Universidade de Sao Paulo

Instituto de Fisica

Danos fisicos em membranas por
processos de fotossensibilizacao

Raffaela De Rosa

Orientadora: Prof(a). Dr(a). Rosangela Itri

Tese de doutorado apresentada ao Instituto de
Fisica da Universidade de Sao Paulo, como re-
quisito parcial para a obtencao do titulo de

Doutora em Ciéncias.

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Rosangela Itri - Orientadora (IF-USP)
Prof. Dr. Pietro Ciancaglini (IF-USP)

Profa. Dra. Tayana Mazin Tsubone (IQ-UFU)
Prof. Dr. José Luiz de Souza Lopes (IF-USP)
Prof. Dr. Leandro Ramos Souza Barbosa (IF-USP)

Sao Paulo

2020



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pelo Servigco de Biblioteca e Informacgéao
do Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo

De Rosa, Raffaela

Danos fisicos em membranas por processos de
fotossensibilizagcdo. S&o Paulo, 2020.

Tese (Doutorado) — Universidade de Sao Paulo. Instituto de
Fisica. Depto. de Fisica Aplicada

Orientador: Profa. Dra. Rosangela lItri
Area de Concentracdo: Fisica da Matéria Condensada.

Unitermos: 1. Lipidio oxidado; 2. SAXS; 3. Foto-oxidacao; 4.
Dissociagdo de proteina; 5. Dominio lipidico.

USP/IF/SBI-044/2020




University of Sao Paulo

Institute of Physics

Physical damage to membranes by

photosensitization processes

Raffaela De Rosa

Supervisor: Prof. Dr. Rosangela Itri

PhD thesis submitted to the Institute of Phy-
sics of the University of Sao Paulo as a partial
requirement to obtain a Doctor of Science de-

gree.

Thesis Examination Committee:

Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.
Prof. Dr.

Rosangela Itri - Supervisor (IF-USP)
Pietro Ciancaglini (IF-USP)

Tayana Mazin Tsubone (IQ-UFU)

José Luiz de Souza Lopes (IF-USP)
Leandro Ramos Souza Barbosa (IF-USP)

Sao Paulo

2020



”0 universo nao se revela a mim no espago, impondo-me uma presen¢a Maci¢a a que SO
posso me adaptar, mas como um campo, um dominio, que vai tomando forma na medida

de minha ac¢ao.”

Pierre Furter



A manha Mae ...”

"Por ser a pessoa mais importante da minha vida”






Agradecimentos Especiais

Gostaria de expressar os meus sinceros agradecimentos:

A Prof(a). Dr(a). Rosangela Itri pela confianga, apoio e orientacio durante esses 6 anos
de doutorado. Obrigada por compartilhar comigo o seu conhecimento académico e de vida
e me guiar na realizacao do meu sonho;

A minha familia, pelo suporte a mim e a minha mae principalmente no periodo em que
me ausentei de Sorocaba. Gostaria de agradecer especialmente a Tata e meus queridos primo
Mauro e tio Carlos;

Ao Sr. Arlindo por estar sempre presente junto & minha mae ajudando diariamente a
preencher o buraco que eu deixei com a minha auséncia. Muito obrigada por nunca nos
deixar;

Aos meus professores do ensino fundamental e médio Jorge (historia), Michel (geografia)
e Ulisses (matemética) que me ajudaram a compreeender o que eu gostaria de estudar, onde
fazer e os desafios iniciais para alcangar meu (recém definido naquele momento) objetivo.
Gostaria de salientar a extrema importancia desses professores neste meu momento de vida.
Em um mundo onde o nome USP nao era sequer conhecido, eles conseguiram me guiar me
fornecendo acesso a informagoes sobre ciéncias, universidades e mais ainda acreditando que
eu seria capaz de realizar esse salto entre dois universos sociais tao distantes entre si;

Ao meu querido amigo Marcos por todo suporte durante diferentes fases da minha vida,
principalmente no meu processo de ingresso na Fisica e durante meu primeiro ano de gra-
duacao. Vocé sempre foi uma referéncia de dedicagao e inteligéncia;



A minha amiga e companheira de laboratério Juliana Yoneda por estar ao meu lado em
tantos momentos importantes que eu nem tenho palavras para descrever quao importante
vocé é para mim. Brigada Ju. Vocé ¢é incrivel;

A querida Elisa que desde o primeiro momento em que nos conhecemos nos tornamos
grandes amigas. A fluidez da nossa interagao sempre me impressionou. Obrigada também
por todo suporte no doutorado com os seus super didaticos manuais de estudo e por toda
paciéncia para me ajudar a entender. E obrigada por estar presente quando eu mais precisei;

Ao Gustavo pela parceria durante esses 6 anos, tanto em laboratério quanto na vida.
Obrigada por deixar as madrugadas de medidas mais divertidas, ouvir musicas aleatorias
comigo e por me dar suporte nos momentos dificeis;

Aos companheiros de laboratério Maressa, Tayana e Fernado pelas sabias dicussoes so-
bre fisica, quimica e biologia e por me aguentarem quando eu queria s6 conversar sobre nada;

Ao Gabriel pela amizade independente do momento. Obrigada por tentar me tirar do
meu tipico estado de isolamento e estar sempre ao meu lado. Vocé nunca me deixou. Muito
obrigada por isso;

Ao Renato Vaconscelos por ser meu amigo e estar presente em muitos momentos além
do mundo fisica;

Aos meus amigos da graduacgao que sempre me ajudaram a estudar e ainda hoje fazem
parte da minha vida;

Aos meus companheiros de CRUSP por me aguentarem por muitos anos: Rogério (Bom),
Luiz, Ligia e Arthur;

Aos funcionérios do IFUSP pela cordialidade durante esses 11 anos com especial agra-
decimento a secretaria Lia por todo o apoio. Agradeco também as tias da lanchonete pela
incrivel simpatia e feornecimento de cookies;

Aos meus companheiros da OLX (mesmo os que nao estao mais 1a) por me incentivarem
a finalizar o doutorado principalmente nos momentos em que me faltava energia;

A Dr(a). Helena Junqueira do Instituto de Quimica da USP pela amizade, apoio, ensi-
namentos de técnicas e teoria e pela imensa paciéncia em me explicar tudo em detalhes;



vil

Ao Prof. Dr. Leandro R. S. Barbosa do Instituto de Fisica da USP pelas explicacoes e
discussoes envolvendo experimentos e teoria de SAXS e DLS;

Ao Prof. Dr. Francesco Spinozzi da Universita Politecnica delle Marche, pelo forneci-
mento do software de ajuste GENFIT, bem como pelas discussoes e explica¢oes envolvendo
o programa e analises de SAXS. Obrigada também pela paciéncia;

Ao Prof. Dr. Mauricio Baptista do Instituto de Quimica da USP por me deixar utilizar
as instalacaoes e equipamentos de medidas de Fluorescéncia e Absorcao;

Aos técnicos do departamento de Fisica aplicada e departamento de Fisica Geral, pelo
suporte;






Agradecimentos

Gostaria de agradecer

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo apoio fi-
nanceiro ao meu curso doutorado e consequentemente a este projeto de pesquisa. Processo
n®:2014/02511 — 5.

"As opinioes, hipoteses e conclusoes ou recomendacgoes expressas neste material sao de res-
ponsabilidade do autor(es) e nao necessariamente refletem a visao da FAPESP”

A CAPES e CNPq pelo apoio financeiro ao grupo de pesquisa da minha orientadora,
Prof(a). Dr(a). Rosangela Itri;

Ao Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) pelo uso de suas instalagoes;

Ao Instiuto de Fisica da USP (IFUSP) pelos cursos de Bacharelado em Fisica e Doutorado
em Ciéncias.

1X



Resumo

Nesta tese de doutoramento, utilizamos a técnica de espalhamento de raios-x a baixos
angulos (SAXS) para: (i) caracterizar membranas modelo (vesiculas unilamelares gran-
des, LUVs) compostas por POPC (PC), PC:esfingomielina (PC:SM, razao molar 1:1) e
PC:SM:colesterol (PC:SM:CO, 1:1:1), (ii) estudar mudangas estruturais nestas membranas
devido a foto-oxidagao in situ na presenga de quatro fotossensibilizadores (FS): azul de meti-
leno (MB), azures A e B (AA e AB) e tionina (Ti), (iii) avaliar do ponto de vista estrutural a
influéncia dos lipidios oxidados PC-OOH (POPC hidroperoxidado) e 1-palmitoil-2-azelaoil-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PAzPC) na composi¢do da membrana lipidica e (iv) investi-
gar os mecanismos de interagao e agregagao da enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH) na superficie de membranas oxidadas e contendo dominios lipidicos. A carac-
terizacao inicial de membranas modelo mostrou que a composicao lipidica influencia nos
parametros estruturais como espessura de bicamada e perfil de densidade eletronica. Bica-
madas lipidicas compostas apenas por PC apresentaram espessura de bicamada lipidica igual
a 46(2)A. Em sistemas compostos por PC:SM (1:1) foi evidenciado aumento de 6.6A na es-
pessura da bicamada. No caso de membranas compostas por PC:SM:CO (1:1:1) a analise das
curvas de SAXS indicou uma coexisténcia de fases liquido desordenado (Ld)-liquido ordenado
(Lo), com diferencas na espessura da bicamada de 9.4A. No estudo de fotossensibilizacio de
membranas, foram analisadas curvas de SAXS de LUVs de PC, PC:SM (1:1) e PC:SM:CO
(1:1:1) foto-irradiadas por 2h na presenca dos FS MB, AA, AB e Ti. Vesiculas compostas
por PC:SM:CO apresentaram menor alteragao estrutural sugerindo que a presenca dominios
lipidicos de SM:CO protegem a bicamada lipidica dos efeitos de foto-oxidagao. Ressalta-se
aqui que CO também é alvo de foto-oxidagao. Para os sistemas PC e PC:SM, o FS Tionina
promoveu maior foto-dano na membrana resultando em oxidacao lipidica de cerca de 31%
para membranas de PC e de 17% para PC:SM. Foi observado efeito de indu¢ao a formagao
de multilamelas para todas as composicoes lipidicas com FSs mesmo antes da exposicao a
foto-irradiacao, sugerindo que o FS por si s6 promove formacao de multilamelas. De um
modo geral, os efeitos de fotossensibilizacao observados neste estudo nao foram significativos
no que se refere a danos fisicos em membranas em termos de ruptura das mesmas. Em
termos do impacto de lipidio oxidado em membranas modelo, foi observado que a adicao
controlada de PC-OOH em bicamadas de PC leva & diminuicao da espessura da bicamada
de 46.4(6)A para membranas puras de PC para 37.6(4)A quando compostas por 100% de
PC-OOH. No caso do sistema PC:PAzPC (67:33) foi obtida espessura de bicamada igual
a 42.7(9)A. Para os sistemas ternarios PC:PC-OOH:PAzPC (60:25:15) e (47:25:28) foram
observadas espessuras equivalentes aos valores obtidos para PC com 33% de lipidio oxidado
(PC-OOH ou PAzPC). A analise dos sistemas PC:PC-OOH e PC:PAzPC via modelo de gru-
pos quimicos mostrou que o grupo oxidado OOH do PC-OOH se encontra preferencialmente
na regiao polar da membrana, proximo aos grupos carbonila e fosfato. No caso do PAzPC, o
grupo C'OO™ apresentou uma distribui¢ao bimodal com localizagao nas regioes hidrofébica
e hidrofilica da membrana. Por fim, o estudo de interacdo GAPDH/PC:PC-OOH mostrou
que a GAPDH sofre agregacao ao longo do tempo de observagao independente do nivel de
oxidacao da membrana. A quantificacao da estrutura oligomérica da enzima mostrou que
na presenca de membranas contendo PC-OOH a enzima sofre dissociagao da forma inicial
de tetramero para monomeros ou dimeros, nao sendo possivel a distingao entre os dois.
Para medidas realizadas diretamente apos a mistura das solugoes (¢ = 0h) foi observada
maior dissociagdo para vesiculas com menor grau de oxidagao (PC-PC-OOH (67:33)). Em
sistemas compostos por PC:SM:CO e PC-OOH:SM:CO a GAPDH manteve a estrutura de
tetramero mesmo apos 2h de interacao indicando que a formacao de dominios lipidicos inibe
a dissociacao da enzima em monoémeros ou dimeros.

Palavras-chave: Lipidio oxidado; SAXS; Foto-oxidagao; Dissocia¢ao de proteina; Dominio
lipidico



Abstract

Small angle x-ray scattering (SAXS) technique was here applied to (i) to characterize mo-
del membrane(large unilamellar vesicles LUVs) composed of POPC (PC), PC:sphingomyelin
(PC:SM, 1:1) and PC:SM:cholesterol (PC:SM:CO, 1:1:1), (ii) study structural changes in
these membranes due to in situ photo-oxidation in the presence of four photosensitizers (FS):
methylene blue (MB), azure A and B (AA and AB) and thionine (Ti), (iii) evaluate the influ-
ence of the oxidized lipids PC-OOH (hidroperodidated POPC) and 1-palmitoyl-2-azelaoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine (PAzPC) on the composition of the lipid membrane and (iv)
investigate the interaction and aggregations mechanisms of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) enzyme on the surface of oxidized membranes and membranes con-
taining lipid domains. The initial characterization of model membranes showed that the lipid
composition affects structural parameters like membrane thickness and electron density dis-
tribution. Lipid bilayers composed only of PC had a lipid bilayer thickness equal to 46(2)A.
Compared to the PC system, membrane composed of PC:SM (1:1) showed an increase of
6.6A in the bilayer thickness. In the case of membranes composed by PC:SM:CO (1:1:1)
the analysis of the SAXS curves indicated a coexistence of Ld-Lo phases, with differences
in the bilayer thickness of 9.4A. For membrane photosensitization study, we analyzed SAXS
curves of LUVs composed of PC, PC:SM (1:1) and PC:SM:CO (1:1:1) photo-irradiated for
2h in the presence of FS MB, AA, AB and Ti. Vesicles composed by PC:SM:CO presented
lower structural alteration due to photosensitivity, suggesting that lipid domains of SM:CO
hinder membrane damage. PC and PC:SM systems, the F'S Ti promoted the greatest photo-
damage in the membrane, resulting in lipid oxidation of about 31% for PC membranes and
17% for PC:SM. It was observed an induction to formation of multilamellar structures for
all lipid compositions with F'Ss even before exposure to photo-irradiation, suggesting that
F'S by itself promotes the multilamella formation. In general, the photosensitization effects
observed in this study were not significant with regard to physical damage to membranes
in terms of rupture. In terms of the impact of oxidized lipid on model membranes, it has
been observed that the controlled addition of PC-OOH to PC bilayers leads to a decrease
in the layer thickness of 46.4(6)A for pure PC membranes to 37.6(4)A when composed of
100% PC-OOH. For PC:PAzPC (67:33) we obtained bilayer thickness of 42.7(9)A. For the
ternary mixtures of PC:PC-OOH:PAzPC (60:25:15) and (47:25:28), the bilayer thickness was
similar to that obtained for PC with 33% of oxidized lipid (PC-OOH or PAzPC). Analysis
of PC:PC-OOH and PC:PAzPC systems taking into account the scattering of the chemical
groups showed that the oxidized group OOH of the PC-OOH is placed preferably in the
polar region of the membrane, close to the carbonyl and phosphate groups. In the case of
PAzPC, the COO™ group presents a bimodal distribution with location in the hydrophobic
and hydrophilic regions of the membrane. Finally, the GAPDH/PC:PC-OOH interaction
study showed GAPDH aggregation regardless the membrane oxidation. Quantification of
the enzyme’s oligomeric structure in the presence of membranes containing PC:PC-OOH
showed dissociation from the tetrameric structure to monomers or dimers, without the pos-
sibility of distinguishing between the two structures. For measurements performed directly
after mixing the solutions (¢ = 0Oh), the greatest enzyme dissociation was observed for lower
oxidized membranes (PC-PC-OOH (67:33)). In systems composed of PC:SM:CO and PC-
OOH:SM:CO under 2h of interaction the GAPDH kept the tetrameric structure, suggesting
that lipid domains inhibit the enzyme dissociation in monomers or dimers.

Keywords: Oxidized Lipids; SAXS; Photo-oxidation; Protein dissociation; Lipid domain
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Capitulo 1

Introducao

Membranas celulares sao estruturas bioldgicas muito importantes para o desenvolvimento
e manutencao da vida. Elas funcionam como barreiras seletivas que separam o meio interno
do meio externo das células e controlam a entrada e saida de componentes, sendo imper-
medveis para a maioria dos solutos polares e permedaveis para os apolares |1} 2, 3]. Em 1972
Singer e Nicolson [4] propuseram o "modelo do mosaico fluido” (figura , no qual a mem-
brana é formada por uma bicamada lipidica com proteinas inseridas ou ancoradas em sua
superficie. O termo "fluido” vem da ideia de que as moléculas lipidicas e proteicas podem se
movimentar conferindo, assim, mobilidade ao sistema [I], 3, [5]. Os avangos teéricos e experi-
mentais no estudo de estrutura de membranas levaram a proposi¢cao do modelo denominado
"Lipid Whisker” (figura que descreve a influéncia das propriedades estruturais de lipi-
dios oxidados nos aspectos fisicos da membrana como espessura, fluidez e permeabilidade

6, 17, 18],

Dentre a grande variedade de lipidios que podem compor uma membrana biolégica, os

mais abundantes sao os fosfolipidios e os esterdis sendo que, na maioria das membranas
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celulares, a fosfatidilcolina representa mais de 50% da sua composi¢ao [9]. A estrutura
quimica de cada lipidio lhe confere caracteristicas distintas como tamanho, geometria de
empacotamento, temperatura de transicao gel-fluido, as quais influenciam nas propriedades
da membrana podendo alterar fatores como espessura da bicamada lipidica, fluidez e perme-
abilidade [1} 9], [I0]. A presenca de lipidios com diferentes caracteristicas estruturais promove
uma organizacao lateral na membrana celular podendo apresentar separagao de fase [11], [12].
No caso de separacao de fase liquido-desordenado(Ld) /liquido-ordenado(Lo) pode ocorrer a
formagao de dominios lipidicos, que podem afetar a interagao entre proteina/membrana celu-
lar influenciando no processo de transmissao de informagao entre os meios externo e interno

da célula [13], 14 [15].

Meioleziterno /Cadeias de Proteina ancora(t_;i;’gI
celular Glicolipideos 4** oligossacarideos de por
N .: glicoproteinas {
i. “ g ' . . \._i". ' ® ? i
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(hélice transmembrana unica) Esfingolipideo

Figura 1.1: Ilustragdo esquemética do "modelo do mosaico fluido” para a estrutura da
membrana plasmatica. Imagem extraida da referéncia [1]

Muitos dos lipidios que compoem as membranas biolégicas sao insaturados sendo, por-

tanto, suscetiveis a oxidagao [16], 17, 18, [19]. Esse processo pode ocorrer espontaneamente
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Figura 1.2: TIlustracao esquematica do modelo de membrana "Lipid Whisker”. Imagem
adaptada da referéncia [6]

em lipidios poli-insaturados. J& fosfolipidios monoinsaturados e colesterol necessitam de um
componente altamente oxidante para dar inicio a reagao como, por exemplo, o oxigénio sin-
glete (1O5) |10, 16]. Uma maneira de promover oxidagao lipidica ¢ através da foto-oxidagao.
Para este processo é necessario a presenga de trés elementos: molécula foto-ativa (fotossen-
sibilizador - FS), fonte de luz e oxigénio molecular |16, 20, 2I]. Em um estudo realizado
com vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) na presenga do FS porfirina [22], que possue
alto rendimento quantico (da ordem de 60%) na produgao de 'O,, Riske e colaboradores
mostraram que a resposta de membrana modelo a foto-oxidagao esta diretamente ligada as

insaturagoes presentes nos lipidios [22].

O processo de foto-oxidacao ocorre quando o FS no estado fundamental absorve energia
em um comprimento de onda especifico (normalmente excita-se a molécula no comprimento
de onda de méaxima absor¢ao) sendo entao excitado para o estado singlete. A transigao da

molécula para o estado excitado triplete leva a formacao de espécies reativas de oxigénio
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(ROS, do inglés, Reactive Oxygen Species) (figura [1.3). O FS decai do estado excitado
triplete para o fundamental através de dois tipos de reagoes: mecanismos tipo I e tipo
IT |16 I7]. O mecanismo tipo I ¢ caracterizado pela transferéncia de elétrons do FS no
estado excitado triplete para biomoléculas. Esse processo resulta na formacao de radicais
que tendem a reagir instantaneamente com o oxigénio levando a formagao de outras ROS
(radicais hidroxila, superoxidos, etc). Ja no mecanismo tipo I ocorre transferéncia de energia
do FS no estado excitado triplete para o oxigénio no estado fundamental, resultando na
formagao do oxigénio singlete (!0y). O tipo de mecanismo de reagao ¢ determinado por
fatores como as caracteristicas do FS e proximidade do FS com alvo biologico. No caso em
que hé predominantemente reagao tipo II, o oxigénio singlete tem como alvo as insaturagoes
dos lipidios, acidos nucleicos e proteinas levando a formacao de perdxidos. Entretanto,
no caso em que o FS também decai para o estado fundamental via mecanismo tipo I é
possivel que o F'S no estado excitado triplete reaja diretamente com a dupla ligagao, ou com
hidroperéxido ja formado, propagando a reacao de peroxidagao. Como produtos finais de

oxidagao podemos encontrar lipidios com cadeias alquilas truncadas [23] 24, 25]

Uma quantidade controlada de lipidio oxidado é necesséaria para sinalizacao celular, ma-
turagao e diferenciacao, como no caso de apoptose. No entanto, se em excesso, a oxidacao
lipidica pode afetar negativamente o funcionamento da célula, e também estar envolvida em
uma variedade de doengas [I8] 27]. Os avangos metodologicos na detecgao e identificacao,
em nivel molecular, de espécies oxidativas proporcionaram insights a respeito das alteragoes
lipidicas devido a estresse oxidativo bem como no seu envolvimento na sinalizagao celular
relacionados as principais doengas e processos inflamatorios |28, 29 B30, 31, 32]. Estudos
sugerem uma correlacao entre a peroxidacao lipidica e doencas neurodegenerativas como

Parkinson e Alzheimer [33] [34], B35, [36], Huntington e Esclerose [37, [38] e Diabetes tipo 2
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Figura 1.3: Tlustracao esquemética do processo de absor¢ao de um féton por um FS resul-
tando na formagao de espécies reativas de oxigénio. Mecanismo tipo I: ocorre a transferéncia
de elétrons do F'S no estado excitado triplete para biomoléculas formando radicais que rea-
gem com o oxigénio levando a formacao de ROS. Mecanismo tipo II: o FS no estado excitado
triplete transfere energia diretamente para o oxigénio molecular formando oxigénio singlete
(*O3). Tmagem extraida das referéncias [21], 26].

[39, 40]. Em paralelo, diversos estudos sugerem que os danos biofisicos causados devido
a oxidagao lipidica catalizam a formacao de fibras amildides levando & morte dos neur6-
nios [37, [41], 42, 43|, [44]. Depois do tecido adiposo, o cérebro é o sistema que possui maior
concentragao de lipidios, sendo uma grande parcela composta por fosfolipidios [41]. Um
glicerofosfolipidio tipico possui duas cadeias carbonicas podendo ter de uma & seis insatu-
ragoes [41] tornando-o alvo facil para oxidagao lipidica e consequente desenvolvimento de
doencas. Envelhecimento e carcinogénese induzida por UV e varios processos fisiologicos
também estao relacionados a formagao de espécies oxidativas [45] 29] [39]. Por outro lado,
os efeitos do estresse oxidativo vem sendo utilizados com sucesso para o tratamento de do-
engas de pele, por exemplo, através da técnica de Terapia Fotodinamica (PDT-do inglés

photodynamic therapy) via morte celular foto-induzida [16].
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Entretanto, apesar da indubitavel relevancia da necessidade de entendimento da base
molecular relacionada a diversas doencas, o exato modo de acao dos lipidios oxidados em

membranas requer estudos aprofundados.

Vérios estudos de dinamica molecular (MD) de bicamadas lipidicas modelo contendo
diferentes lipidios oxidados foram desenvolvidos durante a ultima década (descritos por Jur-
kiewicz et al. [46] e, mais recentemente, por Siani et al. [10]). Em particular, resultados de
simulagao para hidroperoxidos lipidicos mostraram aumento na area lateral da bicamada lipi-
dica acompanhada pela diminuicao da espessura para lipidios com uma insaturagao em uma
das caudas lipidicas ou uma insaturagao em cada cadeia alquilica [47), 10} 48]. A presenca de
grupos hidroperoxidos na bicamada lipidica nao promove formagao de poros independente-
mente do campo de forga aplicado. No entanto, existe uma controvérsia na literatura sobre
a localizacao do grupo hidroperoxidado na membrana prevista por MD. Alguns resultados
apontam que os grupos hidroperoxidos tendem a se localizar preferencialmente perto do re-
gido da cabega polar [47, 49, [I0]. Por outro lado foram reportados resultados bimoidais de
grupos hidroperoxidos localizados tanto na interface bicama-agua quanto na regiao hidro-
fobica [48]. Portanto, resultados de simula¢do computacional nao sdo inicos uma vez que

dependem do campo de forga aplicado e metodologia escolhida.

Do ponto de vista experimental, resultados usando vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)
como membranas modelo mostraram que o grupo hidroperéxido (ﬁgura tém impacto sig-
nificativo nas caracteristicas estruturais da membrana como, por exemplo, aumento da area
lateral [22] em bom acordo com os dados de MD, fluidez [50)], elasticidade [20] e formacao

de dominios lipidicos [511, 52].

A continuidade do processo de oxidacao que promove a formacao de lipidios de cadeias

truncadas também altera as propriedades da membrana. Pode-se observar aumento da



permeabilidade da membrana, formagao de poros [53, [54] e ruptura da membrana [55].
Khandelia e Mouritsen [56] simularam um sistema contendo o lipidio oxidado 1-palmitoil-
2-azelaoil-sn-glicero-3-fosfocololina (PAzPC) (figura que possui um grupo carboxila no
final de sua cadeia truncada. De acordo com resultados de MD, a cauda truncada do
PAzPC sofre uma inversao completa expondo seu grupo carboxila a fase aquosa, em bom
acordo com os resultados de FRET (do inglés Forster-type resonance energy transfer) obtidos
para interagao entre citocromo-c¢ e membranas modelo de PAzPC marcadas com a sonda
fluorescente [57] e perfis de densidade eletronica obtidos a partir da técnica de refletividade
de raios-X para bicamadas lipidicas contendo até 20mol% de PAzPC [58]. Curiosamente, o

PAzPC tem implicagao em aterogénese [59].

Portanto, como resultado de um processo fisiologico ou derivado da foto-oxidacgao, a
influéncia da oxidacao lipidica nas propriedades fisicas da membrana nao é totalmente com-
preendida. De fato, a complexidade dos processos estudados e as limitagoes das ferramentas
necessarias para caracterizar as modifica¢oes estruturais em membranas impostas pelo pre-
senga de lipidio oxidado dificulta nosso entendimento atual desse fenomeno. Embora as
simulagoes de MD possam descrever qualitativamente algumas propriedades da bicamada
lipidica, é de extrema importancia o uso de técnicas experimentais adequadas para acessar

a informacao estrutural das membranas de forma quantitativa.

A composicao lipidica da membrana celular apresenta um papel importante na relagao
com proteinas. A presenc¢a de microdominios lipidicos e o aumento de estresse oxidativo na
membrana influencia na relagao entre os seus componentes como interagao lipidio-lipidio e
lipidio-proteina [10, [I, @, 37]. A interac@o entre proteina/membrana pode alterar o estado
da proteina a partir de formacgao de fibras amildides e agregacao, ao mesmo tempo que

pode causar ruptura da membrana [37]. A formacao de fibras mildides e a agregagio de
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proteinas especificas tém sido correlacionadas & doencas neurodegenerativas como Parkinson,
Alzheimer, Huntington, dentre outras [41} 37, 38]. Os processos de interagao entre esses dois
sistemas estao diretamente relacionados as caracteristicas da proteina, como sequéncia de
aminoacidos, a composi¢ao lipidica da membrana e caracteristicas do meio em que estao

inseridas, como pressao e pH [37].

Nesse contexto, investigar como a composicao lipidica e também o estresse oxidativo
impacta nas propriedades da membrana biologica e, por sua vez, em processos de interagao
com proteinas ¢ de suma importancia para melhor compreender os mecanismos envolvidos

em doencas neurodegenerativas e consequente desenvolvimento de tratamentos clinicos.

0 0
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Figura 1.4:  Estrutura molecular do lipidio POPC-OOH (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina hidroperoxidado). Peso molecular 793,1g/mol (sintetizado em colaboragao

com as Dras. Yulia Moskalenko e Helena Junqueira - Laboratério de processos fotoinduzidos
IQ - USP). Ver AnexdA] Figura extraida da referéncia [16].

Figura 1.5: Estrutura molecular do lipidio PAzPC (1-palmitoil-2-azelaoil-sn-glicero-3- fos-
fatidilcolina). Peso molecular 665,83g/mol (Avanti Polar Lipids, Inc.).
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1.1 Objetivos

O objetivo desta tese de doutorado consistiu em investigar as alteragoes biofisicas cau-
sadas em membranas modelo devido a extresse oxidativo, e entender como essas alteragoes
afetam a estrutura de proteinas especificas. A caracterizacao teve como técnica principal o

espalhamento de raios-X a baixos dngulos (SAXS). Os objetivos especificos sao:

i) Caracterizar a estrutura de membranas modelos por SAXS compostas por POPC,
POPC:esfingomielina (SM) e POPC:SM:colesterol(CO), este tltimo mimetizando membrana
plasmatica. Os parametros obtidos neste estudo servirao como base comparativa para os

demais estudos apresentados nesta tese.

ii) Investigar a partir da técnica de SAXS os efeitos gerados em membranas modelo
compostas por POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO devido a fotossensibilizacao in situ. Para
este estudo foram utilizadas vesiculas grandes dispersas na presenca de quatro diferentes
fotossensibilizadores fenotiazinicos (FS): azul de metileno (MB), azure A (AA), azure B
(AB) e tionina (Ti).

iii) Investigar do ponto de vista estrutural as altera¢oes induzidas em membranas lipidicas
compostas por POPC:PCxiqado a partir da substitui¢ao (parcial ou integral) do lipidio POPC

(1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina) pelos lipidios previamente oxidados POPC-
OOH (figura e PAzPC (figura[L.5).

iv) Entender os mecanismos de interacao e agregagao de proteinas na superficie de mem-
branas devido a presenca de lipidio oxidado na membrana. Dada a relagao entre processos
oxidativos e doencas neurodegenerativas, para esse estudo foi utilizada a enzima GAPDH

(gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase).
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1.2 Estrutura da Tese

Esta introducao apresenta uma visao geral da membrana celular e como os processos de
oxidacao lipidica podem afetar as suas caracteritias biofisicas bem como uma possivel relagao
com doengas. O Capitulo 2 descreve a técnica de espalhamento de raios-X a baixos angulos
(SAXS) e os modelos tedricos aplicados as curvas de SAXS para descrigao estrutural dos
sistemas estudados. O Capitulo 3 esta centrado na caracterizacao estrutural de membranas
modelo compostas pelos lipidios POPC, SM e CO a partir do modelo de lamelas infinitas
com trés regioes de diferentes densidades eletronicas (item i dos objetivos especificos). O Ca-
pitulo 4 apresenta o estudo de fotossensibilizagao em mebranas modelo de POPC, SM e CO
devido a foto-irradiacao in situ na presenca dos corantes fenotiazinicos MB, AA, AB e Ti.
A secao de resultados deste capitulo esta separado em duas se¢Oes: na primeira discutimos
o efeito de incorporacao dos fotossensibilizadores nas membranas analisadas e no segundo
apresentamos as possiveis alteragoes geradas devido a fotossensibilizacao a partir da analise
das curvas de SAXS (item ii). No Capitulo 5 apresentamos a caracterizagdo de membranas
compostas por POPC a partir da substituigao (parcial ou integral) do lipidio POPC por dois
produtos lipidicos oxidados, o POPC-OOH e o PAzPC. Este capitulo constitui o principal
capitulo desta tese, uma vez que este trabalho resultou na publicacao de um artigo cientifico.
Os resultados deste capitulo estao apresentados em duas se¢oes: na primeira descrevemos as
caracterizagao estrutural inicial realizada a partir do modelo de lamelas infinitas com trés
regioes de diferentes densidades eletronicas, enquanto na segunda apresentamos as analises
e resultados dos mesmos sistemas via modelo de grupos quimicos que determina, como re-
sultado principal, a posi¢ao preferencial dos grupos oxidados presentes em cada lipidio (item
iii). O Capitulo 6 mostra o estudo da interacao e agregagao da enzima GAPDH na superfi-

cie de membranas modelo com diferentes composicoes lipidicas, incluindo lipidios oxidados



1.2. Estrutura da Tese 11

(item iv). Em cada item/capitulo descrevemos os materias e metodologias empregadas, bem
como as conclusoes de cada sistema estudado. Apoés, nos Apéndices A e B encontram-se
, respectivamente, o protocolo para producao do lipidio oxidado POPC-OOH e o artigo

publicado como resultado do estudo apresentado nesta tese.






Capitulo 2

Espalhamento de Railos-X a Baixos

Angulos (SAXS)

2.1 Teoria: Principios Basicos

A técnica experimental de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) é utilizada
para a caracterizacao de materiais que tenham estrutura da ordem de dezenas a centenas de
angstrons (A) [60]. Fotons de raios-X interagem com os elétrons da amostra fazendo com
que estes oscilem, originando assim o espalhamento Thompson, onde cada elétron se torna
uma fonte de onda esférica de mesma frequéncia do feixe incidente [61]. A diferenca entre o
vetor de onda do feixe espalhado ? e o vetor de onda do feixe transmitido E)), descritos na

figura representa o vetor de espalhamento 7, cujo modulo é dado por

4
q= Tﬂsene (2.1)

13
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onde A é o comprimento de onda do feixe de raios-X incidente.

L

feixe espalhado

particula espalhadora

- — 2
K= KO:T

feixe incidente
feixe transmitido

Figura 2.1: Representacao do vetor espalhamento gerado pela interacao do feixe de raios-X
com a amostra.

A cada modulo do vetor espalhamento (¢) esta relacionada uma intensidade de espalha-
mento 1(q), que representa a quantidade de fétons espalhados a um certo dngulo 6 devido a

interacao do feixe de raios-X com a amostra. A intensidade de espalhamento é descrita por

60, 62, 63]

I(g) = Kn,P(q)S(q) (2.2)

onde K ¢ uma constante relacionada ao arranjo experimental, n, representa a densidade
numérica de particulas espalhadoras, P(q) fator de forma da particula espalhadora e S(q)
funcao de interferéncia, ou funcao de correlacao, entre particulas espalhadoras. Para os
casos em que nao ha correlagao entre os centros espalhadores temos S(g) ~ 1 de modo que

podemos reescrever a intensidade de espalhamento como

I(q) = Kn,P(q) (2.3)
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2.2 SAXS no Laboratéorio Nacional de Luz Sincrotron

(LNLS)

Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos na linha de SAXS 1 do Labora-
torio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas/SP. O tempo de cada medida variou
de acordo com as caracteristicas de cada amostra a fim de obtermos uma melhor relacao
sinal /ruido. Em geral, para medidas de lipossomos foram realizadas medidas de 300 seg de
exposicao a radiacao a temperatura ambiente de 23°C'. Para proteinas, devido a possibili-
dade de degradacao da amostra, o tempo de exposicao foi reduzido para 40 seg. A medida
das proteinas foi realizada em temperatura corporal de 37°C". Observamos por SAXS que
para as composicoes lipidicas estudas a alteracao de temperatura de 23°C' para 37°C' nao
altera o perfil de espalhamento das dos lipossomos, de modo que os experimentos de sistemas
vesiculas(membranas modelo) /proteina foram realizados a 37°C'. As curvas foram corrigidas

pelo espalhamento do solvente utilizado.

A figura apresenta um esquema da linha de SAXS. Num experimento utilizando
radiagao sincrotron no LNLS, o feixe de elétrons é acelerado no anel de armazenamento em
forma de poligono utilizando eletro-imas e ondas de radio frequéncia. As secgoes retas do
anel sao conectadas através de imas que atuam de modo a alterar a direcao da velocidade
do feixe ocorrendo assim perda de energia em forma de radiagao eletromagnética. O feixe
emitido passa por um monocromador do feixe de raios-X (A=1,548 A) e um sistema de
colimacao, seguindo para o porta amostra acoplado a um banho térmico. No porta amostra
o feixe de raios-X interage com os elétrons da amostra e é espalhado de forma elastica sendo

recebido no detector (figura [2.2)).
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A distancia entre a amostra e o detector utilizados nos experimentos de SAXS apre-
sentados neste trabalho foi de 90,20 cm, resultando em um intervalo de espalhamento de

0,012 < ¢ < 0,453 A"

Fele de eletrons

Detectar
WA IT IR ITTITIIIFITFIFTITFA
Monocromador ¥l 7
o W B 7
o L L] i
FA TSI STTITL T TITS LTS
l Feie de R Sisterra de
Colimag&o Forta amosira l
Oetapalo magn éico
Carnirho de Vacuo
S 4
T Beam stopper

Sisterma em vacuo

Figura 2.2: Esquematizagao da linha de SAXS do LNLS. Figura extraida da referéncia [64]

A dimensao méaxima medida pela técnica de SAXS pode ser descrita pela equagao

[601]:

T
Dmém = (24)
Qmin
Ou seja, a dimensao maxima observada com esse arranjo experimental foi
Dy = —— — "~ 92624 (2.5)
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2.3 Modelos para analise das curvas de SAXS

2.3.1 Modelo para analise de N > 1 lamelas infinitas

Como o diametro das vesiculas (minimo de 500A obtidos pelo método de extrusio - ver
¢ muito grande em comparagao com a dimensao maxima que pode ser observada
pela técnica de SAXS (da ordem de 262A), na analise dos dados de SAXS dos lipossomos
consideramos o modelo de membrana infinita para calculo de P(q) (eq. . As curvas expe-
rimentais foram ajustadas pelo software GENFIT utilizando o modelo Infinit multilamella
with smoothed scattering length density profile and MCT theory (modelo 35) [65]. Neste
modelo cada multilamela é formada por M = 1 bicamadas infinitas. O fator de estrutura
S(q) (eq. de um empilhamento de multilamelas paralelas é descrito pela teoria de Caillé
(MCT do inglés modified Caillé theory), a qual apresenta trés parametros variaveis: nimero
de multilamelas, N; a distancia de repeticao entre as bicamadas, ¢; e o parametro de Caillé

Neaitle (€9 para quantificar as flutuagoes da bicamada [65], [66].

N-1
S(q) =N+2 Z(N —n) COS(q'I’LC)6_0’0435nq262n0aille (2.6)

n=1

kT

aille = 2.7
eaitle =52 /KB 27)

onde kp ¢ a constante de Boltzmann (kg = 1.38.107'%erg K1), T representa a tempera-
tura em Kelvin, B é o modulo de compressibilidade do solvente entre as lamelas (B =
15.10"2ergem ™ para ¢ entre 61A e 65A [67]) e K¢ é o modulo de curvatura de uma tnica

bicamada lipidica (bending modulus), ou seja, independe de interagoes entre bicamadas. Este
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parametro esta relacionado com a flutuagdo da membrana [66], 68].

No caso de vesiculas grandes (area superficial muito maior que a espessura da bicamada),

o fator de forma P(q) apresentado na equagao pode ser reescrito como [69]:

Plq) = 22;“3@ (2.8)

onde A é a area superficial da membrana, ¢ é o modulo vetor espalhamento e P;(q) representa
o fator de forma da segdo transversal (perpendicular ao plano da bicamada) dado pela
equacao 2.9, Para as anélises, foi considerado o espalhamento da bicamada lipidica composta
por 3 regides de densidades eletronicas diferentes em relagao a solugdo. Sao elas (figura
2.3): cabega polar hidrofilica, regiao hidrofobica das cadeias de hidrocarbonetos C'Hs e o
grupo metil terminal C'H3. A densidade eletronica do solvente foi mantida constante. Os

parametros de ajuste a serem determinados estao descritos abaixo:

2
Pilq) = {Q{Am sen (qRem) + Apom{senla(Bem, + Rem)] — sen(qRem) 1+
5 (2.9)
Appor{senlq( By + R, + Re)] — senlq(Rem, + RCH3>]}}}

onde Apcep, = pors — Psot (Psor = 0.33 e/AB’ para solugoes em agua), Apcy, = poH, — Psol €

A,Opol = Ppol — Psol
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m R ( (A), Ppol (e A3)
== Rcuz (A), oo (€ A7)
== Rz (A), Pora (e A3)

Figura 2.3: Modelo de membrana com trés regides de diferentes densidades eletronicas.

Parametros de ajuste:

Ry - espessura da cabega polar

Recp, - espessura das caudas parafinicas
Rcp, - espessura da regiao do grupo C'Hj
Ppol - densidade eletronica da cabega polar
pcn, - densidade eletronica dos grupos C Hy

pcu, - densidade eletrénica do grupo metil CHy

O perfil de densidade eletronica ao longo do eixo z, eixo normal a superficie da bica-
mada lipidica, é descrito pela fun¢ao erro(z) com transi¢oes suaves entre os quatro niveis

(correspondente ao solvente, cabega polar, cadeias de hidrocarbonetos C'Hs e o grupo metil
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terminal C'Hj3) conforme apresentado no artigo de Spinozzi e colaboradores |70, [71]:

- e s (2) o (2]
+ [ppot — pe,] ¥ [erf <Z ;§Z2> — erf (L\@Z?ﬂ + (2.10)
- o () - ()]

onde: Z; = Rpol + Rew, + Row,

Zy = Reom, + Rew,
Z3 = Rem,

2.3.2 Modelo de grupos

Para o estudo da posicao de grupos quimicos em membranas modelo, foi utilizado o mo-
delo Infinite Bilayer With SLD Based on Volume Probability Distributions and MCT Theory

(modelo 71) [72] do software GENFIT desenvolvido pelo professor Francesco Spinozzi [65].

O conceito bésico deste modelo consiste em descrever a distribui¢ao da fragcao de volume
de cada grupo quimico presente em uma molécula a partir de fungoes analiticas elementares
como Gaussianas e funcoes erro. Neste cenario, a distribuicao da fracao de volume para a
agua ¢ obtida como complemento da unidade em relagao a fragao de volume total do lipidio.
Com a finalidade de se obter o perfil de densidade eletrénica para sistemas mais complexos,
neste modelo foi considerado que a distribuigao de volume de cada grupo quimico ao longo
do eixo z é dada pela combinagao de duas fungdes erro (equagao ao invés de um tnico

pico gaussiano.
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1 z— 2z +w; Z— 2z — W
EQ(Z,ZZ',U}i,O'i) = 5 |:€I‘f <T20'Z) — erf <T20'Z>:| (211)

onde z; representa a posicao do pico do grupo quimico ¢, 2w; ¢ a largura do pico e g; ¢ o
desvio padrao da funcao erro. Para dois picos simetricamente opostos +z; a equagao [2.11
pode ser reescrita como [2.12}

Eos(z, zi,wi,00) = Eo(z, 2, wi,00) + Ea(2, —2;, w5, 04) (2.12)

A distribuigao da fracao de volume para cada grupo quimico i é entdo dada por 2.13}

n;v; Ezs(Z, Ziy Wy, Uz’)

pi(z) = A

2.13
o (2.13)
onde v; é o volume molecular do grupo i, n; é a quantidade de grupos i no lipidio e A =
Viyd/Dhya € a area por molécula com Viyq = Zfi‘{d n,; € Dyyq representando o volume total

e a espessura da regiao hidrofobica, respectivamente. Para agua, temos [2.14}

N-1

on(z) = 1=pma(2) = Y ¢il2) (2.14)

i=Npya+1

cuja soma percorre os grupos apolares. Por fim, o perfil de densidade eletrénica da bicamada

lipidica é descrito por [2.15}
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p(z) = Z @i(2)bi/vi (2.15)

onde b; é o fator de espalhamento do grupo que, no caso da técnica SAXS, corresponde ao

ntimero de elétrons multiplicado pelo raio do elétron (r, = 0.28 10712 cm).

2.3.3 Modelo para analise de Proteinas

Para as anélises de curvas de SAXS de proteinas, foi utilizado o modelo All-atoms form
factor of a PDB structure with solvation shell of dummy atoms and multipole expansion
average (modelo 15) do software GENFIT [65]. Neste modelo a contribuigao de cada dtomo
presente no arquivo PDB (do inglés Protein Data Bank) é levado em consideracao através
do seu fator de estrutura atémica. A contribuicao do solvente deslocado é calculada consi-
derando esferas gaussianas ficticias centradas nas posi¢goes atomicas do PDB. As moléculas
de solvente em contato com a macromolécula também sao descritas por esféras gaussia-
nas ficticias onde a quantidade e coordenadas geométricas sao determinadas considerando a

macromolécula em um conjunto tetraédrico de esferas ficticias [73].
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Membranas biologicas possuem o importante papel de controlar a entrada e saida de com-
ponentes da célula [II, 2, B]. Os lipidios que compde a membrana apresentam caracteristicas
distintas como tamanho, geometria de empacotamento, temperatura de transicao gel-fluido,
que podem influenciar tanto suas propriedades estruturais como espessura da bicamada li-
pidica, fluidez e permeabilidade [1} [9] [10] quanto sua interagao com outos biomaterias como
proteinas, por exemplo [I], 13, [14], [T5]. Neste caminho, o estudo apresentado neste capitulo
teve como foco a caracterizagao estrutural de membranas modelo com diferentes composicoes
lipidicas.

No caso do sistema ternario POPC:SM:CO (1:1:1), utilizado como mimético de mem-
brana plasmaética, pode ocorrer a formacao de dominios lipidicos (Ld-Lo). Em 2007 Frazier
e colaboradores [74] publicaram um estudo sobre a formacao de dominios lipidicos (Ld-Lo)
em vesiculas compostas por POPC:SM:CO (30:35:35). O estudo foi realizado usando a téc-
nica experimental FRET (do Inglés Foster Resonance Energy Transfer) e simulagoes de
Monte Carlo. Eles observaram que ha uma interagao repulsiva entre os lipidios POPC/CO
e POPC/SM, em contrapartida a interagao é atrativa entre SM/CO [74]. Também utili-
zando FRET, Pathak e colaboradores [75] observaram nanodominios lipidicos com raio de

80 — 100A em sistemas compostos por POPC:SM:CO (1:1:1), & temperatura de 23°C.

3.1 Objetivo especifico

O objetivo deste capitulo consistiu na caracterizagao estrutural, via técnica de SAXS,
de membranas modelo compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e POPC:SM:CO (1:1:1),
este ultimo mimetizando membrana plasmaéatica. Os parametros estruturais obtidos como

resultado deste capitulo serao utilizados como base para os demais estudos apresentados
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nesta tese.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Materiais

Cloroférmio (CHCl3 P.M. 119, 38 - adquirido da empresa Synth) utilizado para a diluigdo

dos lipidios POPC, SM e CO (estruturas quimicas apresentadas abaixo);

Agua Milli-Q (Milli-Q plus ultra pure Type 1 water system - Milipore; resistividade

18,2MQ.cm - pH 5) utilizada para hidratagao dos filmes lipidicos.

3.2.1.1 Lipidios

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC)

peso molecular 760, 10g/mol (Avanti Polar Lipids, Inc.).

o

0]

Il
/\/\/\/\/\/\/\)\ —P~ -
/\/\N\:/\/\WO H o l h

o]

Figura 3.1: Estrutura molecular do lipidio 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(POPC ou PC)

Esfingomielina (Cérebro de porco) (SM)

peso molecular 731,09g/mol (Avanti Polar Lipids, Inc.).
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Figura 3.2: Estrutura molecular do lipidio Esfingomielina (SM)

Colesterol (La de ovelha) (> 98%) (CO)

peso molecular 386, 66g/mol (Avanti Polar Lipids, Inc.).

HO

Figura 3.3: Estrutura molecular do lipidio Colesterol (CO)

3.2.2 Preparagao de Vesiculas Unilamelamelares Grandes (LUVs)

Para a preparacao das vesiculas, os lipidios POPC (figura , SM (figura 3.2) e CO
(figura foram primeiramente diluidos em cloroférmio (CHCl3). Em seguida a solugao
foi submetida a um fluxo de nitrogénio (N3 - 99.999% de pureza) o que levou & secagem
do cloroférmio e consequente formacgao de um filme lipidico na parede do tubo de ensaio.
Para garantir a completa evaporacao do cloroférmio, os tubos de ensaio foram mantidos no
dessecador por duas horas. Apds a hidratacao do filme, com tampao ou agua, a solugao foi
agitada em vortex até se obter uma solu¢ao homogénea. Para os casos em que a temperatura

de transigao gel-fluido do sistema é maior do que a temperatura ambiente (membranas
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modelo de POPC e POPC:CO contendo SM possue transi¢ao gel-fluido em torno de 35°C
e 38°C, respectivamente |76, (13|, [77]), as solugdes foram aquecidas em banho térmico acima

da temperatura de transicao.

3.2.2.1 Processo de Extrusao de Vesiculas

O processo de extrusao consiste em passar a solucao contendo vesiculas recém-formadas
por um filtro de policarbonato (Nuclepore) de tamanho definido, fazendo com que as mesmas
se restruturem em tamanho. Para a obtencao de vesiculas unilamelares esse procedimento
deve ser repetido diversas vezes, sendo que o numero de ciclos e diametro do filtro varia
de acordo com a composigao lipidica da solugao (figura . Para que essa reestruturacgao
aconteca, durante a extrusao a solucao deve ser mantida acima da temperatura de tran-
sicao de fase gel-fluido do sistema. As amostras analisadas no decorrer desta tese foram
extrusadas com o equipamento da Avanti Polar Lipids utilizando filtros de 400nm, 100nm e
50nm de didmetro, de acordo com a composicao lipidica. O tamanho do filtro e quantidade

de extrusao considerados para os sistemas estudados neste capitulo estao apresentados na

tabela 3.1
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Figura 3.4: Ilustracao do processo de formacao de vesiculas. Adaptado de
www.avantilipids.com

Consideracao inicial: Em todos os experimentos citados neste trabalho nao foi consi-
derada a perda de concentracao de lipidios que pode ocorrer apds o processo de extrusao.
Portanto, os valores mencionados estao relacionados a concentragao de lipidios inicial na
preparacao do filme lipidico. Tal consideracao pode ser feita sem perda de generalidade
pois, em nossos estudos, a variacao na concentragao final de vesiculas em solugao nao afeta

a estrutura da membrana modelo que sera caracterizada.

A figura [3.5] apresenta um exemplo de curvas de SAXS caracteristicas de estruturas
unilamelares (curva vermelha), estruturas multilamelares (curva verde) e coexisténcia entre

ambas as estruturas (curva azul). Pode-se observar na curva representativa de perfil multila-
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melar (curva verde) o aparecimento de picos de Bragg indicativo do padrao de repetigao das
bicamadas lipidicas. A posicao de cada pico é descrita pela Lei de Bragg nA=2Dsen#, onde
D representa a distancia de repeticao entre as bicamadas e n representa a ordem de difragao.
Por outro lado, como vesiculas unilamelares nao possuem padrao de repeticao os picos nao
sao observados (curva vermelha). Ja sistemas compostos por vesiculas unilamelares e multi-
lamelares irao apresentar curvas de SAXS resultantes da composicao dos espalhamentos de
ambas estruturas (uni e multilamelar). Por isso, a curva azul apresenta uma tendéncia ao
aparecimento de um pico de Bragg em ¢ ~ 0,08 A1, indicado pela seta. . A definicio de
picos de Bragg em sistemas mistos é determida pela quantidade de estruturas multilamelares

presentes na amostra [78§].
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Figura 3.5: Perfil de espalhamento de curvas de SAXS caracteristico para estruturas uni-
lamelares (curva vermelha), estruturas multilamelares (curva verde) e coexisténcia entre

estruturas uni e multilamelares (curva azul). Neste exemplo, a amostra consistiu de mem-
branas modelo de POPC [10mM].

3.2.3 SAXS

A caracterizagao de vesiculas grandes compostas por POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO
foi realizada a partir da técnica de SAXS com o intuito de se obter os parametros estruturais
dessas membranas modelo que serao consideradas base para os estudos seguintes de interagao

com outros biomateriais (porteina e corantes fenotiazinicos).

As vesiculas grandes foram preparadas segundo o protocolo descrito na se¢ao[3.2.2] A ta-

bela apresenta as informagoes sobre composicao lipidica, concentracao inicial de lipidios,
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quantidade de extrusoes e tamanhos de poro utilizados para a obtencao de unilamelas e a
temperatura em que a solucao foi mantida durante o processo de hidratacao do filme lipidico.
Bicamadas lipidicas compostas unicamente por POPC possuem temperatura de transi¢cao
em —2,5°C [79,80], permitindo assim temperaturas de extrusao mais baixas, diferentemente
dos outros dois sistemas POPC:SM e POPC:SM:CO que necessitam de mais energia para
que haja uma mudanca de estado. Em vesiculas compostas por POPC:SM a transigao de
fase ocorre em 35°C' [76, 13]. Para a composi¢ao ternaria POPC:SM:CO (1:1:1), estudos
realizados por Pokorny et al evidenciaram maior porcentagem de fase liquido-desordenada
(Lq) para temperaturas abaixo de 22°C' ou acima de 38°C' [77]. Essa caracteristica de maior
rigidez dos sistemas compostos por POPC:SM e POPC:SM:CO, se comparado ao sistema
puro POPC, também influenciou no total de extrusoes necessérias para se obter uma maior

quantidade de vesiculas unilamelares na solucao.

As analises das curvas de SAXS dos sistemas apresentados neste capitulo foram realizadas
utilizando o modelo de multilamelas infinitas descrito na se¢ao [2.3.1] No caso de unilamela,

o parametro referente ao nimero de multilamelas é dado por N = 1.

Tabela 3.1: Informacoes sobre as amostras medidas por SAXS para o estudo de "Caracteri-
zagao de biomembranas compostas por POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO”.
Medidas de SAXS

Composigao Concentragdo n° de extrusdo das vesiculas filtro (nm) T (°C)
POPC 10mM 31 100 30
19 400
POPC:SM (1:1) 10mM 31 100 45
POPC:SM:CO (1:1:1) 10mM 19 400 45

31 100
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3.3 Resultados e Discussoes

O estudo de caracterizagao de membranas modelo teve inicio com sistemas compostos
por POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO, este tltimo mimetizando membrana plasmética [I].
As curvas de SAXS apresentadas na figura[3.6] mostram os diferentes perfis de espalhamento
a medida que alteramos a composicao lipidica da membrana modelo. Podem ser observadas
alteracoes no perfil de espalhamento das curvas de SAXS a medida que incluimos os lipidios
esfingomielina (SM) e colesterol (CO) na composi¢ao das vesiculas. Em particular, a curva
experimental referente & composi¢ao lipidica POPC:SM indica presenga de multilamelas (ver
figura curva verde - regiao indicada pela seta), similar ao exemplo descrito na figura
(curva azul) onde ha coexisténcia entre estruturas uni e multilamelares. Para os demais
sistemas, POPC e POPC:SM:CO, as curvas de SAXS indicaram presenca predominante de
estruturas unilamelares. Mesmo apds o processo de extrusao, pode ocorrer a presenca de
multilamelas devido a reorganizacao das vesiculas ou mesmo a vesiculas multilamelares com
didmetro menor do que o tamanho do poro utilizado para a extrusao. As defini¢oes dos
tipos de estruturas presentes em cada sistema sao apresentados a seguir a partir da analise

das curvas de SAXS via o modelo de lamelas infinitas (ver se¢ao [2.3.1)).

A figura apresenta o melhor ajuste obtido para as vesiculas compostas por POPC e
POPC:SM (1:1) e a tabela apresenta os respectivos parametros de ajuste. Para o sistema
composto apenas por POPC consideramos apenas a presenga de LUVs (N = 1). No caso do
sistema binario POPC:SM a suposicao foi de que os lipidios POPC e SM estao distribuidos
homogeneamente pela vesicula, de modo que consideramos apenas um modelo de lamela
infinita para o calculo do fator de forma P(q). Para este sistema foi evidenciada presenga

de multilamela de modo que N > 1 foi determinado a partir do ajuste (tabela .
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Figura 3.6: Curvas de SAXS de LUVs compostas por POPC (curva vermelha), POPC:SM
(curva verde) e POPC:SM:CO (curva azul) com concentracao final de 10mM de lipidio
medidos a 23°C.

Conforme pode-se observar, lipossomos de POPC foram caracterizados como LUVs,
apresentando espessura de bicamada lipidica de 46.4(6)A, em bom acordo com resulta-
dos descritos na literatura [69]. Por outro lado, vesiculas de POPC:SM (1:1) apresen-
taram perfil caracteristico de coexisténcia de estrutura uni e multilamelares (ver figura
3.6). Neste caso, o ajuste aos dados experimentais foi feito considerando que I(q) =
TP(Q)uni + (1 — 2)P(@)murS(q). Os parametros de espessura (R) e densidade (p) sdo os
mesmos para P(q)uni € P(q)muy- Ja os pardmetros relativos ao fator de estrutura S(q) (N,
¢ € Ncaite) foram determinados apenas para os sistemas multilamelares uma vez que para

unilamelas S(q) = 1. Os parametros resultantes do ajuste estao apresentados na tabela .
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A partir da andlise para os sistema compostos por POPC:SM (1:1), foi possivel verifi-
car que cerca de 20% das vesiculas possuem estruturas multilamerares, com distancia de
repeticdo entre as bicamadas lipidicas de 77(1)A  (tabela . A inclusao do lipidio SM
na composicao da vesicula causa um maior efeito na espessura média da regiao hidrofébica
que, resulta em um aumento de 2.8A em Rep, se comparado a vesicula composta apenas
por POPC. Este resultado era esperado uma vez que a esfingomielina (figura apresenta
maior quantidade de carbonos na cauda hidrofébica se comparada ao POPC (figura .
Com relagao & espessura total da bicamada lipidica, vesiculas compostas por POPC:SM
apresentaram valor igual a 53(1)A, ou seja, 7A maior que a espessura obtida para vesiculas
compostas apenas por POPC (espessura de 46.4(6)A). O aumento na espessura da bicamada
lipidica devido a inclusao do lipidio SM era esperado pois sua estrutura quimica apresenta
duas caudas saturadas (figura de modo que, a temperatura ambiente, a SM deve ten-
der ao empacotamento com estiramento das caudas de hidrocarboneto ("fase gel") [81]. O
parametro de Caillé obtido para esse sistema (9cqine = 0.13) indica a flutuacao das bicama-
das que apresentam estrutura multilamelar, sendo que valores menores desse parametro (da

ordem de 107%) indicam estruturas altamente correlacionadas [82} [83).
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Figura 3.7: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por a) POPC, b) POPC:SM
(1:1) com concentragao inicial de 10mM (+) medidos a 23°C' e melhor ajuste aos dados
experimentais considerando o modelo de unilamela no caso de POPC e mistura de unilamela
e multilamela no caso de POPC:SM (1:1).
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Tabela 3.2: Parametros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados na figura[3.7;
Ry, Ren, € Ron, representam, respectivamente, a espessura da regiao polar da membrana
modelo, meio hidrofébico contendo C'Hy e C'Hs, enquanto ppo, pcm, € pom, representam as
densidades eletronicas correspondentes. O paradmetro "N” indica a quantidade de bicama-
das lipidicas em uma vesicula multilamelar, “c” representa a distancia entre os centros de
duas bicamadas, “espessura” representa a espessura total da bicamada lipidica e Nogine € 0
parametro de Caillé.

Parametros de Ajuste
POPC POPC:SM (1:1)

unilamela(%) 100 81(5)
Ry (A) 9.3(6) 9.4(9)
Rem, (A)  10.9(4) 13.7(5)
Rem, (A) 3.0(3) 3.4(2)

ppor (€/A3)  0.417(4) 0.408(8)

pom, (e/A%)  0.297(3) 0.317(2)
pen, (e/A3)  0.198(7) 0.200(6)
espessura (A)  46.4(6) 53(1)
N - 2(1)
c (A) - 77(1)
Ncaille - 013(3)

Em LUVS de POPC:SM:CO pode ocorrer formacao de dominios lipidicos Ld-Lo depen-
dendo da razao molar entre os componentes |74}, 84 [75 12]. No caso das curvas de SAXS
para o sistema composto por POPC:SM:CO (1:1:1), conseguimos melhor ajuste quando
utilizamos dois modelos de membrana para representar o espalhamento total da bicamada
lipidica: um modelo para a membrana de POPC e outro para membrana composta por SM
e CO (figura . A utilizagdo de dois modelos de membrana para o ajuste significa que
foram considerados dois fatores de forma ponderados (um para POPC apenas e outro para
uma mistura homogénea de SM e CO), tal que I(q) = 2P(q)popc + (1 —x)P(q) smco, sendo
P(q)popc igual aos valores apresentados na tabela e P(q)smco desconhecido. A figura

3.8 apresenta os melhores ajustes obtidos considerando apenas uma unilamela homogénea
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de POPC:SM:CO e unilamela nao homogénea composta por dominios de POPC e dominios
de SM:CO. Conforme podemos observar, o tultimo modelo é mais efetivo em representar
o primeiro minimo de I(gq) em ¢ ~ 0,04 A1 A partir dos parametros de ajuste obtidos
em ambas analises, descritos na tabela [3.3] pode-se notar que os resultados obtidos quando
consideramos apenas um fator de forma P(q)pcsyco sdo similares aos observavdos para o
dominio composto por SMCO (P(q)smco). A melhora na qualidade do ajuste evidénciada
em ¢ ~ 0,04 é devido & P(q)popc. A continuacdo da discussdo sera feita com base nos

resultados obtidos a partir da utilizagao de dois modelos de ajuste.

A membrana composta por SM:CO possui espessura da bicamada lipidica igual a 55.8(1)A,
ou seja 9.4A maior do que a espessura de bicamada obtida para a membrana composta por
POPC (46.4(6)A). Resultado semelhante foi obtido por Rinia e colaboradores [85] através
da técnica de microscopia de forga atomica (AFM do Inglés Atomic Force Microscope) em
sistemas compostos por DOPC:SM (1:1) com 25 mol% de colesterol, os quais observaram
um aumento de 8.0A na espessura da bicamada lipidica dos dominios lipidicos de SM:CO

em relagao a bicamada de DOPC.
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Figura 3.8: Curva de SAXS de LUVs compostas por POPC:SM:CO (1:1:1) com concentra-
¢ao inicial de 10mM (+) medidos a 23°C' e ajuste aos dados experimentais. a) Comparacao
entre dois ajustes considerando o modelo de unilamela. O ajuste representado pela linha
azul indica o caso em que foi considerada uma vesicula homogénea representada por apenas
um fator de forma 1(q) = P(q)pcsmco € a linha verde representa dois fatores de forma
I(q) = 2P(q)porc + (1 — ) P(q)smco- b) Melhor ajuste obtido a partir da consideragao de
2 fatores de forma (P(q)poprc € P(q)smco)-
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Tabela 3.3: Parametros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados na figura
: R0, Rem, € Ron, representam, respectivamente, a espessura da regiao polar, meio
hidrofébico contendo C'H, e C'Hs, enquanto pne, pcu, € pcr, as densidades eletronicas
correspondentes. O parametro ratio” indica a porcentagem de cada um dos fatores de forma
(membranas de ajuste) no sistema e “espessura” representa a espessura total da bicamada
lipidica.

Parametros de Ajuste - POPC:SM:CO (1:1:1)

2 modelos 1 modelo
POPC  SMCO PCSMCO
unilamela(%) 100 100
ratio(%) 37(4)  63(4) -
B (A)  93(6) 1022) | 105(4)
Ren, (A) 10 9(4) 14 2(2) 13.5(2)
Rem, () 3.0(3)  35(2) 2.9(3)
prot (e/A3)  0417(4) 0437(6) | 0.416(3)
pom, (e/A3)  0.297(3) 0.313(5) | 0.308(5)
pom, (e/A%)  0.198(7) 0.172(9) 0.187(6)
espessura (A)  46.4(6)  55.8(1) 54.4(9)

Tendo como base os parametros apresentados nas tabelas e [3.3] foi obtido para cada
uma das membranas modleo estudadas, o perfil de densidade eletronica ao longo do eixo
z, normal & superficie da bicamada lipidica, segundo a equacao (ver segao . O
resultado apresentado na figura mostra as diferencas no perfil de densidade de acordo
com a variagao da composicao lipidica. Para a vesicula composta por POPC:SM:CO, como
foi mencionado anteriormente, é preciso considerar a existéncia de duas membranas, POPC

e SMCO.

Analisando os perfis de densidade eletronica, pode-se observar que o sistema composto
por POPC:SM (curva verde) apresentou aumento na espessura da cadeia hidrocarbonica
C'H,, se comparados as vesiculas compostas apenas por POPC (curva vermelha). Resultado

semelhante foi observado para a membrana de SM:CO, referente aos dominios lipidicos nas
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vesiculas compostas por POPC:SM:CO. O aumento de espessura na regiao hidrofébica em
relagdo & membrana de POPC para ambos os casos (POPC:SM e SM:CO) foi da ordem de
3A (ver tabelas e . Esse resultado ¢ um indicativo de que o estiramento das caudas
C' H,, nos dois casos observados, foi prioritariamente determinada pela presenca do lipidio
SM na composicao da vesicula. Para o dominio lipidico SM:CO foi evidenciado aumento de
densidade eletronica na regiao da cabeca polar, o qual pode ser explicado pela presenca do

grupo hidroxila (OH), do colesterol, na regiao polar [86].
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Figura 3.9:  Perfil de densidade eletronica ao longo do eixo z, normal a superficie da
bicamada lipidica, para vesiculas compostas por: POPC (curva vermelha), POPC:SM (curva
verde) e POPC:SM:CO (curvas vermelha e azul). A posicio OA esté localizada no centro
da bicamada.



3.4. Conclusao 41

3.4 Conclusao

O estudo de vesiculas grandes compostas por POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO mostrou
que a composicao lipidica influencia nas caracteristicas estruturais de membranas modelo
tais como espessura e distribuicao de densidade eletronica. Ajustes de curvas de SAXS de
LUVs compostas por POPC apresentaram espessura de bicamada lipidica igual a 46(2)A, em
bom acordo com os resultados descritos na literatura [69] [72]. Por outro lado, com relacao
aos sistemas compostos por POPC:SM foi evidenciado aumento de 6.6A na espessura da
bicamada se comparado ao obtido para vesiculas de POPC. Por fim, em nosso estudo de mi-
méticos de membrana plasmética compostos por POPC:SM:CO, a necessidade da utilizagao
de dois modelos de membrana para o célculo do fator de forma P(q) reflete a existéncia da

formagao de dominios lipidicos Ld-Lo nanométricos compostos por esfingomielina e colesterol

74, 175, 184].
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Com relacao ao estudo de oxidagao in situ, experimentos realizados anteriormente pelo
grupo de pesquisa da prof* Rosangela Itri apresentaram resultados interessantes em vesicu-
las dispersas em solugao contendo o FS azul de metileno (MB) cujo rendimento quéntico de
producao de oxigénio singlete é de 50%. Os experimentos foram realizados com GUVs de
POPC e DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) na presenga de diferentes concen-
tracoes de MB. As imagens obtidas por microscopia 6ptica de contraste de fase mostraram
que durante a foto-irradiagao as vesiculas sofreram alteracoes morfolégicas, podendo ser re-
sumidas em 4 etapas (figura[4.1): 1*) inicialmente vesiculas de forma esférica eram estaveis;
2*) comegam a flutuar sofrendo alteragao na forma; a magnitude da flutuagao era depen-
dente da concentracao de MB e indicam aumento de area superficial da membrana modelo;
3%) as vesiculas retornavam a forma esférica inicial e recuperavam a estabilidade, seguido por
um inicio de perda de contraste; 4*) lentamente a vesicula perdia totalmente o contraste.
Tal variacao de contraste 6tico indica troca de fluidos entre os meios interno e externo a
vesicula, sugerindo formagao de defeitos e/ou poros na bicamada lipidica [19]. Em paralelo,
através da técnica de aspiragao por micropipeta, foi quantificado o aumento de area em
vesiculas compostas por POPC e DOPC utilizando o FS Clorina ancorado na membrana
modelo (este FS, denominado Clorina-12, foi sintetizado pelo grupo na qual uma clorina
foi ligada a 2 caudas de 12 Carbonos e apresenta um rendimento quantico de producao de
oxigénio singlete de 70%) [20]. Os resultados mostraram um aumento de area de 15.6% para
a vesicula de POPC e 19.1% para DOPC. Vesiculas compostas pelo lipidio saturado DMPC
nao apesentaram alteracao. Neste mesmo trabalho os autores quantificaram o modulo de
estiramento elastico em 50mN.m~1 para vesiculas compostas por 100% de hidroperoxido
lipidico de POPC (POPC-OOH), cujo valor resultou ser igual ao obtido para as vesiculas de
POPC hidroperoxidadas in situ com 2% mol de Clorina-12, indicando que nessas condicoes

houve total conversao dos lipidios POPC em hidroperoxidos POPC-OOH [20].
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Com base nos estudos previamente desenvolvidos com GUVs e microscopia 6tica, uma
parte deste projeto de doutoramento é dedicada ao estudo da foto-oxidagao in situ de siste-

mas miméticos de membrana celular, usando a técnica de SAXS.

Figura 4.1: Imagem de microscopia 6ptica de contraste de fase apresentando as alteracoes
morfologicas tipicas de GUVs compostas por POPC ou DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-
fosfatidilcolina) dispersas em azul de metileno [40puM]| durante a foto-irradiagao (665nm).
Imagem extraida da referéncia [19].

4.1 Objetivo especifico

O estudo descrito neste capitulo teve como objetivo avaliar os possiveis danos estruturais
causados em membranas modelo devido ao processo de foto-oxidagao. As anéalises foram rea-
lizadas em membranas modelo compostas por POPC, POPC:SM(1:1) e POPC:SM:CO(1:1:1)

com e sem fotossensibilizador, na presenga e auséncia de irradiacao.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Materiais

Para o estudo de fotossensibilizacao de vesiculas foram utilizados os lipidios POPC, SM e
CO cujas estruturas quimicas estao apresentadas nas figuras 3.1, e [3.3] respectivamente.
No preparo das amostras, tanto os filmes lipidicos quanto os corantes fenotiazinicos foram
hidratados em agua Milli-Q (Milli-Q plus ultra pure Type 1 water system - Milipore; resis-
tividade 18,2M.cm - pH 5).

4.2.1.1 Corantes Fenotiazinicos - Fotossensibilizadores

N R5
AN
Rl N s/ N R3
R, + R,

Figura 4.2: Formula estrutural das sondas fenotiazinicas (figura extraida da referéncia [87])

Azul de metileno (MB): Ry = Ry =R3; =R, =CHs;e Rs=H
Azure B (AB): Ry =Ry, =R3=CHze Ry=Rs=H
Azure A (AA): Ri=Ry,=CHs;e Ry=Ry=Rs=H

Tionina (Tl) Rl = R2 = Rg = R4 = R5 =H

Os comprimentos de onda de absor¢ao de méxima dos fotossensibilizadores utilizados sao



4.2. Materiais e Métodos 47

187]:

MB: \,.q. = 665nm
AB: )\, = 647nm
AA: \,i: = 633nm
Ti: Apge = 598nm

4.2.2 Métodos

O estudo da caracterizagao de vesiculas grandes foto-irradiadas foi realizada a partir
de doi processos: Incorporacao de fotossensibilizadores em membranas modelo e FEspalha-
mento de raios-X a baizos dngulos (SAXS). As segbes a seguir apresentam as caracteristicas

principais das amostras e analises empregadas em cada técnica.

4.2.2.1 Incorporacao de Fotossensibilizadores na Membrana

Neste trabalho a avaliacao da incorporagao do FS na membrana foi feita a partir do
estudo de equilibrio entre vesiculas e F'S ligado e livre, utilizando o método de centrifugacao
para a separacgao entre vesiculas e sobrenadante [88, [89], segundo o protocolo descrito a
seguir. Esta anéalise fornece uma boa aproximacao qualitativa para entender a relagao de
afinidade entre o FS e a membrana modelo. Contudo, para a obtencao de valores precisos

dessa ligagao é necessaria a realizagao de experimentos direto na membrana [90].

Foram preparadas vesiculas multilamelares grandes (MLVs) de POPC, POPC:SM (1:1)

e POPC:SM:CO (1:1:1) em agua com concentracao final de 5mM pelo método descrito na
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Se¢ao As solugoes de vesiculas foram centrifugadas durante 3min com rotagao de
13.500rpm. Apds a centrifugacao o sobrenadante contendo vesiculas menores foi descartado
e as vesiculas maiores que haviam precipitado foram ressuspensas no mesmo volume de
agua (aproximadamente 1mL). Devido a esta necessidade de separacao entre vesiculas e
sobrenadante o estudo foi realizado com vesiculas nao extrusadas. Esse processo foi repetido
por trés vezes. Em seguida foi acrescentada a solugao das vesiculas o FS que também
estava em agua. O volume de FS acrescentado foi calculado de modo a se obter uma
concentracao final de 20uM de FSs para 5mM de lipidios em 1mL de solugao. Os FSs
ficaram incubados durante 30min e em seguida a solugao vesiculas/FSs foi centrifugada nas
condigoes ja mencionadas onde as vesiculas decantaram carregando os F'Ss incorporados. Os
sobrenadantes foram retirados e medidos. Para garantir que os FSs nao agregassem, todas

as medidas foram realizadas com 200uL de solugao vesiculas/FS e 200uL de etanol.

As medidas dos espectros de absor¢ao foram realizadas em triplicatas no espectrofoto-

metro UV-2401PC Shimadzu Co. do Laboratério de Processos Foto-Induzidos (1Q-USP).

A porcentagem de incorporacao do FS nas vesiculas foi calculada segundo a equagao [4.1],
sendo que para cada sistema foi utilizado o valor de absor¢ao obtido a partir do calculo da

média das trés curvas medidas.

Absdepois

Inc =100 — 100
% ne Absantes

(4.1)

onde %Inc representa a porcentagem de incorporacao do FS, AbSgepeis representa o valor
da absor¢ao medido no A4, de absor¢ao do sobrenadante medido apds a incorporacao na

membrana modelo e Abs,,.s € valor da absorcao medido no \,,4, de absorcao para a medida



4.2. Materiais e Métodos 49

do fotossensibilizador sozinho (solu¢ao mae sem intera¢ao com a membrana modelo).

4.2.2.2 Meétodo de foto-irradiacao de vesiculas

O processo de foto-irradiagao consitiu em mantermos as solugoes de vesiculas/FSs du-
rante duas horas sob um sistema de LEDs vermelhos (LED do inglés Light-Emitting Diode)
com comprimento de onda A = 663nm e irradiancia I = 68W.m~2 a 10 cm de distancia,
segundo protocolo descrito na literatura [91) 89]. O comprimeto de onda dos LEDs foi es-
colhido com base na banda de absorcao dos fotossensibilizadores utilizados no estudo: entre

550 — 700nm [87].

4.2.2.3 SAXS

O estudo de fotossensibilizagao de vesiculas via técnica de SAXS foi realizado com vesi-

culas grandes preparadas segundo protocolo descrito na se¢ao e foto-irradiadas segundo
o processo descrito na segao [4.2.2.2]

A tabela apresenta as informacoes sobre composicao lipidica, concentragao inicial de
lipidios, quantidade de extrusoes e tamanho do poro utilizados para a obtengao de unilamelas
e a temperatura em que o foi mantida a solu¢ao durante o processo de hidratacao do filme

lipidico e de extrusao.
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Tabela 4.1: Informagoes sobre as amostras medidas por SAXS para o estudo de fotossensi-
bilizacao de vesiculas grandes.

Medidas de SAXS

Composicao Concentragdo n° de extrusao filtro (nm) T (°C)
POPC omM 31 100 30
POPC/AA 5mM /20 M 31 100 30
POPC/AB 5mM /20pM 31 100 30
POPC/MB 5mM /20uM 31 100 30
POPC,/Ti 5mM /20 M 31 100 30
19 400
POPC:SM (1:1) 5mM 51 100 45
POPC:SM (L:1)/AA  5mM/20uM 19 400 45
31 100
19 400
POPC:SM (1:1)/AB 5mM /20 M 51 100 45
POPC:SM (L:1)/MB  5mM/20uM 19 400 45
31 100
. 19 400
POPC:SM (1:1)/Ti 5mM /20 M 5 100 45
19 400
POPC:SM:CO (1:1:1) SmM 51 100 45
19 400
POPC:SM:CO (1:1:1)/AA  5mM/20uM 31 100 45
POPC:SM:CO (1:1:1)/AB  5mM/20uM ;? 1188 45
19 400
POPC:SM:CO (1:1:1)/MB  5mM /20pM a1 100 45
POPC:SM:CO (1:1:1)/Ti  5mM/20uM ;) 1188 45

Obs: As vesiculas foram irradiadas na presenca dos FSs durante 2horas (A = 663nm.).
Para controle, também foi realizada medida das vesiculas com FSs sem foto-irradia¢ao
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4.3 Resultados e Discussoes

4.3.1 Incorporacao de fotossensibilizadores em vesiculas

Para o estudo de incorporacao de fotossensibilizadores em vesiculas grandes, foram prepa-
radas vesiculas compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e POPC:SM:CO (1:1:1) na presencga
dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti segundo o protocolo descrito na secao [4.2.2.1|

A partir dos resultados obtidos, apresentados na tabela e figura [£.3] foi possivel

constatar dois pontos principais:

a) Analisando a influéncia da composi¢ao lipidica para cada F'S individualmente, verificou-
se que a membrana modelo composta por POPC:SM:CO (1:1:1) (curva azul - figura |4.3) foi
a que apresentou menor resultado de incorporacao. Por outro lado, seguindo essa mesma

anélise, a maior incorporagao foi obtida para vesiculas de POPC:SM (1:1) (curva verde -
figura .

b) Analisando a incorporagao de cada um dos FSs para uma dada composigao lipidica,
observou-se que o fotossensibilizador Ti foi o que apresentou maior incorporagao para a trés

composigoes lipidicas.

Em sua tese de doutoramento, Helena Junqueira [88] investigou a incorporagao dos mes-
mos FSs (MB, AA, AB e Ti) em vesiculas compostas por DSPC:CL (8:2). Os valores por
ela obtidos foram: MB (39(4)%); AA (56(1)%); AB (47(6)%); Ti (38(4)%). A grande di-
ferenca entre valores de incorporacao obtidos pela Dra. Helena e os apresentados neste
estudo (tabela [4.2)) mostram que a composi¢ao lipidica bem como a resultante de cargas
da vesicula sao caracteristicas de grande importancia para o entendimento de processos de

interacao entre corantes fenotiazinicos e biomembranas. Por outro lado, os baixos valores de

incorporagao dos FSs AA, AB, MB e Ti nas membranas modelo de POPC, POPC:SM (1:1)
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e POPC:SM:CO (1:1:1) obtidos em nosso estudo podem ser responsaveis por nao termos

observado efeitos significativos de foto-oxidacao para esses sistemas via analises de SAXS,

que seréd apresentada a seguir.

Tabela 4.2: Medida de incorporagao dos fotossensibilizadores Azul de Metileno (MB), Azure
A (AA), Azure B (AB) e Tionina (Ti) em vesiculas compostas por POPC, POPC:SM (1:1)

e POPC:SM:CO (1:1:1).

% de Incorporagao de FSs em vesiculas

Composicao lipidica AA AB MB Ti
POPC 518(7)  6.09(16) 2.22(8)  11.22(47)
POPC:SM (1:1) 13.52(8) 6.29(15) 7.19(9)  19.40(24)
POPC:SM:CO (1:1:1) | 2.91(29) 1.34(15) 2.26(18)  7.04(35)
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Figura 4.3: Valores referentes a porcentagem de incorporagao dos fotossensibilizadores AA,
AB, MB e Ti em diferentes composicoes lipidicas de membranas modelo: POPC (barra
vermelha), POPC:SM (1:1) (barra verde) e POPC:SM:CO (1:1:1) (barra azul). Os dados
utilizados neste histograma estao apresentados na tabela

4.3.2 Analise por Espalhamento de raios-x a baixos dngulos (SAXS)

A caracterizagao estrutural de membranas modelo foto-irradiadas foi realizada via técnica
de SAXS a partir de vesiculas grandes compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e POPC:SM:CO
(1:1:1) na presenga e auséncia dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti. No caso das ve-
siculas com FS, foram realizadas medidas de controle para verificar o efeito da inclusao do
F'S, ou seja, membranas modelo com o FS mas sem exposi¢ao a irradiagao. Ja a analise do
efeito de foto-oxidagao da membrana modelo foi realizado a partir de medidas de SAXS de
membranas modelo com FS apos 2 horas de foto-irradiagao com LED vermelho (A = 663nm)

(ver a preparagao das amostras na segao [4.2.2.3)). Os resultados obtidos por SAXS para os
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sistemas compostos por POPC, POPC:SM (1:1) e POPC:SM:CO (1:1:1) estao apresentados
respectivamente nas figuras e Foi observado que a simples inclusao do FS a
solugao das vesiculas gerou alteragoes nas curvas de SAXS onde o perfil de espalhamento
das membranas modelo com FS sem exposicao a irradiacao (curvas verdes +) apresentaram
maior intensidade de espalhamento /(g) na regiao do pico se comparado as curvas obtidas
para as medidas controle da membrana modelo sem FS (curvas vermelhas +). Por outro
lado, apds o procedimento de foto-irradiacao dos sistemas membrana modelo/FS (curvas
azuis +) foi observado, além do aumento de intensidade na regidgo do pico, indugao a for-
magao de multilamelas ( ver exemplo na figura e perfil indicativo de polidispersao ou
vesicula ndo homogénea, evidenciado pelo aumento na intensidade de espalhamento I(q) na
regido de baixos dngulos (aproximadamente 0.03A_1) [78]. Esse efeito de polidispersao pode
ser atribuido & danos fisicos causados nas LUVs devido a foto-irradicao, como observado
por Mertins e colaboradores em seu estudo intitulado "Physical Damage on Giant Vesicles
Membrane as a Result of Methylene Blue Photoirradiation"[19]. Em outro estudo realizado
por Bacellar e colaboradores [89], foi observado efeito semelhante de aumento de intensidade
de espalhamento na regido de baixo angulo para vesiculas de lecitina de soja (com concen-
tragao lipidica de 1.6mM) irradiadas durante 5h na presenca do FS DO15 (30uM), bem
como vazamento da sonda carboxifluoresceina indicando dano na estrutura da membrana
modelo. Neste experimento foi observada, apés 5h de foto-irradiacao, redugao na espessura

da bicamada lipidica de ~ 6A .

Como foram observadas apenas pequenas alteragoes nos perfis de SAXS na presenca de
FS com e sem irradiagao, optamos por analisar aqui a resposta de fotossensibiliza¢cao nas

propriedades estruturais das membranas modelo.
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Figura 4.4: Perfil de SAXS para vesiculas grandes compostas por POPC [5mM] na presenga
e auséncia dos fotossensibilizadores MB, AA; AB e Ti a uma concentracao de 20puM medidos
a 23°C, com e sem exposigao a radiagdo: (+) Membrana modelo sem FS; (+) Membrana
modelo na presenga dos diferentes FSs mas sem exposi¢ao a radiagdo (medida de controle
do efeito do FS); (+) Membrana modelo na presenga dos diferentes FSs apds 2 horas de

irradiagao com LED vermelho (A = 663nm).
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Figura 4.5: Perfil de SAXS para vesiculas grandes compostas por POPC:SM (1:1) [5mM]|

na presenca e auséncia dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti a uma concentracao de
20pM medidos a 23°C', com e sem exposigao a radiagao: (+) Membrana modelo sem FS; (+)
Membrana modelo na presenga dos diferentes F'Ss mas sem exposi¢ao a radiacdo (medida
de controle do efeito do FS); (+) Membrana modelo na presenga dos diferentes F'Ss apos 2
horas de irradiagao com LED vermelho (A = 663nm).
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Figura 4.6: Perfil de SAXS para vesiculas grandes compostas por POPC:SM:CO (1:1:1)
[5m M| na presenca e auséncia dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti a uma concentracao
de 20uM medidos a 23°C', com e sem exposicao a radiagao: (+) Membrana modelo sem F'S;
(-+) Membrana modelo na presenga dos diferentes F'Ss mas sem exposigao a radia¢ao (medida
de controle do efeito do FS); (+) Membrana modelo na presenga dos diferentes F'Ss apos 2
horas de irradia¢ao com LED vermelho (A = 663nm).

Para avaliarmos de forma quantitativa os efeitos de fotossensibilizagao, foram realizados
os ajustes teoricos das membranas modelo puras (sem FS e sem exposigao a radiagao) e das

membranas foto-irradiadas. Foi observado que as membranas modelo compostas por POPC e
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POPC:SM apresentaram um decréscimo do primeiro vale de espalhamento se comparadas as
curvas obtidas para as mesmas composi¢oes e medidas anteriormente (apresentada na figura
. Nossa hipotese é de que os lipidios utilizados poderiam ter um certo grau de oxidagao
inicial. Devido as duplas ligacoes presentes em lipidios como POPC, a interacao com o
oxigénio pode facilmente causar a oxidagao desses lipidios tornando o manuseio de lipidios
insaturados extremamente delicado [16]. Apesar de todo o cuidado tomado na preparacao
das amostras, as curvas de SAXS sugerem que alguns dos lipidios utilizados devem ter sofrido

alteragoes quimicas devido & oxidagao, gerando alteragoes nos perfis de SAXS.

Nesse cenario, para a analise dos efeitos causados unicamente devido a fotossensibilizagao
na presenca do F'S, foi necessaria a caracterizagdo das membranas modelo sem o FS (figura
4.7) utilizadas como amostra mae considerando a possivel presenca de outros produtos lipi-

dicos na composi¢ao da membrana modelo.

O ajuste das vesiculas que apresentaram alteracao (POPC e POPC:SM) foi realizado a
partir de dois modelos de unilamelas para o célculo do fator de forma P(q), semelhante ao
ajuste apresentado na figura para vesiculas compostas por POPC:SM:CO. Em cada um
dos casos foi considerado que uma parte da vesicula é composta pela membrana do lipidio
base (valores apresentados nas tabelas e ) sem oxidagao (1° modelo) e uma outra
parte composta por uma membrana de lipidios nao definidos gerados devido a alteragoes
quimicas (2° modelo - outros). Para o 1° modelo foram considerados os valores apresentados

na tabela nos quais as membranas nao apresentaram alteracao quimica.

Os parametros de ajuste obtidos e a representagao grafica do perfil de densidade eletrénica

para cada membrana modelo estao apresentados, respectivamente, na tabela e figura[d.§
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Figura 4.7: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e
POPC:SM:CO (1:1:1) com concentragao igual a 5mM (+) medidos a 23°C' e melhor ajuste
aos dados experimentais obtidos pelo software GENFIT (linha continua verde) a partir do
modelo de lamela infinita.
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Tabela 4.3: Parametros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados na figura[£.7;
Ry, Ron, € Ron, representam, respectivamente, a espessura da regiao polar da membrana,
meio hidrofobico contendo C'Hy e C' Hy, enquanto p,e, pcm, € pcH, Tepresentam as densidades
eletronicas correspondentes. O parametro "unilamela” representa a porcentagem de vesiculas
grandes unilamelares presentes na solucao medida, “ratio” indica a porcentagem de cada
uma das membranas no sistema (membrana com ou sem alteragdo quimica), "N” indica a
quantidade de bicamadas lipidicas em uma vesicula multilamelar, “c” representa a distancia

entre os centros de duas bicamadas,

lipidica e negue € o parametro de Caillé.

“espessura” representa a espessura total da bicamada

Parametros de Ajuste - Membranas sem FS
POPC POPC:SM (1:1) POPC:SM:CO (1:1:1)
modelo - POPC 2° - Outros - POPC:SM  2° - Outros - POPC 2° - SMCO
unilamela(%) 100 91 + 3 100
mtw(%) 81(2) 19( ) 78(3) 22(3) 37(4) 63(4)
pot (A) 9.3(6) 7.0(2) 9.4(9) 1022) | 9.36)  10.2(2)
RCH2 (A) 10.9(4) 9.9(2) 13.7(5) 12.5(3) 10 9(4) 14.2(2)
Rem, (A) 3.0(3) 2.7(2) 3.4(3) 2.9(3) 3.0(3) 3.5(2)
Ppol (e/A3) 0.417(4) 0. 413( 6) 0.408(8) 0.433(1) 0. 417(4) 0.437(6)
pom, (e/A3) 0.297(3) 0.323(23) 0.317(2) 0.299(11) 0.297(3) 0.313(5)
pcm, (e/A3) 0.198(7) 0. 218( 0) 0.200(6) 0.218(8) 0. 198(7) 0.172(13)
N - 2(1) -
¢ (A) - - 80.6(17) - -
espessura (A) 46(2) 39(1) 53(2) 51(2) 46(2) 56(1)
NCaille - - 0.11(3) - -

Comparando os valores apresentados na tabela com os ajustes obtidos para as mem-
branas de POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO sem alteragao quimica, apresentados nas
tabelas [3.2] e [3.3] pode-se observar que as vesiculas compostas por POPC e POPC:SM usa-
das no experimento de fotossensibilizacao apresentam caracteristicas estruturais diferentes
da obtida na caracterizagao inicial para as mesmas composicoes lipidicas (ver Capitulo (3)).
Para a nova vesicula de POPC foi identificado 19% de membrana com alteracao quimica,
com espessura de bicamada lipidica igual a 39(1)A. Conforme veremos na segao , a
segunda membrana apresentada na tabela [4.3] na composi¢ao de POPC pode corresponder a

membrana com composicao lipidica POPC:POPC-OOH (33:67) (ver tabela [5.3), indicando
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possivel oxidacao do lipidio POPC. Neste cenario, a diminui¢ao de espessura estd em bom
acordo com o esperado devido a localizacao do grupo OO H na interface bicamada lipidica-
agua [72]. Ja as vesiculas compostas por POPC:SM apresentaram 22% de membrana com
composi¢ao quimica diferente. Neste caso a espessura da bicamada foi de 51(2)A. A compo-
sicao POPC:SM:CO nao apresentou alteragao, como pode ser observado pela comparacao

dos parametros apresentados nas tabelas [3.3] ¢ [£.3]
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Figura 4.8: Perfil de densidade eletronica ao longo do eixo z, normal & superficie da bica-
mada lipidica, para vesiculas compostas por: a) POPC, b) POPC:SM, ¢) POPC:SM:CO e
d) comparacao entre todas as densidades. A legenda "outros” indica as composigdes lipidicas
com possiveis alteragoes quimicas investigadas neste capitulo.

Em seguida foi realizada a caracterizacao estrutural, via analise das curvas de SAXS, das

vesiculas foto-irradiadas. Os melhores ajustes aos dados experimentais estao apresentados

nas figuras [£.9, .10 e e 0s respectivos parametros estruturais estdao apresentados na

tabela [4.4]
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Apos a foto-irradiagao das vesiculas nao foi observado, através dos ajustes, aparecimento
de membrana com composicao lipidica diferente da inicial (antes da foto-irradiagao), ou seja,
os parametros referentes a espessura e densidade eletronica da bicamada lipidica foram os
mesmos que os obtidos para as membranas nao foto-irradiasdas (tabela. Por outro lado,
as andlises apresentaram variagao na porcentagem de membrana considerada "oxidada'"com
alteragoes no perfil de empilhamento das bicamadas. Os parametros de ajuste obtidos estao
descritos na tabela [{.4, A andlise das alteragoes fisicas observadas em cada composicao

lipidica esta descrita a seguir:
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Figura 4.9: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por POPC [5mM] (+) na

presenga dos FSs MB, AA, AB e Ti (concentragao final de FS igual a 20uM apos 2horas de
irradiagao) medidos a 23°C' e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos pelo software

GENFIT (linha continua verde) a partir do modelo de lamela infinita.
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Figura 4.10: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por POPC:SM (1:1) [5mM |
(+) na presenga dos FSs MB, AA, AB e Ti (concentragao final de FS igual a 20uM apos
2horas de irradiagao) medidos a 23°C' e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos pelo
software GENFIT (linha continua verde) a partir do modelo de lamela infinita.
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Figura 4.11: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por POPC:SM:CO (1:1:1)
[5mM]| (+) na presenga dos FSs MB, AA, AB e Ti (concentragao final de F'S igual a 20uM
apos 2horas de irradia¢ao) medidos a 23°C' e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos
pelo software GENFIT (linha continua verde) a partir do modelo de lamela infinita.
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Tabela 4.4: Parametros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados nas figuras
4.9 e O parametro "unilamela” representa a porcentagem de vesiculas grandes
unilamelares presentas na soluc¢ao medida, "N”indica a quantidade de bicamadas lipidicas em
uma vesicula multilamelar, “c” representa a distancia entre os centros de duas bicamadas,
Noaile € 0 parametro de Caille, K¢ é o modulo de curvatura (eq. [2.7) e "ratio” indica a
porcentagem de membrana considerada oxidada. Os parametros R,o, Rcm,, Roms, Ppois
pc, € pcn, foram mantidos com os valores apresentados na tabela [4.3]

Parametros de Ajuste - Vesiculas grandes irradiadas com FSs

unilamela(%) N ¢ (A)  noaine Kc(10~Berg)  ratio(%)
sem FS 100 - - - - 18(2)
MB 93(9) 2(1) 68(4) 0.10(5) 1 39(4)
POPC AA 90(2) 3(1) 66(1) 0.10(1) 1 10(3)
AB 80(4) 2(1)  65(1) 0.12(4) 1 43(3)
Ti 23(5) 3(1)  62(3) 0.32(1) 0.2 59(1)
sem FS 91(3) 2(1) 81(2) 0.11(3) 0.5 22(3)
MB 80(5) 2(1)  76(1) 0.12(3) 0.6 29(3)
POPC:SM AA 69(7) 2(1) 75(1) 0.17(2) 0.3 22(3)
AB 72(11) 2(1) 77(1) 0.14(3) 0.4 22(3)
Ti 79(7) 2(1) 76(1) 0.11(3) 0.7 39(8)
sem FS 100 - - - - 0
MB 87(3) 2(1) 70(4) 0.11(2) 1 0
POPC:SM:CO | AA 84(2) 2(1)  69(1) 0.11(5) 1 0
AB 87(2) 2(1)  70(1) 0.11(4) 1 0
Ti 88(4) 2(1) 80(1) 0.10(2) 0.7 0

Vesiculas de POPC: Apos a foto-irradiacao, no que diz respeito a oxidagao das membra-
nas, foi observado que os fotossensibilizadores MB, AB e Ti apresentaram uma porcentagem
maior da membrana considerada oxidada (2° modelo - outros) se comparada as vesiculas de
POPC sem FS e irradiada com AA. O percentual de membrana oxidada na presenca dos
FSs Ti, AB e MB foram respectivamente 59%, 43% e 39% contra 18% e 10% para POPC
sem FS e irradiada com AA. Esse resultado indica que a irradiacao realizada com MB, AB

e Ti resultou em uma maior porcentagem de membranas foto-oxidadas do que o obtido com
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AA. Dados os valores de incorporacao de FS na membrana apresentados na se¢ao -
figura [4.3] o esperado seria que para esta composicao lipidica os FSs Ti, AB, AA e MB,
nessa ordem, apresentassem maior efeito de oxidagao. Embora a incorporagao de MB na
membrana de POPC tenha sido baixa se comparada aos demais FSs (ver tabela [1.2), ex-
perimentos de rendimento quantico mostraram que Ti e MB possuem maior produgao de
oxigénio singlete, respectivamente 60% e 52% se comparado aos azures A (45%) e B (31%)
[92, O3], 94), 88|, podendo ser esse um fator para o maior efeito de foto-oxidagao observado

para MB se comparado ao FS AA que apresentou maior incorporagao.

Outro resultado observado apos a foto-irradiacao na presenca dos quatro F'Ss foi a forma-
¢ao de multilamelas, com maior efeito gerado pelo FS Tionina que apresentou aumento de
77% em estruturas multilamelares. Os FSs MB, AA e AB também apresentaram inducao a
formacao de multilamelas porém promovendo a formacao méaxima de 20% de multilamelas.
E interessante notar que o parametro de Caillé (Ncaine) observado para o sistema POPC/Ti
¢ maior do que o obtido para as demais composicoes. Dado que este sistema apresenta
grande proporcao de estruturas multilamelares, seria esperado que para este caso o Ncaie
fosse menor do que o obtido para os FSs MB, AA e AB. [82]. Com relagao a flutuacao
da membrana, verificou-se que nos sistemas com MB, AA e AB os valores de modulo de
curvatura (K¢) obtidos sdo similares ao observado para membranas puras de POPC (K¢
entre 1 — 20.107"3erg) [95]. J4 o sistema com Ti apresentou K¢ ~ 10~ *erg indicando que

a membrana apresenta menor médulo de curvatura.

Vesiculas de POPC:SM: Para as vesiculas compostas por POPC:SM também foi obser-
vado formacao de multilamelas, sendo os maiores efeitos obtidos na presenca dos FSs AA,

AB e Ti com um aumento de ~ 22% de multilamelas. Com relacao a foto-oxidacao dos
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lipidios, as vesiculas irradiadas com MB, AA e AB nao apresentaram efeito. Ja as vesiculas
irradiadas na presenca de Ti apresentaram um aumento de 17% de membrana considerada
oxidada em acordo com o resultado obtido no estudo de incorporacao, onde a Tionina apre-
sentou maior efeito (segao - figura . Vale observar que embora a Tionina tenha
apresentado maior efeito de incorporagao em vesiculas compostas por POPC:SM, o resultado
de oxidacao foi maior em vesiculas compostas apenas por POPC. Esse efeito pode se dar ao
a fato de que em vesiculas compostas apenas por POPC h& uma maior chance de oxidagao
devido as duplas ligagoes presentes nesse lipidio. Quando ocorre a inclusao de outro lipidio
no sistema, o volume de insaturagoes disponiveis serd menor, desfavorecendo assim o efeito
oxidativo. Isto explica porque o sistema POPC:SM possui maior incorporacao dos FSs, po-
rém menor efeito de oxidacao em relacido a membranas puras de POPC. E interessante notar
que a composicao POPC:SM apresentou grande flutuacao de membrana para os quatro FSs

estudados (K¢ ~ 107 erg).

Vesiculas de POPC:SM:CO: Para esta composicao nao foi observado efeito de foto-
oxidacao lipidica para nenhum dos fotossensibilizadores. Dois fatores podem ser considerados
aqui: 1 - A composigao POPC:SM:CO (1:1:1) apresentou baixos resultados de incorporagao
(secao - figura se comparados aos sistemas POPC e POPC:SM (1:1). 2 - Somado
a isso tem-se a baixa disponibilidade de lipidios POPC disponiveis para oxidacao. Apos a
foto-irradiagao o tnico efeito observado foi o aparecimento de multilamelas, da ordem de
15% para todos os FSs. O parametro Ko se manteve similar ao observado para vesiculas
de POPC (da ordem de ~ 107'3erg) com excegao do sistema foto-irradiado com Ti que

apresentou maior flutuaciao com K¢ ~ 107 erg .
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Os experimentos de rendimento quantico de produgao de oxigénio singlete descritos na
literatura, cujos valores obtidos paras os FSs MB, AA, AB e Ti sao respectivamente 52%,
45%, 31% e 60%, indicam que, assim como verificado em nossos resultados de SAXS, o FS
Tionina apresenta maior efeito de oxidagdo de membrana via oxigénio singlete [92], 03] [94].
Entretanto, considerando os valores de rendimento quantico apresentados, era esperado que
o grau de oxidagao das membranas aqui analisadas, tanto para a Ti quanto para os demais
F'Ss, fosse mais significativo. Portanto, a foto-oxidagao induzida na membrana nao depende
apenas da caracteristica do F'S em relacao ao rendimento quantico na producao de 'O,, mas

de sua localizagao/ligagdo na membrana.

4.4 Conclusao

Os resultados de SAXS mostraram que, dentre as trés composigoes lipidicas estudadas, o
sistema composto por POPC:SM:CO (1:1:1) foi o que apresentou menor efeito de alteragao
estrutural devido & fotossensibilizagao, que pode ser explicado devido a baixa proporcao de
lipidios POPC disponiveis para oxidacao e aos baixos valores de incorporacao dos FSs. Por-
tanto, parece que dominios lipidicos de SM:CO dificultam a incorporacao das fenotiazinas,
provavelmente devido ao maior grau de empacotamento (packing) lipidico. Para as vesiculas
compostas por POPC e POPC:SM (1:1), verificou-se que o FS Tionina foi o que promoveu
maior foto-dano na membrana em bom acordo tanto com os resultados de incorporacao ob-
servados neste estudo como com os valores de rendimento quéantico de producao do oxigénio
singlete descritos na literatura. O resultado de incorporagao em bom acordo com o obtido
por SAXS funciona como um validador das analises aplicadas. O efeito de indugao a for-
macao de multilamelas foi observado para todas as composi¢coes com FSs, mesmo antes da

exposicao a irradiacao, sugerindo assim que o fotossensibilizadror por si s6, nas composi-



4.4. Conclusao 71

¢oes estudadas, promove formagao de multilamelas. Este efeito pode também ser um fator

atrelado ao pequeno efeito oxidativo observado.

De um modo geral, os efeitos de fotossensibilizagao observados neste trabalho nao foram
significativos no que se refere a danos fisicos em membranas levando & destruicao das mesmas.
Esse efeito pode ser explicado pelos baixos valores de incorporagao obtidos para os sistemas
estudados se comparados aos descritos na literatura para outros sistemas [88], bem como a

reducao de lipidios insaturados disponiveis como alvo de reacgoes foto-oxidativas.
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Neste capitulo vamos determinar os efeitos gerados devido a oxidacao da membrana a
partir da substituigao (parcial ou integral) controlada do lipidio POPC pelos lipidios oxidados
POPC-OOH e PAzPC em mebranas compostas por POPC:PCdqado. Uma vez que os efeitos
de fotossensibilizagao in situ descritos no capitulo anterior (Capitulo foram baixos, a
inclusao controlada de lipidios previamente oxidados garantem a oxida¢ao da membrana de

modo que possamos avaliar as possiveis alteragoes estruturais devido a oxidagao lipidica.

Vale a pena ressaltar que o estudo apresentado neste capitulo resultou na publicagao
de um artigo cientifico intitulado Hydroperoxide and carboxyl groups preferential location in
oxidized biomembranes experimentally determined by small angle X-ray scattering: Implica-
tions in membrane structure [72] desenvolvido em colaboragdo com o professor Francesco

Spinozzi da Universidade Politécnica de Marche (Ancona - Itélia).

Para melhor compreensao do texto, optamos por descrever primeiramente as analises que
serviram como base para estudo apresentado no artigo e em segundo momento os resultados

principais publicados.

5.1 Objetivo especifico

O objetivo deste capitulo consistiu em:
1 - Quantificar as alteragoes estruturais em membranas modelo impostas pela inclusao con-
trolada de lipidios oxidados POPC-OOH e PAzPC.
2 - Identificar, a partir de curvas experimentais de SAXS, a posicao preferencial dos grupos
oxidados OOH e COO™ dos lipidios POPC-OOH e PAzPC, respectivamente, em membranas
modelo de POPC.
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5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Materiais

Os filmes lipidicos foram hidratados em agua Milli-Q (Milli-Q plus ultra pure Type 1
water system - Milipore; resistividade 18,2MQ.cm - pH 5). A estrutura quimica dos lipidios
POPC, POPC-OOH e PAzPC utilizados neste capitulo estdo apresentadas nas figuras [3.1]

[I.4] e [1.5] respectivamente.

5.2.2 SAXS

A caracterizacao da propriedades fisicas das vesiculas foi realizada a partir da técnica de
SAXS, cujas informagoes referente aos parametros de aquisicao dos dados obtidos no LNLS

estao descritos na segao [2.2]

As LUVs foram preparadas a partir do método de extrusao segundo o protocolo descrito
na secao As informacoes sobre composicao lipidica, concentragao final de lipidios,
quantidade de extrusoes e tamanho do poro utilizados para a obtencao de unilamelas e a
temperatura em que a solugao foi mantida durante o processo de hidratacao do filme lipidico

estao descritas na tabela 5.1l

As proporgoes de lipidio utilizadas em cada sistema estudo foram determinadas de modo
a substituir gradativamente a porcentagem referente ao lipidio POPC por lipidio oxidado

(POPC-OOH ou PAzPC).

A utilizacao de poros de 50nm para extrusao das amostras compostas por POPC:PCiqado
ocorreu devido a indisponibilidade de filtros de 100nm no ato das medidas. Essa troca pode

ser realizada sem perda de generalidade pois, como descrito na segao [2.2], o didmetro obtido
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para estas amostras (minimo de 500A) é muito grande em comparacdo com a dimensio
méxima que pode ser observada pela técnica de SAXS na configuragao utilizada (da ordem

de 2624A).

Tabela 5.1: Amostras medidas por SAXS compostas por POPC e lipidio oxidado (POPC-
OOH e/ou PAzPC).

Medidas de SAXS - POPC:PCxidado

Composigao Concentragdo n° de extrusao filtro (nm) T (°C)
POPC:POPC-OOH (0:1) 10mM 31 50 30
POPC:POPC-OOH (33:67) 10mM 31 50 30
POPC:POPC-OOH (67:33) 10mM 31 50 30
POPC:POPC-OOH (1:0) 10mM 31 50 30
POPC:PAzPC (90:10) 10mM 31 50 30
POPC:PAZPC (67:33) 10mM 31 50 30
POPC:POPC-OOH:PAzPC (60:25:15) 10mM 31 50 30
POPC:POPC-OOH:PAzPC (47:25:28) 10mM 31 50 30

A analise quantitativa das amostras de POPC:PCyqaq0 foi feita a partir de duas abor-

dagens diferentes, de acordo com a profundidade de detalhamento desejada:

1- Modelo de lamelas infinitas com trés regioes de densidade eletronica diferentes, descrito
na se¢ao [2.3.1] No caso de unilamela, o parametro referente ao nimero de multilamelas N é

dado por N = 1.

2- Modelo de grupos quimicos, o qual leva em consideracao a distribuicao da fragao
de volume de cada grupo quimico presente nos lipidio que compée a bicamada (ver segao
2.3.2)). Os grupos quimicos presentes em cada lipidio e agua do meio (bulk) bem como suas

principais propriedades e quantidade (n;) em cada um dos trés lipidios (POPC, POPC-OOH
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e PAzPC) estao apresentados na tabela

Tabela 5.2: Lista dos grupos quimicos e seus respectivos volume molecular, peso molecular,
namero de elétrons e composi¢ao em cada um dos lipidios estudados (POPC, POPC-OOH
e PAzPC). De acordo com Kucerka et al. [96], os grupos combinados s@o: o carbonil +
glicerol (CQG), o fosfato + CHoCHsN (PCN) e os trés CHs da colina (CholCHs). Os grupos
oxidados do POPC-OOH e do PAzPC sao o conjunto insaturado CHCH + hidroperéxido
CHOOH (PX) e a carboxila COO~ (CX), respectivamente. ®Standard literature data [97].

i-group ;@) M; Z; n;-POPC n;-POPC-OOH n, - PazePC
(A%) (gmol™) (ge)

CH, 27.7 14.03 8 28 27 21

CH; 52.9 15.04 9 2 2 1

CH 21.5 13.02 7 2

CG 143.3 129.09 67 1 1 1

PCN 87.8 137.03 70 1 1 1

CholCH;  99.9 4511 27 1 1 1

PX 94.8 72.03 38 1

CX 51.0 44.01 23 1

H,0 29.9 18.02 10

5.3 Resultados e Discussoes

A apresentacao dos resultados e discussao deste capitulo foi feita em duas partes:

1 - Caracterizacao inicial de vesiculas compostas por POPC:PCyqaq0 @ partir do modelo de
de lamela infinita com trés regioes de densidade eletronica (ver se¢ao . Neste estudo
PCoxidado € dado por POPC-OOH e/ou PAzPC.

2 - Resultados obtidos a partir da anélise via modelo de grupos quimicos (ver segao
para as composi¢oes POPC:POPC-OOH e POPC:PAzPC que resultou na publicacao do ar-
tigo intitulado Hydroperoxide and carboxyl groups preferential location in oxidized biomem-
branes experimentally determined by small angle X-ray scattering: Implications in membrane

structure [72].



Mudancgas estruturais impostas pela inclusao de lipidios oxidados em
78 membranas modelo

5.3.1 Caracterizacao inicial de membranas modelo contendo lipi-

dios oxidados

5.3.1.1 POPC:POPC-OOH

A figuraf5.1]apresenta o perfil de espalhamento de vesiculas compostas por POPC:POPC-
OOH variando o percentual de lipidio oxidado POPC-OOH de 0 a 100%. Foi observado um
deslocamento do primeiro vale para maiores angulos de espalhamento a medida em que
aumentamos a proporc¢ao de lipidio oxidado no sistema, indicando diminui¢ao da bicamada
lipidica.

A partir dos ajustes tedricos das curvas de SAXS através do modelo de trés regices de di-
ferentes densidades eletronicas (polar, regioes de CH2 e CH3) (ver segao apresentados
na figura[5.2)foi possivel quantificar as variagoes na espessura e densidade eletronica ao longo
da bicamada devido & inclusao de POPC-OOH. Os parametros estruturais obtidos obtidos
estao apresentados na tabela [5.3] Ja a figura [5.3] apresenta a distribui¢do das espessuras
total da bicamada lipidica a medida em que aumentamos a quantidade do lipidio oxidado

na membrana modelo.

Do ponto de vista teérico, existe na literatura uma variedade de estudos de simulacao
computacional mostrando que o grupo OOH do lipidio oxidado POPC-OOH tende a migrar
para a interface bicamada-agua gerando aumento na érea ocupada por cada lipidio e conse-
quente diminuigao na espessura da bicamada lipidica. [10, [49] 08| [72]. O efeito de aumento
de area, diminuicao de espessura e alteracao na permeabilidade da membrana também foram

observados experimentalmente em estudos com vesiculas gigantes [16], 20] 22, 23] [99).



5.3. Resultados e Discussoes 79

Comparacdo entre POPC e POPC-0O0H

B -+ T T T T T
‘ PC:PC-O0H (0:1) +
., PC:PC-OOH (33:67) +» |
. PC:PC-O0H (67:33) +
Lo PC:PC-OOH (1:0)
.+
L]

I{g) (ua.)

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
q (Ang.?)

Figura 5.1: Curvas de SAXS de LUVs compostas por POPC:POPC-OOH com concentragao
inicial de lipidio igual a 10mM medidos a 23°C. O insert apresenta as diferentes razoes
molares de POPC:POPC-OOH estudadas.

Analisando os resultados de SAXS para membranas modelo com lipidio oxidado POPC-
OOH, foi observado um decréscimo significativo da espessura da bicamada que diminui de
46.4(6)A para membranas modelo puras de POPC, para 37.6(4)A quando compostas por
100% de POPC-OOH , representando uma variacao de 8.8(7)A. Para as composigoes lipidicas
intermediarias, com 33% e 67% de POPC-OOH, as espessuras obtidas foram respectivamente
42.4(9)A e 39.8(3)A. A diminuicao na espessura da bicamada lipidica devido a inclusao de
lipidio oxidado estd em bom acordo com os resultados de dinamica molecular descritos na

literaturua [49, O8]. A variac@o de espessura observada esta atrelada aos parametros Ry,
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Reon, € Rop, que também sofrem reducao com o aumento de POPC-OOH. E interesante
notar que os parametros de espessura observados para a composicao lipidica POPC:POPC-
OOH (33:67) (tabela[p.3)) sdo similares aos observados no estudo de fotossensibiliza¢ao (segao
para a membrana modelo de POPC considerada oxidada (tabela [4.3).

Observando os perfis de densidade eletronica apresentados na figura [5.4] foi observado
um aumento de densidade nas regioes CHy e CHs. A continuidade deste estudo, que sera
apresentada no decorrer deste trabalho (segao , mostrou que o grupo CHjs do lipidio
POPC-OOH tende a se localizar na regiao central da membrana modelo entre 0A e 5A
assim como ocorre para o mesmo grupo referente ao lipidio POPC. Contudo, o aumento de
POPC-OOH na composigao lipidica da membrana modelo leva a uma diminui¢ao na fragao
de volume ocupado pelo grupo CHj acarretando assim no aumento de densidade eletronica
na regiao [72]. Ja o aumento de densidade eletronica na regiao das caudas parafinicas pode
ser explicado pela presenca do grupo OOH na regiao de interface com a dgua e consequente

redugao na espessura [49, [72].

Os resultados apresentados nesta se¢ao juntamente com os obtidos para vesiculas com-
postas por POPC:PAzPC, que serao descritos na secao a seguir foram de extrema
importancia para entendermos do ponto de vista experimental como a oxidagao lipidica afeta
a estrutura fisica de bicamada lipidica servindo como insumo para o aprofundamento das

analises através do modelo de grupos quimicos (ver segao [5.3.2)).
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Figura 5.2: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por POPC:POPC-OOH com
razoes molares a) (0:100), b) (33:67) e ¢) (67:33) com concentragao inicial de 10mM (+)
medidos a 23°C' e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos a partir do modelo de
lamela infinita com trés regices de densidade eletronica (ver segao .
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Tabela 5.3: Parametros estruturais obtidos a partir dos ajustes apresentados na figura [5.2
Ry, Rew, € Rom, representam, respectivamente, a espessura da regiao polar, meio hidrof6-
bico contendo CHy e CHj, enquanto ppo, pcm, € pcn, as densidades eletronicas correspon-

dentes.
Parametros de Ajuste
POPC PC:PC-OOH (67:33) PC:PC-OOH (33:67) PC:PC-OOH (0:1)

Ryo (A) 9.3(6) 7.7(8) 7.1(4) 6.6(5)
Rem, (A) 10.9(4) 10.6(5) 10.1(3) 9.7(3)
Rem, (A) 3.0(3) 2.9(2) 2.7(1) 2.5(2)
ppor (¢/A3) 0.417(4) 0.403(7) 0.407(3) 0.412(8)
pem, (e/A%)  0.297(3) 0.313(8) 0.315(4) 0.318(6)
pom, (e/A%)  0.198(7) 0.226(8) 0.225(4) 0.224(9)
espessura (A)  46.4(6) 42.4(9) 39.8(3) 37.6(4)
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50

Espessura da bicamada lipidica (Angs.)

0 33 o7 100
% de POPC-OOH

Figura 5.3: Distribuicao da espessura da bicamada lipidica em funcao da quantidade de
lipidio oxidado POPC-OOH na membrana e barra de erro obtida a partir de 10 iteragoes do
ajuste.
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Figura 5.4: Perfil de densidade eletronica para as vesiculas de POPC com e sem lipidio
oxidado POPC-OOH. O insert apresenta as razoes molares.

5.3.1.2 POPC:PAzPC

Dependendo do mecanismo envolvido no processo de oxidacao lipidica pode haver a
formagao de um produto de oxidagao lipidica com truncamento das cadeias carbonicas, alte-
rando assim a estrutura quimica do lipidio [16, 17, [99]. O lipidio oxidado PAzPC apresenta
uma cadeia alquila truncada na regiao do carbono 9 contendo grupo terminal carboxila (ver
figura apresentando assim uma estrutura conica que dificulta a interagao entre carbonos

levando a uma consequente instabilidade para a formacao de vesiculas grandes [506], 58, [99].
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Neste caminho, foram realizadas analises de espalhameto de luz dindmico (DLS) para vesi-
culas extrusadas com filtro de 50nm compostas por POPC:PAzPC (50:50) e (33:67). Para
essas composicoes foram obtidos tamanhos de vesiculas entre 10nm e 15nm indicando possi-
vel ruptura das mesmas. Dado esse resultado, a continuidade deste estudo foi feita a partir
de composic¢oes lipidicas com limite maximo de 33mol% de PAzPC, cujos resultados de DLS

indicaram formagao de vesiculas grandes entre 50nm e 100nm.

Em continuidade com a caracterizagao de vesiculas grandes por SAXS, foram analisados
sistemas binérios compostos por POPC:PAzPC nas proporgoes (100:0), (90:10) e (67:33). O

perfil de espalhamento para cada composi¢ao lipidica esta apresentado na figura [5.5]

Assim como observado na se¢ao anterior para vesiculas compostas pelo lipidio oxidado
POPC-OOH, o aumento da proporcao de PAzPC na membrana modelo gera um deslo-
camento no primeiro vale da curva de SAXS para maiores angulos de espalhamento (g),
indicando diminuicao na espessura total da bicamada lipidica. A quantificagdo das possi-
veis alteragoes estruturais de espessura e densidade eletronica foram realizadas a partir dos
ajustes das curvas de SAXS através do modelo de trés regioes de diferentes densidades ele-

tronicas (polar, regices de CH2 e CH3) (ver secao [2.3.1]). Os resultados estao apresentados
na figura [5.6] e tabela

Foi observado um decréscimo da espessura da bicamada lipidica que diminui de 46.4(6)A
para membranas modelo puras de POPC, para 42.7(9)A quando compostas por 33% de
PAzPC. A membrana composta por 10% de PAzPC apresentou espessura igual a 44.1(9)A
indicando que a concentracao do lipidio oxidado PAzPC na composicao lipidica da membrana
modelo é um fator importante na condigao estrutural da membrana. Resultados da literatura
mostram efeito semelhante em membranas modelo de POPC com 20% de PAzPC a partir

da técnica de reflectometria de raios-x [5§].
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Vale notar que a espessura total da bicamada lipidica encontrada para vesiculas con-
tendo 33% de PAzPC é similar ao valor obtido para membranas modelo compostas por
POPC:POPC-OOH (67:33) de 42.4(9)A . A partir do perfil de densidade eletronica descrito
na figura[5.7é possivel perceber que a inclusao de lipidio oxidado (PAzPC ou POPC-OOH),
ainda que em baixa quantidade como observado para POPC:PAzPC (90:10) (curva azul), al-
tera claramente os parametros de espessura e densidade eletronica se comparados aos obtidos

para vesiculas nao oxidadas de POPC.

Resultados de dinamica molecular descritos por Khandélia e colaboradores [56] mostra-
ram que para bicamadas lipidicas de POPC:PAzPC com 25% de PAzPC o grupo carbo-
xil COO™ apresenta duas possiveis localizacoes na membrana, uma na regiao de interface
bicamada-agua e a outra na regiao hidrofilica ao redor do grupo fosfato. No decorrer desta
tese sera apresentada a continuidade deste estudo a partir das analises de SAXS via modelo
de grupos quimicos (ver se¢ao , a qual confirmou a posicao do grupo COO™ nas regioes
hidrofébica e hidrofilica da membrana modelo [72]. A posi¢ao dos grupos oxidados presen-
tes em uma das caudas afeta as interagoes hidrofébicas entre carbonos e consequentemente
empacotamento dos lipidios, explicando assim a redugao na espessura total da bicamada
lipidica observada no presente estudo. Uma possivel consequéncia desse efeito é o aumento
na fluidez da membrana para composigoes lipidicas mais oxidadas [I] bem como o aumento

de area superficial da membrana [72].
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Figura 5.5: Curvas de SAXS de LUVs compostas por POPC:PAzPC com concentragao
inicial de lipidio igual a 10mM medidos a 23°C. O insert apresenta as diferentes razoes
molares de POPC:PAzPC estudadas.
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Figura 5.6: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por POPC:PAzPC com razoes
molares a) (90:10) e b) (67:33) com concentracao inicial de 10mM (+) medidos a 23°C' e
melhor ajuste aos dados experimentais obtidos a partir do modelo de lamela infinita com
trés regides de densidade eletronica (ver se¢ao .
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Tabela 5.4: Pardmetros estruturais obtidos a partir dos ajustes apresentados na figura [5.6;
Ry, Ren, € Rop, representam, respectivamente, a espessura da regiao polar, meio hidrof6-
bico contendo CHy e CHjs, enquanto ppo, pcw, € pcn, as densidades eletronicas correspon-
dentes.

Parametros de Ajuste
POPC PC:PAzPC (90:10) PC:PAzPC (67:33)

R0 (A) 9.3(6) 7.6(5) 8.1(5)
Rem, (A) 10.9(4) 11.9(3) 10.4(4)
Ren, (A) 3.0(3) 2.5(1) 2.8(1)
Pt (¢/A%)  0.417(4) 0.404(4) 0.407(3)

pem, (e/A%)  0.297(3) 0.314(2) 0.314(2)
pon, (e/A%)  0.198(7) 0.221(5) 0.225(5)

espessura (A)  46.4(6) 44.1(9) 42.7(9)
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Figura 5.7: Perfil de densidade eletronica para as vesiculas de POPC com e sem lipidio
oxidado PAzPC e vesiculas compostas por POPC:POPC-OOH (67:33) (curva verde) para
comparacgao de resultados. O insert apresenta as razoes molares.

5.3.1.3 POPC:POPC-OOH:PAzPC

Apos analisarmos separadamente a influéncia dos lipidios oxidados POPC-OOH ([5.3.1.1])
e PAzPC (5.3.1.2) na estrutura fisica da bicamada lipidica, foi dada continuidade ao estudo a
partir de vesiculas compostas por POPC na presenga de ambos os lipidios oxidados (POPC-

OOH e PAZPC).

Seguindo a mesma sequéncia de anélises, foram avaliadas a partir da técnica de SAXS

vesiculas grandes compostas por POPC:POPC-OOH:PAzPC (60:25:15) e (47:25:28). Como
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pode ser observado a proporcao de PAzPC foi limitada ao valor maximo evidenciado por
DLS para formacao de vesiculas grandes de 33mol%. Para efeitos de comparacao com os

resultados obtidos anteriormente, optou-se por manter fixa a quantidade de POPC-OOH em

25%.

Dadas as composi¢oes analisadas, temos 2 cenarios a serem observados: 1) influéncia
da quantidade de lipidio oxidado na membrana, neste caso representando 40% e 53% da

bicamada e 2) influéncia do aumento de PAzPC em membranas contendo uma quantidade

fixa de POPC-OOH.

O perfil de espalhamento das curvas de SAXS para as composigbes em questao, apre-
sentado na figura [5.8] mostram um pequeno deslocamento do primeiro vale para maiores
angulos de espalhamento (¢) a medida em que aumentamos a proporcao do total de lipidios

oxidados na membrana modelo.

Os ajustes teodricos realizados a partir do modelo de lamela infinita com trés regices de
densidade eletronica, apresentados na figura[5.9 e tabela [5.5, mostraram que os parametros
de ajuste obtidos para as membranas modelo de POPC/PAzPC contendo 25mol% de POPC-
OOH (espessura igual a 43.0(1)A para POPC:POPC-OOH:PAzPC 60:25:15 e 42.0(1)A para
POPC:POPC-OOH:PAzPC 47:25:28) apresentados na tabela[5.5]sao similares aos resultados
obtidos para as vesiculas compostas por POPC:PCyiqaqo (67:33) onde PCyyiqado pode ser
POPC-OOH ou PAzPC. As espessuras obtidas para POPC:POPC-OOH e POPC:PAzPC
(67:33) foram, respectivamente, 42.4(9)A e 42.7(9)A (ver tabelas[5.3) e 5.4 para POPC-OOH

e PAzPC, respectivamente).

A partir da distribuicao de densidade eletronica, apresentada na figura [5.10] é possivel
notar que as composigoes ternarias apresentaram menor densidade eletronica na regiao do

grupo metil do que o observado para vesiculas de POPC:PCyiqado (67:33). Para efeito
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de comparacao, incluimos também o perfil de densidade eletronica da composicao binaria
POPC:POPC-OOH (33:67), cuja razao molar de lipidio oxidado (67mol%) é mais proxima
do méaximo considerado em nosso sistema ternario (53mol%). Para vesiculas compostas
por POPC:POPC-OOH (33:67) a densidade eletronica da regiao C'Hsz foi a mesma que a
observada para a composicao POPC:PCyidado (67:33) (figura [5.4)).

Em sintese, os dois sistemas ternarios analisados apresentam parametros de espessura
equivalentes aos obtidos para os sistemas binarios de POPC com 33% de lipidio oxidado,
contudo apresentaram menor densidade eletronica na regiao do grupo metil ainda que com-
parado ao sistema POPC com 67% de POPC-OOH. Tal resultado indica que a variacao de
densidade eletronica na regiao C'Hj é devida a presenca dos dois lipidios oxidados POPC-

OOH e PAzPC na membrana modelo.
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Vesiculas de POPC com 2 lipidios oxidados

I

POPC +
PC:PC-O0H:PAzPC (60:25:15)
PC:PC-O0OH:PAzPC (47:25:28) *

I{q) (u.a)

0 005 01 015 02 025 03 035 04 045
q (Ang. 1)

Figura 5.8: Curvas de SAXS de LUVs compostas por POPC:POPC-OOH:PAzPC com
concentracao inicial de lipidio igual a 10mM medidos a 23°C". O insert apresenta as diferentes

razoes molares estudadas.
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Ajuste POPC:POPC-O0OH:PAzPC (60:25:15)
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Figura 5.9: Curvas de SAXS de vesiculas grandes compostas por POPC:POPC-
OOH:PAzPC com razdes molares a) (60:25:15) e b) (47:25:28) com concentragao inicial
de 10mM (+) medidos a 23°C' e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos a partir do
modelo de lamela infinita com trés regices de densidade eletronica (ver se¢ao .



5.3. Resultados e Discussoes 95

Tabela 5.5: Pardametros estruturais obtidos a partir dos ajustes apresentados na figura [5.9;
Ry, Ren, € Rop, representam, respectivamente, a espessura da regiao polar, meio hidrof6-
bico contendo CHy e CHjs, enquanto ppo, pcw, € pcn, as densidades eletronicas correspon-
dentes.

Parametros de Ajuste
POPC POPC:POPC-OOH:PAzPC POPC:POPC-OOH:PAzPC

(100:0:0) (60:25:15) (47:25:28)
Ra (A) 9.3(6) 8.3(2) 8.0(3)
Ren, (A) 10.9(4) 10.3(2) 10.2(2)
Ren, (A) 3.0(3) 2.9(1) 2.8(1)
ppor (/A3 0.417(4) 0.410(2) 0.408(3)
pom, (e/A%)  0.297(3) 0.314(1) 0.320(2)
pem, (e/A%)  0.198(7) 0.204(3) 0.208(4)

espessura (A)  46.4(6) 43.0(1) 42.0(1)
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Figura 5.10: Perfil de densidade eletronica para as vesiculas compostas por: POPC:POPC-
OOH:PAzPC com diferentes razoes molares, POPC:PCxiqado (67:33) e POPC:POPC-OOH

(33:67). O insert apresenta as razoes molares de cada composigao lipidica.

5.3.2 Anilise de membranas modelo compostas por POPC:POPC-

OOH e POPC:PAzPC a partir do modelo de grupos quimicos

Nesta se¢ao serao apresentados os resultados e discussao referente as analises das curvas
de SAXS dos sistemas compostos por POPC:POPC-OOH e POPC:PAzPC a partir do mo-
delo de grupos quimicos do software GENFIT [65], descrito na secao [2.3.2]
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O perfil de espalhamento das curvas de SAXS, bem como o melhor ajuste aos dados ex-
perimentais obtido a partir do ajuste global estao apresentados na figura Em primeira
analise, observa-se que os perfis de espalhamento para as diferentes composi¢oes sao simi-
lares, com pico central posicionado em ¢ ~ 0.12 A~'. Os dois vales observados apresentam
aproximadamente mesma intensidade de espalhamento I(q) indicando a falta de poros ou
dominios [T100], ou seja, os sistemas podem ser considerados homogéneos [60] [78] de modo

que podemos utilizar um tnico fator de forma P(q) para as analises.

Os grupos quimicos dos lipidios utilizados nesse estudo (segao podem ser separados
a partir da sua localizagao nas regioes polar e apolar da bicamada lipidica. Na regiao polar
se encontram os grupos CG, PCN e CholCHj, ja na regiao hidrofébica temos os grupos
CH,, CH3 e CH. Com relacao aos grupos oxidados do POPC-OOH (referido como PX -
o qual inclui também os cabonos insaturados CHCH) e PAzPC (referido como CX) até o
momento da finalizagao deste trabalho ainda nao haviam evidéncias experimentais das suas
localizagoes na membrana, sendo assim, para os ajustes foi considerada a possibilidade de os
mesmos serem encontrados em ambas as regides hidrofébica (referido como PXjyq ou CXpyqg
) e polar (PX,o ou CX,,1). Neste caminho, definimos z,, como a fracao do total de grupos

oxidados (X = PX ou X = CX) que se localiza na regiao polar.

A tabela [5.6] apresenta os parametros obtidos a partir do ajuste global onde: & indica
o fator de escala, adicionado para corrigir possiveis erros de calibracao do instrumento;
A representa a éarea por lipidio; zp, € a fragao de grupo oxidado na regiao polar; Dyyq
respresenta a espessura da monocamada hidrofébica e f; é um fator multiplicativo sendo
esse o real parametro de ajuste. A posi¢ao do pico de cada grupo quimico é descrita a partir
dos parametros de ajuste como z; = f; Dpya, e€xceto o grupo terminal CHj que foi mantido

fixo em 2z = 0.
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Apesar da grande quantidade de parametros ajustados, é importante notar que o ajuste
global foi realizado a partir de dois tnicos fatores de escala k (apresentado na tabela|5.6)), re-
duzindo assim o intervalo possivel de parametros que poderiam gerar um bom ajuste. Outra
consideragao importante foi o ajuste da membrana composta por POPC puro, cujos para-
metros sao comuns para as membranas modelo oxidadas. Essas restricoes foram necessarias

para garantirmos a robustés do ajuste com resultados de relevancia fisica.

A representagao grafica dos resultados obtidos (tabela estao apresentados nas figu-
ras [0.12] 5.13] e [5.14] Na figura [5.12] estao apresentadas a fragao de volume da cada grupo

quimico em fungao da propor¢ao z de lipido oxidado. Para os grupos oxidados (X = PX ou
X = CX) o volume apresentado ¢ composto pela contribui¢ao das regides polar e apolar de
modo que ¢x(2) = ¢x,..(2) + ¥x,.,(2). A figura apresenta a dependéncia da posigao
de cada grupo quimico (z;) em relagao a fracao de lipidio oxidado (z) para as duas misturas
POPC,_,POPC-OOH, (imagem & direita) e POPC;_,PAzPC, (imagem & esquerda). Por
fim, as figuras e mostram, respectivamente, a distribuicao de densidade eletrénica
de cada grupo e densidade total longo da bicamada lipidica (z) e o comparativo entre as

densidades totais variando a concentracao e tipo de lipidio oxidado.

A partir dos resultados apresentados na tabela [5.6] pode-se verificar que 0.95 £ 0.02
dos grupos oxidados das vesiculas compostas por POPC;_,POPC-OOH, z,, se encontram
na regiao polar (z,01), enquanto apenas 5% permanece na parte hidrofébica da membrana
modelo, mais especificamente na interface bicamada-agua ( JPXpya =0.96 £ 0.02). Este resul-
tado difere do reportado por Guo et al. que observou a partir de dindmica molecular [4§]
uma distribuicao bimodal para o grupo hidroperéxido com localizagoes na regiao interna

da bicamada lipidica e na interface bicamada-agua. Pode ser observado, a partir da figura
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e , que a posi¢ao do grupo do hidroperéxido na regiao polar zpx,,, variou de 16
a 14 A a medida em que aumentamos razio molar de POPC-OOH na membrana de 33%
para 100%. Como consequéncia, ¢ observado um decréscimo na espessura da regiao hidro-
fobica Dpyq que varia de 14.5 A para membranas modelo puras de POPC para 11.2 A para
membranas modelo com 100% de POPC-OOH. O resultado obtido para Dyyq estda em bom
acordo com dados da literatura [96]. Portanto, o deslocamento do grupo hidroperdxido para
valores menores de posicao z esta diretamente relacionado a diminuicao na espessura da
bicamada lipidica devido a oxidacao. Tal caracteristica também pode ser obervada a partir
do deslocamento dos grupos CG, PCN, CholCH3 e CHy com o aumento da proporgao de
POPC-OOH na membrana (figuras e . Como consequéncia, houve uma redugao
de aproximadamente 20% na distancia entre as duas monocamadas, dada pela posicao z
do pico de méxima densidade eletronica do grupo PCN (figura a medida em ocorre
o aumento de POPC-OOH na composi¢ao. Vale ressaltar que essa dimiui¢ao de espessura
ja havia sido prevista em simulagoes de dinamica molecular [10), 48| porém em menor grau

(~ 10%) do que o observado experimentalmente neste trabalho.

Foi observado também aumento de 4rea A por lipidio, que variou de 65.4 + 0.4 A2 para
78 + 2 A% com o aumento de POPC-OOH na membrana (tabela . Embora o resultado
obtido para POPC (A = 65.44+0.4 A2) seja um pouco maior do que o reportado na literatura
a partir de evidéncias experimentais 62.7 A2 [101], esta em bom acordo com os descritos a
partir de simulagao de MD [47, [48]. Com relagao as membranas oxidadas, o aumento de area
observado esta em acordo com a expansao observada em GUVs via técnica de microaspiragao

[20] e simulagbes de MD |10, 48].

Considerando agora os resultados obtidos para vesiculas compostas por POPC;_,PAzPC,,
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foi observado valor de 5 = 0.59 = 0.04, indicando que grande parte do grupo caboxila do
PAzPC (descrito como CX) se localiza na regido hidrofobica da membrana. A partir da po-
sicao z apresentada nas figuras e é possivel verificar que, similar ao observado para
POPC-OOH, o grupo CX,, apresenta afinidade pelos grupos CG e PCN, por outro lado
a parcela oxidada CXyq se encontra no meio da regiao hidrofobica ( Jexyyq = 0.57 4+ 0.09 -
recordando que zcx, , = fox,,qPhya). Essa caracteristica bimodal da posigao z do grupo CX
fica evidente na figura [5.12] Khandélia e Mouritsen [56] observaram a partir de simulagdes
de MD uma completa reversao da orientacao da cadeia truncada do PAzPC, expondo assim
o grupo carboxil na regiao polar, resultado esse dependente da concentragao do referido
lipidio oxidado. Por outro lado, nossos resultados mostraram que para concentracoes de até
33 mol % de PAzPC a particdo do grupo CX é a mesma. E interessante notar que embora
os valores de espessura Dyyq, Dp/2 e D sejam similares aos observados para membranas
modelo de POPC,_,POPC-OOH, com x = 0.33, o aumento de area foi significantemente
menor: 7343 A% e 6742 A? (tabela para membranas modelo contendo 33% de POPC-
OOH e PAzPC, respectivamente. Esse resultado mostra que a geometria do lipidio possui
um papel importante na na area ocupada pelo mesmo, e consequentemente na estrutura da
membrana. Vale ressaltar que a oxidacao lipidica nos sistemas analisados nao promove a
penetracao profunda de 4gua no interior da bicamada lipidica com relagao ao observado para
POPC puro (figura , em acordo com o observado em experimentos de GUVs compostas
por POPC e POPC-OOH [20]. Por outro lado, resultados da literatura indicam alteragoes
na permeabilidade de membranas modelo em sistemas contendo lipidios de cadeia truncada

[55, 53, 54], contudo tal efeito nao foi observado neste trabalho.
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Figura 5.11:  Curvas de SAXS de vesiculas grandes de POPC-OOH (imagem superior) e
PAzPC (imagem inferior). Os pontos representam a curva experimental e a linha continua
preta o melhor ajuste obtido a partir do ajuste global. As curvas estao deslocadas entre si
por um fator de 20 para facilitar a visualizacao.
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Tabela 5.6: Parametros de ajuste obtidos a partir do ajuste global das curvas de SAXS
apresentadas na figura [5.111 As unidades de comprimento e &rea sdo respectivamente Ae

A2,

POPC,;_,POPC-OOH, | POPC,_,PAzZPC,

K 5.4+0.2 | 6.7+£0.3

T 0.00 0.33 0.67 1.00 | 0.00 0.10 0.33
A 65.4(4)  73(1)  73(3)  78(2) | 65.4(4) 69(1)  67(2)
Tpol - 0.95(2) 0.95(2) 0.95(2) - 0.59(4)  0.59(4)
fon 0.65(2) 0.64(2) 0.65(3) - 0.65(2) 0.65(2) 0.65(2)
FXiya - 0.96(2) 0.97(2) 0.97(2) - 0.57(9)  0.57(9)
foa 1.22(3)  1.20(2) 1.21(6) 1.22(5) | 1.22(3) 1.19(2) 1.19(3)
fron 1.27(4)  1.20(3) 1.22(8) 1.22(8) | 1.27(4) 1.22(4) 1.22(6)
foholcH;  1.49(7)  1.40(5)  1.5(1)  1.5(1) | 1.49(7) 1.41(7)  1.4(1)
FXpor - 1.26(9) 1.25(8)  1.24(9) - 1.3(2)  1.3(2)
2Dhya 28.9(2) 25.3(5)  24(1)  22.4(7) | 28.9(2) 26.7(5) 25.3(7)
Dg 39.0(2) 35.1(6) 35(2)  33(1) | 39.0(2) 36.4(6) 35.4(9)
2D 59(2)  53(2)  52(2)  50(2) | 59(2)  55(2)  54(2)
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Figura 5.12: Fracao de volume dos grupos quimicos obtidos a partir da anélise das curvas
de SAXS apresentadas na figura em fungao da propor¢ao z de POPC-OOH (imagem
a esquerda) e PAzPC (imagem a direita). A sombra colorida ao redor das linhas indicam o
desvio padrao, obtido a partir de 20 iteragoes do ajuste global.
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Figura 5.13: Dependéncia da posi¢ao de cada grupo quimico z; em relagao a fracao de
lipidio oxidado na membrana modelo z para POPC-OOH (imagem & esquerda) e PAzPC
(imagem a direita), obtidos a partir do ajuste global das curvas de SAXS apresentadas na
figura . A unidade de z ¢ A. O indice X indica os grupos oxidados PX e CX para o
POPC-OOH e o PAzPC, respectivamente.
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Densidade eletronica dos grupos quimicos obtida a partir da analise das
curvas de SAXS apresentadas na figura [5.11] As cores sao referentes a: CH, (vermelho),
CHj (verde), CH (magenta), X (laranja), CG (grupo glicerol (CH)[(CH)(COO)]|2, vermelho
escuro), PCN (grupos fosfato e nitrogénio (PO} )(CHy)oN*, verde escuro), CholCHjz (meti-

lenos do grupo colina (CHj)s, azul escuro), HoO (azul). As linhas pretas no topo da imagem
representam a densidade eletronica do sistema.
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Figura 5.15: Perfil de densidade eletronica obtido a partir da analise das curvas de SAXS
de membranas modelo compostas por POPC;_,POPC-OOH, (com z = 0.00, 0.33, 0.67 e
1.00) e POPC,_,PAZzPC, (com x = 0.00, 0.10 e 0.33).

5.4 Conclusao

O estudo de caracterizagao de membranas modelo compostas por lipidio oxidado a partir
do modelo de trés niveis de diferente densidade eletréonica mostrou que, no caso de sistemas
compostos por POPC e lipidio oxidado POPC-OOH, o aumento da propor¢ao de POPC-
OOH na membrana modelo leva a um decréscimo significativo da espessura da bicamada

que diminui de 46.4(6)A para membranas modelo puras de POPC, para 37.6(4)A quando



5.4. Conclusao 107

compostas por 100% de POPC-OOH | representando uma variacio de 8.8(7)A. Para as
composigoes lipidicas intermediarias, com 33% e 67% de POPC-OOH, as espessuras obtidas
foram respectivamente 42.4(9)A e 39.8(3)A. O efeito de variacao de diminuicdo de espessura
observado estd em bom acordo com resultados de dindmica molecular descritos na literaturua
[49, 98|, [72]. Em sequéncia, a anélise via modelo de grupos quimicos mostrou que o grupo
hidroperéxido do POPC-OOH se encontra preferencialmente na regiao polar da membrana,
proximos aos grupos carbonil e fosfato. Membranas modelo com maior grau de oxidagao
apresentaram também aumento na area por lipidio com variacdo de A = 65.4 + 0.4 A2
para POPC puro e A = 78 + 2 A2 para 100% de POPC-OOH e diminuicio da espessura
total de hidratacao 2Dyyq que variou de 28.9 £ 0.2 A para 22.4 4+ 0.7 A. A relacio entre
oxidacao lipidica e aumento de area ja havia sido observada em trabalhos anteriores com
GUVs |22, 20]. Por outro lado, o decréscimo da espessura da bicamada lipidica devido a
oxidagao foi quantificado pela primeira vez neste trabalho, o que resultou na publicagao do
artigo cientifico intitulado Hydroperozide and carboxyl groups preferential location in oxidized
bromembranes experimentally determined by small angle X-ray scattering: Implications in
membrane structure [72] desenvolvido em colabora¢ao com o professor Francesco Spinozzi

da Universidade Politécnica de Marche (Ancona - Italia).

Com relacao aos resultados para vesiculas compostas por POPC e PAzPC, os ajustes via
modelo de trés regioes mostraram um decréscimo na espussura da bicamada lipidica que va-
riou de 46.4(6)A para membranas modelo puras de POPC, para 42.7(9)A quando compostas
por 33%de PAzPC. Vale notar que a espessura total da bicamada lipidica encontrada para
vesiculas contendo 33% de PAzPC é similar ao valor obtido para membranas modelo com-
postas por POPC:POPC-OOH (67:33) de 42.4(9)A. Diferente do observado para o sistema
POPC:POPC-OOH, a analise via modelo de grupos quimicos para POPC:PAzPC apresen-
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tou uma distribuigdo bimodal para o grupo oxidado carboxila do PAzPC com localizagao
nas regioes hidrofébica e hidrofilica da membrana modelo. Também foi observado aumento
de &area por lipidio com o aumento de oxidagao porém em menor intensidade A = 67 42 A?
para 33% de PAzPC, como consequéncia houve diminuicao na espessura total de hidratacao

para 5442 A com 33% de oxidagio, em bom acordo com o observado em sistemas compostos

por POPC com 20% de PAzPC [58].

Por fim, o estudo de sistemas ternarios de POPC contendo os dois lipidios oxidados
POPC-OOH e PAzPC nas proporgdes POPC:POPC-OOH:PAzPC (60:25:15) e (47:25:28)
mostrou que ambos os sistemas apresentam parametros de espessura equivalentes aos ob-
tidos para os sistemas binarios de POPC com 33% de lipidio oxidado (POPC-OOH ou
PAzPC), foram eles 43.0(1)A para POPC:POPC-OOH:PAzPC (60:25:15) e 42.0(1)A para
POPC:POPC-OOH:PAzPC (47:25:28). Por outro lado, a densidade eletronica da regiao
C Hj3 para os sistemas ternéarios se mostrou menor do que o obtido para membranas modelo
de POPC com 33% de lipidio oxidado e POPC:POPC-OOH (33:67)e POPC-OOH puro.
Este resultado indica que a variagao de densidade eletronica na regiao do grupo metil é

devida as caracteristicas dos lipidios oxidados POPC-OOH e PAzPC.
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A enzima GAPDH tem sido extensivamente estudada devido a sua importante fun¢ao na
produgao de energia para a célula. De maneira interessante, foi mostrado que a GAPDH pode
se associar em membranas contendo lipidios negativos, formando agregados tipo-amil6ides
[102]. Com o intuito de contribuir para o entendimento de como membranas lipidicas podem
catalisar a formagao de agregados proteicos elaboramos o estudo da interagao entre a enzima
GAPDH e membranas modelos contendo lipidios oxidados e nao oxidados. O objetivo é
estudar se a inclusao de lipidio oxidado impacta na formagao de oligbmeros de GAPDH em

relacao a membranas nao oxidadas.

6.1 Objetivo especifico

O objetivo deste capitulo consistiu em investigarmos, a partir da técnica de SAXS, os
mecanismos de interacao, dissociacao e agregagao de proteinas na superficie de membranas

modelo devido a presenca de lipidio oxidado na membrana e de dominios lipidicos.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Materiais

Para este estudo foram utilizados os lipidios POPC (figura , POPC-OOH (figura
, SM (figura e CO (figura e a enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase de
musculo de coelho (GAPDH) apresentada na figura 6.1

Os filmes lipidicos e a enzima foram hidratados em agua Milli-Q (Milli-Q plus ultra pure

Type 1 water system - Milipore; resistividade 18,2M€.cm - pH 5).
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GAPDH de coelho (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase de musculo de coe-
l1ho) - peso molecular 36kDa (G2267- Sigma-Aldrich). Potencial isoelétrico (pl) 8,51.

Figura 6.1: Estrutura cristalografica da enzima GAPDH de coelho (PDB 1J0X extraido da
referéncia [103])

6.2.2 SAXS

A caracterizagao da propriedades fisicas referentes aos sistemas membrana modelo/enzima
foi realizada a partir da técnica de SAXS, cujas informagoes referente aos parametros de

aquisi¢ao dos dados obtidos no LNLS estao descritos na segao [2.2]

A preparacao das vesiculas grandes foi realizada pelo método de extrusao de
acordo com o protocolo descrito na secao As informacoes sobre composicao lipidica,
concentracao final de lipidios, quantidade de extrusoes e tamanho do poro utilizados para a
obtencao de unilamelas e a temperatura em que a solu¢ao foi mantida durante o processo

de hidratacao do filme lipidico estao descritas na tabela

Para as medidas de SAXS na presenca de enzima GAPDH, as vesiculas foram extrusadas
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a 10mM e diluidas para 8.33mM no momento da medida. A enzima GAPDH foi medida a
2mg/mL (0.05mM) sendo que para os estudos de interagdo, a mistura das solugoes da mem-
brana modelo e da enzima foi efetuada instantes antes da realizagao das medidas, garantindo
assim a obervacao do sistema desde o principio da intera¢ao. Os sistemas membrana/enzima
foram medidos a 37°C' durante 100seg de exposicao continua a radiacao. Nos estudos de
interagdo em fung¢ao do tempo, o sistema membrana/enzima foi mantido em repouso em
banho térmico a 37°C durante 2 horas pré medida experimental para comparacao com o

sistema medido diretamente apds a mistura das solugoes de LUVs e GAPDH.

A mensuracao dos resultados foi realizada a partir de ajustes tedricos através do software
Genlfit [65]. Para o ajuste da enzima foi utilizado o modelo de PDB (All-atoms form factor
of a PDB structure with solvation shell of dummy atoms and multipole expansion average),
descrito na segao que leva em consideracao a contribuicao de cada atomo presente
no arquivo PDB (do inglés Protein Data Bank). Ja para o ajuste das membranas modelo,

utilizou-se o modelo de N lamelas infitas com trés regioes de diferentes densidades eletronicas

(segao [2.3.1)).

Tabela 6.1: Amostras medidas por SAXS em presenca da enzima GAPDH.

Medidas de SAXS

Composicao Concentragao n° de extrusao das vesiculas filtro (nm) T (°C)

POPC:POPC-OOH (1:0)/GAPDH _ 8.33mM/0.05mM 31 100 30

POPC:POPC-OOH (67:33)/GAPDH  8.33mM /0.05mM 31 100 30

POPC:POPC-OOH (33:67)/GAPDH  8.33mM/0.05mM 31 100 30

POPC:POPC-OOH (0:1)/GAPDH  8.33mM /0.05mM 31 100 30
19 400

POPC:SM:CO (1:1:1)/GAPDH  8.33mM;/0.05mM 5 100 45
19 400

POPC-OOH:SM:CO (1:1:1)/GAPDH  8.33mM/0.05mM 45

31 100
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6.3 Resultados e Discussoes

A apresentacao e discussao dos resultados desta secao sera realizada em duas partes: na
primeira parte serao apresentados os resultados experimentais obtidos e uma analise qua-
litativa que serviram como insumo para o desenvolvimento dos experimentos; na segunda
serao apresentados os ajustes tedricos das curvas de maior relevancia apresentadas na pri-
meira parte acompanhado de uma discussao sobre a qualidade dos ajustes, bem como os

resultados quantitativos obtidos.

6.3.1 Parte 1 - Analise inicial (qualitativa) das curvas de SAXS

Iniciamos o estudo de interacao da GAPDH com membranas modelo a partir da compa-
racao entre o perfil de espalhamento das curvas de SAXS para as enzimas GAPDH extraida
de coelho (GAPDH de coelho figura e extraida de seres humanos (GAPDH humana,
obtida em colaboracao com a prof* Rosana N. Chehin do Instituto de Quimica del Noroeste
Argentino - INQUINOA - CONICET). A partir do resultado apresentado na figura foi
possivel verificar que, para a técnica de SAXS, ambas as enzimas apresentam mesmo perfil
indicando estruturas quaternarias semelhantes. Com base neste resultado, a continuidade
do estudo proposto neste capitulo foi dada com a GAPDH de coelho devido ao menor custo
e maior facilidade de obtencao do material para analise, dada a complexidade de extracao

da proteina humana.

A fim de garantir que os resultados observados nos ensaios seguintes nao eram devido ao
efeito de radiag@ao sobre a enzima, foram realizadas medidas de SAXS da GAPDH durante
120 min a 37°C, apresentados na figura [6.3. Foi observado que nao ha alteracao no perfil

de espalhamento da enzima com o passar do tempo, o que indica que nao houve mudanca
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Comparagédo entre GAPDH de coelho e humana
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Figura 6.2: Curvas de SAXS da enzima GAPDH humana (curva vermelha) e GAPDH
de coelho (curva verde) [2mg/mL = 0.05mM]| realizadas durante 100 segundos. Medidas
realizadas a 37°C.

estrutural na proteina devido a efeito de radiagdo durante o tempo medido (120 min), em
bom acordo com resultados da literatura [38]. A curva azul claro apresentada na figura
representa a média das curvas obtidas. Como durante os 120 min a estrutura da enzima nao
sofreu alteracao, para as proximas as analises iremos considerar apenas a média das curvas
de SAXS. Nota-se apenas uma pequena agregacao da enzima na regiao de angulos pequenos
(figura [6.3)).

Resultados da literatura mostram que a composicao lipidica da membrana pode estar
diretamente associada & agregacao e formacao de fibras amiléides em proteinas relacionadas

a diversas doengas [37, 38, 34, 41]. Iniciamos o estudo da interagao entre a GAPDH e
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Figura 6.3: Curvas de SAXS de medida cinética da enzima GAPDH de coelho [2mg/mL =
0.05mM]|. Foram realizadas 30 medidas de 40seg de exposigao a radiacao com intervalo de
200 seg entre cada medida, totalizando de 120min de medida. Medidas realizadas a 37°C'.

membrana modelo oxidada a partir da caracterizagao de sistemas binarios compostos por
POPC e POPC-OOH. Os sistemas estudados foram: POPC:POPC-OOH (1:0), (67:33),
(33:67) e (0:1). A figura[6.4]apresenta a comparacao entre as curvas de SAXS das membranas
modelo de POPC com e sem lipidio oxidado (POPC-OOH), da enzima GAPDH, do sistema
membrana/enzima e a curva resultante da soma simples da curva da enzima com a curva da
membrana modelo. O dado experimental foi adquirido imediatamente ap6s a mistura das

LUVs com GAPDH.

Foi observado que as curvas de SAXS das vesiculas compostas por POPC:POPC-OOH
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(1:0), (33:67) e (0:1) apresentaram um aumento na intensidade de espalhamento I(q) para
a regiao de baixos angulos (g até O.L&*l) se comparadas com a curva resultante da soma
dos espalhamentos da LUV e da enzima. Segundo a equacao D,,ap = T/Gmin [60] temos que
estruturas maiores sao observadas na regiao de menor angulo de espalhamento. No caso
de sistemas proteicos, esse aumento na intensidade de espalhamento indica que a proteina
sofreu agregacao. Inesperadamente o sistema composto por vesiculas de POPC:POPC-OOH
(67:33) nao apresentou alteragao, de modo que a curva experimental da membrana/GAPDH
¢ igual a curva resultante da soma da curva da enzima com a curva da membrana modelo.
Dentre os 4 sistemas apresentados na figura as composi¢coes POPC:POPC-OOH (1:0) e
(0:1) foram remedidas e o efeito de agregacao pode ser confirmado, tal procedimento nao
pode ser aplicado para as demais composicoes. Por outro lado, é possivel perceber que para
q > 0.1A7" a curva de espahamento do sistema GAPDH /membrana é dada pela soma dos
espalhamentos da proteina e da membrana modelo separadamente, indicando que nao houve

alteracao na estrutura da membrana.

Com base no resultado apresentado na figura [6.4] foi possivel inferir que a agregacao
da enzima GAPDH independe da presenca de lipidio oxidado POPC-OOH na membrana
modelo, pois efeito semelhante de agregacao foi observado para o sistema composto vesiculas
puras de POPC, ou seja, sem oxidagao. O resultado obtido para vesiculas compostas por
33% de POPC-OOH, cujo sistema nao apresentou efeito de agregacao, precisaria ser medido
novamente para verificarmos se o resultado observado se trata de um caso especial no qual
essa proporgao especifica de POPC-OOH inibe, de alguma forma, a agregacao da GAPDH.
Dada a impossibilidade de confirmacao deste resultado, o mesmo serd considerado como
inconclusivo. Efeito similar de aumento na intensidade de espalhamento na regiao de baixo

angulo (g 0.021&_1), indicativo de agregagao da GAPDH, foi observado na presenca das
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composigoes lipidicas POPC:SM:CO (1:1:1) e POPC-OOH:SM:CO (1:1:1) (ver figura [6.5),

reforcando que tal efeito nao pode ser atribuido unicamente & oxidacao da membrana modelo.
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Figura 6.4: Comparacao entre o perfil de espalhamento das curvas de SAXS de: membrana

modelo de POPC:POPC-OOH em diferentes proporgoes (curvas verdes) (8.33mM ), enzima
GAPDH (curva azul) (0.05mM), sistema membrana/proteina (curva vermelha) e a soma
da curva da membrana com a curva da proteina (curva rosa); medidos a 37°C. O insert
apresenta o zoom para angulo de espalhamento até 0.2A7" com escala logaritmica no eixo
X.
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Figura 6.5: Comparacao o perfil de espalhamento das curvas de SAXS de: membrana mo-
delo de (POPC:POPC-OOH):SM:CO em diferentes proporgoes (curvas verdes) (8.33mM ),
enzima GAPDH (curva azul) [2mg/mL = 0.05mM], sistema membrana/proteina (curva ver-
melha) e a soma da curva da membrana modelo com a curva da proteina (curva rosa);

medidos a 37°C'. O insert apresenta o zoom para angulo de espalhamento até 0.2A7" com
escala logaritmica no eixo x.



6.3. Resultados e Discussoes 119

Uma vez verificada que interagao entre a enzima e a membrana modelo nao afetou a
estrutura desta tultima, demos sequéncia aos ensaios a partir da investigacao de interagao dos
sistemas em funcao do tempo. Foram realizadas medidas de SAXS das membranas modelo
na presenca da enzima GAPDH levando em consideracao um tempo de espera de duas horas
durante o qual a amostra ficou em banho térmico a 37°C. A figura[6.6|apresenta os resultados
obtidos para as membranas modelo compostas POPC:POPC-OOH (1:0), (67:33), (33:67) e
(0:1). Para todos os sistemas foi observado um aumento na intensidade de espalhamento na
regiao de baixo angulo apds o tempo de espera de duas horas indicando que a GAPDH sofreu
alteragao estrutural. Como mencionado anteriormente (ver figura a enzima sozinha
ap6s 120 minutos de medida nao apresentou alteracao no perfil de espalhamento de SAXS,
portanto o efeito de agregacao observado esté vinculado a interagao com a membrana modelo
ao longo das duas horas. Resultado similar foi observado para os sistemas com membranas
modelo compostas por POPC:SM:CO (1:1:1) e POPC-OOH:SM:CO (1:1:1) medidos nas
mesmas condi¢oes (figura [6.7).

Com base no efeito observado apo6s duas horas de interagao do sistema GAPDH /membrana,
realizamos um estudo complementar para entender os efeitos na GAPDH ap6s um periodo
maior de interacao, 24 horas. Para esse estudo foram selecionadas, estratégicamente, as
composigoes lipidicas POPC:POPC-OOH (1:0) e (0:1). Os resultados obtidos, apresentados
na figura[6.8] mostram que mesmo apos as 24h, para ambos os sistemas, o efeito de interacao

levando a agregacao da proteina ainda é pequeno.
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Figura 6.6: : Comparagao entre as curvas de SAXS das vesiculas (8.33mM) de: a) POPC; b)
POPC:POPC-OOH (67:33); c) POPC:POPC-OOH (33:67) e d) POPC-OOH com a enzima
GAPDH [2mg/mL = 0.05mM]. A curva vermelha representa a medida realizada imediata-
mente apos a mistura das solugoes da vesicula e da proteina e a curva verde representa a
medida realizada apo6s 2h de espera no banho térmico a 37°C'.
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Comparagao entre as curvas de SAXS das vesiculas (8.33mAM) de: a)
POPC:SM:CO (1:1:1) e POPC-OOH:SM:CO (1:1:1) com a enzima GAPDH [2mg/mL =
0.05mM]. A curva vermelha representa a medida realizada imediatamente apos a mistura
das solucoes da vesicula e da proteina e a curva verde representa a medida realizada apos

2h de espera no banho térmico a 37°C.
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Figura 6.8: Comparagao entre as curvas de SAXS das vesiculas (8.33mM) de:

POPC:POPC-OOH (1:0) e (0:1) com a enzima GAPDH [2mg/mL = 0.05mM]. A curva
vermelha representa a medida realizada imediatamente apds a mistura das solucoes da ve-
sicula e da proteina e a curva verde representa a medida realizada apos 24h de espera no

banho térmico a 37°C.
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6.3.2 Parte 2 - Analise quantitativa via ajuste tedérico das curvas

de SAXS

Nesta secao serao apresentados tanto os resultados finais das analises quanto os processos

intermediarios que serviram como aprendizado e guia para o desenvolvimento deste estudo.

Primeiramente foi analisada a curva de SAXS para a enzima GAPDH sozinha a partir
do modelo que considera o fator de forma da estrutura critalografica do PDB da proteina,
descrito na secao [2.3.3] Para esta andlise, foi considerado que nas condigoes medidas a
GAPDH possui estrutura tetrameérica [103]. A figura [6.9 apresenta o ajuste obtido, cuja boa

qualidade mostra que em solucao a GAPDH apresenta estrutura de tetramero.

Como descrito na anélise qualitativa das curvas de SAXS (subsecao , os sistemas
membrana/GAPDH apresentaram alteracao significativa apenas na regiao de menor dngulo
de espalhamento da curva de SAXS (até ¢ = 0.1A~!) onde a contribuicdo na intensidade
de espalhamento I(q) é prioritariamente dada pela estrutura quaternaria da enzima, de
modo que os parametros de ajuste das vesiculas nao sao relevantes para as anélises a seguir.
Sendo assim, os resultados e discussoes desta secao serao desenvovidos unicamente a partir
das possiveis alteragoes no estado conformacional enzima GAPDH devido & interacao com

diferentes composicoes lipidica e variagao no tempo de interacao.

Partindo do resultado obtido para a analise da GAPDH, demos sequéncia as analises

dos sistemas membrana/proteina considerando para a proteina apenas o PDB do tetramero

e para a membrana o modelo de lamela infinita 2.3.1 As figuras [6.10] [6.11], [6.12] [6.13]

e apresentam, respectivamente, os ajustes obtidos para a GAPDH na presenca das
vesiculas compostas por POPC, POPC:POPC-OOH (67:33), POPC:POPC-OOH (33:67),
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POPC-OOH, POPC:SM:CO e POPC-OOH:SM:CO (1:1:1) medidas logo ap6s a mistura das
solucoes da membrana modelo com a proteina e a medida realizada ap6s duas horas de espera
em banho térmico a 37°C a partir da consideracao de forma tetramérica para a enzima. A
partir dos resultados de ajuste, foi observado que a forma de tetramero claramente nao se
ajusta bem aos dados experimentais para as composicoes de vesiculas parcialmente oxidadas
de POPC:POPC-OOH (67:33) e POPC:POPC-OOH (33:67) em Oh e 2h. A tentativa de
ajustar esse sistema usando apenas o PDB do tetramero levou a um maior distanciamento da
curva de ajuste para os pontos experimentais na regiao de maior contribuicao da membrana
(g > 0.1A71), figuras para POPC:POPC-OOH (67:33) e[6.12 para POPC:POPC-OOH
(33:67). Ou seja, para os sistemas de vesiculas compostas por POPC com 33% e 67%
de POPC-OOH ha a necessidade de se incluir outro modelo de ajuste considerando uma
possivel dissociagao da proteina. Para as composi¢oes puras de POPC e POPC-OOH, os
ajustes a partir do PDB do tetramero se mostraram satifatorios na maior parte das curvas
com possibilidade de melhora na regiao de menor dngulo de espalhamento (¢ <= 0.11&_1),
indicados pela seta azul nas figuras para POPC e para POPC-OOH. Por outro
lado, na presenca de vesiculas compostas por POPC:SM:CO e POPC-OOH:SM:CO (1:1:1) o
ajuste teorico a partir do PBD do tetramero representou bem os dados experimentais (figura
6.14| para POPC:SM:CO e ﬁgurapara POPC-OOH:SM:CO) indicando que na presenca
dessas composicoes lipidicas a enzima GAPDH manteve a estrutura inicial de tetramero
[103]. Dado esse resultado, nao se pode atribuir o efeito de alteragao estrutural da enzima
a oxidagao da membrana modelo. No entanto, os sistemas compostos por SM e CO foram
os Unicos que se mativeram constantes apds 2h de interagao sugerindo que a formagao de
dominios lipidicos dada pela intera¢ao entre SM e CO [74] [84] [75], [12] preserva a estrutura

inicial da GAPDH.
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Figura 6.9:  Ajuste obtido para a curva de SAXS da enzima GAPDH (concentragao
12mg/mL medida a 37°C') a partir do PDB de um tetramero.
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Figura 6.10: Ajuste de vesiculas compostas por POPC [8.33mM]| com a enzima GAPDH

[2mg/mL| a partir do PDB do tetramero, para medidas realizadas: a) logo apo6s a mistura
das solugoes da proteina com a membrana modelo - 0h e b) apds 2h de espera em banho
térmico a 37°C.
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Ajuste de vesiculas compostas por POPC:POPC-OOH(67:33) [8.33mM] com

a enzima GAPDH [2mg/mL| a partir do PDB do tetramero, para medidas realizadas: a)
logo apos a mistura das solugoes da proteina com a membrana modelo - 0h e b) apds 2h de
espera em banho térmico a 37°C.
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Figura 6.12: Ajuste de vesiculas compostas por POPC:POPC-OOH(33:67) [8.33mM]| com
a enzima GAPDH [2mg/mL| a partir do PDB do tetramero, para medidas realizadas: a)
logo apos a mistura das solugoes da proteina com a membrana modelo - 0h e b) apds 2h de
espera em banho térmico a 37°C.
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Figura 6.13:  Ajuste de vesiculas compostas por POPC-OOH [8.33mM] com a enzima
GAPDH [2mg/mL] a partir do PDB do tetramero, para medidas realizadas: a) logo apos a
mistura das solugoes da proteina com a membrana modelo - Oh e b) apos 2h de espera em
banho térmico a 37°C.
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Figura 6.14:  Ajuste de vesiculas compostas por POPC:SM:CO(1:1:1) [8.33mM]| com a
enzima GAPDH [2mg/mL] a partir do PDB do tetramero, para medidas realizadas: a) logo
apos a mistura das solugdes da proteina com a membrana - Oh e b) ap6s 2h de espera em
banho térmico a 37°C.
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Figura 6.15: Ajuste de vesiculas compostas por POPC-OOH:SM:CO(1:1:1) [8.33mM] com
a enzima GAPDH [2mg/mL| a partir do PDB do tetramero, para medidas realizadas: a)
logo apos a mistura das solugoes da proteina com a membrana modelo - 0h e b) apds 2h de
espera em banho térmico a 37°C.
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Com a finalidade de se obter um melhor resultado para as membranas modelo compos-
tas por POPC, POPC:POPC-OOH(67:33), POPC:POPC-OOH(33:67) ¢ POPC-OOH na
presenca da GAPDH, foram realizados ajustes das curvas de SAXS considerando a possi-
bibilidade de dissociacao da proteina da forma tetramérica para dimeros ou monomeros.
Para isto, em cada ajuste, foram utilizados para a proteina dois modelos de PDB: tetra-
mero/dimero e tetramero/monomero. Os ajustes aos dados experimentais obtidos para
as curvas de SAXS nos tempos de medida 0h e 2h para a composicoes lipidicas POPC,
POPC:POPC-OOH(67:33), POPC:POPC-OO0OH(33:67) ¢ POPC-OOH estao apresentados
nas figuras [6.10], [6.17], [6.18 e [6.19, respectivamente. Os resultados quantitativos referentes

ao peso de cada forma oligomérica considerada para o ajuste estao apresentados na tabela

0.2

Pode-se observar que em todos os casos os ajustes obtidos a partir dos PDBs do tetra-
mero/dimero sao tao bons quanto os obtidos usando os PDBs do tetramero/monomero, ou
seja, nao se pode distinguir a partir do ajuste em qual estado oligomérico a enzima se disso-
ciou. A similaridade entre os ajustes refletiu nos parametros estruturais, exceto para POPC
puro medido apds 2h que apresentou uma diferenca de 17% entre os resultados para dimero
(peso 51%) e monomero (peso 34%). Por outro lado, o sistema composto por POPC puro
medido em tempo 0h nao apresentou dissociagao em dimero ou mondmero, indicando que
nesse cenario a GAPDH manteve a estrutura de tetramero, em bom acordo com o resultado

observado por Cortez et al. [38] para membranas modelo zwiteriénicas.
Para os sistemas que contém POPC-OOH medidos logo apos a mistura (tempo 0h), foi
observado que a quantidade de tetrameros cresce & medida em que aumentamos a concentra-

¢ao de POPC-OOH na membrana, variando de 34% para vesiculas com 33% de POPC-OOH

para 65% para membranas modelo com 100% de POPC-OOH, mostrando que as composi-
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¢oes lipidicas intermediarias apresentam maior efeito de interagao com a GAPDH. Por outro
lado, nao foi observado um padrao na variagao de estrutura oligomérica entre as composigoes
para as medidas realizadas apos duas horas. Esse resultado sugere que GAPDH interage de
forma diferente com cada composicao lipidica ao longo do tempo. Comparando a dissocia-
¢ao entre os tempos 0h e 2h para cada composicao, observou-se que o maior efeito ocorreu
para vesiculas com 67% de POPC-OOH, que variou a quanntidade de tetramero de 47% no

tempo 0h para 12% em medidas realizadas apos duas horas.

Tabela 6.2: Porcentagem de cada PDB obtido para os ajustes dos sistemas de mem-
brana/GAPDH para diferentes composigoes lipidicas (POPC, POPC:POPC-OOH(67:33),
POPC:POPC-OOH(33:67) ¢ POPC-OOH). As medidas foram realizadas no tempo zero (le-
genda Oh) e apos duas horas de descanso das amostras em banho térmico a 37°C (legenda
2h).

Peso de cada modelo de PDB
POPC POPC:POPC-OOH | POPC:POPC-OOH | POPC-OOH
(67:33) (33:67)
Oh 2h Oh 2h Oh 2h Oh 2h

Tetramero (%) | 100(1) 49(1) | 34(1) 20(1) 47(2) 12(2) 65(3) 59(4)
Dimero (%) 0(1)  51(1) | 66(1) 80(1) 53(2) 88(2) 35(3) 41(4)
Tetramero (%) | 100(1) 66(1) | 35(3) 20(3) 43(3) 9(3) 59(2) 53(3)
Monémero (%) | 0(1)  34(1) | 65(3) 80(3) 57(3) 91(3) 41(2) 47(3)




6.3. Resultados

e Discussoes

131

POPC/GAPDH - Oh

POPC/GAPDH - 2h

1 E T T T T T 3 T T T T T E|
dados —— ] dados —— ]
tetra/dimer . tetra/dimer
L tetra/monomer tetra/monomer
0.1 4 01k J
P &
5 golk 4 S ootk 4
G E E T 3
0.001 E E 0.001 ¢ E
0.0001 . . L L . . L . . 0.0001 L . . . L L . L L
005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
q (Ang.") q (Ang. ™)
(a) Medida Oh (b) Medida apds 2h
Figura 6.16: Ajuste de vesiculas compostas por POPC [8.33mM]| com a enzima GAPDH

[2mg/mL| a partir de dois PDBs - tatramero/dimero (curva verde) e tetramero/monémero
(curva azul), para medidas realizadas: a) logo apo6s a mistura das solugdes da proteina com

a membrana modelo - Ok e b) apos 2h de espera em banho térmico a 37°C.
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Figura 6.17: Ajuste de vesiculas compostas por POPC:POPC-OOH (67:33) [8.33mM] com
a enzima GAPDH [2mg/mL| a partir de dois PDBs - tatramero/dimero (curva verde) e
tetramero/mondémero (curva azul), para medidas realizadas: a) logo apds a mistura das
solugoes da proteina com a membrana modelo - Oh e b) apds 2h de espera em banho térmico
a 37°C.



Estudo complementar - Analise da interacao

132

entre enzima GAPDH com
membranas modelo

POPC:POPC-O0H(33:67)/GAPDH - Oh

1 E T T T T

T
dados
tetra/dimer
tetra/monomer

01k

0.01 ¢

1(g) (em™)

0.001 =

T
—

0.0001 : !

I
0 005 0.1 025 03 035

q (Ang.™)

015 0.2

(a) Medida Oh

I(q) (em™)

POPC:POPC-O0H(33:67)/GAPDH - 2h

0.1

0.01

0.001

0.0001

T T E|

dados —— ]
tetra/dimer
tetra/monomer

.
025 03
q(Ang. ™)

005 01 015 0.2

(b) Medida apos 2h

Figura 6.18: Ajuste de vesiculas compostas por POPC:POPC-OOH (33:67) [8.33mM] com
a enzima GAPDH |2mg/mL| a partir de dois PDBs - tatramero/dimero (curva verde) e
tetramero/monomero (curva azul), para medidas realizadas: a) logo apds a mistura das
solugbes da proteina com a membrana modelo - Oh e b) ap6s 2h de espera em banho térmico
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Ajuste de vesiculas compostas por POPC-OOH [8.33mM] com a enzima

GAPDH [2mg/mL| a partir de dois PDBs - tatramero/dimero (curva verde) e tetra-
mero/mondmero (curva azul), para medidas realizadas: a) logo ap6s a mistura das solugoes
da proteina com a membrana modelo - Ok e b) ap6s 2h de espera em banho térmico a 37°C.
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6.4 Conclusao

A analise das curvas de SAXS da enzima GAPDH via modelo de PDB mostrou que ao
longo de duas horas de exposigao a radiagao sincrotron a GAPDH nao apresentou alteragao
estrutural, mantendo a forma de tetramero. O estudo da interagao da enzima com vesiculas
grandes de diferentes composigoes lipidicas (POPC:POPC-OOH (1:0), (67:33), (33:67), (0:1),
POPC:SM:CO e POPC-OOH:SM:CO), incluindo oxidagdo e dominios lipidicos, mostrou
que a GAPDH sofre agregagao independente do nivel de oxidagao da membrana modelo,
uma vez que tal efeito foi observado para vesiculas nao oxidadas compostas por POPC e
POPC:SM:CO. Por outro lado, as curvas de SAXS do sistema membrana/ GAPDH em fungao
do tempo de interacao apresentaram perfil de SAXS indicativo de alteragao na estrutura
quaternéria da enzima apds duas horas de interagao para todos as composi¢coes. Em uma
anélise complementar para vesiculas de POPC e POPC-OOH foi observado que apds 24
horas de interagao a enzima GAPDH apresentou perfil de SAXS proximo ao observado para
a interagao de 2 horas, indicando que a interacao entre os dois componentes atingiu seu

limite em torno de 2 horas.

A quantificagdo da estrutura oligomérica da enzima devido & possivel interacao com
membranas modelo mostrou que na presenca de vesiculas oxidadas de POPC:POPC-OOH
(67:33), (33:67) e (0:1) a GAPDH sofre dissociagdo da forma inicial de tetramero para
monomeros ou dimeros, nao sendo possivel a distin¢ao entre os dois. Para medidas rea-
lizadas diretamente apo6s a mistura das solugoes (t = 0h) foi observado maior dissocia¢ao
para vesiculas com menor grau de oxidagao compostas por POPC:POPC-OOH (67:33). No
entanto, para o tempo de interacao de 2h a enzima apresentou maior dissocia¢ao na presenca
de membranas modelo compostas por POPC:POPC-OOH (33:67), que apresentou varia¢ao

na quantidade de tetramero de ~ 47% no tempo ¢t = 0h para ~ 12% em medidas realizadas
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apos duas horas. J& sistemas compostos por vesiculas puras de POPC apresentaram estru-
tura quaternéria de tetramero para GAPDH medida em ¢ = 0h e dissociacao em dimero ou
mondmero para interacao de 2h, com uma diferenca de 17% entre os resultados para dimero
(peso 51%) e mondmero (peso 34%). Na presenga de vesiculas compostas por POPC:SM:CO
e POPC-OOH:SM:CO a GAPDH manteve sua estrutura quaternaria de tetramero mesmo
apos 2h de interagao. Esse resultado sugere que a formacao de dominios lipidicos compostos

por SM e CO inibe a dissocia¢ao da enzima em mondmeros ou dimeros.



Capitulo 7

Conclusao

Como conlcusao final deste trabalho temos:

O modelo de 3 regioes se mostrou bom para a determinagao estrutural de bicamadas

lipidicas com diferentes composigoes.

Os efeitos de fotossensibilizacao observados nesse trabalho, nas condigoes avaliadas,
nao foram significativos no que se refere a danos fisicos (ruptura e formagao de poros)

em membranas.

O modelo de grupos quimicos se mostrou capaz de determinar a posi¢ao de cada grupo
quimico, com especial elucidacao para a posicao dos grupos oxidados. Resultado esse

novo na literatura.

A enzima GAPDH sofre agregagao lenta na presenca de membranas. E apos 2 horas
de interacao sofre dissociacdo em dimeros ou monodmeros, exceto para os sistemas

ternarios com SM e CO.
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Apéndice A

Protocolo - sintese do lipidio oxidado

POPC-OOH

Para a sintese do lipidio oxidado POPC-OOH 24,7mg de POPC foram dissolvidas em
1,2 mL de metanol deuterado e adicionado 20uL de azul de metileno (que estava a uma
concentragao igual a 3mM) a solugao. O tubo de ensaio foi preenchido com oxigénio e entao
colocado no sonicador por 10 minutos para homogeneizar a solucao e em seguida irradiado
por 45 minuntos com LED vermelho (A = 633nm) a uma distancia de ~ 20cm. Devido ao
aquecimento causado pela irradiagao a solugao foi resfriada em gelo a cada 10 minutos. O
aparato para irradiacao foi mantido sobre uma chapa magnética durante o processo e dentro

do tubo de ensaio foi colocado em agitador magnético.

Os residuos do FS foram retirados usando silica e em seguida foi realizada a dosagem de

fosfato para determinar a concentracao da solucao.

A confirmacgao da molécula foi realizada por espectroscopia de massa no Instituto de

Quimica da USP.
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A produgao do lipidio POPC-OOH utilizado nesta tese foi realizada pela Dr(a). Helena

Junqueira do Instituto de Quimica da USP.



Apéndice B

Artigo publicado

Os resultados da caracterizacao de membranas modelo oxidadas a partir da utilizacao
do modelo de grupos quimicos, apresentado no Capitulo [5| gerou uma contribuicao nova
na literatura a partir da publicacao do artigo intitulado Hydroperozide and carboxyl groups
preferential location in oxidized biomembranes experimentally determined by small angle X-

ray scattering: Implications in membrane structure.

O artigo pode ser acessado através do endereco: https://doi.org/10.1016/j.bbamenm.

2018.05.011
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