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Resumo

Estao apresentados os aspectos mais relevantes do trabalho que
desenvolvemos nos ultimos anos, relativo a interacdo de varias moléculas com
membranas lipidicas, usadas como modelo simples de membranas biologicas, e a
caracterizacao estrutural destas membranas. Algumas técnicas espectroscopicas
foram empregadas, como fluorescéncia, espalhamento de luz e dicroismo circular,
sendo que o enfoque principal esta na utilizacao da ressonancia paramagnética
eletronica (RPE) de radicais livres, incorporados aos sistemas em estudo como
sondas paramagnéticas. Discutimos as alteragdes provocadas pelo hormonio
peptidico «-MSH (a-melanocyte stimulating hormoneg) na estrutura da membrana
lipidica, e os efeitos mais evidentes causados pelo analogo biologicamente mais
potente [Nie%, D-Phe’]-a-MSH. Também estdo aqui analisadas varias caracteristicas
do horménic melatonina, como solubilidade em meio aguoso, particao e
posicionamento em bicamadas lipidicas. Outro assunto estudade foi o
comportamento termotropico de dispersoes lipidicas carregadas de dimiristoil
fosfatidil glicerol (DMPG), onde discutimos a variagdo do potencial eletrostatico da
superficie da bicamada lipidica na transicao de fase principal, gel-liquido cristal, e
as possiveis alteragdes estruturais na pos-transigéo, esta ultima ainda muito pouco
compreendida. Este trabalho mostra a aplicacdo, e aperfeicoamento, de métodos e

modelos fisicos em sistemas de interesse biologico.



Abstract

Lipid membranes and its interaction with biologically relevant molecules

A study by electron paramagnetic resonance and other spectroscopic techmniques

The most relevant aspects of the work we have developed in the last years are
presented here. They are related to the interaction of different molecules with lipid
membranes, used as simple models of biological membranes, and the structural
characterization of those systems. Among the different spectroscopic techniques
applied, like fluorescence, light scattering and circular dichroism, the main
emphasis has been on the analysis of the electron paramagnetic resonance (EPR
free radicals used as spin probes. Membrane structural alterations caused by tu.
interaction of the native peptide a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) with
lipid bilayers are discussed here, and compared to the much more evident changes
induced by the biologically more potent analog [Nle*, D-Phe’]-a-MSH. Several
characteristics of the hormone melatonin are also analyzed, like aqueous solubility,
lipid membrane partition coefficient and localization. Another aspect discussed
concerns the thermal properties of charged lipid dispersions. An increase on the
electrostatic surface potentials of dimyristoyl phosphatidyl glicerol (DMPG) vesicles
at the main lipid phase transition, gel to liquid crystal, is proposed, and the
observed membrane alterations at the less understood thermal transition, the post-
transition, are analyzed. The present work focuses on the application and

discussion of physical methods and models to biologically relevant systems.
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1. Introducéo

Estao apresentados neste trabalho, os aspectos mais relevantes das
pesquisas por nos desenvolvidas nos ultimos anos, em colaboragéo com os Varios
colegas mencionados no decorrer do texto. Alguns desses resultados, ja publicados,
estiao rediscutidos a luz de novas analises e/ou investigacdes. Foram também
incluidos dados mais recentes que, embora preliminares, sao instigantes o
suficiente para merecerem registro, e, esperamos, discussoes.

Mostramos aquil estudos da interacado de alguns hormonios, e seus derivados,
com membranas lipidicas, usadas como sistema modelo da fase lipidica de
membranas biolégicas. Discutimos também algumas propriedades térmicas de
dispersoes lipidicas carregadas. Varias técnicas espectroscopicas foram utilizadas,
com énfase na RPE (ressonéncia paramagnética eletrénica) de marcadores de spin.
Muitas vezes as questdes iniciais foram colocadas por sua relevancia biologica e, ao
longo do estudo, varios aspectos interessantes surgiram e foram desenvolvidos,
relativos aos métodos empregados e a fisico-quimica dos sistemas.

Membranas lipidicas sao, sem davida, modelos muito simples de membranas
biolégicas, sendo estas ultimas constituidas de lipidios de diferentes cabecas
polares e cadeias hidrocarbénicas, além de proteinas e agucares (Fig. [.la).
Considerando a dificuldade de trabalhar com os complexos sistemas bioldgicos, e
deles obter informac¢des moleculares especificas, nosso enfoque tem sido o estudo
da interacdo de pequenas moléculas biologicamente relevantes com membranas
constituidas por somente um tipo de lipidio. Pelo seu carater anfifilico, em solucao
aquosa, muitos lipidios agrupam-se em bicamadas (Na Fig. 1.1), que podem estar
bastante organizadas, ou empacotadas, na chamada fase gel (b), ou mais fluidas,
fase liquido cristal {c}. Muitas vezes estas bicamadas naturalmente organizam-se
em vesiculas unilamelares (Fig. I.1d} ou multilamelares (Fig. I.1le}, estas ultimas
também chamadas lipossomos. Dependendo de suas caracteristicas, os lipidios
podem também agregar-se formando varios outros tipos de estruturas, como
micelares, hexagonais, cluibicas, etc (ver, p. ex., Gennis, 1989).

A interacdo de peptideos melanotrdpicos, as melanotropinas, com
membranas lipidicas (capitulo II) é um dos estudos que vem sendo desenvolvido por
nosso grupo ha varios anos. Essa linha de pesquisa surgiu de uma conversa, em
uma reunido da Associacdo dos Docentes da USP (ADUSP), entre os professores
Amando S. Ito, do Instituto de Fisica (IFUSP) e Ana M.L. Castrucci, do Instituto de
Biociéncias (IBUSP). Os dois, recém-chegados de trabalhos no exterior, procuravam
colaboradores no Brasil que trouxessem aspectos complementares as suas areas de

pesquisa. Pouco tempo depois passei a fazer parte do Grupo de Biofisica e Fisica
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Fig. I.1. Representagoes esquematicas de: (a} membrana biologica (Fig 11.21, Voet e Voet, 1980}; (bj e
(¢} bicamada lipidica nas fases gel e liquido cristalina, respectivamente (Fig 11.17, Voer e

Veet, 1990); (d} e (8) vesiculas unilamelares e muitilamelares (lipossomoes), respectivamente
{Fig int-1, Riske, 1997}
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Médica do IFUSP, e, em colaboraco com Amando Ito, tenho testemunhado e
aproveitado da rigueza da inferagfo entre bidlogos, bioquimicos ¢ fisicos no campo
das melanotropinas. Ana Castruccl e seu grupoe enriqueceram-nos com aspectos
biologicamente relevantes do estudo da pigmentacao, discutindo as varias atuacoes
dos peptideos melanotropicos, tanto na pigmentacao como em outras fungdes nos
organismos (Castrucci € col., 1990).

Sabendo que hormodnios peptidicos muito provavelmente interagem com
receptores proteicos na superficie de membranas, iniciamos um trabalho conjunto
de estudo da interacdo de peptideos com agregados anfifilicos, em especial
bicamadas lipidicas. Era nosso interesse descobrir as afinidades dos varios
peptideos pela fase lipidica das membranas, e as meodificagdes estruturais que
ambos sofrem (caso sofram alguma), peptideo e bicamada hipidica, ao interagirem
entre si. Fora o interessante aspecto fisico-quimico da proposta acima, relativo &
particdo do peptideo em dois melos, agua e membrana, este estudo €
biologicamente relevante, pois a fase lipidica da membrana celular pode funcionar
como um “catalisador" da interacio peptideo-receptor proteico (Sargent e Schwyzer,
1986; Schwyzer, 1986}, tanto aumentando a concentracéo local de peptideo
proxima ao receptor, como favorecendo uma certa estrutura espacial do hormonio,
necessaria para sua atividade biolégica.

Amando Ito estudou a interacdo peptideo-lipidioc com a técnica de
fluorescéncia, monitorando o proprio peptideo através das alteracoes da
fluorescéncia do triptofano nele presente (Ito e col., 1993; Macedo e col., 1996).
Foram, também, feitos estudos tedricos de modelagem molecular dos peptideos em
solucao, € na presenca de modelos simples de membrana (Jacchieri e Ito, 1995;
Pascutti e col., 1998).

Nés temos investigado a mesma interacao sob um outro angulo: as alteracées
causadas em membranas lipidicas pela presenca dos peptideos. Para isso
utilizamos a analise da RPE de marcadores de spin incorporados as bicamadas.
Como modelo de membrana temos usado vesiculas lipidicas anidnicas de DMPG
(dimiristoil fosfatidil glicerol) ou neutras de DMPC (dimiristoil fosfatidil colina}, com
varios marcadores de spin a elas incorporados {Fig. 1.2). Por outro lado, a

conformacdo dos peptideos em meio aquoso, e em dispersdes anfifilicas, foi

monitorada por dicroismo circular.
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Fig. L2. Representacio esquematica da esuutura de fosfolipidios e marcadores de spin

Paralelo ao trabalho com as melanotropinas, temos estudado as propriedades
da melatonina e de sua interagdo com agregados anfifilicos (capitulo III). Ja ha
algum tempo este hormonio estd presente na literatura de divulgacéo cientifica (p.
ex., Newsweek, Agosto 1995), e na prateleira dos interessados nas novas milagrosas
descobertas relacionadas a busca da juventude. Isto porgue, foi mostrado que a
biosintese de melatonina diminui com a idade, sendo este hormoénio, possivelmente,
wm bom supressor natural de radicais livres (Reiter e col., 1993; Marshall e c¢ol.,
1996; Garcia e col., 1997), estes Gltimos, vildoes consagrados do envelhecimento
celular (apesar de alguns radicais livres participarem em reacdes biolégicas
fundamentais). Além disso, a melatonina tem sido também usada no controle de
Insénia. Ao mesmo tempo, como em geral tem acontecido com as varias "drogas da
moda”’, estudos sugerem que se tenha cautela na ingestiao de melatonina,
apontando efeitos colaterais de excesso de melatonina (p. ex., a desaceleracdo na

renovacdo dos tecidos mucosos, Castrucci, comunicacdo pessoal}, e chamando a
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atencéo para o equilibrio do importante sistema regulador do qual ela participa,
estando sua sintese correlacionada com a producéo de serotonina (ver Fig. I1.1.1),
fazendo parte do relogio bioldgico do organismo (Huether, 1996; Filadelfi e
Castrucci, 1996).

Como no estudo das melanotropinas, o trabalho com este horménio também
surgiu de conversas entre nosso grupo e o da Dra. Ana Castrucci, do IBUSP.
Soubemos por eles que a melatonina teria muitas funcées no organismo (Reiter,
1991}, fora e dentro de células, sugerindo que nem sempre ela necessitasse de um
receptor proteico especifico na superficie das membranas celulares. Na literatura
existia a crenca de que a melatonina seria “insoluvel" em meio aquoso, e portanto,
na corrente sanglinea, fosse transportada por proteinas até as células alvo
(Cardinali e col., 1972). Além disso, pela sua grande hidrofobicidade, era possivel
que a parte lipidica da membrana pudesse ter um papel importante nas suas varias
atividades. Existia uma certa confusao na literatura, pois ao mesmo tempo em que
a melatonina era considerada insolivel em meio aquoso, era sugerido que ela
atravessava a bicamada lipidica, penetrando no citoplasma, e atuando no nucleo
das células como agente antioxidante (Reiter e col., 1993; Tan e col, 1983).

Considerando o quadro acima descrito, resolvemos estudar a interacao da
melatonina com bicamadas lipidicas - a possibilidade dela interagir ¢ alterar a
estrutura de membranas lipidicas, e de atravesséd-las. Para isso utilizamos as
propriedades de fluorescéncia do horménio, e marcadores de spin incorporados as
vesiculas.

Fol ao longo do nosso trabalho com o DMPG como membrana modelo, no
estudo de interagdo hormoénio-lipidio, que encontramos algumas caracteristicas
interessantes deste lipidio, que deram origem ao estudo mais detalhado de suas
propriedades {capitulo 1V). Dispersées de DMPG tém sido usadas por nés, e por
varios outros grupos, como sistema modelo da fase lipidica de membranas
biologicas. Isto porque existe um grande interesse no estudo de lipidios aniénicos,
dado que a maioria das membranas celulares apresenta carga resultante negativa,
sendo esta caracteristica fundamental para a aproximacéo, e posterior interacao
com a membrana dos varios peptideos e proteinas carregados positivamente. Por
outro lacio., a utilizacao de dispersdes de DMPG também é muito conveniente pois
este lipidio apresenta temperatura de transicao de fase principal gel-liquido cristal
(['m) em torno de 20 °C, permitindo facilmente o estudo tanto na fase gel, como na
fase liquido cristal, sem destruicao da molécula de interesse {(peptideo ou proteina).
Mostramos aqui resultados e discussdes sobre a variacdo térmica da estrutura de

vesiculas de DMPG, e sua dependéncia com a forca 16nica do meio. Na
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caracterizacdo de dispersdes de DMPG, além da RPE de marcadores de spin, foi
fundamental a utilizac&o da técnica de espalhamento de luz.

Para complementar as andlises feitas ao longo do trabalhe, um resumo da
teoria de RPE de marcadores de spin, com a citacdo bibliografica relevante, é
apresentado no Apéndice 1, e o cenceito de partigdo de moléculas em agregados
anfifilicos, com os modelos e equagdes aqui usados, esta discutido no Apéndice 2.
No Apéndice 3 mostramos as corregdes que fazemos nas medidas de fluorescéncia,
para amostras que espalham luz, como as dispersoes lipidicas aqui estudadas.
Muitos dos métodos usados estdo descritos ao longo de texto, mas para informacdes
mais detalhadas dos materiais, aparelhos e técnicas empregados, anexamos copias

dos artigos nos quais se baseia o presente trabalho (Apéndice 4).




H. Interacdo de peptideos melanotrépicos com membranas lipidicas

(Parte dos trabalhos de Doutorado de Marcia H. Biaggl, e Iniclac@o Cientifica de Karin A. Riske, IFUSP.
Biaggi e col., 1996; Biaggi e col, 1597}

1. Apresentacao

Vamos discutir aqui algumas alteracdes estruturais e/ou dinamicas
provocadas por dois peptideos melanotrépicos em membranas lipidicas,
monitoradas por RPE. Apresentaremos também dados recentes de fluorescéncia, e
medidas de dicroismo circular dos peptideos em solugdo, € na presenca de
dispersoes de anfifilicos.

O hormédnic a-MSH (Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-
Val-NH,), horménio estimulador de melandcito (melonocyte stimulating hormone}, &
principalmente produzido pela glandula pituitaria, sendo da familia dos peptideos
obtidos por clivagem da proteina precursora POMC (proopiomelanocortin). Na
maioria dos vertebrados, o -MSH é o horménio que regula a pigmentacao, causando
escurecimento da pele. Durante muito tempo, desde sua identificacio em 1955
(Lerner e Lee, 1955), acreditou-se nédo ser muito relevante o papel do o-MSH em
humanos adultos. Nos ultimos anos, uma grande quantidade de trabalho tem
aparecido, apontando as multiplas funcoes deste peptideo, e seus analogos, no
organismo humano, relacionadas, por exemplo, as atividades comportamental e
imunologica, ¢ também a aplicagdes terapéuticas (p. ex., Castrucci e col., 1990;
Lerner, 1993; Abel-Malek e col., 1995).

Na Fig. II.1.1 estdo mostradas as estruturas primarias do «-MSH e de um
analogo, derivado do «-MSH, {Nle4, D-Phe?]-a-MSH, que chamaremos de MSH-I,
onde a metionina foi substituida por uma norleucina, e a L-fenilalanina pelo seu D-
enantiémero. Em varios ensaios biolégicos, este analogo mostrou-se muito mais
potente (chegando a ser 100 vezes mais potente em ensaios com pele de sapo,
Sawyer e col., 1980), e com atividade prolongada, quando comparado com o
peptideo natural. Foi interesse nosso estudar as alteracdes causadas nas
bicamadas lipidicas pela presenca dos dois peptideos, comparando os seus efeitos,
Esse trabalho nos ajudou também a entender melhor as particularidades dos
espectros de RPE de varios marcadores de spin em diferentes bicamadas lipidicas.

Utilizamos como sistema modelo bicamadas de DMPG (anidnico} e DMPC
(neutro] (Lipidios e marcadores de spin estio esguematizados na Fig. 1.2). Nas
concentragoes utilizadas de peptideos, até 20% em moles da concentracao lipidica,

nenhuma altera¢do péde ser observada nas membranas neutras de DMPC.
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.
Considerando que os dois peptideos estdo carregados (igualmente} nas condigdes
aqui usadas {carga ~ +1, ver Fig. 11.1.1), fica evidente que a interagio eletrostatica
tem o papel fundamental de aproximar o peptideo da superficie da membrana,

aumentando sua concentracao local, favorecendo sua interagdo com membranas de
DMPG.

2. Alteracoes na membrana vistas por marcadores de spin de cadeia acila

Efeitos observados com 5- e 12- SASL e 5- e 12-PCSL

A Fig. I1.2.1 mostra os espectros de RPE dos marcadores de spin 5- e 12-
SASL?, derivados de acido estearico, e 5- e 12- PCSIL, derivados de fosfolipidio, em
dispersoes de DMPG?, na auséncia e na presenca dos peptideos. Os espectros
obtidos &s varias temperaturas foram analisados através de medidas do parametro

Amax, que meonitora ¢ maximo de amplitude de interacfdo hiperfina observada no

espectro (Fig. I1.2.2). Optamos por esse parametro empirico, gue contém
contribuicdes tanto de ordem como de mobilidade das cadeias hidrocarbénicas, pela
possibilidade de medi-lo as varias temperaturas. Lembramos que a temperatura de
transicao de fase gel-liquido cristal (Tw) do DMPG € em torno de 20 ¢C {maiores
discussdes em [V). Alguns pontos ficam evidentes na Fig. [1.2.2:

1. Comparando os valores de Amax dos diferentes marcadores em DMPG (o),
observa-se, como esperado, que os marcadores que contém o anel doxil no carbono
5 monitoram uma regido menos fluida da bicamada, apresentando maiores valores
de Amax. E interessante notar que existe também uma diferenc¢a no posicionamento
dos SASL e PCSL marcados no mesmo carbono. Voltaremos a este ponto mais
adiante.

1. Acima da Tw os dois peptideos restringem o movimento das cadeias
hidrocarbonicas (amplitude e/ou taxa) (Griffith e Jost, 1976), diminuindo a fluidez
da bicamada lipidica, aumentando a anisotropia espectral, portanto Amax.

iii. Os marcadores de spin deixam evidente que é maior o efeito causado na

bicamada pelo analogo MSH-I quando comparado ao a-MSH.

! Os nameros designam a posicao do anel doxil na cadeia hidrocarbénica {ver Fig. 1.2}. Os marcadores
derivados de acido estearico, dependendo da temperatura, apresentam uma pequena particdc no meio
aquoso. Portanto, os espectros apresentados aqui sdo o resuitado do sinal cormmposto menoes o sinal do
marcador livre ne meio aguoso, este ultimo obtido na auséncia de lipidio.

2 A nao ser que seja especificado, foi usado 10 mM de DMPG em 10 mM Hepes, pH 7,4, com 1 mol %
(com relacao ao lipidio) de marcador de spin.
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Fig. I1.2.2. Variacio com a temperatura do parametro Amax (ver texto), para diferentes marcadores em
10 mM de DMPG, na auséncia e presenca de 1 mM de peptideo. (Em todos os graficos agui
apresentados os valores sédo médias de, pelo menos, irés experimentos, € 0s erros, sé nac
mostrados quando menores do qgue o simbole, sao desvios médios quadraticos).

. Os peptideos alargam a faixa de temperatura onde se observa a transicao
de fase gel-liquido cristal. Novamente, é maior o efeito observado para o MSH-I.

v. O 5-PCSL parece ser pouco sensivel ds varia¢bes da membrana. Isto pode
ser devido & pouca variacao da fluidez da microregido monitorada por este marcador
{bastante proxima a cabeca polar) e/ou a pouca sensibilidade de seu sinal de RPE
(muito imovel e/ou ordenado) a pequenas variacdes.

vi. Abaixo da T.n o efeito dos peptideos ndo é muito claro, ¢ ndo sera

comentado aqui pois necessita maijor estudo.
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Este trabalho nos levou a uma discussdo paralela, sobre o posicionamento

dos marcadores anfifilicos em bicamadas de DMPG. A posicac dos marcadores
derivados de acido estearico na bicamada lipidica é muito dependente de seu estado
de ionizacdo. Foi mostrado que quando protonados, portanto descarregados, esses
marcadores penetram mais profundamente na membrana, apresentando um sinal
de RPE bastante mais moével do que aquele obtido para o mesmo marcador ionizado
(Ptak e col.,, 1980). A Fig. 11.2.3 compara os valores de Ama obtidos com os
marcadores 5-SASL e 5-PCSL em DMPG e DMPC. E interessante notar que nas
bicamadas de DMPC, neutro, os dois marcadores estdo em posicdes muito
semelhantes {Amax similares), enquanto que em DMPG, negativo, o anel doxil do 5-
SASL esta certamente mais abaixo do que o do 5-PCSL {Anax para o 5-SASL menor

do que Amax para o 5-PCSL}. Concluimos, portanto:

30 b B 5-SASL in DMPC
T0ag O  5-PCSL in DMPC
B O 5-PCSL in DMPG
28 b 41 i ® 5-SASLin DMPG
3%
— 26 L %l . oz
< e
= e 8
< 24 |- ? ; - i % .
2 g
22 b ¢
.
.
20 b b
H 2 H L 1 x i L 1 L
20 25 30 35 40
temperature (°C)

Fig. 11.2.3. Variaclo com & temperatura do parametro Amax de marcadores de spin derivados de acido

estearico (SASL) e fosfolipidio (PCSL), em dispersdes do lipidio anidnico DMPG e do lipidio
neutro DMPC.

i. Para o marcador fosfolipidico 5-PCSL, a fluidez do DMPG é muito
semelhante aquela do DMPC, para temperaturas acima da Th.

. Em DMPC o 5-SASL deve estar carregado, ficando sua cabeca polar na
interface da membrana, dando origem a espectro de RPE muito semelhante aquele
obtido com 5-PCSL, estando, portando, os dois marcadores em posicées muito
semelhantes na bicamada lipidica. Este ultimo, devido a sua cabeca polar, como os

demais fosfolipidios, certamente esta ancorado na superficie da membrana..
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iii. Em DMPG o 5-SASL esta protonado, descarregado, penetrando mais na
bicamada?, apresentando menores valores de Amax.

As conclusdes acima estéo de acordo com os valores de pKa obtidos para os
acidos estearicos em DMPC (pK, ~ 6.5, Ptak e col., 1980}, mostrando que eles estao
principalmente carregados em pH 7.4 aqui usado, ¢ principalmente descarregados
na superficie negativa de vesiculas de DMPG, onde a concentracao de H* deve ser
muito alta (baixo pH local}. Esta discussdo & muito relevante em todo o nosso
trabalho onde marcadores SASL saoc usados. Mostramos agui que em vesiculas de
DMPG os marcadores derivados de acido estearico estio principalmente neutros,
apresentando pouca interacdo eletrostatica especifica com os peptideos catidnicos.
Eles, portanto, devem monitorar a bicamada como um todo, € nao somente as
regides proximas aos peptideos. Certamente a conclusao acima vale para as
condigdes aqui usadas de pH e forga idnica. Entretanto, ela pode ser estendida para
forcas idnicas até 50 mM, sendo que até este valor o espectro do marcador 5-SASL
em DMPG varia muito pouco (resultados nao mostrados).

Quando falamos em posicao do marcador na membrana, estamos falando de
um posicionamento médio, j& que sabemos de sua grande flutuacio vertical na
bicamada lipidica (Godici e Landsberger, 1974; Ellena e col., 1988; Yin e col., 1988).
Nossos resultados estdo de acordo com a maior flutuacioc do marcador nas
extremidades da cadeia (Yin e col., 1988). Isto &, considerando que o SASL esta
posicionado mais no interior da bicamada do que o PCSL, a diferenca entre os
valores {médios) de Amax dos dois marcadores € mais evidente para o nitroxido na
posi¢ao 5 (5-SASL e 5-PCSL) do que na posigao 12 (12-SASL e 12-PCSL) (Fig. 11.2.2),
sugerindo que o marcador no 12¢ carbono "varre” uma regido mais ampla do que o

marcador no 5¢ carbeoro da cadeia,

Efeitos observados com os varios n-SASLs

A seguir mostramos ¢ estudo feito com marcadores de spin derivados de
acido estearico, marcados em diferentes posi¢des da cadeia hidrocarbénica, n-SASL,
sendo n = 5, 7, 9 ou 12. As varia¢des observadas em seus espectros de RPE, na
presenca dos peptideos (Fig. 11.2.4), também foram analisadas em termos das

variagdes do par@metro Am... Na Fig. IL2.5 estdo mostradas as variacées deste

parametro com a temperatura.

3 Recentemente vimos que o marcador derivado do metil éster do acido estearico {(5-MESL) penetra
ainda mais profundamente na bicamada lipidica, provavelmente pelo carater mais hidrofébico do
grupo metila, quando comparado com a hidroxila do 5-SASL.
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Fig. IL2.4. Espectros de RPE de marcadores de spin derivados do acido estedrico, marcados em
diferentes carbonos da cadeia acila (n-SASL) , em 10 mM DMPG na auséncia e presenca
de 1 mM de peptideo (@-MSH ou MSH-I}. T = 40 «C. Varredura total 100 G.

Simplesmente comparando os diferentes marcadores em dispersdes de
DMPG (s}, novamente verificamos que, apesar de suas flutuacdes verticais, eles
monitoram regides de profundidades diferentes: quanto maior n menor Ama:, mais
proximo do centro da bicamada encontra-se o nitréxido (em meédia). Com os varios
marcadores, acima da T, o efeito dos peptideos na estrutura da bicamada lipidica é
mals simples e mais evidente: para todas as posicbes do nitroxido, o analogo

enrijece mais a bicamada do que o peptideo natural.
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Fig. I1.2.5. Variacio com a temperatura do pardmetro Amax, para os marcadores n-SASL n=5,79e
12} em 10 mM de DMPG, na auséncia e presenca de 1 mM de peptideo.

O efeito dos peptideos nas membranas de DMPG foi também quantificado
através do calculo do parametro Ser, para os diversos marcadores, a varias
temperaturas acima de Trm. Como discutido no Apéndice 1 (Eq. Al.15), apesar deste
parametro, como 0 Amsx, também ter uma contribuicdo de ordem e mobilidade, para
marcadores com aparente movimento rapido (Lange e col., 1985), S esta
principalmente relacionado com a amplitude de movimento dos segmentos da
cadeia acila. Além de ficar evidente o maior efeito do analogo MSH-I (Fig. 11.2.6),
observa-se que, enquanto para o a-MSH o efeito é semelhante para os marcadores
nas trés posicdes, 5, 7 e 9, as modificacées causadas pelo analogo sao

principalmente sentidas pelos marcadores 7- e 9-SASL. Este resultado pode estar



14

indicando que o MSH-I penetra mais profundamente na bicamada do que o
peptideo natural, causando um maior efeito na regido do carbono 9 da cadeia do

acido estearico. Por outro lado, o maior efeito observado com o 9-SASL pode

o6y
S5 D =
. ]
. .
v = O
3.4L
4
23
® DMPG
O+ a-MSH D
L4 MSHA @
2.2 ' . : . L !
4 6 8 10 12

n (acyl chain position)

Fig. I11.2.6. Variacédo do parametro de ordem efetive (Seff} (ver texto} com a posicdo do nitréxido na
cadeia hidrocarbénica, para os marcadores n-SASL (n =35, 7, 9 e 12] em 10 mM de DMPG,
na auséncia e presenca de ! mM de peptideo. T = 30 oC.
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Fig. 11.2.7. Variacdo do parametro ASer (Ser relativo ao lipidio puro) com a posicdo do nitréxido na
cadeia hidrocarbdnica, para os marcadores n-SASL (n = 5, 7, 9 e 12) em diferentes
dispersoes lipidicas na presenca de varias moléculas (ver texto). T = 30 oC.
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também estar relacionado com a maior sensibilidade do marcador nesta regiao da
membrana as mudancas na ordem/mobilidade da bicamada lipidica. Voltaremos a
este ponto mais adiante.

Uma meihor analise da extensdo das alteragbes causadas pelos dois
peptideos na bicamada de DMPG, esta mostrada na Fig. 11.2.7, onde comparamos
seus efeitos, através do parametro AS.x (variacdo de S.y relativa ao DMPG puro),
com os efeitos observados em alguns outros sistemas. Deste grafico observamos:

1. O perfil de variacao de ASer com n, para os compostos que se intercalam na
bicamada lipidica, colesterol e zeaxanthin (calculados de Subczynski e col., 1992) é
diferente daquele obtido aqui para os peptideos, os primeiros mostrando um maior
efeito na regido do carbono 12 do acido estearico.

ii. O perfil de variacéo de AS¢r com n, do MSH-I, é muito semelhante aquele
apresentado pela apocitocromo ¢, que sabidamente interage na superficie da
membrana, parcialmente penetrando na bicamada lipidica (calculade de Gorrissen
e col., 1986). Perfis semelhantes podem ser encontrados na literatura com outras
proteinas extrinsecas, que também parcialmente penetram nas membranas (p.ex.,
Sankaram e col., 1989).

1i. O perfil de variagido de ASer com n, para DMPG com excesso de sal, 0.3 M
de NaCl, € muito diferente daquele observado com os peptideos. Isto mostra que o
empacotamento das caudas hidrocarbdnicas observado na presenca dos peptideos
catidnicos ndo é simplesmente um efeito de aumento de blindagem eletronica
devido & diminui¢&o da repuls@o eletrostatica das cabegas polares dos lipidios. E
interessante notar que a presenca de 0.3 M de NaCl aumenta o S proximo a
superficie da bicamada, nao alterando muito, ou até diminuindo, a ordem na regido
central da membrana.

Por outro lado, € interessante observar na Fig. [1.2.8 que o perfil de variacéo
de ASes com n, causade simplesmente por diminuicdo de temperatura da amostra
{esta mostrada a variagédo entre espectros obtidos a 26 °C e 40 oC), para marcadores
incorporados em vesiculas de DMPG, & semelhante aquele obtido com o MSH-I,
sendo que os marcadores de spin nas posi¢des 7 e 9 "sentem" mais a diminuicdo de
movimento das cadeias hidrocarbénicas. (Comparar com a variacéo de h.1/h, para
marcadores livres em solugao, que apesar de ser muito pequena, aproximadamente
cresce com nj. Portanto, a presenga do MSH-I, a maneira como ele interage com a

bicamada, certamente causa maior empacotamento na membrana. Porém, somente

com os resultados mostrados acima, nédo & possivel afirmar que o analogo penetre

mais profundamente na bicamada do que o peptideo natural.
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Fig. I1.2.8. VariacZo de parametros de RPE de marcadores derivados de acido estearico, emn DMPG
(Sen) e tampéao {h+1/ho), com a posigao do nitréxido na cadeia acila {n). As varia¢des foram
calculadas entre amostras a 26 °C e 40 oC,

Nenhum dos marcadores de spin aqui utilizados indicou a presenca de duas
componentes no espectro de RPE, sendo uma mais anisotropica, que pudesse ser
atribuida ao marcador mais imobilizado, préximo ao peptideo. Apesar desta
segunda componente estar presente nos espectros das proteinas extrinsecas
mencionadas acima, em outras proteinas, que também supostamente penetram na
bicamada lipidica, esta componente mais imével néo foi observada (Pérez-Gil e col.,
1995; Ge e Freed, 1993).

E interessante, portanto, comparar noessos resultados com agueles obtidos
com medidas de supresséo da fluorescéncia do triptofano presente nos peptideos.
Usando como supressores os mesmos marcadores de spin aqui utilizados, derivados
de acido estearico e de fosfolipidio, utilizando o método da paralaxe {Chattopadhyay
e London, 1987}, fol encontrado que o analogo MSH-I penetra mais profundamente
na bicamada lipidica do que o hormoénio «-MSH (Macedo e col., 1996}. Apesar das
varias criticas que se pode fazer a este método, questionando-se a validade do
calculo da posicdo do croméforo no interior da bicamada, certamente é relevante
que para o o-MSH os marcadores 5-, 10- ¢ 12-PCSL suprimam pouco, € igualmente,
a fluorescéncia do triptofano no peptideo, enquanto que para o MSH-I a supressao
seja muito maior para os marcadores localizados mais no interior da bicamada
lipidica, 10- e 12-PCSL, do que para o marcador proximo a superficie da membrana,
5-PCSL. Esses resultados vém reforcar a hipdtese de penetracdo mais profunda na

bicamada lipidica para o analogo MSH-I, quando comparado ao horménio o-MSH.
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3. Alteracdes na membrana vistas por um marcador de spin esteroidico

E sempre interessante comparar os efeitos observados com os marcadores
derivados de acidos graxos, que informam sobre o movimento/ordem do segmento
da cadeia hidrocarbénica onde esta ligado o anel doxil, com aqueles observados com
marcadores rigidos, que "véem" a membrana como um todo, como o CSL. Este
marcador tinha sido por nés utilizado em bicamadas ordenadas de DMPG e
colesterol, mostrando efeitos interessantes, por que opostos, dos dois peptideos nas
membranas lipidicas (Biaggl e col., 1993}, Mostramos, também, que somente na
presenca de certas concentracdes de colesterol os peptideos atuam diferentemente
nas membranas {resultados preliminares nao apresentados). Entretanto, o estudo
com DMPG e colesterol em bicamadas orientadas e lipossomos mostrou-se bastante
complexo, ainda necessitando maiores esclarecimentos.

Apresentaremos somente os resultados obtidos com os peptideos em
presenca de lipossomos de puro DMPG. Na Fig. I1.3.1 fica claro que o CSL monitora
alteracdes na estrutura das bicamadas lipidicas, principalmente para baixas
temperaturas. Utilizamos aqui também o parametro Ama.:, medido as varias
temperaturas (Fig. 11.3.2), apesar da incerteza na medida deste parametro para este
marcador de spin em algumas temperaturas. Semelhante ao observado com os
marcadores com cadeias acilas, o aumento do desdobramento hiperfino maximo do
marcador CSL indica que ambos os peptideos diminuem a fluidez da bicamada
lipidica na sua fase liquido cristalina (acima da Tm). E interessante que o CSL
mostra claramente que os peptideos causam significativa diminuicdo da
temperatura de transicdo de fase do DMPG, com maior efeito observado para o
MSH-1. Este resultado indica que o CSL, com sua estrutura rigida, monitorando a
bicamada como um todo, "enxerga’ que os peptideos prejudicam o empacotamento
das cadeias hidrocarbénicas, diminuindo a T, certamente porque penetram na
membrana lipidica. Este efeito & contrario ac que se obtém somente com o aumento
da forca ibnica do meio (Tréauble e Eibl, 1974, e ver 1V), quando a diminuicdo da

repulséo cletrostatica estabiliza a bicamada na fase gel, aumentando a Ta.
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Fig. I1.3.1. Espectros de RPE de CSL em presenca de dispersdes de 10 mM de DMPG, na auséncia e

na presenca de 1 mM de peptideo, abaixo (10 °C) e acima {40 °C) da temperatura de
transicao de fase do lipidio.
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Fig. I1.3.2. Variacfo com a temperatura do parametro Amax de CSL em dispersdes de 10 mM de DMPG,
na auséncia e presenca de 1 mM de peptidec.

Por outro lado, é umportante ter em mente gue o CSL é uma molécula
analoga ao colesterol, e, apesar de usado em muito baixa concentracdo {1 mol % da
concentragédo de DMPG), pode estar modificando o efeito dos peptideos em
bicamada de puro fosfolipidio. Foi observado que o colesterol, mesmo em muito
baixas concentracdes, causa mudangas estruturais em membranas (Subczynski e

Kusumi, 1986). Como mencionado acima, este aspecto do trabalho esta ainda

aberto a novos experimentos.
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4. Alteracdes na superficie da membrana

Usamos o marcador SSL, um anfifilico marcado na cabeca polar (Fig. 1.2),
para comparar as modificacdes que fazem os dois peptideos na superficie de
vesiculas de DMPG.

Semelhante ao obtido com marcadores de spin que monitoram outras regides
da bicamada lipidica, o SSL mostra variacdes da estrutura lipidica com a presenca
dos peptideos (Fig. [I.4.1a). Como esperado, por estar na interface da membrana, a
baixa anisotropia do sinal de RPE do SSL em lipossomos de DMPG indica a alta
mobilidade e baixa ordem desta regido da bicamada. E interessante notar que,
diferente dos marcadores SASL e PCSL, o espectro de RPE do SSL indica rotacao
preferencial em torno do eixo x do nitroxido {ver Apéndice 1), com h.:; > hg. Os
peptideos parecem alterar a simetria de rotacdo da molécula, modificando a relacao
h+i/ho (Fig. I.4.1b). Novamente, o efeito do MSH-I é semelhante ao do «-MSH, mas
em maior escala. Da Fig. I1.4.1b concluimos que o efeito dos peptideos na cabeca
polar de lipossomos de DMPG é semelhante aquele obtido com a diminuicido de
temperatura da amosira, podendo estar associado a aumento de ordem e/ou
diminuicéo de mobilidade da regido da interface. Entretanto, considerando que a
ordem na regido da interface agua/lipidio deva ser muito baixa para temperaturas
acima da Tw, foram calculados tempos de correlacédo rotacional, como descritos por
Marsh {1989}, onde ¢ assumida a inexisténcia de potencial diretor. Os espectros
foram analisados {ver Apéndice 1) de acorde com Bales (1989}, com ajuste de cada
uma das linhas (Halpern e col., 1993). Neste ajuste usamos os parametros
apropriados para rotacgdo preferencial em torno do eixo x (Marsh, 1989), apesar do
MSH-I alterar esta tendéncia do marcador. Os valores dos tempos de correlacio
assim calculados devem ser vistos como valores aproximados, mas importantes na
comparagao dos efeitos dos dois peptideos. Fica nitido na Fig. 11.4.2a que o MSH-I
causa um grande aumento no tempo de correlacgéo rotacional relativo ao movimento
em torno do eixo x, 1/, {compare com o pequeno aumento observado em DMPG
puro, para temperatura decrescendo de 40 oC a 25 <C). Provavelmente nesta
variacdo calculada de t;; estd embutida uma mudanca da direcao preferencial de
movimento. Considerando o modelo simples agui utilizado, com a decomposicao do
movimento do nitroxido em dois eixos, paralelo e perpendicular ao eixo x da
molécula, € interessante observar que os valores de 1, praticamente nao se alteram
na presenca dos peptideos, apesar de mostrarem uma pequena diminuicido para
altas temperaturas (Fig. 11.4.2b). Portanto, o efeito global dos peptideos parece ser

um empacotamento da regido da cabeca polar. Novamente, este efeito é especifico
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da interacao de peptideos com a superficie do DMPG, nao tendo sido observado
simplesmente com o aumento de ions em solucao. O efeito de alta forga 16nica, 0.3
M de NaCl, chega a ser semelhante ao causado pelo o-MSH , mas é ainda muito

menor do que o observado com o MSH-I (Fig 11.4.2).
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Fig. I1.4.1. (a} Espectros de RPE de SSL em disperstes de 10 mM de DMPG, na auséncia e presenca de

1 mM de peptideo, T = 30 oC. (b} Variacao com a temperatura do pardmetro h+1/he, medido

diretamente nos espectros de RPE.
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Fig, I.4.2. Variacaoc com a temperatura dos tempos de correlacio rotacional paralelo {1/} e
perpendicular (1,) ao eixo x do nitrézido {(Apéndice 1}, para SSL em dispersdes de 10 mM
DMPG, na auséncia e presenca de 1 mM de peptideo, e com 3,3 M de NaCl.

E interessante comparar esses resultados com os obtidos com RMN de 2H,
com a utilizacdo de lipidios deuteriados na cabeca polar. O trabalho com RMN foi
realizado na University of Oxford, em colaboracdo com o grupo de A. Watts, onde
foram sintetizados os lipidios deuteriados nas posicdes desejadas. Usamos DMPG
deuteriado nos segmentos a, [§ e v do glicerol da cabeca polar. Foram também feitos
experimentos com lipossomos de DMPC deuteriado nas posi¢des a, 3 sem que
quaiquer alteragdo causada pelos peptideos pudesse ser detectada (Biaggi e col.,
1996). E apontado como vantagem da utilizacdo deste método, com relacdo a RPE
de marcadores de spin, o fato do deutério perturbar menos a bicamada lipidica
original. A alteragdo da estrutura original pela presencga de moléculas repérter tem
sido uma longa discusséo na literatura. Inclusive, com relacao & RMN de 2H, alguns
lipidios deuteriados na cabeca polar n@oc apresentam a pré-transicac de fase,
transi¢céo esta ainda pouco entendida, como mencionado no inicio, relacionada com
a passagem de uma fase gel lamelar para lamelar-ondulada (Ceve, 1991).

Nao vamos discutir aqui em detalhes os experimentos feitos com RMN, mas

simplesmente colocaremos suas conclusdes mais relevantes. As variacdes



22

observadas no desdobramento quadrupolar do segmento «, diminuicdo de a-Avg na
presenca dos peptideos, podem estar relacionadas a pequenas mudancas
conformacionais na regido da cabeca polar, ou, simplesmente, a variacdes na
densidade superficial de carga {Seelig e col., 1987; Marrassi ¢ MacDonald, 1991).
(Nenhuma variagao significativa foi cbservada no desdobramento quadrupolar dos
segmentos B e v}. Comparando com os resultados obtidos com o marcador de spin
SSL, estas pequenas mudancas poderiam acarretar as variagdes de h.i/he
observadas. Por outro lado, a RMN de deutério mostrou que, em peguenas
quantidades, o efeito do MSH-I é bem maior do que o do o-MSH, porém, para
maiores concentracodes dos dois peptideos, as variagbes causadas em a-Avg pelas
duas moléculas sdo muito semelhantes. Portanto, a diferenca seria simplesmente
relacionada a diferentes coeficientes de particdo para os dois peptideos. Resultado
diferente foi obtido com RPE de SSL. Nas condicdées usadas, variando-se a
concentracdo de peptideo até 20 % em moles da concentracdo lipidica, o efeito do
MSH-I € sempre significativamente maior do que o do o-MSH (Fig. 11.5.2). (Mais a
frente vamos discutir particdo usando medidas de RPE). Portanto, aparentemente, a
RPE do SSL mostrou-se mais sensivel do que a RMN de deutério para monitorar
alteragoes na superficie de membranas de DMPG#.

Para avaliar as variagdes na mobilidade da cabeca polar foram feitas medidas
de tempo de relaxacdo spin rede T1. A partir destes valores, para a aproximacéo de
movimento rapido e isotrépico (Brown e col.,, 1979; Davis 1983), tempos de
correlagao para os movimentos répidos segmentares, C-2H, foram estimados (1. ~ 6
ns}. Aqui, novamente, nac se observou diferenca nos tempos de correlacao
associados aos segmentos B e v, mas fol observado um pegueno aumento {~ 20 %)
do tempo de correlag@o do segmento o com a presenca de ambos o0s peptideos.
Novamente, a RMN de 2H mostrou-se menos sensivel do que a RPE do nitroxido

situado na regido da cabega polar dos lipidios (aumento de 7;; > 100 %, Fig. 11.4.2a).
5. Efeitos de diferentes concentracoes de peptideo na membrana

Até agora, nos experimentos de RPE, comparamos os efeitos dos dois
peptideos em lipossomos de DMPG, mantendo fixa a concentracio de lipidio {10
mM de DMPG) e a de peptideo (1 mMj}, de tal maneira que temos 10 % em moles de
peptideo, com relacao a concentracédo lipidica. Apesar desta ser uma concentragao

relativa bastante alta, a concentracdo de peptideo de fato na membrana pode ser

# E interessante lembrar que foi necessario que a concentragio hpidica nos experimentos de RMN fosse
100 vezes maior do que aquela usada em RPE, e a relacio peptideo/lipidioc até 5 %.
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muito menor, dependendo da particdo do peptideo na fase lipidica. Faremos aqui

um discussao preliminar sobre este assunto.
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Fig. I1.5.1. Variac&o com a concentracdo de peptideo do parametro de ordem efetivo {Ser) do 12-SASL

em dispersdes de 10 mM de DMPG, para irés temperaturas.

Na Fig. 11.5.1 mostramos a variacdo do parametro S.r do 12-SASL em
dispersoes de DMPG, para trés temperaturas diferentes, em funcao da concentracio
de peptideo. A concentragao lipidica ¢ mantida fixa em 10 mM, e a concentracio de
peptideo varia até 1 mM. Foi baseado nesta figura, mostrando que ha uma
saturacdo do efeito de ambos os peptideds em torno da concentracao de 0.5 - 1.0
mM, que optamos por trabalhar com 1 mM de peptideo nos experimentos
comparativos mostrados acima. Entretanto, observamos mais tarde que a
concentracdo saturante de peptideo parece depender da posi¢do do marcador de
spin na bicamada. Apesar deste ser um estudo que ainda necessita maior atencao,
na Fig. I1.5.2 mostramos a porcentagem de variacdo dos parametros Amax do
marcador 5-SASL, e h.1/h, de SSL, em 10 mM DMPG com diferentes concentracoes

peptidicas. Vemos que para os dois marcadores que monitoram regides proximas a
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superficie da membrana, até 2 mM de peptideo ndo € atingida a concentragao

saturante, apesar do efeito do MSH-I ser sempre maior do que o do «-MSH.
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Fig. IL5.2. Porcentagem de variagdo de parametros dos espectros de RPE de 5-SASL (Amax) € SSL
(h-:/ho} com a concentracdo de peptideo presente, em 10 mM DMPG. T = 30 oC.

Estimativa da partigdo dos peptideos em membranas de DMPG por RPE de
marcadores de spin incorporados a bicamada lipidica

Para estimar um coeficiente de particio membrana/agua para os dois
peptideos, utilizamos o método apresentado por Lissi e col. (1990), que parte da

definicao de coeficiente de particdo

nv/ Vv Cy

p == prael
nyo/ Va0 Ch,o
onde nv € ny o s&o as concentragdes de peptideo na membrana e no meio aquoso,

sendo a concentragao total de peptideo nir = (nm + Ny,0)- Vm e Vy o correspondem,

respectivamente, aos volumes de membrana e de meio aquoso, sendo que fazemos
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Vi, igual ao volume total da amostra. Vy € calculado assumindo a densidade da
membrana igual a 1 g/ml.

O modelo considera que sistemas com diferentes concentracdes de lipidio e

peptideo, mas que apresentam a mesma porcentagem de variacéo de um dado

parametro que monitora a estrutura da membrana, tém a mesma concentragao de

peptideo na membrana, isto é, mesmo valor de Cu = nn/ V.

a-MSH MSH

5-SASL

ta
o
s

.;:‘!

AAIHEIX [0/0]
]
B3

a, (10° moles)

Fig. IL.5.3. Porcentagem de variacdo de pardmetros dos espectros de 5-SASL (Amax) € SSL (h+1/ho) com

a concentragie de peptideo (nr = nGmero de moles de peptideo em Vyg,o = 80 ul,
corresponde as concentragdes: O; 0,45; 0,6; 0,8, 1,1; 1,5; e 2 mM de peptidec), em
dispersdes de DMPG a diferentes concentraghes (Para Va.o = 80 pl, Vi = 0,27; 0,55,

1,11; e 1,32 ul}.

Na Fig. I1.5.3 estdo mostradas as variacdes dos pardmetros Amax do marcador
5-SASL, e h«1/ho de SSL, para diferentes concentragbées de DMPG e de peptideo.

Segundo o modelo apresentado acima, todos os pontos sob uma linha com a mesma

ordenada na Fig. [.5.3 (por exemplo, as linhas tracejadas desenhadas)
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corresponderiam a um valor fixo de Cu. Para achar K, bastaria usar estes pontos

fazendo um grafico de ny versus Vu . Isto porque

K , portanto np =

P7 (nr—ny)/ Vg0

Cym Cym - Va,0
K

P

+CM'VM

Os graficos de nr versus Vy, obtidos a partir dos pontos sob as linhas

tracejadas, estdo mostrados na Fig. [1.5.4. Valores médios para K;, com os dois

marcadores de spin, foram calculados para os dois peptideos, e estdo apresentados

na Tabela 1.
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Fig. I1.5.4. Graficos feitos a partir dos valores de nr e Vu sob as linhas tracejadas mostradas na Fig.

11.5.3. As retas foram tracadas pelo método dos minimos quadrados, e os coeficientes de

parti¢éo resultantes (ver texto} estao assinalados.

Tabela IL5.1. Valores de coeficiente de particio (Ky) dos peptideos em vesiculas de DMPG, calculados

a partir de marcadores de spin incorporados as membranas (RPE), e variacido da intensidade de

emissao fluorescente dos peptideos (Fluor.).

peptideo K, (RPE)a Kp (Fluor.}
(x 103) (x 10%)
a-MSH 0,33 £ 0,05 295
MSH-I 1,28+ 0,12 42+ 15

aVer texto.
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O modelo discutido € certamente muito simplificado, pois assume que K;
independe das concentracoes lipidicas e peptidicas, néo levando em conta o ntimero
de sitios disponiveis para o ligante (Apéndice 2). Portanto, o modelo descrito acima
deveria ser aceitavel sempre que a concentracdo de peptideo na membrana fosse
muito menor do gue a concentracao lipidica. Apesar deste, talvez, nao ser o caso
para todas as concentracoes lipidicas e pepticas usadas aqui ([peptideo] variando de
0,5 até 2 mM, e [DMPG] variando de 5 até 24 mM), é importante observar que retas
s&do boas aproximacdes para os graficos de nr versus Vy (Fig. I11.5.4).

Também nao € considerada a parte eletrostatica das interagdes entre os
varios compostos presentes. Portanfo, os valores dos coeficientes de particdo
calculados séo valores comparativos para os dois peptideos, que possuem a mesma
carga. Isto €, nao fol considerado que a concentracao peptidica na superficie da
membrana € muito maior do que a concentracao total de peptideoc em solucdo,
devido as cargas negativas na superficie dos lipossomos de DMPG. Também nao é
levado em conta a interacao repulsiva entre os peptideos.

Além das simplificacdes do modelo ja apontadas, ndés encontramos alguns
outros problemas e restricdes quanto a sua utilizacdo, mesmo somente para
comparar as particées do a-MSH e MSH-1. Observamos que, com alguns outros
marcadores de spin, naoc foil possivel a obtencao de retas no grafico nr versus Vu , a
partir de diferentes conjuntos de pontos, que gerassem valores de K, semelhantes

entre si, e, portanto, confiaveis. Esta € uma discusséo ainda ern aberto para nos.

Estimativa da particdo de peptideos em membranas de DMPG por fluorescéncia

{Parte do trabalho de doutcrado de Roberto M. Fernandez em colaboracido com Amando S. Ito, e o

técnico Roberto H. Lopez}

Dadas as questdes colocadas acima, referentes ao método utilizado, demos
inicio ao trabalho de comparar os valores encontrados por RPE com valores obtidos
com a variacao da fluorescéncia do triptofano presente nos peptideos. Esta tultima,
parece ser uma boa técnica para o célculo da particdo de um fluordforo entre dois
meios com polaridades bem diferentes, pois é sabido que a intensidade de
fluorescéncia de uma molécula (e posi¢do da banda de emisséo} é funcdo do meio
onde ela se encontra (Lakowicz, 1983). Apresentamos aqui alguns resultados
preliminares interessantes, onde calculamos a particio dos peptideos por
fluorescéncia, nas mesmas condi¢cdes (pH, forca idnica e temperatura) usadas por
RPE. (Os experimentos foram feitos como descrito em Macedo e col., 1996). A
variagdo da intensidade de fluorescéncia do triptofano presente nos dois peptideos,

com a concentracao de DMPG, I/1nn, esta mostrada na Fig. I1.5.5, sendo Imi 0 valor
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na auséncia de lipidio. Os pontos experimentais foram ajustados com curvas, de
acordo com dois modelos: niimero infinito de sitios de ligacdo (A2.15); numero finito

de sitios de ligacao (A2.7). Estes modelos estao discutidos no Apéndice 2.
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Fig. IL5.5. Variacdo relativa da intensidade de fluorescéncia dos peptideos com a concentracio de
DMPG ne meio (. Os ajustes dos dados experimentais {curvas nos grafices) foram feitos de
acordo com as equacoes citadas do Apéndice 2,

Para os dois peptideos, fica claro que néo podemos considerar o modelo mais
simples, que assume K, constante, mas sim o modelo onde o numero de sitios de
ligagao & restritivo. Portanto, fica dificil a direta comparacao com os dados de RPE.
Entretanto, mesmo se quiséssemos compara-los com os valores de X, obtidos do
melhor ajuste do modelo mais simples, esses valores sao aproximadamente duas
ordens de grandeza maiores do que os obtidos com RPE (Tabela 11.5.1), apesar de

ambos os métodos indicarem maior particdo na membrana para o analogo MSH-I.
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Ainda que, todavia, nao tenhamos uma explicagdo para as diferencas
observadas, € de grande interesse nosso a sua compreensao, nao so pelo estudo
especifico dos peptideos melanotropicos, mas como um procedimento geral de
calculo de particdo de pequenos compostos em agregados anfifilicos. (E bom
lembrar que no estudo de moléculas nao fluorescentes o método com marcadores
de spin, ou marcadores fluorescentes de membrana, sera o tinico disponivel.)
Teremos que levar em conta que as concentracdes lipidicas e peptidicas
usadas para os dois métodos sdo muito diferentes, e descobrir se isto poderia estar
afetando as medidas de particdo. Gostariamos de poder usar um mesmo método em
um intervalo grande de concentracgbes lipidicas e peptidicas. Poderiamos, por
exemplo, usar a metodologia empregada nos experimentos de RPE, porém medindo
a anisotropia de fluorescéncia de uma sonda tipo DPH (difenilhexatrieno). Com esta
sonda esperamos ser possivel varrer um intervalo grande de concentracdes de
DMPG e peptideo. Isto porgue ela € sensivel em muito baixas concentragoes,
permitindo o uso de baixa concentracdo lipidica e, como pode ser irradiada em
comprimentos de onda altos (A = 350 mm), pode-se aumentar a concentracdo de
DMPG sem grandes problemas com a distorcaoe do espectro de fluorescéncia devido
ao espalhamento de radiacdo {ver Apéndice 3).
Para efeito de interpretacdo da constante de particdo k, em termos de
diferenca dos potenciais quimicos intrinsecos do peptideo na dgua e na membrana
(Apéndice 2), sera necessario fazer as correcdes considerando a presenca de cargas

elétricas, tanto na membrana, como nos peptideos.

Podemos destacar dois aspectos importantes do conhecimento das
constantes de particdo dos peptideos na membrana. O primeiro relacionado com a
comparacdo das afinidades do horménio e seu analogo mais ativo com a fase
lipidica. Este aspecto poderia explicar a maior permanéncia do MSH-I em tecidos,
mesmo depois de sucessivas lavagens (Hadley e col., 1985). Ou também, a maior
atividade de MSH-I pode depender, pelo menos em parte, dele estar disponivel em
maior quantidade para seu receptor proteico na membrana.

O segundo aspecto relaciona-se com a utilizagdo dos coeficientes de particao

para o célculo das concentracdes de peptideos que estdo de fato na membrana, e a

partir dai comparar os efeitos dos dois peptideos quando presentes nas mesmas

concentracoes na membrana. Na Fig. I1.5.6 estdo mostradas as variacdes de Amax de

5-SASL em vesiculas de DMPG, na presenca dos dois peptideos, em funcdo da
concentracao de "peptideo ligado”, assumindo-se que suas partigcoes em DMPG sao

dadas pelos valores de K, calculados por RPE (Tabela I11.5.1). O importante resultado
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desta figura é: para a mesma concentracdo na membrana o efeito do MSH-I ainda €

maior do que o do peptideo natural. E importante notar que, caso UsSassemos 0s

valores de K, obtidos por fluorescéncia, esta diferenca seria ainda maior, pois as
constantes de particdo dos dois peptideos obtidas por fluorescéncia sao mails
proximas entre si (Tabela I1.5.1). Este resultado leva-nos a concluir que o analogo
causa maior perturba¢do & bicamada lipidica do gue o peptideo natural, muito
provavelmente porque o primeiro penetra mais profundamente (ou mais
extensamente) na membrana. Isto viria reforcar a discussao que fizemos relativa aos
resultados obtidos com os marcadores a diferentes profundidades (Fig. 11.2.7),

apesar dos questionamentos entao apontados.

Lk B o-MSH

1 s | L | . 1
10 15

mol % bound peptide

Fig. I1.5.6. Variacdc de Amex de 3-SASL incorporado em vesiculas de DMPG com a concentracéo de
peptideo na membrana, estas Gltimas calculadas a partir des dados experimentais da Fig.
I1.5.3, usando os coeficientes de parti¢do calculados da Fig. 11.5.4 (Tabela 11.5.1).

6. Dicroismo circular dos peptideos

Fol nosso interesse complementar os estudos de RPE e fluorescéncia -
referentes as alteracdes da estrutura de agregados anfifilicos pela presenca dos
peptideos, e as modificacbes do espectro de fluorescéncia dos peptideos — com
medidas de dicroismo circular (CD). Esta altima técnica da informacdes sobre as
possiveis conformacgdes dos peptideos nos varios ambientes {(Fasman, 1996).

Na Fig [1.6.1 mostramos alguns resultados obtidos. Vemos que tanto a-MSH
como MSH-1, em solucao (FigI11.6.1a e b), apresentam uma larga banda negativa em
torno de 200 nm, caracteristica de estrutura randdémica. Entretanto, quando

colocados no solvente TFE (2,2,2-triflucroetanocl), um indutor de w-hélice, eles tém
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comportamentos diferentes: o horménio a-MSH muito mais faciimente adqguire a
estrutura de a-hélice (bandas negativas em torno de 208 e 222 nm}. Quando em
presenca de vesiculas de DMPG, ou micelas de SDS, ambos os peptideos mostram
uma ligeira mudanca de conformacdo, com o aparecimento de uma pequena

porcentagem de estrutura B, evidente pela banda negativa em torno de 220 nm (Fig
11.6.1c e d}.
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Fig. 11.6.1. Espectros de dicroismo circular dos peptideos em solucao aguosa, em meios com diferentes
concentracoes de TFE, e em dispersdes de DMPG e de SDS.

Varios estudos sugeriram uma estrutura nao ordenada para o a-MSH em

meio aquoso. Por RMN, Hruby e col. (1988) propuseram a estrutura randémica para

o peptideo natural, e sugeriram que analogos mais potentes tendo a J‘L—Phe7

substituida pelo D-enantidémero, como o MSH-I, tenderiam a estabilizar uma
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estrutura PB. Esta dobra 8 foi identificada com a maior atividade biologica do
analogo, sendo que analogos ciclicos do o-MSH, superpotentes, contendo uma
ponte S-S, foram sintetizados, confirmando a previsdo acima {Hruby e col., 1993).
Entretanto, o espectro de CD do MSH-I em solucdo aquosa nao indica a presenca de
dobra- (3. Podemos somente dizer que a facilidade de adquirir a-hélice é maior para
o o-MSH do que para o MSH-I.

Poderiamos tentar relacionar os resultados de CD com os célculos
estruturais feitos por Jacchieri e Ito {1995; 1998, comunicagéo pessoal), onde foram
considerados os varios rotameros da cadeia lateral do Trp. Foil visto que ambos os
peptideos tendem a apresentar estrutura B, mas a barreira de energia para a
interconversao de diferentes familias conformacionais é muito menor para o «-MSH
do que para o MSH-I Isto explicaria a grande flexibilidade do peptideo natural em
solucdo, inclusive com a possibilidade de formagao de hélice a em solvente indutor
desta estrutura.

Calculos recentes com dindmica molecular (Pascutti e col., 1998} também
sugerem que a estrutura do o-MSH em meio de alta constante dielétrica (g = 80,
agua) seja muito flexivel, sem estabilizac@o de qualquer conformacao particular.
Neste trabalho a bicamada lipidica foi simulada como uma faixa de constante
dielétrica 2 em um meio de ¢ = 80, e 0 método das imagens foi usado para descrever
os efeitos de polarizacdao induzidos nas interfaces pelas cargas atdmicas do
peptideo. Fol encontrado que o a-MSH tem preferéncia pelo interior da membrana
(faixa de & = 2), com a estabilizacdo da regido central do peptideo (posicoes 6 a 9) em
uma conformacao definida, com uma dobra 8 na Arg da posicdo 85 Foi apontado
gue esta mudanca de conformacéo do peptideo, na passagem do meio aquoso para
a membrana, estaria de acordo com as variacdoes de tempo de vida do estado
excitado do Trp observadas por fluorescéncia (Ito e col.,, 1993). Apesar de em
pequena porcentagem, nossos resultados de CD acusam a presenca de dobra p para
as melanotropinas em contato com agregados anfifilicos, embora nao haja distincio
entre os dois peptideos. Este resultado, juntamente com a sugestao da necessidade
de uma estrutura § para a atividade dos peptideos, reforca a idéia da relevancia da
fase lipidica na atividade biolégica dos mesmos, sendo a bicamada um catalisador

gue favoreceria uma determinada conformacao da molécula.

5 E importante ter em mente que no modelo simplificado de dois meios representados simplesmente
por diferentes valores de ¢ {Pascutti e col., 1998), o peptideo penetra totalmente na bicamada lipidica, ¢

que néo € o esperade levando-se em conta seu perfil de hidrofilicidade, e os resultados agui
apresentados de RPE.
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III. Algumas propriedades da melatonina e de sua interagdo com agregados

anfifilicos

(Parte dos trabalhos de Mesirado de Claudio S. Shida e Ernane J.X Costa, IFUSP. Shida e col., 1994;
Costa e col., 1995; Costa e col.,, 1997)

1. Apresentacio

A melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina), sintetizada pela glandula pineal,

é uma molécula derivada do triptofano, relativamente pequena e neutra (Fig.
1I1.1.1).
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Fig. IIL.1.1. Esquema da biosintese da melatonina {Sugden, 1989)
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Ha muitos anos sabe-se gue ela esta ligada ao ciclo circadiano {Reiter, 1980},

tendo maxima producao na auséncia de luz. Como mencicnado na Introducdo, este
hormoénio desempenha miultiplos papéis no organismo, alguns certamente
dependentes de receptores proteicos nas membranas celulares, mas,

aparentemente, também atravessa as membranas e atua no interior das células.

2. Solubilidade da melatonina em meio aquoso

O estudo da solubilidade da melatonina em meio aquoso foi muito
interessante, no sentido de ter sido uma descoberta muito simples, mas relevante
para a compreensdo de propriedades biolégicas deste hormoénio. Como
mencionamos em I, a melatonina era considerada insoliivel em meio aquoso. Sua
preparacao era sempre feita a partir de uma solugéo concentrada onde o horménio
liofilizado era dissolvido em solvente organico, por exemplo etanol, e depois diluido
em tampao aquoso até a concentracdo desejada. Quando comecamos a estudar a
intera¢ao da melatonina com anfifilicos, acreditando que ela fosse insoluvel em
meio aquoso, preparavamos a melatonina juntamente com o anfifilico, da maneira
tradicional de preparo de amostras de anfifilicos com moléculas hidrofébicas: todos
os compostos hidrofébicos sao dissolvidos em cloroférmio; este solvente é
evaporado, sob fluxo de nitrogénio, formando-se um filme na parede do tubo de
ensalo; a amostra € deixada no vacuo por pelo menos quatro horas, para a completa
evapora¢ao do solvente; o filme de anfifilico junto com outras moléculas & suspenso
no tampao aquoso desejado, obtendo-se os agregados anfifilicos com a molécula
hidrofébica no seu interior.

Resolvendo estudar os possiveis agregados formados pela propria molécula
de melatonina, fizemos a preparacéo descrita acima, mas somente com melatonina.
Descobrimos, assim, que a molécula de melatonina nao era insoliivel em meio
aquoso, podendo ser perfeitamente dissolvida até a concentracio de 5 x 103 M em
tampéao hepes, 10 mM, pH 7.4. Mostramos que a solucao de melatonina preparada
por esse método era estavel por mais de dez dias, e que apresentava espectros de
absorcao otica e fluorescéncia semelhantes aqueles apresentados pelas solugdes
preparadas a partir da solubilizagédo do horménio em etanol {Shida e col., 1994). Em
colaboracdo com Ana Castrucci vimos que a atividade biolégica da melatonina
preparada pelo novo método era idéntica aquela apresentada pela molécula
preparada pelo método tradicionalmente utilizado na literatura {Fig. II1.2.1). Ficou,
portanto, mostrado, que a crenca na "insolubilidade” da melatonina em meio
aquoso era devida a dificuldade da solubilizacdo dos microcristais da molécula

liofilizada. Uma vez dissolvidos os cristais, o solvente organico evaporado, e as
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moléculas expostas 4 dgua em um filme fino na superficie do vidro, a melatonina &

bastante soliivel em meio aquoso.

i: Traditional method 223 new method

20 T
1

AN

% lightening response

=10
Control ! Melatonin | Controt § Melatonin Il

Fig. II1.2.1. Efeito em pele de Bufo ictericus {Ferreni e Castricei, 1987) da melatonina preparada pelo
meétodo aqui descrito e pelo método tradicional.

Portanto, sendo solivel em agua, a melatonina pode ser sintetizada na
glandula pineal e transportada pela corrente sangiiinea a todos os tecidos, sem a
necessidade de transportadores profeicos. Além disso, nosso trabalho mostrou a
possibilidade de preparar em laboratério solugdes de melatonina sem gualquer
contaminacdo com solvente organico, o que poderia estar causando problemas em
alguns experimentos bioladgicos (Castrucct, comunicacao pessoal).

Mais tarde, descobrimos que era possivel solubilizar a melatonina
simplesmente deixando o pd de melatonina em meio aguoso no ultra-som de banho,
ndo sendo necessario fazer filmes com o horménio. O trabatho descrito acima foi
publicado em um revista biolégica especializada {J. Pineal Research), onde foi muito
elogiado, exemplificando uma contribuigio simples e relevante que surgiu da

colaboracdo de pesquisadores com diferentes formacoes!.

3. Permeabilidade de bicamadas lipidicas & melatonina

A permeabilidade das células 4 melatonina tinha sido sugerida na literatura
(Reiter
e col,, 1993; Tan e col, 1993} mas nunca demonstrada. Utilizando um experimento
simples de dialise, baseado em metodo descrito pelas professoras do IQUSP, Ohara

Augusto e Ana Carmona-Ribeiro (Augusto e Carmona-Ribeiro, 1989), para utilizacdo

' No trabalho publicado sugerimos que a curras moléculas bislogicamente relevantes, consideradas
hidrofébicas, fosse aplicada a mesma metodologia usada por nés na solubilizacio da melatonina.
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em curso de graduacdo em bioquimica, mostramos gque a melatonina atravessa
bicamadas lipidicas.

Vamos chamar a atencdo para alguns pontos importantes do experimento,
sem entrarmos em todos os detalhes {descritos em Costa e col., 1995). A idéia do
experimento & a utilizagao de dispersdes de vesiculas lipidicas contendo melatonina
dentro e fora das vesiculas. Essa dispersao forma-se naturalmente ao adicionarmos
o solvente aquoso, contendo melatonina, a um filme lipidico. A amostra é colocada
em saco de dialise, permeavel a moléculas pequenas, como a melatonina, e
impermeavel aos grandes lipossomos, e deixada equilibrar em um recipiente
contendo © solvente aquoso, com agitacdo. Caso as vesiculas lipidicas sejam
permeaveis & melatonina, espera-se que depois de um tempo longo, com varias
trocas de solvente do recipiente, atinja-se uma situacdo em que se tenha pouca
melatonina dentro do saco de didlise. O saco de didlise & entdo aberto, os
lipossomos desfeitos com a ajuda de um detergente (usamos SDS), e a concentracao
restante de melatonina dosada por seu espectro de absorc¢ao 6tica ou fluorescéncia.

Por serem muito estaveis, foram utilizados nos experimentos lipossomos de
asolecitina de soja. Usamos como referéncia a impermeabilidade da asolecitina ao
azul de metileno (AM). Na Tabela [I1.3.1 vemos que em torno de 57% das moléculas
de AM ficam retidas nos lipossomos de asolecitina, apds prolongada dialise. Pelo
volume internc dos lipossomos, era este o resultado esperado caso os lipossomos
fossem impermeéaveis & molécula. Na tabela comparamos este resultado com aqguele
obtido com uma amostra de AM em solucdo, sem a presenca das vesiculas, onde
vemos que somente 3% ficaram retidas no saco de dialise. Os resultados com
melatonina mostram que, na auséncia ou presenca de vesiculas, menos de 6% das

moléculas ficam retidas dentro do saco de dialise, indicando que os lipossomos sdo

bastante permeavels 4 melatonina.

Tabela IIL.3.1. Absor¢ao otica do azul de metileno {AM) e da melatonina antes e depois da dijlise.

Amostraz Absorbancia Absorbancia
antes da dialise depois da dialise
AM + asolecitina 0,76 0,43 {(57%)
AM 0,76 0,02 (3%)
melatonina + asolecitina 1,24 0,07 (6%)
melatonina 1,24 0,01 (1%)

aAs absorbancias foram medidas a 50 nm e 290 nm, para o AM e melatonina, respectivamente, com
caminhos oticos de 0,1 cm e 0,5 cm. Os dados mostrados sao os valores médios de trés experimentos.

O experimento descrito acima, mostrando a permeabilidade de bicarmadas
lipidicas & melatonina, sendo também muito simples, veio responder uma pergunta

ha muito feita na literatura de melatonina. Pela sua relevancia para o0s
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pesquisadores da éarea de melatonina, também foi publicado na revista

especializada, J. Pineal Research.

4. Interagao da melatonina com bicamadas lipidicas

(Em colaboracéo com Amando S, Ito)

Desde o inicio do trabalho com a melatonina era nosso interesse estudar
varios aspectos da interagdo da melatonina com bicamadas lipidicas: se, e como, a
melatonina altera a estrutura das bicamadas lipidicas; qual a sua localizacdo
preferencial na bicamada; se, e como, a membrana altera a estrutura da
melatonina; e qual a particao da melatonina no sistema agua/membrana. Algumas
destas questdes estdo respondidas abaixo. {A menos que seja especificado, em todo

o trabalho a melatonina esta em tampao hepes, 10 mM, pH 7.4).

Alteracbes na membrana lipidica vistas por marcadores de spin

Marcadores de spin posicionados no interior de bicamadas lipidicas de DMPC
e DMPG, como o 5- ¢ 12-SASL, o 6-PCSL, e o CSL, tém seus espectros de RPE
muito pouco alterados com a presenca de até 50% em moles de melatonina {com
relacdo a concentracao lipidica — usaremos sempre essa notagao). Uma pequena
diminuicao de Amax f0i observada com os marcadores 5-SASL e 6-PCSL em DMPG
na fase gel em presenca de 20 e 30% de melatonina, indicando uma pequena
fluidificacao da bicamada lipidica com a presenca do horménio. Entretanto, com o
marcador SSL, que monitora a interface membrana/agua, nitidas alteracées podem
ser vistas no espectro do marcador de spin, tanto em DMPG como em DMPC, como
mostra a variacao do parametro h.;/h, (relacao das amplitudes das linhas de campo
baixo e meédio, m; = +1 e 0, respectivamente) na presenca do horménio (Fig. [11.4.1).
I interessante reparar que as alteracdes em hit /ho provocadas pela melatonina
(50%) séao relevantes mesmo quando comparadas as obtidas na presenca do
hormonio melanotrépico o-MSH (10%) (Fig. 11.4.1). {Para comparar as quantidades
de peptideo ¢ de melatonina de fato na superficie da membrana seria necessario a

utilizagao dos coeficientes de particdo das duas moléculas, o que discutiremos mais
adiante).
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Fig. 111.4.1. Variacdo com a temperatura do pardmetro h.1/ho do SSL incorporado em vesiculas de
DMPG ¢ DMPC, para 20 e 50 mol % de melatonina (com relagio ao lipidic). [lipidic} = 10
mM, {SSL] = 0,1 mM.

Sendo a melatonina uma molécula pequena, seria possivel que sua presenca
no interior da membrana lipidica ndo modificasse muito a mobilidade/ordem das
cadeias hidrocarbénicas, principalmente para temperaturas acima da Tm, € caso sua
localizagao fosse na regifdo central da bicamada. {Essa posicdo foi sugerida para
pequenos hidrocarbonetos aromaticos por Sanioto e Schreier, 1975). Portanto, a
melatonina poderia estar proxima ao centro da bicamada e nao alterar muito o
espectro de marcadores de spin no interior da membrana. Entretanto, devido a
significativa variagdo do espectro de RPE do marcador SSL, e as pequenas variacdes
do espectro de fluorescéncia da melatonina em presenca de vesiculas Lipidicas
{mostrado abaixo), pensamos que o posicicnamento preferencial da melatonina seja
na superlicie da membrana lipidica, como sera discutido mais adiante.

A partir dos espectro de RPE do SSL foram calculados os ternpos de
correiagdo rotacional paralelo e perpendicular ao eixo x do nitréxido. Como
discutido no Apéndice 1, este calculo de tempos de correlacdo é uma simplificacao,
onde se assume que o movimento preferencial da molécula seja em torno do eixo x

do nitroxido. Diferentemente da discussao feita com os peptideos melanotrépicos



(Fig. 11.4.2), é dificil afirmar que a melatonina diminui, ou aumenta, a fluidez da
regido da cabeca polar. Isto porque, ao mesmo tempo em que ela causa um
aumento de 1/, tanto em DMPG como DMPC, ela diminui 1, {Fig. lI[.4.2), sendo os

dois efeitos pequenos (quando comparados as variagdes com a temperatura), e

semelhantes.
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Fig. IIL.4.2. Efeito da melatonina nos tempos de correlacdo do SSL, em suspensdes de 10 mM de
DMPG e DMPC, para diferentes temperaturas.

Indicacao do posicionamento da melatonina na membrana lipidica pela variacdo de

seu espectro de fluorescéncia

Na Fig.ll1.4.3 estao mostrados os espectros de fluorescéncia da melatonina
em presenca de excesso de DMPC2 Como visto com o marcador de spin SSL, a
melatonina interage com a membrana tanto acima (30 °C) como abaixo {15 o7} da
temperatura de transicdo de fase do lipidio. Observa-se que a variacdo em seu
espectro de fluorescéncia em presenga do anfifilico é pequena. Em todas as medidas

de fluorescéncia apresentadas neste trabalho (incluindo os espectros da Fig. 1I1.4.3)

2 Mais abaixo serd visto que na concentracio de 2,5 mM de DMPC praticamente toda a melatonina
esta associada as vesiculas.
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foram feitas as correcbes necessarias considerando-se o espalhamento da luz

incidente e emitida (Apéndice 3).

300 330 360 390

A melatonin
ol e + DMPC

00
T

I{au.)

300 330 360 390
A (nm)

Fig. I11.4.3. Espectros de emissdo de fluorescéncia da melatonina (10-5 M} em DMPC (2,5 x 103 M},
para o lipidio na fase gel (18 oC) e na fase liquido cristalina {30 oC}, jex = 260 nm.

Sabendo que a constante dielétrica na membrana lipidica varia,
aproximadamente, de 80, na superficie, até 2, no centro da bicamada, para que
possamos estimar a posigdo da melatonina na bicamada lipidica é interessante
comparar seu espectro de fluorescéncia em DMPC com agueles obtidos em meios de
diferentes polaridades. Na Fig. Il[.4.4a, onde estdo mostrados os espectros de
emissdo da melatonina em diferentes misturas agua/etanol, vemos gue o horménio
¢ bastante sensivel ao ambiente onde se encontra. Na Fig. II1.4.4b estdo as
variacoes de sua intensidade de fluorescéncia (integral sob a curva de emissdo, com
relacdo a fluorescéncia em éagua, I/Imin), € da posicdo do maximo de emissdo, em
funcdo da constante dielétrica do meio. As constantes dielétricas das misturas
agua/etanol, em volume, foram calculadas a partir dos valores tabelados para
diferentes misturas, em peso, de agua/etanol (Hartshorn e col., 1929), com 1,00 e
0,80 g/cm?, para as densidades da agua e etanol, respectivamente. Considerando
que em presenca de excesso de DMPC (Fig.II1.4.3) obtemos I/Inin = 1,25 € Ak ~ 3 nm,
podemos concluir que a melatonina esta, em meédia, localizada proximo & interface
membrana/agua, em regido de constante dielétrica em torno de 75, reforcando a

discusséo feita no item anterior com os marcadores de spin. Esses resultados sio
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também confirmados pela pequena variacdo da anisotropia de fluorescéncia do

horménio em presenca de DMPC (de 0,002 a 0,033 em excesso de DMPC).
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Fig. IIL4.4. (a) Variacdo do espectro de emissao de fluorescénceia da melatonina com a concentracac
relativa Agua/etanol. (b) Dependéncia da intensidade relativa de f{lucrescéncia da
melatonina (area sob a curval, e da variagdo do maximo de emissio fluorescente (AR), com

a polaridade do meio {Imin = intensidade no meio aquoso). As constantes dielétricas (g) dos
varios meios foram calculadas como descrito no texto. ex = 290 nm.

Supressao da fluorescéncia da melatonina por marcadores de spin em diferentes
profundidades da bicamada: um modelo dindmico para o horménio na membrana.

E, em geral, aceito na literatura que, a grosso modo, a posicdo do fluordforo
no interior da membrana pode ser estimada usando-se supressores posicionados
em diferentes profundidades da bicamada: a posicdc do fluordforo serda mais
proxima daquele que for mais efetivo na supressido de sua emissédo (ver, por
exemplo, Lourc e col., 1994; Macedo e col., 1996; e como ja discutido em I1.2, com
relacdo aos peptideos melanotrépicos). Portanto, considerando todos os resultados
experimentais discutides acima, que indicam que a melatonina posiciona-se, em
média, em regido proxima & superficie da bicamada lipidica, ficamos surpresos ao
descobrir que marcadores de spin lipidicos marcados no 12¢ carbono da cadeia acila

sao mais efetivos em suprimir a fluorescéncia da melatonina do que aqueles
marcados no 5¢ carbono (Fig.Ill.4.5).
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Fig. T11.4.5. Supressio da fluorescéncia da melatonina pelos marcadores de spin 5- ¢ 12- PCSL, para
diferentes concentragdes de DMPC. [DMPC]/{PCSL] = 9. kex = 290 nm, hem = 350 nm. 1 =
Imin para [DMPC] = 0.

Lembrando que a melatonina atravessa a bicamada lipidica {II1.3), é
interessante analisar nossos resultados experimentais considerando a flutuacao
vertical dos marcadores de spin de cadeia acila. Foi mostrado que o nitréxido
posicionado no carbono 12 "enxerga" uma regido da membrana bastante mais
ampla do que aquele no 5¢ carbono {Godici e Landsberger, 1974; Ellena e col., 1988;
Yin e col., 1988). Portanto, & possivel pensar que, mesmo a melatonina situando-se
preferencialmente préoxima & interface, como ela esta atravessando a bicamada, o
12-PCSL seria meihor supressor do que o 5-PCSL por varrer uma regido mais ampla
do que o marcador, mais fixo, préximo a superficie (5-PCSL).

Com relacao a distribuicdo média de melatonina na membrana lipidica, com
sua preferencial localizacdo na superficie, podemos fazer uma analogia
extremamente simplificada com uma particula sujeita a um potencial harménico
classico, centrado no meio da bicamada. A particula oscila entre as supetficies da
membrana com uma distribuicdo de probabilidade dada por:

B

1fzfrm/E—(kx2 /2)

sendo B uma constante de normalizacio, k € m caracteristicos da "mola”, e E a

P(x) =

energia total (cinética + potencial). Portanto, a particula &€, predominantemente,
encontrada nos valores maximos de x?, correspondendo as superficies da bicamada.
De maneira mais geral, qualquer potencial com um minimo no centro da bicamada
{devido a interagbes hidrofébicas, viscosas, etc.), poderia resultar em maior

densidade de moléculas de melatonina proxima as interfaces da membrana.
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Particdo da melatonina em membranas lipidicas
A variacdo da intensidade de fluorescéncia da melatonina com a
concentracao de DMPC foi usada para o calculo de uma constante de particdo da
molécula nos dois meios (Apéndice 2}. Como mostrado na Fig. Il1.4.6, a dependéncia
de I/Imin com [DMPC] pode ser bem reproduzida por uma curva dada por A2.15, no

limite para numero infinito de sitios de ligacdo, onde se calcula um coeficiente de

particao K.
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Fig. 111.4.6. Variacdo da intensidade relativa de fluorescéncia da melatonina com a concentracio de
DMPC. Os dades experimentais (¥) foram ajustados por curvas teéricas , como discutido

no texto. iex = 290 nm e kem = 350 nm. I = Iiin para [DMPC] = C.

Como discutido no Apéndice 2, nos casos em que € possivel fazer um bom

ajuste com a equacao A2.15, estamos tratando de um problema simples de particao
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do ligante (melatonina) em dois meios (dgua e membrana), onde podemos usar o
modelo de gas ideal para o ligante nos dois meios. Os valores de K resultantes dos
melhores ajustes dos dados experimentais (Fig. 111.4.6), nas fase gel (15 C} e liquido
cristalina (30 °C) do lipidio, foram (3,1 + 0,5) x 103 e (4,3 + 0,8) x 103. Esses sao
valores bastantes altos, comparados, por exemplo, com o0s encontrados para os
peptideos melanotropicos, depois da correcdo para efeitos eletrostaticos, Ky, » 3
(calculado de Macedo e col., 1996, usando Kp ~ K./0,7 e Ka = 1/nk, como mostrado
no Apéndice 2). Muito menor ¢é também a particAo da melatonina em
cloroférmio/agua, onde encontramos K, » 20 = 3, medindo por fluorescéncia, ou
absorcdo Otica, diretamente o horménio nos dois solventes em contato, para
diferentes concentragoes relativas {(v/v) dos solventes.

Semelhante ao que foi feito para os peptideos melanotrépicos {11.5) também
foi calculado um coeficiente de particdo da melatonina em vesiculas de DMPC,
acima da Twm, com o marcador de spin SSL, usando-se a metodologia de Lissi e col.
(1990}. Como descrito anteriormente, a partir de graficos do efeito causado por
diferentes concentracoes de hormoénio em diferentes concentracdes de lipidio {Fig.
[11.4.7a)}, faz-se um grafico do namero total de moles de peptideo {nr) em funcéo do
volume de membrana (Vu), para uma dada porcentagem de efeito (Fig. Il1.4.7b}, de
onde se calcula X,;. (Para medir o efeito da melatonina na bicamada lipidica usamos
a variacao de h.i/h.}. Considerando 4% e 6% de efeito na Fig. [11.4.7a encontramos
valores de K, que variam de 70 a 100 (Fig. II1.4.7b). Apesar do erro significativo no
experimento, evidente na aproximacéo dos pontos da Fig. [I1.4.7b por retas, o valor
encontrado de K, & duas ordens de grandeza menor do que o obtido com o
experimento de fluorescéncia (Kp = {4,3 + 0,8) x 102 a 30 °C). Obtivemos semelhante
discrepancia entre os valores calculados pelos dois métodos com os peptideos
melanotropicos (II.5}.

Como mencionamos no inicio, seria muito interessante obter um valor

confiavel para K, pois permitiria o calculo da quantidade de melatonina de fato na

membrana (nu) nos experimentos de RPE {Fig. [11.4.1): isto é, quando temos na

amostra 50% em moles de melatonina, qual a relacdo melatonina/lipidio na

membrana que causa o efeito que detectamos?
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Fig, I11.4.7. {a} Porcentagem de variacao do pardmetro h+1/ho de SSL com a concentracéo de peptideo
{nt = nimero de moeles de melatonina em VHzo = 1 ml, corresponde as concentragoes de

melatonina: 2, 4, 6 ¢ 8 mM), em dispersdes de DMPC a diferentes concentrages {para

VHqO =1 ml Vu=6,10, 15 e 20 x 103 ml). {b} Grafice feito a partir dos valores de nr e

Vu sob as duas linhas tracejadas em (a), correspondendo a 4% e 6% de variaco. As

retas foram tracadas pelo métede dos minimos quadrados, e 0s coeficientes de particao
resiiltantes estdo dados.

. . iy /VM
Tendo-se o valor de K;, a partir da equagéo A2.11, K=" - ¢
ny,0/ Vi,0
o V K, Vunr
' = 1 ml, pode- alcular nyy = — .
assumindao HQO L, pode-s€ CauCllar iy I+KPVM

Nos experimentos de RPE a concentracao de DMPC usada foi 10 mM, e a
concentracdo maxima de melatonina , 5 mM (50%). Para 1 ml de volume total,
considerando 1 g/ml a densidade da membrana, Vy = 6,74 x 10 ¥ mlenr = 5 x 10
moles. Obviamente, necessitamos de K; para o céalculo de ny. Deixamos na tabela

abaixo, para compreensdc futura, os resultados obtidos com os dois diferentes
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valores, resultados dos experimentos de fluorescéncia da molécula e RPE de

marcadores de spin incorporados & membrana.

Tabela IT1.4.1. Coeficientes de particao (Kp) resultantes de dois experimentos diferentes, e os calculos
associados do numero de moles de melatonina na membrana (nu)? e da porcentagem (em moles) de
melatonina na membrana com relagéo ao lipidio, para [DMPC] = 10 mM e [melatoninal = 5 mM.

Experimento Ko oty % de melatonina
na membrana
(com S0% na amostra}

Fluorescéncia

da melatonina 4,3x10% 4,8 x 10°% 48
RPE de marcadores de spin

na membrana 85 1,8 x 106 18

a0s célculos estao feitos para v, , =1 mi.

Considerando a discussédo acima, sd6 podemos conchuir que a melatonina
apresenta uma particdo relativamente alta em vesiculas lipidicas, quando
comparada com outras moléculas (ver peptideos melanotropicos), desde que o0s

valores das constantes de particdo sejam obtidos pela mesma metodologia.
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IV. Dispersdes lipidicas carregadas: estudos com o DMPG

(Parte dos trabaihos de Mestrado e Doutorade de Karin A. Riske, IFUSP. Riske e col.,, 1997, Riske ¢
col., 1998)

1. Apresentacao

Apesar do DMPG ser muito utilizado como sistema modelo, surpreendemo-
nos em descobrir que suas propriedades termotropicas né@o eram totalmente
conhecidas. Era sabido que se formavam estruturas especiais em dispersoes de
DMPG incubadas a baixa temperatura ou para o lipidio dispersado em agua {Epand
e Hui, 1986; Gershfeld € col., 1986; Salonen e col., 1989; Epand e col., 1992; Zhang
e col., 1997). Baseado nestas informagdes, em nossos trabalhos sempre utilizamos
vesiculas preparadas no mesmo dia, e tamponadas em pH 7.4. Entretanto, dois
trabalhos na literatura (Salonen e col., 1989; Heimburg e Biltonen, 1994}
mencionavam, sem muito aprofundamento, a existéncia de uma faixa de forga
i6nica e concentragao para o DMPG (preparado no mesmo dia), na qual este lipidio
apresentava um comportamento atipico com a variacdo de temperatura,
caracterizado por calorimetria diferencial de varredura (DSC) como uma larga regiéo
de transicdo (Heimburg e Biltonen, 1994} ou duas transicoes de fase! {Salonen e
col., 1989). A regido entre a temperatura de transicdo principal Tm, € a pos-
transicéo Tpes:, {assim denominada por Salonen e col., 1989} era caracterizada por
baixa turbidez da amostra e alta viscosidade (Heimburg e Biltonen, 1994}
Enquanto a transi¢ao principal de fase estava relativamente bem descrita, como a
transicéo da fase gel (P, lamelar ondulada?), onde as cadeias hidrocarbdnicas estao
estendidas (ligacdes trans) e inclinadas com relagdo a normal a bicamada, para a
fase liquido cristalina (L,, lamelar), muito mais fluida {com varias ligacdes gauche),
nada era sabido sobre a pos-transicdo. Na fase gel a bicamada lipidica esta
altamente empacotada, quando comparada com a fase liquido cristal, apresentando
menor area superficial por cabeca polar de lipidio, sendo que as cadeias acilas
apresentam-se extremamente ordenadas e muito proximas umas das outras,

favorecendo as interagbes atrativas de van der Waals. A espessura da bicamada

i [dentificainos uma transicéo de fase (termotropica) da bicamada lipidica, por um pico na varnacdo da
capacidade térmica medida em funcac da temperatura da amostra. Muitas vezes transigdes térmicas
de fase sdo também identificadas através da varnac¢do brusca de algum parametro experimental gue
esteja moniterando a organizacio das cadeias acila.

2 Apesar de nao estar muito clare na literatura, foi visto que o DMPG apresenta uma pré-transicio, em
temperatura mais baixa do que Tw (Tp = 15.5 ¢C, ver Heimburg e Biltonen, 1994}, a qual é em geral
caracterizada pela passagem de uma fase lamelar ordenada, L,, para uma fase lamelar ordenada
cndulada P, {ver, p. ex., Ceve, 19G1).



48

lipidica € maior na fase gel do que na fase liquido cristalina, e também ligeiramente
malor ¢ a densidade da membrana {para caracterizagdo de lipidios ver, p. ex.,
Gennis, 1989)

Resolvernos invesiigar as propriedades termotropicas do DMPG com
espalhamento de luz, que mede caracteristicas macroscopicas da amostra, e
compara-las com estudos com marcadores de spin, que monitoram regides
especificas, microscopicas, do agregado lipidico. Nos trabalhos descritos abaixo, a
nao ser que seja especificado, DMPG foi usado na concentracdo de 10 mM, e o

tampéo foi Hepes 10 mM, pH 7.,4.

2. Espalhamento de luz

Espalhamento de luz a 90°

Fomos levados ao estudo com espalhamento de luz pois observavamos que as
amostras de DMPG com as quails trabalhavamos nos experimentos de interacao
peptideo-lipidio, eram turvas abaixo de Ty, ficavam quase transparentes acima de
Tm, até uma certa temperatura, onde voltavam a ficar turvas (além da literatura
previamente citada). O espalhamento de luz da amostra a 90° foi medido em um
fluorimetro (Fig. 1V.2.1}, confirmando quantitativamente o que observavamos. E
interessante notar que existem variagdes grandes e bruscas na intensidade da luz
espalhada, tanto em Twm como em Tres (manteremos este nome para a 2z transicio
de fase), sendo as duas transi¢des reversiveis, mas a regido de temperatura mais

alta menos estavel, com Tpes: diminuindo com o tempo de incubacio da amostra.

—O— temp. up

4 ~&-- terap. down
:,f | —8— 1 day inc.
& i —¢— 2 days inc.
251 ‘-
g
3 o
& 2
=
N
cm 1 n
G

0 | ——r—T—T

———— :

10 15 20 25 30 35 40 45
Temperature (*C)

Fig. IV.2.1. Variacio com a temperatura do espalhamento de hiz a 90° para 10 mM DMPG em 10 mM

Hepes pH 7,4. Experimento feito subindo (O) e descendo (@) a temperatura, € com a

amostra mcubada a 35 °C por 1 dia (1) e dois dias {V).
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Tendo o espalthamento de luz mostrado-se uma técnica bastante sensivel

para medidas de temperatura de transicdo de fase resolvemos usé-la na

caracterizacdo de amostras de DMPG em diferentes forcas idnicas. Varias sédo as

informacdes que obtemos da Fig. IV.2.2 e Tabela IV.2.1.

)1

DMPG in
—W—HO
—O~ Hepes
‘5‘4_ —&— + 10 mM NaCl
= Y+ 100 mM NaCl
&
B3+
=]
2
3
w24
—
=
C
3
o 1
o
[ -
0 T i T T T 3 ]

T T .
16 15 20 25 30 . 35 40 45
Temperature { C)

Fig. IV.2.2. Variacio com a temperatura do espalhamento de luz a 90° para 10 mM DMPG em agua e

emn 10 mM Hepes pH 7,4, sem o acréscimo de sal e com 10 & 100 mM de NaCl.

Tabela IV.2.1. Temperaturas de transiclc de fase gel-liquido cristal (Tw} e pos-transicdo (Tpest), para
amostras de DMPG em vérias forcas ibnicas (nj)

DMPG em Il (mM) T (OC] Tpost {OC)
H»>O 0,00252 ~ 16 -
Hepes 4b 18,0 35,0
+ 10 mM NaCl 14 19,5 26
+ 100 mM NaCl 104 22.5 -

anj da agua corresponde a [H*] em pH = 5,6. bni em Hepes corresponde a [Na*] que foi colocada no meio
para o ajuste de pH em 7,4,

i. Como esperado, a temperatura de transicéo gel-liquido cristal Tw, € dependente

1.

da for¢a idnica do meio (n), aumentando para amostras de maior forca idnica.
Este resultado foi obtido com outras técnicas por Ceve e col. {1980), que
mostraram que para 2 M de NaCl a T. do DMPG atinge o valor maximo de 29 oC.
O aumento de Tw ¢ explicado (Jahnig, 1976; Trauble e col., 1976; Cevec e col.,
1980) pela estabilizagdo da fase gel {onde as cadeias hidrocarbénicas estdo mais
compactadas) devido & blindagem das cargas negativas do DMPG pelos ions
presentes no meio, diminuindo a repulséo eletrostatica das cabegas polares.

Observamos que Tps € fortemente dependente da forca idnica do elo,
diminuindo com n;, sendo que nao observamos a pds-transicdo tanto em
amostras com muito baixa for¢a idnica (DMPG em agua), como em amostras com
forca idnica relativamente altas [~ 100 mM de NaCl ou maiores). O perfil de
variagdo da intensidade de luz espalthada com a temperatura de DMPG + 100 mM

de NaCl é muito semelhante ao obtido com dispersées do lipidio neutro DMPC.
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Em ambos os casos, a pequena variacio de espathamento observada em Tw pode
ser atribuida & variacdo do indice de refracdo da amostra n, ou do seu
incremento com a concentracao lipidica &én /8c, na passagem da fase gel para a
liquido cristal {Riske e col., 1997}.

1ii. Disperstes de DMPG em agua (Mille-Q, pH 5,6, n; = 0,0025) espalham muito
pouca luz, em todas as temperaturas estudadas. Voltaremos a discutir este caso
mais adiante.

iv. Resultados semelhantes aos mostrados na Fig. IV.2.1 foram obtidos com DMPG
em tampéao fosfato, mostrando que os efeitos observados nao sio especificos de
Hepes. Alem disso, outros ions apresentaram resultados semelhantes, mas nao
idénticos aos obtidos com NaCl, com pequenas diferencas na temperatura de

pos-transicdo (Riske e col., 1997). Este & um estudo gque ainda necessita maior

atencao.

Espalhamento de luz a varios angulos
(Em colaboracio com Wayne Reed ¢ Mario Politi)

Para melhor compreensao das caracteristicas das particulas presentes nas
amostras nas diferentes temperaturas, foram feitas medidas da luz espalhada por
duas amostras, DMPG em Hepes e em HO, a diferentes angulos, nas trés regides
de termnperatura: abaixo da Tm (15 ¢C), entre Tum e Tpost (22 °C} e acima da Typost (40 °CJ.
O espalhamento de luz foi analisado segundo o modelo de Debye-Rayleigh (ver, p.
ex., Hiemenz, 1984; van Holde, 1971 e referéncias 14 citadas), onde se assume
flutuactes locais de densidade de soluto na amostra aguosa, com interacdes entre
moléculas, expressas na expansado da densidade na série do Virial até o 2¢ termo,
Ay. Como as dimensées das particulas espathadoras nao sdoc muito menores do que
o comprimentc de onda da luz incidente (A}, para considerar as interferéncias de
ondas espalhadas pelos diferentes sitios da mesma particula € necessario a

incorporagéo de um fator de forma da particula, P(g), onde q & o vetor espalhamento

(@ = (4mn/%) sen(®/2)), n o indice de refracdo do solvente e & o angulo de
espathamento):
Ke _ 1 +2A,0 {IV.2.1)
g M )P(g)

Na expressido acima I(q) é a intensidade da luz espalhada em um certo angulo 6, ¢ é
a concentracao lipidica total (g/ml), e, para luz polarizada verticalmente,
K = {4n’n*{en/éc)’) / N, 2%, onde Na é o numero de Avogadro e usa-se para dn/dc
um valor médio ~ 0,12 ml g!. P(g)~1-(q*(R}),}/3 (para q*(R}), << 1), sendo (R?),

um valor medio {z-average) quadratico dos raios de giragdo de todas as particulas
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presentes. Isto porque consideramos um sistema polidisperso formado por varias

espécies de massas moleculares M; e concentracéo ¢; (g/ml), e o que medimos é

1 2 1 (oF 2
M) =—) ¢;M; € (Rgh, = — MRy )
M? =5 Z T (M) Z c ¢ (IV.2.2)
Na aproximacao usada podemos escrever a Eq. IV.2.1
2,2 (IV.2.3)
R
Re __1 (1+q ¢ g>zJ+2Agc
g <(My)) 3
4.0
; T(C)
3.5 - ”2—‘3‘

3.0 +

2.5 ~

2.0

1.5 —

Ke /1{x107)

1.0 +

** 1 prepooo—o—0—o—o-0-00

0.0 —
.0 0.2 0.3 0.6 0.8

sin® (8/2)

N
(o)

i
—
1

—

{0

Fig. IV.2.3. Kc/I (ver Eq. IV.2.3) em funcao do sen?(d/2) (« g2} para 1,0 mM DMPG em 10 mM Hepes

pH 7.4, para diferentes temperaturas.

Na Fig. IV.2.3, onde mostramos a variacdo de Kc/I(q) em funcao de g2
(sen?(6/2)), para DMPG em Hepes, para as trés regides de temperatura - abaixo da
T, entre Tm € Tpose € acima de Tpes: — fica evidente o baixo espathamento de luz entre
Tm € Tpost (23 °C). A equacéo (IV.2.3) foi derivada por Zimm, que desenvelveu um

método de anélise dos dados de espalhamento de luz a varios angulos e varias
concentracdes do soluto, possibilitando o calcule de M), As e <R§ ), (Zimm, 1948).

Os valores extraidos desta analise para as dispersdes de DMPG, nas trés regides de
temperatura, estao mostrados na Tabela [V.2.2. Estes sao valores tipicos, sendo que
variacées de até 100 % foram encontradas, mas a tendéncia nas varias amostras foi
sempre a mesma: abaixo de Tm & acima de Tpes, & massa molecular dos agregados é
maior, € Ay é muito pequeno, ou mesmo negativo, indicando alguma atracio entre
as particulas, e, portanto, agregacdo das vesiculas; entre T, e Tpost, @ massa
molecular diminui, A> cresce indicando repulsao entre as vesiculas; dificil falar algo

sobre o raio de giracéo, pois néo varia muito.
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Tabela IV.2.2. Resultados tipicos do Zimm plot para dispersdes de DMPG, em 10 mM tampéo Hepes
pH 7.4, nas trés regides de temperatura: abaixo de Tm (13°C) entre Tm € Tpost (22 °C) e acima de Tpest (40

oC)
T (oC) (M) (MDa) Az (cm.mol/g?  [R?) " (nm)

13 60 2,0x 106 65
22 15 30 x 106 80
40 40 1,0 x 106 60

Os dados de espalhamento de luz indicam que entre as duas transicoes de
fase as vesiculas repelem-se, resultando em particulas de menor massa, sugerindo
que a forca repulsiva eletrostatica se sobrepoe a atracdo de van der Waals. Isto
parece n&o acontecer para temperaturas abaixo de Tm € acima de Tpost. Este
resultado pode ser explicado com um aumento na densidade superficial de carga
das vesiculas entre Tx € Tpose. O aumento da ionizacédo da superficie da membrana
de DMPG esta de acordo com o aumento da condutividade da amosira nesta faixa

de temperatura, com mostra a Fig. IV.2.4.

o o o
e o (2]
T 1 T

Reduced conductivity

©
(o8]
T

15 20 25 30 35 40 45 50
Temperature ("C)

Fig. IV.2.4. Variacdo com a temperatura da condutividade reduzida (diferenca entre as condutividades

do DMPG e do tampao, dividida pela condutividade do tampéo) de 10 mM DMPG em 10
mM Hepes pH 7.4,

Em agua, o espalhamento de luz de DMPG foi muito pouco intenso nos
varios angulos observados, porém indicou uma forte repulsao entre as vesiculas, de

tal maneira que nao foi possivel usar o método de Zimm para o calculo das

caracteristicas das particulas espalhadoras.
3. RPE de marcadores de spin incorporados em dispersdes de DMPG

Nas varias figuras ja apresentadas neste trabalho (em II e IIJ), onde foram

utilizados diferentes marcadores de spin em dispersdes lipidicas de 10 mM de
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DMPG (em tampéo Hepes 10 mM pH 7.4), a transicdo de fase gel-liquido cristal
pode ser observada através da variacdo com a temperatura de parametros medidos
diretamente no espectro de RPE, sendo mais evidente quanto mais proximo do
centro da bicamada esta localizado o nitroxido. Entretanto, a pos-transicdo nao €

monitorada por qualquer dos marcadores de spin aqui ja apresentados.

6" 6 T T 1 T T T T T
— 16
i 12-PCSL
-|'|- 12 o
B ]
s
e
B o
@
£ .
[
a4
L 1 P 1 1 1
32
1 5-PCSL
30 -
O 2
%
]
= 26
<
DMPG in
24 +H__O
—O— Hepes
29 —— + 10 mM NaCl
—¥— + 100 mM NaCi

] T H T T T T ¥ 4 T i T M T
3 1% i35 20 25 30 335 40 45

Temperature {C)

Fig. TV.3.1. Variacdo com a temperanira de parametros medidos diretamente nos espectros de RPE de
5- 12- PCSL (0,1 mM) em dispersdes de 10 mM de DMPG em diferentes meios.

Na Fig. IV.3.1 mostramos a variagdo da largura de linha do pico
correspondente a my = +1 e o valor do desdobramento hiperfino méaximo, para o 12~
e 5-PCSL, respectivamente. Estes sfo pardmetros que podem ser medidos nos
espectros de RPE a todas as temperaturas, e sua diminuicdo indica aumento de
fluidez da bicamada lipidica, sendo, portanto, parametros interessantes para
monitorar as transi¢cdes de fase. Mais uma vez observamos que os marcadores de
spin monitoram a transicdoc principal mas néo "enxergam” a pos-transicdo. O
aumento da Ty com a forga iénica também fica nitido nas medidas com marcadores
de spin (Fig. IV.3.1), e seus valores, as varias forcas iénicas, sdo muito semelhantes
aos obtidos com espalhamento de luz (Fig. IV.2.2), apesar das transicdes serem
menos bruscas.

Para DMPG em agua, apesar da transicdo de fase monitorada por RPE, pelos

marcadores de spin aqui mostrados, ser bem mais suave do que as transicées para
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as amostras com maior forca idnica, o empacotamento das cadeias hidrocarbdnicas
(monitorado pelos dois marcadores de spin mostrados na Fig. IV.3.1} para todas as
amostras é semelhante tanto em baixa temperatura (10 °C), gquanto em altas
temperaturas {acima de 25 °C). Isto mostra que a concentracao de ions em solucgao
afeta o valor de T,, mas nao altera a estrutura da bicamada lipidica em
temperaturas distantes da transicdo principal de fase. Esta observacao ¢&
interessante, pois tem sido sugerido na literatura que DMPG em agua nédo formaria
vesiculas, mas micelas ou discos (Epand e Hui, 1986). A formacio de agregados
pequenos esta de acordo com nossos resultados de espalhamento, porém os
marcadores de spin indicam a presenca de fase gel a baixa temperatura3, o que s6 é
possivel com a existéncia de bicamada lipidica, com alto empacotamento das
cadeias hidrocarboénicas. Portanto, nossos resultados indicam que DMPG em agua

forma pequenos agregados que apresentam grande repulsdo interparticula, mas que

mantém a estrutura de bicamada lipidica.

4. Modelo de Gouy-Chapman-Stern

Podemos tentar entender os dados de espalhamento de luz e condutividade
mostrados acima, com base no modelo eletrostatico de Gouy-Chapman-Stern {ver,
p. ex., Evans e Wennerstrom, 1994). Este modelo considera a superficie da
bicamada de DMPG como um plano infinito, uniformemente carregado de
densidade ¢ = ea /A, onde e & a carga elementar, o o grau de dissociagéo (ou grau de
ionizacao} do DMPG e A a area por cabeca polar. O grau de dissociacao do DMPG

dependera das constantes de associacao PG - H- e PG- - Na*:

[PGH] K. -. [PGNa]

[PGTIH], " [PGT][Na’],
onde [ ] se refere a concentracdo molar em solucdo e [ |, & concentracéo molar na
superficie do agregado. Esta ultima pode ser calculada a partir da distribuicao de
Boltzman, considerando ¥, o potencial de superficie e [ ]. a concentracdo em
solucao, distante das vesiculas (bulk):

ey e¥,

[H'}, =[H'],e ¥ e [Na’], =[Na*] e X

sendo k a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta. Portanto, o grau de
dissociacao do DMPG sera dado por:

3 5- ¢ 12- PCSL em lecitina de soja & 10 °C, gue esta na fase liquido cristalina, ou em micelas formadas

por diferentes anfifilicos, dao origem a espectros muito mais maveis do que o observado para DMPG em
agua.
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[PG] 1 (IV.4.1)
o = = ity
[PG™]+[PGH] +[PGNa] 1+ (K,[H*], + Ky, [Na"],)e o

Na aproximacao de Gouy-Chapman para potencial alto temos (no MKS):

ses kT &2 a2 ) {IvV.4.2)
¥ =-—In 3 3 J
€ 2x10%ee KTN, A'n;

sendo £ a constante dielétrica do meio, & a permissividade no vacuo e n; a forga
i6nica da amostra {mol/l). Usando as equagoes {IV.4.1) e {IV.4.2) & possivel escrever

uma equacéo para o que pode ser resolvida numericamente:

* * V.43
B’ +0-1=0 com B= ¢ (KNJN“MKH[H}@) tv4.3)

2% 10%gg [ KTN, A? n; n

Apods o calculo de ¢, com a Eq. (IV.4.2) calcula-se ‘Pf cs,

Para o calculo do grau de dissociagdao do DMPGQG, e do potencial de superficie,
necessitamos saber os valores de Kna € Ki. Usamos para Ky o valor de 15,8 M-!, que
fo1 calculado por Toko e Yamafuji {1980}, € também pode ser calculado do trabalho
de Watts e col. (1978). A escolha do valor de Kna € mais complicada, pois na
literatura os valores variam de zero, onde se assume gue ions monovalentes nao se
ligam ao PG- (Trauble e Eibl, 1974; Trauble € col., 1976; Cevc e col., 1980; Copeland
e Andersen, 1982), passando por diferentes valores até 1 M-! (Eisenberg e col., 1979;
Loosley-Millman e col., 1982; Lakhdar-Ghazal e col., 1983; Helm e col., 1986;
Lakhdar-Ghazal ¢ Tocanne, 1988; Tocanne e Teissié, 1990). Na Fig. IV.4.1 esta

mostrado a variacdo de ¥ ® com K., para as fases gel (A = 48 A2} e Hquido cristal

(A = 60 A?2)%, calculado pelas Egs. (IV.4.2) e (IV.4.3}, para n; = 4 mM (corresponde a
10 mM Hepes, pH 7,4). Antes de discutirmos a Fig. IV.4.1, é interessante observar

que, no pH aqui usado, grandes variacbes de Ky nao afetam os valores de o ou
LPOG €S | Além disso, para Kna = 0, 0 lipidio esta praticamente todo dissociado, o =~ 1

{somente devido ao equilibrio PG- + H* <» PGH), variando muito pouco com a area
por cabeca polar {A) ou com a for¢a idnica do meio (ng) {Tabela 1V.4.1), como

esperado para um grupo em um pH distante do valor de seu pK.

* Os valores agui usados de area por cabeca polar foram baseados em Marsh {1974} e Watts e col.
{1981}, Para maior discussfo ver Riske (1997).
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Tabela IV.4.1. Valores do grau de dissociacae do DMPG (0} calculados com a utilizacido do modelo de

Gouy-Chapman-Stern (Eqgs. IV.4.2 e IV.4.3], em diferentes forcas idnicas (ni), e para alguns valores da
constante de associacao PG - Na* (Kna).

DMPG em n; (mM) Kna (M-1) o
gel lig. - crist.
(A=48A2 (A=60A2
Hepes 4 0 0,894 0,996
+ 10 mM NaCl 14 0 0,998 0,999
+ 100 mM NaCl 104 0 1,600 1,000
4, 14, 104 0,3 0,397 0,448
4,14, 104 0,1 0,586
240
j gel (A =48 A"

....... liquid-crystal (A = 60 A”)

[, | (mV}

Fig. IV.4.1. Variacdo do potencial eletrostatico de superficie de Gouy-Chapman-Stern (Egs. IV.4.2 e
IV.4.3} com a constante de associaco PG - Na* {Kxa), para dois valores de area por

cabeca polar {modelando as fases gel e liquido cristal do DMPG), Ku = 15,8 M-l e ni = 4
mM.

Vemos na Fig. [V.4.1 que, se assumimos o mesmo Kv. para as fases gel e
liquido cristal, o potencial de superficie da fase gel sera sempre maior do que o da
fase menos empacotada, isto devido ao aumento de area por cabecga polar para a
fase liquido cristal. Desta maneira n&o explicamos nossos resultados experimentais,
que mostram que vesiculas na fase liquidoe cristal repelem-se mais do que vesiculas
na fase gel, e portanto, segundo este modelo, deveriam apresentar maior potencial
de superficie. Assim, ainda de acordo com o modelo aqui usado, & necessario que a
constante de associacéo PG - Na® da fase liquido cristal seja menor do que a da fase
gel. Por exemplo, se assumimos Ky, = 0,3 M-! para a fase gel, é necessario que Kua
para a fase liquido cristal seja menor do que 0,2 M-! (ver indicacdo na Fig. IV.4.1}.
Reforcando a proposta de Ky, > 0O, temos os resultados de condutividade (Fig. IV.2.4)
que mostram um aumento de ions em solugao para temperaturas maiores que Tm, 0
que nao seria explicado com Ky = 0, pois o ~ 1 (Tabela IV.4.1) antes e depois da

transi¢do principal de fase, {(aqui representada simplesmente por um aumento de
area por cabeca polar).
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Se aplicamos o modelo de Gouy-Chapman-Stern para dispersdoes de DMPG
em agua pura (pH = 5,6, ni = 0,0025, e A = 48 A 2}, chegamos a um valor bastante
baixo para o grau de dissociacido do DMPG, a = 0,12, de acordo com experimentos
com monocamadas (Tocanne e col., 1974; Sacré e¢ Tocanne, 1977). Entretanto,

devido a baixa forca idénica do meio, a magnitude do potencial de superficie & muito

grande, ¥S%® = -313 mV, o que explicaria a grande repulsdo intervesicula
observada por espalhamento de luz.

Toda a discussao que fizemos acima s6 diz respeito & transi¢do principal de
fase, onde sabemos gque existe um aumento da area por cabeca polar do lipidio.
Nada podemos dizer sobre a pés-transicdo, pois ainda nio sabemos muito sobre
possiveis mudancas estruturais que ocorreriam nesta regizo de temperatura.

E importante lembrar que a forca resultante entre duas vesiculas carregadas
€ o balanco de varias interacdes: a repulsao eletrostatica, que discutimos acima,
relacionada com a densidade superficial de carga da vesicula e a forca idnica do
meio (descrita como uma forga entropica, Israelachvili, 1992); a atracdo de van der
Waals; e, a curta distancia, as chamadas forcas de hidratacio e de volume excluido
(LeNeveu e col.,, 1977; Parsegian e col.,, 1991). Neste trabalho tratamos
simplesmente das forcas relacionadas & carga das superficies das vesiculas,
sugerindo que entre Tm e Tpse 2 constante de ligacdo PG- - Na* seja baixa o
suficiente para que exista 0 aumento de potencial de superficie necessario para que
a repulsdo entre as vesiculas seja maior do que a forga de atracio de van der Waals.
Nao podemos, entretanto, descartar outros modelos, nos quais a diminuicdo da
forca atrativa entre as vesiculas em Tm e seu aumento em Tpes: Se€riam os
responsavels pela regido de vesiculas nao agregadas, e portanto, baixo

espalhamento, entre estas duas temperaturas.

5. Superficie de vesicula de DMPG vista por um marcador de spin catidnico
aquo - soluvel

(Em colaboracao com Barney Bales e Otaciro R. Nascimento)

Considerando a discussédo acima, sobre a possivel variacdao do potencial de
superficie de agregados de DMPG em Tw € Tpos, resolvemos usar um marcador de
spin aquo-soluvel, catiénico, que particionasse entre o meio aquososo e a superficie
da membrana aniénica de DMPG, dependendo do potencial eletrostatico da
superficie. A medida da quantidade relativa de marcador na superficie da
membrana, quando possivel de ser feita, informa sobre o valor do potencial da

superficie. Este método é baseado em trabalhos na literatura (Castle e Hubbell,
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1976; Hartsel e Cafiso, 1986, Khramstov € col., 1992; Franklin e col., 1993; Epand ¢
col., 1996; Krasnowska e col.,, 1998), gque usaram marcadores de spin ou
fluorescentes, anfifilicos, carregados, que particionavam na membrana lipidica
dependendo de dois fatores: a afinidade com a parte lipidica e o potencial de
superficie. S&o trés as principais vantagens do marcador aquo-soluvel aqui
utilizado: sua provavel menor mterferéncia na estrutura original do agregado, por
ficar externo a0 mesmo; sua particho na superficie da membrana ser,
aproximadamente, s0 devida & interagio eletrostatica; e a precisio na andlise dos
espectros de RPE, por corresponderem a regido de motional narrowing, € poderem
ser analisados de acordo com o método desenvolvido por Bales (1989) (ver Apéndice
1). Para tornar a analise dos especiros ainda mais sensivel, usamos o marcador de
spin CAT1 deuteriado, dCAT1, para diminuir o alargamento de linha causado por
interacdes hiperfinas nao resolvidas com os prétons vizinhos ao nitréxido, como

mostrado na Fig. A1.3.

50
| - H,0
4.5 — —0— Hepes
40_' ~—&— + 2 mM NaCl
—_ ] —v— + 5mM NaCl
=
5 5 —%—— <+ 10 mM NaCt
Z 30 —&—  + 100 mM NaCl
é .\‘\“"-._
% 20 — / ¥ '
oo 2.0 — ; /
o S
= LSHE g H /
o1 /
1.0 - = /A
A
0.3 = moo—o—w—oﬂp
o0 — -0
0,0

Temperature (OC)

Fig. IV.5.1. Variago com &z temperatura do espalhamento de luz a 90¢ para 10 mM DMPG em
diferentes meios.

Reproduzimos na Fig. IV.5.1 o perfil de espalhamento de diferentes amostras
de DMPG (em agua, em Hepes, e Hepes + 2, 5, 10 e 100 mM NaClj com a
temperatura, algumas delas ja mostradas na Fig. IV.2.2. Observamos que os valores
de Tm para as amostras que aparecem nas duas figuras, {em agua, em Hepes, ¢
Hepes + 10 ¢ 100 mM NaCl), sao idénticos, porém o comportamento na regiao de
Toese € diferente. O interesse na comparacdo esta no fato das amostras

corresponderem a lotes diferentes de DMPG, ambos comprados da Avanti Polar
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Lipids. Nota-se que com o lote mais recente de DMPG (Fig. IV.5.1) obtém-se a pods-
transicdo em torno de 35 °C na presenca de Hepes + 2 mM de NaCl, o que era
observado anteriormente em Hepes puro (Fig. IV.2.2). E importante ressaltar que
espectros de RPE de marcadores de spin incorporados as vesiculas de DMPG néo
mostraram diferencas significativas entre os dois lotes de lipidio. Talvez a
observacdo da diferenca entre os dois lotes esteja relacionada a extrema

sensibilidade da pds-transi¢do a presenca de ions no meioS.

T=10"C T=30°C T=45°C
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Fig. IV.5.2. Espectres de RPE de 0,1 mM de dCAT! {mostrado acima a esquerda), livre em solucao (---)
ou na presenca de 10 mM de DMPG (—}, em agua e em 10 mM Hepes + 2 mM NaCl, para
diferentes temperaturas. Largura total dos espectros 50 G.

Na Fig. IV.5.2 estdo mostrados espectros de RPE do marcador ACAT1, a trés
temperaturas, obtidos na presenca de agregados de DMPG em agua, ¢ em Hepes + 2
mM de NaCl. Para esta ultima amostra, as trés temperaturas correspondem &
bicamada lipidica abaixo da T, entre Tm € Tpos;, © acima da Tm. Estes espectros
podem ser analisados como uma soma de duas compoenentes: um sinal mais movel,
correspondendo ao marcador no meio aquoso, distante da vesicula, e outro mais
imoével relativo ao marcador préximo a superficie do DMPG. Esta decomposicdo esta
claramente mostrada na Fig. 1V.5.3, para o lipidio a 30 °C, onde o espectro mais

maével, correspondendo ac marcador livre, foi obtido com dCATI em Hepes ou agua,

®> Entretanto, os dados mostrados na Fig. IV.5.1 nao se alteram na presenca de 0,1 mM de dCAT1.
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na auséncia de lipidio. A quantidade de sinal livre a ser subtraida é encontrada de
tal maneira que o espectro resultante possa ser um sinal Ginico de RPE, isto é, as
trés linhas (correspondentes a my = +1, 0 e -1) possam ser ajustadas com linhas
Voigt, com o programa desenvolvido por Halpern e col. (1993). Além disso, as linhas

devem ter a mesma area (22 integral), e a mesma largura de linha Gaussiana.

composite spectrum

-

}. {f free component
‘/\/f bound component

|

U

Fig. IV.5.3. Uma tipica subtracéo de espectros: espectro superior foi obtido com 0,1 mM dCAT1 em 10
mM DMPG em Hepes, 30 °C; espectro do meio com 0,1 mM dCAT] em Hepes, 30 oC; e
especiro inferior corresponde ac superior menos o do meio. Os espectros estdo mostrados
nas intensidades relativas reais. Largura total dos espectros 50 G,

Na Fig. IV.5.4 mostramos a particao do marcador entre o meio aquososo e a
membrana lipidica (P = {moles de marcador na superficie da membrana)/(moles de
marcador livre em solucéo)) calculada através da 22 integral dos espectros composto
¢ subtraido. Os valores da particao de dCAT1 em DMPG estdo comparados com os
obtidos com um sistema que n#o apresenta transicées de fase no intervalo de
temperatura estudado, micelas anidnicas de dodecil sulfato de sodio (SDS)6. Para as
temperaturas mais baizas a quantidade de espectro livte a ser subtraida nao é
muito Obvia, devido & semelhanca entre os espectros do marcador livre e na
superficte da membrana. Portanto, os valores de particio encontrados para

temperaturas abaixo de 17 °C devem ser vistos como valores minimos possiveis.

Apesar desta incerteza, existe uma nitida tendéncia do marcador de spin migrar

© SDS foi usado na concentracio de 12,1 mM, na qual se sabe que 8 mM de anfifilico estao livres e 4,1
mM em micelas (Quina e col., 1993). Com concentracdes abaixo da CMC do SDS ([CMC ~ 8 mM}, vimos
gue o dCAT1 nao se liga a mondmercs ou agregados pré-micelares do anfifilico {seu espectro de RPE &
idéntico ao sinal livre}. A particdo para o SDS foi calculada de maneira semelhante & calculada para o

DMPG, através da decomposicao do espectro em dois sinais, um correspondendo ao marcador livre, e
cutro ao marcador na superficie da micela.
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para a superficie do agregado de DMPG na temperatura de transicao gel-liquido
cristal, sendo isto uma forte indicacédo de aumento do potencial de superficie em Ty,
Além disso, também ¢ evidente a diminuicdo de dCAT1 préoximo a superficie da

membrana com ¢ aumento da forca iénica do meio.
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s & SDS
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Temperature (OC)

Fig. IV.5.4. Variacéo com a temperatura dos valores de particio [P = (moles de dCAT1 na superficie da
membranaj/{moles de dCAT1 livre em solugio)] obtidos através do calculo da 2= integral
dos espectros composto e subtraido, para 10 mM DMPG em diferentes meios.

Pode-se notar na Fig. IV.5.4 que os valores de particdo para as amostras com
NaCl estado somente mostrados até uma certa temperatura: 35, 30 e 25 °C, para as
amostras de 2, 5 e 10 mM de sal, respectivamente. Isto porque, a partir destas
temperaturas os espectros compostos de dCAT1 nao podem mais ser simplesmente
decompostos em dois sinais. Na Fig. IV.5.5 mostramos subtracdes (espectro
composto - espectro livre) feitas para as varias amostras, em duas temperaturas, 35
e 40 °C. Fica claro que a 35 °C os espectros de RPE de dCAT1 em DMPG - agua,
DMPG - Hepes e DMPG - Hepes + 2 mM NaCl podem ser decompostos em dois
sinais, enquanto que para o DMPG em concentragdes maiores de sal a subtracio do
espectro livre ndo da origem a um sinal de RPE que possa ser atribuido ao marcador
de spin em um unico sitio. A 40 °C, a decomposicao do espectro de dCAT1 em dois
sinais ja ndo € também possivel para DMPG - Hepes + 2 mM NaCl. E interessante
observar que, para as varias amostras, a temperatura a partir da qual nao é possivel
interpretar o espectro de RPE do marcador de spin dCAT1 como proveniente de dois
sitios, um livre e o outro mais imével, € muito semelhante & temperatura de pos-

transicao destas amostras. Voltaremos a falar sobre isto mais adiante.
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Fig. IV.5.5. Espectros de RPE obtidos a partir de subtragdes de espectros (ver texto), relativos a4 componente ligada do
marcador de spin dCATI, a 35 ¢ 40 °C, em {0 mM DMPG em diferentes meios. Largura total dos espectros 50
G.

Caracteristicas do sitio onde dCAT]1 se localiza

Sempre que foi possivel decompor o espectro do dCAT1 em dois sinais, o
sinal do marcador préximo a membrana foi analisado segundo a metodologia
desenvolvida por Bales (1989), sendo calculado o desdobramento hiperfino
1sotropico (a0} € 0s tempos de correlacéo, paralelo {t;;) e perpendicular (r,) ao eixo de
sirnetria da molécula {ver Apéndice 1, e referéncias 1a citadas). O desdobramento
hiperfino a,, € o tempo de correlagdo ., calculados para as varias amostras de
DMPG, estdao mostrados nas Fig. IV.5.6, onde estdo comparados com os valores
obtidos com o marcador livre em solugcdo e na superficie da micela de SDS
(calculado dos espectros subtraidos). Nao mostramos os valores de 1;; por serem

muito baixos para todas as amostras, € semelhantes aos obtidos com o marcador

livre.
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Fig. IV.5.6. Variacio com a temperatura do desdobramento hiperfino isotrépico {ad) e do tempo de

correlagdo rotacional perpendicular (r,) do marcador de spin dCATI livre em solucdo, em
micelas de SDS e em dispersdes de 10 mM DMPG em diferentes meios.

Devido a sua carga positiva sabemos que é muito provavel que o marcador de
spin dCAT! fique na superficie do agregado de DMPG, ¢ n&o penetre na regiao mais
hidrofobica das cadeias hidrocarbénicas. De fato, os valores de a, {ver Apéndice 1) a
todas as temperaturas, indicam que o marcador esta localizado em regido altamente
hidrofilica (ver discusséo mais abaixo). Abaixo da Tm, como ja mencionado, o sinal é
muito semelhante ao do marcador livre , sendo que somente um pequeno aumento

de 7, mostra que o dCAT] esta ligeiramente imobilizado por estar proximo da
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membrana lipidica. Com a transicio gel - liquido cristal, o marcador penetra mais
profundamente na bicamada, o que fica evidente pela diminuicao de a,, € aumento
de 1, (desloca-se para uma regido de maior hidrofobicidade e viscosidade}. E
interessante comparar o microambiente do dCAT1 em DMPG e em micelas de SDS.
Nestas micelas o marcador encontra-se, em média, em regido mais hidrofobica

{menor &) € mais fluida (menor 1.} do que em agregados de DMPG.
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Fig. IV.5.7. Variacéo do desdobramento hiperfino isotropico (as} com o indice de hidrofobicidade do
meio H {veja texto}, para diferentes misturas metanol/agua.

Pode-se fazer uma boa estimativa da polaridade do microambiente onde se
localiza o marcador de spin, através da comparacéo do valor obtido de a,, com os
valores de a, calculados dos espectros de dCAT1 em meios de diferentes misturas de
metanol/agua. Na Fig. IV.5.7 esta mostrada a variagao de a, do dCAT com o indice
de polaridade do meio H (Mukerjee e col., 1982}, sendo este definido como a razao
entre a concentragao volumeétrica de grupos OH no meio e na agua ([OH] = 55,4 M).
Para diferentes misturas de metanol/agua H foi calculado através da equacao linear
resultante do ajuste pelo método dos minimos quadrados de dados experimentais
(Tabela 1 emn Mukerjee e col., 1982):

H{25 oC) = 0,987 - 0,542 XMeOH
onde XMeOH ¢ a fracdo em peso de metanol presente na amostra. Foi mostrado que
existe uma excelente correlacéo entre H e a constante dielétrica do meio (Mukerjee e
col., 1982). Na Tabela IV.5.1 estac listados os valores de a, calculados dos
espectros de RPE do dCATI, de H, obtidos da Fig. IV.5.7 {a partir dos valores de a,),
e da constante dielétrica ¢ do microambiente onde se encontra o marcador de spin

em cada sistema (livre em agua ou Hepes, na superficie de agregados de DMPG ou
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em micelas de SDS), obtida do trabalho de Mukerjee e col. (1982}, a partir dos
valores de H.

Tabela IV.5.1. Valores do desdobramento hiperfino ao, do indice de polaridade H e da constante
dielétrica g do micro ambiente onde se encontra o dCAT1 em sclucdo, ¢ na superficie de agregados de
DMPG e SDS.

dCAT1 em a, {G) Ha g2
H20O ou Hepes 16,76 1,00 80
DMPG 16,37 0,77 60
SDSs 16,13 0,63 49

2H e ¢ foram obtidos da Fig. IV.5.9, baseado em Mukerjee e col. (1982).

Estimativa do potencial eletrostdtico de superficie de vesiculas de DMPG através da
particdo do dCAT1

O valor do potencial eletrostatico na superficie de vesiculas de DMPG pode
ser estimado através dos valores da particao P (Fig. IV.5.4), assumindo-se o modelo
simples de dois sitios para o marcador de spin (baseado em Castle e Hubbell, 1976).
Na aproximacao de gas ideal podemos escrever os potenciais guimicos do marcador
nos dois meilos, solucéo e superficie do agregado:

Usol = Hosol + KNAT In (Xsot] €  Hsup = Hosup + KNAT In (Xsup) + ZeNaWsup

sendo pe o potencial quimico intrinseco, Ze a carga elétrica do marcador de spin (Z =
1}, & Xeor € Xeup as fragdes molares do dCAT1 em soluc¢éo e na superficie do agregado,
respectivamente. Neste modelo simples de dois sitios, consideramos o potencial
eletrostatico na superficie Wsup = Wo, € zero em toda a solugdo, e assumimos que a
interacéo entre dCAT1 e a superficie da vesicula é de carater unicamente
eletrostatico, assim poo = Uoup. No equilibrio termodinamico, fw = Hsup, pPoOrtanto:

X
RN ET
e X

sel

Considerando que a fracdo Xeup/Xsol pode ser aproximada por
XS“P - nSUP Vsol
X Vo 1

scl sup s0]

onde Nsuyp € Nsa 880 08 numeros de moles de dCAT1 ligados a superficie e em
solucdo, gque podem ser calculados a partir dos valores de P obtidos
experimentalmente. Para o calculo dos volumes fazemos Vg & Vigr € Vaup = (A.N.h),
onde A € a area por lipidio na superficie da vesicula, N o niimero total de lipidios, e

h a espessura da camada na superficie das vesiculas de DMPG onde o marcador de

spin pode localizar-se. Desta maneira,

XSUP P Vso] kT ( ! J
e e 0 T so
XSO] {]‘ - P) Vsup c
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Baseado no modelo descrito acima foram feitos os calcules de potencial de
superficie das amostras com diferentes forcas idnicas (Tabela IV.5.2), para
temperaturas acima de Tm, onde foi assumido T =303 K, A=60A2 , h=5Ae N
calculado para um certo Ve de uma amostra 10 mM de DMPG. Para o SDS foi
considerado que somente 4,1 mM de anfifilico estao formando micelas, comn nimero
de agregacéo 50,6 ¢ diametro 44 A2 (Quina e col., 1995), o que resulta em A = 120
A2, Também fol assumido h = 5 A (Cabane e col., 1985).

Tabela IV.5.2. Calculo do potencial de superficie (¥} de agregados de SDS ¢ DMPG em diferentes
forcas idnicas (i}, a partir dos valores da particéo (P) do marcador de spin dCAT] entre o meio aquoso
e a superficie do agregado, baseado no modelo de dois sitios descrifo no texto.

Sistema n; (mM]) P o (mV)
DMPG em
agua 0,1 0,95 -242
Hepes 4.0 0,75 -194
+ 2 mM NaCl 6,0 0,60 -176
+ 5 mM NaCl 9,0 0,40 -1534
+ 10 mM NacCl 14,0 0,25 -136
SDS em agua 0,80 ~-225

Como esperado, existe uma diminuicao do médulo do potencial de superficie
com a concentracéo de sal. E importante notar que s6 é possivel medir valores para
a particao P no intervalo 0,10 - 0,95, o que limita o intervalo possivel de medida de
potencial de superficie, com o método aqui usado, para 108 mV < | ¥, | <242 mv
{para 10 mM DMPG]. Isto fica claro no caso de 100 mM de NaCl, quando
observamos que P = 0, o que poderia corresponder a | ¥, | =100 mV, como sugerido

anteriormente {Cevc e col., 1980; Riske e col., 1997).

Comparacao com os potenciais eletrostdticos calculados pelo modelo de Gouy-
Chapman-Stern
Na Fig. IV.5.8 estdo mostrados os valores de | ¥, | listados na Tabela .52,

em funcdo da concentracdo de sal. As linhas tracejadas correspondem a duas
tentativas de ajustar estes valores com a equacdo de Gouy-Chapman-Stern (Eq.

IV.4.2); para Kxa = 0,13 e 0,62 M7, correspondendo a a = 0,55 e 0,37,
respectivamente?. Como ja discutimos, ‘I‘fcs € bastante dependente da constante

de associagdo PG™ - Na~ sendo que fica claro na Fig. IV.5.8 que nao existe um valor

unico de Kxa que ajuste bem este potencial com os valores obtidos das medidas de
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particéo. Apesar dos valores dos potenciais obtidos com as duas metodologias serem
semelhantes, a variacdo do potencial de superficie com n; obtida através das
medidas de particao do dCAT1, & muito maior do que aquela obtida com o modelo
de Gouy-Chapman-Stern. Esta discrepancia talvez possa ser atribuida as varias
aproximacbes usadas no modelo de Gouy-Chapman-Stern, como a distribuicio
uniforme de cargas, o cardter pontual das cargas eclétricas, a variacio brusca de
constante dielétrica na superficie do agregado {usamos ¢ = 80 em todo meio, apesar
de sabermos, por exemplo, que o dCAT1 esta localizado em regido de ¢ = 60). Além
disso, €& 1importante ressaltar que estamos trabalhande em forgcas ibnicas
relativamente baixas, onde podem existir interagdes eletrostaticas entre as
vesiculas, ndo sendo mais correto o modelo que considera o potencial zero no

infinito. Por outro lado, também néo se pode descartar imprecisdes no calculo de

¥, baseado nas medidas da partigdo do marcador de spin, € no modelo de dois

sitios aquil usado.

150 3 ~

o, mv
s

160 ~ ~-

1405 T~

0 2 E] ) H [T F O PO T
n, (mM)

Fig. IV.5.8. Variacdo do potencial eletrostitico de superficie com a forca idnica do meio: (M) valores
calculades a partr da particdo P (ver Fig. IV.5.4), com o modelo de dois sitios; [~---- )
curvas tedricas baseadas modele de Gouy-Chapman-Stern, para dois diferentes valores da
constante de associacdo PG~ - Nar.

Para DMPG em agua o valor de ‘¥, que encontramos com dCAT] {- 242 mV)

#

deve ser comparado com o potencial de Gouy-Chapman-Stern calculado para n;

0.1 mM (¥;°° =- 276, a = 0,39), devido & presenca de 0,1 mM de dCAT1, e nao

il

valor encontrado anteriormente, em agua pura fn; = 00,0025, ‘Pf €S = 313 mV, o

7 Apesar de o ser funcio da forca idnica do meio {Eq. IV.4.3) para os valores de pH e n aqul usados,
{H*L, << i, e |Na-], ~ r;, portanto o fica efetivamente independente de n;.



68
0,12). Apesar do menor potencial de superficie em presenca do marcador catidnico,
a repulsdo intervesicula ainda parece ser suficientemente grande, dando origem a

baixo espalhamento de luz (Fig. IV.5.1).

Nenhuma evidéncia de fusao entre as vesiculas

E importante notar que a inica informacao que obtivemos com dCAT1 sobre
as modificagdes que acontecem nas dispersdes de DMPG em Tpos, fo1 a indicacao da
presenca do marcador de spin em mais de dois sitios, nfdo sendo possivel o calculo
de uma particao?, potencial de superficie, ou analise da superficie dos agregados,
como fizemos para temperaturas abaixo de Toe. Principalmente na tentativa de
entennder melhor as alteragbes na poés-transicao, fizemos um experimento para
testar se havia fusdo das vesiculas de DMPG na pés-transicéo, ou em qualquer
outra temperatura. Para isso usamos o marcador de spin fosfolipidico 16-PCSL, que
praticamente ndo particiona em meic aquoso, incorporado em vesiculas de DMPG
em concentracdo alta o suficiente para apresentar um espectro de RPE alargado por
interagcao de troca spin-spin (3 % da concentracédo lipidica, em moles). Um certo
volume desta amostra fo: dissolvido em um volume trés vezes maior de uma
amostra de DMPG (mesma concentracéo) sem o marcador de spin. Portanto, no caso
de fusao entre as vesiculas, a largura das linhas do espectro do marcador de spin
deveria diminuir, acusando a diminui¢ao da concentracédo de marcador por vesicula,
portanto de troca entre os spins. Nao observamos qualquer mudanca significativa
no espectro de RPE do 16-PCSL, durante a seguinte variagéo de temperatura: 1h a
259°C, 1h a 40 °oC, 1h a 17 °C e novamente a 25 °C. Isto indica que nenhuma das
duas transicoes de fase, transicéo principal ou a pos-transicdo, fazem com que os
marcadores de spin redistribuam-se em todas as vesiculas presentes, o que seria

esperado caso ocorresse fusdo entre as vesiculas.

6. Alguns resultados preliminares com dCAT1 monitorando interacido peptideo-
lipidio

(Também relacionado ao trabalho de douterado da estudante Rozane de Fatima Turchiello)

Resolvernos usar a metodologia apresentada acima, com o marcador aquo-
solivel dCATI1, para estudar as possiveis alteracées na superficie da membrana de
DMPG causadas pela presenca de peptideos que interagem com a bicamada lipidica.

Usamos a bradicinina, um peptideo de nove aminoacidos, que no valor de pH que

# Temos indicacio de que a particdo do dCATI na superficie da vesicula de DMPG nao muda para
temperaturas acima de Tpost. ISto porque, apesar do espectro resultante da subtracio nio corresponder

a4 um so sinal de RPE jver Fig. 1V.5.5}, a gquantidade de marcador subtraida {22 integral) & muito
semelhante dquela usada para temperaturas logo abaixo de Trost.
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trabalhamos, 7,4, apresenta duas cargas positivas nas extremidades devido a
presenca de argininas {Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg). Com marcadores de
spin anfifilicos j& mostramos que este peptideo interage com a membrana hipidica,
alterando a estrutura da bicamada, para temperaturas entre O e 45 °oC (manuscrito
em preparacao).

O experimento com bradicinina & feito de maneira semelhante ao
experimento comm DMPG puro: dispersoes de 10 mM DMPG sao formadas a partir de
filmes secos de DMPG agitados em presenca de 0,1 mM dCAT1 e 1 mM bradicinina
em tampao 10 mM Hepes + 2 mM de NaCl, pH 7,4. Os espectros de RPE do dCAT1
também pareceram ser compostos por pelo menos dois sinais, e, como discutide no
item anterior, subtracdes foram feitas na tentativa de analisa-los como uma soma
de duas componentes, uma correspondente ao marcador livre em solucdo e ocutra

devido ao marcador na superficie da vesicula de DMPG.

25°C 35°C

DMPG + Hepes + 2 mM NaCl;

i H :
W TR IO SV PR e I o v
}"‘ {k L bradicinina

45 °C Jf 50 °C
i ;
| n |
J ﬂ_," DMPG + Hepes + 2 mM NaCle
\r/ }f e i g .
- /Jﬁh 1\} e ; "+ bradicinina et
¥

Fig. IV.6.1. Especiros de dCAT1 (C,1 mM) resuitantes das subtracdes do sinal do marcador livre em

Hepes dos espectros do marcador em presenca de suspensdes de 10 mM DMPG + 2 mM
NaCle 10 mM DMPG + 2 mM NaCl + 1 mM bradicinina.

O primeiro resultade interessante gue surgiu deste trabatho foi que,
diferentemente do DMPG + 2 mM de NaCl, ou com maiores concentracées de ions
(Fig. IV.5.5), com a bradicinina é possivel decompor os espectros como uma soma de

duas componentes, a todas as temperaturas, incluindo acima da pés-transicao do
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DMPG. Na Fig. IV.6.1 mostramos os espectros obtidos das subtracdes, para as
varias temperaturas, correspondendo, portanto, ao marcador proximo a bicamada
lipidica, para DMPG + 2 mM NaCl, na auséncia e presenga de bradicinina. Fica
evidente que na presenca do peptideo, para todas as temperaturas, o sinal
resultante da subtracio [espectro composto - espectro livre] pode corresponder ao
marcador de spin em um sd sitio [superficie da membranal, o que néao é verdade
para a amostra de DMPG + 2 mM NaCl a 45 e 50 °C, como j& tinhamos mostrado
(Fig. IV.5.5). Além da constatagdo da mudanca provocada pelo peptideo nas
dispersdes de DMPG, néo temos explicacbées para o resultado mostrado acima. E

necessario, por exempio, verificar se a pos-transicdo continua presente no DMPG

com bradicinina.

9.7+ [ DMPG + Hepes + 2 mM NaCl T
iQ + bradicinina év TT -
. DMPG+ Hepes+SmMNaCl | L Aol 77 [ |
0.6 T%iu?gigu i
R -
oo - i =
o5 Iy 11 0| ¢ ®
51 g b i =
P -‘-Eil ® s e o
T g . !
0.4 = . ‘. R
T® en ®
¢34 T T -i-m Ao
LT A
0 ®
re®
0.2 4 - s 1 . NS
édm
= ee
0.7 — T T T H T
Q 1¢] 20 30 40 50

Temperatura {"C)

Fig. IV.6.2. Variacdo com a temperatura dos valores de particéo {P = {moles de dCAT1 na superficie da
membrana)/{mecles de dCAT1 livre em sclucgdo)} obtidos através do calculo da 22 integral
dos espectros composto e subtraido, para trés amostras: 10 mM DMPG + 2 ¢ +5 mM de
NaCl e 10 mM DMPG + 2 mM NaCl + 1 mM bradicinina.

Calculos de particédo do dCATI, semelhantes aos ja mostrados (Fig. 1V.5.4),
foram feitos em presenca de DMPG + 2 mM NaCl + 1 mM bradicinina. Na Fig. IV.6.2
esta mostrado que os valores de P obtidos na presenca do peptideo estdo entre os
valores obtidos com DMPG + 2 ¢ 5 mM NaCl {reproduzidos da Fig. IV.5.4). A partir
do valor de particdo do dCAT1 obtido em presenca de bradicinina, e usando o
mesmo modelo de dois sitios discutido no item anterior, calcula-se o potencial
eletrostatico da superficie da vesicula de DMPG. Observamos que este valor
corresponde ac ¥, que obteriamos com DMPG + 8 mM de NaCl {Fig. IV.6.3), como se
a presenc¢a da bradicinina fosse equivalente ao acréscimo de 2 mM de NaCl ao meio

(que ja contém 6 mM devido ao tampao usado, 10 mM Hepes + 2 mM NaCl). Uma
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interpretacdo preliminar pode basear-se na hipotese de que as duas cargas da
bradicinina, as duas argininas das extremidades, apresentam comportamento
semelhante a dois ions de Na*, inclusive com constante de associacdo semelhante &

do sodio. Este também é um trabalho a ser mais desenvolvido.

240 - a
220
E 200
= o DMPG + 2 mM NaCl
=% 130 4 + 1 mM bradicinina
= =}
160 = L
|
140 O
120 T T
0 10 15
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Fig. IV.6.3. Variacdo com a forca idnica do meio do potencial eletrostatico de superficie de vesiculas de
DMPG, calculado a partir dos valores da particdo P, com o modele de dois sitios descrito
no texto, para amostras de 10 mM DMPG em diferentes meios (agua, 10 mM Hepes + 0, 2,
5 e 10 mM NaCl, correspondendo a valores de forga idnica ni = 0,1; 4; 6; 9 e 14 mM,

respectivamente) ¢ 10 mM DMPG em 10 mM Hepes + 2mM NaCl + 1 mM bradicinina
(assumindo ni = & mM).

Com relacdo as caracteristicas da regifo da superficie da bicamada de DMPG
monitorada pelo dCAT1 em presenca de bradicinina, vemos na Fig. IV.6.4 que o
microambiente onde se encontra o marcador apresenta polaridade bastante maior
(mator valor de ao} e viscosidade um pouco menor (1. menor) do que aquele visto
pelo marcador em DMPG para as varias forcas iénicas. Para comparacao,
reproduzimos na Fig. IV.6.4 somente os valores obtidos em DMPG + 2 mM de NaCl
pois os valores em maiores forgas idnicas séo muito semelhantes (ver Fig. 1V.5.6).
Ainda para comparacao, incluimos os valores de a, e 1, do dCAT1 livre em solucéo.
Em presenca do peptideo o valor de a, (16,6 G a 25 oC} corresponde a uma regido de
indice de polaridade H = 0,9 (ver Fig. IV.5.7), muito préximo de 1,0 obtido para agua
pura.

E interessante notar que o efeito de aumento de a, & significativamente maior
do que o de diminui¢do de 1, , indicando que, na presenca do peptideo, o dACAT1
monitora uma regiac wm pouco menos empacotada, mas muito mais polar. Este
resultado deve ser correlacionado com as informacdes que temos para os peptideos
melanotropicos, que mostram que a presenca destas moléculas na superficie da
bicamada empacota esta regido como um todo (Fig. [1.4.2). Portanto, o fato do dCAT1

proximo a superficie de vesiculas de DMPG estar mais livre na presenca da
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bradicinina, deve estar informando que ele esta, em média, em uma regido um
pouco mais externa do que aquela em que ele se encontra na auséncia do peptideo.
O grande aumento de a, traz uma informacdo importante para a discussio mais
geral do perfil de polaridade na superficie de membranas. Ou a polaridade da
superficie varia muito com pequenas variacdes de profundidade, ou o peptideo é o
responsavel por esta grande variacdo, pois traria consigo muitas moléculas de agua.

O interesse em discutir aqui estes resultados preliminares estd na
apresentacado de um exemplo onde a utilizacdo do método desenvolvido com o

marcador de spin dCAT], catiénico, agquo-solivel, pode ser muito informativa.
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Fig. IV.6.4. Variacdo com a temperatura do desdobramento hiperfino isotropico {as) e do tempo de

correlacéo perpendicular (r;) dos espectros de RPE do dCAT1 (0,1 mM) livre em solucéo,
em 10 mM DMPG + 2 mM NacCl sem e com 1 mM bradicinina.

~ 7. Resultados preliminares com 16-PCSL em dispersdes de DMPG

{Em colaboragio com Barney Bales e Otaciro R. Nascimento, e também parte dos trabalhos dos
estudantes Roberto M. Fernandez e Rozane F. Turchiello)

Na seqliéncia de apresentacdo de dados preliminares, ainda nio muito bem

compreendidos, mas interessantes, estdo mostrados aqui alguns resultados obtidos
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com o derivado de fosfolipidio, marcado no carbono 16 da cadeia acila, 16-PCSL,
incorporado em dispersdoes de DMPG. Semelhante ao obtido para os outros
marcadores de spin, a variagdo dos espectros de RPE deste marcador com a
temperatura, mostra a transicdo de fase gel-liquido cristal do lipidio. Como
esperado, os espectros s&o mais moveis do que aqueles obtidos com o 12-PCSL, por
monitorarem uma regido mais central da bicamada lipidica, portanto mais fluida, e
também devido & maior amplitude de movimento da extremidade da cadeia
hidrocarbénica. O que nos surpreendeu foi a forma de linha observada para
algumas amostras, em um certo intervalo de temperatura. Na Fig. IV.7.1 estéo
mostrados os espectros de 16-PCSL incorporado em dispersdes de 10 mM de DMPG
em diferentes forcas ibnicas, a 25 °C. Observamos a presenca de dois picos na
regido de campo alto para as amostras que estao na regiao de baixo espalhamento,
ou seja DMPG em HzO, Hepes, e Hepes + 2 e +5 mM da NaCl (ver Fig. IV.5.1}. Para
Hepes + 10 mM de NaCl, 25 oC é uma temperatura limite entre as regides de baixo e
alto espathamento de luz. Para as amostras que espalham muita luz, como DMPG
em Hepes + 100 mM de NaCl ou DMPC em Hepes, o espectro é tipico de marcador
no regime de movimento rapido, com trés linhas diferentemente alargadas pelo
movimento (Apéndice 1).

Observamos que os dois picos em campo alto também estio presentes em
espectros de 16-SASL incorporado nas mesmas amostras, mas praticamente nao
sao vistos com 16-MESL (Fig. 1V.7.2}. Este resultado é interessante, pois confirma
outros dados que termnos (ndo apresentados) que mostram que os marcadores MESL
penetram mais profundamente na bicamada lipidica do que os PCSL e SASL.
Portanto, talvez devido a regizo da membrana onde eles se situam, o 16-PCSL e o
16-SASL estao dando uma informagéo extremamente particular sobre as dispersdes
de DMPG.

A grande motivagao que tivemos na utilizagao dos programas de simulacéao de
espectros de RPE, para regido de movimento lento, ef/ou com alinhamento
preferencial das cadeias acilas, desenvolvidos pelo grupo de Cornell, liderados por
Freed (ver Apéndice 1), foi o interesse na analise dos espectros mostrados na Fig.
IV.7.1. A questdo gue tinhamos, ¢ ainda persiste, diz respeito & possibilidade, ou
nao, do sinal gerado por 16-PCSL em DMPG, na regido de baixo espalhamento,
poder ser atribuido ao marcador em somente um microambiente. Qu seja: os dois
picos que vemos na regido de campo alto correspondem, necessariamente, a Gois

sinais, ou podem ter sido gerados pelo 16-PCSL em um tinico sitio, mas com certa

anisotropia no movimento?



74

0,02 mM 16-PCSL em: 10 mM DMPG
T= 25°C

LTI 4 3 mM Nacl
e, T 5 mM NaCl

B _ + 10 mM NaCl

+ 100 mM NacCl

AT s e DMPC + Hepes

Fig. IV.7.1. Espectros de RPE de 16-PCSL incorporado em vesiculas de DMPG em diferentes meios,

Para comparacéo estd mostrado o sinal de RPE obtido com o mesmo marcador em DMPC.
Varredura rotal 80 G.

Enquanto faziamos varias tentativas de simulacdo {a melhor delas esta
mostrada na Fig. IV.7.3a, em tracejado), observamos que a forma do sinal de RPE do
16-PCSL em DMPG a 25 °C & drasticamente modificada em presenca de peptideos
que interagem com a membrana lipidica, por exemplo «-MSH (ou bradicininaj,
fazendo com que desapareca um dos dois picos antes observados em campo alto
(Fig. IV.7.3b). Tanto o espectro de DMPG em alta concentracdo idnica (Fig. IV.7.1),
como o espectro aqui mostrado para DMPG + peptideo (Fig. IV.7.3b), sao
semelhantes a espectros obtidos em presenca de 16-PCSL incorporado em outras

membranas (Dehlinger e col., 1974;.Ge e Freed, 1993).
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10 mM DMPG em Hepes + 2 mM NaCl
T=25°C
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Fig. IV.7.2. Espectros de RPE de trés marcadores de spin anfifilices, marcados no carbeno 16 da
cadeia acila, incorporados em vesiculas de DMPG.
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Fig. IV.7.3. Espectros de RPE de 16-PCSL incorporado em vesiculas de (a) DMPG; {b) DMPG +

peptideo. (¢} subtracao, (a) - 0,79(b), caso as areas estivessem normalizadas. Varredura
total 80 G.
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Dada a forma do sinal de RPE obtido na presenca de peptideo, pensamos na
possibilidade do espectro do 16-PCSL em DMPG na regido de baixo espalhamento,
poder ser decomposto em um sinal semelhante aquele obtido na presenca do
peptideo e algum outro sinal. Na Fig. IV.7.3c mostramos ¢ espectro resultante da
subtracao (a) -0,79(b), isto ¢, DMPG em Hepes + 2 mM NaCl menos DMPG em Hepes
+ 2 mM NaCl + 1 mM o-MSH. { O fator 0,79 foi calculado através da 2a integral dos
espectros antes e depois da subtragao). Este espectro resultante é um sinal de RPE
tipico de movimento rapido {na regido de motional narrowing] e com baixa
anisotropia. Suas trés linhas podem ser muito bem reproduzidas por linhas Voigt
(Halpern e col., 1993}, e a analise do espectro, segundo Bales {1989) e Marsh {1989},
resulta nos parametros: agc = 15,02 G; 13 = 0,68 ns e 1c = 0,79 ns (Eq. A1.11),
indicando que o movimento € aproximadamente isotrépico.

Estao mostradas na Fig. IV.7.3, em tracejado, as melhores simulacées que
conseguimos até o momento, usando a metodologia desenvolvida por Freed e
colaboradores (ver referéncias no Apéndice 1). De fato, as 6timas simulacdes que
conseguimos para o lipidio em presenca do peptideo (Fig. IV.7.3b tracejado} e para o
espectro subtraido® (Fig. IV.7.3c¢ tracejado}, quando comparadas & obtida somente
com o lipidio (Fig. IV.7.3a tracejado), sugere que o espectro obtido com 16-PCSL em
DMPG €& um espectro composto, nado podendo ser simulado com o modelo do
marcador em um s6 sitio.

Os parametros usados para as simulacgdes estdo mostrados na tabela IV.7.1,
onde, como de costume, os valores principais do tensor hiperfino estao dados por
Axs, Avy € Az {baseados em Ge e Freed, 1993), «o, Bp € yp s&o os angulos de Euler que
levam o0s eixos magnéticos nos eixos principais de difusé@o (Apéndice 1), 1, e 1,
foram calculados dos coeficientes de difusdo D;; e D, [z = 1/6D), e c20 € 0 primeiro
coeficiente que aparece na expressdo do potencial restaurador (Apéndice 1), a partir
do qual &€ possivel calcular ¢ parametro de ordem S (ver Fig. 8 em Schneider e Freed,
1989). A Fig. IV.7.3b mostra que o espectro do 16-PCSL em DMPG + peptideo pode
ser razoavelmente bem simulado assumindo-se um baixo pardmetro de ordem (S =
0,13}, um movimento anisotrépico em torno do eixo z do nitréxido, com 1, ~ 1. /8.5,
com 0s eixXos magneéticos paralelos aos eixos de difusdo. O espectro resultante da

subtra¢ao mostra uma grande isotropia de movimento, com um pequeno grau de
orderm.

" Os parémetros obtidos nos ajustes das trés linhas do espectro subraido por linhas Voigt, ao e 1, foram usados na simula¢io
mostrada na Fig, 1V.7.3¢c.
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Tabela IV.7.1. Parametros usados na simulacioa dos espectros (a), (b) e (c) da Fig. [V.7.3

Sistema Awx Ay Az, oD Bo D T4 T, <20 S
G (G (G) [ns) (ns)
DMPG em Hepes
+ 2 mM NaCl {a) 5,0 5,1 33,0 Qo 680 400 0,24 0,27 2,00 0,44
+ 1 mM o-MSH (b) 3,3 5,3 32,5 Qo Qo Qe 1,03 1,21 0,60 0,13
subtracdo (c} 2,3 5,3 34,4 Q¢ Qe Qo 0,79 0,67 0,12 0,05

aSimulados de acorde com Schneider e Freed {1989). Para o significado dos parametros ver texto e
Apéndice 1.

Apesar da simulagao do espectro do 16-PCSL em DMPG + 2 mM NaCl (Fig.
IV.7.3a tracejado) nao ser muito hoa, é impossivel afirmar, com certeza, que este
espectro € composto pelos dois sinais mostrados na Fig. IV.7.3b e c. Entretanto,
baseado na subtracdo mostrada na Fig. IV.7.3, e nas simulagdes, esta nos parece a
melhor hipdtese no momento. Sua interpretacdo é complicada: quals seriam estes
dois microambientes vistos pelo 16-PCSL? Para tentar responder esta guestdo
vamos obter o sinal de RPE com outra freqliéncia de microonda, banda Q {v = 33
GHz). As principais vantagens que vemnos na utilizacdo de uma maior freqiiéncia séao
a possivel separacdo de sinais de diferentes valores de g, e a simulacdo dos
espectros nas duas faixas de freqliéncia, o que reforgcaria a conflanca nos
parametros usados nas mesmas. Por outro lado, para melhor compreensido das
dispersdes de DMPQG, foram iniciadas medidas de espalhamento de raio X a baixo

angulo e RMN, em colaboracéo com as professoras Lia Queiroz do Amaral do IFUSP

e Shirley Schreier do IQUSP, respectivamente.
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V. Conclusoes

Apresentamos e discutimos aqui algumas propriedades estruturais e
dinamicas de moléculas biclogicamente relevantes, de agregados lipidicos, e de
suas interacdes. Mostramos gue varias técnicas espectroscopicas, RPE,
espalhamento elastico de luz, dicroismo circular e fluorescéncia, complementam-se,
"enxergando” diferentes aspectos em um mesmo sistema. Foi dado énfase ao estudo
da RPE de radicais livres, estes ultimos usados como sondas paramagneéticas. Essas
moléculas reporter, usadas em muito baixa concentragdo, a fim de causarem a
menor perturbacdo possivel ao sistema em estudo, foram tanto incorporadas as
vesiculas lipidicas (marcadores de spin anfifilicos, do tipo CSL, SASL, MESL e
PCSL), como usadas em sclugdo (dACAT1), monitorando a superficie das bicamadas.

Com marcadores de spin em bicamadas lipidicas, mostramos que tanto o
horménio o~-MSH, como o analogo biclogicamente mais ativo MSH-I, interagem com
vesiculas de DMPG, modificando a fluidez da bicamada lipidica. Para que seja
observado o efeito causado pelos peptideos € fundamental que a membrana seja
negativamente carregada, certamente para aumentar a concentracido local de
peptideo em sua superficie, facilitando a interagéo peptideo-lipidio. Concluimos que
ambos os peptideos penetram, em parte, na bicamada lipidica, sendo as alteracdes
por eles causadas diferentes daquelas relacionadas simplesmente a aumento de
forca iénica do meio. O efeito do analogo mais ativo, MSH-I, € nitidamente maior do
que o efeito observado com o horménio «-MSH. Apesar das discrepancias
observadas nos valores das constantes de particio peptideo-membrana, calculados
com marcadores de spin incorporados na bicamada, ou através da variagdo da
intensidade de fluorescéncia do peptideo, podemos afirmar que o analogo apresenta
maior particdo na fase lipidica. Além disso, estando os dois peptideos em uma

mesma concentracdo na membrana, o efeito do andlogo € mais evidente {Fig. 11.5.6).

Considerando as alteragdes que os peptideos provocam nas bicamadas lipidicas,
pode-se supor que, taivez, a interacdo peptideo-lipidio seja relevante na acado
biolégica destas moléculas. Por exemplo, a malor atividade bioldgica do MSH-I
poderia estar relacionada tanto com sua maior particdo na membrana, como com a
diminuicdo marcante gue ele provoca na fluidez da bicamada lipidica. Esta Gltima
induziria uma modificacdo conformacional apropriada na proteina receptora de
membrana, que, juntamente com a maior concentragdo de MSH-I em sua
vizinhancga, € a estrutura ligeiramente modificada do peptideo pela membrana (visto

por dicroismeo circular}, proporcionaria a ambos, peptideo e receptor, condicdes

ideais de interacéo.
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Com relacdo a melatonina, nosso trabalho mostrou que este hormdnio €
bastante soltvel em meio aguoso, apesar de apresentar uma particéo relativamente
alta na membrana lipidica. Medidas de dialise, e de supresséo de fluorescéncia da
melatonina por marcadores de spin no interior da membrana, concluiram que esta
molécula atravessa a bicamada lipidica, podendo, portanto, atuar no citoplasma e
no nucleo de células, como sugerido por ensaios biolégicos (Reiter e col., 1993; Tan
e col., 1993), sem a necessidade de um transporte ativo para o interior da célula. Na
presenca de vesiculas lipidicas, tanto a variacdo do espectro de fluorescéncia da
melatonina, como marcadores de spin incorporados as vesiculas, mostraram que
este horménio localiza-se, em média, na interface membrana/agua. Estes
resuitados sdo importantes para a compreensdo dos multiplos papéis
desempenhados pela melatonina no organismo, atuando fora e dentro das células, e
como supressor de radicais livres no meio aquoso e lipidico {Garcia e col., 1997).

Espalhamento de luz mostrou-se uma técnica extremamente sensivel na
deteccao tanto da transicdo de fase principal, gel-liquido cristal, como da pds-
transicdo de vesiculas de DMPG. Enguanto a transi¢ao principal foi muito
estudada, estando relacionada & variacdo do empacotamento das cadeias
hidrocarbénicas dos lipidios, e podendo ser monitorada por marcadores de spin
incorporados a bicamada lipidica, muito pouco se sabe sobre a poés-transicao de
fase do DMPG. Nosso trabalho tanto contribuiu para a melhor compreensao das
alteracdes nas vesiculas de DMPG na transicdo gel-liquido cristal, como trouxe
algumas informacdes sobre a pods-transicdo. Sugerimos, baseado em nossos
resultados de espalhamento de luz a varios angulos, e medidas de potencial
eletrostatico de superficie com o marcador aquo-solivel dCATI1, que a brusca
diminuicao de espalhamento de luz em Tn esteja relacionada com um aumento do
potencial eletrostatico de superficie das vesiculas de DMPG. Para gue exista este

aumento, & necessario que cresca o grau de ionizacdo dos lipidios, o que s6 é
possivel se postulamos uma diminuicdo da constante de ligacao Na*-PG™ na

passagem da bicamada da fase gel para a liquido cristal. Com relacdo a pos-
fransigao, além do brusco aumento de espathamento de luz observado em Tpost, € da
diminuicao da quantidade de ions em solugdo, temos indicacdoes preliminares,
ainda de dificil interpretacao, de modificagdes estruturais nas dispersdes de DMPG
com o marcador aquo-soitivel dCAT1, e com os marcadores 16-PCSL e 16-SASL.

O trabalho apresentado retrata as principais linhas de pesquisa que temos
desenvolvido nos ultimos anos. Ele é o resultado da colaboracdo entre véarios
pesquisadores das areas de fisica e de ciéncias bioldgicas, sendo fruto do nosso

grupo de Biofisica e Fisica Médica do IFUSP. Professores € alunos, formados em
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fisica, e encantados com as areas biologicas, temos nos dedicado a aplicar métodos
e modelos fisicos no entendimento de diferentes sistemas de interesse biologico. A
experiéncia que temos adquirido, com as criticas e conseqlientes aperfeicoamentos
a estes métodos e modelos, transcende os sistemas especificos apresentados.
Mostramos aqui a fotografia de um processo em movimento, o "estado da arte” em
agosto de 1998. Como discutido ao longo de texto, varias contribuicdes foram dadas
ao melhor conhecimento das vesiculas lipidicas, e suas interagdes com diferentes
moléculas. Alguns resultados mencionados necessitam melhor compreensio, e
varios outros, que agui ndo aparecem, estdo em desenvolvimento ou gestacao.
Assim & o trabalho em ciéncia, sendo, talvez, principalmente complexo, e portanto

desafiante, o trabalho nesta area interdisciplinar, onde coexistem fisica, quimica e

biclogia.
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Apéndice 1 - RPE de marcadores de spin

(Principalmente baseado em Atherton, 1993, Marsh, 1981; Marsh, 1989 e Slichter, 1989)

Vamos resumir abaixo os modelos e métodos usados neste trabalho, na
andlise do sinal de RPE de marcadores de spin. Apesar de marcador de spin ser um
nome genérico, podendo ser aplicado a gualquer sonda paramagnética, ja ha muitos
anos este nome estad principalmente relacionado a radicais nitréxido. Os varios
marcadores de spin com o grupo nitréxido apresentam em comum a estrutura
mostrada na Fig. Al.l, onde estd desenhado o sistema de eixos moleculares
geralmente utilizado. Estes eixos sdo, aproximadamente, os eixos principais dos
tensores de 22 ordem g € A, relacionados as interacoes Zeeman e hiperfina, segundo
a Hamiltoniana de spin para um elétron desemparelhado:

# =[HgS+LAS
onde 3 € o magneton de Bohr, H € o campo magnético estatico aplicado, 8 e I séo os
operadores momento angular de spin do elétron desemparelhado e do nucleo (no
caso do nitroxido, 1 = 1 para o 14N), respectivamente. A anisotropia espacial da

molecula esta colocada nos tensores g € A.

(b}

w

; T e
i Syt

Fig. Al.1. Esquema do radical nitréxido usado come marcador de spin, e seus espectros de RPE em
diferentes condicdes: (a), (b) e (¢} como impureza em cristal diarnagnético com Ho /] aos

eIxos x, y € z, respectivamente; (d) em solucéo congelada, espectro de po; {e} em solucio de
baixa viscosidade, espectro isotrdpico. (Fig. 3 em Marsh, 1981).
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Na Fig. Al.1{a}, {b) e (c) estao também mostrados os espectros de RPE (banda

X} gque podem ser obtidos com cristats diamagnéticos tendo o nitroxido como
impureza diluida (para evitar interagdes spin-spin intermoleculares), com o campo
magneético externo paralelo a cada um dos eixos moleculares. As trés linhas
correspondem a my = +1, 0 e -1, no sentido crescente de H (esquerda para direita).
Principalmente na interagao hiperfina, fica evidente a grande assimetria existente
entre 0s €ixos X € y € o €ixo z, este ultimo paralelo ao orbital 2p-n do nitrogénio. Os
valores principais dos tensores g e A, medidos para dois tipos diferentes de

marcadores de spin estao dados na Tabela Al.1

Tabela Al.1l. Valores principais dos tensores g e A [G).

Axx Aw Azz Exx Ly Bz
Doxil - cadeia alifatica 5,9 5,4 32,9 2,0088 2,0038 2,0022
(SASL e PCSL)

Doxil - colestanob 5,8 5.8 30,8 2,0089 2,0058 2,0021
(CSL)

(#FHubbell e McConnell, 1971; dBJost et al., 1971)

Na Fig. Al.1(d) e (e) estdo mostrados os espectros de RPE obtidos nos dois
limites: movimento lento, espectro de pd; e movimento rapido, solucdo de baixa
viscosidade. Neste ultimo caso, as flutuagdes térmicas promediam a anisotropia dos
termos da Hamiltoniana de spin. Os tempos para comparacido sao relativos ao
inverso das anisotropias de A e g [(Az - Ax) » 70 MHz, sendo AAlem Hz) = AA{em
G}gB/h; (g - 22)BH/h » 30 MHz para H = 3300 G). No espectro da Fig Al.1l(e) os
valores de g e A sfo as médias dos valores nas trés direcdes: €= (Bt g + 22 /3 =
2,0056 € a = (A + Ay + A}/3 » 15 G. A interacéo hiperfina tem uma componente
anisotropica, referente & interacéo dipolo-dipolo (equivalente & interacio classical,
uma parte isotropica, puramente quantica, a interacdo de contato de Fermi,
relacionada a probabilidade de encontrar o elétron desemparelhado no nucleo do
“N. Como dito anteriormente, para movimentos rapidos a interagdo dipolar é
promediada, e o que se observa ¢ o desdobramento hiperfino a,, referente a
mnteracéo isotréopica de contatol.

O grande sucesso na utilizacdo do nitréxido como sonda reside em sua
grande estabilidade quimica, e também na sua anisotropia espectral. Esta ultima
caracteristica € fundamental para a analise tanto da velocidade como da amplitude

do movimento dos marcadores de spin: a primeira relacionada com os tempos de
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correlacdo, e a segunda com o parametro de ordem da molécula, como sera

discutido abaixo.

Eguagdes de Bloch
Antes de discutir o movimento das moléculas, vamos lembrar alguns
conceitos basicos sobre a forma de linha do sinal de RPE, definindo os tempos de

relaxacdo Ty e Ty a partir das equagdes fenomenolégicas classicas de Bloch:

dM M_ -M_)
Z s} Z
= vi{HxM —0 47
dt YHEM) 5 T
%“Y( ) M_.L
daM M
Y y(HxM), - —L
dt Y T,

sendo X, Y e Z eixos fixos no laboratério. Estas sio equagdes de movimento para a
magnetizacao total M do sistema. O campo magnético H é a soma de um campo
estatico na direcao Z, Ho, € um campo oscilante no tempo (microondaj, aplicado no
plano XY. Os primeiros termos & direita, nas trés equacdes, estao relacionados com
a precessdo do vetor M em torno do campo H {y = gB = fator giromagnético do
elétron). Os outros termos das equacdes definem os tempos de relaxacao
longitudinal e transversal, T) e Tz, que caracterizam a volta da magnetizacdo para a
situacéo de equilibrio térmico, apods o desligamento da microonda, quando Mz = M,
e My = My = 0.

Em geral, a resposta de um sistema magnético sujeito a uma perturbacio
senoidal (microonda),

Hx({t} = 2 H; cos ot

pode ser avaliada em termos da magnetizacdo induzida,

Mx=2H;y cos ot + 2 H; y" sen ot (AL.2)
proporcional a Hi, onde 3 e %" sdo as componentes em fase e fora de fase,
respectivamente, da susceptibilidade magnética do sistema. (Este &€ um resultado
geral de resposta linear, ver, p. ex., Marshall, 1978, cap. 13—17):

Pode ser mostrado que a poténcia média absorvida pelo sistema P{w),

relacionada com o sinal de RPE observado f{o), é dada por:

P(o) « f{®) < o{2H, )%y (A1.3)

d 150 . o . - . .
VA=A +AY, para i = x, v ou z, e os indices d e iso significam dipolar e isotrépica,

respectivamente. Mostra-se que EAﬁ =0 2A, =Y A0 =32
N N N 11 0
H i 1
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Muitas vezes € conveniente olhar tanto Mx(t) como Hx(t) como a parte real das
respectivas funcdes complexas, M3{t) e H$(t), e definir uma susceptibilidade
magnética complexa y = ¢’ - 1y, de tal maneira que:
HS (1) = 2H,e™
Mg (t) = xHz(t) (A1.4)

e, portanto, My = Re{x(QHl)ei‘”‘} =Eqg. Al1.2

Resolvendo-se as equacoes de Bloch (Eq. Al.1l) para variacgdes lentas de @ e
valores baixos de H) comparados com H, {estado estacionario), pode-se calcular ",
e, portanto a forma da linha do sinal de RPE:

yM, (1 / T,)
1/ T + (0, - o)

flw) o

que ¢ uma funcéo Lorentziana centrada em @, = yH,, com largura de linha dada por
(1/Ta).

Velocidade do movimento - Tempos de correlacéo

OH

7(5( T = 4w 7 rP/3KT
Y

D

20 ¢ nsec

_y If \ 1150 nsec
|
20 GAUSS \/—\/
H

Fig. Al.2. Sinais de RPE da molécula mostrada acima (Tempol), em solucdes de viscosidades
crescentes de A a F: 0,116 poise, 273 X; 0,367 poise, 293 K; 0,523 poise, 293 K; 1,58
poise, 283 K; 5,77 poise, 273 ¥; 9,4 poise, 273 K. (Fig. 11.2 em Smith, 1972).

A Fig. A1.2 reproduz uma figura classica, onde aparecem os sinais de RPE de
um nitroxido aquo-soliivel, em meios de diferentes viscosidades (n). Neste caso foi

utilizada a equacido de Stokes-Einstein para o calculo dos tempos de correlacdo



85

rotacional (t = (4nnr?}/(3kT) onde r € o raio hidrodinamico da particula que difunde,

k a constante de Boltzman e T a temperatura em Kelvin}. A variacao da forma do

espectro de RPE com o tempo de correlacao? é evidente.

Com relagao a analise do sinal de RPE em banda X (v = 9 x 10% Hz}, podemos
dividir os tempos de correlagcédo em quatro regioes:

T < 101t s - A espectroscopia de RPE ¢ insensivel a flutuag¢des mais rapidas do que
10-it s, Em caso de movimento isotropico (discutiremos mais abaixo o
caso de movimento anisotrépico), o sinal de RPE do nitroxido apresenta
trés linhas de igual intensidade, do qual sé & possivel a obtencao dos
valores medios a, € g,

1011 < 1 £ 3x109 - E a chamada regido de movimento rapideo, ou de motional
narrowing, onde o alargamento diferencial das trés linhas de RPE da
informacéo sobre a velocidade de movimento da molécula ~ corresponde
ao espectro A na Fig. Al.2, e, no limite, ao espectro B. Vamos discutir
essa regiao com mais detalhes abaixo, esquematizando a teoria de
Redfield.

3x10° £ 1 £ 107 - Nesta regido as linhas de RPE, além de alargarem, mudam de
posicao (corresponde aos espectros C — E na Fig. Al.2), sendo
necessario um modelo mais complexo de simulacdo dos espectros,
desenvolvido pelo grupo da Cornell University, liderado J. H. Freed.
Mais adiante faremos um esbog¢o deste modelo.

107 < 1 - Nesta regifo o espectro € um tipico espectro de pd (corresponde ao
espectro F na Fig. Al.2), soma dos sinais correspondentes & molécula
em todas as direcdes relativas ao campo magnético externo. A RPE
convencional ndo ¢ mais sensivel, podendo, entretanto, ser utilizado

outras técnicas, como transferéncia de saturacdo, ELDOR ou RPE

pulsada.

i. Regiao de movimento rapido - 10+ <1< 3x10°

A pergunta que sempre tentamos responder é: como, a partir da forma das
linhas do sinal de RPE do nitréxido, inferir o movimento da molécula? Faremos
abaixo umn resumo da teoria desenvolvida por Redfield para movimento rapido, com
a utilizacao da matriz densidade, principalmente baseado em Atherton (1983) e

Slhichter (1989). Vamos esquematizar como a utilizacao da matriz densidade permite

? O tempo de correiagio caracteriza a velocidade de "tombamento” (rotacéo aleatdria) da molécula. Eie
¢ definido na expressao da funcéo de correlacio {de modo que #{t) = #(t - 1), Eq. Al.6).
Qualitativamente, é o iempo T em que a orientacio espacial da molécula varia muito poucae.
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obter as equagbes de Bloch, e expressdes para Te, com base em modelos
microscopicos que procuram descrever processos de relaxacdo no sistema devido ao

movimento das moléculas.

Considere um particula descrita por uma funcao de onda ¥(t)= ch {tha,,
n

onde un € um conjunto completo de funcgoes ortogonais, independentes do tempo. A
meédia no ensemble (sistema de muitos spins) do valor esperado de um certo

operador, p. ex. a componente da magnetizacao na direcdo X, pode ser escrita como:
My) = cpcn{m|My|n)
Ii, In
Define-se uma matriz densidade p tal que seus elementos sao dados por:
Prm ={n|p|m) =c ¢,
de modo que (My)= Tr{pr} . Pode-se mostrar que a equagao de movimento da

matriz densidade, para um sistema descrito por uma Hamiltoniana # é

dp _ i
dt Wh[p’?]

que corresponde a equacao de Liouville para sistemas quanticos.

Queremos calcular (M) = -gB(Sy), para chegarmos a uma expressao para

%', portanto para a forma da linha de absorcdo da microonda. Para tanto é

necessario o calculo de p. Isto é feito com a utilizagdo da teoria de perturbacio

dependente do tempo.
A Hamiltoniana de um elétron € considerada #(t) = %, + %(t) + %(t), sendo:

#2 a parte das interagbes Zeeman e hiperfina ndo dependentes do tempo
{isotropicas);

#(t) << %, flutuacodes aleatérias das componentes anisotrépicas das duas interacoes,
causadas pelo movimento da molécula;

#(t) << %, campo senoidal da microonda

E chega-se a uma expressao para a variacdo de um elemento da matriz densidade
com o tempo:

dpg,(t) 1

= —[plt), B, F O]+ D Ry (Pppe ()= 3y (A1.5)
Bp

(8.7.4, Atherton)
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onde lo>, o>, B>, IB>, sdo autofuncdes de %, pgﬁ. s80 os elementos da matriz
densidade no equilibrio térmico, e os coeficientes R, formam a chamada matriz

relaxacao, dada por:

1 1|. . . .
Rtm‘BB' = h_z{-}uﬁa'ﬁ' (@ af )+ Japarg: fo pra’ - Saﬁ Z Ipvary (mﬁ'*/ ) - ‘SG'B'Z R e B )}
¥ ¥
(8.5.32, Atherton)

Sendo o, =({E, -E,) /%, ejaiun¢ao densidade espectral, dada por:

o

Japars (@a) = Gragars (e ke
0

sendo, portanto, a transformada de Fourier da funcéo de correlagéo, G,.(1), que

caracteriza as flutuacoes aleatdrias,
Gy (7) = {an}%, (t — o) BYB' [ (t)] ') (A1.6)

A expressdo de G(1) depende do modelo fisico escolhido para as flutuacdes

aleatorias, mas em geral tem a forma exponencial, ~ e¥/* | onde 1. € o tempo de

correlagao rotacional do movimento.

Considerando como exemplo o sistema de dois niveis, S = 1/2 e 1 =0, e,
portanto, a matriz densidade composta por quatro termos, pi:1, pi2, P21, P22, & Eq.

A1.5 pode ser escrita:

dp,,

1. .
= =1 - +1 o, -o)+R
dt 5 P2z — Py1) +ipg 00, ) 2121021

{8.7.5, Atherton)

Com as mesmas aproximacdes usadas para a solucdo das equacées de Bloch, ou
seja, campo da microonda pouco intenso, comparado com Hg, e variacdo lenta de o,
pode-se resolver a equacéo acima {estado estacionario, dpsi/dt =~ 0). Através do
calculo de {M—X} = —bB(SX) = —gBTr{pSX} , € usando as equagdes AL.2 —» Al.4, chega-
se a um resultado equivalente ao obtido com as equagdes fenomenologicas de

Bloch, mostrando que:

“031([332 —9101)R;121
(R;ml)g +{o, —o+ Ri’!lQl)z

flw) e Pizl o«

onde (py, ~ p?l) € a diferenca de populacao dos dois estados no equilibrio térmico (e«

Mo}, e identifica-se (-Rj,,) com 1/Ts {r e i significam as partes real e imaginaria dos

valores). De maneira geral mostra-se que a largura de linha Lorentziana de uma

transicdo ao' é dada por:
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O
T,) . (A1.7)

oo

A teoria de Redfield, esquematizada acima, além de assumir que % e % sao
pequenas perturbacdoes em %, assume que o tempo de correlagdo T é muito menor

do que os tempos de relaxacao T e Ta, sendo por isso valida somente na regiao de

movimentos rapidos.

Para o nitroxido (S = 1/2 e I = 1}, usando como autofuncoes de %, o produto
das autofungdes de S; e L, a =|-1/2,m,) e a'=|}/2,m,}, a Eq. Al.7, e uma funcéo

de correlacao do tipo et/'c | & possivel mostrar que

(—}—J =a+bm, +cm?
T, - (A1.8)

Sendo a, b e ¢ dependentes do campo magnético externo, das anisotropias dos

tensores g € A (8x, Sy, S22, A, Ayy € Az), € do tempo de correlacdo das moléculas:

(BB o021 0. p0Y) 1 j_[ rcj
a_( h ) (g E ){15T°+10[1+m2z§]}+1a+1)(A A ){2(}‘€ 60 1+’ }
o (B et [ J

) J o s et 1Tm~r
S ) S .
h g 12 ¢ 60 L l+o ‘{

(9.2.48 —» 9.2.51, Atherton)

Considerando T? = A® ou g0, a parte anisotrépica dos tensores A e g, (TO:TO)

significa a soma dos produtos dos valores principais dos tensores A° e g0. Bs é o
campo externo ¢ o a freqiiéncia angular de ressonéancia do elétron (2nv)

Nas equacdes acima fica explicito a dependéncia da largura da linha com o
nlamero quantico de spin, observada nos espectros de RPE de nitréxidos (Fig. Al.2).
Além disso, fica claro que, se 1. diminui, a largura de linha diminui, o que

caracteriza a regido de motional narrowing.

Para o calculo de tempos de correlagdo pode-se assumir o modelo de difusdo
rotacional Browniana com simetria axial. Neste modelo a densidade de
probabilidade p($,8,y,t} de encontrar a molécula em uma posicio definida pelos
angulos de Euler ¢, 8 e y (caracterizam a orientacdo da molécula com relacido ao

laboratério}) em um tempo ¢, é dada pela solugdo da equacéo de difusao (ver Marsh,
1989, e as referéncias 1a citadas):
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- 2 2 D 52 (A1.9)
§B_=DR_{ L i(sene—-a—J+ ! 6 _2cosb ¢ +[cot28+ﬂJ c }?

3t senf &6 80/ sen’6 8% sen*0 o9y e J Oy?

sendo Dg,, € Dy, os coeficientes de difuséo rotacional em torno do eixo de simetria

do movimento e perpendicular a este. Neste modelo, escreve-se a funcao de

correlagio:
+L /
-1 TL,K
Gp(r) e Zgu{e
K=-L
onde o indice L diz respeito a ordem do tensor esférico, sendo os tempos de

correlagdo rotacional 7, as solugbes da equacgao de difusio:

1/tyx = Dy, L{L + 1) + (Dg,, - Dy, )K*.

Para a modulacéo das interagdes Zeeman e hiperfina (que podem ser expressas por

harmoénicos esféricos de 22 ordem} é somente necessario que consideremos os

termos com L = 2.

Pode-se reescrever a Eq. A1.8 em termos da largura de linha Lorentziana,
medida pico a pico no espectro de RPE (12 derivada), AHII;p, em funcao da varredura
do campo magnético:

AHp, (m) = A+ Bm,; + Cm? (A1.10)

Para movimento isotropico, Dy, = Dp, = Dy e o tempo de correlagao

1sotropico i = 159 = 1/6Dg. B e C foram calculados usando-se os parametros dos
tensores g e A para marcadores de spin de cadeia alifatica (Tabela Al), e H, = 3300
G, resultando em duas expressoes para o célculo do tempo de correlagao {Schreier
e col., 1978):

15°(s) = -1,22 x 107 B(G)

12%(s) = 1,19 % 107°C(Q) (Al.11)
sendo que t§° e t}f" devem ser idénticos para movimento isotrépico. Diferencas
entre esses dois valores sdo muitas vezes usadas na literatura como indicacao de
anisotropia no movimento. Os valores dos tempos de correlacdo sao calculados com
o auxilio da Eq. A1.10, diretamente através de medidas no espectro de RPE:

Ang (Cl=A
AHL (+1)=A+B+C
AHS (-1)=A-B+C

Considerando que o produto {AH;;p)z x h € o mesmo para as trés linhas (area sob a

linha de absorc¢éo), sendo h a altura pico a pico da 12 derivada da linha Lorentziana

(medida com maior precisao do que a largura}, podemos escrever:
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o Lot O o)

C= -21-AH;9 (O)(\/ho JBy +yh. /R )-2

(A1.12)

Para movimento anisotropico, com simetria axial (Eq. A1.9), dois tempos de

correlacéo s&o calculados, 7,, e 1,, correspondendo a movimentos paralelo e

perpendicular ao eixo de simetria da molécula. Pode ser mostrado que {ver Marsh,
1989, e as referéncias la citadas):

1, =1/6Dg =19,

T, =1/6Dg;; = 275075, /(B0 — T42) (A1.13)

sendo 1,4 € T4, dados pelas expressoes:
Top = 1 {C+¢,B) € 155, =b;(B+b,C) (Al.14)

onde c¢i, ¢2, by e by foram calculadas para rotacées em torno dos trés eixos
principais do nitréxido, e estdo tabeladas (ver Tabela 2 em Marsh, 1989).
Novamente, através do sinal de RPE, usando as equagtes (Al.12), é possivel

calcular 7, e 1, .

Alargamento de linha ndo-homogéneo

E importante observar que os valores de A e B e C que aparecem na Eq.
Al.10, e que podem ser medidos diretamente no espectro de RPE (Eq. Al.12),
resultando no calculo dos tempos de correlacdo da molécula, estio relacionados
com os processos de relaxacdo da molécula através das interacdes Zeeman e
hiperfina. Sdo os chamados alargamentos de linha homogéneos, que dao origem a
linhas Lorentzianas. Entretanto, em geral, as linhas de RPE de nitroxidos s&o
também alargadas por interagées hiperfinas néo resolvidas, o chamado alargamento
nao-homogéneo. Este tem sido um problema sempre presente na literatura, pois
dificuita as medidas de tempos de relaxagdo e correlacdo, sendo necessario a
separacdo das contribuicées Gaussiana e Lorentziana para a linha de RPE. Para
exemplificar a contribuicdo Gaussiana, comparamos na Fig. A1.3 os espectros de
RPE obtidos com o marcador de spin CATI1 e seu analogo deuteriado, dCATI1,
utilizado em IV. Apesar do deutério ter spin nuclear 1 = 1, comparado com I = 1/2
para o hidrogénio, seu fator giromagnético (ypn) &, aproximadamente, seis vézes

menor do que o do hidrogénio (yu). Isto resulta em uma largura de linha Gaussiana

para o deutério, A%, (deuterado) ~ AIE 8/34%, = 0,251A%  (Bales, 1989).

Yu



91

0.5 mM dCAT1
----- 0.5 mM CAT1

v o

Fig. Al.3. Comparagdo do espectro de RPE do marcador de spin mostrado acima (CAT1) com o
espectro de seu analogo deuteriado {dCAT1). Em dCAT1 todos os hidrogénios que néo
aparecem na figura foram trocados por deutério (17 deutérios).

Para movimento rapido, & sabido que a linha de RPE onde estdo presentes
interagoes hiperfinas nao muito fortes, com muitos prétons (seguindo,
aproximadamente, uma distribuicdo binomial para as intensidades de linha), pode
ser descrita como uma distribuicio Gaussiana de linhas Lorentzianas, ou uma
convolucéo de Lorentziana e Gaussiana {Dobryakov e Lebedev,1969), a chamada
funcgao de Voigt. Dada a dificuldade de se extrair a contribuicéao Lorentziana desta
linha complexa, Bales (1989) desenvolveu uma método empirico para separar as
contribui¢cbes Gaussiana e Lorentziana da largura de linha total. (Ele mostrou que a
funcéo Voigt ¢ equivalente a uma soma de Lorentziana e Gaussiana, sem nenhuma
Justificativa teérica). No nosso trabalho usamos essa metodologia, para corrigir os
valores de A, B e C, medidos diretamente nos espectros de RPE, através do ajuste
dos espectros segundo o programa desenvolvido por Bales e seus colaboradores
(Halpern e col., 1993). E importante lembrar que essa correcao sé é valida para a

regiao de movimento rapido discutida até agora.

Parametro de ordem efetivo

Na regido de movimento rapido (t £ 3 x 10 s) as larguras das linhas estao
relacionadas com a velocidade de movimento, e suas posi¢cdes com a orientacdo da
molécula em relagdo ao campo magnético externo Ho fver Fig. Al.1). A anisotropia
do tensor A pode ser usada para o calculo do chamado parametro de ordem {S) da
membrana, relacionado a amplitude do movimento das cadeias hidrocarbénicas.
Este parametro mede a distribuicdo angular média de um certo eixo fixo na

molécula com relagdo a um eixo fixo na membrana (eixo diretor). Muitas vezes
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escolhe-se a normal a bicamada como eixo diretor (ou uma diregao que faca um

certo dngulo com a normal].

A T3 PR
o

> e "\\.,-»’\/'\;1/;;”

Fig. Al.4. {a) Orientacdo dos eixos moleculares do nitrdxido em marcador de spin de cadeia acila; (b)
marcador de spin inserido na bicamada lipidica, com cadeia acila fazendo um &ngulo B com
a normal 4 bicamada {Fig. 6.20 e 6.21 em Knowles, Marsh e Rattle, 1978).

Para exemplificar o calculo do parametro de ordem vamos considerar um
marcador de spin derivado de acido estearico, onde o radical nitréxido, em meédia,
esta orientado de tal maneira que seu orbital 2p-n encontra-se paralelo ao eixo
longo da cadeia acila (Fig. Al.4a). Se a cadeia estd paralela a normal a bicamada,
caso apliquemos Ho // a normal, o valor do parédmetro hiperfino sera A;; = Az. De
maneira semelhante, se Ho 1 & normal, A, = (Ax + Ay}/2 (assume-se movimento
rapido em torno do eixe z do nitréxido}. Caso a cadeia acila esteja formando, em
média, um angulo B com a normal & bicamada (Fig. Al.4b), para movimentos
rapidos tanto em torno do eixo como do proprio eixo, A;; sera menor do que A, pois
terd contribuicdes de Ax € Ay, e A, serd malor do que (Aw + Ay)/2 pois terd
contribuigées de Az Chama-se parametro de ordem efetivo a razédo entre a

anisotropia observada e a anisotropia real do tensor AS.

3 Apesar de termos chegado a Eq. {A1.15) com argumentos qualitativos, ela pode ser deduzida a partir
da defini¢do de "matriz de ordem”, pelos seus elementos diagonais Si = (3<cos? 6> - 1)/2, parai= 1, 2
¢ 3, sendo 8 os angulos entre os eixos moleculares do nitréxido, x, v e 2, e 0 eixo z' de simetria do
movimento (em geral a normal 4 bicamada). Faz-se a transformacao do tensor A do referencial da
moiécula (Ax, Ay, Az), para o referencial da membrana (A,, A,, A/), utilizando-se a matriz de rotacio
formada pelos cossenos diretores entre os dois sistemas de eixos. Desta maneira mostra-se que Siz é
idéntico a Ser definido acima {ver, por exemplo, Seelig, 1970, Seelig, 1976 ou Griffith ¢ Jost, 1976).
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A, -A, (A1.15)

S .= =
AL -(AL +AL}/2

Como esperado, Ser = 1, implicaem § =0, A); = A e A, = {Axt+ An)/2,eS5=0,B=
900, Ay; = A, portanto movimente isotropico. Observe gue esta implicito no calculo
de parametro de ordem gue a molécula tem movimento rapido. Chamamos de
parametro de ordem “efetivo” pois foi mostrado que, mesmo para temperaturas
altas, com marcadores de spin fosfolipidicos em membranas, a anisotropia de A nao

estd totalmente promediada para as varias orientacoes relativas de Hp (Lange e col.,
1985}.

Abuurphion

()

Fig. A1.5, Esquema dos espectros de RPE (absor¢ao e 12 derivada) de marcador de spin em (a) solucao
congelada e (b) vesiculas. As linhas tracejadas mostram as absorgdes relativas a algumas
direcdes do campo Ho (referentes ao eixo z molecular), sendo a linha continua a soma das
componentes em todas as direcdes (Fig. 6.14 em Knowles, Marsh e Rattle, 1976).

Em membranas orientadas, pode-se medir diretamente os valores de A;; e A,
(ver por ex., Biaggi e col., 1993). Em lipossomos, amostras macroscopicamente
lsotropicas, mas microscopicamente anisotropicas, muitas vezes & possivel a
medida dos dois valores do tensor A, como ilustrado na Fig. Al.5. Diferentemente
da amostra cristalina (a), em lipossomos (b}, 0 aumento do desdobramento hiperfino
minimo devido & contribui¢do de A,,, pode possibilitar a medida de A, diretamente

do espectro de RPE. Na Fig. Al1.6 reproduzimos a também classica figura publicada
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por Griffith e Jost (1976), onde aparecem espectros simulados para movimento
rapido e varios valores de parametro de ordem. Vemos que a medida de A/ &
relativamente simples, mas A, nem sempre pode ser extraido do espectro de
marcadores incorporados a vesiculas (mais confidvel na regidao 0,3 < S £ 0,7}). Foi

proposto por Gaffney {1976) uma correcao empirica ao valor medido diretamente no
espectro de RPE, Amin:

A, — A (A1.16)
A=A +14
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Fig. A1.6. Espectros simulados de RPE de marcadores de spin incorporados a vesiculas lipidicas, para
movimento rapido € diferentes parametros de ordem. As posicdes exatas de Ay, A, , g/ e g,
estde moscradas nas linhas tracejadas (Fig. 16 em Griffith e Jost, 1976).

i.. Regido de movimento lento - 3x109<t< 107

Na regido de movimento lento a teoria de Redfield ndo mais se aplica, a

posicao das linhas ¢ dependente tanto da anisotropia do movimento como dos
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tempos de correlagéo, e a forma das linhas nao € mais Lorentziana. Neste caso, ou

os sinais de RPE sédo analisados simplesmente através da medida de alguns

parametros diretamente nos espectros, obtendo-se informacoes aproximadas sobre

a mobilidade ¢ a ordem do sitio onde se encontra o marcador de spin, ou €

necessario a simulacao dos espectros com um modelo mais abrangente. O grupo de

Freed desenvolveu um método de analise de espectros de nitroxidos, em meios

isotropicos ou anisotrépicos (membranas lipidicas), utilizando a equacao estocastica

da Liouville para descrever a evolucdo no tempo da matriz densidade (Freed, 1976;

Schneider e Freed, 1989). Esse método é bastante complexo, ¢ apesar de Schneider

¢ Freed {1989} terem tornado publico os programas por eles desenvolvidos, foi

somente este ano que tivemos acesso aos programas do grupo de Cornell, que
permitem a simulacdo de espectros de marcadores de spin em vesiculas lipidicas.

Esta é a situacdo por eles chamada de MOMD (microscopically ordered but

macroscopically disordered). Também € relativamente recente o desenvolvimento de

programas que fazem o ajusie das simulagdes tedricas com os espectros

experimentais de RPE usando meétodos nao lineares de minimos quadrados (Budil e

col., 1996}.

No modelo acima citado sdo muitos os parametros que entram na simulacao
dos espectros, exigindo do pesquisador um certo conhecimento da estrutura do
sistema a ser estudado, caso contrario é muito dificit a escolha adequada dos
parametros. Sao considerados quatro sistemas de eixos:

XL, Vi, ZL ~» lixos no laboratério, com zy, // H..

Xd, Vd, Za — eixos diretores, fixos na bicamada lipidica, sendo zq // eixo de
simetria do potencial restaurador, relacionado ao parametro de
ordem.

Xm, ¥m, Zm — €1X0S principails dos tensores magnéticos, fixos na molécula.

Xr, YR, Zr  —> €IX0s principais do tensor de difusdo rotacional, zr // eixo de
simetria do tensor.

Entre os muitos pardmetros que entram no programa (Budil e col., 1996), estao

destacados abaixo aqueles que aparecem nas simulacdes descritas neste trabalho

(IV).

Parametros magnéticos e estruturais - os valores principais dos tensores g e A (g.,

Eyy, ez, Axx, By, Azl @b, PBp, Yo, s80 os angulos de Euler que levam os eixos
mMagneticos {Xm, ¥m, Zm) NOS €iXos principais de difuséo (%p, yo, zp); A, A2 (gibO0,
gib2), definem o alargamento de linha no homogéneo (Gaussiano); Ct {20, c22,

c40, c44}, sdo os coeficientes que aparecem na expressao do potencial restaurador,

escrito em relacdo aos eixos diretores, como uma expansido nos harménicos
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esféricos. Este potencial € colocado para modelar a tendéncia das moléculas em
uma bicamada lipidica de se alinharem segundo uma certa diregéo.

Parametros dinamicos - Di, Dyy, Dg, valores principais do tensor de difusao

rotacional, a partir dos quais séo calculados os tempos de correlagio.

Parametros do_modelo computacional - sdo varios os parametros que devem ser
escolhidos de tal maneira a minimizar o tempo de computacdo (muitas vezes

possibilitar que a simulacao seja feita), sem deformacéo do espectro simulado.

Influéncia da Polaridade do meio
A dependéncia dos parametros de RPE com a polaridade do meio tem sido
bastante estudada. Na Tabela Al.2 estio mostrados os parametros isotropicos a, e

g , para um marcador de spin em trés meios de polaridades diferentes.

Tabela Al.2. Valores dos pardmetros de RPE isowdpicos de di-t-butil-nitroxide (DTBN), a 23 oC
(Griffith e col., 1974}.

a (G) 2o
Hexano 15,10 2,0061
Etanol 16,06 2,0059
Agua 17,16 2,0056

O aumento de a, com a polaridade do meio, também presente nos valores
principais do tensor A {A; pode ser medido no espectro de solucdes congeladas),
tem sido atribuido & variacdo das contribuicoes relativas das estruturas (A) e (B} do

nitroxido mostradas abaixo {Griffith e col., 1974):

AN . RE\? b
? D S N-——Q:

R/

Z
|

(A) (B)
Solventes polares tenderiam a estabilizar a estrutura (B), que apresenta maior
densidade de spin no atomo de 14N, em conseqiiéncia, maior valor de a,. Portanto, o
valor do desdobramento hiperfino (a, ou A.) da informagao sobre a polaridade do
micro ambiente onde se encontra o nitréxidos,
Além disso, nas medidas de parametro de ordem é necessario que se corrija

os valores principais de tensor A, Ax, Ay € A,., medidos em um meio de polaridade

* E Importante ter em mente que outros fatores também contribuem para a variacio do parametro
hiperfino, como formacao de pontes de hidrogénio ou de complexos de transferéncia de carga (Griffith e
col., 1974}, e a orientacdo do nitroxido em campos elétricos (Schwartz e col., 1997)
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caracterizado por &, = [Ax + Ay + Az)/3, pelo fator as/a,’, onde a, = (A;; + 2A.)/3
(Hubbell e McConnell, 1971}, resultando na equacao (Al.15} modificada:

. A, -A, a, (A1.17)
eff — -

Azz - (1/2){Axx + Avy) a,

Por outro lado, na utilizacdo dos programas de simulagéo de espectros de
RPE, é recomendado que se mega Az, com a amostira congelada, para que se faca a

corregao necessaria nos valores dos tensores g € A medidos em cristal.
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Apéndice 2. Particio {associacido) de moléculas em (com) agregados anfifilicos

(Em colaboracéo com Carla Goldman, Amando S. Ito e Vera B. Henriques)

Nos estudos de coeficiente de particdo ou constantes de equilibrio, usando
medidas de fluorescéncia, estaremos sempre assumindo que o ligante (peptideo,
melatonina, etc.) estd particionado em dois meios: meio aquoso, intensidade de
fluorescéncia minima {lmn), correspondendo ao ligante livre (Ld; e meio mais
hidrofébico (interior de membrana, micela, etc., formado por moléculas anfifilicas),
intensidade de fluorescéncia maxima (Imas), correspondendo ao ligante ligado {Ly).
Portanto, a intensidade de fluorescéncia medida! serd dependente das

concentracdes de ligante livre e ligado, {L e [Ly], respectivamente:

SR

CL] T L " (A2.1)

sendo {Li] a concentracéo total de ligante. A notacéo [ ] significa concentracao em

mols por litro (volume total da amostra = Vy).

A seguir, faremos varias colocagbes a respeito de constante de associacdo e

coeficiente de particdo, muitas delas ja conhecidas na literatura mas, a nosso ver,

nunca discutidas comparativamente de maneira clara. Tentamos unir os enfoques

que aparecem em revistas de biologia e bioquimica com aqueles da literatura mais

relacionada as areas de fisico-quimica e biofisica.

Modelo A - Particio do ligante em dois meios

Vamos tratar aqui o probiema da parti¢ao do ligante entre o meio aquoso e o

agregado anfifilico, no ensemble candnico.

Para o ligante livre, na agua, consideraremos o limite de gas ideal, portanto,

podemos escrever seu potencial quimico como:
}.?.H?O :-LL?'I-,O +kT1nXH70 (AQZ)

onde Xy o € a fracdo, em moléculas, de ligante na agua, k a constante de

Boltzman, T a temperatura em Kelvin, e p.?%o chamaremos de potencial quimico

mtrinseco do ligante na agua, correspondendo a energia livre de uma molécula do
ligante no meio (inclui energia cinética e interacdo com o solvente).
Para os ligantes particionados nos agregados, vamos considerar limitado o

numero de sitios disponiveis. Neste enfoque, existem M sitios disponiveis {em todos

"1, L € L, 530 as intensidades de emissdo fluorescente em um mesmo comprimento de onda (L), ou podem ser
as areas dos espectros de ermissiio. Muitas vezes na literatura, no ajuste de curvas de titulacdo (eq. A2.7 e A2.15),
usa-se, erroneamente, os valores medidos nos maximos de emissio em cada um dos meios, ot ainda, o
desiocamento do maximo de emissio (AL).
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0s agregados do meio), onde estdo ligados N ligantes. Consideramos que cada
ligante ocupa um sitio de ligacdo, e que os ligantes nao interagem entre si. O
sistema pode ser descrito pela funcao de particao:

- M! —NBe
Z(T,M,N) = D e PRerr = —— ¢
“ N (M - N)!

sendo B = I/KT, e definindo £ como o potencial quimico intrinseco do ligante na
membrana (inclui energia de interacao e graus de liberdade intrinsecos do ligante
na membrana). Como a energia livre de Heimholtz € descrita por F = -kTIn Z, ¢ o
potencial quimico W =0F/dN, e usando a aproximagéo In(x!) = {x Inx - x} para

valores grandes de x , sendo x = M, N ou (M - NJj, encontramos,

N
M =8+len(M—N) of Hm ZHKTI“(P@} (A2.3)

sendo @=N/M, a fracdo de sitios ocupados. Chamamos wy 0 potencial quimico
por molécula associado ao ligante nos agregados (o indice u faz referéncia a
membrana).

No equilibrio termodinamico, os potenciais quimicos do ligante nos dois

meios sdo iguais, portanto, de (A2.2) e {A2.3),

Bh,0 8
B Xm0 —E—
1-®

K (A2.4)

sendo K uma constante que depende somente dos potenciais quimicos intrinsecos

do ligante na agua e no agregado, ¢ da temperatura. A expressdo {A2.4) é também

conhecida como isoterma de Langmuir.

Modelo B - Associagao ligante - agregado
Podemos olhar o mesmo problema descrito acima, mas com outro enfoque,
como aparece em alguns livros basicos de bioquimica e biofisica (p.ex. Cantor e
Schimmel, 1980): associacdo de ligante L com macromolécula M com n' sitios
independentes de ligacao. Sao definidas constantes de dissociacao "macroscopicas”
K1, Kz, Ks,.. Ki... Ky etc. que descrevem o equilibrio quimico entre as varias espécies:
Mo + L <> M,
M; +L < M,
Mz + L ¢> M3

sendo Mo, M:, M:...Mi... My a macromolécula com 0, 1, 2..i..n' ligantes ligados.

Define-se, entao, uma constante de dissociacao ‘microscopica’, k, que independe do



liganies em n' sitios disponiveis, que:
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K =—i=ly BlBLiOTEC/} £
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L Cy o
kg % 1;:2 ()Y-
' J e .
sendo C? = ﬁ Tomando-se a contribuicao de todas as espécies, chega-se &
1{n'-1)!
equacao:
' ik v n v A2.5
V= M, ou, como € usada no Plot de Scatchard, ——=——-— { )
1+[L.]/k (L;] k k

onde v = [Ly|/[Mi], sendo [Ls] € [M:] as concentracoes molares {mol/litro) de ligante
ligado € de macromolécula, respectivamente, e, como ja definido, [L] € a

concentracio de ligante em solugio?.

Podemos fazer uma adaptacao desta descricdo, ou seja, passar de ligante-
macromolécula, para o sistema com o qual trabalhamos, ligante-agregado anfifilico:
[Mi] = [Ag] (concentragao total de agregados - vesiculas ou micelas) e
n' = m {numero de sitios no agregado).

Em muitos experimentos, o parametro relevante é o niimero total de sitios

disponiveis considerando todos os agregados do meio, e 0 que se quer estimar é o

numero de anfifilicos por ligante, n, (ou numero de anfifilicos por sitio de ligacgéo),
portanto, reescrevemos a expressao (A2.5) em funcido destas variaveis. Vamos ainda
considerar o numero médio de agregacao do anfifilico, N, tal que N, = m.n. Vemos
também que v = [Lo]/[MJ = [lo]/[Ag] = [Ls]/(fAnf]/Ns) = v,N,, onde [Anf] é a

concentracéo total de anfifilicos e definindo v, = [Ly]/ [Anf]. Portanto,

voN, m _ veN, v, v, [L,] 1 [L,] (A2.6)

=— ou = — U T e m e —————

1
L] kK [L] nk k [Anf,J[L;]  nk [Anf]k

Como esperado, a expressédo acima nido depende do numero médio de agregacio N,
do anfifilico.

A equagdo (A2.6) € muito usada, pois v, pode ser calculado a partir de
medidas de fluorescéncia {A2.1), e, variando-se a concentracdo de anfifilico, o
grafico de vo/{Ls versus v, deve poder ser ajustado por uma reta, de onde se obtém
os valores de nn e k.

Entretanto, esse linearizacdo pode ser muito problematice, introduzindo

€ITos espurios, j& que se trabalha com o inverso de varidveis experimentais. A

*Hill (1986), no capitulo 7 de seu livro, faz um tratamento equivalente ao mencionado acima, mas descrevendo
rigorosamente o equilibrio quimnico de varias espécies no limite de gas jdeal.



101
melhor maneira de tratar os dados é, certamente, o acoplamento das equacoes

(A2.1) e (A2.6) na expressao:

t _ ((Imax ./Imin) —1)
- 2ALIn

1 b+ (b? — 4[L,J[Anf, )2 ] +1

min {A2.7)
sendo b =[Anf, ]+[L,|]n+nk
O ajuste da equagdo acima com os dados experimentals da variacao de I/Imi versus

[Anf], levara aos melhores valores para os parametros Imax, n e k.

Eqguivaléncia dos dois modelos

Mostraremos aqui a equivaléncia dos dois modelos descritos acima {modelos
A e B), ¢ a relagdo entre as duas constantes, K e k, que neles aparecem. Para
compararmos as equagdes (AZ2.4) e (A2.6), vamos lembrar que no modelo A:
¢ = N/M = (ntimero de particulas ligadas)/(ntmero de sitios de ligacao).
Podemos reescrever essa expressao:
@ = ((numero de particulas ligadas)/V.Na}.(V..Na.nn/ {nltmero de sitios de ligacdo).n),
sendo N. o numero de Avogadro, e n, como definido anteriormente, o niimero de
anfifilicos por ligante {ou por sitio de ligacdo). Lembrando que {((ntumero de sitios de
ligacdo).n} = (namero de anfifilicos},

@ = [Lo].n/[Anf] ou @ =ven (A2.8)

Vamos, também, reescrever:
[Lg = {moles de ligante livre/ moles de solvente)/(moles de solvente/ V).

E se assumimos que o numero de moles de (ligante livre + solvente) = nimero de

moles de solvente, podemos escrever:
[Lei~ Xﬁzo -{H,0] (A2.9)

sendo [HaO] » 55 M. Substituindo v, e [L{ de acordo com as expressdes (A2.8) e

(A2.9), na equagdo de Scatchard (A2.6), temos

o1 @ /X0 (m0)
XHZO[HzO]_nk ik que leva a equagao de Langmuir o - =K,

mostrando a equivaléncia dos dois modelos.

Podemos, entdo, identificar a constante k que aparece na equacao de
Scatchard, com

1 K | Mo~

Kk [H,0] [H,0]" . (42.10




102

e dar a essa "constante de dissociagdo microscopica’ o significado fisico do inverso
de uma constante de particao agua/agregado, funcdo da diferenca dos potenciais

quimicos intrinsecos do ligante nos dois meios.

Limite para numero infinito de sttios de ligagdo

Em ambos os modelos acima podemos calcular o limite para ntimero muito
pequeno de ligantes particionados nos agregados. Como estes limites sao muito
usados na anéalise de dados experimentais, muitas vezes de maneira incorreta, ou
sem a ressalva de serem situagdes limites, vamos discuti-los abaixo mostrando,
novamente, a equivaléncia dos dois modelos, e discutindo porque, conceitualmente,

preferimos o modelo da particao.

L. Modelo A - Partigdo do ligante em dois meios: Na equacdo (A2.4), fazendo
com que seja muito pequena a fracao de sitios ocupados, N << M ou @ << 1:

@

= K
XH,0

Podemos reescrever essa equagao de uma forma mais conhecida na literatura de

bioquimica, em funcao de um coeficiente de partigdo, Ko, definido como:

nM/VM _ CM

K "
ny0/ Va0 Cuyo (A2.11)

P

onde ny € ny ¢ correspondem ao namero de moles de ligante na membrana e na
agua, respectivamente, e V,, ¢ Vj,o $80 0s volumes de membrana e de solucao.
Lembrando que ® = (N/M) « (nu/Vm)=Cu e XH20 o (g0 / VHZO] = CH30 , temos:

@ Oc Cm _x
Xu,0 Cuyo

p

Portanto, o coeficiente de particdo K, é uma constante somente no limite para baixa

particao do ligante nos agregados.

Note que este limite é equivalente a tratarmos o problema da particao

modelando o ligante como um gas ideal nos dois meios, como vemos abaixo.

Podemos escrever para os potenciais quimicos do ligante na agua e no meio
hidrofébico (agregado):

PH20=M%30+lenXH30 e My =uy +kTIn Xy,
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sendo as fracdes do ligante no meio aquosoc e no agregado, XHzoe X
respectivamente proporcionais a Cy,g = 0y, / Vh,0 € Ou = By/V),. No equilibrio

termodinémico, Wy o= Uy, vemos, novamente que K, € uma constante:

¥ T —Ap®
M

_ KT _ a kT M
X, =c “CHOWKP (2.12)

A equacgao (A2.11) & muitas vezes usada no ajuste de dados experimentais,
sendo que é usada corretamente quando o numero de sitios de ligacdo no agregado
nao €& restritivo. Fazendo o volume de meio aquoso igual ao veolume total da
amostra, Vi = V, ..

Kp:nM Vt Vt [Lb] Vt

Vi ny0 Vyu - [Le] Vi

chegando & seguinte expressac para a concentragao de ligante no agregado:

_ Kp{Lt ]VM
P (K Vg + V) (A2.13)
A equagéo acima, juntamente com {A2.1), resultam na expressdo abaixo
Vm
K —_—
I _ P Vt (Imax 1\+1
Lin (K Vi +1) Lnin J {A2.14)

p
Vi
Para esta expressao ser usada no ajuste de curvas de variacdo da

intensidade de fluorescéncia com a concentracéo de anfifilico, observamos que

V\1 M w
— = [ Anf ]
v, p

sendo {Anfy], M., e p, respectivamente, a concentracio total, a massa molecular e a

densidade em massa de anfifilico. Chegamos, entdo, 4 expressao

I Kp[Anfl]Mw /p [I )
—1i+1

Li 1+(X,[Anf, M, /p) (A2.15)

Imin

usada para fazer o ajuste dos dados obtidos de medidas de fluorescéncia.

it. Modelo B - Associagdo ligante-agregado: Podemos, de maneira equivalente,
fazer na equacao (A2.6) o limite para a concentracdo de Ligantes no agregado ser

muito menor do que a concentragdo de sitios disponiveis, [Ly] << [Anf]/n ou
Lo}/ [Anf] << 1/n
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L] (A2.16)

i
[Anf ][L¢] nk

E interessante notar que este limite é equivalente a considerarmos o
equilibrio quimico entre tres espécies: ligante (L), anfifilico (Anf) e complexo ligante-
anfifilico {LAnf)

L + Anf < LAnf (A2.17)
e calcularmos uma constante de associacdo K. = [LAnf]/({Ld.[Anfy}, sendo {L{ e [Anfi
as concentracoes de ligante e anfifilico livres®. Deve-se, também, assumir que exista
excesso de anfifilico (equivalente a "numero infinito de sitios de ligacio”), portanto

para [Anfd = [Anfi}, comparando com (A2.16), lembrando que [LAnf] = [Ly},
[Ly] 1

* 7 [L;)Anf] " nk (A2.18)

A equacdo acima ¢ muito interessante, pois mostra que toda tentativa de
ajustar dados experimentais com a equacéo (A2.7) em sistemas onde [Ly] << [Anfi]
levam, necessariamente, a infinitos valores de k e n, de tal maneira que o produto
nk fique sempre constante. Portanto, como esperado, somente é possivel o calculo

do nimero de anfifilicos por ligante na sifuacao em que este numero é restritivo.

iii. equivaléncia dos modelos no limite de baixa particdo do ligante nos

agregados: A partir da equacéo (A2.18), pode-se rescrever K, em funcao de Kp:

_ [Lb] LY Vt Vt LY Vt _ Oy M\\-"Vt -K Mw
a = =

K. = _ -
[LelfAnfi] Vi ng,0 Rant Nu,0 Pane Ou,0 VM P P o

onde usamos que o numero de moles de anfifilico & n,. = Vy -p/M,, . A equacio
(A2.15) pode ser reescrita como

I K[Anf] (1, 1)
1K [Anf g\ T

1

nin

Apesar da equivaléncia formal dos dois métodos, e de ser muito comum na
literatura o calculo da constante de associacido XK. de ligante com anfifilico, nés

preferimos o tratamento onde definimos um coeficiente de particao do ligante entre

3 - . - . . N . -
E importante ter em mente que quando dizemos "anfifilico livre" nos referimos 2 molécula de anfifilico no

agregado. mas ndo interagindo com ¢ ligante. No tratamento aqui apresentado todo anfifilico estd agregado. Se
este nao for o caso, deve-se considerar somente a concentragio agregada.
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dois meios pelas razdes conceituais discutidas abaixo. Para isso vamos lembrar

alguns conceitos basicos de equilibrio quimico entre espécies.

iii. Algumas nogdes bdsicas sobre equilibrio guimico: Comno queremos comparar
K. com K;, vamos lembrar que se escrevemos o equilibrio entre tres espécies:
A+BeC
e consideramos A, B e C como particulas de um gas ideal, podemos escrever o

potencial quimico p; de cada componente, sendoi1=A, Be C:

T»
i

N
w; =u +kTh N

sendo N; o numero de moléculas do componente i, e N o numero total de moleculas

no meio, NzZNi, e W o potencial quimico intrinseco da molécula (inclui a
i

energia cinética da moléculaj.
Para G(T,P,Na,Ng,N¢), no equilibrio termodinamico, AG = O, e sendo AN = ANy
= -AN¢ portanto, para temperatura e pressdo constantes temos
oG oG

= +oo ANy +———
aNAANA N, P AN,

0 AN =p (AN ) +py (AN )+ p, (ANL)

E chegamos a conhecida expressao, pa + g = jc

Fazendo Ap® = ug ~(uji +py), e definindo as fracdes molares Xa = Na/N, Xg =
Ng/N e Xc = N¢/N, chegamos, finalmente, a:
"

X, X
Ap® = leH(“"‘;(_B) =kTInK'y ou KyoxcKy=ekT
C

onde chamamos a atencdo para o fato da constante de dissociacao Ky ser
usualmente definida em fungdo das concentracdes molares (mol/litro) das espécies

em equilibrio, e K's em funcéo das fragdes molares (mol/mol).

Portanto, as constantes de dissociacdo Kq4, ou de associagao K, = 1/Kq, de um
equilibrio quimico entre varias espécies, estdo relacionadas com os potenciais
quimicos intrinsecos de todas as espécies presentes, ou seja A, B e C. No caso da
reacao {A2.17), K, estaria relacionada com os potenciais quimicos intrinsecos do
ligante e do anfifilico livres, e do complexo LAnf. Entretanto, Ky {A2.12) depende dos
potenciais quimicos intrinsecos do ligante nos dois meios. Nio entra o potencial
quimico intrinseco do anfifilico, como acontece no equilibrio de uma reacao. Por
1880 insistimos que, apesar de termos a transformacio numeérica simples entre K, e

Kp (Ko = Kp{Mw/p), conceitualmente séo duas variaveis diferentes. Essa diferenca
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conceitual é importante na discussao dos fendémenos fisicos envolvidos na particéo

de uma molécula em dois meios.
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Apéndice 3. Medidas de emissio de fluorescéncia por amostras que espatham

luz

{Parte do trabalho de Mestrado de Ernane J.X. Costa, em colaboracac com Amando S. [to}

Vamos fazer aqui uma recordacdo de alguns conceitos béasicos de
fluorescéncia, € depois discutiremos as correc¢des, por nos desenvolvidas, para

medidas de fluorescéncia em amostras que espalham luz.

Correcdes na intensidade da luz emitida
Quando fazemos uma medida da intensidade da luz emitida por um

fluordforo (lem), estamos querendo informagdes sobre o seu rendimento quéantico, @.

Sendo Lips a intensidade de luz absorvida,

(D = < [e) 0] Iem s ®.Iabs

abs

O rendimento quantico do fluoréforc dard informacdes sobre o
microambiente onde ele se encontra (Lakowicz, 1983}, permitindo, por exemplo,
uma estimativa de sua profundidade de penetrac@o em uma bicamada lipidica, ou o
calculo da constante de particdo da molécula em meios de polaridades diferentes,
por exemplo, dgua/agregado anfifilico {(vesiculas ou micelas). Como o que medimos
€ lem, S€ queremos comparar os valores de @ de varias amostras, é necesséario que

laws s€ja @ mesma para todas elas, ou entdo, que sejam feitas as correcées devidas.

¥2y

Io

F.

IRz

Tem

Fig. A3.1. Diagrama mostrando a trajetéria dos feixes de luz em uma cela padrao de fluorescéncia.

No esquema acima mostramos, de maneira simplificada, que em um
flnorimetro, Lem € labs s&0 referentes as moléculas contidas no pequenc volume AV (~
(Ax)%) no centro da cela, onde I, é a intensidade de luz que chega & parede da cela, e
as dimensdes de AV dependem do espectrémetro usado. (Certamente existem outros
arranjos, com outras geometrias, que mencionaremos mais adiante).

Lembrando que a absorbancia de um croméforo em cela de caminho 6tico X,

sendo L € lians as intensidades de luz incidente e transmitida, é dada por:

A(x) = log L portanto |

rans

_ ~2,3-A(x) _ ~2,3-Alx)
rans Ioe € Iabs . I0 (1 - € i )
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Podemos, entdo, escrever: I, =®-1, =- Ilo[l — e ¥ T onde I'O é a
intensidade que chega no centro da cela.
Como, em geral, usamos o fluordéforo em concentracdes que absorvem pouca
luz, A(Ax) << i, entdo
I, ~®-1,(23 5 -Ax-c) (A3.1})
onde usamos a lei de Lambert-Beer, sendo ¢ o coeficiente de extincdo do fluoréforo e
¢ sua concentracdo. Portanto, para compararmos o rendimento quantico de duas

amostras, € necessario que tenham o mesmo € e ¢ {ou que se fagcam as corre¢des

necessarias), gue se use o mesmo arranjo otico no fluorimetro, portanto mesmo Ax,

e que chegue no centro delas o mesmo [, ou, também, que sejam feitas corregdes.

S&o estas ultimas que vamos discutir abaixo.

Caso a amostra espalhe luz (p. ex. dispersdes lipidicas), a intensidade que

chega ao centro da cela é dada por:

1' e | =] er,S-AEW[l/Q) (Ag-g]

o trans ~ "o

onde Aesp(l/2) € a absorbancia medida no espectrofotémetro, no comprimentos de
onda de excitacao {kes), devido a luz espalhada no caminho 6tico 1/2 (ver Fig. A3.1),
relativa, portanto, a turbidez da amostra.

Com as equagdes (A3.1) e (A3.2) temos:
[, =®- IOCWQ’S'A””(W’(Q,S g - AX - C) (A3.3)
Além disso, a luz emitida que chegara ac detetor também sera espalhada, e
portanto a intensidade que chegara seréa:
1. =@ -I06"2'3'A:§P(}/2’ev2’3A:$”’/2)(2,3 -g-AX - c)
onde Al e AZl sao as absorbancias medidas nos comprimentos de onda de
EXCItaCaA0 (hex) € €MISSAO (hem).

Para que se possa comparar os rendimentos quanticos de amostras que
espalham luz diferentemente, por exemplo, um fluoréforo em meio aquoso e em

dispersao lipidica, & necessario fazer a correcéo:

[0 Z 1 . o2RAG(/2AL 1 /2) (A3.4)
€I

CImn
Esta correcdo aparece nos livros texto de fluorescéncia (p. ex., Lakowicz,
1983}, relacionada ao chamado efeito filtro, quando a amostra absorve a luz
incidente e/ou emitida pelo fluoréforo. Entretanto, em véarios trabalhos na

literatura, ela é esquecida para amostras que espatham luz.
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E interessante notar que quanto menores forem os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdio, maiores serdo as corregoes devidas, pois o espalhamento
diminui, aproximadamente, com uma poténcia de A {.* para o espalhamento de
pequenas particulas, espalhamento Rayleigh). Como lex € sempre menor do que Aem
¢ recomendavel que se utilize uma cela com menor caminho 6tico para o feixe
incidente. Muitas vezes, para que seja menor o efeito do espalhamento de luz, sao
utilizadas as chamadas celas de face frontal, esquematizadas na Fig. A3.2, onde

tanto o feixe incidente como o emitido, ndo atravessam a arnostra.

. 360
450 IO Io

Iem Iem

Iref Iref

(a) (b)
Fig. A3.2. Diagrama mostrando a trajetoria dos feixes incidente, refletido e emitido, nas celas de face

frontal de 45¢ (a) e 360 (b),

Limite de validade da correcdo

Quando se trabalha com amostras que espalham muita luz, como dispersdes
lipidicas, a correcdo discutida acima pode deixar de ser verdadeira, como
mostraremos a seguir. Varios sdo os motivos para que isto ocorra, sendo,
provavelmente, o mais importante, os espalhamentos multiplos dentro da cela para
amostras relativamente turvas.

Para testarmos se a correcdo de lem pela equacaoc (A3.4) era valida,

precisavamos de um fluoréforo que ndo interagisse com vesiculas lipidicas, portanto

seu rendimento quantico nio variasse na presenca destas. Isto porque, queriamos

medir sua intensidade de fluorescéncia, em presenca de concentracdes crescentes
de lipidio, portanto valores de absorbincia crescentes, e, apés a correcio, verificar
qual o valor limite (e se existia) de absorbancia para o qual a correcao pela Eq. A3.4
ainda levava ao valor de L., na auséncia de lipidios. Esta escolha ndo é mauito
simples, pois a maioria dos fluorédforos, mesmo os muito agquo-solivels, apresentam
uma pequena particdo na fase lipidica, o que altera seu rendimento guéantico. A
nossa opg¢ao fol a utilizacio de uma molécula com carga elétrica (-3), 8-hidroxi-
1,3,6-pirenotrisulfonato (piranina}, em dispersoes lipidicas de DMPG, anibnico! . A
repulséo eletrostatica entre o fluordforo e o lipidio garante que o primeiro esteja

sempre em solucdo (Clement e Gould, 1981), nao variando, portanto, seu

rendimento quantico.

! Essa sugestdo fol dada pelo Prof. Mario Polit, do Institute de Quimica da USP.
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Na Fig. A3.3 mostramos a variacdo observada de la,, em funcao da
absorbancia da amostra, e a intensidade corrigida pela eq. A3.4. Foram usadas
amostras de diferentes concentragodes lipidicas, dando origem aos varios valores de
absorbancia mostrados nas figuras. No experimento de fluorescéncia da Fig. A3.3
foi utilizada uma cela de parede grossa, sendo1=04cmel = 1 cm {ver Fig. A3.1}.

Como o rendimento quantico da piranina nao deve variar com a concentracao
lipidica, 17, deveria ser constante. Vemos, portanto, que a corregéo so é valida até

AL =290; 1= 1 cm} = 0,5. Neste caso corrigimos somente para o espalhamento em

Aex = 290 nm, pois o espalhamento em em = 514 nm é desprezivel.

T T T T T T
22004 W ! og A
E D E

O i fcor)

2000 - N
1860 - o | i
1 o ]
S L e J _
5 -
& 1400 4
— i E | 1
1200 u i
) - |
1006 - |
E | ' 4
800 n i

T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5

A{=290nm;1=1cm)

Fig. A3.3. Variacédo da intensidade de emissao fuorescente da piranina (celade 1= 0,4 cmel = 1 cm,

como definidos na Fig. A3.1), antes (W) e apds (O) a correcio devida a espalhamento de luz,
em funcio da absorbancia da amostra em 4 = 290 nm (cela 1 = 1 cm). hex = 290 nm € hem =

514 nm.

E importante notar que na Fig. A3.3 mostramos a variacao da intensidade de
fluorescéncia com a absorbancia no comprimento de onda de excitacéo, isto pois o
limite de validade da corregédo & dependente deste valor, para o qual o espalhamento
¢ maximo. Mesmo ndo sendo o maximo de absorcdo da piranina em 290 nm,
usamos este comprimento de onda para excitar a molécula pois estavamos
interessados na avaliacdo da correcdo para espalhamento da fluorescéncia do
triptofano e da melatonina, onde este é 0 hex. usado. Como ja mencionado, no iem
usado para a piranina, 514 nm, o espalhamento é desprezivel, o que pode nao
acontecer para o triptofano e melatonina, onde um pequeno espalhamento ainda

deve ser observado em seus comprimentos de onda de emissao, em torno de 350

nm, e deve ser também usado para a correcio.
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Fig. A3.4. Variacdo da intensidade de emiss&o fluorescente da piranina (cela face frontal 45¢), antes (B
)} e apds (0) a correcdo devida a espalhamento de luz, em funcio da absorbancia da amostra

em L =290 nm (celal =1 cm). dex = 290 nm e Aem = 514 nm.

Portanto, para amostras que espalham muita luz, deve-se utilizar as celas de
face frontal (Fig. A3.2). Na Fig. A3.4 vemos que, mesmo para a cela de 45¢, é
necessario fazer correc¢des para o espathamento. Como nesta cela ndo sabemos 0s
valores de 1 e I', o que fizemos foi utilizar um caminho 6tico médio para a correcao

de todas as medidas, média dos valores encontrados para as correcdes de L., para
as diferentes absorbancias, assumindo que IJ) nao variasse. A média encontrada

por nos para trés diferentes experimentos foi lmesic = 1,0 mm. O problema que
encontramos com essa cela foi a superposicao do espectro de fluorescéncia com as
franjas de interferéncia, resultantes da luz refletida nas paredes interna e externa
da cela. Isto porque, como pode ser visto na Fig. A3.2 as radiacdes emitida e
refletida saem na mesma direcao. Essa superposicao causa imprecisao nas medidas
de fluorescéncia. Este problema é especialmente relevante para amostras com baixa
intensidade de fluorescéncia

Isto nos levou a desenvolver no laboratério um arranjo onde a luz incidente
faz um angulo de 36° com a parede da cela, evitando a superposicao das radiacdes
emitida e refletida (Fig. A3.2). Na Fig. A3.5 mostramos a intensidade de luz emitida
pela piranina em dispersdes de DMPG. Vemos que até A = 0,4 (paral = 1 mm) nao
Sa0 necessarias corregdes na lem medida. Para maiores valores de espalhamento, as

corregdes foram feitas utilizando-se um caminho 6tico médio, como discutido acima
(Lnegio = 0,2 mmm).
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Fig. A3.5. Variacio da intensidade de emissao fluorescente da piranina (cela face frontal 369), antes (M
) e apds (O) a corregio devida a espalthamento de luz, em funcéo da absorbéncia da amostra

em & =290 nm {cela i = 1 mm). kex = 290 nm & kem = 514 nm.

As corre¢oes discutidas acima foram fundamentais para nosso trabalho com
vesiculas de DMPG e DMPC, com didmetros da ordem de 1000 A, preparadas pelo

método de extrusao, para conceniracdes lipidicas a partir de 0,1 mM.
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Abstract. The interaction of the cationic tridecapeptide
o-meianocyte stimulating hormone {@-MSH) and the bi-
ologically more active analog [Nle*, DPhe”]-a-MSH with
lipid membranes was investigated by means of ESR of spin
probes incorporated in the bilayer, and NMR of deuterated
lipids. All spin labels used here, stearic acid and phospho-
lipid derivatives labeled at the 5 and 12" position of the
hydrocarbon chain, and the cholestane label, incorporated
into anionic vesicles of DMPG (1,2-dimyristoyl-sn-gly-
cero-3-phosphoglycerol) in the liquid-crystalline phase,
tndicated that both peptides decrease the motional free-
dom of the acyl chains. No peptide effect was detected
with neutral lipid bilayers. Changes in the c-deuteron
quadrupolar splittings and spin lattice relaxation time of
DMPG deuterated at the glycerol headgroup paralleled the
results obtained with ESR, showing that the peptides cause
a better packing both at the headgroup and at the acyl chain
bilayerregions. The stronger effect caused by the more po-
tent analog in the membrane structure, when compared to
the native hormone, is discussed in terms of its larger lipid
association constant and/or its deeper penetration into the
bilayer. *

Key words: Melanotropic peptide — Peptide-lipid inter-
action - Spin label — *H-NMR

Introduction

«-Melanocyte Stimulating Hormone (a-MSH: Ac-Ser-
Tyr-Ser-Met-Giu—His—Phe-Arg—Trp—Gly-Lys~Pro-Val-
NH,) is secreted by the pars intermedia of the pituitary
gland, and is derived from the precursor protein pro-opi-
omelanocortin. It has the same first thirteen amino acids

* Present address: Department of Biological Sciences, University
of Warwick, Coventry CV4 7AL, UK

Correspondence to: M. Teresa Lamy-Freund

in the sequence as the largest pituitary hormone adreno-
corticotropin (ACTH), with which it shares a number of
comnen hormonal properties (Sawyer et al. 1980; Cas-
trucci et al. 1990). In maost vertebrates, o-MSH is the phys-
iologically relevant hormone regulating skin pigmentation
(causing darkening), as well as being involved in many
other biological functions, such as fetal growth and behav-
ior (Castrucci et al. [990).

‘Several modifications made within the primary struc-
ture of a-MSH have yielded peptides with superpotent ac-
tivity (Sawyer et al. 1980). For example. the native hor-
mone derivative [Nle*, DPhe’}--MSH (hereafter referred
to as MSH-I), which exhibits increased potency and pro-
longed activity in the frog skin bioassay when compared
to the native molecule (Sawyer et al. 1980). [t was sug-
gested that the increased potency of MSH-I could be at-
tributed to a reverse turn within the &-MSH,_,, sequence
which is conformationally-stabilized by the D-Phe’ sub-
stitution. The conformational structure of the analog could
facilitate its direct binding to membrane protein receptors.
On the other hand. considering the possible catalytic ef-
fect of the lipid phase of the cell membrane on peptide-
membrane protein interaction (Sargent and Schwyzer
1986; Schwyzer 1986), this present study focuses on the
interaction of the two peptides, o-MSH and MSH-I, with
pure lipid bilayers. A comparison between the strength and
the nature of the interaction of the two peptides with mul-
tilamellar liposomes, used here as in vitro models of bio-
togical membranes, may help in an understanding of the
role played by the lipid phase in the peptide action.

It was reported that both the native hormone g-MSH
and the analog MSH-1 interact with acidic lipid bilayers
and not with neutrai ones (lto et al. 1993). This is in ac-
cord with them being cationic at neutral pH, with approx-
imately one net positive charge. Variations in the trypto-
phan fluorescence properties indicated structural changes
on incorporation of the two peptides into DMPG (1,2-dim-
yristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol). DMPS (1,2-dim-
yristoyl-sn-glycero-3-phosphoserine) and POPS (1-pal-
mitoyl, 2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoserine} bilayers
(Ito et al. 1993). Larger association constants were ob-
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tained for the analog when compared to the native hor-
mone. This result parallels the reported biological activ-
ities of the peptides. Additionally, ESR studies using the
3-doxyl cholestane spin label (CSL) incorporated in
oriented bilayers indicated that the peptides have opposite
effects on the order and rate of movement of the label in
DMPG membranes (Biaggi et al. 1993). The native hor-
mone induced greater rate of chain motion while the ana-
log increased the chain packing.

The present work studies the interaction of o-MSH and
the analog MSH-I with pure acidic DMPG liposomes, us-
ing different spin label molecules incorporated in the bi-
layer, and deuterated headgroup lipids. Spin label ESR and
*H NMR are particularly suitable methods for the stucy of
membrane structural and/or dynamics changes caused by
peptide-lipid interaction (see for example, Sankaran et al.
1989; Watts 1993). The acy! chain spin labels, stearic acid
and phospholipid derivatives, report on the gauche-trans
isomerization of the acyl chains, whereas the cholestane
spin label gives information about the bilayer orientarion
or the lipid rotational motion as a whole. The spin labels
used here give complementary information on the fluid-
ity of the membrane hydrocarbon region. The bilayer sur-
face was monitored via the deuterium quadrupolar inter-
action of the @, f§ and ysegments of the glycerol head-
group. :

Materials and methods
Marerials

The peptides o-MSH and MSH-I, the spin labels 5- and
12-SASL (5- and 12-doxylstearic acid spin [abel) and the
cholestane spin label CSL were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Phospholipids, DMPG
{1 ,2-Dimyristoyl-sn«g]ycer0~3-phosphoglycerol) and
DMPC (] ,2-Dimyristoyl—sn-g]ycero—3-phesphocholine},
and phospholipid spin Jabels S- and 12-PCSL (I-palmi-
toyl-2-[4- or [2-doxyl stearoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline) were obtained from Avanti Polar Lipids (Birm-
ingham, AL). The buffer used was 10 mM hepes (4-(2-hy-
droxyethyl)-1-piperizineethanesulfonic acid) at pH 7.4.
All reagents were used without further purification,
DMPC-d, and DMPG-d; were synthesized as deseribed in
Sixl and Watts (1982) and Sixl et al. (1984,

ESR sample preparation

Stock solutions of spin tabels were prepared in chioroform
and stored at -80°C. The membranes were multilamellar
dispersions of Iipids (10 mM) containing 1 mol% of spin
label. A lipid film was formed from a chloroform solution
of lipids and spin labels, dried under a stream of N, and
teft under vacurm for a minimum of 5 h, to remove all
traces of the organic solvent. Liposomes were prepared by
the addition of the buffer solution, without or with the de-
sired concentration of melanotropic peptides, followed by
vortexing.

NMR sample preparation

Pure deuterated lipid samples were prepared as describe..
above, but with a higher concentration of lipids (0.3 M®

ESR spectroscopy

ESR measurements were performed in a Bruker ER 200L-
SRC spectrometer interfaced with an IBM-PC like cor
puter for spectrum digitalization. A field modulation am -
plitude of 0.08 mT and microwave power of 10 mW were
used. The temperature was controlled to about 0.5 °C wi.
a Bruker B-ST 100/700 variable temperature device. Th~
temperature was always varied from 40 to 0 °C and mon-
itored with a Fluke 51 K/J thermometer. As the stearic ac’
spin labels presented a small partition in solution
(12-SASL mainly), the ESR spectra shown here are the re-
sult of the subtraction of free aqueous label signal fro;
the composite spectrum, using the software EPRANALS
(J. Rowntree, P. Fajer and B. Bennet, University of Oa-
ford, UK). For the measurement of the Spectrum params
ters the ORIGIN software (MicroCal Software, Inc., MA
USA) was used.

Effective order parameters, S, were calculated fromth
expression *

Ay—Ay a,
A~ (Ay +A,) 2,

Seff =

were 2A,, is the maximum hyperfine splitting and

Ay — Ao
Ap —(1/2HA L +Ayy)

A_L :Amin +i4[1—

where 2A ... is the measured inner hyperﬁne.splittiﬂg
(Griffith and Jost 1976; Gattney 1976). The polarity wa
normalized from al/a, where .
a5 =(1/3) (A, + Ay, +A

ZZ}

and
Elo = (1/3) (A'r/ + 2 A_j_)

Asx Ayy and A, being the principal values of the hyper- -
fine tensor for doxylpropane (Gritfith and Jost 1976). The
data shown here are the mean of at least three experiments.

NMR spectroscopy

°H NMR spectra were recorded on a home built 360 MHz i
(H,=8.4 T) spectrometer (Department of Biochemistry.
University of Oxford), equipped with a Nicolet pulse pro--
grammer and operating at 55.3 MHz for the “H nucleus.
Single pulse modes were used with 7/2 pulse widths var-
ying from 7 to 9 us. Deuterjum spin-lattice relaxation
times T, were measured by the inversion-recovery tech-
nigue, a 180°-7-90° pulse sequence being employed. Tem.
perature was controlled to an accuracy of 20.5°C by a ni- .
trogen gas flow temperature unit. The data shown here are
the mean of at least three experiments.




Results and discussion
ESR of stearic acid and phospholipid spin labels

Figure | shows the ESR spectra of stearic acids labeled at
the 5™ and 12™ position of the hydrocarbon chain incor-
porated in anionic vesicles of DMPG, in the absence and
presence of melanotropic peptides, The spectra were re-
corded at 40°C, above the gel-to-liquid crystalline phase
transition temperature of DMPG (T, ~ 21 °C). At the two
positions of the spin label group the ESR spectrum is sen-
sitive to the presence of the cationic peptides. Both -MSH
and MSH-I increase the spectral anisotropy, giving rise to
spectra that are broader and have larger hyperfine split-
tings than the spectra for the lipid alone. This corresponds
to a restriction of the motion of the spin-labeled chains in
the presence of the peptides (Griffith and Jost 1976). No
change in the ESR spectra was observed when the two pep-
tides were added to bilayers of the zwitterionic lipid
DMPC,

The effect of the peptides on the dynamics and struc-
tural properties of DMPG bilayers was quantified by meas-
uring the outer hyperfine splitting A_,,,. This is a useful
empirical parameter which contains contributions from
both the amplitude and the rate of motion of the spin-la-
beted chains (Marsh 1981 and references therein). The
value of A ., decreases as the spin label micro-environ-
ment becomes less organized and/or more mobile. The
temperature dependence of A, is shown in Fig. 2, in the
presence and absence of peptides, for stearic acid and phos-
pholipid labels. All labels monitor a phase traasition
around 21 °C. This T, value is in accord with that found
before (Heimburg and Biltonen, 1994) for 10 mM,DMPG
at low ionic strength. Above the transition temperature
both peptides increase the A, values of labels placed ei-
ther near the headgroup (5-SASL and 5-PCSL) or deep in
the bilayer (12-SASL and 12-PCSL). The analog MSH-I
is more efficient in restricting the lipids mobility than the
natural hormone. This result could be related to either the
larger value of the peptide-lipid association constant found
for the analog relative to the mative hormone (Ito et al.
1993), or could be attributed to a deeper penetration of the
analog into the bilayer, or to both effects.

The bilayer phase transition monitored by the acyl chain
spin-labels clearly reflects a broadening of the DMPG
main chain melting phase transition caused by the peptide-
lipid interaction, with a more pronounced effect with
MSH-1. This effect is similar to that observed with other
molecules, such as polar carotenoids and cholesterol,
which are thought to penetrate the lipid bilayer (Subczyn-
ski et al. 1992). For the nitroxide monitoring the 12 po-
sition of the hydrocarbon chain (12-SASL and 12-PCSL)
the effect of the peptides on the membrane structure be-
low the phase transition is rather complex and subile, and
will not be discussed here.

The slightly different effects obtained with the stearic
* acid labels when compared to their equivalent phospho-
lipid labels can probably be attributed to their relatively
different positions in the lipid bilayer. Owing to the sur-
face negative charge of the DMPG membrane, the stearic
acid labels should be mainly protonated at pH 7.4 (pK,
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Fig. 1. ESR spectra of 5-SASL and 12-SASL incorporated in
DMPG liposomes in the absence and in the presence of 10 moi%
peptide. Total specirum width is 100 G. T=40°C
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Fig. 2. Temperature profiles of maximum hyperfine splitting (A .,
of different acyl chain spir labels incorporated in DMPG liposomes
in the presence of 0, {®}, and 10 mol% o-MSH () and MSH-1
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=8.0, Ptak et al. 1980), and could penetrate more deeply
in the bilayer. This is in agreement with the lower values
of A, obtained for 5-SASL and 12-SASL when com-
pared to 5-PCSL and 12-PCSL, respectively (mainly
above T,).
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Fig. 3. Temperature dependence of A, values of 5-SASL (filled
symbols) and 3-PCSL (open symbols) in DMPC (® and D) and
DMPG (@ and ©) membranes

To further iHustrate the dependence of the surface
charge on the relative positions of stearic acid and phos-
pholipid labels in bilayers, the same lubels were incor-
ported in DMPC vesicles, In this zwitterionic membrane
one would expect that the stearic acid would be mainly de-
protonated at pH 7.4 (pK_ ~6.5, Prak et al. 1980). There-
fore the charged SASL incorporated in DMPC would be
located in a position closer to the bilayer surface than when
in DMPG vesicles. On the other hand, the depth position
of the PCSL should not be a function of the membrane sur-
face charge. Accordingly, Fig. 3 shows that the A ey val-
ues of 5-SASL and 5-PCSL in DMPC are very similar and
also similar to that of 5-PCSL in DMPG, whereas 5-SASL
in DMPG yields smaller Amax Values. If we assume simi-
tar packing for DMPC and DMPG bilayers ! this result in-
cidates that 5-PCSL in both DMPG and DMPC and
5-SASL in DMPC are located at similar depths, and the
neutral 5-SASL in DMPG is clearly located deeper into
the bilayer, presenting a smaller A_ . value. The above
discussion can be understood with reference to the spin la-
bel average position, as it’is known that acyl labels placed
deep in the membrane undergo large vertical fluctuations
(Godici and Landsberger 1974; Ellena et al. 1988; Yin
et al, 1988).

To investigate the possible effect of the peptides on the
polarity of the phospholipids spin label environment, ef-
fective isotropic hyperfine constants (a ) were calculated
{(see Materials and methods) in the absence and in the pres-
ence of peptides. The values of a, are known to be depen-
dent on the net unpaired spin density on the N-atom of the
nitroxide, which is a function of the nitroxide micro-envi-
ronment (Seelig et al. 1972). An increase in polarity is ac-
companied by an increase in the isotropic hyperfine split-
ling. Above 25°C a, values were approximately indepen-
dent of the temperature and Table | displays the averaged
values from 25-40°C. As expected, the nitroxide closer
to the polar-apolar interface (5-PCSL) senses a more po-

' It is a reasonable assumption as the two lipids have simifar tran-
sition temperatures, despite the areas per lipid head group being
stightly different, according to Pasher et al. 1992

Table 1. Effect of melanotropic peptides (10 mol%) on the isotrop
ic hyperfine constant a, (Gauss) of two different acyl chain spin la-
bels

3-PCSL 12-PCSL
DMPG 14.95 14.21
+ o-MSH 15.05 14.00
+ MSH-1 14.97 [3.63

Table 2. Effect of melanotropic peptides (10 mol%) on the effec- .
tive order parameter S, of two different acyl chain spin labels.
T=35°C :

5-SASL 12-SASL
DMPG 0.324 0.103
+ a-MSH G.350 0.125
+ MSH-I 0.434 0.164

lar region than that closer to the terminal methyl ends of
the chains (12-PCSL). The polarity of the upper region of
the bilayer is not significantly affected by the presence of -
the peptides, as monitored by the a, value of 5-PCSL. How-
ever, the polarity of the micro-region monitored by the
12-PCSL decreases upon the interaction with the pepiides. -
Again, the analog is more effective in changing the a, value
than -MSH. The above data are consistent with the bind-
ing of the peptides resulting in a decrease in the motional
freedom of the acyl chains, therefore causing a decrease
on the vertical fluctuations of the labels. The spin label po-
sitioned at the 5™ carbon would not be much affected, as
its vertical fluctuation is not very large (Yin e al. 1988),
but the label at the 12" position would be restricted to a
region deep in the bilayer, resulting in an average lower
polarity for its micro-environment. '

Effective order parameters (Serr) were calculated (see
Materials and methods) from ESR signals above the gel-
fluid phase transition, when the spin-label motion is fast
on the ESR time-scale (correlation time 1<3x107 s). It
has been shown that spectra similar to those shown in
Fig. I also contain important contributions from slow mo-
lecular motions (Lange et al. 1985). Therefore, S, is a pa-
rameter similar to A, in the sense that it contains con-
tributions from both order and rate of motion, although the
principal contribution to S, is the amplitude of the seg-
mental motion of the alkyl chain (Schindler and Seelig
1973). Unlike A,,,, S.q is not influenced by the polarity
of the spin label environment, as the proper correction was
made (see Materials and methods). Calculated S, values
for 5- and 12-SASL at 35°C {Table 2) show similar de-
pendences on the presence of o-MSH and MSH-I as the |
Anax values measured above the lipid transition tempera-
ture (Fig. 2).

The S ¢ dependence on peptide concentration is shown
in Fig. 4. When monitored by the 12-SASL., 5 mol% is a
membrane saturating concentration for both peptides.
Stightly different results were obtained with other spin la-
bels (not shown). It is seen that the effect of MSH-I on the
membrane structure is greater than that of the native hor-
mone, at all concentrations studied here.




0254 4 . . 4

T = -
0.20 4 //* ------------ *
N -/
N /I .
V-} < /’ B A
015 % . ]
&
0104 4 i

T T T T T T

[7] 2 4 & 8 10
mol % q-MSH

L] T T T L] T
b
b S
0.32- - T
; ! v
4 v ’,/*"s.,_.\
§§ 0244 L A *
BV Y 4
! if
if#
o164 7 ]
4
0.081 ‘ 4

mol % MSH-I R

Fig. 4. Dependence of the effective order parameter (S,) of
12-5ASL in DMPG liposomes on the mole fraction of a-M$H a and
MSH-T b at 30°C (V), 35°C (*) and 40°C (A)

ESR of cholestane spin label

For a further understanding of the effects of melanotropic
peptides on lipid bilayers, another type of spin probe was
used, the cholesterol analog CSL. This label has a fairly
rigid structure and gives information on the rate of lipid
rotational long axis motion, whereas the acyl chain spin
labels monitor mainly the amplitude and rate of segmen-
tal motion (gauche-trans isomerism) (Schindler and See-
lig 1973, 1974). Figure 5 displays typical spectra of CSL
incorported in DMPG bilayers in the absence and presence
of peptides, below and above the main phase transition
temperature. MSH-I significantly changes the form of the
CSL ESR signal at low temperatures, indicating a decrease
in the spectral anisotropy caused by the peptide-lipid inter-
action. In a similar way to the results obtained with the
acyl chain labels, the peptides cause no significant altera-
tion in the ESR spectra of CSL incorporated into DMPC
liposomes.

The ESR spectra of CSL in DMPG bilayers were ana-
lyzed by measuring the outer hyperfine splitting A
(Fig. 6 over a wide range of temperature, though the A
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Fig. 5. ESR spectra of CSL incorporated in DMPG liposomes in the
absence and in the presence of 10 mol% peptide, below and above
the lipid main phase transition. Total spectra width is 100 G
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Fig. 6. Temperature profiles of maximum hyperfine splitting (A}
of CSL incorporated in DMPG liposomes in the presence of G (@),
and 10 ml% o-MSH (@) and MSH-1 (O}

values at low temperatures are rather difficult to measure
accurately. In line with the results obtained with the acyl
chain labels, both peptides increase the A, values above
the main phase transition, having therefore a packing ef-
fect on the lipid bilayer. However, in contrast to the other
spin labels, CSL monitors a significant shift on the lipid
main phase transition temperature caused by the presence
of the analog MSH-L. This is consistent with partial pen-
etration of the peptide into the hydrocarbon region of the
bilayer preventing crystallization of the chains until a
lower temperature is reached.

It is interesting to note that the main DMPG melting
temperature, monitored via the cholestane spin label
(Fig. 6)isshifted a few degrees to lower values, when com-
pared with that yielded by the acyl chain spin labels
(Fig. 2). Different temperature profiles, yielding different
T, values, with sterol and acyl chain labels have been seen
before, though not extensively discussed (for instance see
Marsh 1980; Subczynski et al. 1992). CSL has also been
reported to induce an additional temperature transition at
~20°C in different phospholipid {Presti and Chan 1982),
although DMPG was not studied. In DMPC, which has a
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transition temperature similar to that of DMPG, around
23°C (Wattset al. 1978), CSL was found 1o yielda T, value
a few units lower, around 17°C (Fig. 2 in Presti and Chan
1982). Thisresult is in accord with that shown here (Fig. 6).

On the other hand, particularly for DMPG, it has been
recently shown that the phospholipid bilayer thermotropic
behavior is rather complex (Heimburg and Biltonen 1994),
depending on many different factors, such as lipid concen-
tration, ionic strength, and rate of heating or cooling. It
was suggested that DMPG exists as several slightly dif-
ferent structures, over a broad temperature range. There-
fore, the reason why CSL, incorporated in DMPG, moni-
tors a somewhat different T, than the acyl chain labeis
needs to be further investigated. For instance, it could be
related to an alteration of the equilibrium between the dif-
ferent DMPG structures caused by the sterol label (even
at concentrations as low as 1 mol%), or the cholestane la-
bel could be preferentially distributed in a region differ-
ent to that labeled by the acyl chain probes. The role the
melanotropic peptides play in the thermotropic equilib-
rium of the possible different DMPG structures is also not
tesolved.

It is important to point out that the data shown here, for
the different spin labels incorporated in DMPG liposomes,
do not agree with the results obtained with CSL in oriented
bilayers (Biaggi et al. 1993). It was reported that while the
natural hormone decreased both the order parameter and
the rotation correlation time, the analog caused an oppo-
site effect (Biaggi et al. 1993). Although the oriented films
contained 10 mol% cholesterol, which was necessary for
promoting the orientation of the lipid bilayers, and the
Spectra were recorded at 40°C only, the discrepancy
between the results obtained with the two lipid systems
needs further investigation, including a possible choleste-
rol dependent effect.

NMR of headgroup deuterated DMPG-ds and DMPC-d,

The *H NMR spectra at 35 °C of DMPG deuterated at the
o, 8 and ysegments of the glycerol headgroup are shown
in Fig. 7. The spectra are typical of random dispersions of
liquid-crystalline lipids in a bilayer arrangement (Seelig
1977). Although they are quite noisy and do not present
perfect Pake shapes, the separation between the maxima
provides an approximate evaluation of the deuterium
quadrupolar splitting (4vg), which are related to changes
of the headgroup conformation. The addition of the cat-
ionic peptides a-MSH or MSH-I to the negative DMPG
membrane decreases the a-quadrupolar splitting without
affecting significantly the 3 and ysplitting, within the ac-
curacy of the measurement. Increasing the temperature
from 25 to 45°C causes only a slight variation of the
a-quadrupolar splitting (Fig. 8), both in the presence and
absence of peptides. For temperatures below 23°C, a
broadening of the *H NMR spectra occurs as expected for
lipids in the gel phase. Although the interaction of the two
peptides with DMPG membrane causes similar effects on
the c-quadrupolar splitting, the maximum splitting de-
crease is achieved with only | mol% MSH-I whereas
5 moi% is necessary for the natural hormone (Fig. 7 and
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Fig. 7. Deuterium quadrupolar NMR spectra of DMPG-d5 lipo-
somes in the presence of different concentrations of c-MSH and
MSH-I

Fig. 8). This is certainly a strontg indication of a higher
partition coefficient for MSH-I than for &-MSH in DMPG
vesicles. At the concentrations used here, the peptides do
not significantly affect the quadrupolar splitting of head-
group deuterated DMPC at the ¢ and B positions. Under
no conditions were separated spectra for free lipid and pep-
tide-bound lipid observed. The deuterium spectra thus in-
dicate a single, time-average headgroup conformation at
the NMR time scale in all peptide-lipid systems studied.

The spin lattice relaxation times (1)) for all the deuter-
ated segments of DMPG are displayed in Table 3. They
give information about the dynamic behavior of the deu-
terated segments. Upon peptide addition, the Ty values of
the o-deuterons of DMPG decrease whereas the T, values
related to the - and jsplitting remain unaffected, From
the deuterium spin-lattice relaxation times, in the limit of
small order parameters, it is possible to estimate an effec-
tive correlation time (7.) for the CD fast, local, segmental
motion (Brown et al. 1979; Davis 1983), according to the
equation

, 2
1_3(e9Q) |
T, 8\ & ¢
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Fig. 8. Temperature dependence of the o-quadrupolar splitting
{(&-Aviy) of headgroup deuterated DMPG in the presence of 0 (@),
1{c}and 5 mol% a-MSH ( ) and 1 { Q) and 5 mol% of MSH-1 ()

Table 3. Deuterium NMR spin-lattice relaxation times T, {ms) for
DMPG-ds multilamellar liposomes at 35°C

a-CD, JiXeis) *CD,

DMPG 17.0+£04 14009 19.2 0.2
(5.4)*

+ 1% o-MSH 13508 14.0 £0.7 18.7 0.1
(5.9

+ 5% o-MSH §4.8+0.8 149404 182 0.1
(6.2)

+ 1% MSH-1 152+0.5 14.0+0.8 17.8+05
(6.1

+ 5% MSH-I 14010 14.0+0.9 18.6 £ 0.6
(6.6)

* Numbers in parentheses refer to correlation times 7, (see text)

L ]

where (e’qQ/#) is the static quadrupolar splitting con-
stant.

Table 3 shows a decrease in the headgroup mobility
caused by the peptide-membrane interaction. In agreement
with the observed variations in the quadrupolar splitting,
the analog MSH-I is more effective in changing the rates
of motion than the natural hormone.

The small observed decrease in the DMPG ¢-CD quad-
rupolar splitting can be attributed to changes in the head-
group position rather than an increase of the amptitude of
anguiar fluctuations, since the quadrupolar splittings are
very sensitive to small variations in torsion angles (Seelig
et al. 1987). Considering the change in the deuterium
quadrupolar splitting, the effect of the cationic peptides
upon DMPG bilayers could be attributed to variations in
the surface charge density only (Seelig et al. 1987: Ma-
rassi and Macdonald 1991). However, the increase in the
o-deuteron spin lattice relaxation time shows that the inter-
action of the melanotropic peptides with DMPG bilayers
not only changes the headgroup dipole moment direction,
but also aiters the intermolecular interaction between
neighboring headgroups. Although the deuterium NMR
results do not allow any conclusion about the depth of bi-
layer penetration by the peptides, they indicate that the me-
lanotropic peptides interact at least at the membrane sur-
face, decreasing the DMPG net charge density and there-
fore allowing a better packing of the phospholipid head-
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groups. Upon interaction with PG membranes, other th-
ionic molecules have been found to dccn‘zz}se the 11p§d
o-CD, quadrupolar splitting (Beschiaschvili and Seelig
1990; Marassi and Macdonald 1991) and chl'eaffe both [‘he
splitting values and the spin-lattice relaxation times (Sixl
et al. 1984; Sixi and Watts 1985).

The changes that occur in the “H NMR quadruPolur
spectra of head group deuterated DMPG. due exclusively
to surface charge variations, are expected to be much
smaller than those for deuterated DMPC since both .ti}e or-
ientation and the size of the PC dipole moment facilitates
its interaction with the electrical field at the surface
(Beschiaschvili and Seelig 1990; Marassi and Macdonald
1991). The size of the PG dipolar moment is around 17
times smaller than that of PC. The latter has been exten-
sively used to monitor the interaction of different molfe-
cules with PC bilayers (for instance, Brown and_See!lg
1977; Roux et al. 1988; Scherer and Seelig [989; Pinheiro
et al. 1994). Like other cationic molecules (Sixl etal.
1984: Sixl and Watts 1985; Marassi and Macdonald 1991),
the melanotropic peptides to not alter the DMPC quadru-
polar splitting.

General discussion

In line with previous results (Biaggi et al. 19931 Ito et al.
1993) it was found here that an obligatory role is p!'aye‘d
by electrostatic interactions in the binding of th{: cationic
melanotropic peptides to lipid bilayers. The peptides were
not found to interact with the neutral lipid DMPC, in con-
trast to the acidic lipid DMPG. This result can be attrib-
uted to the increase in the concentration of free peptide
near the lipid-water interface due to electrostatic‘ attrac-
tion between peptides and DMPG headgroups._Us_mg flu-
orescence spectroscopy it was shown that association con-
stant values for peptide-lipid interaction were approxi-
mately three orders of magnitude smaller when calculated
accounting for electrostatic effects, through Gouy-Chap-
man potential functions (Ito et al. 1993). Thus, for moni-
toring membrane structural alterations cuuse'd by melano-
tropic peptides on the zwitterionic DMPC bilayer a much
larger peptide concentration would be necessary. _

The peptide-lipid interaction is primarily electrostatic
in origin. The increase of the outer hyperfine splitting _aqd
the order parameters of the stearic acid and phospholiptd
spin labels could be attributed to the presence of the cat-
jonic peptides on the bilayer surface, which would de-
crease the membrane surface net charge, leading to a bet-
ter packing of the hydrocarbon chains. However, several
factors must be considered in favor of a partial penetra-
tion of the peptides into the hydrocarbon region of the bi-
layer, as discussed below. .

The peptides are relatively small molecules®, when
compared to proteins, with only approximately one net

? Molecular dynamics simulations yielded un average area of
260 A? for the peptides, both in aqueous and membrane medium
(Pascutti et al.. unpublished resuits). The molceules ‘have not bcen‘
simulated at the interface yet. Tuking the area per [ipxd‘molecu'ie.ui
44.0 A? (Pasher et al, 1992). yields a stoichiometry of ca. 6 fipids
per peptide, at the membrane surtace,
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charge. Considering their low lipid association constants
(Ito et al. 1993), the peptide concentration on the merm-
brane surface will be much lower than the total concenta-
tion used here, 10 mol% of the total lipids. Thus, the in-
crease of the A, parameter due to the screening of the
lipid headgroups by the charged lipids should not be very
relevant. We found a very small difference in Ao values
for 12-PCSL incorporated in DMPG in the absence and in
the presence of 0.3 M NaCl (results not shown). Sanka-
ram et al. (1989) found a slight A.x increase of 5-PGSL
in DMPG for NaCl concentrations above 1.0 M. There-
fore, the alterations on the Amax values of the different Ja-
bels used here, caused mainly by the anatog MSH-I, could
hardly be due to a rigidifying effect as a result of, exclu-
sively, electrostatic surface interaction.

Furthermore, the broadening of the DMPG gel-to-lig-
uid crystalline phase transition monitored by the 5-SASL
and 5-PCSL is a strong indication of the penetration of the
peptides into the bilayer. A simple screening of the elec-
trostatic charges at the membrane surface would not de-
crease the A, values below T .. Those probes indicate
that the peptides are bound to the membrane both above
and below the transition temperature.

The shift in the DMPG transition lemperature, moni-
tored by CSL. due to the presence of the analog MSH-1 is
rather interesting, and needs further investigation. The ef-
fect of u screening of the surface charges would go in the
opposite direction, with an increase of T, which is ab-
served for uncharged DMPG at low pH values (Waus et al,
1978) and DMPG in high ionic strength medium (Cvec
et al. T980). It has been recently shown by fluorescence
spectroscopy, that the analog MSH-I penetrates deeper in
DMPG membranes than the native hormone (Macédo et ai.
[996). This is in accord with the larger effect obtained here
with MSH-I as compured to o-MSH.

This work shows that both -MSH and MSH-1 interact
with DMPG lipid bilayer turning the membrane more rigid
at all depth positions monitored here. The analog was
found to cause a stronger effect on the membrane than the
native hormone, possibly refated to both its larger lipid as-
sociation constant (Mo et al. 1993} and jts deeper penetra-
tion into the bilayer (Macédo et al. 1996). The stronger
interaction of MSH-I with the lipid phase of biological
membranes could partially explain its superpotent activ-
ity. As suggested before (Schwyzer 1986}, the membrane
could play arole as catalyst for the peptide-receptor inter-
action, either by selecting the proper peptide conforma-
tion or just by increasing the chances of peptide-receptor
contact, via lateral diffusion. It could also be speculated
that the depth of peptide penetration could facilitute its
binding to the discriminator receptor site.

Acknowledgemenrs. This work was supported by FAPESP, CNPg.
BID and FINEP. We are grateful to Dr. S. Schreier for helplut dis-
cussions and for making the ESR spectrometer available. We also
thunk Dr. A. M. L. Castrucci for introducing us o the melanotropic
peptides.

References

Beschiaschvili G, Seelig J (1990) Peptide binding to lipid me’
branes spectroscopic siudies on the insertion of a cvelic soma-
tostatin analog inte phospholipid bilayers. Biochemistry
5238

Biaggi MH, Schreier S, Castrocci AML, Lamy-Freund MT (193, .
Interaction of melanotropic peptides with lipid membranes. Ar
NY Acad Sci 680: 459 - 461

Brown MF, Seelig J {1977) lon-induced changes in head £ro
conformation of lecitin bilayers. Nature (London) 269: 721~
723

Brown MF, Seelig I, Hiberlen U (1979) Structurat dynamics in pho-
pholipid bilayers from deuterium spin-lattice relaxation tin..
measurements. I Chem Phys 70; 50455053 )

Castrucel AML., Sawyer TK. Al-Obeidi F. Hruby VI. Hadlev Mk
(1990} Melanotropic peptide antagonists: Recent discoveries a
biomedical implications. Drugs of the Future 15: 41 —53

Ceve G, Watts A, Marsh D (1983) Non-electrostatic contribution |
the titration of the ordered-fluid phase transition of phesphart
dylglycerol bilayers. FEBS Lett 120:267-270

Davis JH (1983) The description of membrane lipid conformatio
order and dynamics by “H-NMR. Biochim Biophys Acta
37 117-171

Ellena JF, Archer SJ. Dominey RN. Hill BD. Cafiso DS (1958) fo-
calizing the nitroxide group of fatty scid and voltage-sensitis
spin-labets in phospholipid bilayers. Biochim Biophyvs Acta 940+
63-70

Gatiney BI (1976) Practical considerations for the calculation of o
der parameters forfatty acid or phospholipid spin labels in mem- _
branes. In: Berlirer LI (ed) Spin Labetling. Theory and Appt
cations. vol 1. Academic Press. New York, pp 367-571 .

Godici PE. Landsberger FR (1974) The dynamic structure of lipi.
membranes. A 1'C nuclear magnetic resenance study using spis-
labets. Biochemistry 13:362 - 368

Griffith OH, Jost PC ({19763 Lipid spin labels in biological mem -
branes. In: Berliner LI {ed) Spin Lubelling. Theory and Appli-
cations, vol I Academic Press. New York, pp 453523

Heimburg T, Biltonen RL (1994} Thermotropic behavior of dimy-.
ristoylphosphatidylelycerot and its interaction with cylochrome c.
Biochemistry 33: 9477 -9488 :

fto AS. Castruect AML. Hruby J. Hadiey ME. Krajearski T, Szabo
A (1993} Structure-activity correlations of melanotropin pep
tides in model lipids by tryptophan IMuorescence studics, Bio-
chemistry 32: 1226412272

Lange A, Marsh D, Wassmer K-H, Meier P. Kothe G (19851 Elec-
tron spin resonance study of phospholipid membranes cmploy-
ing a comprehensive line-shape model. Biochemistry 23
4383-4392

Macédo ZS. Furquim T. [to AS (1996) Estimation of average deptt
of penctration of melanotropins in DMPG vesicles. Biophys |
Chem (in press)

Marassi FM. Macdonald PM (1991) Respanse of the headgroup of -
phosphatidyiglycerol to membrane surface charge us studied by
deuterium and phosphorus-31 nuclear magnetic resonuace. Bio- -
chemistry 30: 10558 - 10566

Marsh D (1980) Molecular motion in phospholipd bilayers in gel
phase: Long axis rotation. Biochemistry 19: 1632 - 1637

Marsh B (1981) Electron spir resonance: spin labels. tn Greel E {ed)
Membrane Spectroscopy, Springer, Berlin, pp 51 - 142

Pascher L Lundmark M. Nyholm P-G. Sundell § {1992) Cryszul
structures of membrane lipids. Biockim Biophys Acta F113:
339-373

Pinheiro TIT. Duralski A, Wauts A (1994} Phospholipid headgroup- -
headgroup eletrostatic interactions in mixed bilayers of cardio-
lipin with phosphatidyicholines studies by “H NMR. Biochem-
isiry 33: 4896~ 4902 S

Prestt FT. Chan S1¢1982) Cholesterol-phospholipid intesaction in
membranes. L Cholestane spin-label swedies of fase behavior of -
cholesterol-phospholipid tiposomes. Biochemistry 21: 3821 -
3830 '




-Ptak M, Egret-Charlier M., Sanson A, Boloussa O (1980} A NMR
study of the jvnization of faty acids, fatty amines and N-acy-
lamino acids incorporated in phosphatidylcholine vesicles. Bio-
chim Biophys Acta 600:387-397

Roux M, Neumana J-M, Bloom M, Devaux PF (1988) *H and *'p
NMR study of pentalysine interaction with headgroup deuterat-
ed phosphatidylcholine and phosphatidylserine. Eur Biophys |
16:267-273

Sankaram MB, Brophy PJ, Marsh D (1989) Spin-label ESR studies
on the interaction of bovine spinal cord myelin basic protein with
dimiristoylphosphatidyiglycerol dispersions, Biochemistry 28:
9685 -9691

Sargent 8, Schwyzer R (1986) Membrane lipid phase as catalyst for
peptide-receptor interactions. Proc Natl Acad Sci USA 83:
5774-5778

Sawyer TK. Sanfilippo PJ, Hruby VI, Engel MH, Heward CB. Bur-
nett KB, Hadley ME (1980) 4-Norleucine, 7-D-phenylalanine-
a-melanocyte-stimating hormone: A highly potent o-melan-
otropin with ultralong biological activity. Proc Natt Acad Sci,
USA 77:5754-5758

Scherer PG, Seetig J (1989) Eletric charge effects on phosphetipid
headgroups, Phosphatidylcholine in mixtures with cationic and
znionic emphiphiles. Biochemistry 28: 77207728

Schindler H. Seetig J (1973) ESR spectra of spin fabels in lipid bi-
layers, J Chem Phys 59: 1841 - 1850

Schindler H, Seelig I (1974) ESR spectra of spin labels in lipid bi-
layers. H. Rotation of steroid spin probes. JChem Phys61:2946 -
2949 :

Schwyzer R (1986) Molecular mechanism of opioid receptor selec-
tion. Biochemistry 25: 6335634/

259

Seelig J {1977) Deuterium magnetic resonance: theory and applica-
tion to hipid membranes, Q Rev Biophys 10:353 -3 )

Seelig J, Limacher H, Bader P (1972) Molecular architecture of lig-
uid crystatline bilayers. J Am Chem Soc 94: 6364—63? !

Seelig J, Macdonald PM, Scherer PG (1987) Phospholipid head
groups as sensors of eletric charges in membranes. Biochemis-
try 26: 75357541

Six! F, Watts A (1985) Deuterium and phosphorus nuclear magnep
ic resonance studies on the binding of polymyxin B to lipid bi-
layers-water interfaces. Biochemistry 24: 7906 - 79_§Q ‘

Sixl F, Brophy PJ, Watts A (1984) Selective protein-lipid interac-
tiors at membrane surfaces: a deuterium and phosphorus nuc]_e«
ar magnetic resonance study of the association of myelin l:_:asw
protein with the bilayer head group of dimyrisloylph_osphau_dyl-
choline and dimyristoylphosphatidyiglycerol. Biochemistry
23:2032--2039 o

Subczynski WK, Markowska E, Gruszecki WI. Siclewiesiuk J
{1992} Effects of polar carotenoids on dimyristoviphophatidyl-
choline membranes: a spin-label study. Bicchim Biophys Acta
1105:97-108

Watts A {1993) Magnetic resonance studies of phospholipid-protein
interactions in bilayers. In: Ceve, G (eds} Phosphotipids Hand-
book. Marcet Dekker, New York, pp 687741

Watis A. Harfos K, Maschke W, Marsh D (1978) Control of the struc-
ture and fluidity of phosphatidylglycerol bilayers by pH titra-
tion. Biochim Biophys Acta 510: 6374

Yin J-1, Feix B, Hyde IS (1988) Mapping of collision frequencies
for stearic acid spin labels by saturation-recovery electron para-
magnetic resonance. Biophys § 53:521 -531




€

L%

F

Biophysical
Chemistry

)

B R g
ELSEVIER Biophysical Chemistry 67 {1997) 139-149

Melanotrdpic peptides—lipid bilayer interaction. Comparison of
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Abstract

The intersction of the native peptide q-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) and the biclogically more active
analog [Nle!, p-Phe’]-a-MSH(MSH-D with lipid vesicles was swudied by spin label electron spin resonance (ESR)
spectroscopy and circular dichroism (CD). Using spin labels located at the membrane interface and at different depths along
the acyl chain, it was shown that the binding of both peptides to the membrane induces tighter lipid packing at ali the
monitored positions. However, the effect of the analog on the spin label ESR parameters was much more evident, and
suggested that it penetrates farthest into the lipid matrix than the native molecule. Lipid partition coefficients were calculated
based on the effect the peptides cause on the ESR spectra of spin lzbels incorporated in the membrane. For the biologically
more potent peptide, the partition coefficient was found to be about 4-times greater than that of the native hormone. For the
same concentration of peptide bound to the membrane, MSH-1 was found to cause a slightly greater effect on the membrane
structure than a-MSH, in accord with its possible deeper penetration into the bilayer. CD spectra in aqueous solution and in
the a-helix inducing solvent 2.2.2-trifluoroethanol showed that the two peprides have somewhat different structures in
solution. though similar conformational changes occur in both peptides as a result of their interaction with negatively
charged vesicles or micelles. The higher peptide-lipid association constant and the deeper penetration of the analog into
lipid bilayers could be related to its greater activity and /or prolonged action. © 1997 Elsevier Science B.V.

Keywords: Melanotropin: Peptide~lipid interaction; Spia label: Circular dichroism

Abbreviations: ESR, eleciron spin resonance; CD, circular dichroism; NMR, nuclear magnetic resonance; $DS. sodium dodecy! sulfate;
a-MSH, o-melanocyte stimulating hormone; MSH-1, [Nie*, p-Phe’ }-a-MSH, 4-norleucine, 7-D-phenylalanine-a-melanocyte stinmwlating
hormone; DMPG, 1.2-dimyristoyl-su-glycero-3-phosphoglycerel; DMPC, 1.2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; 5-, 7-, 9-and 12-
SASL. 5-. 7-, 9-, and 12-doxylstearic acid spin label; $SL., stearamide spin label; 7, lipid main transition temperature; A, . ouler

hyperfing splitting: S effective order parameter; . rotationai correlation time abous the molecular symmetry axis: T, , rotational

corretation time perpendicular to the molecular symmetry axis; TFE, 2.2.2-triflucroethanol
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1. Introduction

In most vertebrates the tridecapeptide a-melano-
cyie stimulating hormone (a-MSH; Ac- Ser-Tyr-Ser-
Met-Giu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH, ) is
the physiologically relevant hormone regulating skin
pigmentation, causing darkening. In culture, both in
normeal and abnormal (meianoma) cells, o-MSH and
its derivatives have been reported to stimulate adeny-
late cyclase. and to increase the activity of the
enzyme Lyrosinase, which controls the melanin syn-
thesis [1—41 o-MSH is aiso involved in many other
biological functions, such as fetal growth and behav-
ior [5].

Several modifications made within the primary
structure of a-MSH have yielded peptides with su-
perpotent activity [1,6]. The present work focuses on
the native hormone o-MSH and the analog [Nle*,
D-Phe’J-a-MSH (hereafter referred to as MSH- I),
wherein norleucine was substituted for methionine,
and p-phenyialanine was substituted for the L-enanti-
omer. The latter was reported to exhibit an increased
potency and prolonged activity in the frog skin
bioassay when compared to the native molecule [1].
It was suggested that the increased potency of MSH-I
could be attributed to a reverse twrn within the
a-MSH,_,, sequence which would be conformation-
ally-stabilized by the p-Phe’ substinstion [71. Though
the prolonged activity of MSH-I in vivo could be
ascribed to its resistance to degradative inactivation
by serum enzymes, its ultra-long action in vitro
remains to be understood. It was suggested [I] that
MSH-I could be sequestered inte some compartmernt
of the membrane, possibly irreversibly bound e a
receptor,

Although different activities of «-MSH analogs
may reflect different strengths of binding to protein
membrane receptors, the peptide~lipid interaction
could also be relevant to both the potency and the
duration of the peptide action. According to the
hypothesis of the lipid phase as a catalyst for the
peptide biological action [8.91, the peptide—bilayer
interaction could favor a particular peptide confor-
mation appropriate for its interaction with the recep-
tor site, and /or increase the local peptide concentra-
tion close to the receptor. Alternatively, the peptide
could slightly change the membrane tluidity, trigger-
ing structural modifications in membrane proteins,

which would enhance the peptide—receptor interac-
tion.

In a previous work we showed that both the
native hormone a-MSH and the analog MSH-I inter-
act with anionic lipid bilayers, turning the membrane
more rigid [10)L We used electron $pin resonance
(ESR} spectroscopy of spin labels incorporated in the
tipid phase, and NMR of deuterated lipids. However,
it rernained to be shown whether the different effects
the two peptides cause on the bilayer structure were
due to their different Iipid partition coefficients, or 1o
a relative different penetration into the membrane
hydrophobic core.

The present work extends those studies, using
stearic acids labeled at four different positions along
the acyl chain and at the headgroup. This approach
provides information on the motional and structural
alterations caused by the peptides at different depths
of the lipid bilayer, making possible a comparison
between the effects due 1o the native hormone and its
analog at the different positions. To further under-
stand the peptide—bilayer interaction, lipid partition
coefficients for the two peptides were calculated,
based on the effect they cause on the membrane
structure. Considering those partition coefficients, it
was possible to compare the alterations in the bilayer
caused by the two peptides when present at the same
concentration in the membrane, Structural modifica-
tions on the conformation of the peptides were moni-
tored by their circutar dichroism (CD) spectra.

2. Materials and methods
2.1, Materials

The peptides «-MSH and MSH-I, and SDS
(sodium dodecyl sulfate) were purchased from Sigma
Chemical Cd. (St. Louis, MO). Phospholipids,
DMPG  (1,2- dxmyr;stoyl -sn-glycero-3-phosphog-
lycerol) and DMPC (I,2 -dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), were obtained from Avang Polar
Lipids (Birmingham, AL). The spin labels 5-, 7-, 9-
and {2-SASL (5-, 7-, 9- and 12-doxylstearic acid
spin label) were either purchased from Sigma or
kindly donated by A. Waits, from the University of
Oxford, UK. SSL (stearamide spin label) was a gift
from S. Schreier Laboratory, at the University of S3o

Paulo. The bu:
10 mM  He
ethanesulfonic
ments 5 mM p
reagents were

2.2, ESR samy

Stock solut
chloroform an
were multilan
containing 1 1
formed from a
iabels, dried 1
vacuum for a
of the organic
the addition o
the desired co
followed by 1
(LUV), prepar
were also  use
obtained with

2.3. CD sampl

Large unila
scribed above,
opiically clear,
Peptide solutic
centration.

2.4. ESR spect

ESR measu
ER 200D-SRC
PC like compu
modulation an
power of 10 n
controlled to
F00 /700 varia
ture was alway
tored with a Fl
the stearic acid
in solution, th
result of the su
from the com
EPRANALA (
University of (



M.H. Biaggi et al. / Biophysical C hemistry 67 (1997) 139—149

Paulo. The buffer used for the ESR experiments was
10 mM Hepes (4—(2—hydroxyethy])—l-piperizine—
ethanesulfonic acid) at pH 7.4. For the CD experi-
ments 5 mM phosphate buffer, PH 7.4, was used. All
reagents were used without further purification,

2.2. ESR sample preparation

Stock solutions of spin labels were prepared in
chloroform and stored at —80°C. The membranes
were multilamellar dispersions of lipids (10 mM)
containing 1 mol% of spin label. A lipid film was
formed from a chloroform solution of lipids and spin
labels, dried under a stream of N, and left under
vacuum fer a minimum of 5 h, to remove all traces
of the organic solvent. Liposomes were prepared by
the addition of the buffer solution, without or with
the desired concentration of melanotropic peptides,
followed by vortexing. Large unilamellar vesicles
(LUV), prepared by the method of extrusion [111,
were also used, yielding results similar to those
obtained with liposomes.

2.3. CD sample preparation

Large unilamellar vesicles were prepared as de-
scribed above, and sonicated until the sample was
optically clear, producing no obvious light scattering.
Peptide solution was added to the final desired con-
centration.

2.4. ESR spectroscopy

ESR measurements were performed in a Bruker
ER 200D-SRC spectrometer interfaced with an IBM-
PC like computer for spectrum digitalization. A field
modulation amplitude of 0.08 mT and microwave
power of 10 mW were used. The temperature was
controlled to about 0.5°C with a Bruker B-ST
100,/700 variable temperature device. The tempera-
ture was always varied from 40°C to 0°C and moni-
tored with a Fluke 51 K /J thermometer. As most of
the stearic acid spin labels presented a small partition
in solution, the ESR spectra shown here are the
result of the subtraction of free aqueous label signal
from the composite spectrum, using the software
EPRANALA (J. Rowntree, P. Fajer and B. Bennet,
University of Oxford, UK). The LOWEFIT program

1

14
7-SASL
b
+a- MSHJ
+MSH-1
9-SASL 12-SASL
c d
; DMPG
+a-MSH
+MSH-1

Fig. 1. ESR spectra of stearic acid spin label positional isomers,
n-SASL, in DMPG dispersion (10 mM Hepes, pH 7.4) in the
absence and presence of 10 mol% of @-MSH or MSH-I. Total
spectral width is 100 G. Temperature = 40°C.

(B. Bales) was used for the SSL spectra simulations.
For the measurement of the spectrum parameters the
ORIGIN software (MicroCal Software, MA, USA)
was used.

Effective order parameters, Serr» were calculated
from the expression

A-A, d,

Sett = A= (1/2)(A,, +A,) a,
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where 2A, (or 24, ) is the maximum hyperfine
sphitting and
min

14[1 L
14— o
min A:: — (1/2)(An +A.“.")

A, =4

where 24 ., is the measured inner hyperfine split-
ting [12.13]. (For 2 A,,, and 2 A, see Fig. 1.) The
polarity was normalized from &, /a, where

do=(1/3) (A +A, +AL)

and
a,=(1/3}(A,+24 )
A, A,, and A__ being the principal values of the

hyperfine tensor for doxylpropane [12]. All the data
shown here are the mean of at least three expesi-
ments. Standard deviations were calculated for all
the experimental data, considering three different
experiments with ten independent measurements for
each ESR spectrum. In Fig. 2 and Fig. 5, they were

i
(%]
1

3-8ASL 7-SASL

Anax (O

Ly
£

ey
1

9.SASL 12-SASL -

0 1 1 30 46 0 10 20 30 40
Temperature ( °C)
Fig. 2. Temperature dependence of the maximwm hyperfine split-
ting constant, A, ., ol n-SASL stearic acid positional isomers in
DMPG dispersion in the absence of peptide (@), and in the
presence of 10 mol% of o-MSH (10) or MSH-I (2 ).

found to be around 2%. In the other figures, when-
ever the standard deviation is greater than the sym-
bol size it is shown in the graphic.

2.5, Circular dichroism

Spectra were recorded at 35°C on Jasco J-720 and
CD6 Jobin Yvon spectropolarimeters, with quartz
cells of 1 mm path length. Spectra were baseline
corrected by using the appropriated reference, buffer
or vesicle suspension. Typically five spectra were
recorded and averaged over the range of 185 to 260
nm, The data are expressed as mean residue elliptic-
ity, [8], in deg/em® dmol ™.

3. Results and discussion

3.1, ESR of spin labels ar different depths of the
carbon chain

Fig. 1 shows the ESR spectra of positional iso-
mers of spin labeled stearic acids incorporated in
DMPG liposomes, in the absence and in the presence
of the two peptides. The fluidity of the membrane
microenvironment can be guantified by measuring
the outer maximum hyperfine splitting A, which
contains contributions from both the amplitude and
the rate of motion of the spin label chains ([14], and
references therein). A, decreases as the region
monitored by the spin label becomes less organized
and/or more mobile. Comparing the A, values
obtained with the different labels incorporated in
pure lipid bilayers {fiiled symbols in Fig. 2a-d) it is
clearly seen that, above the lipid main transition
temperature, 7, spin labels placed deeper in the acyl
chain monitor a more mobile environment. There-
fore, despite the known vertical fluctuation of stearic
acid labels [15-17], their ESR spectra monitor, on
average, the characteristic flexibility gradieat toward
the terminal methyl end of the chain. This result is
similar to others reported in the literature [18-20],
and can also be confirmed by the different o, values
measured for the different labels. The labels closer to
the membrane surface yield higher a, values (results
not shown), indicating a more polar environment
{14].
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DMPG liposomes significantly enhances the packing
of the bilayer (Fig. 2), increasing the A, values of
all labels placed along the acyl chain, with a greater
effect in the C-7 and C-9 positions. The native
hormone «-MSH also causes an ordering effect in
the membrane, though less evident.

Below 7., apart for the 9-SASL, both peptides
cause only minor changes on the A,  values. The
variations observed on the 9-SASL A __ . values in
the presence of the two peptides are under investiga-
tion and will not be discussed here.

Fig. 3 shows the depth profile of the calculated
effective order parameters (S,,;) (see Section 2). The
shown S values were calculated at 30°C, but simi-
lar profiles were obtained for all temperatures above
T.. Se is a parameter similar to A__ in the sense
that it contains contributions from both order and
rate of motion, although the principal contribution to
Ser 1s the amplitude of segmental motion of the acyl
chain [21]. Different from A,,., in the S, values
the distinct polarities of the spin labels microregions
were taken into account [12]. The variation of S,
also indicates that the analog causes a stronger effect
on the bilayer packing as compared to the native
molecule. It is interesting to note that whereas for the
hormone the labels placed at C-5 and C-7 on the acyl
chain are more sensitive to the interaction peptide—
lipid, for the analog the C-7 and C-9 are the most
affected positions. Those results probably indicate

0.6 ————————————————
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Fig. 3. Effective order parameter, S.,. as a function of the
nitroxide position, n-SASL stearic acid isomers in DMPG disper-
sion in the absence of peptide (@) and in the presence of 10
mol% of a-MSH (O) or MSH-I ( 2 ). Temperature = 30°C.
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Fig. 4. Depth profiles of the variation of the effective order
parameter, S, relative to the pure lipid bilayer. of stearic acid
positional isomers in DMPG dispersions, in the presence of 10
mol% of «-MSH (O) and MSH-I (). and 0.3 M NaCl (%).
Temperature = 30°C. The profiles are compared to those of zeax-
anthin (@) and cholesterol (¥ ) calculated from [23], and that of
Apocytochrome ¢ (#), calculated from [19].

that MSH-I penetrates deeper into the bilayer than
a-MSH.

The deeper penetration of the analog MSH-I into
the membrane core has also been suggested by the
parallax method, using steady-state fluorescence
spectroscopy [22], despite the controversy about the
method. The authors used as quenchers the same
stearic acid labels used here, and phospholipid
derivatives labeled at different positions of the sn-2
chain. They concluded that the Trp residue of the
analog goes deeper into the bilayer as compared to
the native molecule.

However, there is not an obvious correlation be-
tween the depth of penetration of a molecule into the
bilayer core and the variation of the ESR spectrum
of a nitroxide probing a certain region of the bilayer.
Depending on the order/mobility of the label, its
ESR spectrum will be more or less sensitive to
changes on its micro-environment. Therefore, for a
better analysis of the data, the AS, (difference
relative to the pure lipid bilayer) depth profiles of the
two melanotropic peptides in DMPG membranes
(Fig. 4) were compared to those of the carotenoid
zeaxanthin and cholesterol in DMPC (calculated from
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[23]), and that of the extrinsic membrane protein
apocytochrome ¢ in bovine phosphatidylserine dis-
persion (calculated trom {19]). The profile shown by
the analog MSH-I is different from that of zeaxan-
thin and cholesterol, which are known to intercalate
into the bilayer, and mostly disturb the C-12 chain
region. However, MSH-I profile parallels that of
apocytochrome ¢ [19], which is supposed to partially
penetrate into the apolar region of the membrane
[24], mainly affecting the C-7 and C-9 positions.
Although order parameters have not been calculated,
the equivalent AA = profile found for the extrinsic
basic protein from the myelin sheath (MBP) (calcu-
fated from [25]), which is also supposed to penetrate
mto the bilayer, follows the same pattern as that
found for apocytochrome ¢ [19] and MSH-1 (data not
shown).

Considering that the twe peptides are positively
charged molecules (equally charged), Fig. 4 shows
the changes of the effective order parameter obtained
for DMPG in the presence and in the absence of an
excess of charge, 0.3 M of NaCl It can be clearly
seen that a possible bilayer packing caused by the
increase of the PG~ shielding, due to the high
concentration of ions at the membrane swface, leads
o a AS,, depth profile different from that cbtained
in the presence of the peptides.

All of the ESR spectrz of the spin label positional
isomers seem to consist of a single component only.
Heunce, different from the proteins mentioned above,
with MSH-I there is no evidence of a second, more
motionally restricted component, which would be
taken as direct evidence of peptide penetration into
the bilayer. However, it has been recently reported
that the comparatively small lung surfactant protein
SP-C, which is supposed to be a transmembrane
a-helix peptide, reduces the mobility of the phospho-
lipid acyl chains, without yielding a more immobi-
lized ESR signal [20]. There are other similar reports
in the literature [26].

3.2, ESR of spin labels at the bilayer interface

The stearamide spin label, SSL, was used to
menitor the membrane headgroup region. Different
from the stearic acid probes, where the anisotropic
rotation is preferentially about the nitroxide z axis,
the SSL rotation is axially symmetric about the x

axis, which is reflected in the higher amplitude of the
M= +1 line (corresponding to the nitrogen quan-
wm aumber M= + 1} as compared to the other
lines (top spectrum in Fig. Sa). The narrow lines
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Fig. 5, Dependence of the ESR spectra of SSL in DMPG lipo-
somes on the presence of 18 mol% of o-MSH () or MSH-I
{a). (@) corresponds 1o pure DMPG dispersions. (u} ESR spectra
al a temperature of 30°C. Temperature variation of {b) the ratio
between the amplitude of the lines corresponding to M, = + | and
My =0, and {c} the spin label rotation correlation time about the
molecular symmetry axis.
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obtained with SSL incorporated in DMPG vesicles
indicate the low order and high mobility of the
nitroxide moiety in the head group region. The pack-
ing effect due to the interaction peptide—bilayer is
evinced by the broadening of the SSL ESR lines,
mainly with MSH-I (Fig. 5a).

The alterations caused by the peptides on the
bilayer interface can be evaluated by the decrease of
the empirical parameter h_,/h, (ratio between the
amplitude of the lines corresponding to M, = +1
and M| = 0) calculated from the SSL ESR spectra.
Both peptides render the membrane surface more
compact, as their effect in decreasing the i, /h,
ratio is in the same direction as that caused by
diminishing the temperature (Fig. 5b). Again, the
analog is much more effective in changing the mem-
brane structure than the native hormone.

Rotation correlation times were calculated accord-
ing to [27]. The spectra were simulated using the
corrections for inhomogeneous broadening due to
unresolved hyperfine structure, as suggested by [28].
Fig. 5c shows that the effect of the peptides on the 7
values (rotation correlation time about the molecular
symmetry axis) is also similar to that caused by
decreasing the temperature. This result is similar to
that obtained with NMR of headgroup deuterated
lipids [10]. It was shown that both peptides decrease
the spin lattice relaxation time of the DMPG «-de-
uterons, therefore increasing the carbon—deuterium
segmental motion correlation time. In accordance
with the present work it was found that the effect of
the analog MSH-I was greater than that of the native
peptide.

The values of 7, (rotation correlation time per-
pendicular to the molecular symmetry axis) were not
very sensitive to the presence of the peptides.

Considering that there is probably a small orient-
ing potential in the membrane interface, the calcu-
lated correlation times should be taken as compara-
tive parameters and not as true numerical values. A
more comprehensive motional model [29] would be
necessary for an accurate analysis of the SSL EPR
spectra.

3.3. Peptides—membrane partition coefficient

To further understand the binding of the peptides
to DMPG vesicles, membrane partition coefficients,

K, were calculated based on the effect the peptides
cause on the structure of the bilayers [30]. It is
assumed that the magnitude of the effect observed is
only determined by the number of moles of peptides
bound to the membrane, n,,. The above hypothesis
was supported by the calculation of the membrane
partition coefficient of the local anesthetic tetracaine
using two different techniques, fluorescence and ESR
spectroscopy [30].

Kp is defined as

LCYVALY

”Hzo/Vﬁzo

where ny o is the number of moles of peptides in
water, and V), and V, , are the volumes of mem-
brane and water, respectively.

Fig. 6a and b show the variation of the A,
parameter of 5-SASL incorporated in DMPG vesi-
cles, for different concentrations of peptides and
lipids. The dashed lines correspond to constant ef-
fects obtained for different lipid and peptide total
concentrations (ny is the total number of moles of
peptide), leading to the same concentration of pep-
tide actually bound to the membrane. It was shown
that a plot of the n; and V,; values generated by the
dashed lines (Fig. 6a and b) yields the peptide con-
centration in the membrane, Cy,, and the Kp value,
as follows [30]:

Cy V-
% B, T,
P

HT:

Accordingly, partition coefficients of 360 + 70
and 1330 £ 160 were calculated for «-MSH and
MSH-I, respectively. Similar values (290 £+ 54 and
1360 + 160) were obtained using the h.,/h, pa-
rameter of SSL spin labels incorporated in DMPG
vesicles (results not shown). It is important to point
out that K, values were previously calculated by
fluorescence spectroscopy [22], but due to some
problems with the methodology used there those
values cannot be directly compared to the values
obtained here (Lamy-Freund and Ito, in preparation).

To check whether the greater effect of MSH-I on
DMPG bilayer structure was only due to its higher
lipid association constant, the alterations caused by
the same amount of the two peptides on the mem-
brane structure were compared. Assuming 360 and
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1330 as partition coefficients for a-MSH and MSH-I,
respectively, the variations of A, in the 5-SASL
spectra were calculated as a function of the actual
peptide concentration interacting with the bilayer.
Fig. 7 shows that for the same percentage of peptide
bound to the membrane the packing effect is some-
what greater for the analog MSH-1.

In principie, one could use the partition coeffi-
cients calculated above and repeat the experiments
shown in Figs. 2-3, using o-MSH and MSH-I con-
centrations that would yield the same amount of
peptide bound to the membrane. For instance, con-

sidering [DMPG] = 10 mM (8 X 1077 mol in 80 1),
and keeping [MSH-I] = 1 mM (1, =8 X 10™% mol),
as used before, from the definition of the partition
coefticient, and using KP= 1330 for MSH-I, one
can calculate the amount of bound MSH-1, n,, = 7.2
X 107" mol. Hence, considering K, =360 for a-
MSH, it would be necessary to have s, =10.1 X
107% mol of the native peptide to get the same
amount of the two peptides bound to the bilayer.
However, Fig. 6a shows that the varation of A,
for 10 mM DMPG (=), from n;=8x10"% 1o
10.1 X $0™* mol is rather small. Hence, the correc-
tions to be done in Figs. 2-3 do not seem 1o be very
relevant. It is important to note that in the calcula-
tions above (and in the daw in Figs. 2-5) the molar
percentage of bound peptide (relative to DMPG) is
rather high, around 9%. For lower peptide/lipid
ratios the difference between the effect of the two
peptides is not so well detected by that method (Fig.
7.

Considering the calculated partition coefficients,
and the different effects the same amount of the two
peptides cause on the bilayer structure, we can infer
that the analog MSH-I not only preferentally binds
to the bilayer, as compared to the native molecule,
but it also seems to change the bilayer structure more
pronouncedly. This is in accord with the obtained
depth profile (Fig. 3). whick suggests that MSH-I

1 : 1 . ! % I
[ 5 10 i3

mol % bound peptide

Fig. 7. Dependence of the outer hyperfine splitting of 5-SASL in
DMPG dispersions (10 mM Hepes, pH 7.4). on the actusl concen-
tration of «-MSH (M} or MSH-I (2) bound w0 the liposomes
{{moles of bound peptide /moles of DMPG) X 100}).
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disturbs the membrane in a position deeper into the
bilayer than that felt by the presence of a-MSH.

3.4. Circular dichroism

Although the twe peptides display similar CD
spectra in aqueous medium (full lines in Fig. 8a and
b), with a large negative band about 200 nm, indica-
five of random coil, their behavior in an a-helix
inducing solvent, TFE, is rather different. The pep-
tide CD spectra in the presence of different concen-
trations of TFE (Fig. 8a and b) clearly show that
a-MSH much more easily acquires an a-helix struc-
ture than the analog MSH-1. The unordered structure

200 22) 240 200 220 240

|
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e
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5
w
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L6t

% 0 e 200 =6 240
A {nm}

Fig. 8. CD spectra of a-MSH (a and ¢) and MSH-T (b and d), in 5
mM phosphate buffer, pH 7.4 { ) In a and b, the
spectra were recorded in the presence of 50% (- - +), 75% (---)
and 1006 (- - =)} in volume of TFE, and ir ¢ and d in 40 mM
SDS (- - -} and SmM DMPG (---). Peptide concentration was
1.2 107* M. Temperature = 35°C.

found for the two peptides in aqueous solution is in
accord with the NMR studies with 4-11 «-MSH
fragment analogs [7], which suggested that their
backbone may possess considerable conformational
flexibility. Otherwise, it was found that in the D-Phe’
analogs, such as MSH-I, the interaction between
His®, p-Phe’ and Arg® amino acid side chain groups
might stabilize some type of B-like structure {7].
Hence, although no B structure is obviously detected
in the MSH-I1 CD spectrurm, its difficulty in acquiring
an a-helix conformation, as compared to the native
molecule, is certainly an indication of some other
preferential structure in the water medium.

Considering the difficulty in analyzing the CD
spectra of small peptides, one can speculate that the
large positive band around 185 nm, observed for
MSH-I ir: aqueous solution (full line in Fig. 8b or d),
could be an indication of some sort of secondary
structure. Recently, structure modeling calculations,
considering rotameric conformations of Trp side
chain, found that the most stable conformations for
both -MSH [3i} and MSH-1 (Jacchieri and Tto,
personal communication) presented S-like struc-
tures. However, the energy barrier for interconver-
sion among different conformational families was
much lower for a-MSH than for its anatog. Hence,
the similar energies for a variety of different struc-
tures could explain the «-MSH's more flexible struc-
ture, favoring an a-helix formation in an appropriate
solvent (Fig. 8a and b).

The tendency of both peptides to form a B-like
structure is evinced in the presence of either anionic
SDS micelles or DMPG vesicles. Although rather
small, Fig. 8 and d show a c¢lear indication of a
negative band around 220 nm upon the peptides
interaction with micelles or vesicles. This is likely to
be due to a small amount of B-structure present in
the peptide conformation. Previously, it was reported
[32] that «-MSH at low pH {2-3) adopted a S-form
in the presence of SDS, but only below the surfactant
critical micellar concentration.

It is interesting to note that the two melanotropic
peptides display similar CD spectra either in the
presence of SDS micelles or DMPG vesicles. More-
over, although the spin label ESR results presented
here, and fluorescence data [22] show that the analog
MSH-1 goes deeper into the bilayer than the native
peptide, the conformational alterations in the struc-
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ture of the two peptides upon interaction with vesi-
cles, as monitored by CD, are rather similar. One
must keep in mind that the ESR data were obtained
with multilamellar liposomes, whereas sonicated
unilamellar vesicles were used in the CD experiment.

4. Concluding remarks

1t is shown here that the interaction between the
melanotropic peptides and negatively charged lipids
results in motional restriction of the lipids, 10 a
certain extent resembling the interaction of surface
membrane proteins. No effect was observed with
zwitterionic vesicles (DMPC). As discussed before
[10]. this might be attributed to the low concentration
of the cationic peptides on the surface of zwitterienic
bilayers.

Constdering that both the native hormone «-MSH
and the more active anzlog MSH-I have the same net
positive charge, and that the present work focuses on
the difference of their interaction with lipid bilayers,
no electrostatic correction through the Gouy—Chap-
man potential was found necessary. It is shown here
that the overall perturbation on the lipid structure on
peptide binding is greater for the analog than for the
native peptide. The initial interaction is primarily
electrostatic, but apparently there is a subseguent
penetration of the peptides, mainly the analog MSH-I,
into the hydrophobic core of the bilayer.

CD results indicate that both peptides acquire a
certain percentage of B-like structure upon interac-
tion with anionic vesicles or micelles. However, CD
spectroscopy does not allow the discrimination be-
tween peptide structural alterations caused by elec-
trostatic interaction with the negative surface charge
of DMPG vesicles (or SDS micelles), and the actual
penetration of the peptide into the bilayer, or both
effects.

The results presented here should be regarded
only as an indication of what might happen in a
biolegical system, as they were obtained with a very
simple model system, consisting of single phospho-
lipid vesicles. Our data suggest that the more potent
peptide MSH-I is the one that presents the highest
peptide~lipid association constant and the deepest
penetration into the membrane, consequently being
the one that most disturbs the bilayer structure.

Considering that the lipid packing has been reported
to modalate the conformation and related activity of
several membrane proteins {see, for instance,
[33.34]), it could be speculated that the MSH-I inter-
action with lipid bilayers could play a role in the
peptide enhanced biological activity, inducing an
appropriate receptor conformation. On the other hand,
the superpotent action of MSH-I could be partially
explained by its higher partition coefficient in mem-
branes, which would lead to an increased local con-
centration close to the receptor. Additionally, the
MSH-I prolonged biological activity in cuitured celis,
after saline rinse [35], could be related to its greater
affinity for the lipid phase, in line with the previous
suggestion that the analog MSH-I could be somehow

sequestered by the melanotropin receptor membrane
[35].
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Abstract: Melatonin, the chief hormone of the pineal gland, has been
reported to interact with a variety of different cells. This ubiquitously
acting hormone has been found to interact with protein receptors both at
the cell membrane and in the nucleus. Moreover, melatonin was recently
shown to be a very potent hydroxy! radical scavenger. The present work
focuses on the interaction of melatonin with pure lipid bilayers. It is shown
that melatonin can cross multilamellar lipid vesicles, which are used here
as model systems for the lipid phase of biclogical membranes. Thus, the
data prove that melatonin can easily pass through the cell membrane and
bath every part of the cell, as previously suggested in the literature.
Melatonin lipid association constant was calculated based on the change of
the hormone fluorescence intensity due to its penetration into the
hydrophobic lipid phase. Though melatonin was recently shown 1o be
highly soluble in aqueous media, its lipid association constant is rather
high, indicating that the biological action of the hormone is likely to be at
the membrane level, either via its interaction with membrane receptors,
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and/or as a lipoperoxidation radical scavenger.

Introduction

Diverse physiological roles have been assigned to
melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine), which
is the most important hormone synthesized by the
pineal gland. Some of its biological functions were
shown to be dependent on protein plasma membrane
receptors [Morgan and Williams, 1989; Sudgen,
1992; Ebisawa et al., 1994], though it has also been
suggested that melatonin can cross the cell mem-
brane barrier and interact in the nucleus {Tan et al,,
1993a; Reiter et al., 19931,

It was recently shown that melatonin is highly
soluble in aqueous media, being soluble and stable
up to the concentration of 5 X 107 M {Shida et al.,
1994]. Thus, after being secreted by the pineal
gland, melatonin could be carried by the blood
stream to its target cells, without requiring protein
transport. The aqueous solubility of melatonin could
explain its presence in the cytosol and hence its in-
teraction with nuclear receptors. However, fora bet-
ter understanding of the melatonin path across cell
membranes, including the possible absence of pro-
tein membrane transporters, it remains to be proved
that melatonin can cross pure lipid barriers.

The present work focuses on the interaction of
melatonin with lipid bilayers. A simple dialysis ex-
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periment is used here to show that melatonin can
easily penetrate pure lipid bilayers. It is also shown
that despite its high solubility in aqueous medium
melatonin has a relatively large lipid membrane as-
sociation constant, in line with its capacity of cross-
ing the bilayers.

Materials and methods

Materials

Melatonin (P6414, lot 98F8374), asolectin (Type II-
S, from soybean, L-0-phosphatidylcholine 10-20%),
methylene blue (MB), and sodium dodecyl sulfate
(SDS, 99% sodium salt) were purchased from Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA and employed
without further purification. 2-I-melatonin (M-112)
was from Research Biochemicals International
(Natick, MA, USA). Hepes (4-(2-hydroxyethyl}-
{-piperizineethanesulfonic acid) was from SERVA
Feinbiochemica {(New York, NY, USA).

Sampie preparation

A concentrated melatonin solution, 107 M, was pre-
pared as described elsewhere [Shida et al., 1994]. Di-
luted samples were prepared from that stock solution.
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Multilamellar asolectin vesicles were prepared from
direct addition of the desired solution to the lipid pow-
der, followed by vortexing. Considering that asolectin
is a mixture of many lipids it will be assumed here an
. average molecular weight of 750 for the lipids.

Dialysis experiment

Dialysis tubing (D 2272) from Sigma Chemical Co.
was used with 0.5 ml of the desired sample inside.
Asolectin concentration was 50 mM, calculated as
described above. Samples were prepared In water
and dialyzed against 2 1 of water, at room {empera-
ture. Water was changed three times, and each time
stirred for 30 min, Optical absorption spectra were
registered in a Hewlett Packard 8452A diode array
spectrophotometer. SDS was added to the final con-
centration of 5% (g/100 ml), immediately before the
sample absorbance measurement. SDS micelles
solubilize the lipids, breaking the vesicles, thus al-
lowing a proper guantification of the chromophore
‘nside and outside them. For comparison among dif-
ferent samples, SDS was used in all samples, though
the addition of the detergent is only necessary for
the lipid containing ones. Due to the high lipid con-
centration used here, even after the addition of SDS
the lipid containing samples were slightly turbid.
Thus, the MB and melatonin measured absorbances
were also corrected for light scattering, calculated
from pure lipid samples. That correction is particu-
tarly important for melatonin, whose absorbance is
measured at a low wavelength, 290 nm.

Fluorescence experiment

Melatonin fluorescence emission specira
(Penciaiion=290 nm) were registered in & Hitachi 3010
spectrofluorimeter, at 75°C and were corrected for
the instrumental sensitivity variation with wave-
lerigth. Fluorescence intensity measurements were
properly corrected for vesicles light scattering.
Samples were prepared in 10 mM Hepes buffer pH
7.4. Melatonin was used at the concentration of 107
M. Large unilamellar asolectin vesicles were pre-
pared by the method of extrusion [Hope et al., 1985]
resulting in 2.5 mM stock suspensions. Lipid titra-
tion was performed by adding small amounts of the
concentrated lipid vesicle suspension to melatonin
solution and monitoring the changes in its fluores-
cence intensity.

Results and discussion
Lipid membrang permeability

To check whether melatonin could cross pure lipid
bilayers we used a dialysis experiment based on the
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methodology described by Augusto and Carmona- :

Ribeiro {19891 Asolectin was chosen as a conve-
nient lipid membrane model system as it is
composed of a variety of lipids and form rather
stable multilamellar vesicles.

A control experiment was done with MB, which
is known to be retained by asolectin vesicles, not
being able to Cross lipid barriers [Augusto and
Carmona-Ribeiro, 1989]. Vesicles were prepared by
the addition of a 1.0 X 10" mM solution of MB to
the lipid powder, resulting in a sample containing
the dye both inside and outside the multitamellar
vesicles. Two samples were dialyzed simultaneously
in the same vessel: one containing pure MB solu-
tion and the other containing MB inside and outside
the asolectin vesicles, as described above. Before
dialysis, MB concentration was 1.0 X 107 M for
both samples. The optical absorbance of the samples
at 660 nm were measured before and after dialysis
{Table I). As expected, the absorbance values before
dialysis were very similar, and a mean value was
used for both samples.

The percentage of MB entrapment can be calcu-
lated by .

ENT (‘70) = IOO{ AMB + asofafier) - AMB (af1en) }

MB (before)

where A heforey 15 the absorbance of both pure MB
and MB plus asolectin before dialysis. Aug raren
and Apsreso (aen 7€ the absorbances of pure MB
and MB plus asolectin samples after dialysis, re-
spectively.

The percentage of MB entrapment was calculated
to be around 50%. This is in accord with previous
results [Augusto and Carmona-Ribeiro, 1989},
showing that asolectin vesicles are'not permeable to
the cationic dye MB.

The same methodology described above was used
with melatonin in the place of MB. The initial me-
latonin concentration was 5 x 107 M and the ab-
sorbance was measured at 290 nm (Table!1).

[

Tabie 1. Opticat absorption of methylene blue (MB) and
melatanin samples before and after dialysis

Absorbance Absorbance

Sample hefore dialysis after dialysis
MB 0.7634 0,022
MB + asolectin p.76310 0.428"
Meiatonin {242 0.009%®
Melatonin + asolectin 1 .242® 0.065%

Ansorbances were measured at 660 amt® and 290 nm®. Optical
path length .1 e and 0.5 cmi. The data are expressed as
mean values of three experiments.

\
]
¢
j
i



Opposite to the results with MB, the percentage of
melatonin entrapment was found to be negligible
(ca. 5%}, showing that pure lipid bilayers are very
permeable to that hormone.

Considering that many biological experiments use
the radioactive complex l-melatonin, the dialysis
experiment was also done with 2-I-melatonin. The
results showed that the lipid bilayers are equally per-
meable to both melatonin and its I complex, within
- the accuracy of the dialysis experiment.

Lipid bilayer partition coefficient

Melatonin lipid association constant (K,) was calcu-
fated through the increase of the hormone fluorescence
intensity due to its penetration into lipid bilayers, which
are a more hydrophobic medium (Lakowicz, 1983)
(Fig. 1). K, was calculate as described below.

The amount of bound melatonin [M,] is given by
the equation

[Mb]:{Ml] (I'Io)l(lmnx'lo)

where {M,] is the total melatonin concentration,
I is the fluorescence intensity for different lipid
concentrations, [, is the initial fluorescence inten-
sity in the absence of lipid and /.., is the final
fluorescence intensity, in the presence of excess
of lipid.

For the calculation of K, we considered the equi-
librium equation

M+ L < ML
A
l .
6.2 o e
//'
& L
Ll
®
1,0p @
000 0,75 .50 2,25
L {mM)
Fig. 1. Relative increase in the fluorescence emission maxi-

mum intensity of melatonin (350 nm) on addition of asclectin
vesicles, at 30°C. Excitation wavelength 290 nm. L, is the t0-
tal concentration of lipid, I and i, are the fluorescence inten-
sity at a certain L, and in the absenie of lipid, respectively.
[melatonin} = 1073 M. The experimenta! data («) are expressed
as mean values of three experiments. The best fit (continuous
fine) was calculated by the chi-square reduced method, using
the mode! deseribed in the text.

Lipid bilayer permeability to melatonin

where M and L stand for melatonin and lipid, re-
spectively. The association constant can be calcu-
lated by K,=[ML}/[MJ[L,], where [M] and [Lg]
are the concentration of free melatonin and lipid,
respectively, and [ML] is the concentration of
bound molecules. Considering that [M,] = [ML]
and making the simplifying hypothesis that there
is an infinity number of binding sites for the hor-
mone, that is [L] = [L,], where [L] is the total
number of lipids. The above equations can be
combined to yield

S S 1
(I - Io) (Imax_ Io) (Imax e Io) Ka Ll

from which a melatonin lipid association constant
K, = 1570 + 200 M was calculated from the best
fit (continuous line in Fig. 1) to the experimental
data. The melatonin lipid partition coefficient K, can
be calculated from the relation K, = p K,/ MW,
where p is the lipid density, which will be consid-
ered 1 g/mi, and MW is the lipid meolecular weight,
which is taken as an average value of 750. Those
values yield a lipid partition coefficient K, around
2000 for melatonin. Therefore, though melatonin is
a highly aqueous soluble molecule [Shida et al.,
1994] its affinity for the hydrophobic lipid micro
environment is much higher.

Final comments

Constdering the variety of lipid composition of most
biological cells, and the number of different lipids
present in asolectin, the system used here can be
considered a good model for regions of the lipid
phase of many biological membranes. The present
work shows that melatonin has a relatively high
lipid partition coefficient and can easily cross lipid
bilayers. lts ability to cross lipid membranes is in
accord with its reported effect at the cell nuclear
level {Tan et al., 1993a].

The multiple biological roles played by melato-
nin should be analyzed in the light of its ability of
being almost everywhere in the ceil, but preferen-
tially in hydrophdbic portion of the membrane. Its
reported radical scavenging action {Tan et al., 1993by;
Reiter et al., 1993] should certainly be extended to the
membrane lipid phase. Accordingly, it has recently
been reported [Melchiorri et al,, 1995; Reiter et al.,
19951, that radicals formed by lipid peroxidation can
be efficiently on-site destroyed by melatonin.
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High melatonin solubility in aqueous medium
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Abstract: The pineal hormone melatonin (5-methoxy-N-acetyl-
tryptamine) has been reported to participate in important physiological
processes. Although some of its biological actions seem to depend on a
protein receptor at the membrane surface, melatonin is known to interact
with a large variety of tissues and cells, suggesting that the molecule
may not necessarily interact through a specific membrane receptor at a
specific cell. Most discussions of melatonin activity have assumed that
the molecule is highly hydrophobic. Contrary to belief, the present work
shows that melatonin is soluble in a purely agueous medium up to 5 X
1073 M and describes a new method of melatonin preparation which
shows the high hydrophilicity of the molecule. The results presented
will affect the current biological hypothesis on the need of a2 melatonin
carrier in the blood stream or the mechanisms which allow the hormone
to cross the cell membrane and interact at the level of the nucleus.
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Introduction

The complex role of a molecule in the body is
related to many factors, including its lipophilic or
hydrophilic character. Many aqueous soluble hor-
mones do not penetrate cells but interact at the cell
membrane surface with protein receptors. On the
other hand, steroid and thyroid hormones, for
instance, are known (o enter target cells to exert
their effects [Stryer, 1988].

Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine), a
tryptophan-derived hormone, has been reported to
interact with a variety of different cells [Retter,
1991}, playing a number of distinct physiological
functions, including many photoperiod-dependent
responses [Reiter, 1980; Bartness and Goldman,
1989; Armstrong, 1989]. Recently melatonin was
shown to behave as a very potent oxygen radical
scavenger [Tan et al., 1993a; Reiter et al., 1993],
and its anti-aging, life-prolonging [Pierpach et al.,
1991; Reiter, 1992], and DNA protective effects
[Tan et al, 1993b] were suggested to be related to its
antioxidant capacity. Altheugh some melatonin
membrane receptors have been identified [Morgan
and Williams, 1989; Sudgen, 1992}, it has been
suggested that there could be many melatonin
actions where a protein receptor would not be
necessary [Reiter et al., 1993].

Melatonin is a small non-charged molecule,
which is considered to be highly hydrophobic,
possibly due to its chemical structure, but mainly
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due to the difficulty of directly dissolving melatonin
in aqueous media. In the literature, meliatonin has
always been reported to be prepared by first dis-
solving melatonin powder in an organic solvent,
such as ethanol or dimethylsulfoxide, followed by
dilution with an aqueous medium. Because of its
presumed hydrophobic nature it was suggested that
melatonin requires plasma proteins to be transported
in the blood [Cardinali et al., 1972}, and it easily
crosses the lipid membrane barrier {Reiter, 1992].
Considering its accepted high degree of hydropho-
bicity, there still remained the question of how
melatonin gets into the agueous compartment of the
cell and interacts at the nuclear level {Tan et al.,
1993b]. The present work shows that melatonin is
soluble in pure aqueous medium up to 5 X 107> M
when it is prepared by the new method described
here.

Materials and methods

Chemicals

Melatonin (P6414, lot 98F8374), purchased from
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA, was
employved without further purification. HEPES was
from INLAB, Brazil.

Melatonin preparation

Meiatonin was prepared based on the method used
for the preparation of lipid vesicles [Lasic, 1992].
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Melatonin solubility in aqueous medium

TABLE 1. Solubility and stability of melatonin in water
Immediately after
Theoretical’ prepatation? 3 days after? 10 days after? 12 days after?
M M) M) {M) M)

2x10°3% 1.8 x 10-5 1.9 x 10-% 19 x 10-5 1.9 x 1975
4 x 1075 38x10°% — — —
5x 1075 4.5 x 105 —_ — —

1 x 104 8.7 x 1073 — 8.3 x 10°5 —
2% 104 1.8 x 104 1.9 x 1074 1.9 x 1074 —_
4x 1974 3.9x 104 3.7 x 104 3.7 %1974 —_
5x 1973 48 x 1073 4.7 x 1073 47 x 1073 4.7 x 1073
1 x 1p-2 8.2 x 10~* 8.2 x 10-3 5.8 x 1p-3 4.4 x 103
2% 1072 1.7 x 1072 7.6 x 10-3 4.5 x 1073 51 x 103

2

About 0.3 mi of a 1072 M stock solution of
melatonin in chloroform was slowly evaporated
under a stream of N,, while gently spinning the test
tube until a dried and homogeneous film was
obtained on the bottom of the tube. Residual solvent
was removed by evaporation under vacuum for at
least 3 hr. Melatonin was then dissolved in water,
with vortexing, to the desired final concentration.
Results obtained using 10 x 107> M HEPES
buffer, pH 7.4 were identical to those obtained with

t,
waler.

Whenever the “traditional method” of melatonin
preparation is mentioned here it refers 1o the tech-
nique of dissolution melatonin powder in ethanol
(107% M) and dilution to the desired concentrations
with water or buffer, with not more than 0.2%
residual ethanol, in volume.

Optical measurements

Melatonin optical absorption spectra were regis-
tered in a Aminco SW-100 spectrophotometer, at
room temperature, with a lcm ‘path length quartz
cell. For concentrations above 4 X 10~* M. the
samples were diluted before absorption measure-
ment. All the absorption values shown here are
mean values of at least 3 samples. Fluorescence
emission spectra (Mg, cimion = 278 nm) were regis-
tered in a Hitachi 3010 spectrofluorimeter, at room
temperature, with a2 fcm path length quartz cell.

Biological activity measurements

The toad (Bufo ictericus) skin bioassay was utilized
as previously reported [Ferroni and Castrueci,
1987]. Isolatec skin in physiological saline is light
in color due - the melanin granule aggregation
within melanc  res. In skin previously darkened by
the pigment ¢::. sersing agonist a-MSH {«-melano-
Cyte-stimulating hormone;. melatonin causes a re-

Metatonin concentrations calcuiated from the stack solution {see text}.
Melatonin concentrations calculated from optical measurements {see text}. Sofutions were kept at 4°C.

versal back to the original light color [Filadelfi and
Castrucci, 1993]. The changes in color were mon-
1tored by a Photovolt reflectometer and calculated as
percentage of the initial (basal) values.

Resuits and discussion

The optical (240 nm < X\ < 300 nm) and fluores-
cence (300 nm << A < 400 nm) spectra of melatonin
prepared by the new method descrived here are
identical to those obtained with samples made by
the traditional method. Signals were registered with
melatonin concentrations up to 4 X 10™* M and
2 X 107> M, for opical and fluorescence spectro-
scopies, respectively.

For higher melatonin concentrations, Table 1
compares the concentration that should be obtained
if all the melatonin molecules in the film had been
solubilized by warer, calculated from the stock
solution (first column), with the actuai concentra-
tion of melatonin in sotution, calculzied by mea-
suring the samples optical absorption assuming
€=6300 M™"cm™ at A = 278nm (second col.
umn) (Merck Index, 1989). The stability of saveral
melatonin solutions, for up to 12 days, is also
shown in Table 1. It can be seen thar within an
expenmental error of 8%, melatenin is soluble in
water (or HEPES buffer) up to the concentration of
5 X 107° M; furthermore, melatonin is highly
stable when kept at 4°C. This result is also empha-
sized in Figure 1, where it is evident that, for
concentrations higher than 5 X 1072 M, meiatonin
will precipitate down 1o its solubility concentration.

Melatonin solubilized by the new method was
also checked for biological activity (see Materials
and methods). The results obtained were identical to
those with the hormone prepared by the traditional
method, within the experimental error (Fig. 2).

It was clearly shown here that melatonin is rather
soluble in agueous medium when it is prepared from
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Fig. 2. Lightening effects of melatonin solubilized by the new
method as compared to the hormone solubilized by the tradi-
tional method in the in vitro toad skirn bioassay (n = 6).

athin film on a glass surface. This is understandable
considering that melatonin is an indoleamine where
the pyrrole ring can be polanzed so the N-H goup
may participate in a hydrogen bond with a water
molecuie. Moreover, the heterocyclic indole could
also form hydrogen bonds with water, similar to the
benzene ring, as has been recently reported [Suzukt
et al., 1992]. Therefore, the role of the film seems
10 be to make the melatonin molecule more acces-
sible to water, compared to the packed structure of
the powder microcrystals.

Another important aspect of the melatonin prep-
aration described here is the possibility of eliminat-
ing ethanol from melatonin solutions. Although
fluorescence and optical absorption spectra, as well
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as the biological activity assay described here,
showed identical results for the two different mela-
tonin preparations, it has been found that even low
concentrations of ethanol (0.1% in volume) exhibit
remarkable inhibitory effects on proliferation of
cultured neoplastic melanocytes (data not shown).

Though the results above were obtained with
melatonin in pure water or HEPES buffer, it is
obvious that the melatonin soiubility in the different
aqueous media of the body will be around 107> M,
which is much higher than the concentration re-
quired for the molecule to act. On the other hand
melatonin has also been found to partition in lipid
vesicles {C.S. Shida et al., in preparation], indicat-
ing that this molecule could penetrate a lipid bilayer
and bath every part of the cell, possibly locating
preferentially in the nucleus [Menendez-Pelaez et
al., 1993}, and acting, for instance, as an endoge-
nous radical scavenger [Reiter et al., 1993;
Poeggeler et al., 1993].

The method of melatonin preparation shown here
should be tested with other endogenous moiecules
or pharmaceutical products that have been consid-
ered “water insoluble.” The understanding of the
solubility properties of biologicaily relevant mole-
cules s certainly fundamental for the discussion of
their role in organisms.
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How melatonin interacts with lipid bilayers: a study by fluorescence and
ESR spectroscopies
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Abstract ESR spectra of spin labels placed at the membrane
surface and at different depths of the bilayer core, and melatonin
fluorescence in the presence of lipid vesicles, suggest an average
shallow pesition for the hormone in the membrane. However,
according to the melatonin ability to cross fipid bilayers,
nitroxides placed deep in the bilayer were able to quench the
melatonin fluorescence. Melatonin membrane partition coeffi-
cients were calcuiated for bilayers in different packing states, and
similar and rather high values were found. The data presented
here may be quite imiportant to the understanding of melatonin
physiological actions at the membrane level.
© 1997 Federation of European Biochemical Societies.

Key words: Melatonin; Lipid bilayer; Fluorescence;
Spin label

1. Introduction

Melatonin (5-methoxy-NV-acetyltryptamine), a pineal hor-
mone derived from tryptophan, has been reported to interact
with many different cells, playing a number of distinct phys-
iological roles. The hormone has been shown to participate in
many biclogical process via its interaction with membrane
protein receptors (for instance see [1-4]), On the other hand,
melatonin’s action as a free radical scavenger is well estab-
lisked [3-7], being effective in protecting DNA, membrane
lipids and some cytosolic proteins. Supporting the idea that
melatonin could cross the cell membrane barrier, it was shown
that the hormone could cross pure lipid bilayers [8], therefore
being able to act at the cytosol or nuclear levels. It was also
shown that although melatonin partitions in lipid bilayers it is
highly soluble in aguecus medivm (up to 53107 M) [9].

Considering the action of melatonin at the membrane level,
both its interaction with membrane protein receptors and its
role as a mernbrane antioxidant, it seems important to under-
stand how melatonin interacts with lipid bilayers: how it par-
titions in the water/membrane system, how the bilayer
changes the melatonin structure, how the hormone disrupts
the lipid environment, and what the distribution profile of the
hormone is inside the bilayer.

The present work uses the ESR signal of spin labels incor-
porated in lipid bilayers, and the melatonin fluorescence, to
analyze the hormone’s interaction with iipid vesicles. Stearic
acids and phospholipids labeled at different positions along

*Corresponding author. Fax: (35) (11) 8134334,
E-mail: mtfreund@fge.if.usp.br

'Present address: Escola Politéenica, Universidade de Sio Paulo, SP,
Brazil.

the acyl chain and at the headgroup were used either as
spin labels or as quenchers of the melatonin fluorescence.
The well studied zwitterionic lipid 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DMPC) was chosen as the model mem-
brane system, due to its very convenient main transition tem-
perature, T, =23°C, easily allowing studies with the mem-
brane at the gel and liquid crystal phases, below and above
Ty, respectively. Those two phases would mimic micro-re-
gions of different packing in a biological membrane.

2. Materizals and methods

2.1, Materials

Melatonin, DMPC, the spin labels 5- and 12-SASL (5- and i2-
doxylstearic acid spin label) and the cholestane spin label CSL were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). The spin labels
5- and 12-PCSL (1-palmitoyl-2-[3- or 12-doxy] stearoyl}-sn-giycero-3-
phosphocholine) were obtained from Avanti Polar Lipids (Birming-
ham, AL). SSL (stearamide spin label) was a gift from S. Schreier’s
laboratory, at the University of Sdo Paulo, The buffer used was
10 mM HEPES (N-[2-hydroxyethyllpiperazine-N'-[2-ethanesulfonic
acid}) at pH 7.4. All reagents were used without further purification.
Deionized double distilled water was used throughout.

2.2. Melatonin sample preparation

A concentrated melatonin solution, 107 M, was prepared either as
described elsewhere (9], or by directly dissolving the powder in buffer
using a bath-type senicator. The integrity of melatonin prepared by
the last method was checked by its light absorption and fluorescent
emission spectra, and by biological activity measurements [10]. Di-
luted samples were prepared from the stock solution. The two prep- -
arations avoid the presence of even small amounts of organic solvent
in the final melatonin sofution.

2.3, ESR sample preparation

Stock solutions of spin fabels were prepared in chioroform and
stored at —80°C. The membranes were multilamellar dispersions of
{ipids (10 mM) containing ! moi% of spin label. A lipid film was
formed from a chloroform solution of lipids and spin labels, dried
under a stream of N, and left under vacuum for a minimum of 3 h, ro
remove all traces of the organic solvent, Liposomes were prepared by
the addition of the buffer solution, without or with the desired con-
centration of melatonin, followed by vortexing.

2.4. Fluoreseence sample preparation

DMPC farge unilamellar vesicles (LUV) were prepared by the
method of extrusion {11], resulting in 2.5+0.1 mM stock suspensions
(inorganic phosphate was quantitated based on [12]}, Lipid titration
was performed by adding small amounts of the concentrated lipid
vesicle suspension to 107% M melatonin aqueous solution. The lipid
concentration varied from 0.1 to 2.0 mM. Appropriate corrections for
volume changes were made. For the quenching experiments, the sam-
ples were prepared as described above for the ESR experiments, but
with 10 moi% of spin label, prior to extrusion.

2.3. ESR spectroscopy
ESR measurements were performed in 2 Bruker ER 200D-SRC
spectrometer interfaced with an IBM-PC like computer for spectrum
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digitalization. A field modulation amplitude of 0.08 mT and micro-
wave power of 5 mW were used. The temperature was controlled to
about 0.3°C with & Bruker B-ST 100/70C variable teraperature device.
The temperature was always monitored with a Fluka 51 K/J ther-
mometer. The LOWFIT program (B. Bales) was used for the SSL
spectrum simulations above the lipid transition temperature. For the
measurement of several ESR spectrum parameters the ORIGIN soft-
ware {MicroCal Software, Inc., MA, USA) was used. The data shown
here are the mean values of at least three experiments, and the error
bars are the calculated standard deviations.

2.6, Fluorescence spectroscopy

Melatonin fluorescence emission spectra (A, =290 nm) were regis-
tered in a Hitachi 3010 spectrofluorimeter, interfaced with an IBM-PC
like computer, and were corrected for the instrumental sensitivity
variation with wavelength. Shit widths were typically set at 5 nm,
for both the excitation and emission. Fluorescence intensity was prop-
erly corrected for vesicle light scattering. making use of correction
factors calculated from the experiment with pyranin (8-hvdroxy-
1.3,6-pyvrenitrisulfonate) and DMPG (1,2-dimvristoyi-su-glycero-3-
phosphoglycerol) vesicles, which are known not to interact with one
another {13} The concentrations of DMPG were such that they
yielded the same turbidity as those of DMPC, measured in & Hewlett
Packard 8452A diode array spectrophotometer. Alternatively, a
home-made front face fluorescence cell was used, with the excitation
beam making an angle of 36° with the normal to the cell face, 10 avoid
specularly reflected light from reaching the emission optics {14]. The
fluorescence data are also the mean values of at least three experi-
ments, and the error bars are the calculated standard deviations.

3. Results and discussion

3.1. Membrane spin label ESR

To study the effect of the melatonin-lipid interaction in the
bilayer structure, spin labels that monitor different depths of
the lipid bilayer were used. The alterations caused by melato-
nin in the ESR signal of SSL, which monitors the lipid head-
group regicn, can be evaluated by the decrease of the emipiri-
cal parameter /iy 1/hp (ratio between the amplitude of the lines
corresponding to M;=+1 and M;=0) calculated from the
SSL ESR spectra (Fig. 1). The hormone alters the DMPC
membrane surface, below and above T,,, indicating that mela-
tonin binds to the bilayer independent of its packing state.
For temperatures above 30°C, rotation correlation times
were calculazed according to {15). The spectra were simulated
using the corrections for inhomogeneous broadening due to
unresolved hyperfine structure, as suggested by [16]. Fig. 2
shows that the effect of melatonin on the v/ values (rotation
correlation time about the molecular symmetry axis) is anal-
ogous to that caused by decreasing the temperature, suggest-
ing that melatonin increases the packing of the PC head-
groups. Considering that there is probably a small orienting
potential in the membrane interface, the calculated correlation
times should be taken as comparative parameters and not as
true numerical values. The changes caused by melatonin on
both A./hy and 1/ are similar, though less intense, to those
vielded by the interaction of melanotropic peptides with
DMPG vesicles {17]. Those peptides were shown to partially
penetrate anionic bilayers.

Although melatonin was shown to cross lipid bilayers [8],
the ESR spectra of spin labels placed at the Sth or 12th car-
bon of the acyl chain of stearic acid {5~ and 12-SASL) or
phosphoiipid (5- or 12-PCSL) derivatives do not change in
the presence of up to 50 mol% of melatonin (relative to
DMPC). The same result was obtained with the cholesterol
analog spin label CS1. Therefore, untike the melanotropins
{17,18] and other small peptides, melatonin does not seem to
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Fig. |. Effect of melatonin on the ESR spectra of SSL in DMPC,
at different temperatures {mol% melatonin relative to lipid).

significantly alter the packing of the bilayer core. The same
result was recently found with a fluorescence probe [7]. That
could be either due to the small volume of the hormone, as
compared to the peptides, and/or to its preferential distribu-
tion at the membrane surface. Small aromatic hydrocarbons
were alse found to penetrate lipid bilayers, without altering
the degree of organization of the membrane [19]. It was sug-
gested that the small hydrophobic molecules were dissolved in
the central region of the bilayer, close to the acyl terminal
methyl group, aithough the water/lipid interface was not
monitored.

3.2, Melatonin fluorescence

Like many fluorophores, the melatonin emission spectrum
is highly dependent on the medium dielectric constant. Mela-
tonin fluorescence spectra in solutions containing different
proportions in volume of water/ethanol were obtained. The
corresponding spectral variations were evaluated in terms of
the changes in the area under the curves and position of the
maximum of emission, and plotted versus the dielectric con-
stant of the medium {g) (Fig. 3). The values of ¢ for the differ-
ent mixtures were calculated from the given values for differ-
ent mixtures in weight of water/ethanol [20], assuming 1.00
and 0.80 g/em® for the water and ethanol densities, respec-
tively. Fig. 3 shows that the fluorescence emission of melato-
nin is highly sensitive to its environment. Keeping that in
mind, it is interesting to analyze the spectra of melatonin in
the presence of excess DMPC (2.3 mM, where the titration
experiment discussed below showed that melatonin was com-
pletely bound to the vesicles). The hormone fluorescence emis-
sion does not change much, vielding In./lam=1.25 and
AA=13 nm, where I, and L. are the areas under the mel-
atonin emission spectra in the absence and the presence of
DMPC wvesicles, respectively. Therefore, based on the data
in Fig. 3, melatonin in DMPC bilayers seems to be mainly
iocalized in a region of dielectric constant around 73, hence
close to the bilayer interface. The small variations on the
melatonin fluorescence anisotropy at 30°C ~ from 0.002 in
buffer to 0.033 in the presence of excess DMPC - also suggest
the bilayer/water interface as the hormone localization. It is
important to note that the fluorescence spectra of melatonin
in DMPC vesicles indicated similar hormone-membrane inter-
actions for the two different states of lipid packing.
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Fig. 2. The melatonin increase of $$1 rotation correlation time, in
the liquid crystal phase of DMPC.

3.3, Melaronin-lipid membrane partition coefficient
To further understand the binding of melatonin to DMPC
vesicles, membrane partition coefficients, K, were calculated.
K, is defined as

_ /P
¥ o/ Vo

where myy and np,o are the number of moles of melatonin
bound to the membrane and in solution, and ¥ and Vo
are the volumes of membrane and solution, respectively. It
will be assumed that the total volume ¥ = Pi,o-

The above equation can be rewritten as a function of the
bound and the free molar melatonin concentrations, [A4;,] and
[Af:], respectively.

MV
P M) Yy
Hence, the bound peptide concentration is
KM )
My =R M
| (K Va—1)

- where [M,] is the total concentration of melatonin.

- The above equation, together with the assumption that mel-
-atonin is partitioned between two media, lipid membrane
(M) and buffer (M), where its fluorescence intensity is fogy
“and I, respectively

_ (M, M)

1 %Imax + m [min

“can be put together to yield an expression for the variation of
the melatonin fluorescence 7, as a function of the total con-
entration of lipids, {L,].

1 K[LM./p (Imu*—1) +1
D (K;JLL]M“-/P) + 1\ T

?where M. and p are the lipid molecular weight and density {p
‘was assumed to be 1 kg/l). That equation will fit well any set
of data where the concentration of bound molecule is much
lower than the total concentration of lipid, yielding a constant
value for K, for the range of [L,] used. That is, when the
number of binding sites is not restricted.

The titration data for the melatonin fluorescence in the

05

presence of different DMPC concentrations, above and below
T, obtained as described in Section 2, were well fitted with
the model discussed above, yielding K, values of 3100 300
and 43001 800, for the partition of melatonin in the gel and
liquid crystal DMPC phases, respectively. Within the experi-
mental error, the membrane melatonin partition is not a func-
tion of the packing lipids. It is interesting to point out that K,
values around 3000 are rather high, as compared to the values
obtained, for instance, for the binding of melanotropic pep-
tides to lipid bilayers {21}, after the correction for the electro-
static effect (£, =3, assuming K, = K,/0.7 and K, = 1/nKy where
K,, Ky are the association and dissociation constants, respec-
tively, and » is the number of bound lipid molecules per pep-
tide, as defined in [21]). They could also be compared with the
partition of melatonin in a chloroform/water system, which
yields a &, around 20 (unpublished results). Values for solute/
membrane partition coefficients around 10° were found, for
example, for the neutral form of the local anesthetic dibu-
caine, but rather smaller values were obtained for other local
anesthetics {22]. Therefore, although it is highly soluble in
aqueous medium [9], melatonin strongly associates with lipid
vesicles, both in the gel and in the liquid crystal states of the
bilayer.

3.4 Membrane fluorescent quenchers

‘The interaction of melatonin with DMPC bilayers was also
monitored by the quenching of its fluorescence emission by
spin labels placed at the 5th and 12th carbon of the acyl chain
(5- and 12-PCSL). This approach has been extensively used to
localize fluorophores in fpid bilayers. It has been found that
fluorophores which are suppesed to bind near the membrane
surface have their fluorescence emission better suppressed by
nitroxides localized close to the lipid headgroups (for instance
see [21.231). Surprisingly, Fig. 4 shows that the melatonin
fluorescence is better quenched by spin labels deeper in the
bilayer (12-PCSL} than by those closer to the interface (5-
PCSL). These results could ¢ rationalized in the light of
the known vertical fluctuation of acyl chain spin labels [24-
26}, and the ability of melatonin to cross lipid bifayers [8].
Hence, ¢ven considering that mefatonin is preferentially local-
ized at the membrane surface, as it is crossing the bilayer, the
label at the 12th position, which is on average deeper in the
bilayer [17} but can span most of the membrane, could be
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Fig. 3. The dependence of the melatonin fluorescence (area under
the emission spectra and peak position) with the medium dielectric
constant. fy;. i the intensity in pure water.
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more effective in quenching the hormone fluorescence than the
less mobile quencher 5-PCSL.

For the understanding of the average distribution of mela-
tonin near the surface of the bilayer one could make a very
simple parallel with the distribution of a particle under a
classical harmonic field, centered at the middle of the bilayer
(x=0). If the particle oscillates between the bilayer surfaces,
its probability distribution would be such that the particle is
predominantly found at the maximum value of x|, the bi-
layer surfaces. Actually, metatonin inside the membrane could
be subjected to any potential with a minimum at the middle of
the bilayer, whichk would yield a higher molecular density
close to the membrane interfaces. The origin of that potential
could possibly be attributed to ‘hydrophobic’ and ‘viscous
interactions.

The results presented here, concerning the melatonin/lipid
interaction, will certainly be relevant for the discussion of the
several melatonin physiological actions at the membrane level.
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1. -
cations
5, New
X Abstract
cations
 New The temperature dependence of the intensity of light scattered by aqueous dispersions of the anionic lipid DMPG
/) Bio- {dimyristoy! phosphatidylgiycerol) was studied at different ionic strengths. The lipid main transition, gel-liquid
crystal, is clearly detected by a sharp decrease in light scattering. As expected, the temperature of the main transition
- M.T. (Tn) was found to increase with the increase of the ionic strength. For low ionic strength, a DMPG second
 Res. teraperature transition, termed the “post-transition’, can be monitored by both an increase in light scattering and a
decrease in conductivity. Zimm plot analysis indicates that below T, the liposomes tend to aggregate, and show a
lligan, negative second virial coefficient 4,, and particles of large molecular weight. At the main phase transition, parallel to
the decrease in light scattering, there is an increase in the sample conductivity, 4, becomes positive and the particle
ophys. motecular weight decreases, indicating that the vesicles become disaggregated. Moreover, at the post-transition (Tpos)
1240 4, becomes very small, perhaps slightly negative, and the molecular weight increases again. Both the main and the
’ post transitions were found to be reversible. In contrast to the main transition, the post-transition could not be
) Bio- detected by spin labels placed either at the membrane surface, or in the bilayer core. While the mechanism of
36 increased ionization at T, could be related to the melting of the hydrocarbon chains, the mechanism for the possible
b counterions recondensation at T, is far Iess clear. © 1997 Elsevier Science Ireland Led.
afiso,
e Keywords: DMPG; Light scattering; lonic strength; Phase transition; Surface ionization
525~

1. Introduction

Although the thermotropic properties of

* Corresponding author. Tel: + 55 11 $186829; fax: + 3511 Ch&rgefi lipids if_l aqueous suspensions has been
8134334; e-mail: mtfreund@fge.if.usp.br extensively studied, their complex behavior has

0009-3084/97/317.00 © 1997 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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decrease in the surface potential with ionic strength, although the observed decrease is

somewhat steeper than that predicted by the model.
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not been fully characterized. DMPG (dimyristoyl
phosphatidylglycerol), in particular, has been
found to present different thermal phases depend-
ing on the lipid concentration, the sample pH,
ionic strength, and time and temperature of incu-
bation {Cevc et al., 1981; Epand and Hui, 1936;
Gershfeld et al., 1986; Salonen et al., 1989; Epand
et al., 1992; Kodama et al., 1993; Heimburg and
Biltonen, 1994; Zhang et al., 1997). Heimburg and
Riltonen (1994) observed a complex profile for the
variation of the heat capacity of DMPG disper-
sions with temperature. For DMPG at concentra-
tions between 10 and 150 mM, in low ionic
strength (2 mM phosphate buffer and 1 mM
EDTA), an intermediate thermal phase was de-
scribed, called & large main transition region,
characterized by high viscosity and low turbidity.
Those results, together with electron microscopy,
were discussed in terms of a long range order in
the lipid dispersion. That same intermediate state
had been seen before (Salonen et al, 1989) by
DSC (differential scanning calorimetry), and was
shown to be highly dependent on the solution
ionic strength, and said to be limited by the main
lipid transition and a second thermal transition,
termed the ‘post-transition’.

The present work investigates the different ther-
motropic states of freshly prepared DMPG, for
different ionic strengths, mainly by light scatter-
ing. Zimm plot analysis of light scattering data
showed that there is a npet repulsion among the
liposomes in the intermediate phase, accompanied
by a measurable increase in the sample conductiv-
ity. A tentative, qualitative rationalization based
on the Gouy—Chapman—Stern electrostatic dou-
ble layer theory is discussed (see references in
McLaughlin, 1977), which considers different
Na*-PG~ association constants in the gel and
liquid crystal phases.

2. Materials and methods
2.1, Materials
The sodium salt of the phospholipids, DMPG

{1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol)
and DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phos-

phocholine), and the spin labels 5- and 12-PCSL
{1-palmitoyl-2-[5- or 12- doxyl stearoyl]-sn-glyc-
ero-3-phosphocholine) were obtained from Avanti
Polar Lipids (Birmingham, AL). SSL (stearamide
spin fabel) was a gift from S. Schreier laboratory,
at the University of Sdo Paulo. The buffer used
was 10 mM Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piper-
izineethanesulfonic acid) at pH 7.4. All reagents
were used without further purification. Deionized
water double distilled was used throughout.

2.2, Lipid dispersion preparation

A lipid film was formed from a chloroform
solution of lipids, dried under a stream of N, and
left under vacuum for a minimum of 5 h, to
remove all traces of the organic solvent. Lipo-
somes were prepared by the addition of the de-
sired buffer or water solution, with or without
added salt, followed by vortexing above the phase
tramsition temperature. For the ESR measure-
ments spin label solutions in chloroform were
dried with the lipids, to the final concentration 1
mol% of spin label.

2.3. 90° Light scattering

A fluorimeter Hitachi F-3010 at a wavelength
of 280 nm was used. The temperature was main-
tained with an external water bath Forma Scien-
tific 2006, and measured with a Fluke 51 K/J
thermometer placed inside the cuvette. After
achieving the desired temperature, the sample was
left for at least 5 min at each temperature before
the measurement was done.

2.4, Multi-angle static light scattering

Static light scattering (SLS) measurements were
made with a Wyatt Technology Dawn-F DSP
light scattering photometer (Sta. Barbara, CA).
To allow the scattering to be measured simulta-
neously from 18 angles, ranging from 26 to 145°,
25 mm diameter scintillation vials were used.
Data was transferred via an RS-232¢ line to a
microcomputer. One of the authors (WFR) wrote
software for data acquisition and analysis.
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Raw scattering voltages at each angle scattering
vector ¢, ¥ig), were transformed to absolute Ray-
leigh ratios I(g) according to

_ Vi) - Vg
](q) B Va(qr) - Vd(Qr)

where ¥ (g} is the solvent scattering voltage at g,
Vg 1s the voltage at a reference wavevector g,
(here taken as that corresponding to 6 = 90°) of
the absolute calibration solvent, which in this case
was toluene, with a known absolute Rayleigh
scattering ratio for 2=633 nm at T=25°C of
I,=1408 x 107> cm ™', ¥,(g,) is the photodetec-
tor dark count at the reference wavevector, F isa
geometrical correction factor which, for upright,
cylindrical cells amounts to the square of the ratio
of the refractive index of the sample’s solvent to
that of toluene, divided by the total Fresnel reflec-
tion losses at the glass—solvent interface. The
scattering vector ¢ has its usual definition as

q="{4nn/2) sin(8/2) (2)

where » is the index of refraction of the solvent, 4
is the vacuyum wavelength of the laser and 8 is the
scattering angle. N(g) is the normalization factor
for each photodiode which is computed according
to

V) - Vi)
N = S Vo)

where ¥V, (g,) is the scattering voltage of the nor-
malization solution in the sample solvent at the
reference wavevector. The normalization solution
is composed of an isotropic scatterer in the sam-
ple solvent. In this case a solution of dextran of

N(pLF (H

(3)

weight average molecular weight M, = 15000 at .

15 mg ml =" in water was used as the normalizing
solution.

The standard Zimm single contact approxima-
tion for a single component system (Zimm, 1948)
was used for analyzing the tota} Rayleigh ratios

Ke I
@)~ TP ) +245c0(g) {4)

where M,, is the weight average molecular weight
of the scatterer, and P(g) is the particle form
factor, which, in the limit §°<Rl> <l is ap-
proximated, for particles of any shape, by
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2 2
g < R]>._
Plgy~1 -T2 &)
Here, <RI>_ is the z-averaged mean square
radius of gyration. K is an optical constant, given
for vertically polarized light as

dn*n*(6njoc)?
N

Olg) depends on both particle form factor and
interparticle interactions. In the current case of
fairly small particles (g°R; < 1) in dilute solution,
we make the approximation that Qlgy=1.

N, is Avogadro’s number and én/éc is the
refractive index increment of the solution per unit
mass concentration increase of lipid. An average
value of 0.12 ml g~ was used here for DMPG.

K= (6}

2.5. ESR spectroscopy

ESR measurements were performed in a Bruker
ER 200D-SRC spectrometer interfaced with an
IBM-PC like computer for spectrum  digitaliza-
tion. A field modulation amplitude of 0.08 mT
and microwave power of 10 mW were used. The
temperature was controlled to about 0.5° with a
Bruker B-ST 100/700 variable temperature device.
The temperature was always monitored with a
Fluke 51 K/J thermometer. For the measurement
of the spectrum parameters, 4., the outer hy-
perfine splitting, and the linewidth of the low field
lne (m, = + 1) the ORIGIN software {MicroCal
Software, MA) was used.

2.6. Refractive index

Refractive index was measured with a Carl
Zeiss Abbe refractometer, equipped with a jack-
eted cell. Water was circulated to the cell from a
constant temperature water bath Forma Scientific
2006, and temperature was measured with a Fluke
51 K/J thermometer in contact with the sample. A
sodium lamp (£ = 590 nm) was used.

2.7. Conductivity

A standard platinum electrode (I cm® with a
conductivimeter Digimed CD-20 Brazil was used.

served dec

somewhat steeper than that predicted by the model.
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3. Results
3.1. General light scattering trends

The DMPG main thermal transition can be
clearly monitored by the sharp decrease in light
scattering. Fig. ! shows the temperature depen-
dence of the light scattered at #=90° by two
samples {the trend of the light scattering is the
same for all angles in the measurable range):
DMPG liposomes at relatively high ionic strength
(100 mM NaCl} and zwitterionic DMPC lipo-
somes. Both samples display a sharp drop around
22.5°C, indicating their gel—liquid crystal transi-
tion temperature (7).

However, DMPG at low ionic strength, 10 mM
Hepes buffer only, shows a light scattering pattern
rather different from those discussed above. The
main transition continues to be clearly seen, and
there is another transition {calted here post-transi-
tion), which appears at around 35°C (Fig. 2). The
DMPG post-transition has been seen before by
light scattering (Heimburg and Biltonen, 19%4),
and DSC {Salonen et al., 1989), but, contrary to
the main transition, it has not been well character-
ized. Fig. 2 shows that both the main and the post
transitions are reversible. However, whereas the
temperature of the main transition, T, measured

ms

»
w
1

»
©
1

90° Light Scattering (a.u.)
b
i

L

ke
[<)

10 15 20 25 30 35 40 45
Temperature [°C)

Fig. 1. Temperature dependence of 90° light scattering of
dispersions of 10 mM DMPG + 100 mM NaCi (¥} and 10
mM DMPC {{3) in 10 mM Hepes buffer pH 7.4.

90° Light Scattering (a.u.)
3
|

1 15 20 25 30 35 40 45
Temperature {°C)’

Fig. 2. Temperature dependence of 90° fight scattering of 10
mM DMPG in 10 mM Hepes pH 7.4, freshly prepared,
temperature up (&) and temperature down (@), after 1 day
(3) and after two days (V) incubation at 35°C.

by light scattering, does not change after 48 h of
incubating the sample at 30°C, the post-transition
temperature, T, decreases in time. It is impor-
tant to note that for DMPG at low.lonic strength
the ratio between the intensity of the light scat-
tered before and after 7, is much higher (about
4-fold, in Fig. 2) than that observed at high ionic
strength (Fig. 1). '

For some liposomes, the sharp decrease in tur-
bidity at the gel-liquid crystal transition has been
attributed to a change in the increment of refrac-
tive index (dn/de), refated to the known vesicle
swelling and corresponding decrease in the bilayer
density and thickness at the phase .transition (Yi
and MacDonald, 1973; Disalvo, 1991). Fig. 3
shows the temperature dependence of dr/de for
two DMPG samples: in the absence and in the
presence of 100 mM NaCl For the high ionic
strength sample the observed variation of turbid-
ity at the main transition (around 1.3, Fig. 1)
could be related to a change in the refractive
index » or to the square of drnjdc, as it appears in
the Rayleigh scattering approximation {the ratio
of {dnjdc)® below and above T, is around 1.2,
Fig. 3). For the low lonic strength sample no
significant variation of the refractive index incre-
ment could be detected at the transition tempera-
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ture (18°C). Even considering dr/dc over the
whole range of temperature (from 10 to 40°C
(dn/dc)* changes by a factor of 1.4), its variation
cannot explain the drop in light scattering at T,
indicating that the large change in turbidity at the
phase transition must have a different origin.
The transition temperature of ionized DMPG is
known to increase with the increase of the ionic
strength (Trauble et al., 1976), reaching the value
of 28°C at about 2 M NaCl (Cevc et al., 1980).
The shift in 77, can be attributed to the screening
of the DMPG negative charges by the counterions
present in solution. The decrease of the surface
potential would increase the stability of the gel
state more than that of the fluid state, leading to
a higher phase transition temperature (Jihnig,
1976; Triuble et al., 1976; Cevc et al., 1980). The
dependence of both T, and T, on the ionic
strength is clearly seen by light scattering (Fig. 4).
In distilled water DMPG displays a gradual de-
crease m turbidity with temperature, paralleling
the results obtained with DSC (Epand and Hui,
1986), which showed that the DMPG main ther-
mal transition was very broad. That result, to-
gether with freeze-fracture electron microscopy,
led the authors to suggest that, at very low ionic
strength, DMPG could destabilize bilayers and

0,14

0,137

dn/dc (ml/g)
§

0,11 T T T T T T T i T T T T
10 15 20 25 30 35 40

Temperature {°C)

Fig. 3. Temperature dependence of the refractive index incre-
ment (dn/de) of dispersions of DMPG in 10 mM Hepes pH
74 in the absence {O) and in the presence of 100 mM NaCl
(V). DMPG concentrations from 1 to 70 mM.
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5

90° Light Scattering (a.u.)

Temperature (°C)

Fig. 4. Temperature dependence of 90° light scatering of
dispersions of 10 mM DMPG in distilled water (M) and in 10
mM Hepes pH 7.4 with no added salt (C);, + 10 mM (A); and
+ 100 mM NaCl (¥).

form smaller particles due to the strong repulsion
between the charged layers (Epand and Hui,
1986).

The sharp decrease in light scattering at the
phase transition, allows the measurement of
rather accurate 7, values for DMPG at the con-
ditions used here {Table 1). In contrast to the
main transition, the post-transition temperature
decreases as the ionic strength increases, and dis-
appears completely at 100 mM NaCl, as seen
before (Fig. 1). Below T, and above Toose the
samples are visibly cloudy. In distilled water
DMPG dispersions are transparent for all temper-
atures studied here, as opposed to the high ionic
sample (100 mM NaCl) which is cloudy at all
temperatures. Interestingly, the high salt and dis-

Table 1

Transition temperatures of DMPG dispersions, measured by
light scattering, for different lipid concentrations in different
ionic strengths

Sample Tm (ac) Tpos( (OC}

10 mM DMPG in 10 mM Hepes 180 35.0
+ 10 mM NaCl 1.5 26.0
+ 100 mM NaCl 225 —

50 mM DMPG in 10 mM Hepes 19.5 26.0

somewhat steeper than that predicted by the model.
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tilled water samples provide well defined upper
and lower limits, between which the scattering of
all other samples varied.

Similar to the results obtained with DSC (He-
imburg and Biltonen, 1994), light scattering also
detects an increase in 7, and a decrease in 7.,
with the increase of the DMPG concentration
{Table 1).

Results comparable to those obtained with 10
mM NaCl were obtained with the same concen-
tration of KCL The T, values found in the pres-
ence of the two cation species were very similar,
but T, for K was lower, about 22.5°C, indi-
cating some ion specific effect. The presence of 10
mM of Na,80, resulted in an increase in 7,
(T, ~20°C) and decrease in Tpos (Tpow ~ 22°C),
possibly due to its higher ionic strength as com-
pared with NaCl. Further studies on the effect of
different ions on T, and 7, could possibly
indicate some correlation between the change in
the phase transition temperatures and the ions
so-called water ‘structure maker’ or ‘structure
breaker’ (Toko and Yamafuji, 1980; Conway,
1981; Kraayenhof et al., 1996), It is important to
note that similar results were obtained with phos-
phate buffer, indicating that there is no specific
effect of the Hepes buffer.

All the thermal transitions shown here, mea-
sured by changes in the sample light scattering,
were found reversible, and, for a given tempera-
ture, they were found stable for at least a few
hours. In terms of the overall stability and repro-
ducibility of the DMPG vesicles, it is important to
make the following observations. The method of
preparing the DMPG vesicles does not lead to a
unique dispersion for each preparation. There can
be significant batch-to-batch variation in the vesi-
cles in terms of M,,, < R,>, and polydispersity,
as will be discussed below, although the results
obtained in Figs. | and 2 and Fig. 4 were rather
reproducible. Furthermore, the vesicles are not
stable against aggregation over a time scale of
weeks. Hence, the vesicles can only be considered
as in a metastable state. The temperature cycling
experiments, however, were performed over a
scale of hours, which is very short compared to
the long term scale of vesicle instability, so that
the vesicles were in equilibrium over the interval
of the reversibility experiments.
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Fig. 5. Kc/I (Eq. {4)) as a function of sin®#,2) for 1.0 mM
DMPG in 10 mM Hepes pH 7.4 at T= 15°C (H); 23°C (O);
and 40°C {{1).

3.2. Light scattering results on vesicle mass and
interactions

The light scattered at different angles displays
the same pattern as that observed at 90°. Namely,
the plots of Ke/I vs. sin*(#/2) in Fig. 5 show that,
between T, and T, the light scattered at all
angles, by the low ionic strength sample, was
significantly less intense than that scatiered below
T,, and above T, Table 2 shows typical Zimm
plot resulits for a particular preparation of DMPG
liposomes in 10 mM Hepes buffer, at three tem-
peratures: before the main transition, between the
two transitions and after the post transition.

There was considerable polydispersity, as could
be detected by the strong scattering at low angles,
and only angles from 45° and higher were used.
There was significant variation in the values of the

Table 2

Typical Zimm plot results for a DMPG dispersion in 10 mM
Hepes buffer, for three temperatare regions: below T, (13°C),
between T, and T, (22°C}, and above T, (40°C)

T (°C) M, (MDa} A4, (em-mol per g°) R, {nm)
13 60 ~2.0x 106 65
22 5 30x107¢ 80
40 40 1.0x10-¢ 60
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Ke / T (x10™7)

y T . . . . - ,
0,0 0,2 0,4 0.6 0,8

sin? (/2)

Fig. 6. Comparison of Ke¢/I (Eq. (4)) as a function of sin*(0,2)
for 1.0 mM DMPG in distilled water (M) and in 10 mM
Hepes pH 7.4 (O).

results when different preparations were mea-
sured, with A, R, and 4, changing up to 100%.
However, the overall trends were always the same.
For a given preparation, below T, the mass is
high, and A4, is very low and negative, indicating
some net attraction, and hence aggregation of the
liposomes. After T, 4, becomes positive and
large, indicating net repulsion, and the mass drops
significantly, while R, increases somewhat. For
higher temperatures, after the post-transition, A,
becomes extremely small or even slightly negative,
indicating a considerable decrease in the repulsive
force between the liposomes, which parallels an
increase in M,,. Apparently, between the two tem-
perature transitions, a repulsive force between the
charged liposomes dominate over the van der
Waals attraction. This could be explained by an
increase in the vesicles surface charge between T
and T .y, consistent with the increase in reduced
solution conductivity in this range, as will be
shown later.

3.3. Light scartering shows strong intervesicular
correlations in the absence of added salt

DMPG dispersions in solutions with no added
salt display scattering behavior characteristic of
strongly interacting, electrically charged particles.
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Fig. 6 compares the Kc/I versus sin?(#/2) for 1
mM DMPG in water with no added salt and in 10
mM Hepes added at 25°C. The fact that Kc/f has
a negative slope in the case of pure water indicates
the strong interparticle correlation which occur.
In 10 mM Hepes, these strong interactions are
screened out by the mobile electrolytes in the
Hepes, and Kc/I shows the positive slope typical
of weakly interacting particles. In short, the total
scattered intensity can be approximated by
Hg)oc S(g)P(g), where S{g) is the interparticle
structure factor, given by

S{g)=1+4aN JAac(l —g(r) d*r (7

g(r) being the interparticle correlation function,
given by

g(r)=-exp(— U(r}/kT) (8)

where U{r) is the potential energy between two
particles at a separation r from each other. P(g) is
the particle form factor appearing in Eq. (4).
When Interparticle interactions are relatively
weak, such as when added salt is present, S(g) is
essentially a g-independent constant and the an-
gular dependence of I(g) is determined by P(q),
the particle form or shape factor. For the vesicles
in this work the approximate Eq. (4) applies fairly
well, and a linear increase of 1/I{g) is seen when
screening is present, such as for the case of
DMPG in Hepes shown in Fig. 6. When repulstve
correlations are strong, however, such as in the
absence of added salt, S(g) is very small at g =0,
increases to a maximum value and then decreases.
The inverse of I{g) is hence a decreasing function,
as seen in the pure water case of DMPG in Fig. 6.
The peak in this case is apparently off the high
end of the g (or sin¥#/2)) plot. In fact, as has
been demonstrated (Krause et al., 1989; Wang
and Bloomfield, 1991; Maier et al., 1992) the ¢ for
which the peak of S${g) occurs, termed 4., 18 given,
for very dilute particles of any shape by

gp = 2a[C N/ M]'P )

where C, is the concentration in g ml~' and M is
the molar mass. For C,=1 mg mi~* and M ~
107 g, is 2.45x 10° cm~'. This is close to the
maximum measurable ¢ of the multi-angle laser

somewhat steeper than that predicted by the model.
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light scattering system, which is g=2.5 x 10°
em ') at @ = 145°. Given that such light scatter-
ing maxima are usually quite broad in ¢, and that
there is significant vesicle polydispersity, it would
presumably take more dilute solutions to unam-
biguously identify and measure g,

Such scattering peaks, although reminiscent of
Bragg peaks in X-ray diffraction cases, are
nonetheless quite broad, and have been recently
interpreted in terms of liquid-like correlations (Li
and Reed, 1991; Morfin et al., 1994; Norwood et
al., 1996). There 15 a fair, but not unanimous
consensus, that such scattering behavior reflects
dynamic correlations between particles and in no
way implies a static, long range ordering of parti-
cles. In fact, evidence was recently found that the
scattering peaks for such particles remain the
same even under high shear flow conditions, fur-
ther suggesting that no long-range or static struc-
turing is involved (Reed, 1994). A damped,
quasi-periodic potential for U(r) in Eq. (8) was
recently proposed (Norwood et al.,, 1996), which
gives a good account of the observed scattering.
Therefore, there 1s no reason to suspect any type
of long-range ordering in any of the DMPG
dispersions.

3.4. Spin label ESR

As is well known, the gel-liquid crystal transi-
tion of lipid vesicles, related to an increase in the
order/mobility of the hydrocarbon chains, can be
monitored by spin labels placed at different posi-
tions in the bilayer. Fig. 7 shows the dependence
of some EPR parameters with the temperature,
using two different fabels which give information
about different micro-regions of the bilayer, in-
corporated in DMPG dispersions. The parameters
were chosen considering their accuracy and repro-
ducibility at all temperatures, and their sensitivity
to temperature and ionic strength variation. The
outer hyperfine splitting 4,,., and the linewidth of
the low field line (m,= + 1)} are the empirical
parameters used here. In general, an increase in
both the linewidth and A4,,,, is associated with an
increase of the label environment viscosity or

packing. Although 12-PCSL in membranes 1s
known to present a large vertical fuctuation
(Godict and Landsberger, 1974; Yin et al., 1988),
it monitors, on average, a deeper position in the
bilayer core than 5-PCSL (Biaggi et al, 1996).
The lipid main phase transition is better followed
by a spin label down in the bilayer like 12-PCSL,
than by 3-PCSL, near the interface. As expected,
the two labels show that the main phase transition
temperature, 7., Increases with the increase of the
sample ionic strength. Although the phase transi-
tions monitored by the spin labels are much less
sharp {even for 12-PCSL) than those measured by
light scattering, the 7, values are rather similar.
However, it is noteworthy that, opposite to the
main transition, the post-transition could not be
detected by the spin labels used here. Similar
results were obtained with SSL (not shown),
which monitors the membrane interface.

It has been suggested before that DMPG in
pure water produces small discs or shells rather
than large bilayer vesicles (Epand and Hui, 1986).
However, it is important to note that aithough the
light scattering pattern of DMPG in water is very
different from that in Hepes buffer, the hydrocar-
bon chain packing of the two samples are rather
simidar for low (10°C) and high (above 235°C)
temperatures, as indicated by the ESR parameters
of spin labels intercalated in the aggregates (Fig.
. Moreover, the ESR spectra yielded by 5- and
12-PCSL incorporated in seya lecithin vesicles at
10°C, which are in the liquid crystal state, or in
different types of miceiles, at the same tempera-
ture, are typical of a much more mobile environ-
ment (results not shown) than those obtained with
DMPG, in Hepes or pure water solution, at 10°C.
Therefore, strongly suggesting that, even in pure
water, DMPG is organized in bilayers, with
highly packed hydrocarbon chains at low temper-
atures. The light scattering and spin labeling re-
sufts shown here, together with differential
scanning calorimetry and freeze-fracture electron
microscopy {Epand and Hui, 1986), would be in
accord with the formation of small ageregates
which would still keep some bilayer structure, but
displaying no sharp phase transition.
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Fig. 7. Measured parameters from ESR spectra of 1 mol% of 12-PCSL and 5-PCSL ingorporated in 10 mM DMPG in distilled
water (B) and in 10 mM Hepes pH 7.4 with no added salt {C), +10 mM {A) and + 100 mM NaC} (¥

3.5. Conductivity conductivity eliminates the effect of mere in-

creased mobility on conductivity with Increasing
temperature and should reflect changes in concen-
trations of mobile ions, related to changes in
DMPG headgroup ionization. Though the tem-
perature transitions are not sharply indicated, it
can be seen that below 7, and above Toos the
sample conductivity is rather low, as compared to

To further investigate the temperature depen-
dent ionization window suggested by the light
scattering experiments, conductimetric measure-
ments were made for 10 mM DMPG dispersion in
Hepes buffer. The results are shown in Fig.8asa

‘reduced’ or ‘excess conductivity’, defined as the

difference in conductivity between the DMPG
and pure solvent samples, divided by pure solvent
conductivity at each temperature. This reduced

that in between the two transitions. Those results
corroborate the discussion made above, in the
sense that both the vesicle surface charge and the
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Fig. 8. Reduced conductivity as a function of temperature for
16 mM DMPG in 10 mM Hepes pH 7.4

related 1on concentration in the bulk are higher
between the two phase transitions.

4. Discussion

The experimental results presented here suggest
that, below T,,, DMPG liposomes have a net
attraction, since 4, is negative. At T, for rela-
tively low ionic strength (i.e. below 100 mM), the
melting of the hydrocarbon chains, which is
known to cause an increase in the area per lipid
headgroup, leads to a sharp decrease in the light
scattered by the lipid dispersion (scattered inten-
sity typically falls to less than 1/4 its level before
the transition). This decrease in scattering is much
too large to be accounted for by the relatively
modest change in dre/de (Fig. 3}, and is related to
a significant decrease in the mass of vesicular
aggregates. Moreover, after 7, and below T, a
strong positive A, is measured, which indicates a
net repulsion among the vesicles, and conductivity
increases throughout this range. R, also appears
to increase at the melting transition. The sinplest
explanation is that below T,, the vesicles are
aggregated in clusters, which then fall apart due
to a net repulsion above T,,. This net repulsion is
likely to be gained by an increased ionization of
the vesicles surface, hence increasing its potential.

Above the post-transition temperature, 7, the
dispersion scatters as strongly as before 7, and a
large M, is again measured, with an 4, value
close to zero (either weakly negative or positive),
The reduced conductivity also decreases. A possi-
ble interpretation here is that there is a reconden-
sation of counterions on the vesicle surface, which
lowers the potential and leads to a net attraction,
and re-aggregation of the vesicles.

The interpretation that the vesicles are in a
disaggregated state in the T, to T, range is
consistent with the increase in viscosity observed
by Heimburg and Biltonen (1994) between T, and
T pos- Qualitatively, this is rationalized as follows:
The total solution viscosity x is given by (Tan-
ford, 1961)

n=ny(1+[n]C,+ FinlCs + ) (10)

where #, is the viscosity of the pure solvent, [x] is
the intrinsic viscosity of the particle, C, is the
particle concentration in g em 3, and £ is a
function of two body hydrodynamic interactions
between particles. Since the experiments in this
work are in quite dilute solutions it suffices to
consider the first two terms in parentheses above,
For spheres, intrinsic viscosity is given by
25N Vy
7] ===5 (n

where Vi is the hydrodynamic volume of the
particle. For a unilameliar vesicle the radius of
gyration is nearly equal to the hydrodynamic
radius so that Eq. (11} can be approximated for
dilute solutions as

B (1 + 102N, R} c)
=" IM p
From Table 2 we sece that, between the two phase
transitions, R, remains roughly the same, but M
decreases. Since C, the total surfactant concen-
trafion (g ml~ "), does not change, solution viscos-
ity should increase when vesicles disaggregate
with only minor change in R, in the T, to T,
TEgime.,

The interaction between two charged vesicles
can be described by considering the balance of
four forces: the electrostatic double layer repul-
sion (which 1s actually entropic (Israelachvili,

(12)
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1992)); the attractive van der Waals force and; at
very short distance, the repulsive hydration and
steric forces (LeNeveu et al., 1977; Parsegian et
al., 1991).

Focusing only on the standard electrostatic
double layer model, considering H* and Na+
association with the phosphate groups at the sur-
face of DMPG bilayers, the changes in light scat-
tering observed at the main thermal phase
transition could be refated with the known change
in the area per lipid headgroup at T, and its
effect on the degree of phosphate dissociation, o,
the vesicle surface potential ¥, hence, in the
interaction between vesicles (Israelachvili, 1992).
Theoretical values for = and ¥, were calculated
solving numerically the equation for » (Helm et
al., 1986}, in the high potential approximation,
considering uniformly charged planes in the
Gouy-Chapman-Stern model, ionic strength 4
mM (corresponding to DMPG in 10 mM Hepes
buffer, pH 7.4), and 48 and 60 A% for the areas
per lipid headgroup (/) in the gel and liquid
crystal phases, respectively (Marsh, 1974; Watts et
al., 1981). The H* -PG~ association constant
used was 15.8 M ' (Toko and Yamafuji, 1980; or
calculated from Watts et al., 1978). The choice of
Na* -PG~ association constant, Ky,, is more
difficult, as some authors do not consider the
binding of monovalent cations to phosphatidyl-
glycerol (Triuble and Eibl, 1974; Triuble et al.,
1976; Ceve et al., 1980; Copeland and Andersen,
1982), whereas there are several different calcula-
tions of Na* —PG ™ in the literature (Eisenberg et
al., 1979; Loosley-Millman et al., 1982; Lakhdar-
Ghazal et al., 1983; Helm et al., 1986; Lakhdar-
Ghazal and Tocanne, 1988; Tocanne and Tessié,
1990), with Ky, values varying in a wide range,
from 0.1 to 1 M. The dependence of the calcu-
lated surface potential with the Na® PG~ asso-
ciation constant is plotted in Fig. 9. It is
important to point out that large variations of Ky
have negligible effect on « or W, in the conditions
used here. Moreover, considering only the PG = -
H™ binding, o does not change significantly for
the different conditions used here (different areas
per headgroup, and ionic strength), as expected
for a group in a pH far from its pK value.
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Fig. 9. Dependence of the calculated surface potential (Gouy—
Chapman~Stern model) with the Na+ -PG ™ association con-
stant, K. The areas per lipid headgroup were 48 A? (vn)
and 60 A2 (), corresponding to the gel and liquid crystal
phases, respectively. lonic strength was 4 mM and X, = 15.8
M-,

Fig. 9 shows that assuming the same K., for
the gel and liquid crystal phases, independent of
its value, the magnitude of the surface potential is
always lower after T,, (f=60 A2 than before
(f=48 A%). That would not be in accord with the
experimental data shown here, which indicate that
there is an increase in the vesicles repulsion on the
main thermal transition. Therefore, it is necessary
to assume that the more fluid DMPG phase has a
lower Na* binding constant than the gel phase.
For instance, if K, is assumed to be 0.3 M ! for
the gel phase', the K, value for the liquid crystal
phase would have to be lower than 0.2 M~ to
result in a more negative ¥, after 7, (see Fig. 9).

Also important to be considered is the conduc-
tivity experimental data (Fig. 8), showing that
there is an increase in the amount of ions in
solution after T,,,. The model used here shows that
for Ky, =0 M~ there is no significant increase in
the degree of PG dissociation upon the gel-liquid

Uit is interesting to note that considering K, =03 M,
and the Gouy-Chapman~Stern mode, it is possible to calcu-
late a surface potential very similar to that measured by Ceve
et al. {1980} for DMPG in 100 mM salt (99 mV), in the gel
phase

somewhat steeper than that predicted by the model.
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crystal transition. The wvariation in « increases
with the increase of Ky, (results not shown). For
instance, for Ky, =0.3 M~ for the two phases,
there 15 a 12% increase in a value upon the
transition, with the corresponding increase in the
amount of ions in solution. If it is assumed Ky,
values of 0.3 and 0.1 M ', for the gel and ligquid
crystal phases, respectively, the more fluid phase
would be 48% more ionized than the gel state.
About the possible dependence of Ky, on the area
per lipid headgroup, it could be speculated that
the amount of bound counterion is a function of
the packing of the lipids, water organization and;/
or local dielectric constant dependent on tempera-
ture or surface undulations. Although in a
different syster, it is interesting to point out that
Loosley-Miliman et al. (1982) suggested that the
binding of Na¥ ions to negatively charged bilay-
ers might increase as the bilayers are pushed
together, possibly related to their electric fields
perturbing the conformation of neighboring polar
groups.

If the above model is applied to DMPG in pure
water (ionic strength 0.0025 mM and f=48 A% a
very low degree of PG dissociation is found,
2 =0.12, in accord with experiments with DMPG
monolayers {Tocanne et al., 1974; Sacré and To-
canne, 1977). However, due to the low ilonic
strength, even with the low vesicle surface charge,
the magnitude of the surface potential is rather
high, ¥, = — 313 mV, which could be responsible
for a great repulsion among vesicles. That would
explain the observed strong interparticle correfa-
tion effect with DMPG in water (Fig. 6), and the
DSC results obtained by Epand and Hui (1986).

The mechanism that could cause the counteri-
ons recondensation at T, for DMPG in Hepes
buffer, is more difficult to be understood, as the
possible post-transition structural changes are un-
known, and could not be monitored by spin labels
placed in the lpid bilayer.

Very simple considerations on the low scatter-
ing window between 7, and T, have been
presented here. We wanted to point out that it is
necessary to have a lower Ky, value in that tem-
perature region in order to obtain a certain mini-
mum increase in surface potential, which would
cause the aggregated vesicles to repel strongly

enough to disaggregate. However, in order to get
a negative value for 4,, there must be attractive
intervesicle forces. The origin of these, if any exist
besides the standard van der Waals dipole forces,
1s not clear. An alternative to the above hypothe-
sis would be that at T, the attractive forces are
lost and net repulsion takes over, i.e. the increase
in conductivity and surface ionization does not
necessarily cause the aggregated vesicles to sepa-
rate, but rather the loss of attractive forces. In
this alternative, above T, the attractive forces
reappear and the vesicles re-aggregate. On the
other hand, the hydration forces could also play
an important role in the inter-vesicle interactions.
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Abstract

A small, highly aqueous soluble, deuterated, cationic spin label, 4-
trimethylammonium-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-d;;-1-oxyl iodide (dCAT1), was used
to directly monitor the negatively charged DMPG aggregate surface in order 1o test a
recent suggestion (Riske et al., 1997, Chem. Phys. Lipids. 89:31-44) that alterations in the
surface potential accompanied apparent phase transitions observed by light scattering.
The temperature dependence of the label partition between the lipid surface and the
aqueous medium indicated an increase in the surface potential at the gel to liquid-crystal
transition, supporting the previous suggestion. Results at the phase transition occurring at
a higher temperature were less definitive. Although some change in the dCATI1 ESR
spectra was observed, the interpretation of the phenomena is still rather unclear. DMPG
surface potentials were estimated from the dCAT1 partition ratios (bound label
moles/total label moles), using a simple two sites model, where the electrostatic potential
is zero everywhere but at the aggregate surface, and the interaction between the spin label
and the membrane surface is strictly electrostatic. The Gouy-Chapman-Stern model
predicts surface potentials similar to those observed as well as the observed general
decrease in the surface potential with ionic strength, aithough the observed decrease is
somewhat steeper than that predicted by the mode].



1. Introduction

Considering that under physiological conditions most of the cell membranes have
egative net charge, due to the dominance of negative lipids headgroup, anionic
phospholipids have been widely used as model systems for biological membranes. The
charged character of the lipids is rather important in many of the membrane roles, for
instance, hormone and protein binding, the selectivity of protein or peptide - lipid
interaction, and the macromolecule conformation inside the bilayer (see, for instance,
Gennis, 1989). Phosphatidyiglycerol is the most abundant anionic phospholipid present
in prokaryotic cell membranes, having been extensively studied as a charged model
membrane (Watts et al., 1978; Seelig et al., 1987; Heimburg and Biltonen, 1994; Biaggi
et al, 1997), presenting some properties similar to those of the ubiquitous
phosphatidylcholine, with the same acyl chains, under physiological conditions (Watts et
al., 1978; Watts and Marsh, 1981, Epand et al., 1992).

On the other hand, the thermotropic behavior of DMPG dispersions at different
conditions of pH, ionic strength, lipid concentration and time of incubation at a certain
temperature (Watts et al., 1978; Epand and Hui, 1986; Gershfeld et al., 1986; Salonen et
al., 1989; Epand et al., 1992: Kodama et al., 1993; Heimburg and Biltonen, 1994, Riske
et al., 1997; Zhang et al., 1997), has revealed itself to be a very rich and interesting field
of physicochemical research. Although biological membranes are composed of many
different lipids, the lipid phase separations that are likely to occur physiologically, could
create domains where the structural properties of a given lipid might be fundamental to a
certain biological function.

In a range of ionic strength, freshly prepared dispersions of DMPG were found to
present two different phase transitions, between 5 °C and 45 °C: the well known gel to
hiquid-crystal transition at T,,, and another one, called the post-transition, at Tpost. Both
transitions could be clearly observed by 90° light scattering (Riske et al., 1997) and
differential scanning calorimetry (DSC) (Salonen et al., 1989). In previous work (Riske et
al., 1997), it was suggested that, at least at T, the decrease in light scattering could be
due to an increase in the surface electrostatic potential of the DMPG aggregates upon the
thermal phase transition. Hence, among the different forces that act between two charged
vesicles, the increase in the electrostatic double layer repulsion would be the triggering
factor responsible for the low scattering window observed between T,, and Toost-
Accordingly, a simple Gouy-Chapman-Stern model was put forward for the main
transition, considering that the melting of the hydrocarbon chains could change both the

area per lipid headgroup and the Na* - PG association constant, therefore modifying the
electrical surface potential of the DMPG aggregate. The phenomena occurring at Tpes was
more difficult to understand, as there was no indication of any microscopic structural
change at that temperature (Riske et al., 1997).

In an effort to understand better the role of surface electrostatics in the
phase transition of DMPG aggregates, in the present paper a small, highly aqueous
soluble, deuterated, cationic spin label, dCAT1, was used to directly monitor the
negatively charged DMPG aggregate surface. This strategy is based on those used for
calculating surface potential with amphiphilic fluorescent or spin probes {Castle and
Hubbel, 1976; Hartsel and Cafiso, 1986; Khramtsov et al., 1992; Franklin et al., 1993;
Epand et al., 1996; Krasnowska et al., 1998), but probing the physicochemistry of
biological membranes from the "outside". Such a strategy provides an alternative view
and most likely perturbs the membrane less than a probe incorporation into the
membrane. Further, as a practical matter, many lipid soluble probes yield ESR spectra too

a n



immobilized to yield precise data.

Deuteration of the label reduces the unresoived hyperfine structure (Bales, 1989),
making the spectral analysis and fitting more accurate. The temperature dependence of
the partitioning of the label between the lipid surface and the agueous medium was
analyzed for various ionic strengths. The membrane partition ratio (bound label
moles/total label moles) and the ESR spectra parameters for the dCAT1 in DMPG
dispersions were compared with those obtained with the same spin label in sodium
dodecyl sulfate (SDS) micelles. ,

Based on a simple two sites model, assuming that electrostatics dominate
the interactions between the spin label and DMPG, partition ratios were used to calculate

the lipid aggregate electrostatic surface potential. The values so calculated are compared
with those yielded by the Gouy-Chapman-Stern model.

2. Materials and methods

2.1 Materials - The sodium salt of the phospholipid DMPG (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-
3-phosphoglycerol, lot# 140PG-115) and the spin label 16-PCSL (l-palmitoyl-2-(16-
doxyl stearoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine) were obtained from Avanti Polar Lipids
(Birmingham, AL, USA). The deuterated spin label dCAT! (4-trimethylammonium-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-d;7-1-oxyl iodide) was purchased from CDN Isotopes
(Quebec, Canada). SDS (sodium dodecyl sulfate) was from Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, USA). If not stated otherwise, the buffer system used was 10 mM Hepes
(4-{2-hydroxyethyl)-1-piperizineethanesulfonic acid) adjusted with NaOH to pH 7.4. The

ionic strength was calculated and measured to be 4 mM. Mille-Q Plus water (Millipore),
pH 5.6, was used throughout.

2.2 - Lipid dispersion preparation. A lipid film was formed from a chloroform solution of
lipids, dried under a stream of N5 and left under vacuum for a minimum of 2 h, to remove
all traces of the organic solvent. Liposomes were prepared by the addition of the desired
buffer or water solution, with or without added salt, followed by vortexing above the
phase transition temperature. For the ESR measurements, 0.1 mM of dCAT1 was added
to the aqueous solution where the lipid dispersion was suspended, resulting in the
exposure of all the DMPG aggregate surface to the spin label.

2.3 - 90° light scattering. A fluorimeter Hitachi F-3010 at a wavelength of 280 nm was
used. The temperature was maintained with an external water bath Forma Scientific 2006,
and measured with a Fluke 51 K/J thermometer placed inside the cuvette. For both light
scattering and ESR, the experimental results shown here were obtained by varying the
temperature from the higher to the lower value, and leaving the sample for at least 5
minutes at each temperature. Nevertheless, both experiments were found to be reversible,
and 1dentical results were obtained by increasing the temperature.

2.4 - ESR spectroscopy. ESR measurements were performed with a Bruker EMX
spectrometer. A field-modulation amplitude of 0.7 G and microwave power of 5 mW
were used. This modulation amplitude broadened only the Gaussian component of the
ESR line as expected (Bales et al., 1998). The temperature was controlled to about 0.2 °C
with a Bruker BVT-2000 variable temperature device. The temperature was always
monitored with a Fluke 51 K/J thermometer with the probe placed just above the cavity.
The magnetic field was measured with a Bruker ER 035 NMR Gaussmeter, and the



spectra were converted to a g-value scale with the WINEPR software (Bruker). Most of
the spectra shown here are aligned by the g-value. The spectral parameters were found by
fitting each line to a Gaussian-Lorentzian sum function (Halpern et al., 1993) taking
advantage of the fact that the sum function is an accurate representation of a Gaussian-
Lorentzian convolution, the Voigt function (Bales, 1989). The hyperfine splitting, a,, was
taken to be one-half the difference in the resonance fields of the high- and low-field lines.
The intrinsic (Lorentzian) linewidths and the line heights were determined from the fits
(Bales, 1989). Spectral subtractions were done using the WINEPR software (Bruker).
The data shown in Figs. 4, 7, and 8 are results from at least three experiments with
samples prepared at different times. In each experiment, two spectra were taken at each
temperature and for each of these, two different subtractions of the type illustrated in
Figs. 3 and 5 were carried out. The values are unweighted means of all of the results and
the uncertainties are the standard deviations. When not shown (all data in Fig. 9 and some
points in the other figures) the uncertainties are about the size of the symbols.

2.5 Surface potential calculation - Based on Castle and Hubbell (1976), a very simple
two sites model will be used here, where the spin label can be either in the aqueous phase,

or close to the aggregate surface, with chemical potentials, in the ideal gas approximation,
given by

Hsol = f\iosol + k-NAT In (Xsol) and usurf = pvosurf + kNAT In (Xsurf) + ZeNA\?surf

where the parameters u° k, Na, T, Ze, X, and X , mean the standard chemical
potential, the Boltzmann constant, the Avogadro’s constant, the absolute temperature, the
spin label charge (Z = 1}, and the mole fractions of the spin label in the aqueous medium
and at the aggregate surface, respectively. In our two sites model, the electrostatic
potential is zero everywhere but at the aggregate surface, where the mean-field surface
potential is Wenr = ¥, . Assuming that there are no specific molecular interaction between

the spin labels and the membrane surface, [t°s; = Uy as only the electrostatic interaction
will be considered here.

At equilibrium, ) = Ugurr » S0,
KT Kt
Y = -—==]n| ==
{5
Considering that X,i#/Xs1 = (bound label moles/volume surface)/(free label

moles/volume solution) = (P/(1-P)) (Vi Veurf), where P is the calculated dCATI
membrane partition ratio, namely (bound label moles)/(total label moles).

____k’T P vsol
Yo=- ln(lmPVwﬁJ (D

s0l

It will be assumed that Vi = Vi, Veur = (A.N.h), where A is the area per lipid
headgroup, N is the total number of lipids in Vg, and h is the thickness of the thin shell
surrounding the lipids where dCAT1 can reside.

2.6 - Gouy-Chapman-Stern model - The Gouy-Chapman-Stern electrostatic double layer
theory {see, for instance, Evans and Wennerstrom, 1994) considers the electrostatic
surface potential of a uniformly distributed infinite charged plane, with a surface charge
density ¢ = e0/A, where e is the elementary charge, o is the degree of DMPG dissociation



and A is the area per lipid headgroup. Here, the degree of DMPG dissociation will depend
on the PG - H" and PG - Na* binding constants:

[PGH] K. = {PGNal
[PG™IH"], " [PGTI[Na],

where [ ] refers to molar concentrations, and [ ], to molar concentrations at the lipid
aggregates surface. The latter can be estimated through the Boltzmann distribution:
eV,

[H*], =[H"].e @
where [H'].. is the proton concentrations at the bulk, k is the Boltzmann constant, T is the
absolute temperature, and W, is the electrostatic surface potential. [Na™], can be
calculated by a similar expression.

So,

H

(PG} 1

oL = - _
[PGW] -+ {PGH] -+ [PGN&] 1+ (KHIHJrL " KNa[Na+}w) e_c.%T

(2)

The surface potential, in the Gouy-Chapman high potential approximation, (Evans
and Wennerstrom, 1994), in MKS units, is written as:

\PGCS - _””].5.‘3: ;n[ 62 (Xz )

; ) (3)
e 2x10ee KTN, A'n

where ¢ is the medium dielectric constant, &, is the permittivity of free space, and n 1s the

bulk ionic strength {in mol/l). Using Egs. (2) and (3) we obtain an expression for ¢, that
can be solved numerically:

Bo® +o—1=0 (4

2 N + H‘r
I (g, Nl g HL.
2x10°ee KTN, A n n

with

3. Results

Fig. 1 shows typical profiles of the temperature dependence of the 90° light
scattered by DMPG dispersions at different ionic strengths. Although the profiles shown
here are similar to those presented in a previous paper (Riske et al., 1997), it is interesting
to point out that whereas the DMPG main transition temperatures were identical to those
found before, Tpes: was found to be dependent on the lipid batch used. With the DMPG
batch used in the present paper it was necessary to add 2 mM NaCl to the dispersions in
10 mM Hepes buffer, pH 7.4, to obtain a well defined post-transition (Fig. 1), very similar
to that previously obtained with the lipid in pure Hepes buffer (Riske et al., 1997). The
strong dependence on the DMPG batch could possibly be related to a crucial dependence
of Tpost 0N the concentration of ions present in solution, which would be in accord with
the large variation in Tpo, with the sample ionic strength. (The data shown in Fig. | were
obtained in the presence of 0.1 mM dCATI, but very similar results were obtained
without the spin label, indicating that no significant variation was detected by the
presence of the small additional concentration of ions due to the charged label).

Fig. 2 compares dCAT1 ESR spectra obtained with the label in buffer, at three
different temperatures (identical spectra were obtained in pure water), with those yielded
by the label in the presence of 10 mM DMPG in water, and in buffer with 2 mM NaCl



For the latter sample, these temperatures correspond to lipid dispersions below Ty, (10
°C), between Ty, and Tpes (30 °C) and above Tpoq (45 °C). It is interesting to note that
below Ty the spectra of dCAT1 in buffer (or water) and DMPG-buffer are rather similar
while the spectrum in DMPG-water is somehow different. Above Ty, (30° and 45°) the
dCAT! spectra in either DMPG-water or DMPG-buffer clearly indicate the presence of
more than one ESR signal. One of the component signals is identical to the signal
observed in buffer which we refer to as "free” component.

In Fig. 3, a typical spectrum, labeled "composite spectrum” is shown in greater
detail in the top trace. The composite spectrum is decomposed into two components in
the lower two traces of Fig.3 by subtracting a weighted "free” spectrum. The weight of the
free signal was varied until the resulting spectrum Jooked like a one component signal and
could be well fitted by a Voigt line shape (Bales, 1989). This subtraction proceeds by trial
and error, judging by eye the quality of the resultant spectrum; however, the fidelity of the
spectrum is judged by the fact that the doubly-integrated intensities and Gaussian
linewidths of each of the three lines are required to be the same (Bales, 1989). The fact
that two well separated spectra are obtained shows that the exchange rate between the two
respective sites is slow on the ESR time scale. In the simple two sites model assumed
here, the resulting spectrum (the bottom one in Fig. 3) is yielded by the population of spin
label close to the DMPG surface, henceforth called bound dCAT1. Decompositions of
spectra into free and bound components were carried out for DMPG samples with
different lonic strengths, at temperatures between 5 - 45 °C, and, whenever possible,
dCATI membrane surface partition ratios (P = bound label moles / total label moles)
were calculated from the double integral of the ESR signals (Fig. 4). The values are
compared to those obtained with dCAT]1 in the 12.1 mM SDS in water system ' (Fig. 5
shows the dCAT1 composite and subtracted spectra in SDS, at 25 °C). The partition ratios
calculated for temperatures below 17 °C for DMPG-water, and 20 °C for DMPG-buffer at
the various salt concentrations are not very accurate, due to the similarity between the
bound and free components of the ESR spectra, and should be regarded as minimum
possible values. Yet, there is a clear tendency of migration of the cationic spin label to the
DMPG aggregates surface above Ty, as compared to the roughly constant value obtained
for SDS at all temperatures. A decrease of the dCAT] membrane partitioning with an
increase in the sample ionic strength can also be observed in Fig. 4. For DMPG-buffer
with 100 mM NaCl, at all temperatures, the dCAT1 spectra were identical, within
experimental error, to the free spectrum; that is no bound label could be detected (spectra
not shown).

For each ionic strength, partition ratios could be calculated up to a certain
temperature, after which no simple decomposition could be obtained. This upper limit is
the point at which data cease in Fig. 4; around 35 °C, 30 °C and 25 °C, for the 2, 5 and 10
mM NaCl samples, respectively. Fig. 6 shows some attempts to decompose spectra at 35
and 40 °C. At 35 °C the bound spectra of DMPG-water, DMPG-buffer, and DMPG-buffer
+ 2 mM NaCl could be attributed to a single ESR signal, whereas for higher ionic
strengths they could not. The resulting ESR spectra are more complex, indicating the
presence of, at least, two different components. At 40 °C, not even the spectrum in

' 12.1 mM was a very convenient SDS concentration, as the spin label partitioned between the aqueous
medium and the micellar surface. For SDS concentrations above 50 mM no free label could be detected. At
2.1 mM of SDS, in average, 8 mM is free and 4.1 mM is arranged in micelles (Quina et al., 1995). It is
important to note that dCAT1 in SDS samples bellow the CMC (arcund 8 mM), yielded ESR spectra

identical to those obtained in pure agueous solution (results not shown), showing that there is no label
binding to SDS monomers or pre-micellar aggregates.



DMPG-buffer + 2 mM NaCl could be decomposed in one free and one bound component
(Fig. 6). It is important to mention that, for each ionic strength, the number of bound spin
labels {calculated from the second integral of the subtracted spectra) remained roughly
unchanged for all temperatures above Ty, despite the complexity of the signal.
Interestingly, the limiting temperatures for successful decomposition, were rather similar
to the post-transition temperatures, for the different DMPG samples (see Fig. 1). These
results might be a coincidence, or might be an indication of some kind of change at the
DMPG aggregate surface at Tpog, which is not yet understood.

Whenever a successful spectral decomposition was possible, the dCAT1 bound
signal was least-squares fit to a Voigt line shape and the parameters analyzed according to
Bales (1989) and Marsh (1989), to yield isotropic hyperfine splitting values (a,) and
correlation times, parallel and perpendicular to the molecular symmetry axis {1y and T ).
The same procedures were applied to spectra observed in SDS micelles. Figs. 7 and 8
compare the hyperfine splittings and correlation times for the free component as well as
the bound component in different DMPG and SDS samples. The calculated 1, values for
all samples are not shown in Fig. 8 because they were found to be small, similar to the T,
values obtained for free dCATT, at ail temperatures.

It is interesting to use the well known dependence of the hyperfine interaction
parameter of nitroxyl radicals on polarity, to compare the a, values and correlation times
for dCAT1 in the several DMPG systems and SDS micelles. For the lipid samples, below
T, the spin label is localized in a region with a dielectric constant very similar to that of
bulk water (Fig. 7), although its movement is somewhat more restricted, as indicated by
the slightly higher T, values for the DMPG samples (Fig. 8). Upon the main lipid
transition, there is a significant increase in the dCAT1 1, values for all DMPG samples,
indicating that the label interacts more strongly with the aggregate surface, possibly by
residing deeper within the aggregate. Such a relocation could be due to a less packed
membrane surface above T, and would be in accord with the decreasing values of a,
above Tp, since the deeper penetration of the label would locate it in a region of
diminished polarity. In SDS micelles, the a, values (Fig.7) show only a minor decrease
with temperature so the dielectric constant of the microenvironment where dCAT] is
localized does not change much with temperature. The bound dCATI in SDS micelles is
generally in a less polar microenvironment than the bound label in DMPG aggregate; the
only exception being DMPG-water at high temperature. The perpendicular correlation
times (Fig. 8), in all DMPG systems, are much larger than they are in SDS, indicating a
significantly higher degree of spin label immobilization at the DMPG aggregates surface
as compared to SDS micelles.

The dielectric constant of the site where the spin label is localized can be
estimated by comparing the obtained a, values with those yielded by the label in different
mixtures of methanol/water. Fig. 9 shows the isotropic hyperfine constants calculated by
the fitting of the dCAT1 ESR signals in different media, recorded at 25 °C, as a function
of the polarity index H (Mukerjee et al., 1982). The latter is defined as the ratio of the
volume concentration of OH groups to that in water (55.4 mol/L) and calculated for the
different mixtures of methanol/water used. The polarity index H shows (Mukerjee et al.,
1982) an excellent linear correlation to other measures of polarity, for example, the
dielectric constant. The corresponding dielectric constants for the sites monitored by the
bound dCATT1, at 25 °C in DMPG (a, = 16.37 G, H = 0.77) and in SDS (a, = 16.13 G, H
= 0.63), can be estimated (Mukerjee et al., 1982) to be around 60 and 49, respectively.



4, Discussion

Considering that dCAT1 is a cationic highly aqueous soluble molecule, it
probably does not penetrate vesicles and micelles, but resides on their surface, therefore
causing mimimum disturbance of the original aggregate structure. The dCAT1 ESR signal
can be ascribed to the label either free in solution or close to the negative surface of
DMPG aggregates. The appearance of two separate signals shows that the frequency of
exchange between the two sites is low compared with the difference in resonance fields.
This ability to report simultaneously on the surface of the aggregate and the bulk solution,
its enhanced resolution due to the replacement of protons by deuterons, and its motionally
narrowed spectra allowing precise determination of a, and T;, makes dCATI a very
convenient probe for the surface electrostatic potential of an anionic amphiphilic
aggregate.

Based on light scattering and conductivity measurements, it was previously
proposed (Riske et al., 1997) that, at T,,, the melting of the hydrocarbon chains would
trigger a process leading to an increase in the degree of DMPG aggregate surface
ionization, with a corresponding increase in the magnitude of the negative surface
potential. Particles with higher surface potentials, would repel each other more strongly,
allowing the electrostatic double layer repulsion to overcome the attractive van der Waals
forces thereby favoring a non aggregated dispersion. That would give rise to the observed
increase in the sample conductivity and decrease in the intensity of light scattering at Ty,
(Fig. 1). In the present work, the migration of the cationic spin label to the DMPG

aggregates surface above Tp, (Fig. 4) would be in accord with the increase of the
magnitude of the surface potential at T,.

4.1 - Two sites partition model. To estimate the DMPG aggregate surface potential (¥,)

a simple calculation can be carried out, based on the experimental partition ratio, as
shown in Materials and Methods (Eg. 1). Table 1 shows the measured dCAT1 partition
ratios in different systems, in the lipid liquid-crystal phase: 10 mM DMPG in water, 10
mM DMPG in 10 mM Hepes buffer pH 7.4, at several jonic strengths, and 12.1 mM SDS
in water. (Due to the inaccuracy of the spectral subtractions, no surface potential
calculations were attempted for DMPG below T). ‘¥, was calculated assuming an area
per lipid headgroup A = 60 A* (Marsh, 1974), a shell thickness where the so called bound
labels reside of h = 5 A, T =303 K, and the total number of lipids N calculated for a
certain Vim of 10 mM DMPG. Although less reliable, the same area per lipid headgroup
was used for DMPG in water. For SDS, 4.1 mM was calculated (Quina et al., 1995) to
form micelles, with an aggregation number of 50.6 and a diameter of 44 A?, yielding an

area per lipid headgroup of 120 A* . The shell thickness was also assumed to be 5 A
(Cabane et al., 1985).



Table |

DMPG aggregate surface potential (¥, ) calculated from Eq 1, using the partition ratio (P

= bound label moles / total label moles) of dCAT1 in lipid suspensions at different ionic
strengths (n).

System n {mM) P ¥ (mV)

DMPG in

water 0.1 0.95 -242

buffer 4.0 0.75 -194

+ 2 mM NaCl 6.0 0.60 -176

+5 mM NaCl 5.0 0.40 -154

+ 10 mM Na(Cl 14.0 0.25 -136

SDS 0.90 -225

It is interesting to point out that the ¥, value obtained for SDS micelle is similar

to those obtained for DMPG in low ionic strength, and rather higher than the values
obtained for SDS micelles with fluorescent probes, around -130 mV (Griser and
Drummond, 1988). One has to take into account that the fluorescent probes used were
anchored into the SDS micelle, due to their hydrophobic chain, perhaps probing a
different region of the micelle as compared to dCAT1, although the estimated dielectric
constant by fluorescence, € = 50 (Griser and Drummond, 1988), was similar to the one
calculated with dCAT1 (¢ = 49). On the other hand, the fluorescent probes could be
perturbing the original SDS aggregate as they partition inside it, unlike dCAT1 which is
likely to reside on the micelle's surface. It has also to be considered that miceiles have a
rather rough surface, where a single surface potential might not apply.

As expected, there is a decrease in the magnitude of the DMPG surface potentiai
with the increase of the ionic strength. It is important to note that the methodology used
here is restricted to partition ratios in the experimentally measurable interval of 0.10 to
0.95. For 10 mM DMPQG, in the liquid-crystalline phase, it corresponds to 108 mV <

| W, | < 242 mV. That limitation is clearly seen in the case of DMPG with 100 mM

NaCl, where P = 0, which could correspond to a surface potential around -100 mV, as
suggested before (Cevc et al., 1980; Riske et al., 1997).

Although we have assumed that the variation in the partition ratio, P, at Ty, is
caused by a change in the surface potential only, it can be seen in Eq. 1 that an increase in
the area available for label binding would also induce an increase in the partition ratio P,
even for constant surface potential. However, a rough estimation of a possible variation in
the available area at Ty, tends to exclude that last hypothesis, as follows. The expected
increase in area upon the main phase transition (48 to 60 A?) would not increase the
partition rate more than 10 %. On the other hand, if we consider the molecular weights
calculated by the Zimm plot for the DMPG aggregates, bellow and above Ty, 60 and 15
MDa, respectively (Riske et al., 1997), we may estimate that an aggregate of around 4
vesicles fall apart at Tp. Considering the close packing of four spheres, and considering
that each one has around 60° of solid angle not available for external binding not more
than 1/15 of each vesicle area would be inaccessible to the label. This estimate is an upper
limit since it supposes that the rather small dCAT] could not access any area inside the
contact points. Even this upper limit in the change in area would not affect P more than
about 7 %. Perhaps other structures for the DMPG aggregates decrease the accessible area



i0
upon aggregation to an extend that can not be neglected.

4.2 - Gouy-Chapman-Stern model. The ¥, values obtained for DMPG can be compared
to those calculated by the Gouy-Chapman-Stern model (Eq. 3 in Material and Methods),
here called W, where the area per lipid headgroup was the same one used before,
namely A = 60 A? | and £ was assumed to be 80, as the model assumes the same dielectric

constant up to the membrane surface. Fig. 10 shows the dependence of ¥, with the

sample ionic strength, and compares its variation with two theoretical curves (I ‘PE’CS R
dashed lines) calculated for two different Ky, values, 0.13 M and 0.62 M, which

correspond to ¢ values 0.55 and 0.37, respectively®. It is evident that there is no constant
value of Kna which yields good agreement with the surface potential values calculated
from the experimental data. Whereas the magnitude of the potentials yielded by the two
methodologies is not very different, the experimental decrease of the surface potential
with ionic strength is steeper than that predicted by the model. This could possibly be
attributed to the various approximations in the Gouy-Chapman-Stern model, like the
uniform charge distribution over a planar surface, the point character of the charged
particles, and the sharp discontinuity of the dielectric constant at the aggregate surface,
although some of them were found rather good for highly charged surfaces (Peitzsch et
al., 1995). On the other hand, it is important to note that the different behavior of the two
methodologies could possibly be relevant only in the low ionic strength range used here,
where the interaction between charged monolayers, either from the same vesicle or from
neighboring aggregates, cannot be completely dismissed. About the surface dielectric
constant, it is interesting to note that, though some theoretical models assume the sharp
discontinuity of ¢ at the bilayer surface, and/or that ions do not penetrate the membrane
polar region, it is shown here that the bulky ion dCAT] (or at least its NO group) resides
in a region of € = 60,

The Gouy-Chapman-Stern model presented here includes the binding of sodium
ions to the phosphate groups of DMPG aggregates. The Ky, values, 0.13 M and 0.62 M
* although very different, are in the range of the sodium binding constants proposed in the
literature (references in Riske et al., 1997). Although many authors do not consider the
binding of Na* to DMPG aggregates surface, and keep o = 1, the consideration of Ky, # 0
may be rather relevant’. As suggested before (Riske et al., 1997), the lower value of Kx,
for DMPG in the liquid-crystal phase, as compared to the gel phase, would explain the
higher surface potential and higher repulsion among the lipid aggregates, and
consequently, the lower intensity of light scattering for temperatures above Ty,

*

4.3 - DMPG in water. In the absence of added salt, multi-angle light scattering
experiment indicated a strong interparticle correlation for DMPG in pure water (Riske et
al., 1997). That would be in accord with the Gouy-Chapman-Stern model (n = 0.0025

mM, due to the protons in solution, only), which yields an o = 0.14, and ¥’°° = -317

* Ky was assumed to be 15.8 M according to Toko and Yamafugi, 1980, or calculated from Watts et al.,
1978. Although o is a function of the ionic strength (Eq. 4), for the pH and n values used here [H.. << n,
and {Na"].. = n, therefore a is effectively independent of n.

* For instance, the necessity to overestimate the area per lipid molecule (120 A% as compared 10 48 A
determined by X-ray diffraction) in the fitting of the experimentaliy measured electrostatic potential of

DMPG in the gel phase (Khramtsov et al., 1992), could be overcome by the use of o = 0.4, which would
correspond to Ky, =0.46 M
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mV. However, in the present work, the 0.1 mM concentration of the charged dCAT1 has
to be considered (for the other DMPG samples the conceniration of dCAT1 was
negligible compared to the other ions in solution). By solving Eq. 4 (in Materials and
Methods), considering [Na™. = 0, and n = 0.1 mM, an o value of 0.39 was found, which

corresponds to P = -276 mV, to be compared with -240 mV, obtained from the

partition ratjo. That difference could possibly be due to the sharp dependence of pocs

with the ionic strength, for very low n values, and, in the present case, the coarse Gouy-
Chapman approximations of considering dCATT as a point charge and non-interacting
charged layers.

It is interesting to point out that DMPG in pure water has been shown to present
some properties different from the lipid in buffered medium (Epand and Hui, 1986; Riske
et al., 1997). For instance, in water DMPG does not show a sharp lipid thermal transition,
though spin labels intercalated in the hydrocarbon chains monitor regions of similar
microviscosities, both at low (15 °C, the gel phase) and high temperatures (40 °C, the
liquid-crystal phase), for all DMPG samples. As for the aggregate surface monitored here,
the a, values of dCAT1 in DMPG in buffer and in SDS micelles remain rather constant
for higher temperatures, whereas there is a clear decrease of the a, value, and
consequently of the dielectric constant of the region where dCAT] resides in DMPG in
pure water (Fig. 7). That could indicate structural changes in the aggregate provoked by
increasing the temperature, allowing a deeper penetration of the label. On the other hand,
that possible variation on the aggregate structure is not reflected in the measurements of
the label microenvironment viscosity, as the bound dCAT1 1, and T; values remain rather
constant above T, and very similar for all the DMPG samples, either in water or in
buffer (Fig. 8).

4.4 - No evidence of membrane fusion. To test whether there was vesicle fusion at either
T or Tpos, the following experiment was carried out. A phospholipid spin label (16-
PCSL), which shows negligible partition into the aqueous medium, incorporated in 10
mM DMPG dispersion was used in a concentration high enough to yield a spectrum
broadened by spin exchange (3 % of the lipid concentration, in moles). One volume of
that dispersion was mixed with three volumes of a DMPG sample in the same
concentration, but without the spin label. Therefore, if fusion occurred, a significant
linewidth decrease would be expected, corresponding to the dilution of the spin label. No
decrease in the spin exchange was observed during and after the following temperature
cycle: 1 hat 25°C, 1 hat 40 °C, 1 h at 17 °C and back to 25 °C. That experiment
indicated that the spin labeled phospholipid could not spread out through the DMPG
aggregates added afterwards, which would be expected if fusion had occurred.

5. Conclusions

The present work shows evidences of an increase in the DMPG aggregate surface
potential at the lipid gel-liquid crystal transition, with accompanying penetration of the
aqueous soluble cationic spin label dCATI into the surface shell, to a region of dielectric
constant about 60. Although there were modifications in the ESR spectra of dCAT1 close
to the DMPG aggregates at Tp.q, no simple conclusion could be drawn due to the
complexity of the signal. The bound component spectra obtained for temperatures above
Tpost (Fig. 6) could be possibly attributed to more than one site at the aggregate surface, or
different aggregate structures present in the dispersion.
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The spin label dCATI1 seems a rather promising probe in the general study of
surface electrical potential of anionic amphiphilic aggregates. Its aqueous soluble
character together with its positive charge, are likely to allow the probing of the surface
without altering much the original structure of the aggregates. The decomposition of the
dCAT1 ESR spectra into two signals, one more restricted (bound) and one free, allows
not only the estimation of the surface potential, based on the two sites model used here,
but also an analysis of the bound signal, providing information about the surface packing
and local dielectric constant. That methodology could be extended to the study of the
binding of small molecules, like biological relevant peptides, to lipid bilayers. It would be
interesting to see how they alter the membrane surface potential and packing, and, based

on these alterations, discuss partition coefficients of charged drugs to anionic or neutral
surfaces.
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Figure Captions

Fig. 1 - Temperature dependence of 90° light scattering of 10 mM DMPG in different
ionic strengths: (O0) pure water, (O) buffer (10 mM Hepes pH 7.4), buffer + (A) 2 mM,
(V) 5 mM, (*) 10 mM and (@) 100 mM NaCl. All samples contain 0.1 mM dCATI.

Fig. 2 - ESR spectra of 0.1 mM dCAT1 (showed in the top left) free in solution (dashed
lines) and in the presence of 10 mM DMPG (full lines), at three different temperatures, in
two different media: pure water (top) and 10 mM Hepes + 2 mM NaCl (bottom). The
total spectrum width is 50 G.

Fig. 3 - A typical ESR spectra subtraction: (top) 0.1 mM dCAT! in 10 mM DMPG in
buffer; (middle) 0.1 mM dCAT]1 free in buffer, (bottom) top minus middle spectrum. The
free and bound components spectra are shown with the real relative intensities that they
appear in the composite signal (top). Total spectra width 50G, T = 30 °C.

Fig. 4 - Partition ratios (bound label moles / total label moles) calculated from the second
integral ratio between the bound and the composite spectra. (®) 12.1 mM SDS in water,
10 mM DMPG in (IJ) pure water, (O) buffer (10 mM Hepes pH 7.4), buffer + (A) 2 mM,
(V) 5 mM, and (*) 10 mM NaCl.

Fig. 5 - SDS spectra subtraction: (top) 0.04 mM dCAT1 in 12.1 mM SDS in pure water;
(middle) dCAT! free in buffer; (bottom) top minus middle. The free and bound
components spectra are shown with the real relative intensities that they appear in the
composite signal (top). Total spectra width 50 G, T =25 °C.

Fig. 6 - ESR spectra of the bound component of 0.1 mM dCAT1 in the presence of 10
mM DMPG in different media at 35 °C (top), and 40 °C (bottom). Total spectra width 50
G.

Fig. 7 - Temperature dependence of the isotropic hyperfine splitting values (a.) yielded by
the bound component spectra of 0.1 mM dCAT1: (W) free in buffer, in the presence of 10
mM DMPG in (O0) pure water, (O) buffer (10 mM Hepes pH 7.4), buffer + (A) 2 mM, (V)
5 mM, and (*) 10 mM NaCl. (@) 0.04 mM dCAT1 in 12.1 mM SDS in pure water.

Fig. 8 - Temperature dependence of the perpendicular correlation time (1.) calculated
from the line heights and linewidths of the ESR spectra of 0.1 mM dCAT] (®) free in
buffer, or from the bound component of dCAT1 in the presence of 10 mM DMPG in (O0)
pure water, (O} buffer (10 mM Hepes pH 7.4), buffer + (A) 2 mM, (V)5 mM, and (*) 10
mM mM NaCl. (@) 0.04 mM dCAT1 in 12.1 mM SDS in pure water.

Fig. 9 - The isotropic hyperfine splitting values (a,) of dCAT1 as a function of the
medium polarity index H (see text) calculated for different mixtures of methanol/water, T
=25 °"C.

Fig. 10 - Ionic strength dependence of the electrostatic surface potential: ()
experimental values calculated from the partition ratios; (dashed lines) theoretical values

predicted by the Gouy-Chapman-Stern model for two different PG -Na“ binding
constants.
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