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Resumo

Na maioria dos vertebrados o tridecapeptideo a-MSH (hormédnio estimulante
do melanocito) € um hormonio fisiologicamente relevante na regulagio da pigmentacio
da pele, causando escurecimento (Sawyer, et al., 1980; Jiang er 4l., 1995). O o-MSH
também esta envolvido em muitas outras fungdes, como crescimento fetal e
comportamento (Castrucci, et al., 1990). No presente trabalho foi estudada a interacdo
entre peptideos melanotrépicos e membranas lipidicas sob as perspectivas da
perturbacfio da fase lipidica e das modificacdes conformacionais dos peptideos. Foram
usados: dois tipos de vesiculas (anidnica de DMPG -dimiristoil fosfatidil glicerol - e
neutra de DMPC - dimiristoil fosfatidil colina-} e dois peptideos melanotrépicos (o
MSH e o analogo que apresenta maior atividade biologica, [Nlef, D-Phe’} a-MSH
(MSH-I)). Por meio de ressonancia paramagnética eletrdnica (RPE) foram observadas
alteragbes estruturais dos lipidios causadas pela interagio dos peptideos com a
membrana anionica. Todos os marcadores de spin usados, derivados do 4cido estearico,
fosfolipidicos e derivado do colesterol, incorporados em vesiculas de DMPG, na fase
liquido-cristal, indicaram que os dois peptideos induzem um decréscimo no movimento
e/ou aumento da ordem das cadeias acilas, em todas as posi¢des monitoradas. O efeito
do analogo sobre os parametros dos espectros de RPE dos marcadores de spin foi mais
evidente, e isto estaria indicando que penetra mais fundo na matriz lipidica. A
dependéncia com o sal da interacio peptideo-lipidio demonstra que a atragio
eletrostatica dos peptideos carregados positivamente com a cabegas polares dos lipidios
anionicos fol necessiria para uma efetiva associagio dos peptideos com a bicamada
fosfolipidica. A necessidade da interagio eletrostatica também foi observada pela nio
interagio dos peptideos com bicamadas neutras de DMPC. No desenvolvimento do
trabalho foi calculado o coeficiente de partigio baseado no efeito que estes peptideos
causam no espectro de RPE dos marcadores de spin intercalados na membrana. O
coeficiente de parti¢do obtido para peptideo analogo, mais potente biologicamente, foi
cerca de quatro vezes maior do que para o horménio nativo. Para uma mesma
concentragio de peptideo ligado 4 membrana, foi observado que o efeito do MSH-I
sobre a estrutura da membrana é um pouco maior do que do a-MSH, o que estaria de
acordo com uma possivel penetragio mais fundo na bicamada. Os espectros de
dicroismo circular (CD) em solugdo aquosa e no solvente indutor de a-hélice, o 2.2.2-
trifluoroetanol (TFE) mostram que os dois peptideos tém estruturas um pouco
diferentes em solugio, embora apresentem mudancas conformacionais similares quando
na presenca de vesiculas ou micelas carregadas negativamente. O maior efeito causado
pelo analogo mais potente na estrutura da bicamada, quando comparado ao horménio
nativo, ¢ discutido em termos de sua maior constante de associagio e possibilidade de
maior penetra¢do na bicamada. Estes resultados estariam relacionados com a maior
atividade e/ou prolongada a¢io do peptideo analogo.



Abstract

In most vertebrates the tridecapeptide a-melanocyte stimulating hormone (o-
MSH) is physiologically relevant hormone regulating skin pigmentation, causing
darkening (Sawyer, et al., 1980; Jiang et al., 1995). o-MSH is also involved in many
other biological functions, such as fetal growth and behaviour (Castrucci, et al., 1990).
The present work studies the interaction of a-MSH and the biologically more active
analog [Nle*, Dphe’]- o-MSH with lipid vesicles by spin label electron spin resonance
(ESR) spectroscopy and circular dichroism (CD). All spin labels used here, stearic acid,
phospholipid and cholestane derivative labels, incorporated into anionic vesicles of
DMPG (1,2-dimyritoyl-sn-glycero-3-phophoglycerol) in the liquid-critaline phase,
indicated that both peptides decrease the motional freedom of the acyl chains, at all
monitored positions. The effect of the analog on the spin label ESR parameters was
much more evident, and could indicate its farthest penetration into the lipid matrix.
The salt dependence of the peptide - lipid interaction demonstrated that the
electrostatic attraction of the positively charged residues of the peptides by the PG
headgroups was necessary for an effective association of the peptides with
phospholipid bilayers. The perturbation caused by the peptides on the lipid chain
mobility was reduced as the ionic strength increased. Above 300 mM NaCl no
perturbation could be detected. The electrostatic requirement was further evidenced
by the absence of detectable binding of peptides to neutral lipid bilayers. Lipid
partition coefficients were calculated based on the effect the peptides cause on the ESR
spectra of spin labels 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-I was found to cause a slightly greater effect on the membrane structure than o-
MSH, in accord with its possible deeper penetration into the bilayer. CD spectra in
aqueous solution and in the o-helix inducing solvent 2.2.2-trifluoroethanol (TFE)
showed that the two peptides 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 stronger effect caused by the more
potent analog in the membrane structure, when compared to the native hormone, is
discussed in terms of the higher peptide-lipid association constant and the possible
deeper penetration into lipid bilayers. The results could be related to its greater
activity and/or prolonged action of the peptide analog,

vi



Cap. 1 - Introdugdo

1. Introdugido

Desde que Singer e Nicolson (1972) propuseram, neste célebre artigo de
tevisio, o modelo do mosaico fluido (Figura 1.1) para explicar a estrutura das
membranas biolégicas e oportunamente chamaram a atengao sobre a importancia
das propriedades fisicas das membranas na regulagio de suas atividades
fisiol6gicas, o interesse em estudar os mecanismos e as forgas que governam a
intera¢do de proteinas, hormonios peptidicos e outras moléculas com interfaces

tem sido intenso na literatura.

L

5%,

Oligossacaridio 2,

Proteina

i o
| Glicolipidio. m‘%ﬁﬂ

o-hélice
hidrofébica

Figura 1.1 Esquema de um fragmento de membrana plasmatica -
Mosaico Fluido (adaptada de Voet e Voet, 1995)
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As membranas participam de atividades essenciais da célula. Sob a
optica das proteinas apresentam pelo menos cinco aspectos interessantes:
representam a porta de entrada para os compartimentos subcelulares
especializados ou para o espago extracelular, isto &, sinalizacio
transmembranar; oferecem protegdo contra um ambiente adverso; podem ser
locais ideais para as proteinas que nio sio soldveis em igua exercerem suas
fungbes; e permitem que ocorram reagbes metabdlicas bem como
reconhecimento celular em sua superficie.

Quando se estuda as interagles de proteinas ou peptideos com
interfaces, algumas questdes 1mportantes devem ficar patentes:

a) Quais as forgas (ex. efeito hidrofébico, interagio eletrostatica) que

estdo participando da interagdo peptideo-lipidio?

b) Como a natureza da cabega polar dos lipidios bem como a estrutura
das caudas hidrotébicas podem afetar estas interagdes ?

c) Que influéncia tem sobre estas interagbes a temperatura, a forca
16nica e o ptH do meio ?

d) Qual a localizagio dos peptideos ou proteinas, e como eles se
particionam na bicamada lipidica?

e) Ocorrem modificagdes estruturais das proteinas ou peptideos (e
outros tipos de moléculas) quando interagem com uma bicamada
lipidica ?

f) Qual a importancia da fase lipidica para a interagio das proteinas ou

peptideos com o receptorde membrana ?

Neste trabalho fol nossa preocupagio estudar assuntos relacionados

com as cinco primeiras questdes, sendo que muitos autores vém dedicando um
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grande esforco para tentar responder a Gltima pergunta (Sargent & Schwyzer,
1986; .Backlund er al., 1994; Dreger et al., 1997).

Uma das formas de estudar a interagio de protefnas ou outras
moléculas com membranas, e poder conhecer um pouco mais sobre as funcdes
das membranas, é a utilizacio de membranas modelos.

Estes modelos sio muitas vezes compostos de lipidios sintéticos como
também podem ser produzidos a partir de lipidios extraldos de sistemas
biolégicos, por exemplo, a extragio dos lipidios das células vermelhas que
apresentam a simplicidade de nfo possuirem outras estruturas membranosas
além da membrana plasmitica (Bitbol e Devaux, 1988; Freisleben et af., 1992),
Reprodugio, conservagio de uma barreira com certa permeabilidade,
possibilidade de inserir um centro funcional e assim reproduzir alguns
fendmenos biolégicos, de uma maneira simplificada e controlivel (Geldwerth
et al., 1991}, sdo as grandes vantagens de se usar membranas modelos.

A natureza anfifilica dos lipidios (Figura 1.2) é considerada a grande
responsavel pela agregagio espontinea das moléculas em estruturas
organizadas. Diferentes formas de agregacio resultam da otimizacio do efeito
hidrofébico com uma variedade de interaces intra- e inter- moleculares
(Batemburg & de Kruijff, 1988), tudo isto em combinacio com as dimensdes
fisicas dos componentes da membrana.

Considerando a energia livre de interacio, geometria molecular e
entropia, fol proposta por Israelachvili ez al., (1976, 1980) e Israclachvili (1985)
uma maneira simplificada de quantificar o processo de agregagiio e explicar os
diversos tipos de agregados. Mais precisamente, o modelo tedrico destes
autores conduz a formulagio de um parimetro de empacotamento
adimensional, no qual é levada em conta a forma molecular dos lipidios

(Figura 1.2), dado por 9/(s.0), onde v é o volume hidrofébico, s é a 4rea
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ocupada pelo anfifilico na interface agua - lipidio (cabega polar) e / é o

comprimento da cadeia hidrocarbdnica.

Dimiritoil  Jgp  Dimiritol Dimiristoil
Fosfaridil O Addo Fosfatidil
Etanolamina L Fostatidico Glicerol
DMPE Dimiristoil DMPA DMPG

Fosfatidil

Colina

DMPC

Figura 1.2 Estruturas de alguns fosfolipidios de membranas determinadas
por cristalografia de raio-X (adaptada de Gennis, 1989).

Assim, como esquematizado na Figura 1.3, a lecitina, fosfolipidio
extraido da gema do ovo, que tem uma forma cilindrica (v/s.)) = 1), forma
estruturas lamelares, em bicamadas, que podem ser vesiculas unilamelares ou
multilamelares. Moléculas que possuem uma grande 4rea superficial e volume

hidrofébico pequeno (v/fs.[)<1/3) tém grande probabilidade de formar

S RN RS

~ = 0T
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agregados globulares como micelas diretas esféricas. Ja moléculas em que a

area de superficie ¢ menor do que o volume hidrofébico (v/f5.0)> 1), ou seja,

na forma de cone truncado, sio consideradas idcais para formacio de micelas
reversas  (Figura 14c) - por exemplo, o anfifilico idnico o bis(2-
etilhexil)sulfosuccionato  de  sédio  ( aerosol OT ou AOT) e as
fosfatidiletanolaminas insaturadas que apés hidratagio adota fase hexagonal
reversa - H,, (ver Figura 1.4d) -. Entretanto, alguns tebricos pedem cautela em

~ A T A - A 4
relagio as predi¢des acima, uma vez observado que este parimetro &
fortemente dependente do comprimento / ¢ relativamente insensiveis a valores

exatos de v e s (Carnie, er al., 1979).

Cilindrica Cone Cone truncado
R
(Tt
+ f,(ﬂs_,‘,'.l{'l\\'_‘b by vx\\:}'}h x‘a’jﬁ_,ﬂ
> ~ o-::
R N by
BT S AN ST SV
) 2 A RO
g\, Wy ;’xj Q?
' AN . #
| i e Ten f N
T e SRR
Vesiculas Micela Micelas
direta reversas

Figura 1.3 Diferentes tipos de agregados ¢ sua relagio com a forma
molecular do anfifilico.
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_.~ anfifilicos

I Tl o Y

al

anfiftlicos

aniifilicos

g) agua

agua

Figura 1.4 Agregados lipidicos: a) Monocamada; b) Micela direta; ¢) Micela
inversa; d) Fase hexagonal H,, ; €) Multi bicamada plana; f) Vesicula
multilamelar (lipossomo) e g) Vesicula unilamelar.
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Na Figura 1.4 estdo ilustradas varias formas de agregados lipidicos
usados como membrana modelo que sio: as monocamadas, micelas normais e
reversas e as bicamadas.

Monocamada (Figura 1.4a), formada na interface 4gua-ar ou solvente
organico & um sistema que vem contribuindo para o estudo de membranas e
interagio moléculas-membranas. Foram utilizadas, por exemplo, para
demonstrar a influéncia da insaturacio nas cadeias hidrocarbdnicas na
diminuigdo da temperatura de transigio de fase (Hiemenz, 1986). Outro
trabalho interessante é o da interagio de dipiridamole, um vaso-dilatador, com
lipidios em monocamdas de Langmuir (Borissevitch et al. 1996),

Micelas podem ser diretas ou reversas (invertidas). Nas micelas diretas
(Figura 1.4b) a parte hidrofébica da molécula (por exemplo um liso -
fosfolipidio ou detergentes) estd apontada para o centro da micela. J4 as
micelas reversas (Figura 1.4c) sfo formadas a partir de micro-gotas de 4gua,
suspensas em solvente orginico e circundadas por uma camada do anfifilico,
com suas cabegas polares voltadas para o meio aquoso e suas caudas apolares
voltadas para o solvente orginico (Hiemenz, 1986, Langevin, 1989). Um
trabalho de aplicagiio foi o realizado por Almeida, 1994, no qual ele observou
a interferéncia de micelas reversas na atividade de algumas enzimas.

Bicamadas podem ser planas ou esféricas. As membranas negras, que
recebem este nome por nio refletirem a luz’, sio unibicamadas formadas pela
evaporagio de lipidios sobre um pequeno orificio que separa dois meios
distintos (Muelher et @l 1962). E um modclo @il para o estudo das
propriedades elétricas e Opticas das membranas (Hiemenz, 1986). As
Multibicamadas planas (Figura 1.4e) podem ser obtidas através da evaporagio
de solvente organico de uma solugio lipidica que se encontra depositada sobre

uma superficie plana ou no interior de celas para medidas de ressonincia

? Interferéncia destrutiva na reflexdio das paredes de filme muito fino.
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paramagnética eletrénica e dicroismo circular (Schereier-Muccillo et al., 1973;
Biaggi et al. 1993; de Jongh et al. 1994a; 1994b). E um modelo vantajoso para o
estudo de orientagio molecular. Um trabalho bastante interessante usando
dicroismo circular é o de de Jongh et al. 1994b em que sdo determinadas as
estruturas secundarias e orientagdes da proteina apocitocromo ¢ em relacio as
bicamadas planas.

Bicamadas estéricas podem ser vesiculas multilamelares (LMV) ou
vesiculas unilamelares. As multilamelares sio geralmente definidas como
lipossomos (Figura.1.4f) embora alguns autores nio distingam entre vesiculas
lipidicas e lipossomos. A simples agitagio de fosfolipidio anidro em 4gua é
suficiente para formar estruturas esféricas ou tubulares fechadas contendo
mais de uma bicamada, onde pequenos espagos aquosos separam cada
bicamada adjacente, formando assim as vesiculas multilamelares (LMV)
polidispersas.

As vesiculas unilamelares (Figura 1.4g) podem ser divididas em classes
tendo como base o tamanho. Vesiculas com cerca de 200 a 10004 de didmetro
sdo vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e podem ser obtidas por agitacio
ultra-sbnica de vesiculas multilamelares polidispersas (Huang, 1969). Sdo
bastante (iteis aos experimentos de ressonincia magnética nuclear - RMN e
dicrofsmo circular CD. Vesiculas com didmetro maior do que 10004 sfo
vesiculas unilamelares grandes (LUV), e podem ser obtidas por evaporagio do
solvente na presenga do meio aquoso (referida como evaporagio de fase
reversa) ou por extrusio, sob pressio (Szoka e Papahadjopoulos, 1980, Hope
et al, 1986). Além destas hi outras formas para obtencio de vesiculas
unilamelares descritas na literatura (Szoka e Papahadjopoulos, 1980).

Reconstituigio de proteinas em bicamadas (Rigaud et al, 1995),
permeabilidade (Schreier-Muccillo et af., 1976; Subczynski et al, 1989),

movimentos moleculares dos fosfolipidios (Flubbell e McConnell, 1971),
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transigdo de fase (Ceve et al., 1981; Meier et al., 1982; Ceve, 1991), efeito de
carotendides (Subczynski et al., 1992), colesterol (Pasenkiewicz-Gierula et al.,
1990) e diversas proteinas, tais como o peptideo p-Amiloide-Alzheimer (Terzi
et al., 1997), melitina (Kleinschmidt et al, 1997), os horménios peptidicos
glucagon (Ernandes et al., 1983) e melanotrépicos (Biaggi et al., 1993; 1996 e
1997), entre outros foram estudados em bicamadas. Outra aplicagio
importante, e que nos ultimos anos tem sido empregada com sucesso é o uso
de lipossomos como carregadores de drogas para uso clinico (Lasic, 1996 Fujii
1996) e terapia genética (Lasic, 1996),

No presente trabalho de tese, envolvendo a interagio de peptideos
melanotrépicos com membranas lipidicas, foram usados principalmente dois
tipos de modelos: vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesfculas
multilamelares grandes (LMV) (ver Figura 1.4 ). Foram utilizadas também,
em poucos experimentos, micelas diretas.

Nas membranas biolégicas as protelnas integrantes, ou seja, as
proteinas integrais e as periféricas, encontram-se associadas aos lipidios. H4 na
literatura varios estudos com a finalidade de determinar alteracdes causadas
por estas proteinas nas estruturas dos lipidios, bem como o inverso. Estes
trabalhos, que geralmente envolvem reconstituigio da membrana (Chapman
et al., 1979), mostram que em geral os fosfolipidios localizados préximos 4
proteina tém suas propriedades de mobilidade e organizacio diferentes das dos
lipidios na bicamada (Castuma et al, 1991). Outros trabalhos também
observam que algumas proteinas, tipo receptores de membranas parecem
necessitar de lipidios com caracteristicas especificas para realizacio de suas
fungdes (Dreger et al., 1997).

Além destas proteinas integrantes, que fazem parte da estrutura
membrana-proteinas, alguns peptideos também interagem com as membranas

biolbgicas. Sabe-se que a interagio de varios peptideos com membranas possui
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um papel chave em muitos fenémenos biolégicos. Este é caso por exemplo da
B-endorfina (Wu et al., 1981), peptideos sinais (Briggs et al., 1986) e alguns
horménios peptidicos (Backlund er al., 1994; Kaiser e Kézdy, 1984). Muitos
destes peptideos tém importantes caracteristicas estruturais em comum.

Foi observado em diversos estudos, utilizando membranas modelos
(como as citadas anteriormente) que a interagio dos peptideos com
membranas afetam tanto a organizagio estrutural dos peptideos como das
membranas (Kleinschmidt ez al., 1997; Pertinhez et al., 1995). De fato, em
muitos trabalhos sio observadas mudangas no valor do parimetro de ordem e
modificagbes na velocidade de reordenagio de segmentos das cadeias
hidrocarbdnicas’ (Montich e Marsh, 1995; Biaggi et al., 1997). Por outro lado,
tem sido sugerido que peptideos, constituidos de 10 a 50 amino 4cidos,
tipicamente formam estruturas secundérias anfifilicas apds interagirem com
um meio anfifilico (Kaiser e Kézdy, 1983; 1984; 1987; Backlund et 4/, 1994).

Kaiser e Kézdy, 1987, sugerem trés possiveis situagdes em que estas
mudangas estruturais seriam importantes. Uma das possibilidades seria de
posicionar uma parte especifica do horménio, de forma que seu sitio ativo
fique numa posi¢io cotreta para interagir com o receptor. Uma outra
explicagdo seria a de melhor se ligar & membrana e isto permitir que se mova
até encontrar o receptor. Uma terceira possibilidade seria a de proteger o
horménio peptidico de enzimas proteoliticas.

No presente trabalho os dois horménios peptidicos estudados possuem
13 aminodcidos € portanto sio membros da categoria de peptideos discutidos
acima. Por conseguinte fazse a seguir uma breve apresentacio desses

horménios.

* Medidas do pardmetro de ordem e tempos de correlaciio rotacional também foram realizadas no
presente trabalho, e portanto serdo explicadas no capitulo de Técnicas.

10
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1.1 Peptideos Melanotrépicos

o-MSH (Figura 1.5) é um horménio peptidico, produto da clivagem da
proteina precursora, pré-6pio-melano-cortina - (POMC), da qual também se
originam o hormédnio adrenocorticotrépico (ACTH), as B- endorfinas e
lipotrofinas (LPH) (revisio no trabalho de Bertagna, 1994). Historicamente foi
considerado que a POMC era produzida somente na pituitaria, entretanto,
recentes trabalhos na literatura mostram, como nos artigos de Wakamatsu ez
al, 1997 e de Chakraborty et al, 1996, que esta proteina é produzida e
processada em outros locais inclusive a pele (revisio - Pawelek, 1992). O a-
MSH foi o primeiro dos peptideos da POMC encontrado na pele (Todhy et al.,
1983, Liu 1995) e desde entdo tém sido numerosos os estudos mostrando este e
outros peptideos da POMC na epiderme. Os trabalhos de Liu et al, 1995 e
Wintzen et 4l., 1996 mostram que os queratindcitos sio importantes fontes
desses peptideos, entretanto eles também foram encontrados em melanécitos
(Lunec et al, 1990; Farooqui et al, 1993) e nas células de Langerhans
(Morhenn, 1991),

O o-MSH & um horménio bastante conhecido por sua atuacio na
regulagio da pigmentagfio da pele e cabelos de muitos animais (Hadley e
Levini 1993), nos quais seus efeitos seriam observados em pelo menos dois
niveis, isto €, na proliferacio de melandcitos (Halaban e Lerner, 1977;
Halaban et al.,, 1993; Swope et al., 1995) € na produgio de melaninas (Burchill
¢ Thody, 1986; Abdel-Malek et 4., 1995). Além disso, tem sido mostrado na
literatura que 0 vMSH e 0 ACTH estimulam as glindulas sebAceas (Thody e
Shuster, 1989), e bem documentado é o fato destes peptideos interagirem com
diferentes citoquinas e terem efeitos imunoldgicos e anti-inflamatério (Catania

e Lipton, 1993; Bhardwaj e Luger, 1994).

11
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Figura 1.5 - Estrutura priméria dos peptideos melanotrépicos

Em alguns ensaios biolégicos tem sido observado que nem todos os
aminodcidos que constituem a estrutura primaria do a-MSH sio requeridos

para atividade bioldgica (Hruby et al., 1987; Castrucci et al., 1989). Nestes
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estudos foi observado que a seqiiéncia minima para estimular os melanécitos é
a Ac-His-Phe-Arg-Trp-NH, que pode ser escrita como o-MSH;_,-NH, (Figura
1.5). No trabalho de Hruby et 4/, 1987, no qual eles realizaram ensaios
biolégicos em pele de ri e lagarto, foi verificado que a seqiiéncia minima para
ativar os melandcitos com aproximadamente a mesma poténcia do o-MSH é
Ac-MSH, _j;-NH, para a ri e Ac-MSH, . ,,-NH; para o lagarto. Esta seqliéncia
minima, observada em diferentes melanotropinas que atuam com a mesma
intensidade, leva o nome de sitio ativo do horménio ou seqiiéneia sinal.
Entretanto, no trabalho de Sawyer et al., 1990, ele observa, para estes mesmos
horménios, outras seqiiéncias (5-11, 6-12) que sio eqiiipotentes A seqiiéncia 4-
11.

Nas tltimas décadas, vém sendo realizadas diferentes modificagdes na
estrutura primaria do o-MSH (Figura 1.52). Estas modificacSes tém como
objetivo a obtengdo de agonistas* super-potentes (Al-Obeidi et al., 1989; 1990;
Sawyer et al., 1980; 1983). Por exemplo, as substituigdes da metionina (Met)
na posi¢io 4 por uma norleucina (Nle) e da Lfenilalanina por uma D-
fenilalanina na posigio 7 da seqiiéncia primaria do «-MSH resulta no analogo
[Nle" - Dphe’] a-MSH (que ser4 chamado daqui em diante de MSH-) (Figura
1.5b). Sawyer et al., 1980 observaram em ensaios biolégicos, que este andlogo &
mais potente e sua atividade biolégica é prolongada, quando comparados 3
molécula nativa. Foi sugerido que a presenga do D-Phe na posicio 7 seria
responsdvel por estabilizar uma dobra na seqiiéncia o que resultaria no
aumento da poténcia do anilogo MSH-I. A nova estrutura conformacional do
andlogo facilitaria a direta ligagio com os receptores nas membranas. J4, a
prolongada atividade biolégica deste peptideo andlogo pode ser atribuida a

diferentes modificagdes fisiolégicas, tais como estabilidade enzimatica,

* Agonistas sio substéncias capazes de ligarem-se aos receptores e induzir reaces equivalentes
o \ ; .
as dos hormonios ou de antagonistas, compostos que também se ligam aos receptores, mas
sem provocar efeitos.

13
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aumento da interagio peptideo-lipidic ou aumento da afinidade com o
receptor. Muito interessante foi o estudo de Hadley et al., 1996, no qual eles
observaram em ensaios biologicos com melanocitos de rd (Rana pipiens), que o
hormonio natural o-MSH permanece 25% ligado enquanto que o anilogo
MSH-I, 65%, apos 6h da lavagem e conseqiiente remogio dos ligantes do
mMeIo.

Constderando a possibilidade da fase lipidica da membrana celular atuar
como catalisadora na interagio peptideo - receptor (Sargent e Schwyzer, 1986),
esse nosso estudo focaliza a interagio destes dois peptideos, o-MSH e MSH-I,
com bicamadas lipidicas puras. Foi sempre nossa preocupagio, comparar os
efeitos dos dois peptideos nas membranas modelo, e com isso poder entender

um pouco mais o papel da fase lipidica na agio destes peptideos.
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2 Técnicas - aspectos tedricos

Neste capitulo serfio apresentados os resumos das teorias que
envolvem as espectroscopias de ressonincia paramagnética eletrénica (RPE)
e dicroismo circular (CD). Estes serfo feitos, dando énfase ds propriedades
que foram mais exploradas no decorrer do trabalho. De forma geral, serio
discutidos os principios bésicos, tanto de RPE como de CD, os principios do
Método de Marcador de Spin e a dependéncia dos espectros de RPE com a

orientagdo, mobilidade e polaridade do meio.

2.1 RPE - O Método de Marcador de Spin

A técnica de RPE usando marcadores de spin, empregada
primeiramente por Ohnishi e McConnell em 1965, vem acrescentando
informagGes valiosas sobre as propriedades estruturais e funcionais dos mais
diferentes sistemas macro - moleculares (ver Berliner 1976, 1978 e 1989).

Experimentos com esta técnica foram os primeiros a realmente
mostrar os diversos tipos de movimentos de lipidios constituintes de
membranas biolégicas. E possivel encontrar na literatura intimeras revisies
que tratam de sua aplicagio ao estudo de membranas (Berliner 1976; Schreier
et al., 1978; Marsh 1981; Knowles er al., 1982). No presente trabalho

empregamos este método para melhor compreender, em nivel molecular,
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que mudangas ocorrem nos lipidios, quando da interagio dos peptideos
melanotrépicos com membranas lipidicas.

O meétodo de marcador de spin (Ohnishi e McConnell, 1965; Marsh
1981) consiste basicamente da utilizagio de uma sonda paramagnética
(marcador de spin ou spin label - Tabela 2.1), incorporada a proteinas, 4cido
nucleicos, membranas entre outros, cujo espectro de ressonincia
paramagnética eletrdnica (RPE) pode fornecer informactes de carater
estrutural e dindmico sobre o sistema a0 qual a sonda se encontra ligada.

Este marcador de spin pode ser ligado covalentemente ao sistema ou
apenas intercalado entre as moléculas componentes do sistema. Por
exemplo, marcadores de spin de natureza lipidica (Tabela 2.1) sio
simplesmente inseridos, em baixa concentraciio, nas membranas modelo ou
biologicas, tornando-se mais um constituinte da porgio lipidica,

Algumas propriedades essenciais que o marcador de spin precisa
apresentar sio: deve ser estivel em condigdes de pH e temperatura na regido
fisiolégica assim como em meio aquoso, o espectro de RPE deve ser sensivel
a natureza do sistema de interesse, e que sua presenga nio perturbe o sistema
natural. Tudo isto levou a busca de radicais livre que cumprissem estas
exigéncias. Sendo que, os radicais nitréxido (Tabela 2.1) mostraram-se
extremamente adequados aos requisitos acima.

Todos os marcadores de spin que utilizamos nesse trabalho possuem
radicais nitroxido e estdo apresentados na Tabela 2.1. Portanto nesta secio
apresentaremos, além do resumo dos fundamentos basicos de RPE, os
principios que envolvem a interpretagio de espectros de marcadores de spin

com radicais nitréxido, inseridos em bicamadas lipidicas.
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Tabela 2.1 Férmulas moleculares dos marcadores spin empregados no
presente trabalho e suas abreviacBes.
a - marcadores que contém o grupamento 2,2 - dimetil-N-oxil-oxazolidina

b- marcador que possui o grupamento TEMPOL, derivado da 2,2,5,5 ~ tetra
metilpiperidina-N-oxil.
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2.1.1 Fundamentos Basicos de RPE

Em termos de fendmeno observado, a espectroscopia de ressonincia
paramagnética eletrnica estuda a interagdo entre momentos magnéticos e
Campos magneticos.

A Hamiltoniana de spin (Abragam e Pryce, 1951) que descreve as
energias envolvidas na interago de momentos magnéticos de spin (S - spin

A . . :
eletronico e I - spin nuclear) com campos magnéticos externos ( H } e locais,
e que possul apenas termos de real importincia nos estudos com radical

nitroxido € expressada como:

#,=B,H-g-S+ I-A-S 2.1)

onde primeiro termo corresponde ao efeito Zeeman e o segundo é o termo
da interagiio hiperfina (spin eletrénico - spin nuclear). Na equagio (2.1) g é o
tensor que representa o fator espectroscopico ligado i constante

giromagnética., A & o tensor acoplamento hiperfino e B, é o magneton de

Bohr eletrénico. g e A sio matrizes que expressam a anisotropia espacial dos

sinais de RPFE.

Termo Zeeman

O termo que representa o efeito Zeeman,

j[z xBe H-g-S (22)
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resulta da interagfio do momento magnético do spin eletrbnico S do sistema
paramagnético com o campo externo H.

Considerando o sistema de eixo do laboratério ( X, Y, Z ) com o
campo magnético coincidindo com o eixo Z (H=kH,), a expressio (2.2)

fica:

H y =BeHo(gzxSx + 87vSy + 872757) (2.3)

Considerando agora o sistema de eixos x, y e z (por exemplo do
. : ;g —
nitroxido (ver Figura 2.3a)) em que o tensor g é diagonal, a Hamiltoniana

Zeeman torna-se
Hz =Be (BactLSx + 8yytL,Sy + 8,,1LS,) (2.4)

onde H,, H, ¢ H, sdo as componentes de H neste sistema.
A passagem de um sistema de referéncia para outro (sistema de eixo

do laboratério para sistema de eixo da molécula), é feita usando a relacio
g'=L.g-L! (2.5)

onde a matriz L roda os eixos da molécula (x, v, z) para os eixos do
laboratério (X,Y,Z).

Aplicando o campo H numa dire¢io com cossenos diretores (1, m, n )
em relagio aos eixos principais da molécula, o fator g efetivo, pode ser

escrito da formas:

2 2 2 2 2 2 2
of =1 g tm g, +ngy (2.6)
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que em coordenadas esféricas pode ser escrito como:

i
¢.0(0,0)= (g2 sen O cos® §+ g?,ysen2 Osen” ¢ +g2, cos® B)A (2.7)

esta equagdo (2.7) pode ser simplificada se o tensor g possuir uma simetria
axial, isto &,
Bxx “Byy=BL €

82z ™ B//

(2.8)

e sendo € o ingulo formado entre H e o eixo de simetria da molécula, a

expressio (2.7) pode ser escrita como:

1
5.1 (0) = (g%/c0s0 + g2 sen’0)”2 2.9)

Desta interagdo Zeeman originam-se (25+1) estados, cujos niveis de
energia sdo proporcionais a projegdo m de S,. Considerando o campo H

paralelo a diregio z, kH,, os niveis de energia E, serdo dados por:
E =g, B.H m, m=-5, -S+1,..., S (2.10)

e a distribuigo de elétrons em cada nivel serd dada pela lei de distribuicio
de Maxwell-Boltzmann (Reif, 1965).

Sendo hv (h € a constante de Planck e v a freqiiéncia da microonda) o
quantym de energia da microonda, as transi¢Bes permitidas sio dadas pela
regra de selecio Am = +1 e se for considerada apenas a interacio Zeeman

pode-se obter os campos de absor¢io H, a partir da condicio de ressonincia
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hv=AE=g, B . H, . (2.11)

Com o campo de microondas H; aplicado perpendicularmente ao
campo externo H, e com H; < < H,, a probabilidade de transicio entre os
niveis ¢ dada pela teoria de perturbagio dependente do tempo (regra de ouro
de Fermi (Schiff, 1968) ).

Assim, num sistema que apresenta apenas um  elétron
desemparelhado, S = % , m pode assumir somente valores + 1/2 e a
diferenca de energia entre os dois niveis produzidos pelo campo magnético é

dada pela Equagfio (2.11) (Figura 2.1)

m = +1/2
T Energia - (H)
E+1/2

E-}/Z

m=-1/2

r———

Campo magnético externo (H,)

Figura 2.1 Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrénico em
presenga de um campo magnético.
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Interacio Hiperfina
(Hameka, 1965; Carrigton e Mc Lachlan, 1967)

As estruturas hiperfinas nos espectros de RPE surgem do fato de que
o momento magnético do spin eletrbnico interagindo com niicleos percebe
campos locais diferentes de acordo com as 21+1 orientagdes permitidas e que
sdo assumudas pelo spin nuclear quando na presenga de um campo
magnético esttico.

Os termos desta interagio hiperfina so expressos pela Hamiltoniana

(2.12)

Hy =—g g, B, BHP'SJ(I-r)(S-r) - }

>~ SHI-9)8(n)

1'3 r

sendo g, e 3, os valores de g e magneton de Bohr nucleares, r é a distAncia

entre elétron e nicleos e 3(r) é a fungo delta de Dirac (Schiff, 1968).

O primeiro e segundo termos na expressio (2.12) descrevem a
interagdo dipolar elétron-nicleo, sdo claramente anisotrépicos e facilmente
derivados de argumentos classicos (Hameka, 1965). O terceiro termo, o qual
surge da interagio de contato de Fermi é obtido pelo tratamento quintico
(Slichter, 1963).

Examinando separadamente os termos da Hamiltoniana (2.12) pode-se
obter a Hamiltoniana hiperfina de spin, #; que leva em conta as duas
contribuigbes, anisotropica e isotrdpica descritas a seguir.

A interagio dipolar anisotrdpica, primeiro e segundo termos da

equagio (2.12), (contribuigdo dos orbitais p, d, ...}, pode ser escrita da forma:

H,

ant

=1-A"-S (2.13)
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onde A’ é um tensor de segunda ordem, com elementos dados por

A;-]- = —gangBe<(r28ij e 3xixj)r_5> (2.14)

em que os “brackets” indicam a integragio sobre toda a distribuicio

eletronica.

Ja o terceiro termo da equagio (2.12)

%{f—g g, B, BoI-S 8(r) (2.15)

que trata da interagio de contato ( contribuigio do orbital s ) é também

conhecida como interagio hiperfina isotropica e pode ser escrita como:

H,, =al-S (2.16)

onde 4 é um escalar definido por %Eg g, B BL,o(r) e representa a

constante de acoplamento isotropica.
Assim, a Hamiltoniana hiperfina #; completa, somando as duas

contribuigbes Huu ¢ Hiw, pode ser escrita de uma forma compacta como:
Hy;=1-A-S (2.17)
g :
sendo que aqui ¢ definido um tensor A com as seguintes componentes:

A!}] = A{IJ + (2.18)
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onde os 4; sio obtidos da equagiio (2.14)

Analogamente ao termo de efeito Zeeman, a equagio (2.17) tensorial
para a interagdo hiperfina pode ser simplificada, através de uma escolha

conveniente de eixos (os eixos principais):
Hg = A Sl + AS I+ AS T, (2.19)
e no caso de simetria axial, onde A, = A, = A e A,, = A/, temos:

Hp=8, S +S,1,)+ 4,81, . (2.20)

2.1.2 Espectro de RPE de Radicais Nitréxidos

Nos radicais nitréxidos, a maior parte da densidade eletrdnica estd
localizada no atomo de nitrogénio. O isdtopo mais abundante do
nitrogénio, "N, possui spin nuclear I = 1, podendo na presenca de um
campo magnético apresentar trés valores para 0 momento magnético de spin
nuclear (my = -1, 0 e +1). A interagio entre o spin nuclear ¢ o spin
cletronico, como foi visto anteriormente, di origem ao desdobramento
hiperfino (segundo termo da equagio (2.1) ). O spin nuclear, I =1, causa o
desdobramento de cada nivel energético de spin eletrénico em trés ( Figura
2.2). Portanto, pode-se observar trés transigSes, uma vez que somente
transigoes com Amy = 0 sdo permitidas (em 1% ordem). A separagio entre as

linhas & o desdobramesto hiperfino.
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Campo magnético (H,)

Figura 2.2 Desdobramento dos niveis de energia para um 4tomo com
spin nuclear I = 1 (ex. Nitrogénio). As transi¢des do elétron, S = 1% , s3o
indicadas. O  desdobramento  hiperfino claramente mostra o
desdobramento dos niveis de energia e o néimero de linhas é caracteristico
do valor do spin nuclear (Adaptada do trabalho de Smith, 1971)

Os Espectros de RPE de Radicdis Nitréxidos Variam
com a Orientacio

Uma das grandes vantagens de se usar RPE ¢ a habilidade que esta
técnica possui em detectar radicais com diferentes orientacdes. Isto acontece
devido 4 dependéncia do espectro de RPE com o &ngulo entre o campo

: : : , . .
aplicado e os eixos moleculares do radical. Portanto, ¢ essa anisotropia que o
método de marcador de spin explora, empregando radicais nitréxidos
estaveis ligados diretamente a uma molécula biolégica ou simplesmente

intercalado, como é o caso de marcadores de spin em membranas.
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(a) z

(b) & 4 |
f _r.",! H, // x
A
i H, /1y

A J H,// z
y :

50G

Figura 2.3 (a) Eixos moleculares principais do radical nitréxido. O eixo
z fica ao longo do orbital 2pn e o eixo x ao longo da ligagio N-O. (b)
Espectros do radical nitréxido obtidos com o campo magnético nas

diferentes orientacSes, como indicado na figura. (Adaptada de Griffith e
Jost, 1976)

Considere a estrutura do radical nitréxido com um sistema de
coordenadas como mostrado na Figura 2.3a, onde o eixo x é paralelo 2
ligagio N-O, o eixo z ¢ paralelo ao orbital 2pn que contém a maior parte da
densidade eletrénica do elétron desemparelhado, ficando o eixo y

. - Ed 7 - .
perpendicular aos outros dois. E possivel determinar experimentalmente os
valores das componentes principais dos tensores g ¢ A (g, Byy> Buz € Buo Ay

e A,,), introduzindo marcadores de spin como impurezas substitucionais em
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mono-cristais de compostos semelhantes diamagnéticos e obtendo espectros
com o campo magnético sendo sucessivamente aplicado ao longo dos trés
eixos principais da molécula (Figura 2.3a). A Tabela 2.2 apresenta os
resultados destas medidas, que obviamente demonstra a dependéncia dos
parametros, g ¢ A, (0 que ¢ claro também nos espectros da Figura 2.3b) com
a orientagdo. Nesta Tabela 2.2 ainda podem ser vistos os valores das
componentes de g e A de outro marcador de spin (CSL) que é de especial

.
relevancia nos estudos de membranas.

Tabela 2.2 Principais Valores dos tensores A e g de radicais nitréxidos
orientados em cristais diamagnéticos.

Nitréxido Cristal diamagnético A, A,, A, Bux By g

G G ©

CSLW Cloreto de 5.8 5.8 30.8  2.0089 2.0058 2.0021
colesterila +0.2 +0.2 +0.1 +0.0001

2-Doxil  Tetra metil-1,3ciclo 5.9 5.4 329 2.0088 2.0058 2.0022

propano® butano-di-ona 10.5 +0.0005

®Hubbel e McConnell, (1971)

® Jost et al., (1971) (2-Doxil propano ligado ao 4cido estearico)

A Figura 2.4 mostra a orienta¢io do sistema de coordenadas do grupo
nitroxido (N-O), como ja apresentado na Figura 2.3a, para um marcador de
spin em que o grupamento paramagnético se encontra localizado ao longo
de uma cadeia alifatica, como em 4cidos graxos e fosfolipidios, ¢ também o

mesmo sistema de coordenadas para um marcador de natureza esteroidica.
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Nota-se pela Figura 2.4. que no primeiro caso o eixo z é paralelo ao eixo

longo da molécula e no segundo, é o eixo v.

(a) Yy

/ﬁ:/ A " Eixo longo da molécula

Figura 2.4 Sistemas de coordenadas para radical nitréxido (N - O) em
um marcador de spin (a) derivado de acido graxo (12-SASL) e (b)
esterotdico (CSL).(Adaptada do trabalho de Schreier ez 4., 1978)

Quando estas moléculas sio inseridas em membranas, elas se orientam
de forma que seus eixos longos ficam aproximadamente paralelos 4 normal a
bicamada, obtendo-se assim espectros de RPE com previsiveis caracterfsticas

as quais serdo discutidas nos proximos itens.
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2.1.2.1 Parimetro de Ordem - S

Considerando um marcador de spin nitréxido, do tipo lipidico,
1aserido em uma bicamada lipidica (como esquematizado na Figura 2.5),

possuindo movimento rapido (tempos de correlagio < 3 x 107 s) e

Eixo “diretor”
T
L
1
I
/ !
/PN
1
7
// 6’2* 81 X
|
Yy o z
—r) {

Figura 2.5 Orientagio instantinea dos eixos do nitréxido x, v, z de um
marcador de spin lipidico, relativa aos eixos de simetria, //, L, da
bicamada fosfolipidica. O movimento do lipidio possui simetria axial em
relagio 4 normal a bicamada. (Adaptada do trabalho de Marsh, 1981)

altamente anisotropico ao redor de um eixo referéncia (eixo diretor, que ser4
considerado aqui como o eixo Z ), as orientagdes dos eixos moleculares

principais do nitréxido, x, y e, z em relagio 4 normal & bicamada s3o dadas

por 0y, 8, e 0, respectivamente.,
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Nas condi¢es acima, os tensores A’ e g’ do sistema de eixos da
molécula (x, y, z) sfo diagonais (Lajzerowicz-Bonneteau, 1976) e sio
transformados para o sistema de eixo da bicamada (X, Y, Z) usando a matriz

do L '. Fazend f 5 iderand '
rotagdo L . Fazendo estas transformagdes e considerando que o movimento
do lipidio é rapido e que possui simetria axial em relagio a4 normal
bicamada, obtém-se as componentes destes tensores A e g no sistema de

eixos da bicamada:

A, = %(1 - {cos’ e?,)lAZZ ~AL)FA, (2.21)
Ay ={cos’ 8, )(A,, - A )+ A, (2.22)
€

g = %(1 — <c052 @1>ngx - gyy)%«%(l— <c032 05 >ngz — gyy)+ gyy (2.23)

&// = <C052 e1>( xx gyy)+ <COS2 93>(gzz - gyy)+ Syy (2'24)

Nas expressdes (2.21) e (2.22) foi feita a aproximagio A, .~ A,,. A/,
Ay, gy e g, podem ser obtidos experimentalmente se o campo magnético
externo for aplicado paralelo (0°) e perpendicular (90°) 4 normal 4 bicamada,

respectivamente ( Figura 2.5 ).

' A mesma utilizada na Equagio (2.5) para a rotagio do tensor g. Para rotacio do tensor A
pode ser escrita como: A’ = L.ALL",
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Tem sido conveniente representar as flutuagdes angulares médias
sofridas por marcadores nas bicamadas lipidicas, em termos de parimetros

de ordem §,,, definidos como:

S, = %(3<c0528i>— 1), comi=1,2e3 (2.25)

onde i = 1, 2, 3, correspondem aos parimetros de ordem dos eixos do
nitréxido x, y, z respectivamente (Figura 2.5)
Combinando as Equagdes (2.21) e (2.22) com a Equagio (2.25)

encontra-se a seguinte expressio:
S35 = (A// —A )/ (A, - Ay) (2.26)

que € um parimetro suficiente para definir a amplitude de movimento do
eixo longo da molécula relativo & normal & bicamada.

Quando o movimento ¢ totalmente aleatério (isotrdpico) e rapido? os
espectros sdo os mesmos, independente da orientagio do campo magnético,

e neste caso os valores de g e do desdobramento hiperfino serfio de fato a
média dos valores do eixo principal, assim, 0 A, = A, = Aoferistal) € B/ =

8L = gn(cristnl)a com

do(cristal} = % (Axx + Ayy + Azz) (227)
€
Eo(cristal) = %(gxx + Syy + gzz) (228)
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4, ¢ g, (cristal) sdo a constante de desdobramento hiperfino isotrépica e o
fator g isotrdpico, respectivamente, e que sio obtidos com os dados da
Tabela 2.2.

Algumas vezes torna-se necessario um fator de correcfio na Equagio
(2.26) que leva em conta a polaridade do meio, isto porque, o meio onde se
encontra o radical N - O pode afetar A, ,A,, e A,, (este efeito da polaridade
serd discutido mais adiante) (Hubbel e McConnell, 1971). Assim, mais

precisamente, o parametro de ordem pode ser obtido por:

(A/ / — AL) Ao( cristal)

> 1 (2.31)
(Azz - '2‘ (Axx + AYY)J 2o( bicamnady
onde
ﬂo(bicamad;) = %(ZAL + A// ) (232)

A Equacio.(2.31) pode ser usada no caso de marcadores de spin que
possuam o eixo z do nitréxido paralelo ao eixo longo do lipidio, como é o
caso dos derivados de cido graxo e os derivados de fosfolipidio (Figura
2.4a). No caso do marcador esteroidico - CSL ( Tabela 2.1 e Figura 2.4b ),
onde ¢ o eixo y do nitréxido que coincide (aproximadamente) com o eixo

longo do lipidio, S pode ser escrito como:

S = (A// - A,L) d’o(crismy (2. 3 3)

AY}’ B 1/ 2(lﬂxzz + Axx) Aobicamada

* Efeitos da mobilidade serfio discutidos no préximo item.
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Como pode ser observado, o parimetro de ordem (Seelig 1970) nio
envolve explicitamente as velocidades de movimento do marcador de spin.
Mas como citado anteriormente é pressuposto que este marcador tenha
movimentos ripidos e que possua simetria (t; < 3 x 10° 5.)> em torno do
erxo longo da molécula, isto é, possua simetria cilindrica ao redor deste eixo.

No entanto, nos trabalhos de Lange, 1985 ¢ Marsh, 1989 eles
mostraram, tanto experimentalmente como teoricamente, que os espectros
obtidos nas condi¢Bes acima contém contribuicBes de movimentos lentos de
reorientagio molecular, mesmo na fase liquido-cristalina e, que para analisé-
los ¢ necessario a aplicar a teoria para movimento lento (equacio estochstica
de Liouville). Desta forma, o cilculo do parimetro de ordem, descrito
anteriormente, baseado em movimento répido, deve ser considerado apenas
como um valor empirico. Uma aproximacio alternativa pode ser obtida no
trabalho de Freed, 1976.

Quando se tem uma dispersio aleatéria de bicamadas, por exemplo,
marcadores de spin intercalados em lipossomos ou vesiculas, os espectros
obtidos representam a soma dos espectros de todas as possiveis orientagées
do eixo longo da molécula em relagio ao campo magnético aplicado..
Embora a amostra seja macroscopicamente isotrdpica, os espectros que se
somam refletem a orientagio de cada molécula. Hubbell e McConnell (1971)
demonstraram que os espectros de certos marcadores, nestes sistemas,
apresentam pontos dos quais € possivel extrair A, e A, e assim calcular o
parimetro de ordem S. Entretanto, existe um intervalo de S para o qual se

consegue resolver os extremos externos e internos nestas condicdes.

* Em relagiio A escala de tempo do experimento (107%).
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5:0.4

506

Figura 2.6 Espectros simulados de amostras aleatoriamente orientadas
em fungio do parimetro de ordem, S. As linhas tracejadas indicam as

posicdes de 24, {desdobramento mais largo) e 2A | .{(desdobramento mais
estreito) (Griffith e Jost, 1976)
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Na Figura 2.6 estio representados os espectros simulados dos
marcadores derivados de acido graxo ou fosfolipidico, intercalados em
lipossomos, considerando movimento ripido e anisotrbpico, caracterizado
para varios valores de S (Griffith e Jost, 1976). Nota-se que quando S tem
um valor alto, o desdobramento interno é muito pequenoc para ser resolvido
e, quando S ¢ baixo, ocorre uma superposigio dos dois desdobramentos e
portanto, ndo sio resolvidos também.

A Figura 2.7 mostra um dos espectros da Figura 2.6 ampliada. E claro
nesta figura que o desdobramento hiperfino maximo (2A,,) é uma boa
medida do desdobramento hiperfino efetivo externo (2A,)); por outro lado,
o desdobramento hiperfino minimo (2A,,) nfo ¢é exatamente igual ao
desdobramento hiperfino efetivo interno 2A).

Para calcular o parimetro de ordem nesta situacio, sio necessirias
algumas aproximagdes. A primeira aproximagio é assumir que A, .= A, e

Ayp = Ay Assim obtém-se um parametro de ordem aparente S,, como:
(A;vmzx - Amm)

Sep = A, -y2(Aa, +A) (234

onde, Ay, Ay, e A, sio os valores obtidos em um mono - cristal ( ver Tabela
2.2) e neste caso esta sendo ignorado o efeito da polaridade.

Uma outra aproximagio, discutida nos trabalho de Gaffney (1976) e
Grffith e Jost (1976), e que foi empregada no presente trabatho, é

considerar: A, = A _, e

#
mMax

Ay = A, + 14(1-8,) (2.35)
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esta ¢ uma equagdo empirica, usada para ajustar os espectros simulados e S

é obtido da Equagio (2.34 ).

25,
*— 2AJ.

p——

)
|

- - — = — = yra

 —— 2Amix

2Amin _J

ooy

Figura 2.7 Um dos espectros da Figura 2.6, ampliado para melhor

comparar os valores de 2A,, e 2A, com as medidas de A, e A

respectivamente.

min?

Assim, com estas aproximagdes, a equagio para calcular S (que neste

trabalho sera chamado de S;- parimetro de ordem efetivo) fica:

(A, -A))

A ofcristal)

com A, dado pela Equagio { 2.35).

o Azz - 1/2 (Axx + A_YY) do{bimmd(}d

(2.36)

“Nas situagdes em que nio & possivel medir o desdobramento

interno (A,,), o desdobramento externo A, é usado como um pardmetro

empirico proporcional a S, Observa-se experimentalmente que este

pardmetro € sensivel 4s mudangas na amplitude de movimento ¢ polaridade.
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No entanto, se a polaridade permanecer constante, entio as mudancas em
A, vio ser diretamente proporcionais as mudangas no parametro de ordem
Sy ” (Marsh, 1981:76). Isto vale sempre que se consideram movimentos
rapidos. Para movimentos lentos, como discutido anteriormente, A,,; € S,

refletem uma mustura de ordem e mobilidade.

2.1.2.2 Os Espectros de RPE de Radicais Nitroxidos
Variam com a Mobilidade - Tempo de Correlagio

Rotacional - ©
(Marsh, 1981;1989)

Quando o movimento de um marcador de spin for isotrdpico e
muito rapido em relagdio 4 escala de tempo do RPE, isto €, com tempo de
correlagio 1 £ 5 x 10" s, os espectros serio insensiveis a velocidade de
movimento molecular. Nestas condi¢Bes, os espectros apresentario valores
de g e A os quais serBo as médias dos respectivos tensores (Equagbes 2.27 e
2.28).

Se a velocidade deste marcador de spin diminui, seja por diminuicio
da temperatura ou aumento da viscosidade, os espectros de RPE se alteram.
A Figura 2.8 ilustra este fato. Como pode ser observado, a largura das linhas
¢ determinada pela velocidade do marcador; conforme a velocidade de
movimento val diminuindo, as linhas vdo se tornando mais alargadas.

Na situacio em que o movimento do marcador fica muito lento (1 >
3 x 107 s ) ele terd uma distribuicio aleatéria de orientagdes dos eixos
moleculares. Neste caso, cada molécula (cada orientagio diferente da
molécula) contribuira com um espectro resultando na soma envolvendo
todas as possivels orientacdes em relagio ao campo magnético aplicado.
Espectros obtidos nesta situagio extrema podem ser analisados usando a

espectroscopia de transferéncia de saturagio [ST-ESR] (Thomas e al., 1976,
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Hyde e Dalton, 1979; Hemminga e Jager, 1989) que é uma técnica bastante
, . : e

sensivel a2 movimentos muito lentos. Uma forma mais direta para observar

movimento é através da técnica de transferéncia de saturacio de RPE

resolvida no tempo (Dzuba et a/., 1984; Fajer et al., 1986).

t5 ns

fracamente
imoblizado

moderadamente
imobilizado

fortemente
1mobilizado

80as

Figura 2.8 Espectros de RPE do marcador de spin TEMPOL em
solugbes de viscosidade crescente (Hsia e Piette, 1969).

Na situagdo intermediaria de movimento do marcador de spin, isto é,

. : . : .
quando o tempo de correlagio rotacional da molécula estiver no intervalo de
5 x 107 a 10%, o alargamento homogéneo da linha lorentziana, que é
inversamente proporcional ao tempo de relaxacio spin-spin T, (transverso),

vai depender da velocidade e, portanto, pode ser usado para determinar o
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tempo de correlagio rotacional. Dentro deste limite, mas na regifo de
- SN 11 9

movimento mais rapido (10"s < 1 < 107%) os espectros podem ser

analisados usando a teoria de Redfield ( Redfield, 1965 ), enquanto que para

movimento lento (10%s < © < 10%) é necessirio empregar o tratamento

estocastico de Liouville (Freed, 1976).

T para movimentos rapidos do nitréxido (10"s < 1 < 107%)
Como mencionado anteriormente, quando o marcador de spin se
encontra bastante moével, o tempo de relaxagdo transverso, T,(m), e portanto
o alargamento diferencial das linhas, deve ser tratado pelo método
desenvolvido por Redfield (1965), usando a teoria de perturbacio
dependente do tempo, para movimento isotrépico.
£ obtido através deste tratamento que a largura da linha Lorentziana

(AITY) tem a seguinte dependéncia com o niimero quintico de spin nuclear

do "N:
AH,, = A+Bm; +Cmj (2.37)

onde my = -1, 0, +1. O termo A causa um alargamento uniforme das trés
linhas e ndo ¢ facilmente distinguido dos outros mecanismos de alargamento
homogéneo que existem. O termo B induz um alargamento diferencial das
trés linhas, e o termo C causa um alargamento simétrico em torno da linha
central.

B e C podem ser determinados separadamente pelas medidas das
diferentes larguras de linha lorentziana, as quais podem ser obtidas com
precisdo através de programas de simulagio LOWEIT (Bales, 1989).

O programa de simulagio LOWFIT usa a metodologia desenvolvida
por Bales (1989), na qual a andlise das linhas espectrais ¢ feita considerando

que o perfil da linha Voigt é simplesmente descrito por uma soma de
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lorentzianas e gaussianas (Wertheim et al., 1974). A partir desse programa
obtém-se a largura de linha total (AHgP) e o valor médio das larguras
gaussianas’ (<AHSP>). Desta forma, a largura da linha lorentziana AHf;p ¢

obtida a partir da equagio: (nas equagdes abaixo foi mantida a nomenclatura

empregada pelo autor (Bales 1989))

() )
AHE = AFP (O} 1—| 2L (2.38)
PP PP
SO
e os parametros B e C, usando a Equagdo (2.37) pelas relagdes:
A (e V.. (0
B:EAHEP(O)\/ 20 (0 —\/ () (2.39)
2 Vo (+1) YV, (-1)
V., (0 V.. (0
CxiAHf;p(o)\/ e (0 +\/ o (0 -2 (2.40)
2 Vip(+1) | Vip(=1)

onde V,,(my) é a altura do pico correspondente a my e que pode ser usada no
lugar das larguras de linha uma vez que AH(m;)- Vip(my) € érea de cada

pico do espectro.

* A largura gaussiana é em principio uma caracteristica de cada marcador e niio deve variar
com a temperatura, solvente ou m; Portanto, para estas medidas foi tomado o valor médio
dos ajustes do LOWFIT a diversas temperaturas e condices.
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Introduzindo uma corregio devida ao fato das larguras de linhas n3o

. ~ 4
serem somente lorentzianas, as expressSes para para os calculos de B e C

ficam:
BCOI’I‘ = S(XO)B
(2.41)
cCOi’I" - S(XO)C
sendo
1+1.78y . +1.85y2
S(xo) = ko ko (2.42)
1+2.08y,,
com
<AH§p>
o /A (2.43)
AHPP(O)

Com os pardmetros B, e C,. , pode-se entdo calcular os tempos de

correlagdo 1,5 € 15, (Marsh, 1989) através das equagdes:

Ta = Cl(ccorr + CZBcorr)
Tn= bi(Bcorr + bZCcorr)

(2.44)
¢, ¢, by e b, sdo parimetros empiricos que vio depender do eixo
preferencial de rotagio do marcador de spin. Quando o eixo de rotagio é o
%, como € o caso do SSL, ¢, = -2.85ns, ¢, = 1.447, b, = 1.28 nse b, = 1.912
(Marsh, 1989). Para marcadores que possuem movimento preferencial de
rotagdo em torno do eixo z ( Figura 2.32), ¢, = 1.16 ns, ¢, = -0,0316, b, = -
0.335nseb, = 1.13.

Em sistemas nos quais os marcadores de spin sofrem rotacio ao redor

de um eixo preferencial, isto é, possuem simetria axial ao redor de um eixo,
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dois tempos de correlagio rotacional independentes sio requeridos, Ty, €

. . Id ~
Tgy, para caracterizar o movimento da molécula. Onde 13, e 71,, sdo os
tempos de correlagio rotacional ao redor do eixo de simetria e
perpendicular, respectivamente.

Neste caso, as expressdes para calcular os tempos 1, e 1, sdo:

=R 22 (2.45)
R,, — o e .

/"’ BTRl — T

TR, =T20 (2.46)

T para movimento lento do nitréxido (107 < t < 10°s)

Na regido de movimento mais restrito do marcador de spin a teoria
de perturbagiio dependente do tempo nio pode mais ser utilizada para
calculo do tempo de relaxagio Ty(m). E necessirio, neste caso, empregar
outros tratamentos como o método estocastico de Liouville ( Freed, 1976;
Polnaszek, 1979) ou por meio das equagdes de Block modificadas ( Mc
Calley ez al., 1972).

Nesta situagdo de movimento lento, mas que ainda tem um aprecidvel
efeito sobre os espectros, as posigdes das linhas nfo ficam determinadas
apenas pela amplitude do movimento, mas dependem também da velocidade
do movimento, isto é, do tempo de correlagio rotacional. Neste caso,
mesmo para movimento isotrdpico, é necessirio proceder a simulacio dos
espectros.

Para uma discussdo mais aprofundada das condigSes necessirias para a
analise de espectros de marcadores de spin nestas condicBes, sio

recomendadas algumas revisbes como as de Cannon et al., (1975); Smith ez
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al., (1976) e Schreier et al, (1978) e para maiores detalhes da simulacio, os
trabalhos de Freed (1976) e Polnaszek, (1979).

Entretanto, para movimento lento e isotrdpico, foi desenvolvido por
Freed, (1976) um método mais restrito e empirico de anAlise destes
espectros. O tempo de correlagio rotacional pode ser estimado a partir de
medidas do desdobramento hiperfino externo A, e A,,, que é determinado a
partir do espectro de pé (Goldmann et al., 1972).

Em sistemas no qual a molécula estd rodando anisotropicamente
(marcador de spin inserido na membrana), o método citado nio pode mais

ser aplicado e € necessario efetuar a simulagio completa do espectro.

2.1.2.3 Os Espectros de RPE de Radicais Nitréxidos sio
Sensiveis a Polaridade do Meio- Hidrofobicidade

A dependéncia dos pardmetros 4, (desdobramento hiperfino
isotropico) e fator -g com o solvente é bastante conhecida desde os trabalhos
de Rassat et al., (1965; 1967). De forma geral, 4, aumenta e g decresce com o

aumento da polaridade. Estes efeitos serviram de base para a proposta de
localizagdo dos grupamentos N - O de diferentes marcadores de spin bem
como para estudos do perfil de hidrofobicidade (polaridade) de membranas

(Waggoner et al., 1967; Griffith et al., 1974; Subczynski et al., 1994).
A mudanga no parimetro 4, resulta do fato de que a interacio

hiperfina depende da densidade de elétron desemparelhado no 4tomo de
nitrogénio. Pode se considerar as estruturas eletr6nicas do radical nitréxido

cCoOmo:

43



Cap. 2 - Técnicas - aspectos tedricos

Ry oo - R,. T .-
N0 E;Nn——{:}:

Rl - Rl «a
() (b)

onde a estrutura (a) representa o elétron desemparelhado do radical sobre o
atomo do oxigénio e a estrutura (b) sobre o 4tomo de nitrogénio. Em meio
altamente polar, a estrutura (b) é favorecida, isto é, aumenta a densidade de

spin eletrénico desemparelhado no itomo de nitrogénio, resultando num

aumento da constante de desdobramento hiperfino a, ou A,

2.2 Dicroismo Circular - Atividade Optica

Uma das questdes centrais por volta da metade deste século era
demonstrar a existéncia de estrutura tipo o-hélice em solucio e
possivelmente identifici-la em proteinas globulares. Com este objetivo
varios peptideos foram sintetizados e caracterizados por virios instrumentos
fisicos. Desde medidas de viscosidade intrinseca, pressio osmética, passando
por medidas de wvelocidade de sedimentagio, espectroscopias de
infravermelho e ultravioleta, dispersio rotacional éptica (ORD) e por
altimo o dicroismo circular (CD). Hoje a maioria destas técnicas nio sio
mais utilizadas para caracterizar tamanho e estrutura secundiria de

polipetideos e proteinas. Mas os métodos 6pticos, ORD e CD, que
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observam conformagdes de proteinas sio ainda bastante empregados
(Kallenback et al, 1996). Nio s6 para estudos de macromoléculas como
proteinas e peptideos mas também de carboidratos (Stevens, E.S., 1996) e
acidos nucleicos (Johnson, W.C., Jr., 1996). Pode-se ainda examinar
propriedades de agregados como membranas e micelas assim como de
moléculas a elas ligadas (Terzi et al., 1994; Nakamura et al., 1995; Biaggi et
al., 1997).

A espectroscopia de dicroismo circular detecta a atividade éptica de
moléculas assimétricas quando estas interagem com a luz polarizada
circularmente.

Considera-se que uma molécula é opticamente ativa quando ela
interage diferentemente com radiagSes circularmente polarizadas em
sentidos opostos (uma componente i direita - sentido dos ponteiros do
relogio - e outra 4 esquerda - sentido contrério-). Estas interagdes podem ser
detectadas como uma diferenca na velocidade de propagagio das duas
componentes (ORD - “optical rotatory dispersion”) ou como uma diferenca
na absor¢do das duas componentes (CD - dicroismo circular).

Estes efeitos podem ser observados experimentalmente com uma luz

I
polarizada linearmente, E = iE senwt, que apés atravessar uma amostra
opticamente ativa, ¢ modificada de duas maneiras: 1%) A amplitude maxima

de E ndo descreverd por muito tempo uma linha; em vez disso tracard uma

elipse. Assim, a elipticidade® ou dicrofsmo circular da luz () é uma medida

da atividade Optica que é definida como amfg%% da elipse (Figura 2.92). 25 A

af 2

orientagdo da elipse (§) ¢ a outra indicagdo da atividade dptica. Se as

* Considerando que a luz polarizada sempre pode ser decomposta em duas componentes, a
elipticidade implica diferentes coeficientes de extingiio (g) (diferente absorcio) para a luz
circularmente polarizada para a direita ¢ esquerda, passando através de uma amostra que
absorve.
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componentes se propagam com diferentes velocidades, implica que a
amostra possui diferentes indices de refragdo (n) para as duas componentes.
Isto significa uma se propagando mais rapidamente do que a outra através do
mejo. O resultado € um deslocamento de fase entre as duas componentes,
que é proporcional a diferenga dos indices de refracio 7 - 7, (onde n; =
indice de refragio para a luz circularmente polarizada i esquerda e 7, =
indice de refragio para a luz circularmente polarizada 4 direita) chamado de
birefringéncia circular (ORD). Este deslocamento de fase resulta em uma
rotagdo do eixo longo da luz polarizada elipticamente (Figura 2.9b)(Woddy,
1996).

(a)

Figura 2.9 Luz polarizada elipticamente, formada pela luz circularmente
polarizada a direita e 4 esquerda de intensidades diferentes.(Adaptada do trabalho
de Snatzke, 1994).

Pode-se obter a elipticidade () e a rotagio éptica (¢) para uma

amostra com comprimento £, atraves das expressdes:

0 =2.303(A; - AD)%E-39 graus (2.47)
T
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_180¢ (2.48)

d T(”E ~71p) graus

onde Ay edp sio as absorgSes das componentes da luz polarizada a
esquerda e a direita respectivamente.

No entanto, experimentalmente, para comparar resultados de
diferentes amostras é conveniente definir rotagio éptica e elipticidade em
funcio da concentragio molar da amostra (C), ou seja rotacio molar [¢] e

elipticidade molar [0] podem ser obtidas como:

_100-0

[6]= o7 (2.49)
_100-¢

[0]= < (2.50)

Trabalhando com polipeptideos ou proteinas, é necessrio ainda, por
motivo de comparagdo, calcular a atividade éptica em funcio da

concentragdo molar residual, assim pode-se escrever a Equagio (2.49) como:

100- PM-
Bli=—c,—

o (2.51)

onde:

PM = massa molecular média do residuo.

Tanto ORD como CD dependem do comprimento de onda (1) e se
relacionam uma com a outra, por um conjunto de integrais chamadas de

transformagdes de Kronig - Kramers (Moscowitz, 1962). Isto significa que se
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(¢) & conhecido em todos os comprimentos de onda, (0) podera ser calculado
e vice-versa. Na pratica, a medida de CD é usualmente escolhida, uma vez
que a birefringéncia observada é usualmente um nimero muito pequeno e
portanto muito dificil de ser medida. (ver Cantor e Schimmel, 1980.v.2

capitulo 8).

2.2.1 Principios Fisicos do CD
{(Cantor e Schimmel, 198C; Woody, 1996)

Uma banda de CD geralmente tem a mesma forma da correspondente
banda de absorcio.

Empiricamente, pode-se representar a atividade Optica de uma
molécula introduzindo o conceito de “Rotational strength” (Ry)° o qual é

definido como sendo a area do espectro de CD correspondente, ou seja:

R, ()= 83:3(13\1 J.[B]}(JM dn (2.52)

onde [0], ¢ a elipticidade , N é o ndmero de Avogadro, » é a constante de
Planck, ¢ a velocidade da luz e a integral é feita sob o espectro de CD
produzido pela transi¢io eletrdnica do estado fundamental (0) para o estado
excitado (7).

Rosenfeld, 1928, calculou Ry, conhecendo a assimetria e as funcdes de
onda dos estados fundamental , e excitado wy; de uma molécula. O

resultado obtido foi:
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Ry = Im{“oz 'm01} (2.53)

sendo u,, = <\|10’u|\|fi> e m,, :<\|10]m}qfi> , onde p é o operador dipolo
elétrico e m é o operador dipolo magnético.

Do ponto de vista classico

m= ZLmC(r xp) (2.54)

€ e 72 sdo carga e massa do elétron, r x p ¢ o momento orbital angular do
elétron, sendo p {momento linear do elétron) um operador complexo, ¢ a
velocidade da luz. De fato, Ry, ¢ um ndmero real, pois representa uma
quantidade fisicamente observavel.

A caracteristica critica de Ry, é o produto escalar (Equaco (2.53)). Isto

significa que para uma molécula possuir atividade éptica, (\]} 0|m’\|1 i>
precisa ter uma componente paralela ao <\[!0'u|\pi> . Portanto, a luz precisa

induzir uma circulagio helicoidal da carga ao redor da direcio <\]J9§u|\|1 ,.> e

a condigio para isto ocorrer é que a molécula deve ser assimétrica.

Tal assimetria pode ser observada em moléculas como hexahélice e a-
hélice em proteinas, sendo esta Gltima um caso excepcional, que resulta em
altos valores de R, .

Caculos do “rotational strenght”, Ry, , estudos de como ele pode ser

gerado e discussdes mais aprofundadas sobre este assunto sio encontrados no

* Anidlogo ao “dipole strenght” D = [, - g, (Cantor.e Schimmel, 1980.) que é usado

como medida de absorgio.
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artigo de Woody, 1996, no qual também é apresentada uma extensa

bibliografia sobre os principios fisicos do CD.

2.1.2 CD Aplicado ao Estudo de Proteinas e
Polipeptideos

Na regido de comprimentos de onda entre 185 nm a 250 nm, que na
nomenclatura usual é chamada de UV distante, o especro de CD ¢ devido

principalmente as transi¢Bes eletrdnicas do grupamento amida da ligagio

/an*

0

|
!
!
!

peptidica (Figura 2.10).

Y4

CE——C* i Y

\

/

H

EN

Figura 2.10 Momento de dipolo elétrico da transi¢io amida nn* () e

momento de dipolo magnético da transigio amida nn* (m,,.). (Adaptada
de Woody, 1993).

Para proteinas globulares o espectro tipico de o-hélice (Figura 2.11cx)
apresenta uma banda de absor¢io negativa em 208 nm e uma banda de
absorgio positiva em 190 nm atribuida 4 absor¢3o do tipo = — m*. Segundo
a predi¢iio de Moffitt, (1956), a banda de absor¢io em 208 nm seria devido 2
componente da luz polarizada estar incidindo ao longo do eixo da hélice e

em 190 nm estar perpendicular ao eixo da hélice. Ja, a banda negativa
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observada em comprimentos de onda mais longo, com o miximo em 222
nm seria atrtbuida a transi¢io do tipo n — w*, baseada em calculos
realizados por Schellman e Oriel, (1962) e Woody e Tinoco, (1967). Alguns
trabalhos também mostram que a intensidade do espectro de CD depende
do comprimento da cadeia (Woody e Tinoco, 1967; Chen, 1974). Todas
estas interpretagdes estdo sujeitas a muita controvérsia. HA na literatura
varias teorias e métodos sendo aplicados no sentido de compreender e
interpretar estes espectros de CD (Woody e Tinoco, 1967; Bayley et 4l.,
1969; Loxsom et al., 1971; Yamaoka et al., 1986),

[81 x 107* {deg cm? dmole ™4}

190 210 230 250
A{nm)

Figura 2.11 Espectros de CD das conformag8es (o) o hélice, (B) folha -
B e (rc) nfo ordenada - random coil , extraidas de espectros de proteinas
com a estrutura tri-dimensional conhecida (Saxena e Wetlaufer, 1971).
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O espectro de CD de estrutura secundaria tipo folha B pregueada (B-
sheet) pode ser observada também na Figura 2.11B. A banda negativa
proximo de 215 am é atribuida 2 transicio n — m*, enquanto as bandas
positiva préximo de 198 nm e negativa préximo de 175 nm, sio atribufdas as
componentes de excitagdo © — 7*. Nos trabalhos de Pysh, 1966, Woody,
1969 e Madson e Schellman, 1972, é predito que a tramsicio n — 7*
apresenta R, negativo tanto em folha - B pregueada do tipo anti-paralela
como em folha - § pregueada do tipo paralela’ , ou seja, estes dois tipos de
folha - P pregueada apresentam espectros de CD similares, entretanto,
nenhuma evidéncia experimental tem sido publicada até o momento.

Polipeptideos com cadeias nio ordenadas, isto é, que apresentam
conformagio ao acaso geralmente mostram uma forte banda negativa
proéximo de 198-200 nm e uma fraca banda ao redor de 220 nm, que pode ser
positiva ou negativa. Experimentalmente, a magnitude da banda em 200 nm
pode variar com o polipetideo estudado e condigdes experimentais. Espectro
de CD de polipepetieos nio ordenados também pode ser observado na
Figura 2.11rc).

Uma outra estrutura muito observada em peptideos e proteinas é a p-
turn (B-bend ou reverse turn) (Voet e Voet, 1995) a qual tem muitos tipos
(Venkatachalam, 1968). Na Figura 2.12 estdo apresentados os dois tipos de B-
turn mais freqiientes. O tipo I de B-turn lembra, qualitativamente, o espectro
de uma a-hélice na regido de comprimento de onda longo, entretanto a
banda em comprimento de onda curto é bastante fraca. O tipo II apresenta
um espectro similar ao espectro de folha - B pregueada, apenas deslocada
para o vermelho em 5 a 10 nm. Usando o método de matriz desenvolvido

por Bayley et al., (1969), Woody (1974) fez as predigdes dos espectros de CD

" Detathes destes tipos de estruturas estio bem apresentados no cap. 7 e secio 7 do livro de
Voet e Voet, 1995,
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para uma variedade de estruturas do tipo B-twrn. Destes estudos, somente o
espectro da estrutura B-turn do tipo II (que lembra o espectro folha - B) é que
ficou bem identificada.

Na regido de comprimento de onda 240 a 320 nm, normalmente
chamada de UV préximo, as cadeias laterais de aminoéacidos aromaticos
(tirosina, fenilalanina e triptofano) apresentam bandas de absorcio no
espectro de CD e podem dar informacBes, de forma empirica, sobre

alteragdes na estrutura terciaria de uma proteina (Strickland, 1974).
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Figura 2.12 Espectros de CD de B-turns (dobras -B) (Bandekar et l.,
1982). ( — ) upo I, P-twrn, ciclo (L-AlaL-Ala-Aca) (Aca é o e-
aminocaproila); (... ) tipo II, B-furn, ciclo(L-Ala-D-Ala-Aca). T = 22°C.
(Adaptada de Woody, 1985).
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A estimativa de cada estrutura secundaria de proteinas dentro do
espectro de CD ainda permanece uma tarefa empirica apesar dos muitos
métodos de andlises propostos, desde os mais simples aos mais sofisticados.
A relagio entre estrutura secundaria de proteina e correspondente espectro
de CD tem sido discutida em muitos trabalhos de revisio (Adler ez af., 1973;
Woody, 1985, 1992; Johnson, 1985, 1988, 1990; Yang et al, 1986;
Venyaminov e Yang, 1996).

Todos estes métodos tém como base algumas suposigdes em comum:
a estrutura tri-dimensional de proteinas de referéncia (banco de dados)
cristalizadas e obtidas por raios-X e conservadas em solugio aquosa; o efeito
da estrutura terciaria sobre o espectro é negligenciada; somente peptideos
cromoforos de proteinas sio responsaveis pelo espectro de CD na regifo de
UV - distante; é negligenciado também o efeito de variabilidade geométrica
da estrutura secundaria.

De forma geral, levando em conta todas as suposicdes citadas acima, a
conformagio de cada estrutura secundaria dentro do espectro de CD pode
ser estimada com base em espectros de CD obtidos de peptideos modelos
(Greenfield e Fasman, 1969; Brahms e Brahms, 1980) e de proteinas com
estrutura tri-dimensional conhecida (Chen et al., 1972, 1978; Bolotina e
Lugauskas, 1985). Outros métodos podem ser vistos com detalhes e
referéncias no trabalho de Venyaminov e Yang, (1996).

Peczel et al, (1991) desenvolveram um algoritmo conhecido como
convex constraint analysis (CCA) para calculos de espectros de CD,
independentes dos dados de raios-X. Este método foi aplicado por Park et
al.. (1992) para analise de espectros de 30 proteinas de membrana os quais
foram deconvoluidos e pbde-se distinguir a «-hélice transmembranar de
hélices de proteinas globulares. O espectro da «-hélice transmembranar foi

caracterizado por uma banda positiva deslocada para o vermelho entre 195 e
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200 nm e uma banda negativa em 208 nm e outra em 222nm. A intensidade
foi sempre maior para a o-hélice transmembranar do que as obtidas para
hélices de proteinas globulares (Chem ez 4/., 1974; Chou e Fasman, 1974).

E muito comum observar nos espectros de proteinas de membranas
distorgdes na forma, intensidade e/ou posi¢io das bandas de CD (Urry e
Long, 1980). Estas distor¢Ses podem ser causadas por artefatos bpticos de
espalhamento diferencial de luz e achatamento diferencial de absorcio.
Duysens, (1956) e Mao e¢ Wallace (1984) mostraram que a extensio desse
achatamento ¢ fungio do tamanho das particulas bem como da concentracfio
dos croméforos na particula. Uma excelente revisio sobre este assunto esti

no trabalho de Fasman, (1996).
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3. Materiais € Métodos

3.1 Materiais

Os peptideos melanotropicos estudados: «-MSH (horménio estimulante
do melandcito) e o andlogo MSH-I (Figura 1.4) foram comprados da Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO).

Os fostolipidios utilizados na preparagio das membranas, DMPG (1,2-
dimiristoil fosfatidil glicerol) e DMPC (1,2- dimiristoil fosfatidil colina) (Figura
1.2), foram obtidos da Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL). O detergente SDS
(dodecil sulfato de sédio.) utilizados na preparagio das micelas foram comprados
da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Os marcadores 5-, 7-, 9- e 12-SASL(marcador de spin 5-, 7-, 9- ¢ 12-4,4-
dimetil-3-oxazolidiniloxi] 4cido estedrico) e o marcador de spin CSL (3-doxil
colestano) foram comprados da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO) ou doados
por A. Wauts, da Universidade de Oxford, UK. Os marcadores de spin
fosfolipidicos 5- e 12- PCSL (1-palmitoil-2-[5- ou 12- doxil estearoil-sn-glicero-
3-fosfatidileolina] )foram obtidos da Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL). O
SSL (N-2,2, €', 6 - tetrametilpiperidina-1' - oxil-estearamida) foi cedido pela
Profs. S. Schreier do Laboratétio de Bioquimica - Instituto de Quimica, da
Universidade de S3o Paulo.- SP. Estes marcadores estdo apresentados na Figura
2.1.

O Tampéo usado nos experimentos de RPE foi o Hepes (4-[2-hidroxietil]-
1-acido piperizine-etano sulfénico) 10mM em pH 7.4. Para os experimentos com

CD foi utilizado o tampflio Fosfato 5mM, pH 7.4. Nos experimentos com
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variagdo da for¢a idnica foram acrescentadas diferentes aliquotas de NaCl até as
concentragdes finais desejadas.
Todas as substancias empregadas neste trabalho nfo passaram por

qualquer processo de purificagio posterior 3 sua aquisigio.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparagio de amostras para medidas de RPE

As membranas usadas nos experimentos de RPE foram dispersdes
multilamelares (LMV)(Figura 1.4) de lipidios preparadas da seguinte forma: uma
mistura de lipidios (DMPG ou DMPC) e marcadores de spin {no maximo 1 mol
%) em cloroformio foi evaporada com fluxo de nitrogénio e em seguida deixada
sob pressio reduzida (0.1 mmHg) por pelo menos 5 horas, para evaporacio do
solvente orgdnico residual. As vesiculas multilamelares s3o obtidas pela adicfio da
solugdo tampdo, sem ou com peptideos melanotrépicos, seguida de vigorosa
agitagio (em wortex por 5 a 10 min). Nos experimentos com variagio da forca

i6nica o sal foi acrescentado ao tampio na quantidade desejada.

3.2.2 Preparagio de amostras para CD

Nos expertmentos com dicroismo circular, CD, foram utilizadas
membranas unilamelares pequenas (SUV). Estas vesiculas foram obtidas a partir
de vesiculas unilamelares grandes (LUV), preparadas pelo método de extrusio
(Hope et al., 1985), submetidas ao ultrasom, Por efeito das vibracdes ultrasbnicas,
as membranas se reorganizam obtendo-se vesiculas de tamanhos cada vez

menores.
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Para a sonicagio de ponta foi utilizada freqiiéncia nominal de
aproximadamente 20 kHz. As amostras foram colocadas em tubo o qual ficava
mergulhado em banho de agua aquecida (~30°C, para estar com membranas na
fase liquido-cristalina) e a ponta imetsa 4 meia altura para obter a mixima
cavitagio. A sonicagio foi feita em ciclos alternados de 30 s (agitagio/repouso),
para evitar superaquectmento da amostra. O tempo total de sonicacio até a
translucidez da amostra (Sheetz e Chan, 1972) foi de 5 a 8 minutos. As amostras
foram entdo centrifugadas a 1000 g (5 minutos) para retirada de residuos de
titdnio provenientes da ponta do sonicador. Desta forma, SUV com tamanhos
entre 200 e 500 A foram formadas, e uma preparagio opticamente clara foi
obtida, 0 que resulta em um espathamento de luz minimo. Resultados
semelhantes foram obtidos com preparagdes utilizando ultrasom de banho.

Para a preparacio das amostras contendo peptideo, aliquota deste era
adicionada, junto com o tampao, ao filme de lipidio e agitadas vigorosamente (em
witex) para a obtengdo das vesiculas multilamelares. Apds a preparagio das
vesiculas unilamelares grandes, LUV, pelo método de extrusio, seguia-se a
sonicagdo, como descrito acima.

Para as medidas de CD também foram utilizadas micelas diretas de SDS,
as quais foram preparadas a partir de determinada quantidade de detergente seco,
sendo adicionado tampio com ou sem peptideo melanotrépico, seguindo-se a

agitacdo (em vortex por 5 a 10 min)

3.23 Medidas de ressonancia paramagnética
eletronica

As medidas foram realizadas no Espectrbmetro de Ressonfncia
Paramagnética Eletronica ER200D - SRC da Bruker!, interfaceado com um

computador IBM para digitalizacio dos espectros e com um aparetho Bruker B-
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ST 100/700 para controlar a temperatura da amostra ou no espectrometro EMX
da Bruker , que neste caso a temperatura da amostra foi controlada, pelo aparelho
BVT-2000 da Bruker (Ewrotherm). A temperatura na amostra foi sempre verificada
com um termopar Fluke 51 K/J. A amplitude de modulagio do sinal usada foi
0,8 G e a poténcia da microonda de 10 mW.

Celas de quartzo, para amostras liquidas, com capacidade de 0,1 ml
foram utilizada.

Os marcadores de spin derivados do acido estearico apresentam uma
pequena parti¢do em solugio (principalmente o 12-SASL), portanto, os espectros
mostrados nas figuras deste trabalho foram obtidos subtraindo do espectro
composto (sinal na agua mais sinal na fase liptdica) o espectro do marcador livre
em soluco, restando apenas o espectro do marcador na fase lipidica. Estas
subtragbes foram feitas usando o programa EPRANALA (]. Rowntree, P.Fajer e
B. Bennet, da Universidade de Oxford - Inglaterra).

Para as medidas dos pardmetros espectrais foi utilizado o programa
ORIGIN (Microcal Software, Inc., MA, USA).

Todas as medidas apresentadas foram refeitas no minimo trés vezes.
Assim, cada resultado apresentado é sempre o valor médio destas varias medidas
experimentais com o seu respectivo desvio padrio médio, ou seja o erro médio, o
que possibilitou uma anilise da reprodutibilidade dos resultados. E importante
salientar que nos graficos apresentados, os pontos nos quais nio aparecem a

barra de erro é devido a estas serem do tamanho do simbolo.

3.2.3.1 Determinagdo do coeficiente de parti¢io, Kp, dos
peptideos entre membrana de DMPG e igua, por
RPE

O coeficiente de partigio de um soluto s é definido como:

' Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo SP,
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K = nM(S)/VM )
° ﬂI—IZO(S)/VHZO )

onde n & o ntimero de moles do soluto e V é o volume da fase; M e H,O
correspondem a fase apolar (que no presente trabatho é a membrana de DMPG)

e polar (aquosa), sendo que o niimero de moles total do soluto é

A determinacio do coeficiente de partigdo, Kp, foi obtida por método
espectroscopico. Este procedimento € aplicavel a qualquer técnica que
proporciona um parametro ou g quantitativo da membrana ( ou de um
marcador totalmente incorporado) que seja modificado pela partigio do soluto
(s) na mesma membrana. E assumido que a magnitude deste efito seja somente
determinada pela concentrago na membrana, ny;/Vy;. A partir de curvas de
gfeito vs. nimero total de moles de soluto () para diferentes volumes de
membrana (Vi) € possivel tragar uma reta, com o ndmero total de moles
necessario para causar um mesmo efeito, para o qual a relagio ny;/Vyy é a

mesma em todos 0s casos; assim, a concentragio molar é

(), _ M (S)y
VM Vi

1 L

=Cyls)  (para um mesmo efeito). (3.3)

Substituindo as equagdes (3.2) e (3.3) na equagio (3.1), obtém-se:

Cy-V
I].T = LK——}:E—Q‘ + CMVM (34)

P

e portanto,
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Inclinagio V.
K,=— %O (3.5)
lﬂtefcepto

Assim, é possivel determinar o coeficiente de partigho, Kp, pela razio
mclinacio/intercepto dessa reta (Lissi et /., 1990),

As medidas de RPE para determinagio de Kp foram realizadas em duas
temperaturas, 30 e 35 °C (os resultados obtidos nas duas temperatura foram
similares, portanto, optamos por apresentar os resultados obtidos em apenas uma
das temperaturas, que foi de 35°C). O pardmetro utilizado fot o desdobramento
hiperfino maximo, Amix, ( detalhes deste parimetro estdo discutidos no capitulo
de Técnicas sub-item 2.1.2.1). A adigio dos peptideos melanotrépicos as
membranas de DMPG, preparadas como descrita anteriormente, causou o
aumento de Ami, indicando um aumento da ordem e/ou diminuicio do
movimento. Graficos da variagdo de Amu vs. nr (ndmero total de moles) dos
peptideos para diferentes volumes de membrana (Figura 4.18 no capitulo de

Resultados e Discussdes ) permitiram a medida do coeficiente de particio Kp.

3.2.4 Medidas de dicroismo circular

Os espectros foram obtidos nos espectropolarimetros Jasco J-720? e
CD6 Jobin Yvon’, com celas de quartzo de 1 mm de caminho éptico na
temperatura de 35°C. A linha de base dos espectros foram corrigidas usando
espectros de referéncia apropriados, tampio ou suspensdo de vesiculas.

Para verificar a reprodutibilidade dos espectros foram feitas trés

preparagbes da mesma amostra. Para cada amostra, cinco espectros foram

2 Laboratério de Biofisica do Instituto de Fisica da Universidade de S0 Paulo - Sio Caros
3 Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de Sio Paulo - SP.
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acumulados e o espectro final apresentado foi 0 médio de todas as medidas. Os

espectros foram obtidos no intervalo de 185 a 260 nm e estio expressos como

elipticidade residual média [0], em ( grau cm? dmol?).
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4. Resultados e Discussoes

No capitulo de Introdugio citamos algumas questoes consideradas
relevantes quando se estuda a interagio de peptideos ou proteinas com
membranas lipidicas, ¢ que sintetizam os objetivos deste nosso trabalho. B
evidente que no decorrer da pesquisa outtas questdes suigitam, muitas delas
relacionadas s técnicas empregadas e aos métodos de andlise. Além disso, foi
sempre nossa preocupagio comparar os efeitos dos dois peptideos estudados,
procurando relaciona-los aos seus diferentes efeitos biologicos, ja conhecidos na
literatura.

Empregamos a técnica de RPE com uso de matcadotes de spin
intercalados nas membranas lipidicas com objetivo de responder as questdes
relacionadas 4 fase lipidica, que correspondem A primeira parte dos resultados.
Por outro lado, para observarmos possiveis modificages estruturais dos
peptideos quando na presenga de bicamadas lipidicas, micelas ¢ de um solvente
indutor de o-hélice (2,2,2-triffuotoetanol - TFE), utilizamos a espectroscopia de
dictoismo citcular, CDD, cujos resultados e discussdes estdo na segunda parte deste

capitulo.
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4.1 Medidas com RPE

4.1.1 Efeitos dos peptideos sobre a fluidez da
bicamada, observados por marcadores
fosfolipidicos e derivados de acido estedrico

A Figura 4.1 mostra os espectros dos marcadores de spin derivados de
scido estearico (SASL) e de fosfatidilcolina (PCSL), marcados na 54 (5-SASL ¢ 5-
PCSL) e 12:& (12-SASL e 12-PCSL) posicOes da cadeia hidrocarbonica,
incorporados em membranas lipidicas anidnicas de DMPG, na presenca €
auséncia dos peptideos melanotropicos. Os espectros mostrados nesta figura
foram obtidos acima da temperatura de transicio de fase gel - liquido cristal do
DMPG (T, ~ 20°C) (Riske ez al, 1997). Observa-se que pata ambas as posigoes
do grupo doxil o espectro de RPE € sensivel 4 presenga dos peptideos cationicos.
Tanto o o-MSH como o MSH-I aumentam a anisotropia cspectral, dando
otfigem a espectros mais largos, apresentando desdobramentos  hiperfinos
maiores do que os obtidos com vesiculas de DMPG puro, indicando com 1SS0
uma teducio da mobilidade das cadeias acila ¢/ou aumento da ordem, das duas
espécies de marcadotes de spin (SASL. e PCSL), na presenca dos peptideos
(Griffith and Jost 1976).

O efeito dos peptideos sobre as propriedades dinimica e estrutural
(fluidez) das bicamadas de DMPG fo1 quantificado medindo-se o desdobramento
hipetfino maximo, A (detathe na Figura 4.1). Hste parametro, como discutido
no Capitulo 2, ¢ senstvel tanto 2 amplitude como a velocidade de movimento das
cadeias acila dos marcadotes de spin (Marsh 1981 e referéncias). Significa que
quando o A cresce, a micro-regido obsetvada pelo marcador de spin torna-se

mais organizada ¢/ou menos mébvel.
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5-SASL 5-PCSL
DMPG l/v
+ o-MSH

I

irp + MSH-I f
| |
| I
| |
h [
I

2Amix
12-SASL 12-PCSL

DMPG
+ a-MSH e
+ MSH-I
06~

Figura 4.1 Espectros de RPE de 5 - ¢ 12 - SASL e do 5 - e 12 - PCSL
incorporados em membranas de DMPG na auséncia e presenca de 10
mol% de peptideo. T = 35°C.
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Figura 4.2 - Variagio do desdobramento hipetfino méximo (A,.) em
funcio da temperatura dos marcadores de spin incorporados em membranas
de DMPG na presenca de 0, (#), 10 mol % de o-MSH (L) e MSH-I (A).
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A Figuta 4.2 mostra a dependéncia com a temperatura do patdmetro Amis,
dos diferentes marcadores de spin incorporados s membranas de DMPG na
presenca ¢ na auséncia dos peptideos. Analisando esta figura, observa-se que
acima da temperatura de transicao de fase gel - liquido cristal ambos os peptideos
aumentam os valores de Amg tanto dos matrcadores que possuem o grupo doxil
proximo da cabega polar (5-SASL ¢ 5-PCSL) como os que estdo mais fundo na
bicamada (12-SASL e 12-PCSL). Nota-se que o analogo MSH-I ¢ mais cficiente
em restringir a mobilidade das cadeias acilas do que o horménio natural. Hste
resultado poderia estar telacionado com uma maior constante de associagio do
analogo em refagio a0 hormdnio natural (Ito ef 4/ 1993), ou poderia ser atribuido
a uma maior profundidade de penetragio do andlogo na bicamada, ou ainda 2
ambos os efeitos. Voltaremos a essa discussio mais adiante. Abaixo da Te o
efeito dos peptideos é bastante confuso, ¢ nio serd discutido no presente
trabalho.

Nota-se que o efeito dos peptideos sobre as membtanas de DMPG é
obsetvado tanto pelos marcadores derivados de dcido estedrico como os
fosfolipidicos.

Na Figura 4.2 ainda pode-se observar que a transicio de fase das
bicamadas de DMPG é alatgada quando na presenga dos peptideos, com efeito
mais pronunciado do MSH-L Outras moléculas polares, tals como 0$
carotendides (Subczynski, e al, 1993) e colesterol (Pasenkiewicz-Gierula, 1990),
que estio totalmente inseridas na bicamada lipidica, apresentam efeito similar.

Fica evidente na Figurad.2 o pequeno efcito observado pelo marcadot 5-
PCSL quando monitorando a intetagio dos peptideos com a bicamada. Uma
possivel explicagio, seria o fato deste marcador observar uma micro-regido da
bicamada (proxima 2 cabega polat) que apresenta pouca variacio da fluidez e/ou
também devido ao seu espectto de RPE ser pouco sensivel as pequenas

variagocs.
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Comparagio entre os marcadores 5-PCSL e 5-SASL

A diferenca dos cfeitos observados com marcadores derivados de acido
esteatico quando comparados aos cquivalentes marcadores fosfolipidicos (Figura
4.2), principalmente entre o 5-PCSL. ¢ o 5-SASL, pode provavelmente ser
atribuida as suas posicoes diferentes na bicamada lipidica. Devido a supetficie da
membrana de DMPG estar carregada negativamente, os marcadores detivados de
4cido estedrico estariam principalmente protonados em pH 7.4 (pKa 2 8.0, Prak
e/ al. 1980) ¢ neste caso penetrariam mais profundamente na bicamada. Isto estd
de acordo com os valores mais baixos de Amix obtidos com 5-SASL ¢ 12-SASL
quando comparados aos obtidos com 5-PCSL e 12-PCSL, respectivamente
(principalmente acima da 'I).

Num estudo paralelo, e com objetivo de mostrar as posicOes relativas na
bicamada destes dois tipos de marcadores (estearicos e fosfolipidicos), em funcao
da catga na superficie, os matcadores, 5-SASL ¢ 5-PCSL, foram incotporados
também em vesiculas de DMPC (neutra). Nestas membranas neutras € esperado
que o acido estedrico esteja principalmente desprotonado em pH 7,4 (pKa = 6,5,
Ptak es o/ 1980). Assim, os SASL catregados, incorporados em DMPC estariam
em uma posicio mais proxima da supetficie do que quando em vesiculas de
DMPG. Por outro lado, a posigio dos PCSL nio seria modificada pelas cargas na
superficic das membranas. De acordo com estas suposicOes, a Figura 4.3 mostra
que os valores de Awic do 5-SASL ¢ 5-PCSL em DMPC sao muito similares e
também semelhantes aos obtidos com 5-PCSL em DMPG, enquanto que o 5-
SASL em vesiculas de DMPG apresenta valores menores para 0 A, Se for
assumido que as bicamadas de DMPC e DMPG apresentam empacotamentos

similares 1 estes resultados indicam que o 5-PCSL tanto em DMPG como em

: Fista suposiciio é razodvel uma vez que os dois lipidios, nas condi¢des de pH e forga ionica
utilizadas aqui, t&m temperatura de transicio similar, apesar das dreas das cabegas polares serem
ligeiramente diferentes (Pascher ef ol 1992).
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DMPC e o 5-SASL em DMPC estido localizados em profundidades similares,

enquanto que o 5-SASL neutro em DMPG esta mais fundo na bicamada,

apresentando um valor de Amix menor.
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Figura 4.3 - Dependéncia com a temperatura dos valores de A, do 5-
SASL (simbolos fechados ) e do 5-PCSL ( simbolos abertos ) em membranas
de DMPC (M ¢ [0) ¢ DMPG (®¢ O).
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Assim, é importante salientar que a diferenga (0 marcador de spin
5-SASIL, observa maior efeito dos peptideos sobre a bicamada do que o 5-
PCSL (ver Figura 4.2) observada pelos dois marcadores seria devido apenas
a diferenca de posigio média ocupada pelos mesmos na bicamada (Godict e
Landsberger, 1974; Lillena ¢f o/, 1988; Yin ef al, 1988), uma vez que os dois
apresentam-se neuttos em bicamadas de DMPG. Nao estaria portanto,
relacionada com interacSes eletrostaticas especificas entre os peptideos ¢ o

marcadores n-SASL.

Modificagdes na fluidez da membrana observadas em
diferentes profundidades da cadeia hidrocarbonica

A Figura 44 mostra os espectros, na fase fluida das bicamadas de
DMPG, dos marcadores de spin detivados de 4cido estearico, #-SASL, com o
grupo nitrdxido localizado em vérias posigdes ( # ) ao longo da cadeia acila na
auséncia e presenca dos dois peptideos melanotropicos. Obsetve que a
anisotropia axial dos espectros em DMPG puro diminui gradualmente com a
posicio na cadeia do grupo nitréxido, isto €, quanto mais proximo do grupo
metil terminal menor a anisotropia, o que é caracteristico do petfil de flexibilidade
das cadcias em bicamadas lipidicas na fase fluida (Gorrissen ef. @/, 1986; Rottem
ef al., 1970). Comparando os espectros obtidos na presenca dos peptideos com
os obtidos na auséncia dos mesmos, pode se ver ainda na Figura 4.4 que os
peptideos induzem uma certa festticio na mobilidade a0 longo de todo
comptimento da cadeia acila, como observado também na Figura 4.1,

A fluidez das micro-regides da membrana foi quantificada medmdo-se o
desdobramento hipetfino maximo Amix 0 qual, como fa discutido anteriormente,
contém contribuicdes tanto da amplitade como da velocidade de movimento das

cadeias dos marcadores de spin { Marsh, 1981 ¢ suas referéncias).
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7-SASL

DMPG

+a-MSH

-

TYY T

+ MSH-I

12-SASL

DMPG

+o-MSH

+ MSH-I

Figura 4.4 - Espectros de RPE dos marcadores de spin com o grupo
nitréxido nas vérias posicoes da cadeia acila, n-SASL, em vesiculas de
DMPG, na auséncia e presenca de 10 mol% de peptideo. T = 40°C.
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Figura 4.5 - Dependéncia com a temperatura do desdobramento
hiperfino méximo, A,,, dos marcadores de spin n-SASL incorporados em

vesiculas de DMPG na auséncia de peptideo (®), e na presenca de 10 mol%
do o-MSH () ou MSH-I (A ).
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A Figura 4.5 mostra 2 dependéncia com a temperatura de Apac dos 7 -
SASL em membranas de DMPG com 0 e 10 mol% do o-MSH ou MSH-IL |9
observado claramente com os valores de Aus, obtidos com estes diferentes
marcadotes incotpotados em bicamadas de DMPG puro (simbolo cheio na
Figura 4-6(a-d)) e acima da transigio de fase deste lipidio, que quanto mais fundo
na bicamada csti o grupo nitroxido uma regiio com maiot mobildade é
observada (A menor). Embora se saiba que existam certas flutuagSes verticais
destes marcadores de spin, #-SASL, (Godici e Landsberger, 1974; Ellena ¢f al,
1988; Yin e al, 1988), principalmente os que estio mais fundo na bicamada, o
resultado apresentado indica que os marcadores monitoram, em média, diferentes
profundidades no intetior da membrana. Este resultado € consistente com outros
resultados da literatura (Hatris, J. ef af, 1983; Gorrissen ¢ al, 1986 ¢ Pérez-Gi, J.
et al., 1995).

Na fase gel destas membranas, os peptideos o-MSIH ¢ MSH-I aumentam
o movimento da cadeia acila do 5-SASL (como ja observado antetiormente
Figura 4.2) mas decresce o movimento do 9-SASL (Figura 4.5)% Nesta fase gel, o
trabalho ainda necessita melhot compreensao.

Analisando ainda a Figura 4.5, acima da T., observa-se que quando o
analogo MSH-1 é adicionado as membranas de DMPG ocorre um significativo
aumento no empacotamento das bicamadas, aumentando os valores de Aye de
todos os marcadotes, colocados ao longo da cadeia, com eferto maior nas
posicdes C - 7 ¢ C - 9. Nota-se que 0 hormdnio nativo o-MSH também causa o
mesmo efeito s6 que em menor proporcio. Bste efeito no empacotamento das

bicamadas j4 havia sido observado na I'igura 4.2.

ZCom o 7 e 12 - SASL as modificagies causadas, abaixo da T¢, pelos peptideos sdo muito
pequenas.
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a-MSH ¢ MSH-I provavelmente se localizam em
profundidades diferentes na bicamada

O cfeito dos peptideos melanotrdpicos nas diferentes profundidades da
bicamada foi quantificado calculando o parimetro de ordem cfetivo - Sy (ver
cap.2, sub-item 2.1.2.1) dos espectros de RPE, obtidos acima da temperatura de
transicao de fase gel - cristal liquido, quando o movimento dos marcadores de
spin é rapido em relagio ao tempo de escala desta espectroscopia (tempo de
correlacio T = 3 %107 s ). No trabalho de Lange ez 4/ (1985) fo1 mostrado que
espectros similares a cstes das Figuras 4.1 e 4.4 também possuem contrtbuicoes
importantes de movimento molecular lento. Portanto, Sy & um pardmetro similar
a0 Ami 0 sentido que possui conttibuigbes tanto de ordem como de
movimento, embora a contribuicio principal do Sy seja a amplitude do
movimento segmentar da cadeia acila ( Schindlet e Seelig 1973 ). Ao contrario do
A, © Synio ¢ nfluenciado pela polaridade do meio em que estd o marcador de
spin, uma vez que a corregio & feita (ver cap.2, sub-item 2.1.2.1).

A dependéncia do parimetro de ordem, Sy com a posigio do grupo
nitroxido (#) a0 longo da cadeia acila em bicamadas de DMPG é mostrada na
Figura 4.6. Os valores de Ser foram calculados em 30 °C, sendo que acima da T.
os valotes obtidos foram similares. Observe que a vatiagdo do S, também indica
que o andlogo causa um forte efeito na bicamada quando comparado com a
molécula nativa. I\ interessante notar que enquanto para o horménio nativo o-
MSH, os marcadores de spin com grupo nitroxido nas posicdes C-5, C-7 e C9
da cadeia acila sio mais sensiveis  interacio peptideo - lipidio, para o analogo
MSH-I, ¢ a posigio C-9 a mais afetada. Este resultado pode estar indicando que
o MSH-I penctra mais profundamente na bicamada do que o o-MSH. No
entanto, ¢ preciso ter cautela quanto a este tesultado e conclusio, uma vez que
este efeito maior observado pelo 9-SASL pode também estar relacionado com

sua maior sensibilidade as mudancas de ordem ¢/ou mobilidade.
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A maior profundidade de penetragio do analogo MSH-I na parte central
da membrana também tem sido sugerido pelo método da paralaxe, usando
espectroscopia de fluorescéncia de estado estaciondrio (Macédo et al, 1996). Os
autores usaram como supressores os mesmos marcadores de spin detivados de
acido estearico usados aqui, e marcadores de spin derivados de fosfolipidios,
marcados em diferentes posicdes da cadeia hidrocarbonica. Eles concluiram que
o residuo de Trp do andlogo vai mais fundo na bicamada quando comparado

com o mesmo residuo da molécula nativa
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Figura 4.6 - Parimetro de ordem efetivo, S5 em fungio da posicdo # do
grupo nitréxido dos marcadores de spin n-SASL em vesiculas de DMPG na

auséneia de peptideo(®), e na presenca de 10 mol% do a-MSH ([ ) ou
MSH-I (A). T = 30°C.
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No entanto, nio ha uma correlacio Obvia entre a exata profundidade de
penetracio de uma molécula no interior da bicamada e variagio no espectro de
RPE de um marcador de spin nitréxido em uma certa regido da bicamada.
Dependendo da ordem e/ou mobilidade do matcador, o espectro de RPE sera

mais ou menos sensivel 2s mudancas na micro-regido monitorada.
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Figura 4.7- Petfis da variagio de S (relativo 2 bicamada de lipidio puro) dos SASL
em funcio da posicio do grupo nitréxido (n) ao longo da cadeia acila em vesiculas de
DMPG, na presenca de 10 mol % de o-MSH (1) e MSH-I (A ) e com 300 mM de

NaCl (¥). T = 30°C. Os petfis sio comparados aos do Zeaxanthin (®) e colesterol (V)
calculado do trabalho de Subczynski ez al, 1992, e o da Apocitocromo ¢ (#) calculado
do trabalho de Gorrissen et al., 1986.
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Assim, para uma melhor andlise dos dados aqui apresentados, foram
medidas as vatiaches do parimetro de ordem efetivo ASy relativo 2 bicamada
com lipidio puto, dos marcadores de spin nas varias posicdes da bicamada
lipidica, na presenga dos peptideos melanotrépicos. Com objetivo  de
comparagio cstes dados estio apresentados na Figura 4.7, juntamente com 08
calculados do trabathos de Subczynski e/ al, (1992) para o catotendide zeascanthin
e colesterol em DMPC e de Gottissen ef af, (1986) para uma proteina extrinsica
de membrana, a Apocitoctomo ¢ em membranas de fosfatidilserina bovina.

Observe nesta Figura 4.7 que o perfil de modificagoes, em funcio da
profundidade na bicamada, causadas pelo analogo MSII-, é diferente daquele das
moléculas de colesterol e carotendide Zeaxunthin, Fstas ultimas, € sabido que
estio intetcaladas no intetior da bicamada?, principalmente, pertutbando 2 regido
do carbono 12 (C-12) da cadeia acila (ver Iigura 4.7, colesterol, triangulos (¥7), ¢
carotendide, circulos (#). Fintretanto, observe que o MSH-1 (1A ) mostra um
perfil paralelo ao da proteina Apocitocromo ¢ (Figura 4.7 losango (%) (Gorrissen
et al., 1986), que é sugerido penetrar parcialmente na regiio apolar da membtana
(Rictveld ef al, 1985) e afetar principalmente as posicdes do carbono 7 (C-7) ¢ 9
(C-9).

Considerando que os dois peptideos  sio moléculas  positivamente
carregadas (mesma catga), a Figura 4.7 mostra mudancas no parimetro de ordem
efetivo obtido para 0 DMPG na presencga € na auséncia de excesso de carga, 300
mM de NaCl (¥). Pode ser visto claramente que um possivel empacotamento da
bicamada causado pela blindagem das cargas das cabegas polares, devido 4 alta
concentracio de fons na supetficie da membrana, leva 2 um perfil do ASy em

funcio da profundidade diferente do obtido na presenca dos peptideos.

3 O carotendide atravessa toda a espessura da bicamada enquanto o colesterol ocupa 5O 4
metade desta espessura.

77



Cap. 4 - Resultados ¢ Discussies

Obscrva-se que a presenca de 300 mM de sal aumenta o Sy proximo 2 superficie
da bicamada, nio alterando muito a ordem na regido central da membrtana.

Voltaremos a esta discussao no sub-ttem 4.1.5.
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Figura 4.8 - Perfil da variagio de A, dos SASL, obtido com a
diminuicio da temperatura da amostra (40°C - 30°C), em fungdo da posicio
do grupo nitréxido (n) ao longo da cadeia acila em vesiculas de DMPG
puro.

Fntretanto, o perfil de variagio de Apie com n, causado pela presenga do
andlogo MSILI é semelhante a0 obtido apenas com duninuicio da temperatura
da amostra (Figura 4.8), sendo que os marcadores de spin nas posicdes C-7 ¢ C-9
“cnxergam” mais o decréscimo da fluidez das cadeias hidrocarboOnicas. Desta
forma, apenas com os tesultados apresentados acima ndo € possivel afitmar que o

peptideo anilogo penetre mais profundamente na bicamada do que o hormonio

natural o-MSH. O que se pode dizer com mais certeza é que o analogo deve
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interagit com a membrana, de alguma forma que cause um maior
empacotamento das cadeias hidrocarbonicas.

Todos os espectros de RPE dos marcadores de spin com o grupo
nitrdxido ligado nas diferentes posigbes apresentaram somente uma componente,
Portanto, diferente da proteina mencionada acima, com o MSH-I ndo ha
evidéncia de uma outra componente, com menot mobilidade, o que serta uma
evidéncia direta da penetracio do peptideo no interior da membrana. imbora no
trabalho de Pérez-Gil (1995) ele mostre que uma pequena proteina (35
aminoacidos) sutfactante do pulmio, SP-C, suposta o-hélice transmembranat,
reduz a mobilidade das cadeias fosfolipidicas, ndo se produz um smal de RPH
com caracteristicas de estar mais imobilizado. Além deste trabalho, ha outros na

literatura que observam resultados similares (Ge e I'reed, 1993).

4.1.2 Efeitos dos peptideos sobre a fluidez e
temperatura de transi¢io de fase da bicamada,

observados pelo marcador de spin derivado de
esterol, CSL,

Para uma mcthor interpretacio dos efeitos dos peptideos melanotropicos
sobre as bicamadas lipidicas, foi utilizado também o marcador de spin CSL que é
analogo ao colesterol. Este marcador possui uma estrutura rigida (ver Tabela 2.1 e
Figura 2.4 no Cap. 2) e informa sobte a velocidade de movimento de rotagio do
eixo longo, enquanto os matcadores com cadeia acila informam principalmente
sobre a amplitude e velocidade do movimento segmentar destas cadeias
(isomerismo ganche - trans) (Shindler € Seelig 1973, 1974).

Na Figura 4.9 estio mostrados os espectros do CSL corporados em
bicamadas de DMPG na auséncia e presenca dos peptideos, abaixo ¢ acima da

temperatura de transicio de fase principal. Observa-se que o peptideo analogo
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muda significativamente a forma do espectro do CSl. em baixas temperatutas,
indicando um decréscimo na anisotropia espectral causada pela mteracio
peptideo-lipidio.

A analise dos espectros de RPE do CSL em bicamadas de DMPG foram
feitas medindo-se o desdobramento hiperfino externo num dado intervalo de
temperatura, embora os valores de Ay em baixas temperaturas sejam dificess de

medir com exatidao.

15T 40°C

DMPG

+a- MSH

+ MS’H" [

10G

Figura 4.9 - Hspectros de RPIL do marcador CSL incorporado em
vesiculas de DMPG na auséncia e na presenga de 10 mol % de peptideos,
abaixo e acima da transigdo de fase do lipidio.
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Figura 4.10 - Dependéncia com a temperatura do maximo
desdobramento hiperfino (A,,) do marcador CSL incorporado em

vesiculas de DMPG na presenca de 0 (®), ¢ 10 mol % de o-MSH (1) e
MSH-I (A).

De acordo com os resultados obtidos antetiormente com os marcadores
com cadeia acila, pode-se notar na Figura 4.10 que ambos os peptideos
aumentam os valores de Aua acima da transicio de fase principal (gel - cristal

liquido), T., havendo portanto um efeito de empacotamento das bicamadas
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lipidicas. Nota-se também mnesta figura que em contraste com 0$ Outtos
marcadotes, com o CSL observa-se um deslocamento significativo  da
temperatura de transicio de fase principal dos lipidios causada pela presenga do
anilogo MSIT-I. Com o o-MSH também pode ser observado tal efeito, s6 que
menos significativo. Hste resultado indica que o CSL, pot ter uma estrutura rigida,
estarfa monitotando a bicamada como um todo, e com isso “enxergando” que 0s
peptideos mudam o empacotamento das cadeias hidrocarbdnicas, e diminuem 2
T, provavelmente porque penetram na membrana lipidica. Este € um efeito que
vai contra ao observado com o aumento da forca ionica (Irauble, ef o/, 19706;
Ceve, e al, 1981), quando a diminuicio da repulsio cletrostatica estabiliza a
bicamada na fase gel, aumentando a T..

[i importante lembrar que o marcador de spin CSL é uma molécula
andloga a0 colesterol, (derivada do colesterol), e, mesmo sendo usado em baixa
concentracio ( menor ou igual a 1 mol % da concentragio de DMPG), pode
influenciar o efeito dos peptideos em bicamada de puro fosfolipidio. Foi
observado que o colesterol, mesmo em muito batxas concentragoes (0,01 - 1 mol
%), causa grandes modificacdes estruturais em membranas (Subczynski c
Kusumi, 19806).

lista patte do trabatho em que discutimos 2 mudanga na transicio de fase
causada pelos peptideos, observada pelo CSL, estd ainda em aberto, necessitando
de novos experimentos, inclusive com técnicas mais apropriadas pata se estudar

transicio de fase, por exemplo a calotimetria diferencial de varredura (DSC).

4.1.3 A regiao da cabega polar da bicamada de DMPG ¢
modificada pela presenca dos peptideos

Para obsetvar o que ocorre na regiio da cabega polar das membranas,

quando da interaciio peptideo-membrana, foi usado o marcador de spin, SSL.
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Figura 4.11 - Espectros de RPE do marcador de spin SSL em vesiculas
de DMPG na auséncia e presenga dos peptideos melanotrépicos (indicados
na figura). T = 30°C.

Uma caracteristica deste marcador é que, diferentemente dos marcadores
de spin utilizados anteriormente em que a anisotropia de rotagio ¢
preferencialmente ao redor do eixo z do nitréxido, o SSL possui rotagio axial 20
redor do eixo x, o que reflete numa amplitude maior da linha m; = +1
(cotresponde ao numero quantico do nitrogénio my = +1) quando comparada as
outras linhas ( Figura 4.11 ). As linhas estreitas obtidas com SSL incorporado em

membranas de DMPG indicam que a regiio da cabeca polar possui pouca ordem

e alta mobilidade. Observe na Figura 4.11 que o efeito de empacotamento devido
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A interacio peptideo-lipidio é evidenciado pelo alargamento das linhas dos
espectros de RPE do SSL, principalmente com analogo MSH-L
As alteraces causadas pelos peptideos melanotropicos na interface da
bicamada de DMPG foi avaliada pelo decréscimo do parametro empirico
h+1/ho (h+1 € h, estio indicados na Figura 4.11), razdo entre as amplitudes das
linhas que correspondem a0 mr = +1 e my = 0, calculados dos espectros de RPE
do SSL. Além disso, os peptideos parecem alterar a simetria de rotagdo da

molécula, modificando a relagio hs1/h, (Figura 4.12)
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Figura 4.12 - Dependéncia com a temperatura do parametro h,,/h, dos

espectros de SSL em vesiculas de DMPG  na auséncia (®) e presenca de 10
mol % de a-MSH ( 1) e MSH-I (A).
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membrana mais compacta, uma vez que, o efeito de diminuir a razio hai/ho estd
no mesmo sentido do que é causado pela diminui¢io da temperatura da amostra.

Novamente, aqui também sc observa que o andlogo ¢ muito mais efetivo cm

Observe na Figura 4.12 que os dois peptideos tornam a supetficie da

mudar a estrutura da membrana do que o hormdnio nativo o-MSIHL

Para comparagio, ¢ mostrada na Figura 4.13 a auséncia de variagdo no

parimetro h+1/ho quando sdo utilizadas membranas de DMPC.

h-i-l /ho

mobilidade, foi possivel obter os tempos de correlagio rotacional, paralelo e

perpendiculat, os quais foram calculados de acordo com Marsh, 1989, onde néo ¢

12

1.0

0.8

0.6

Devido ao fato deste marcadot de spin possuir pouca ordem e muita

He=-
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Figura 4.13 - Dependéncia com a temperatura do parametro h,,/h, dos
espectros de SSL em vesiculas de DMPC na auséncia (9) e presenca de 10
mol % de e-MSH ( I1) ¢ MSH- ( A).
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assumida a cxisténcia de um potencial diretor. Os espectros foram simulados,
fazendo as cotrecdes para os alargamentos inomogénios que apatecem devido 2
estrutura hiperfina nfo resolvida, como sugerido por Bales, 1989 (ver Cap.2 sub-
item 2.1.2.2 ). Nestes calculos foram usados os parametros aproptiados para
totagio preferencial em torno do eixo x, apesatr do peptideo analogo, MSIH-I,
alterar esta preferéncia do marcador. Assim, os valores dos tempos de correlagio
calculados devem ser vistos como valores aproximados, que sao mmpottantes na
comparacio dos efeitos dos dois peptideos.

A Figura 4.144 mostra que o efeito dos peptideos sobre os valores de 17/
(tempo de cotrelagio rotacional ao redor do eixo de simetria molecular) é
também semelhante 20 causado pelo decréscimo de temperatura.

Fica evidente na Figura 4.14a2 que o MSH-I causa um grande aumento no
tempo de cotrelacio rotacional relativo ao movimento em torno do exo x
(obsetve ¢ compare com © pequeno aumento observado em DMPG puro
quando a temperatura diminui de 40°C para 25 °C). Nesta grande variacdo de T/,
observada quando na presenga de MSH-I, deve estar incluida uma mudanca da
diregio preferencial de movimento. No entanto, se for considerado simplesmente
o movimento do nitroxido decomposto em dois eixos, paralelo e perpendicular
a0 eixo x da molécula, ¢ interessante observar que os valores de 7). (tempo de
correlagio perpendicular 20 eixo x da molécula) se alteram pouco na presenca
dos peptideos, apesar de mostrarem um pequeno decréscimo proximo de 35°C
(Figura 4.144).

Fste tesultados parecem deixar clato que o efeito destes peptideos
melanotropicos na regido da cabega polar, também ¢ o de empacotamento. Este ¢
um resultado similar a0 que foi obtido com NMR de lipidios com cabega polar
deuterada (Biaggi M.H, e/ @/, 1996 - Apéndice B). Naquele trabalho foi mostrado
que os dois peptideos diminufam o tempo de relaxacio spin rede do deutétio no
carbono a- DMPG, por conseguinte aumentando o tempo de correlagio do
movimento segmentar deste carbono. Foi observado também por NMR que o

efeito do andlogo MSH-T é maior do que do hormonio nativo.
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Figura 4.14 - Dependéncia com a temperatura dos tempos de correlagio

rotacional do SSL (4 ) ao redor do cixo molecular de simetria, Ty ¢ ( £)

perpendicular a este eixo,Ty, em vesiculas de DMPG na auséncia (®) ¢
presenca de 10 mol % de o-MSH (1) ; MSH-I (4 ) e 300 mM de NaCl
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Novamente, ¢ impottante ressaltar, que este efeito € especifico da
interacio destes peptideos com a superficie do DMPG, ndo tendo sido
obscrvado simplesmente com o aumento de fons em. solugdo. Observe também
na Figura 4.14 que o cfeito de 300 mM de NaCl, chega a ser proximo a0 causado
pelo a-MSH, mas ainda é muito menor do que o observado com o MSH-L

Se for considerado que provavelmente cxista um potencial de ortentagao
na interface da membrana, os tempos de cotrelagio aqui calculados tém a funcio
apenas de ser um parimetro comparativo ¢ ndo de fornecer um valor numérico
exato. Talvez um modelo mais extensivo do movimento (Lange e @k, 1985)

possibilitasse uma analise mais segura dos espectros de RPE do SSL.

4.1.4 A interacio peptideo-lipidio depende da forga

16nica do meio

A dependéncia da ligagio peptideo - lipidio com a concentragio de NaCl,
do parAimetro A, do marcador de spin 5-SASL em DMPG a 33°C, pa auséncia
e pa presenca dos peptideos melanottépicos é dada na Figura 4.15. Como
esperado, devido As cargas positivas dos peptideos e negativas do DMPG, a
adicio de sal tem um forte efeito sobre a ligagio de ambos os peptideos a0s
lipossomos o que ¢ mostrado pelas mudangas no pardmetro especttal (Ama ).

Com o aumento da concentragio de sal ocorre um decréscimo na
perturbagio dos lipidios devido 4 presenga dos peptideos, o que ja era esperado.
Iiste resultado estd mostrando que diminui a ligagio dos peptideos com o
aumento da forca ibnica, quando as cabegas polares dos lipidios carregados ja
estio completamente blindadas pelos contra fons. Muito pouca modificagdo 1o
Amie é Observada para concentragdes de sal acima de 300 mM (ver detathe na

Figura 4.15).
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Figura 4.15 - Variagio do desdobramento hiperfino maximo (A,,) em fungio
da concentragio de NaCl do marcador de spin 5-SASL incorporados em

membranas de DMPG na auséncia (®) e presenca de 10 mol % (ImM) de o

MSH (1) e MSH-I (A). T = 33°C. A figura inserida mostra os dados de toda
variacio de concentragio de NaCl estudada (0 - 2750 mM).

Portanto como esperado, a interagao eletrostatica com as cargas na

superficie da bicamada constitui uma componente obrigatéria da ligagio, uma vez
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que 0s peptideos podem ser totalmente removidos em alta concentracio de sal
(detathe Figura 4.15). Apoiando este tesultado, fot o mostrado previamente na
Figura 4.13 em que os peptideos nido interagem com bicamadas neutras de
fosfatidilcolina (DMPC).

Desta forma, pode se dizer que pot um lado, 2 dependéncia com o sal
indica que a interacio eletrostitica é necessaria para a ligagio destes peptideos
com as cargas negativas da bicamada lipidica. Por outro lado, os outros
resultados obtidos até entdo com os marcadores de spin juntamente com Os
obtidos por fluorescéncia (Macédo, e al., 1995), também fornecem evidéncias de
uma interacio mais direta do peptideo andlogo MSIH-I, com as cadesas
hidrofébicas dos lipidios

Nota-se ainda na Figuta 4.15 (detalhc) que na auséncia ¢ presenca dos
peptideos os valotes do A do 5-SASL bem como do Se¢f (ver Figura 4.7)
aumentam em  concentracdes altas de sal, na temperatura de 33°C.
Provavelmente a ligacio deste com as cabegas polates dos fosfolipidios
carregados faz diminuir a repulsio cletrostatica entre clas, levando a4 um maior
empacotamento na regiio da cabega polar (ver Ceve ¢ al, 1981). & importante
lembrar o tesultado mostrado na Figura 4.7 que este aumento do parametto Se
dos matcadores de spin, na presenca de alta concentragio de sal, ndo ¢ obsetvado

com os marcadotes 9- ¢ 12- SASL.

4.1.5 O efeito do MSH-I sobre o “empacotamento”
das bicamadas é maior do que de uma alta forga
ionica

¥, importante lembrar que esta discussio teve inicio no sub-item 4.1.1,

voltou-se a discutit no sub-item 4.1.3 ¢ aqui estd se desenvolvendo mats sobre

este assunto.
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Para comparar o efeito de uma alta concentragio i6nica ( 300 mM de
NaCl) com o efeito do peptideo melanotropico analogo, o MSH-I, sobre o
“empacotamento” das bicamadas de DMPG foi usado o matcador de spin 9-

SASL, que possui o nitroxido monitorando o interior da membrana.
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Figura 4.16 - Variagio do desdobramento hiperfino maximo (A,,) em
funcio da temperatura do marcador de spin 9-SASL incorporados em

membranas de DMPG na presenca de 0, (®); 10 mol % (ImM) de MSH-I
(A) e 300 mM de NaCl ().

Ii claro na Figura 4.16 que o peptideo analogo é muito mais efetivo em
aumentar a ordem e/ou diminuir a mobilidade do marcador de spin do que a
presenca de uma grande quantidade de fons. Com o peptideo nativo o efeito €
similar a0 de 300 mM de sal (dados ndo mostrados). Considerando que os dois

peptideos sio moléculas pequenas (comparada as  proteinas) com
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aproximadamente uma catga positiva, os resultados desta igura 4.106, juntamente
com os das Figuras 4.7 e 4.14 sugerem que o efeito de 10 mol% de MSH-T sobte
as membranas de DMPG nio deve ser somente devido a uma mteragio
eletrostatica na superficie, que resulta em um decréscimo da densidade superficial
de carga, o que levatia a um maior “empacotamento” das cadeias
hidrocarbbnicas. Il realmente provivel que o andlogo penetre parcialmente na

bicamada lipidica.

4.1.6 Os peptideos modificam a polaridade da
bicamada

Para investigar se estaria ocotrendo algum efcito dos peptideos sobre a
polaridade do meio em que se encontra o matcador de spm fosfolipidico, foram
calculados os desdobramentos hiperfinos isotropicos, ¢, , na auséncia ¢ presenca
dos peptideos. Lembrando que um ambiente mais polar tende aumentar a
densidade de spin de elétrons desempatelhados sobte o dtomo de nitrogénio
afetando com isso a interacdo hiperfina entre o spin do elétron e o spin nuclear
do nitrogénio, levando a um aumento no desdobramento hipetfino isottopico (
ver detalhes no cap.2, sub-item 2.1.2.3) (Seclig ez o/, 1972; Griffith e/ al, 1974},

Acima de 25 °C os valores de @, sio aptoximadamente independentes da
temperatura ¢ a Tabela 4.1 mostra os valores médios de 25 a 40 °C. Como
esperado, o nitroxido proximo da interface polar - apolar (5-PCSL) sente uma
regiio com maior polaridade do que proximo do grupo metil terminal da cadeia

acila (12-PCSL).
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Tabela 4.1 - Lfeito dos peptideos melanotrdpicos (10 mol%) sobre o
desdobramento hiperfino isotrdpico, #, (gauss) observado com os dois
marcadores de spin fosfolipidicos.

5-PCSL 12-PCSL

DMPG 14.95 +0.05 14.21 £0.08
+ o-MSH 15.05 +0.06 14.00 £0.04

+ MSH-I 14.97 +0.05 13.63 +0.06

Observa-se na Tabela 4.1 que a polaridade da regido supetior da bicamada
nio é significativamente afetada pela presenga dos peptideos, quando os valores
a, 530 dados pelo marcador 5-PCSL. No entanto, a polaridade das micro-tegides
fornecida pelo 12-PCSL decresce na presenga dos peptideos. Novamente, o
andlogo é mais efetivo na mudanga do valor de #, do que o a-MSH. Estes
resultados sdo consistentes com o fato de que quando o peptideo interage com a
membrana ele diminui a liberdade de movimento das cadeias acilas, ¢ com 1550
causa um decréscimo das flutuacdes vetticais dos marcadores. O marcador de
spin com o grupo doxil no carbono 5 ( C-5) nio serta muito afetado, uma vez
que nesta posicio as flutuages verticais sdo muito pequenas (Yin ¢f 4/ 1988), no
entanto o marcador na posicio 12 (C-12) ficaria resttito mais no fundo da
bicamada, o que resultaria em média numa polaridade menor para esta micto-

regido.
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41.7 Efeitos de diferentes concentragdes dos
peptideos melanotropicos na bicamada lipidica

A variacio do parimetro de ordem Sef do marcador de spin 12-SASL
incorporado em bicamadas lipidicas de DMPG, para trés temperaturas, em
funcio da concentracio de peptideo é mostrada na Figura 4.17. Os experimentos
foram realizados, mantendo fixa a concentracio lipidica em 10 mM, e variando a

concentracio de peptideo até o maximo de TmM..
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Figura 4.17 Variagdo do pardmetro de ordem efetivo (S, do marcador 12-
SASL em lipossomos de DMPG (10mM) em fungdo da concentragio de
peptideo (2) a-MSH e (b) MSH-I em (V) 30°C; (¥) 35°C e (4) 40°C.
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Obsetrva-se que em torno da concentragio de 0,5 - 1,0 mM ja ocotre uma
saturacio. A partir desse resultado (Ifigura 4.17) é que se decidiu trabalbar com 1
mM de peptideo nos expetimentos comparativos mostrados at¢ entao neste
trabalho. Fmbora esta concentracio possa ser relativamente muito alta, a real
concentracio do peptideo na bicamada pode ser menor, o que vai depender da
pattigio do peptideo na fase lipidica.

No entanto, observou-se postetiormente que a concentragio saturante de
peptideo parece depender da posigdo que o marcador de spin se encontia na
bicamada. Isso pode ser observado na Figura 4.18 em que esta mostrada a
porcentagem de variagio dos parimetros Amix do marcador 5-SASL ¢ hw /ho do
matcadot SSL, com diferentes concentragdes lipidicas ¢ peptidicas. Obsetva-se
que para os dois marcadores que estio monitorando regides na interface da
membtana, a concentracio saturante de peptideo nio € atingida, apesar do efeito

do MSH-I ser sempte maior do que o do a-MSH.

Coeficiente de parti¢io, Kp, dos peptideos em membrana de

DMPG

Os cocficientes de partigio dos peptideos na membrana, K,, foram
calculados baseados no cfeito que estes peptideos causam na estrutura da
bicamada (Lissi ¢ @/, 1990). Neste método ¢ assumido que a magnitude do efeito
observado é detetminado somente pela concentragio de peptideos ligados a
membrana, Cu (maiores detalhes deste método estio no sub-item 3.3.3.1 em
Materfais ¢ métodos). Foram utilizados os dados da Figura 4.18 para estumar

esses coeficientes.
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Figura 4.18 - Efeito do (a) a-MSH; (b) MSH-I sobre o desdobramento
hiperfino méximo, A,,,, do marcador de spin 5-SASL e (c) a-MSH; (d) MSH-
I sobre o pardmetro h,,/h,, do marcador SSL, em vesiculas de DMPG nas
concentracdes (mM): (® <») 5.0; (¢ X) 10.0; (M [1) 20.0 e (0O) 24.0. T=
35°C. As linhas tracejadas, paralelas 4 abcissa, geram os conjuntos de valores
de #, e Vy para os quais o efeito do peptideo € o mesmo.
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As linhas tracejadas correspondem ao efeito constante que foi obtido
com diferentes relacdes de concentragio total de peptideo e lipidio ( 7r € o
nimero total de moles do peptideo), levando a mesma concentracio de

peptideo ligado 2 membrana.
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Figura 4.19 - Grificos de 7, vs. Vy gerados pelas linhas tracejadas na
Figura 4.18.
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A partir do grafico de #e vs. Vi (volume total de membrana ) com. os
valores gerados pela linha traccjada ( Figura 4.19) é possivel obter a concentragao
de peptideo na membrana, Cy, € conscquentemnente o coeficiente de pattigao K,
através da Lquagio (3.4) (Cap. 3 - Materiais e Métodos).

Desta forma foram calculados os coeficientes de partigio para o o-MSH ¢

analogo MSH-T cujos valores estdo na labela 4.2.

Tabela 4.2 - Coeficientes de particio membrana/agua para os peptideos
dos melanotropicos.

Kp
com 5-SASL com SSI.
a-MSH 360 £ 70 290 + 50
MSH-1 1330 £ 160 1360 £ 160

O modelo empregado é bastante simplificado ¢ com certeza ndo considera
a parte eletrostatica das interagdes entre peptideos e lipidios e mesmo entre 0s
peptideos. Como os peptideos estudados possuem a mesma catga, 08 valores
obtidos dos coeficientes de particio sdo valotes comparativos efitte 0s mesmos.
Também neste modelo nio é feita qualquer cotregio para o fato de que na
supetficie da membrana de DMPG, negativa, a concentragao peptidica ¢ muito
maior do que livre na solu¢io.

Com o objetivo de refazer os calculos destes coeficientes de partido,
empregou-se alguns outros marcadores de spin (com o grupo nitroxido em
outtas posicdes da bicamada). Nestes cxperimentos observou-s¢ um  outro
problema na utilizagio deste modelo simplificado. Verificou-sc que com estes
outros marcadores, ndo era possivel obter retas no grafico #r vs. Vi, a partir de
diferentes conjuntos de pontos com mesmo Ci, que fornecessem valores de Kp

semelhantes entre si, ¢, que pudessem ser considerados. Uma discussio mais
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aprofundada sobre este assunto permanece em aberto, necessitando de outros
experimentos.

Para verificar se o maior efeito observado para o analogo MSH-I sobre a
estrutura da bicamada de DMPG foi somente devido a sua maior constante de
associacio, foram comparadas as alteragdes causadas pela mesma quantidade de

peptideo sobre a estrutura da membrana.

0 5 10 15
mol % de peptideo ligado

Figura 4.20 - Dependéncia do desdobramento hiperfino externo do 5-SASL
em vesiculas de DMPG (Hepes 10 mM, pH 7.4), com a concentragio atual de

o-MSH (CJ) ou MSH-I (A) ligado as vesiculas [(moles de peptideo
ligado/moles de DMPG) x 100].
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Para esta normalizacio foram assumidos os valores 360 e 1330 para os
coeficientes de partigio do o-MSH e MSIH-I, respectivamente, e as variagdes do
A 105 espectros do 5-SASL foram calculados em fungio da concentragao atual
de peptideo interagindo com a bicamada. Pode-se observar na Figura 4.20 que
para uma mesma porcentagem de peptideo ligado na membrana o efeito no
empacotamento ¢ um pouco maior para o analogo MSH-I.

Considerando os coeficientes de parti¢do calculados, e os diferentes
efeitos causados na estrutura da bicamada, com a mesma quantidade dos
dois peptideos, pode-se inferir que o andlogo MSH-I ndo apenas se liga
preferencialmente na bicamada, quando comparado com a molécula nativa,
mas também parece mudar mais pronunciadamente a estrutura da
bicamada. Isto parece estar de acordo com o que foi obtido antetiormente,

que foi sugerido que o MSH-I perturba a membrana em posi¢bes mais no
fundo da bicamada do que o o-MSH (Figura 4.7), apesar das questoes

entao levantadas.
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4.2 Dicroismo Circular

Usamos a técnica de dicroismo circular CD, por ser uma técnica muito
ftll em obsetvar a ocorréncia de estrutura secundatia ordenada em proteinas.
Embora quando se trata de pequenos peptideos fica muito dificil a determinagao
quantitativa de tal ocorséncia, devido a falta de informacdes estruturats, no
entanto a forma e intensidade dos especttos de CID podem ser bastante
informativos a respeito de mudancas conformacionais destas moléculas.

O objetivo portanto, foi o de observar a estrutura secundatia destes
peptideos melanotrépicos em diferentes solventes e na presenca de micelas ¢
vesiculas anibnicas.

Na Figura 4.21¢ e 4 obsetva-se que os dois peptideos apresentam
especttos de CD similates em 4gua (linha cheia), apresentando uma pronunciada
banda negativa proximo de 200 nm, indicativo de estrutura aleatOria (randon coil').
Entretanto, quando colocados na presenga de um solvente, que € indutor de o-
hélice, o T (wifluoroctanol), se comportam diferentemente. Os espectros de
CD destes peptideos na presenca de concentrages diferentes de THE mostram
claramente que o o-MSH adquire mais facilmente uma estrutura o-hélice do que
analogo MSH-I.

Fista estrutura nio ordenada, observada para os dois peptideos em 4gua,
esta de acordo com o estudo de Hruby ef o/ (1988), no qual utilizaram a técnica

de NMR para determinar as estruturas secundarias de varios fragmentos analogos

do o-MSH.
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Figura 4.21. Espectros de CD do a-MSH (# e ¢) e MSH-1 (b ¢ d), em 5 mM de
tampido fostato, pH 7.4 (—— ). Em a e 4, os espectros foram obtidos na
presenca de 50% (- - -), 75% (- - - ) € 100% (- - —) em volume de TFE, e em ce
d na presenca de 40 mM de SDS (- - ) e 5 mM de DMPG (- - -). A
concentragio dos peptideos foi 1,2 x 10*M. Temperatura = 35°C.
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Bles sugetem que estes peptideos possuem uma grande flexibilidade
conformacional em agua, mas ressaltam também que ndo sc deve descartar a
possibilidade de que uma das conformagdes seja predominante. Por outro Jado,
também observaram que nos fragmentos com D-Phe’, tal com o MSH-L, a
interacdo entre as cadetas laterais dos aminodcidos Hisé, D-Phe’ ¢ Arg®
estabilizaria uma estrutura do tipo-f. No entanto, embora nenhuma estrutura do

tipo-f € claramente detectada no espectro de CI do MSH-1 em agua, a estrutura

deste peptideo teve mais dificuldade em adquirit uma conformagio o-hélice,
quando comparada com a molécula nativa, o que certamente é uma indicagio de
que o peptideo anilogo possui uma outra estrutura preferencial em meio aquoso

Considerando a grande dificuldade de uma andlise mais quantitativa de
espectros de CD, de peptideos pequenos, pode-se especular que a banda positiva
proximo de 185 nm, que é obscrvada para 0 MSH-I em agua (linha cheia na
[figura 4.214 ou 4 ) seria uma indicagio de que este peptideo possui uma cetta
estrutura secundatia ordenada. Nos trabalhos de Jacchiert e Ito (19945 1995) nos
quais eles fazem calculos para modelagem de estruturas, levando em conta os
difetentes rotameros da cadeia lateral do Trp, fol mostrado que a conformagio
mais estivel para 0 o-MSH (Jacchieti e Tto 1994 ) ¢ MSI-T (Jacchieti e Ito 1995)
seria uma estrutura do tipo-B. Embora a batreira de energia para ocotrer as
interconversoes entre as diferentes familias conformacionais tenha sido muito
mais baixa pata o o-MSH do que para o anilogo. Assim, esta variedade de
estruturas diferentes assumidas pelo o-MSH com energias similates explicatia a
maior flexibilidade deste peptideo, o que favoreceria a formagio de estrutura
secundiria do tipo o-hélice em um solvente apropriado ( Figuta 21a e 4).

Na presenca de micelas de SDS e vesiculas de DMPG - ambas as
interfaces anibnicas - os dois peptideos mostram uma pequena tendéncia em
formar estrutura do tipo-B (Figura 4.21¢ ¢ &). Obscrva-se na Figura 4.21c ¢ 4,
uma clara indicacdo, embora pequena, de uma banda negativa com maximo ao

redor de 220 nm ap6s interacio dos peptideos com as interfaces. Isto € provavel
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pelo fato destes peptideos possuirem uma pequena quantidade de estrutura tipo-
B em sua conformacio. Wu e Yang (1981) também observaram que o o-MSH
em baixo pH (2 - 3) adota a forma B quando na presenca de SDS, mas somente
abaixo da concentracio micelar ctitica de surfactante.

No trabalho de Pascutti, ef 2/, (1998), em que estuda a dindmica do
peptideo o-MSH na interface 4gua/membrana, também fot sugertdo que 2
estrutura deste peptideo em meio de alta constante diclétrica (agua, € = 80)
apresenta grande flexibilidade ¢ nenhuma estabilizacio conformacional  fot
observada. A membrana foi simulada por uma superficie de descontinuidade
dielétrica com £ = 2 em um mcio (solvente) de € = 80 ¢ foi observado que o o~
MSH prefere ficar no intetior da membrana (2 = 2)%, apresentado uma dobra B
na posicio 8 (Arg). Os resultados de CD aqui apresentados ¢ ja mencionados
anteriormente também acusam, em pequena porcentagem, a presenca de dobra B
pata os peptideos melanotropicos em contato com agregados anfifilicos.

I intetessante notar que os dois peptideos apresentam espectros de CD
similares tanto na presenca de micelas de SDS ou vesiculas de DMPG. Além
disso, embora 0s tesultados jA apresentados neste trabalho usando RPE e os
dados de fluotescéncia (Macédo ef al, 1996) tenham mostrado que o analogo
MSH-I vai mais fundo na bicamada do que o o-MSH, as alteragoes
conformacionais na estrutura dos dois peptideos, apés interagio com vesiculas de

DMPG, quando observada por CD, sdo bastante sumilares.

1 importante lembrar que esta total penctragio do peptideo na fase lipidica ndo foi observada
nos resultados aqui apresentados por RPL.
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5 Conclusoes

Os resultados obtidos por RPE mostraram que ambos os peptideos
o-MSH e o andlogo MSH-I aumentam o empacotamento da bicamada de
DMPG, tanto na regiio da cabega polar como ao longo da cadeia
hidrocarbénica, que é um efeito bastante semelhante a interacdo de
proteinas superficiais de membrana. Embora os dois peptideos tenham a
mesma carga, a interagio do analogo MSH-I com membrana de DMPG é
muito mais evidente, sugerindo uma possivel maior penetracio do analogo
na bicamada lipidica.

Além disso, o coeficiente de partigio obtido para o peptideo
andlogo, mais potente biologicamente, foi cerca de quatro vezes maior do
que para o hormodnio nativo. Assim, para uma mesma concentracio de
peptideo ligado 4 membrana, foi observado que o efeito do MSH-I sobre a
estrutura da membrana ¢ um pouco maior do que do a-MSH, o que estaria
de acordo com uma possivel penetracio mais fundo na bicamada.
Concordando com resultados obtidos por fluorescéncia (Ito et al., 1993;
Macédo et al., 1996).

Variando a concentragfo de fons foi observado que a ligacio dos
peptideos com bicamadas anidnicas de DMPG diminui com o aumento da
forca idnica, indicando que a interacio eletrostitica é um pré-requisito
necessario para que possa ocorrer uma subsequente interacio hidrofébica. A
necessidade da interacio eletrostatica também foi observada pela nio

interagdo dos peptideos com bicamadas neutras de DMPC.
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Os resultados com CD indicam que ambos os peptideos adquirem
uma pequena porcentagem de estrutura tipo-B apds interacio com vesiculas
ou micelas anidnicas. Este resultado, juntamente com a sugestio de que uma
estrutura tipo dobra- favoreceria a maior atividade dos peptideos, reforca a
idéia da relevancia da fase lipidica na atividade biolégica dos mesmos, sendo
que a bicamada atuaria como um catalisador favorecendo uma determinada
conformagio da molécula.

O resultados apresentados aqui devem ser considerados somente
como uma indicagio do que realmente poderia acontecer em um sistema
biologico, uma vez que foram obtidos com um sistema modelo bastante
simplificado. Com estas consideragSes, nossos dados sugerem que o peptideo
mais potente, MSH-T € o que apresenta maior constante de associagio e
poderia ir mais fundo na membrana, consequentemente perturbando miais a
estrutura da bicamada. Considerando o fato de que o empacotamento
lipidico estaria relacionado com a atividade de algumas protefnas de
membrana (ver Gibson e Brown, 1993; McCallum e Epand, 1995), poderia
se considerar que a interagio do MSH-I com bicamadas lipidicas teria a
funcio de aumentar a atividade biolégica do peptideo, induzindo uma
conformagio apropriada do receptor. Por outro lado, a superpoténcia do
MSH-I seria parcialmente explicada pelo seu alto coeficiente de particio na
membrana, o que levaria a um aumento da concentracio local de receptores.
Adicionalmente, a prolongada atividade biolégica em células de cultura,
apos lavagem com sal (Hadley ez al., 1985), poderia estar relacionada a sua
maior afinidade pela fase lipidica, de acordo com algumas sugestdes de que o
analogo MSH-I seria de alguma forma seqiiestrado pelos receptores de

melanotropinas que se encontram na membrana (Hadley ez al., 1985).
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Interaction of Melanotropic Peptides
with Lipiid Membranes®

M. H. BIAGGI,® S. SCHIREIER,F A. M. L. CASTRUCCIY
ANDM. T.. LAMY-FREUND®¢«

blnstiituto de Fisica
“Instittuto de Quimica
Institutto de Biociencias
Universidiade de Sao Paulo
Sdo . Paulo, Brasii

protein receptors,
S supposed to be:
teraction.! The present work

Although the melanotropic peptides imost certainly interact with
on the melanocyte/melanoma celj membrane, the lipid phase |
important as a catalyst for the Pepttide-receptor in
studies the interaction of the trideczapeptide a-mclanocyte-stimnlating hormone :
(a-MSH) and the biologically more iactive analogue [Nle‘,n-Phe’]-a-MSH, with
pure lipid bilayers, through the analyysis of the electron paramagnetic resonance
(EPR) signal of the 3-doxyl cholestarne spin label (CSL) incorporated in the lipid
phase. Oricnted multibilayers were prrepared with dimyristoylphosphatidyl choline
(DMPC) and dimyristoylphosphatidyyi glycerol (DMPQG), both preparations con-
taining 10% of cholesterol (in moies) Necessary for organizing the oriented films.?
Both peptides are positively chargedd at physiological pH, and display stronger
interaction with the negatively chargeed bilayer (DMPG) than with the neutral one
(DMPC). The effect of the peptides ¢on the degree of organization and dynamics
of the oriented bilayers was analyzed |by calculating the order parameter S, refated
t0 the angular amplitude of motion . of the CSL long molecular axis, and the
Sorrelation time 7, related to the rotaition rate of the steroid about its long axis.?
FIGURE | shows that while the natwral hormone decreases both § and r, the
analoguc causes an opposite effect o DMPG + 10% cholesterol membranes.
Similar results, though less evidemt, were obtained with the same lipids orga-
tized in isotropic liposomes. Consideering the difficulty in separating order from

iomes, the effect of the peptides om the membrane fluidity was monitored by
the ratio of the low fieid/center ficld! EPR line heights (

1., /hy is proportional to both a decrease in order and/or an increase in mobility.?
FIGURE 2a shows the 4, 1y ratios obotained ag different temperatures, above the

IFIGURE 1), it is evident that while a--MSH decreases lipid fluidity the analogue
ncreases the fluidity, However, whem DMPG liposomes were prepared without
holesterol, both peptides were foundi to decrease membrane fluidity, as shown
0 FIGURE 2b, with [Nle*,D-Phe’}-o-MISH displaying a stronger effect.

In non-cholesterol-containing membranes, both peptides cause the ordering
ffect already observed for divalent caitions,* or cationic molecules.® These latter

¢ Financial support: CNPq, FAPESP, BIID, FINEP,

¢ Author to whom correspondence shouild be addressed at Universidade de Sao, Paulo,
stituto de Fisica, C. Postal 205 16, CEp 0)1498-970, Sio Paulo, S.P., Brasil.
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substances are suppcosed to interact at the membrane surface, newtralizing part of
the surface charge, alllowing for a better packing of the lipids. A speecific hydropho-
bic interaction betweeen peptides and lipids should also contributte to the packing
of the latter, as botth peptides are equally charged and [Nle*,p-}Phe’}-o-MSH is
slightly more effectiwe in altering membrane fluidity. Considering; the well-known
condensing effect off cholesterol on liquid-crystalline membranees,? the present
work shows that the  interaction of a-MSH with lipid membranes cdepends both on
membrane charge amd degree of packing, although a specific interractfon between
a-MSH and cholesterrol, or cholesterol-rich domains, cannot be ruiled out. Choles-
terol is an importantt component in biological membranes and hass been found to
modulate the activityy of several membrane proteins.® The differemit interactions of
the two peptides withh lipid membranes might be related to their difféerent conforma-
tions in both aqueouss and lipid phases, or at the aqueous/lipid interrface, and could
partially expiain theiir different biological activities.
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FIGURE 1. Effect of mmetanotropic peptides on DMPG + 10% cholestercol oriented films.
Order parameter S (a) asnd rotational corretation time r {(b) of CSL incorpoorated in oriented
multibilayers of DMPG + 10% cholesterol, in the presence of 10% a-MSSH (squares) and
[Nle*,p-Phe’]-a-MSH (ddiamonds), at 40°C. Cholesterol and peptide conceentrations are re-
ported as mole percent «of phospholipid.
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FIGURE 2. Tempersature dependence of the effect of melanotropic ppeptides on DMPG
liposomes. ., ,/Hg vallues calculated from the EPR spectra of CSL incodrporated in DMPG
+ 10% cholesterol (za) and DMPG vesicles (b), in the presence of 10%2 a-MSH (squares)
and [Nie*,p-Phe’)-a-NMSH (diamonds), and in the absence of peptide (ciircles).
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Abstract, The interaction of the cationic tridecapeplide
a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) and the bi-
otogically more active analog [Nle*, DPhe’)-o-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-phosphogtycerol) in the liquid-crystalline phase,
indicated that both peptides decrease the motional free-
dom of the acy! chains. No peptide effect was detected
with neutral fipid bilayers. Changes in the a-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
bilayer regions. 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. v

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

Introduction

a-Melanocyte Stimulating Hormone (a-MSH: Ac-Ser-
Tyr-Ser-Met-Glu-His~Phe-Arg~Trp—GIy-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 1o; M. Teresa Lamy-Freund

in the sequence as the largest pituitary hormone adreno-
corticotropin (ACTH), with which it shares a number of
common hormonal properties (Sawyer et al. 1980; Cas-
trucci et al. 1990). In most vertebrates, a-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. 1990).

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’]-a-MSH (hereafter referred
to as MSH-1), which exhibits increased potency and pro-
longed activity in the frog skin bioassay when compared
to the native molecule (Sawyer et al. 1980). It was sug-
gested that the increased potency of MSH-I could be at-
tributed to a reverse turn within the a-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, a-MSH and MSH-1, 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-
logical 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 o-MSH
and the analog MSH-I interact with acidic lipid bilayers
and not with neatral ones (Ito et al, [993), 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
onincorporation of the two peptides into DMPG (1,2-dim-
yristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol). DMPS (1.2-dim-
yristoyl-sn-giycero-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 study of
membrane structural and/or dynamics changes caused by
peptide-lipid interaction (see for example, Sankaran et al.
1989; Watts 1993). The acyl chain spin labels, stearic acid
and phospholipid derivatives, report on the gauche-trans
isomerization of the acyl chains, whereas the cholestane
spin label glves information about the bilayer orientation
or the lipld 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 ¢, § and y segments of the glycerol head-
group. :

Materials and methods
Materials

The peptides o-MSH and MSH-I, the spin.labe!s 5- and
12-SASL (5- and |2-doxylstearic acid spin label) and the
cholestane spin label CSL were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Phospholipids, DMPG
(1 ,2-DimyristoyI»sn-glycero-3—phosphog!ycerol) and
DMPC (f.2-Dimyristoyl—sn-giycero-3-phosphochofine),
-and phospholipid spin labels 5- and 12-PCSL (1-palmi-
toyi-2-[4- or 12-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 described in
Sixl and Watts (1982) and Six! et al. (1984),

ESR sample preparation

Stock solutions of spin abels 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 for a minimum of 5 h, to remove ail
traces of the organic solvent, Liposomes were prepared by
the addition of the butfer solution, without or with the de-
sired concentration of melanotropic peptides, followed by
vortexing.

NMR sample preparation

Pure deuterated lipid samples were prepared as described
above, but with a higher concentration of lipids (0.3 AD.

ESR spectroscopy

ESR measurements were performed in a Bruker ER 200D-
SRC spectrometer interfaced with an IBM-PC like com-
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 with
a Bruker B-ST 100/700 variable temperature device. The
temperature was always varied from 40 to 0°C and mon-
itored with a Fluke 51 K/J thermometer. As the stearic acid
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 from
the composite spectrum, using the software EPRANALA
{J. Rowntree, P. Fajer and B. Bennet, University of Ox-
ford, UK). For the measurement of the spectrum parame-
ters the ORIGIN software (MicroCal Software, Inc,, MA.
USA) was used.

Effective order parameters, S,,, were calculated from the
expression .

AII—AJ. ?_:)__
Ap~(112)(Ay +A,) 1,

Serr =

were 2A, is the maximum hyperfine splitting and

Ah’ _Amin
A ~(172) (A + Ayy)

A,L :Amin+i'4{l_

where 2A,. is the measured inner hyperfine'spiining
(Gritfith and Jost 1976; Gaffney 1976). The polarity was
normalized from aj/a, where

8, = (1/3) (Ayy + Ay + Ay,)
and
dg = (1/3) (A# +2 A..L)

Axx Ayy and A, being the principal values of the hyper-
fine tensor for doxylpropane (Griffith and Jost [976). 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
(H,=8.4T) spectrometer (Department of Biochemistry,
University of Oxford), equipped with a Nicolet pulse pro-
grammer and operating at 55.3 MHz for the *H nucleus.
Singie pulse modes were used with 7/2 pulse widths var-
ying from 7 to 9 gs, Deuterium spin-lattice relaxation
times T, were measured by the inversion-recovery tech-
nique, a 180°-7-90° pulse sequence being employed. Tem-
perature was controlled to an accuracy of 0.5 °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 1 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 a-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-
beled 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 transition
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 native 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-I. 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 subtle, 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,

5-SASL

PURE
o-MSH
MSH-1

12-8ASL

PURE
a - MSH

MSH-I

Fig. 1. ESR spectra of 5-SAS!: and [2-SASL incorporated in
DMPG liposomes in the absence and in the presence of 10 molft
peptide. Total spectrum width is 100 G. T=40°C

T T Y

é‘.‘r -_' S.PCSL 7
u,_,_.a:\a\. S-SASL 8= .&‘_...
;8.8 AN
o 28 . ) . \ .
3 8. ~Mg
8 o4 . ~8:g -
& e oo
-
70+ ~s 4
-
I6 L 1) T LA ¥ T T L] T
324 -
§-. . 2:5481 12-PCSL
g

| 0:—8\8\ A

L
K? N ‘o. .
..> 3 o
- L) -
\0\ R \i-.._i\g"-ﬁ E
ﬂ. .. .---.u
3§ *
T ¥

o 10 20 3 4 0 t'a'z‘o'g'a 10
temperature (°C) temperature (°C)

Fig. 2. Temperature profiles of maximum hyperfine spliltipg {Apu)
of different acyl chain spin labels incorporated in DMPG liposomes
in the presence of 0, (@), and 10 moi% a-MSH () and MSH-|
©)

>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 Amax values of 5-SASL (filled
symbeols) and 5-PCSL {open symbots} in DMPC (mw and ) and
DMPG (@ and ©) membranes

To further illustrate the dependence of the surface
charge on the relative positions of stearic acid and phos-
pholipid labels in bilayers, the same labels 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, Ptak 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 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-
lar packing for DMPC and DMPG bitayers ! this result in-
cidates that 5-PCSL in both DMPG and DMPC and
3-SASL in DMPC are focated at similar depths, and the
neutral 5-SASL in DMPG is clearly located deeper into
the bilayer, presenting a smaller Amax 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. [988; 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-
ting. 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 similar tran-
sition temperatures, despite the arcas per lipid head group being
slightly different, according 10 Pasher ct ai. 1992,

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

5-PCSL {2-PCSL
DMPG 14.95 14,21
+a-MSH 15.05 14.00
+MSH-I 14.97 13.63

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 12-5ASL
DMPG 0.324 0.103
+ -MSH 0.350 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, vaiue of 5-PCSL, How-
ever, the polarity of the micro-region monitored by the
12-PCSL decreases upon the interaction with the peptides.
Again, the analog is more effective in changing the a, value
than o-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 et al, 1988),
but the Jabel 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 (S.;) were calculated (see
Materials and methods) from ESR signais above the gel-
fluid phase transition, when the spin-label motion is fast
on the ESR time-scale (correlation time t<3x (0™ s). It
has been shown that spectra similar to those shown in
Fig. 1 also contain important contributions from slow mo-
lecular motiong (Lange et al. 1985), Therefore, S.risapa-
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 Ay, Soq i$ not influenced by the polarity
of the spin label environment, as the proper cotrection 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
Amax values measured above the lipid transition tempera-
ture (Fig, 2).

The Sy, 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.
Slightly 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.
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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 acy! 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 labeis, 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, thoughthe 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 incorperated in DMPG liposomes in the presence of 0 (@),
and 10 ml% «-MSH () and MSH-I ()

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-1. 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)is shifted 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),
aithough PMPG was not studied. in DMPC, which has a
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transition temperature similar to that of DMPG, around
23°C(Wauset al. 1978), CSL was found to yieldaT,, value
a few units lower, around 17°C (Fig. 2 in Presti and Chan
1982). This resuitis 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
behavioris 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 labels
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 | 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 equitib-
rium of the possible different DMPG structures is also not
resolved,

Itis 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 orjented
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 (Biaggiet al. 1993), Aithough the oriented films
contained 10 moi% 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-
roi dependent effect.

NMR of headgroup deuterated DMPG-d; and DMPC-d,

The *H NMR spectra at 35 °C of DMPG deuterated at the
o, B 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 (Avq), 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
metnbrane decreases the Q-quadrupolar splitting without
affecting significantly the 3 and ¥splitting, 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 2H NMR $pectra occurs as expected for
lipids in the gel phase. Although the interaction of the two
peptides with DMPG membrane causes similar effects on
the a-quadrupolar splitting, the maximum splitting de-
crease is achieved with only 1 mol% MSH-I whereas
5 molt% is necessary for the natural hormone (Fig, 7 and

A DMPG-d,

T T
~10000

HERTZ

Fig. 7. Deuterium quadrupolar NMR spectra of DMPG-d5 lipo-
somes in the presence of different concentrations of o-MSH and
MSH-1

Fig. 8). This is certainly a strong indication of a higher
partition coefficient for MSH-I than for o-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 (T,) 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 T, values of
the o-deuterons of DMPG decrease whereas the T, values
related to the B and ¥-splitting 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

n 2
1 _3(€qQ) |
T, 8l & ‘
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Fig. 8. Temperature dependence of the o-quadrupolar splitting
(ax-Avy) of headgroup deuterated DMPG in the presence of 0 (@),
H(D)and 3 mol% o-MSH {m)and 1 (©)and 5 mol% of MSH-} (®)

Table 3. Deuterium NMR spin-lattice relaxation times T, (ms) for
DMPG-d; multilamellar liposomes at 35°C

a-Ch, B-CD ¥CD,

DMPG 17.0£0.4 14.0£0.9 19.2 .+ 0.2
5.4)°

+ % a-MSH 15.5+0.8 14.0 £ 0.7 18.7+0.1
5.9

+ 5% a-MSH 14.8 £ 0.8 14.9 + 0.4 182+0.)
(6.2}

+ 1% MSH-1 15205 140+ 0.8 17805
(6.1

+ 5% MSH-I 140+ 1.0 14.0+0.9 186006
(6.6)

2 pr . Do
Numbers in parentheses refer 10 correlation times T. (see text)

where (e?qQ/h) 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-1 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 amplitude of
angular fluctuations, since the quadrupolar splittings are
very sensitive to small variatioas in torsion angles (Seelig
etal. 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 onty changes the headgroup dipole moment direction,
but also alters the intermolecular interaction between
neighboring headgroups. Although the deuterium NMR
resuits 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 cat-
jonic molecules have been found to decrease the lip!d
a-CD, quadrupolar splitting (Beschiaschvili and Seelig
1990:; Marassi and Macdonald 1991} and decreas;e both l_ha
splitting values and the spin-lattice relaxation times (Sixl
et al. 1984; Six! and Watts 1985).

The changes that occur in the *H NMR quadrupolar
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 the 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 1.7
times smaller than that of PC. The latter has been exten-
sively used to monitor the interaction of different mole-
cules with PC bilayers (for instance, Brown and Seelig
1977; Roux et al. 1988; Scherer and Seclig 1989; Pinheiro
etal. 1994), Like other cationic molecules (Sixi et al.
1984: Sixl and Watts 1985; Marassi and Mucdonald 1991),
the melanotropic peptides to not alter the DMPC quadru-
polar splitting.

General discussion

In line with previous results (Biaggi et al. 1993; lto et al.
1993} it was found here that an obligatory role is played
by electrostatic interactions in the binding of the 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. Using flu-
orescence spectroscopy it was shown that association con-
stant values for peptide-lipid interaction were approxi-
mately three orders of magnitude smalicr when calculated
accounting for electrostatic effects, through Gouy-Chap-
man potential functions (Ito et al. 1993). Thus, for moni-
toring membrane structural alterations caused 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 and
the order parameters of the stearic acid and phospholipid
spin labels could be attributed to the presence of the cat-
ionic 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. R

The peptides are relatively small molccules=, when
compared to proteins, with only approximately one net

? Molecular dynamics simulations yielded an avcérage arex of
260 A? for the peptides. both in aqueous and membrane medium
(Pascutti et ai., unpublished results). The molecules have not been
simulated at the interface yet. Taking the arca per lipid molecule of
44.0 AT (Pasher ct al. 1992), yields a stoichiometry of ¢a. 6 lipids
per peptide, at the membrane surface.
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charge. Considering their low lipid association constants
(Ito ctal. 1993), the peptide concentration on the mem-
brane surface will be much fower than the total concenta-
tion used here, 10 moi% 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 A, 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 Amax increase of 5-PGSL
in DMPG for NaCl concentrations above 1.0 M. There-
fore, the alterations on the Amux values of the different la-
bels used here, caused mainly by the analog MSH-1I, could
hardly be due to g rigidifying effect as a resuit 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 temperature, moni-
tored by CSL, due to the presence of the analog MSH-I js
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 ob-
served for uncharged DMPG at iow pH values (Wauts et al.
1978) and DMPG in high ionic strength medium {Cvec
et al. 1980). It has been recently shown by fluorescence
Spectroscopy, that the analog MSH-] penetrates deeper in
DMPG membranes than the native hormone (Macédo et 4l
F996). This is in accord with the larger effect obtained here
with MSH-I as compared to a-MSH,

This work shows that both o-MSH and MSH-1 interact
with DMPG lipid bilayer turning the membrane more rigid
at ali depth positions monitored here. The analog way
found to cause a stronger etfect on the membrane than the
native hormone, possibly related to both its larger lipid as-
sociation constant (lo et al. t993) and its deeper penetra-
tion into the bilayer (Macédo et af. 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 a role 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 ditfusion. It could also be speculated
that the depth of peplide penetration could facilitute its
binding to the discriminator receptor site.
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Abstract

The interaction of the native peptide a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) and the biologically more active
analog [Nie', np-Phe’]-a-MSH(MSH-I) with lipid vesicles was studied by spin labei electron spin resonance {ESR)
spectroscepy 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 all 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 tipid matrix than the native molecule. Lipid partition coefficients were calenlated
based on the effect the peptides cause on the ESR spectra of spin labels incorporated in the membrane. For the biologically
more petent 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-I 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-trifluoroethancl showed that the two peptides have somewhat different structures in
solution, though similar conformational changes occur in both peptides as a resubt of their interaction with negatively
charged vesicles or miceltes. The higher peptide-lipid association constant and the deeper penetration of the analog inte
lipid bilayers could be related to its greater activity and /or prolonged action. © 1997 Elsevier Science B.V.
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1. Introduction

In most vertebrates the tridecapeptide a-melano-
cyte stimulating hormone {a-MSH; Ac-Ser-Tyr-Ser-
Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH, } is
the physiologically relevant hormone regulating skin
pigmentation, causing darkening. In culture, both in
normal and abnormal {(melanoma) cells, e-MSH and
its derivatives have been reported to stimulate adeny-
late cyclase, and to increase the activity of the
enzyme tyrosinase, which controls the melanin syn-
thesis [1-4]. «-MSH is also involved in many other
hiological functions, such as fetal growth and behav-
ior {s].

Several modifications made within the primary
structure of @-MSH have yielded peptides with su-
perpotent activity [1.6]. The present work focuses on
the native hormone «-MSH and the analog [Nle?,
D-Phe’ l-a-MSH (hereafter referred to as MSH-I),
wherein norleucine was substituted for methionine,
and p-phenylalanine was substituted for the L-enanti-
omer. The latter was reported to exhibit an increased
potency and prolonged activity in the frog skin
bicassay when compared to the native molecule [1].
It was suggested that the increased potency of MSH-I
could be attributed 1o a reverse turn within the
a-MSH, ,, sequence which would be conformation-
ally-stabilized by the b-Phe’ substitution [7]. 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 {1] that
MSH-] could be sequestered into some compartment
of the membrane, possibly irreversibly bound to a
receptor.

Although different activities of «-MSH analogs
may reflect different strengths of binding 1o 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 [8,9], 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 {luidity, 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, turaing the membrane
more rigid [10]. We used electron spin resonance
(ESR) spectroscopy of spin labels incorporated in the
lipid phase, and NMR of deuterated Jipids. However,
it remained to be shown whether the different effects
the two peptides cause on the bilayer structure were
due to their different lipid partition coefficients, or to
a relative different penetration into the membrane
hydrophobic core.

The present work extends those stadies, 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 possiblc a comparison
between the effects due to the native hormone and its
anafog 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 circular dichroism (CD) spectra.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The peptides «-MSH and MSH-I, and SDS
{sodium dodecy! sulfate) were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Phospholipids,
DMPG (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphog-
lycerol) and DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), were obtained from Avanti Polar
Lipids (Birmingham, AL). The spin labels 5-, 7-, 9-
and 12-SASL (5-, 7-, 9- and 12-doxylstearic acid
spin label) were either purchased from Sigma or
kindly donated by A. Watts, from the University of
Oxford, UK. SSL (stearamide spin label) was a gift
from 3. Schreier Laboratory, at the University of Sio
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Paulo. The buffer used for the ESR experiments was
t0 mM  Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperizine-
cthanesulfonic 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
chioroform and stored at —80°C. The membranes
were multilamellar dispersions of lipids (10 mM)
containing | mol% of spin label. A lipid film was
formed from a chloroform solution of lipids and spin
labets, dried under & stream of N, and left under
vacuum for a minimum of 5 h. to remove all traces
of the organic soivent. 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 [11],
were also used, yielding results similar to those
obtained with liposomes.

2.3. CD sample preparation

Large unilameliar 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 .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 LOWFIT program

5-8ASL
a
DMPG
+o-MSH
de s
+MSH-]

9-8ASL 12-SASL

DMPG

+e-MSH

+MSH -

Fig. I. ESR spectra of stearic acid spin label positional isomers,
n-SASL. in DMPG dispersion (10 mM Hepes, pH 7.4) in the
ubsence and presence of 10 moi% of a-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, S, were calculated
from the expression

43
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where 2A, (or 24, .} is the maximum hyperfine
splitting and
A]] - Amin
+ 1491

A=A,
T min A:: — (1/2)(‘4;\-‘—’4\\)

where 2A; is the measured inner hyperfine split-
ting [12,13]. (For2 A, and 2 A . see Fig. 1.) The

max min
polarity was normalized from o, /a_, where

arn - ( |/3)(A_” +A‘\'_\' +A::)
and
a,=(1/3}(A,+24 )

A ., A, and A_ being the principal values of the
hyperfine tensor for doxytpropane [12]. Ali the data
shown here are the mean of at least three experi-
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
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28 - . 3

24 - «
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9-SASL 12-5A8L, 1
284 .
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20+ ] ‘
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Temperature ( °C)
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Fig. 2. Temperature dependence of the maximum hyperfine split-
ting constant, A, of n-SASL stearic actd positionat isomers in
DMPG dispersion in the absence of peptide (@), and in the
presence of 10 mol% of a-MSH (1) or MSH-1 (a).

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 I 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, {61, in deg/cm? dmol ™.

3. Results and discussion

3.1, ESR of spin labels at different depths of the
carbon chain

Fig. | 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 quantified 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 (filled 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 gradient toward
the terminal methyl end of the chain. This result is
simtilar 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].

Above T, the addition of the analog MSH-I to
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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
iormone «-MSH also causes an ordering effect in
the membrane, though less evident.

Below T, 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.. 5. 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
S, 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 Sy
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
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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 (03) or MSH-1( & ). 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 bifayer, of stearic ucid
positional isomers in DMPG dispersions, in the presence of 10
mol% of «-MSH (I} and MSH-I {A), and 0.3 M NaCl (%).
Temperature = 30°C. The profiles are compared (o those of zeax-
anthin (@)} and cholesterol (¥} calcujated 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
dertvatives 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 amalysis 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 from [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 A A, profile found for the extrinsic
basic protein from the myelin sheath {(MBP) (calcu-
lated from [25]), which is also supposed to penetrate
into the bilayer, follows the same pattern as that
found for apocytochrome ¢ [19] and MSH- (data not
shown).

Considering that the two 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 surface, leads
to a AS,; depth profile different from that obtained
in the presence of the peptides.

All of the ESR spectra of the spin label positional
isomers seem to consist of a single component only.
Hence, 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
monitor 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 number M, = +1) as compared to the other
lines (top spectrum in Fig. 5a). The natrow lines

0.8

hyy/ T
S A
\

0.6
A DT MU B
) 10 20 10 40
|
- ]
< I
4 L
_—
W -
£ .
= \
W 2 S
S~ a
0 l‘ 1 ! i
| - 1 ! !
25 30 35 40
Temperature { °C)

Fig. 5. Dependence of the ESR spectra of 8SL in DMPG lipo-
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{2 ). (@) corresponds 1o pure DMPG dispersions. (a) ESR spectra
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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 SS5L 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, /b, (ratio between the
amplitude of the lines corresponding to M, = +|
and M, = 0) calculated from the SSL ESR spectra.
Both peptides render the membrane surface more
compact, as their effect in decreasing the h,, /i,
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. 5¢ 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
tipids [10}. It was shown that both peptides decrease
the spin lattice relaxation time of the DMPG a-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-1 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, ry. 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].

K, is defined as

¥
VALY
HHZD/VH_!{J

where ny o 15 the number of moles of peptides in
water, and Vy, and V,  are the volumes of mem-
brane and water, respectively.

Fig. 6a and b show the variation of the A,
parameter of 3-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 actwally bound to the membrane. It was shown
that a plot of the ny and V), values generated by the
dashed lines (Fig. 6a and b) yields the peptide con-
centration in the membrane, Cy,, and the X p value,
as follows [30]:

Cyu- V}130

K,

Ry = + Cy s Vi

Accordingly, partition coefficients of 360 + 70
and 1330 + 160 were calculated for o-MSH and
MSH-I, respectively. Similar values {290 + 54 and
1360 + 160) were obtained using the 4,,/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 o-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-I.

In principle, one could use the partition coeffi-
cients calculated above and repeat the experiments
shown in Figs. 25, using «-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 nl},
and keeping [MSH-11= 1 mM (n; =8 X 107% mol),
as used before, from the definition of the partition
coefficient, and using Kp= 1330 for MSH-I, one
can calculate the amount of bound MSH-I, »n,, = 7.2
%X 107% mol. Hence, considering K, =360 for a-
MSH, it would be necessary to have np= 10.1 X
i07* mol of the native peptide to get the same
amount of the two peptides bound to the bilayer,
However, Fig. 6a shows that the variation of A, .
for 10 mM DMPG (#), from n,=8x107% o
10.1 X 107* mol is rather small. Hence, the correc-
tions to be done in Figs. 2-5 do not seem to be very
relevant. It is important to note that in the calcula-
tions above (and in the data 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,
.

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 preferentially 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), which suggests that MSH-I
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Fig. 7. Dependence of the outer hyperfine splitting of 5-SASL in
DMPG disperstons {10 mM Hepes, pH 7.4), on the actual concen-
tration of o-MSH (M)} or MSH-1 {2) bound 1o the liposomes
((moles of bound peptide /moles of DMPG) % 100),
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disturbs the membrane in a position deeper into the
bilayer than that felt by the presence of «-MSH.

3.4, Circular dichroism

Although the two peptides display simitar CD
spectra in agueous mediom (full lines in Fig, 8a and
b), with a large negative band about 200 um, indica-
tive 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 e-helix struc-
ture than the analog MSH-I. The unordered structure

[8] x 107 (deg cm? dmol™)

o 220 240 W0 T 240
A {nm)
Fig. 8. CD spectra of o-MSH (a and ¢} and MSH-I (b and d). in 3

mM phosphate buffer, pH 7.4 Y. In & and b, the
spectra were recorded in the presence of 50% (- - -), 75% (---)
and 190% {- - -) in volume of TFE, and in ¢ and d in 40 mM
SDS (- - ) and 5mM DMPG {---). Peptide concentration was
1.2 % 107 M. Temperature = 35°C.

found for the two peptides in aguecus solution is in
accord with the NMR studies with 4-11 o-MSH
fragment analogs [7], which suggested that their
backbone may possess considerable conformational
flexibility. Otherwise, it was found that in the p-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 £ structure is obviously detected
in the MSH-I CD spectrurn, its difficulty in acquiring
an «-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 in 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 [31] and MSH-I (Jacchieri and Ito,
personal communication) presented B-like struc-
tures. However, the energy barrier for interconver-
sion among different conformational families was
much lower for a-MSH than for its analog. Hence,
the similar energies for a variety of different struc-
tures could explain the «-MSH’s more flexible struc-
ture, favoring an o-helix formation in an appropriate
solvent (Fig. 8a and b).

The tendency of both peptides to form a fS-like
structure is evinced in the presence of either anionic
SDS micelles or DMPG vesicles. Although rather
small, Fig. 8c and d show a clear 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-I 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 somicated
unilamellar vesicles were used in the CD experiment.

4. Concluding remarks

It is shown here that the interaction between the
melanotropic peptides and negatively charged lipids
results in motional restriction of the lipids, to a
certain extent resembling the interaction of surface
membrane proteins. No effect was observed with
zwitterionic vesicies (DMPC). As discussed before
[10}, this might be attributed to the low concentration
of the cationic peptides on the surface of zwitterionic
bilayers.

Considering that both the native hormone o-MSH
and the more active analog 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
eiectrostatic, but apparently there is a subsequent
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
biological system, as they were obtained with a very
simple mode} 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, conseguently being
the one that most disturbs the bilayer structure.

Considering that the lipid packing has been reported
to modulate the conformation and related activity of
several membrane proteins (see, for instance,
[33,34D, 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 cultured ceils,
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 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 position for the hormone in the membrane. However,
according to the melatonin ability to cross lipid bilayers,
nitroxides placed deep in the bilayer were able to quench the
melatonin fluorescence. Melatonin membrane partition coeffi-
cients were calculated for bilayers in different packing states, and
similar and rather high values were found. The data presented
here may be quite important to the understanding of melatonin
physiological actions at the membrane level.
© 1997 Federation of European Biochemical Secieties.
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1. Introduction

Melatonin (5-methoxy-N-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 biological process via its interaction with membrane
protein receptors {for instance see [{-4]). On the other hand,
melatonin’s action as a free radical scavenger is well estab-
lished [5-7], being effective i protecting DINA, 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 agueous medium (up to 5x 1073 M) [9].

Considering the action of melatonin at the membrane level,
both its interaction with membrane protein receptors and its
role as a membrane antioxidant, it seems important to under-
stand how melatonin interacts with lipid bitayers: 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 lipid vesicles. Stearic
acids and phospholipids labeled at different positions along

*Corresponding author. Fax: (55) (11) §134334.
E-mail: mtfreund@fge.if usp.br

'Present address: Escola Politécnica, Universidade de Sdo 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, Ty, =23°C, easily allowing studies with the mem-
brane at the gel and liquid crystal phases, below and above
T, respectively. Those two phases would mimic micro-re-
gions of different packing in a biological membrane,

2. Materials and methods

2.1, Materials

Melatonin, DMPC, the spin labels 5- and 12-SASL (5- and 12-
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-glycero-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-f2-hydroxyethyllpiperazine-¥’-[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 sonicator. 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 selution.

2.3, 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 soluticn of lipids and spin labels, dried
under a stream of N, and left under vacuum for 2 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 con-
centration of melatonin, followed by vortexing.

2.4. Flyorescence sample preparation

DMPC large 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 {}2]). Lipid titration
was performed by adding small amounts of the concentrated iipid
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 mol% of spin label, prior to extrusion.

2.5. ESR spectroscopy
ESR measurements were performed in a Bruker ER 200D-SRC
spectrometer interfaced with an IBM-PC like computer for spectrum

{1014-5793/97/$17.00 © 1997 Federation of Eurepean Biocchemical Societies. All rights reserved.
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digitalization. A field moduiation amplitude of 0.08 mT and micro-
wave power of 5 mW were used. The temperature was controlled to
about 0.5°C with a Bruker B-8T 100/700 variable temperature 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 simuiations 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 vaiues 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. Slit 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-hydroxy-
1,3,6-pyrenitrisulfonate) and DMPG (1,2-dimyristeyl-sn-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 a Hewlett
Packard 8452A diode array spectrophotometer. Alternatively, a
home-made front face fluorescence celt was used, with the excitation
beam making an angle of 36° with the normal to the cell face, to avoid
specularly reflected light from reaching the emission optics {14} The
fluorescence data are also the mean vajues 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 fabels that monitor different depths of
the lipid bilayer were used. The alterations caused by melato-
nin in the ESR signal of S8, which monitors the lipid head-
group region, can be cvaluated by the decrease of the empiri-
cal parameter /., /ho (ratio between the amplitude of the lines
corresponding to My=-+1 and M;=0) calculated from the
SS1L. 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 calculated 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 1t/ 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 o/ are similar, though less intense, to those
yielded 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 5th or 12th car-
bon of the acyl chain of stearic acid (5- and 12-SASL) or
phospholipid (5- or 12-PCSL}) derivatives do not change in
the presence of up to 5¢ mol% of melatonin (relative to
DMPC). The same result was obtained with the cholesterol
analog spin label CSL. Therefore, unlike the melanotropins
{17,18] and other small peptides, melatonin does not seem to
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Fig. 1. Effect of melatonin on the ESR spectra of $SL in DMPC,
at different temperatures (mol% melatonin refative to Lipid).

significantly alter the packing of the bilayer core. The same
result was recently found with a fluorescence probe {7} That
could be cither 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 also found to penetrate lipid bilayers, withowt 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, although 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/cm?® for the water and ethanol densities, respec-
tively. Fig. 3 shows that the fluorescence emission of melato-
nin is highly sensifive to its environment, Keeping that in
mind, it is interesting to analyze the spectra of melatonin in
the presence of excess DMPC (2.5 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, yielding Ia/fuin=1.25 and
AA=3 nm, where [yin and ly. are the areas under the mel-
atonin emission spectra in the absence and the presence of
DMPC vesicles, respectively. Therefore, based on the data
in Fig. 3, melatonin in DMPC bilayers seems to be mainly
localized in a region of dielectric constant around 75, 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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3.3, Melatonin-tipid membrane partition coefficient
To further understand the binding of melatonin to DMPC
vesicles, membrane partition coeflicients, K, were calculated.
K, is defined as
/P
P oo/ Vo

where my and np,o are the number of meles of melatonin
bound to the membrane and in solution, and Vy and Vy0
are the volumes of membrane and solution, respectively. It
will be assumed that the total volume V, = V0.

The above equation can be rewritten as a function of the
bound and the free molar melatonin concentrations, {M,] and
[M:), respectively.

NLAA

PM) P

Hence, the bound peptide concentration is
K[ M Py )
(K Vm—14)

EMh} =

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
(My) and buffer (M), where its fluorescence intensity 18 finax
and D, respectively

L M (M)

= mjmax + 5 Imin

! (77

can be put together to yield an expression for the variation of
the melatonin fluorescence /, as a function of the total con-
centration of lipids, [L.].

L Kl (e )

E (K])ELLEMW/F’) + 1

Imin

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

105

presence of different DMPC concentrations, above and beiow
Tw. obtained as described in Section 2, were well fitted with
the model discussed above, yielding K|, values of 3100£ 500
and 4300+ 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 lpid bilayers [21], after the correction for the electro-
static effect (K, =3, assuming K, = K,/0.7 and K, = 1/nK; 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 Kj, 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 acyt chain
(5- and 12-PCSL). This approach has been extensively used to
localize fiuorophores in lipid bilayers. It has been found that
fluorophores which are supposed to bind near the membrane
surface have their fluorescence emission better suppressed by
nitroxides localized close to the lipid headgroups (for instance
see [21,23)). 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 be rationalized in the Hght of
the known vertical fiuctuation of acyl chain spin labels [24-
26], and the ability of melatonin to cross lipid bilayers [8].
Hence, even considering that melatonin is preferentially local-
ized at the membrane surface, as it is crossing the bilayer, the
label at the [2th 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. /i, is 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 parailel with the distribution of a particle under a
classical harmonic ficld, 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 ix|, the bi-
layer surfaces, Actually, melatonin inside the membrane could
be subjected te any potential with a minimum at the middle of
the bilayer, which 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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