TTAB podem ser apreciados na Figura

82A e na Figura 82B, respectivamente.

Em presenca de [C1sMIM][CI] ¢ possivel observar a formagdo de um segundo pico
pronunciado em torno de »=3,5nm, ja em presenca de TTAB a forma da curva pouco varia

na razdo 10 e ha a formacdo de um pequeno pico em torno de r=4,2nm para maiores

concentracoes.
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Figura 82: P(r) da lisozima em presenga de (A) [C1aMIM][CI] e (B) TTAB.

Os envelopes da lisozima em auséncia de ligante e em presenca de TTAB e C14

podem ser apreciados na Figura 83.
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Figura 83: Envelopes da proteina Lisozima com estrutura cristalografica (verde) e (A) em auséncia de ligantes (ciano), (B)
em presenca de [C1aMIM][CI] na razdo mola 20 e (C) em presenga de TTAB nas razdes molares 50 (magenta) ¢ 100
(laranja).

Os envelopes indicam uma estrutura menos compacta em presenca de [C1aMIM][CI],
porém nao associada a um aumento de flexibilidade ou desenovelamento, dada as curvas de
Kratky. Podemos atribuir o aumento do raio de giro e aumento do envelope a presenca de
moléculas ou estruturas de liquido i6nico a superficie da proteina. J4 o envelope do sistema
contendo TTAB ndo demonstra grande aumento de volume, porém uma flexibilizagdo de

sitios da proteina.
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4. Discussdes
O comportamento da proteina lisozima em presenca de LI diferiu significativamente
em relacdo as proteinas anteriores, assim como o comportamento da lisozima em presenca
de TTAB. A proteina lisozima ¢ muito menor que as outras proteinas, BSA e HSA possuem

aproximadamente o dobro de raio de giro e quatro vezes o peso molar da lisozima.

Qi Han e colaboradores [71] estudaram a intera¢do da lisozima com 4 liquidos
16nicos com cations que se diferenciam pelo tamanho de cadeia carbonica (2, 4, 6 ¢ 8
carbonos) ¢ mesmo anion, sdo eles EAN (ethylammonium nitrate), BAN(butylammonium
nitrate), HAN (hexylammonium nitrate) ¢ OAN(octylammonium nitrate), respectivamente,
que sdo chamados de PIL (protic ionic liquid). Utilizando a técnica de SAXS os autores
afirmam que ha formagdo de nanoestruturas em solu¢do a partir de 10 %mol BAN, 5 %mol
HAN e 1 %mol OAN e um pequeno aumento do raio de giro de 15A para 16A em presenca
de 0,5%mol ou 1%mol de PIL. Esse pequeno aumento, sob nosso olhar, pode ser considerado
uma variacao, dada a incerteza instrumental da técnica SAXS. Porém, € atribuido ao anion
que, segundo os autores, ¢ mais relevante a interagdo em baixas concentragdes de PIL. Ja
para concentragdes maiores, foi observado o aumento do raio de giro até aproximadamente
20A em presencga de 50%mol EAN e 5%mol de HAN, tornando a lisozima parcialmente
desnovelada. Os autores observaram modificagdes na estrutura secundaria da proteina em
presenga de HAN e OAN, onde ha perda de a-hélice e formagao de folha-f, indicando a

influéncia da cadeia carbdnica longa e a relevancia da interagdo hidrofobica.

Yang Sun e colaboradores [72] sugerem de forma bem detalhada um caminho da
interagdo da lisozima com o surfactante anionico SDS (sodium dodecyl sulfate) através de 5
estagios e a formacao de uma estrutura chamada micelas decoradas. No primeiro estagio a
cabeca polar se liga a sitios positivamente carregados da proteina e a neutralizacdo desta
diminui a repulsdo eletrostatica entre as estruturas facilitando a formac¢do de complexos e
agregados. Neste estagio sao observados blue-shift e queenching através da fluorescéncia,
blue-shift ¢ atribuido a ligagdo da cadeia carbonica nas proximidades dos triptofanos mais
expostos ao meio tornando o ambiente mais hidrofobico e o queenching ¢ atribuido ao
contado direto do grupo sulfato com o orbital-r dos residuos triptofano e tirosina. A proteina
¢ levemente desenovelada e expde mais sitios hidrofobicos que agora estdo disponiveis a

SDS.
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O segundo estagio ¢ caracterizado por uma interagdo cooperativa que leva ao
desenovelamento da proteina e a formagao de micelas de SDS decoradas. A ligagao inicial
de SDS na superficie da proteina deixa exposto a cadeia carbonica e facilita a formagao de
micelas nessas regides, desta forma ha a formagao de micelas que podem inclusive possuir
mais de uma proteina na superficie. O interior da micela decorada ¢ composto pela cadeia
carbonica dos surfactantes enquanto a casca é composta pelas proteinas e cabega polar do
surfactante. No terceiro estagio as moléculas de SDS adicionadas se ligam a proteina de
forma a torné-la mais rigida. As micelas ligadas a duas macromoléculas de lisozima se
esgotam e ha formagao de novas micelas para “dividir” as proteinas, neste estagio o interior
da micela decorada se mantém, mas a casca de torna mais fina, isto ¢, a quantidade de
proteina por micela diminui. Desta forma, a proteina recupera parte da estrutura nativa,
quenching e blue-shift diminuem. No quinto e Gltimo estagio 50 moléculas de SDS compdem
o interior da micela que ¢ decorada por 1 mondmero de lisozima em estado globular, ha a

saturagdo da interagdo e formacgao de micelas livres em solugdo.

Observando mais atentamente os dados de SAXS, embora tenhamos visto um
aumento de raio de /,5nm até 2,0nm da lisozima em presenga de [C1aMIM][CI], como Qi
Huan [71], o grafico de Kratky e a curva de espalhamento nos indicam uma proteina que
permanece globular e h4 a formacao de estrutura tipo micelas em solugdo. Portanto, o modelo
de micelas decoradas proposto por Yang Sun [72] é mais consistente com nossos resultados.
Ademais, os dados de fluorescéncia nos indicam que ha interacdo entre a proteina e o LI.
Portanto iremos supor um mecanismo de interagdo semelhante, embora ndo tenhamos

condig¢do de verificar todos os estagios descritos pelos autores.

J& a lisozima em presenca de TTAB demonstrou maior flexibilidade sem aumento
significativo do raio de giro e sem a formagdo de estruturas micelares em solugdo, pelo
menos nao neste intervalo de concentracao. O aumento da intensidade de fluorescéncia nos

indica que ha interagdo entre lisozima e TTAB.

Quanto a fluorescéncia, a supressao do triptofano pelo LI [C1sMIM][CI] ¢ esperada
dado que o anel imidazol € um poderoso supressor do triptofano, o que de fato ocorre com a
lisozima. Porém neste sistema ndo vimos mudangas significativas no comprimento de onda
do pico de emissdo, o que pode significar que ou os triptofanos ndo experimentam mudancas
na polaridade do meio ou na somatdria da emissdo dos 6 triptofanos esses efeitos sejam

suprimidos. J4 o aumento consistente da fluorescéncia da lisozima em presenca de TTAB
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necessita melhor investigacdo e para isso chamaremos a atenc¢ao para um efeito minoritario

dos outros sistemas, antes ignorado.

Observe que em presenca de baixissimas concentragdes de [CiaMIM][CI], razdo
molar igual a 1, hd um pequeno aumento na fluorescéncia da lisozima, Figura 72. Tal
fendmeno também ocorre com a proteina BSA e HSA na razdo 0,2, porém muito menos
evidente, como pode ser visto na Figura 41 e na Figura 67. Tal aumento pode ser desprezado
pois representa um aumento de 1%, portanto ainda compativel com a fluorescéncia total em
auséncia de LI. Em outras palavras, o primeiro ponto, na menor concentragao de LI diferente
de zero, o valor de F/Fo ¢ maior que 1, embora ainda compativel com 1. Em todos esses
casos hé posterior diminuicao consistente da fluorescéncia ao adicionar ligante. O aumento
da fluorescéncia ndo ¢€ discutido de forma clara na literatura, sendo normalmente associado
a modifica¢des na estrutura terciaria ou a maior exposicdo do Trp [73] [74] ao solvente.
Gostariamos de adicionar algumas possibilidades para o aumento da fluorescéncia em um

ambito geral:

(a) O aminodcido triptofano doa elétrons com facilidade e por isso pode ser
facilmente suprimido, inclusive pode sofrer supressao de outros aminoacidos ou de pontes
de dissulfeto no interior da propria proteina, fenomeno conhecido como autossupressao [33]

[75]. A autossupressdo pode ser diminuida causando o aumento da fluorescéncia.
(b) Maior excitagdo da sonda fluorescente.

(c) Transferéncia de energia entre residuos aromaticos fluorescentes, da tirosina para

o triptofano, por exemplo.

(d) A formagdo de uma estrutura fluorescente, como o complexo triptofano-+ligante,

que possui maior intensidade de emissao.

Podemos descartar a op¢ao (d) dado que temos evidéncias que a presenca de LI
diminui a emissdo do triptofano. Podemos descartar a op¢do (c) dado que optamos por
excitar a amostra em 295nm excitando somente o triptofano e ndo os outros residuos
fluorescentes. A hipdtese (b) pode ser verificada através da absorbancia das amostras. Como
discutido anteriormente as variagdes da absorbancia em 295nm pode ser explicada pela
variagdo em 350nm, isto €, pela turbidez, portanto ndo hé indicios de aumento da excitacao

do triptofano. Nao iremos descartar (b) mas continuemos a exploragao.

107



Investigaciio da interaciio de proteinas modelo com liquidos iénicos e surfactantes em meio aquoso Resultados

Considerando (a), como poderiamos modificar a autossupressao das proteinas? E no
caso dos LIs em presenca de BSA e HSA, como essa mudanca ocorre somente em

concentra¢cdo muito baixas de LI e de forma quase imperceptivel?

Uma possivel resposta ¢ que ao adicionarmos os ligantes também estamos
adicionando ions em solu¢do, consequentemente a forg¢a idnica aumenta. O aumento da forga
16nica pode modificar a estrutura da proteina [76]. Modificagdes na autossupressao ¢ uma
hipotese possivel, observe, por exemplo, na Figura 84, a estrutura primdria da proteina
lisozima com os aminoacidos e as pontes de dissulfeto em destaque. Interagdes, ou
modificagdes, que flexibilizem a proteina, principalmente nas regides de ponte de dissulfeto
terdo impacto direto na emissao dos triptofanos nas proximidades. Repare que ndo estamos
sugerindo a quebra das pontes dissulfeto, somente flexibilizacdo nessas regides. Portanto a
interagdo das proteinas com ions provenientes dos ligantes pode modificar a estrutura a ponto
de diminuir a autossupressdo e aumentar a emissdo. Com a adi¢do de ligante outras

interacoes ocorrerao, sobrepondo esse efeito ou nao. Desta forma a hipotese (a) € plausivel.

Consideraremos, a priori, que a interagdo entre os LIs e a proteina lisozima também
se dd em ao menos trés estagios, embasado na razao da intensidade de fluorescéncia, Figura

73. Embora seja uma evidéncia mais fraca quando compararmos com os sistemas anteriores,

nos proporciona paralelos interessantes com a literatura.

Figura 84: Estrutura primaria da proteina lisozima. Triptofanos marcados em verde e ligagdes disulfeto em retangulo preto.
Figura editada de Hamdani e colaboradores [77], Copyright 2023, com permissdo de Elsevier
(https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.08.060).
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Considerando entdo que todas as proteinas estudadas possuem ao menos 3 estagios
de interacdo com os LIs. Iremos adicionar um detalhe ao estagio inicial da interacdo das
proteinas com os LIs e surfactante, neste estdgio ha uma pequena reestruturagdo das
proteinas em funcdo das cargas adicionadas, como defendido por Qi Huan [71], os contra-
ions sd30 mais relevantes nesse primeiro momento. Essa reestruturacdo pode promover a
diminui¢do da auto-supressao dos triptofanos e aumento da emissao. Concomitantemente ha
a aproximacao dos liquidos i6nicos ou surfactante através de forcas eletrostaticas em sitios
de ligacdo. Os ligantes por serem compostos por uma cadeia carbdnica se tornam sitios de
ligagdo para outras moléculas de ligante, desta forma uma interacdo cooperativa se iniciara

no segundo estagio. Temos nesse momento algumas diferenciagdes.

Vimos que as moléculas de [C1aMIM][CI] interagem fortemente com o triptofano
mais externo da BSA, promovendo supressao e deslocamento do pico, também vimos uma
desenovelamento parcial, interacdo cooperativa, formacdo de grandes aglomerados e de

micelas em solugdo. Ja a proteina lisozima nao demonstrou grande desenovelamento.

O [C1sMIM][CI] causou supressdo na lisozima, porém sem deslocamento do pico de
emissdo de fluorescéncia e houve pouca variacdo na flexibilidade da proteina, portanto
iremos supor que a moléculas de LI interagem superficialmente com a lisozima e expde a
cadeia carbonica de forma a promover a formacdo de micelas, sem grandes alteragdes
estruturais na propria proteina, formando uma estrutura tipo micela decorada como descrito
por Yang Sun [72]. J4 o surfactante TTAB causou o aumento da fluorescéncia em quase toda
a extensao de concentragdo, portanto iremos supor que a presenga do surfactante promoveu
a flexibiliza¢ao da proteina, diminuindo da autossupressao, enquanto o TTAB nao demonstra
boa capacidade de supressdo da lisozima e ndo hd indicios de formacdo aglomerados ou

micelas.

109



Investigaciio da interaciio de proteinas modelo com liquidos iénicos e surfactantes em meio aquoso Conclusio

VI. Conclusao

Resgatando o objetivo principal deste trabalho, podemos afirmar que foram
apresentados resultados e discussdes suficientes para elencarmos um possivel mecanismo de
acdo da interacdo entre as proteinas BSA, HSA e lisozima e os liquidos id6nicos imidazdlicos
(LIs) em meio aquoso, assim como as modificagdes estruturais que as proteinas

demonstraram durante a interagao.

Propomos que os mecanismos da interagdo entre os LIs e a proteina BSA sdo
analogos entre os LIs e a proteina HSA. Tal afirmacdo se baseia nos resultados
experimentais. Ambos os sistemas apresentaram supressao da fluorescéncia e descolamento
do pico de emissao para menores comprimento de onda. Utilizando SAXS observamos
aumento do raio de giro, perda da forma de seno no grafico de Kratky e formagao de pico
indicativo de estruturas tipo-micelas com o aumento da concentragdo de LI, em ambos os
sistemas. As estruturas secundarias de ambas as proteinas podem sofrer modificagdes em
sentido de diminuir a quantidade de estrutura tipo a-hélice com a adi¢do de LI de maior
cadeia carbonica. Os dois sistemas apresentaram grandezas cujo comportamento pode ser
descrito por uma curva de Boltzman, indicando ao menos trés momentos (inicial, transi¢ao

e final).

Considerando os resultados apresentados e estudos publicados sobre sistemas
semelhantes concluimos que o modelo que melhor abarca o presente estudo descreve a
interagdo em trés estagios. Devido a pouca variagdo das grandezas a baixa concentragao de
LI, o primeiro estagio consiste em uma interacao relativamente baixa, que nao provoca
mudancas estruturais e conformacionais nas proteinas. O primeiro estagio ¢ movido por
efeito hidrofébico e principalmente por efeito eletrostatico. As proteinas apresentam carga
liquida oposta a carga da cabega polar dos LIs, desta forma ha aproximacao dessas moléculas
a superficie, podendo afastar moléculas de dgua. As mudangas sdo minimas, o Unico efeito
relevante nesse cendrio ¢ a possibilidade de haver mudancas na autossupressao das proteinas,
gerando um pequeno aumento na emissdo, mas que deve ser analisado mais a fundo através

de um estudo especifico.

No segundo estdgio da interagdo mais moléculas de LI sdo adicionadas e agora o
efeito hidrofobico passa a ser mais relevante. Como hd moléculas surfactantes na superficie
da proteina, ha, portanto, a formacao de regides hidrofobicas propensas a receber mais

moléculas surfactantes, desta forma ha uma interagdo cooperativa. As moléculas de agua
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foram deslocadas dessas regides e regides hidrofobicas das proteinas, que antes estavam
interiorizadas, passam a ficar mais expostas a moléculas de LI, constituindo assim sitios de
ligacdo. Nesse estagio observamos grandes variagdes dos parametros estudados. Um dos
sitios de ligacdo possivel ¢ proximo ao triptofano 312. Segundo os resultados da dinamica
molecular, o triptofano 312 interage consistentemente com uma molécula de LI, o que pode
ser confirmado com os resultados de fluorescéncia. O posicionamento do anel imidazolico
do LI (positivo), mais proximo do anel pirrdlico que do benzeno do triptofano, causa
aumento da energia do foton emitido pelo triptofano. Tal aumento ¢ verificado pelo
deslocamento para o azul do espectro de fluorescéncia com o aumento da concentracio para
o azul. O aumento da energia emitida também pode ser explicado pelo afastamento das
moléculas de agua na regido. Conjuntamente ¢ observada a supressdo da fluorescéncia, o

que também ¢ efeito da aproximag¢do do imidazol do triptofano.

Ainda neste segundo estagio, a exposicao de sitios hidrofobicos da proteina ocorre
através de um desenovelamento parcial da mesma, observado pelo aumento do raio de giro
e perda da forma de sino da curva de Kratky. Os resultados da dindmica molecular e os
envelopes obtidos por SAXS nos levam a supor que o dominio III das proteinas se torna
mais flexivel em relacdo aos outros, aumentando a dindmica da proteina e diminuindo
parcialmente a quantidade de estrutura secundaria tipo a-hélice, confirmado por dicroismo
circular. Os sitios hidrofobicos expostos e moléculas de LI nos sitios de ligagdo podem

promover a formacao de agregados de proteinas.

O aumento da concentracao de LI leva a formacao de micelas em solugdao dando
inicio ao terceiro estdgio. A saturacdo da interagcdo ocorre, as moléculas de LI adicionada
irdo constituir micelas. Ha formacdo de micelas na superficie das proteinas e em solucao,
como observado pela dinamica molecular. O excesso de LI agora favorece a formacao de
micelas e desfavorece a formacgao de agregados de proteina, podendo desfazer os agregados
proteicos formados anteriormente. Neste estagio o raio de giro esté estabilizado, ndo ha mais
modificacdes no espectro de emissdo e ¢ possivel observar a formagdo de pico no

espalhamento de SAXS, fortalecendo a hipdtese de formagao de micelas.

Os estagios descritos nos trechos anteriores sdo definidos pela concentragdo de LI e
pelo componente apolar. Quanto maior a cadeia carbonica, menor a concentracao necessaria
para gerar os efeitos discutidos, reafirmando a importancia do efeito hidrofobico para a

interagao.
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A interagdo entre os LIs e a proteina lisozima deve seguir um diferente mecanismo.
A carga liquida da lisozima € positiva, assim como ¢ o ion dos LIs, desta forma espera-se
que a interagdo seja menos favorecida. Ademais a lisozima nao € uma proteina de transporte
como a BSA e HSA, caracteristicas que se demonstraram fundamentais para a interagao.
Porém, ainda sim houve interagdo e a supressdo da fluorescéncia nos leva a supor que

também ocorre em trés estagios.

Propomos que no primeiro estagio a interagdo ¢ fraca, o efeito eletrostatico se d4 mais
entre os contra-ions dos LIs e a lisozima, podendo modificar e diminuir a autossupressao da
proteina. Com o aumento da concentragdo dos LIs em solugdo ha a aproximagdo em
pequenos sitios hidrofobicos diminuindo a repulsao eletrostatica, ¢ dada assim o inicio da
segunda etapa. A segunda etapa ¢ caracterizada por uma interagdo cooperativa entre os LIs
na superficie da proteina, gerando supressdo da lisozima, ja as modificagdes estruturais nao
sdo relevantes como nos casos anteriores, mas existem. Temos indicios de aumento do raio
de giro e aumento na estrutura tipo alfa-hélice. H4 a formacao de micelas com a lisozima
esta posicionada na regido polar, voltada para o solvente, constituindo assim a estrutura tipo
micela decorada. O terceiro estdgio inicia com a formacdo de micelas em solucio,
coexistindo com as micelas decoradas. A literatura traz a possibilidade tanto de haver mais

de uma proteina por micela decorada, como micelas compartilhando a mesma proteina.

A partir desses estudos hd algumas possibilidades. As proteinas BSA e HSA
demonstraram uma interacdo interessante com os liquidos ionicos, e estes, por formarem
estruturas organizadas sao possiveis pockets para drogas com componentes hidrofobicos.
Essas proteinas, por serem proteinas de transporte, podem aumentar a difusdo e o tempo
dessas drogas no sistema. Porém, como observado, os LIs causam modificagdes estruturais,

que podem comprometer a fungdo das proteinas, portanto a toxicidade deve ser considerada.

Acreditamos que o trabalho apresentado contribui para o entendimento da interagdo
dos liquidos i6nicos com as proteinas BSA, HSA e lisozima e seus mecanismos de acao.
Através deste também ¢é possivel elencar as caracteristicas mais relevantes a serem

consideradas no design de liquidos i6nicos dado o contexto e objetivo da aplicagao.
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