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Resumo
Nesta tese de doutoramento, utilizamos a técnica de espalhamento de raios-x a baixos

ângulos (SAXS) para: (i) caracterizar membranas modelo (vesículas unilamelares gran-
des, LUVs) compostas por POPC (PC), PC:esfingomielina (PC:SM, razão molar 1:1) e
PC:SM:colesterol (PC:SM:CO, 1:1:1), (ii) estudar mudanças estruturais nestas membranas
devido à foto-oxidação in situ na presença 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
influência dos lipídios oxidados PC-OOH (POPC hidroperoxidado) e 1-palmitoil-2-azelaoil-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PAzPC) na composição da membrana lipídica e (iv) investi-
gar os mecanismos de interação e agregação da enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH) na superfície de membranas oxidadas e contendo domínios lipídicos. A carac-
terização inicial de membranas modelo mostrou que a composição lipídica influencia nos
parâmetros estruturais como espessura de bicamada e perfil de densidade eletrônica. Bica-
madas lipídicas compostas apenas por PC apresentaram espessura de bicamada lipídica igual
a 46(2)Å. Em sistemas compostos por PC:SM (1:1) foi evidenciado aumento de 6.6Å na es-
pessura da bicamada. No caso de membranas compostas por PC:SM:CO (1:1:1) a análise das
curvas de SAXS indicou uma coexistência de fases líquido desordenado (Ld)-líquido ordenado
(Lo), com diferenças na espessura da bicamada de 9.4Å. No estudo de fotossensibilização 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 presença dos FS MB, AA, AB e Ti. Vesículas compostas
por PC:SM:CO apresentaram menor alteração estrutural sugerindo que a presença domínios
lipídicos de SM:CO protegem a bicamada lipidica dos efeitos de foto-oxidação. Ressalta-se
aqui que CO também é alvo de foto-oxidação. Para os sistemas PC e PC:SM, o FS Tionina
promoveu maior foto-dano na membrana resultando em oxidação lipídica de cerca de 31%
para membranas de PC e de 17% para PC:SM. Foi observado efeito de indução à formação
de multilamelas para todas as composições lipídicas com FSs mesmo antes da exposição à
foto-irradiação, sugerindo que o FS por si só promove formação de multilamelas. De um
modo geral, os efeitos de fotossensibilização observados neste estudo não foram significativos
no que se refere a danos físicos em membranas em termos de ruptura das mesmas. Em
termos do impacto de lipídio oxidado em membranas modelo, foi observado que a adição
controlada de PC-OOH em bicamadas de PC leva à diminuição da espessura da bicamada
de 46.4(6)Å para membranas puras de PC para 37.6(4)Å 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)Å. Para os sistemas ternários PC:PC-OOH:PAzPC (60:25:15) e (47:25:28) foram
observadas espessuras equivalentes aos valores obtidos para PC com 33% de lipídio oxidado
(PC-OOH ou PAzPC). A análise dos sistemas PC:PC-OOH e PC:PAzPC via modelo de gru-
pos químicos mostrou que o grupo oxidado OOH do PC-OOH se encontra preferencialmente
na região polar da membrana, próximo aos grupos carbonila e fosfato. No caso do PAzPC, o
grupo COO− apresentou uma distribuição bimodal com localização nas regiões hidrofóbica
e hidrofílica da membrana. Por fim, o estudo de interação GAPDH/PC:PC-OOH mostrou
que a GAPDH sofre agregação ao longo do tempo de observação independente do nível de
oxidação da membrana. A quantificação da estrutura oligomérica da enzima mostrou que
na presença de membranas contendo PC-OOH a enzima sofre dissociação da forma inicial
de tetrâmero para monômeros ou dímeros, não sendo possível a distinção entre os dois.
Para medidas realizadas diretamente após a mistura das soluções (t = 0h) foi observada
maior dissociação para vesículas com menor grau de oxidação (PC-PC-OOH (67:33)). Em
sistemas compostos por PC:SM:CO e PC-OOH:SM:CO a GAPDH manteve a estrutura de
tetrâmero mesmo após 2h de interação indicando que a formação de domínios lipídicos inibe
a dissociação da enzima em monômeros ou dímeros.
Palavras-chave: Lipídio oxidado; SAXS; Foto-oxidação; Dissociação de proteína; Domínio
lipídico
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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)Å.
Compared to the PC system, membrane composed of PC:SM (1:1) showed an increase of
6.6Å 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 9.4Å. 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 FS 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 FSs even before exposure to photo-irradiation, suggesting that
FS 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)Å for pure PC membranes to 37.6(4)Å when composed of
100% PC-OOH. For PC:PAzPC (67:33) we obtained bilayer thickness of 42.7(9)Å. 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 (t = 0h), 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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Capítulo 1

Introdução

Membranas celulares são estruturas biológicas muito importantes para o desenvolvimento

e manutenção da vida. Elas funcionam como barreiras seletivas que separam o meio interno

do meio externo das células e controlam a entrada e saída de componentes, sendo imper-

meáveis para a maioria dos solutos polares e permeáveis para os apolares [1, 2, 3]. Em 1972

Singer e Nicolson [4] propuseram o ”modelo do mosaico fluido” (figura 1.1), no qual a mem-

brana é formada por uma bicamada lipídica com proteínas inseridas ou ancoradas em sua

superfície. O termo ”fluido” vem da ideia de que as moléculas lipídicas e proteicas podem se

movimentar conferindo, assim, mobilidade ao sistema [1, 3, 5]. Os avanços teóricos e experi-

mentais no estudo de estrutura de membranas levaram à proposição do modelo denominado

”Lipid Whisker” (figura 1.2) que descreve a influência das propriedades estruturais de lipí-

dios oxidados nos aspectos físicos da membrana como espessura, fluidez e permeabilidade

[6, 7, 8].

Dentre a grande variedade de lipídios que podem compor uma membrana biológica, os

mais abundantes são os fosfolipídios e os esteróis sendo que, na maioria das membranas

1
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celulares, a fosfatidilcolina representa mais de 50% da sua composição [9]. A estrutura

química de cada lipídio lhe confere características distintas como tamanho, geometria de

empacotamento, temperatura de transição gel-fluído, as quais influenciam nas propriedades

da membrana podendo alterar fatores como espessura da bicamada lipídica, fluidez e perme-

abilidade [1, 9, 10]. A presença de lipídios com diferentes características estruturais promove

uma organização lateral na membrana celular podendo apresentar separação de fase [11, 12].

No caso de separação de fase líquido-desordenado(Ld)/líquido-ordenado(Lo) pode ocorrer a

formação de domínios lipídicos, que podem afetar a interação entre proteína/membrana celu-

lar influenciando no processo de transmissão de informação entre os meios externo e interno

da célula [13, 14, 15].

Figura 1.1: Ilustração esquemática do ”modelo do mosaico fluido” para a estrutura da
membrana plasmática. Imagem extraída da referência [1]

Muitos dos lipídios que compõem as membranas biológicas são insaturados sendo, por-

tanto, suscetíveis à oxidação [16, 17, 18, 19]. Esse processo pode ocorrer espontaneamente
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Figura 1.2: Ilustração esquemática do modelo de membrana ”Lipid Whisker”. Imagem
adaptada da referência [6]

em lipídios poli-insaturados. Já fosfolipídios monoinsaturados e colesterol necessitam de um

componente altamente oxidante para dar início à reação como, por exemplo, o oxigênio sin-

glete (1O2) [10, 16]. Uma maneira de promover oxidação lipídica é através da foto-oxidação.

Para este processo é necessário a presença de três elementos: molécula foto-ativa (fotossen-

sibilizador - FS), fonte de luz e oxigênio molecular [16, 20, 21]. Em um estudo realizado

com vesículas unilamelares gigantes (GUVs) na presença do FS porfirina [22], que possue

alto rendimento quântico (da ordem de 60%) na produção de 1O2, Riske e colaboradores

mostraram que a resposta de membrana modelo à foto-oxidação está diretamente ligada às

insaturações presentes nos lipídios [22].

O processo de foto-oxidação ocorre quando o FS no estado fundamental absorve energia

em um comprimento de onda específico (normalmente excita-se a molécula no comprimento

de onda de máxima absorção) sendo então excitado para o estado singlete. A transição da

molécula para o estado excitado triplete leva à formação de espécies reativas de oxigênio
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(ROS, do inglês, Reactive Oxygen Species) (figura 1.3). O FS decai do estado excitado

triplete para o fundamental através de dois tipos de reações: mecanismos tipo I e tipo

II [16, 17]. O mecanismo tipo I é caracterizado pela transferência de elétrons do FS no

estado excitado triplete para biomoléculas. Esse processo resulta na formação de radicais

que tendem a reagir instantaneamente com o oxigênio levando à formação de outras ROS

(radicais hidroxila, superóxidos, etc). Já no mecanismo tipo II ocorre transferência de energia

do FS no estado excitado triplete para o oxigênio no estado fundamental, resultando na

formação do oxigênio singlete (1O2). O tipo de mecanismo de reação é determinado por

fatores como as características do FS e proximidade do FS com alvo biológico. No caso em

que há predominantemente reação tipo II, o oxigênio singlete tem como alvo as insaturações

dos lipídios, ácidos nucleicos e proteínas levando a formação de peróxidos. Entretanto,

no caso em que o FS também decai para o estado fundamental via mecanismo tipo I é

possível que o FS no estado excitado triplete reaja diretamente com a dupla ligação, ou com

hidroperóxido já formado, propagando a reação de peroxidação. Como produtos finais de

oxidação podemos encontrar lipídios com cadeias alquilas truncadas [23, 24, 25]

Uma quantidade controlada de lipídio oxidado é necessária para sinalização celular, ma-

turação e diferenciação, como no caso de apoptose. No entanto, se em excesso, a oxidação

lipídica pode afetar negativamente o funcionamento da célula, e também estar envolvida em

uma variedade de doenças [18, 27]. Os avanços metodológicos na detecção e identificação,

em nível molecular, de espécies oxidativas proporcionaram insights a respeito das alterações

lipídicas devido à estresse oxidativo bem como no seu envolvimento na sinalização celular

relacionados às principais doenças e processos inflamatórios [28, 29, 30, 31, 32]. Estudos

sugerem uma correlação entre a peroxidação lipídica e doenças neurodegenerativas como

Parkinson e Alzheimer [33, 34, 35, 36], Huntington e Esclerose [37, 38] e Diabetes tipo 2
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Figura 1.3: Ilustração esquemática do processo de absorção de um fóton por um FS resul-
tando na formação de espécies reativas de oxigênio. Mecanismo tipo I : ocorre a transferência
de elétrons do FS no estado excitado triplete para biomoléculas formando radicais que rea-
gem com o oxigênio levando a formação de ROS. Mecanismo tipo II : o FS no estado excitado
triplete transfere energia diretamente para o oxigênio molecular formando oxigênio singlete
(1O2). Imagem extraída das referências [21, 26].

[39, 40]. Em paralelo, diversos estudos sugerem que os danos biofísicos causados devido

à oxidação lipídica catalizam a formação de fibras amilóides levando à morte dos neurô-

nios [37, 41, 42, 43, 44]. Depois do tecido adiposo, o cérebro é o sistema que possui maior

concentração de lipídios, sendo uma grande parcela composta por fosfolipídios [41]. Um

glicerofosfolipídio típico possui duas cadeias carbônicas podendo ter de uma à seis insatu-

rações [41] tornando-o alvo fácil para oxidação lipídica e consequente desenvolvimento de

doenças. Envelhecimento e carcinogênese induzida por UV e vários processos fisiológicos

também estão relacionados à formação de espécies oxidativas [45, 29, 39]. Por outro lado,

os efeitos do estresse oxidativo vem sendo utilizados com sucesso para o tratamento de do-

enças de pele, por exemplo, através da técnica de Terapia Fotodinâmica (PDT-do inglês

photodynamic therapy) via morte celular foto-induzida [16].
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Entretanto, apesar da indubitável relevância da necessidade de entendimento da base

molecular relacionada a diversas doenças, o exato modo de ação dos lipídios oxidados em

membranas requer estudos aprofundados.

Vários estudos de dinâmica molecular (MD) de bicamadas lipídicas modelo contendo

diferentes lipídios oxidados foram desenvolvidos durante a última década (descritos por Jur-

kiewicz et al. [46] e, mais recentemente, por Siani et al. [10]). Em particular, resultados de

simulação para hidroperóxidos lipídicos mostraram aumento na área lateral da bicamada lipí-

dica acompanhada pela diminuição da espessura para lipídios com uma insaturação em uma

das caudas lipídicas ou uma insaturação em cada cadeia alquílica [47, 10, 48]. A presença de

grupos hidroperóxidos na bicamada lipídica não promove formação de poros independente-

mente do campo de força aplicado. No entanto, existe uma controvérsia na literatura sobre

a localização do grupo hidroperoxidado na membrana prevista por MD. Alguns resultados

apontam que os grupos hidroperóxidos tendem a se localizar preferencialmente perto do re-

gião da cabeça polar [47, 49, 10]. Por outro lado foram reportados resultados bimoidais de

grupos hidroperóxidos localizados tanto na interface bicama-água quanto na região hidro-

fóbica [48]. Portanto, resultados de simulação computacional não são únicos uma vez que

dependem do campo de força aplicado e metodologia escolhida.

Do ponto de vista experimental, resultados usando vesículas unilamelares gigantes (GUVs)

como membranas modelo mostraram que o grupo hidroperóxido (figura 1.4) têm impacto sig-

nificativo nas características estruturais da membrana como, por exemplo, aumento da área

lateral [22] em bom acordo com os dados de MD, fluidez [50], elasticidade [20] e formação

de domínios lipídicos [51, 52].

A continuidade do processo de oxidação que promove a formação de lipídios de cadeias

truncadas também altera as propriedades da membrana. Pode-se observar aumento da
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permeabilidade da membrana, formação de poros [53, 54] e ruptura da membrana [55].

Khandelia e Mouritsen [56] simularam um sistema contendo o lipídio oxidado 1-palmitoil-

2-azelaoil-sn-glicero-3-fosfocololina (PAzPC) (figura 1.5) que possui um grupo carboxila no

final de sua cadeia truncada. De acordo com resultados de MD, a cauda truncada do

PAzPC sofre uma inversão completa expondo seu grupo carboxila à fase aquosa, em bom

acordo com os resultados de FRET (do inglês Förster-type resonance energy transfer) obtidos

para interação entre citocromo-c e membranas modelo de PAzPC marcadas com a sonda

fluorescente [57] e perfis de densidade eletrônica obtidos a partir da técnica de refletividade

de raios-X para bicamadas lipídicas contendo até 20mol% de PAzPC [58]. Curiosamente, o

PAzPC tem implicação em aterogênese [59].

Portanto, como resultado de um processo fisiológico ou derivado da foto-oxidação, a

influência da oxidação lipídica nas propriedades físicas da membrana não é totalmente com-

preendida. De fato, a complexidade dos processos estudados e as limitações das ferramentas

necessárias para caracterizar as modificações estruturais em membranas impostas pelo pre-

sença de lipídio oxidado dificulta nosso entendimento atual desse fenômeno. Embora as

simulações de MD possam descrever qualitativamente algumas propriedades da bicamada

lipídica, é de extrema importância o uso de técnicas experimentais adequadas para acessar

a informação estrutural das membranas de forma quantitativa.

A composição lipídica da membrana celular apresenta um papel importante na relação

com proteínas. A presença de microdomínios lipídicos e o aumento de estresse oxidativo na

membrana influencia na relação entre os seus componentes como interação lipídio-lipídio e

lipídio-proteína [10, 1, 9, 37]. A interação entre proteína/membrana pode alterar o estado

da proteína a partir de formação de fibras amilóides e agregação, ao mesmo tempo que

pode causar ruptura da membrana [37]. A formação de fibras milóides e a agregação de
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proteínas específicas têm sido correlacionadas à doenças neurodegenerativas como Parkinson,

Alzheimer, Huntington, dentre outras [41, 37, 38]. Os processos de interação entre esses dois

sistemas estão diretamente relacionados às características da proteína, como sequência de

aminoácidos, à composição lipídica da membrana e características do meio em que estão

inseridas, como pressão e pH [37].

Nesse contexto, investigar como a composição lipídica e também o estresse oxidativo

impacta nas propriedades da membrana biológica e, por sua vez, em processos de interação

com proteínas é de suma importância para melhor compreender os mecanismos envolvidos

em doenças neurodegenerativas e consequente desenvolvimento de tratamentos clínicos.

Figura 1.4: Estrutura molecular do lipídio POPC-OOH (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina hidroperoxidado). Peso molecular 793,1g/mol (sintetizado em colaboração
com as Dras. Yulia Moskalenko e Helena Junqueira - Laboratório de processos fotoinduzidos
IQ - USP). Ver AnexoA. Figura extraída da referência [16].

Figura 1.5: Estrutura molecular do lipídio 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 alterações biofísicas cau-

sadas em membranas modelo devido à extresse oxidativo, e entender como essas alterações

afetam a estrutura de proteínas específicas. A caracterização teve como técnica principal o

espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS). Os objetivos específicos são:

i) Caracterizar a estrutura de membranas modelos por SAXS compostas por POPC,

POPC:esfingomielina (SM) e POPC:SM:colesterol(CO), este último mimetizando membrana

plasmática. Os parâmetros obtidos neste estudo servirão 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 à fotossensibilização in situ. Para

este estudo foram utilizadas vesículas grandes dispersas na presença de quatro diferentes

fotossensibilizadores fenotiazínicos (FS): azul de metileno (MB), azure A (AA), azure B

(AB) e tionina (Ti).

iii) Investigar do ponto de vista estrutural as alterações induzidas em membranas lipídicas

compostas por POPC:PCoxidado a partir da substituição (parcial ou integral) do lipídio POPC

(1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina) pelos lipídios previamente oxidados POPC-

OOH (figura 1.4) e PAzPC (figura 1.5).

iv) Entender os mecanismos de interação e agregação de proteínas na superfície de mem-

branas devido à presença de lipídio oxidado na membrana. Dada a relação entre processos

oxidativos e doenças neurodegenerativas, para esse estudo foi utilizada a enzima GAPDH

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

Esta introdução apresenta uma visão geral da membrana celular e como os processos de

oxidação lipídica podem afetar as suas caracterítias biofísicas bem como uma possível relação

com doenças. O Capítulo 2 descreve a técnica de espalhamento de raios-X a baixos ângulos

(SAXS) e os modelos teóricos aplicados às curvas de SAXS para descrição estrutural dos

sistemas estudados. O Capítulo 3 está centrado na caracterização estrutural de membranas

modelo compostas pelos lipídios POPC, SM e CO a partir do modelo de lamelas infinitas

com três regiões de diferentes densidades eletrônicas (item i dos objetivos específicos). O Ca-

pítulo 4 apresenta o estudo de fotossensibilização em mebranas modelo de POPC, SM e CO

devido à foto-irradiação in situ na presença dos corantes fenotiazínicos MB, AA, AB e Ti.

A seção de resultados deste capítulo está separado em duas seções: na primeira discutimos

o efeito de incorporação dos fotossensibilizadores nas membranas analisadas e no segundo

apresentamos as possíveis alterações geradas devido à fotossensibilização a partir da análise

das curvas de SAXS (item ii). No Capítulo 5 apresentamos a caracterização de membranas

compostas por POPC a partir da substituição (parcial ou integral) do lipídio POPC por dois

produtos lipídicos oxidados, o POPC-OOH e o PAzPC. Este capítulo constitui o principal

capítulo desta tese, uma vez que este trabalho resultou na publicação de um artigo científico.

Os resultados deste capítulo estão apresentados em duas seções: na primeira descrevemos as

caracterização estrutural inicial realizada a partir do modelo de lamelas infinitas com três

regiões de diferentes densidades eletrônicas, enquanto na segunda apresentamos as análises

e resultados dos mesmos sistemas via modelo de grupos químicos que determina, como re-

sultado principal, a posição preferencial dos grupos oxidados presentes em cada lipídio (item

iii). O Capítulo 6 mostra o estudo da interação e agregação da enzima GAPDH na superfí-

cie de membranas modelo com diferentes composições lipídicas, incluindo lipídios oxidados
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(item iv). Em cada item/capítulo descrevemos os materias e metodologias empregadas, bem

como as conclusões de cada sistema estudado. Após, nos Apêndices A e B encontram-se

, respectivamente, o protocolo para produção do lipídio oxidado POPC-OOH e o artigo

publicado como resultado do estudo apresentado nesta tese.





Capítulo 2

Espalhamento de Raios-X a Baixos

Ângulos (SAXS)

2.1 Teoria: Princípios Básicos

A técnica experimental de espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS) é utilizada

para a caracterização de materiais que tenham estrutura da ordem de dezenas a centenas de

angstrons (Å) [60]. Fótons 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 frequência do feixe incidente [61]. A diferença entre o

vetor de onda do feixe espalhado
−→
k e o vetor de onda do feixe transmitido

−→
k0 , descritos na

figura 2.1, representa o vetor de espalhamento −→q , cujo módulo é dado por 2.1.

q =
4π

λ
senθ (2.1)

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

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

A cada módulo do vetor espalhamento (q) está relacionada uma intensidade de espalha-

mento I(q), que representa a quantidade de fótons espalhados a um certo ângulo θ devido a

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

2.2 [60, 62, 63]

I(q) = KnpP (q)S(q) (2.2)

onde K é uma constante relacionada ao arranjo experimental, np representa a densidade

numérica de partículas espalhadoras, P (q) fator de forma da partícula espalhadora e S(q)

função de interferência, ou função de correlação, entre partículas espalhadoras. Para os

casos em que não há correlação entre os centros espalhadores temos S(q) ≈ 1 de modo que

podemos reescrever a intensidade de espalhamento como

I(q) = KnpP (q) (2.3)
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2.2 SAXS no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron

(LNLS)

Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos na linha de SAXS 1 do Labora-

tório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) em Campinas/SP. O tempo de cada medida variou

de acordo com as características de cada amostra a fim de obtermos uma melhor relação

sinal/ruído. Em geral, para medidas de lipossomos foram realizadas medidas de 300 seg de

exposição à radiação à temperatura ambiente de 23◦C. Para proteínas, devido à possibili-

dade de degradação da amostra, o tempo de exposição foi reduzido para 40 seg. A medida

das proteínas foi realizada em temperatura corporal de 37◦C. Observamos por SAXS que

para as composições lipídicas estudas a alteração de temperatura de 23◦C para 37◦C não

altera o perfil de espalhamento das dos lipossomos, de modo que os experimentos de sistemas

vesículas(membranas modelo)/proteína foram realizados a 37◦C. As curvas foram corrigidas

pelo espalhamento do solvente utilizado.

A figura 2.2 apresenta um esquema da linha de SAXS. Num experimento utilizando

radiação síncrotron no LNLS, o feixe de elétrons é acelerado no anel de armazenamento em

forma de polígono utilizando eletro-imãs e ondas de rádio frequência. As secções retas do

anel são conectadas através de imãs que atuam de modo a alterar a direção da velocidade

do feixe ocorrendo assim perda de energia em forma de radiação eletromagnética. O feixe

emitido passa por um monocromador do feixe de raios-X (λ=1,548 Å) e um sistema de

colimação, 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 elástica sendo

recebido no detector (figura 2.2).
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A distância 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 ≤ q ≤ 0, 453 Å−1.

Figura 2.2: Esquematização da linha de SAXS do LNLS. Figura extraída da referência [64]

A dimensão máxima medida pela técnica de SAXS pode ser descrita pela equação 2.4

[60]:

Dmáx =
π

qmin
(2.4)

Ou seja, a dimensão máxima observada com esse arranjo experimental foi

Dmáx =
π

qmin
=

π

0, 012
≈ 262Å (2.5)
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2.3 Modelos para análise das curvas de SAXS

2.3.1 Modelo para análise de N > 1 lamelas infinitas

Como o diâmetro das vesículas (mínimo de 500Å obtidos pelo método de extrusão - ver

3.2.2.1) é muito grande em comparação com a dimensão máxima que pode ser observada

pela técnica de SAXS (da ordem de 262Å), na análise dos dados de SAXS dos lipossomos

consideramos o modelo de membrana infinita para cálculo de P (q) (eq. 2.3). 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. 2.6) de um empilhamento de multilamelas paralelas é descrito pela teoria de Caillé

(MCT do inglês modified Caillé theory), a qual apresenta três parâmetros variáveis: número

de multilamelas, N ; a distância de repetição entre as bicamadas, c; e o parâmetro de Caillé

ηCaille (eq. 2.7) para quantificar as flutuações da bicamada [65, 66].

S(q) = N + 2
N−1∑
n=1

(N − n) cos(qnc)e−0,0435nq2c2ηCaille (2.6)

ηCaille =
πκBT

2c2
√
KCB

(2.7)

onde κB é a constante de Boltzmann (κB = 1.38.10−16ergK−1), T representa a tempera-

tura em Kelvin, B é o módulo de compressibilidade do solvente entre as lamelas (B =

15.1012ergcm−4 para c entre 61Å e 65Å [67]) e KC é o módulo de curvatura de uma única

bicamada lipídica (bending modulus), ou seja, independe de interações entre bicamadas. Este
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parâmetro está relacionado com a flutuação da membrana [66, 68].

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

o fator de forma P (q) apresentado na equação 2.2 pode ser reescrito como [69]:

P (q) =
2πA

q2
Pt(q) (2.8)

onde A é a área superficial da membrana, q é o módulo vetor espalhamento e Pt(q) representa

o fator de forma da seção transversal (perpendicular ao plano da bicamada) dado pela

equação 2.9. Para as análises, foi considerado o espalhamento da bicamada lipídica composta

por 3 regiões de densidades eletrônicas diferentes em relação à solução. São elas (figura

2.3): cabeça polar hidrofílica, região hidrofóbica das cadeias de hidrocarbonetos CH2 e o

grupo metil terminal CH3. A densidade eletrônica do solvente foi mantida constante. Os

parâmetros de ajuste a serem determinados estão descritos abaixo:

Pt(q) =

{
2

q
{∆ρCH3 sen (qRCH3) + ∆ρCH2{sen[q(RCH2 +RCH3)]− sen(qRCH3)}+

∆ρpol{sen[q(Rpol +RCH2 +RCH3)]− sen[q(RCH2 +RCH3)]}}
}2 (2.9)

onde ∆ρCH3 = ρCH3 − ρsol (ρsol = 0.33 e/Å3 para soluções em água), ∆ρCH2 = ρCH2 − ρsol e

∆ρpol = ρpol − ρsol
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Figura 2.3: Modelo de membrana com três regiões de diferentes densidades eletrônicas.

Parâmetros de ajuste:

Rpol - espessura da cabeça polar

RCH2 - espessura das caudas parafínicas

RCH3 - espessura da região do grupo CH3

ρpol - densidade eletrônica da cabeça polar

ρCH2 - densidade eletrônica dos grupos CH2

ρCH3 - densidade eletrônica do grupo metil CH3

O perfil de densidade eletrônica ao longo do eixo z, eixo normal à superfície da bica-

mada lipídica, é descrito pela função erro(z) com transições suaves entre os quatro níveis

(correspondente ao solvente, cabeça polar, cadeias de hidrocarbonetos CH2 e o grupo metil
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terminal CH3) conforme apresentado no artigo de Spinozzi e colaboradores [70, 71]:

ρ(z) = ρ0 +
1

2

{
[ρ0 − ρpol]×

[
erf

(
z − Z1√

2

)
− erf

(
z + Z1√

2

)]
+

+ [ρpol − ρCH2 ]×
[

erf

(
z − Z2√

2

)
− erf

(
z + Z2√

2

)]
+

+ [ρCH2 − ρCH3 ]×
[

erf

(
z − Z3√

2

)
− erf

(
z + Z3√

2

)]} (2.10)

onde: Z1 = Rpol + RCH2 + RCH3

Z2 = RCH2 + RCH3

Z3 = RCH3

2.3.2 Modelo de grupos

Para o estudo da posição de grupos químicos 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 básico deste modelo consiste em descrever a distribuição da fração de volume

de cada grupo químico presente em uma molécula a partir de funções analíticas elementares

como Gaussianas e funções erro. Neste cenário, a distribuição da fração de volume para a

água é obtida como complemento da unidade em relação à fração de volume total do lipídio.

Com a finalidade de se obter o perfil de densidade eletrônica para sistemas mais complexos,

neste modelo foi considerado que a distribuição de volume de cada grupo químico ao longo

do eixo z é dada pela combinação de duas funções erro (equação 2.11) ao invés de um único

pico gaussiano.
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E2(z, zi, wi, σi) =
1

2

[
erf

(
z − zi + wi

21/2σi

)
− erf

(
z − zi − wi

21/2σi

)]
(2.11)

onde zi representa a posição do pico do grupo químico i, 2wi é a largura do pico e σi é o

desvio padrão da função erro. Para dois picos simetricamente opostos ±zi a equação 2.11

pode ser reescrita como 2.12:

E2s(z, zi, wi, σi) = E2(z, zi, wi, σi) + E2(z,−zi, wi, σi) (2.12)

A distribuição da fração de volume para cada grupo químico i é então dada por 2.13:

ϕi(z) =
niνi
A

E2s(z, zi, wi, σi)

2wi
(2.13)

onde νi é o volume molecular do grupo i, ni é a quantidade de grupos i no lipídio e A =

Vhyd/Dhyd é a área por molécula com Vhyd =
∑Nhyd

i=1 niνi e Dhyd representando o volume total

e a espessura da região hidrofóbica, respectivamente. Para água, temos 2.14:

ϕN(z) = 1− ϕhyd(z)−
N−1∑

i=Nhyd+1

ϕi(z) (2.14)

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

lipídica é descrito por 2.15:
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ρ(z) =
N∑
i=1

ϕi(z)bi/νi (2.15)

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

número de elétrons multiplicado pelo raio do elétron (re = 0.28 · 10−12 cm).

2.3.3 Modelo para análise de Proteínas

Para as análises de curvas de SAXS de proteínas, 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 contribuição de cada átomo

presente no arquivo PDB (do inglês Protein Data Bank) é levado em consideração através

do seu fator de estrutura atômica. A contribuição do solvente deslocado é calculada consi-

derando esferas gaussianas fictícias centradas nas posições atômicas do PDB. As moléculas

de solvente em contato com a macromolécula também são descritas por esféras gaussia-

nas fictícias onde a quantidade e coordenadas geométricas são determinadas considerando a

macromolécula em um conjunto tetraédrico de esferas fictícias [73].
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Membranas biológicas possuem o importante papel de controlar a entrada e saída de com-

ponentes da célula [1, 2, 3]. Os lipídios que compõe a membrana apresentam características

distintas como tamanho, geometria de empacotamento, temperatura de transição gel-fluído,

que podem influenciar tanto suas propriedades estruturais como espessura da bicamada li-

pídica, fluidez e permeabilidade [1, 9, 10] quanto sua interação com outos biomaterias como

proteínas, por exemplo [1, 13, 14, 15]. Neste caminho, o estudo apresentado neste capítulo

teve como foco a caracterização estrutural de membranas modelo com diferentes composições

lipídicas.

No caso do sistema ternário POPC:SM:CO (1:1:1), utilizado como mimético de mem-

brana plasmática, pode ocorrer a formação de domínios lipídicos (Ld-Lo). Em 2007 Frazier

e colaboradores [74] publicaram um estudo sobre a formação de domínios lipídicos (Ld-Lo)

em vesículas compostas por POPC:SM:CO (30:35:35). O estudo foi realizado usando a téc-

nica experimental FRET (do Inglês Föster Resonance Energy Transfer) e simulações de

Monte Carlo. Eles observaram que há uma interação repulsiva entre os lipídios POPC/CO

e POPC/SM, em contrapartida a interação é atrativa entre SM/CO [74]. Também utili-

zando FRET, Pathak e colaboradores [75] observaram nanodomínios lipídicos com raio de

80− 100Å em sistemas compostos por POPC:SM:CO (1:1:1), à temperatura de 23◦C.

3.1 Objetivo específico

O objetivo deste capítulo consistiu na caracterização estrutural, via técnica de SAXS,

de membranas modelo compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e POPC:SM:CO (1:1:1),

este último mimetizando membrana plasmática. Os parâmetros estruturais obtidos como

resultado deste capítulo serão utilizados como base para os demais estudos apresentados
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nesta tese.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Materiais

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

dos lipídios POPC, SM e CO (estruturas químicas apresentadas abaixo);

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

18,2MΩ.cm - pH 5) utilizada para hidratação dos filmes lipídicos.

3.2.1.1 Lipídios

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

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

Figura 3.1: Estrutura molecular do lipídio 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 lipídio Esfingomielina (SM)

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

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

Figura 3.3: Estrutura molecular do lipídio Colesterol (CO)

3.2.2 Preparação de Vesículas Unilamelamelares Grandes (LUVs)

Para a preparação das vesículas, os lipídios POPC (figura 3.1), SM (figura 3.2) e CO

(figura 3.3) foram primeiramente diluídos em clorofórmio (CHCl3). Em seguida a solução

foi submetida a um fluxo de nitrogênio (N2 - 99.999% de pureza) o que levou à secagem

do clorofórmio e consequente formação de um filme lipídico na parede do tubo de ensaio.

Para garantir a completa evaporação do clorofórmio, os tubos de ensaio foram mantidos no

dessecador por duas horas. Após a hidratação do filme, com tampão ou água, a solução foi

agitada em vórtex até se obter uma solução homogênea. Para os casos em que a temperatura

de transição 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 transição gel-fluído em torno de 35◦C

e 38◦C, respectivamente [76, 13, 77]), as soluções foram aquecidas em banho térmico acima

da temperatura de transição.

3.2.2.1 Processo de Extrusão de Vesículas

O processo de extrusão consiste em passar a solução contendo vesículas recém-formadas

por um filtro de policarbonato (Nuclepore) de tamanho definido, fazendo com que as mesmas

se restruturem em tamanho. Para a obtenção de vesículas unilamelares esse procedimento

deve ser repetido diversas vezes, sendo que o número de ciclos e diâmetro do filtro varia

de acordo com a composição lipídica da solução (figura 3.4). Para que essa reestruturação

aconteça, durante a extrusão a solução deve ser mantida acima da temperatura de tran-

sição 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 diâmetro, de acordo com a composição lipídica. O tamanho do filtro e quantidade

de extrusão considerados para os sistemas estudados neste capítulo estão apresentados na

tabela 3.1.
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Figura 3.4: Ilustração do processo de formação de vesículas. Adaptado de
www.avantilipids.com

Consideração inicial: Em todos os experimentos citados neste trabalho não foi consi-

derada a perda de concentração de lipídios que pode ocorrer após o processo de extrusão.

Portanto, os valores mencionados estão relacionados à concentração de lipídios inicial na

preparação do filme lipídico. Tal consideração pode ser feita sem perda de generalidade

pois, em nossos estudos, a variação na concentração final de vesículas em solução não afeta

a estrutura da membrana modelo que será caracterizada.

A figura 3.5 apresenta um exemplo de curvas de SAXS características de estruturas

unilamelares (curva vermelha), estruturas multilamelares (curva verde) e coexistência 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 padrão de repetição das

bicamadas lipídicas. A posição de cada pico é descrita pela Lei de Bragg nλ=2Dsenθ, onde

D representa a distância de repetição entre as bicamadas e n representa a ordem de difração.

Por outro lado, como vesículas unilamelares não possuem padrão de repetição os picos não

são observados (curva vermelha). Já sistemas compostos por vesículas unilamelares e multi-

lamelares irão apresentar curvas de SAXS resultantes da composição dos espalhamentos de

ambas estruturas (uni e multilamelar). Por isso, a curva azul apresenta uma tendência ao

aparecimento de um pico de Bragg em q ' 0, 08 Å−1, indicado pela seta. . A definição 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 característico para estruturas uni-
lamelares (curva vermelha), estruturas multilamelares (curva verde) e coexistência entre
estruturas uni e multilamelares (curva azul). Neste exemplo, a amostra consistiu de mem-
branas modelo de POPC [10mM].

3.2.3 SAXS

A caracterização de vesículas 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 parâmetros estruturais

dessas membranas modelo que serão consideradas base para os estudos seguintes de interação

com outros biomateriais (porteína e corantes fenotiazínicos).

As vesículas grandes foram preparadas segundo o protocolo descrito na seção 3.2.2. A ta-

bela 3.1 apresenta as informações sobre composição lipídica, concentração inicial de lipídios,
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quantidade de extrusões e tamanhos de poro utilizados para a obtenção de unilamelas e a

temperatura em que a solução foi mantida durante o processo de hidratação do filme lipídico.

Bicamadas lipídicas compostas unicamente por POPC possuem temperatura de transição

em −2, 5◦C [79, 80], permitindo assim temperaturas de extrusão mais baixas, diferentemente

dos outros dois sistemas POPC:SM e POPC:SM:CO que necessitam de mais energia para

que haja uma mudança de estado. Em vesículas compostas por POPC:SM a transição de

fase ocorre em 35◦C [76, 13]. Para a composição ternária POPC:SM:CO (1:1:1), estudos

realizados por Pokorny et al evidenciaram maior porcentagem de fase líquido-desordenada

(Ld) para temperaturas abaixo de 22◦C ou acima de 38◦C [77]. Essa característica de maior

rigidez dos sistemas compostos por POPC:SM e POPC:SM:CO, se comparado ao sistema

puro POPC, também influenciou no total de extrusões necessárias para se obter uma maior

quantidade de vesículas unilamelares na solução.

As análises das curvas de SAXS dos sistemas apresentados neste capítulo foram realizadas

utilizando o modelo de multilamelas infinitas descrito na seção 2.3.1. No caso de unilamela,

o parâmetro referente ao número de multilamelas é dado por N = 1.

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

Medidas de SAXS
Composição Concentração n◦ de extrusão das vesículas filtro (nm) T (◦C)

POPC 10mM 31 100 30

POPC:SM (1:1) 10mM 19 400 4531 100

POPC:SM:CO (1:1:1) 10mM 19 400 4531 100
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3.3 Resultados e Discussões

O estudo de caracterização de membranas modelo teve início com sistemas compostos

por POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO, este último mimetizando membrana plasmática [1].

As curvas de SAXS apresentadas na figura 3.6 mostram os diferentes perfis de espalhamento

a medida que alteramos a composição lipídica da membrana modelo. Podem ser observadas

alterações no perfil de espalhamento das curvas de SAXS a medida que incluímos os lipídios

esfingomielina (SM) e colesterol (CO) na composição das vesículas. Em particular, a curva

experimental referente à composição lipídica POPC:SM indica presença de multilamelas (ver

figura 3.6 curva verde - região indicada pela seta), similar ao exemplo descrito na figura 3.5

(curva azul) onde há coexistência entre estruturas uni e multilamelares. Para os demais

sistemas, POPC e POPC:SM:CO, as curvas de SAXS indicaram presença predominante de

estruturas unilamelares. Mesmo após o processo de extrusão, pode ocorrer a presença de

multilamelas devido à reorganização das vesículas ou mesmo à vesículas multilamelares com

diâmetro menor do que o tamanho do poro utilizado para a extrusão. As definições dos

tipos de estruturas presentes em cada sistema são apresentados a seguir a partir da análise

das curvas de SAXS via o modelo de lamelas infinitas (ver seção 2.3.1).

A figura 3.7 apresenta o melhor ajuste obtido para as vesículas compostas por POPC e

POPC:SM (1:1) e a tabela 3.2 apresenta os respectivos parâmetros de ajuste. Para o sistema

composto apenas por POPC consideramos apenas a presença de LUVs (N = 1). No caso do

sistema binário POPC:SM a suposição foi de que os lipídios POPC e SM estão distribuídos

homogeneamente pela vesícula, de modo que consideramos apenas um modelo de lamela

infinita para o cálculo do fator de forma P (q). Para este sistema foi evidenciada presença

de multilamela de modo que N > 1 foi determinado a partir do ajuste (tabela 3.2).
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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 concentração final de 10mM de lipídio
medidos a 23◦C.

Conforme pode-se observar, lipossomos de POPC foram caracterizados como LUVs,

apresentando espessura de bicamada lipídica de 46.4(6)Å, em bom acordo com resulta-

dos descritos na literatura [69]. Por outro lado, vesículas de POPC:SM (1:1) apresen-

taram perfil característico de coexistência de estrutura uni e multilamelares (ver figura

3.6). Neste caso, o ajuste aos dados experimentais foi feito considerando que I(q) =

xP (q)uni + (1 − x)P (q)multS(q). Os parâmetros de espessura (R) e densidade (ρ) são os

mesmos para P (q)uni e P (q)mult. Já os parâmetros relativos ao fator de estrutura S(q) (N ,

c e ηCaille) foram determinados apenas para os sistemas multilamelares uma vez que para

unilamelas S(q) = 1. Os parâmetros resultantes do ajuste estão apresentados na tabela 3.2.
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A partir da análise para os sistema compostos por POPC:SM (1:1), foi possível verifi-

car que cerca de 20% das vesículas possuem estruturas multilamerares, com distância de

repetição entre as bicamadas lipídicas de 77(1)Å (tabela 3.2). A inclusão do lipídio SM

na composição da vesícula causa um maior efeito na espessura média da região hidrofóbica

que, resulta em um aumento de 2.8Å. em RCH2 se comparado à vesícula composta apenas

por POPC. Este resultado era esperado uma vez que a esfingomielina (figura 3.2) apresenta

maior quantidade de carbonos na cauda hidrofóbica se comparada ao POPC (figura 3.1).

Com relação à espessura total da bicamada lipídica, vesículas compostas por POPC:SM

apresentaram valor igual a 53(1)Å, ou seja, 7Å. maior que a espessura obtida para vesículas

compostas apenas por POPC (espessura de 46.4(6)Å). O aumento na espessura da bicamada

lipídica devido a inclusão do lipídio SM era esperado pois sua estrutura química apresenta

duas caudas saturadas (figura 3.2) de modo que, à temperatura ambiente, a SM deve ten-

der ao empacotamento com estiramento das caudas de hidrocarboneto ("fase gel") [81]. O

parâmetro de Caillé obtido para esse sistema (ηCaille = 0.13) indica a flutuação das bicama-

das que apresentam estrutura multilamelar, sendo que valores menores desse parâmetro (da

ordem de 10−2) indicam estruturas altamente correlacionadas [82, 83].
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(a) POPC

(b) POPC:SM(1:1)

Figura 3.7: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por a) POPC, b) POPC:SM
(1:1) com concentração 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).



36 Caracterização de biomembranas de POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO

Tabela 3.2: Parâmetros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados na figura 3.7:
Rpol, RCH2 e RCH3 representam, respectivamente, a espessura da região polar da membrana
modelo, meio hidrofóbico contendo CH2 e CH3, enquanto ρpol, ρCH2 e ρCH3 representam as
densidades eletrônicas correspondentes. O parâmetro ”N” indica a quantidade de bicama-
das lipídicas em uma vesícula multilamelar, ”c” representa a distância entre os centros de
duas bicamadas, ”espessura” representa a espessura total da bicamada lipídica e ηCaille é o
parâmetro de Caillé.

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

unilamela(%) 100 81(5)
Rpol (Å) 9.3(6) 9.4(9)
RCH2 (Å) 10.9(4) 13.7(5)
RCH3 (Å) 3.0(3) 3.4(2)
ρpol (e/Å3) 0.417(4) 0.408(8)
ρCH2 (e/Å3) 0.297(3) 0.317(2)
ρCH3 (e/Å3) 0.198(7) 0.200(6)
espessura (Å) 46.4(6) 53(1)

N - 2(1)
c (Å) - 77(1)
ηCaille - 0.13(3)

Em LUVS de POPC:SM:CO pode ocorrer formação de domínios lipídicos Ld-Lo depen-

dendo da razão 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

lipídica: um modelo para a membrana de POPC e outro para membrana composta por SM

e CO (figura 3.8). A utilização 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 homogênea de SM e CO), tal que I(q) = xP (q)POPC +(1−x)P (q)SMCO, sendo

P (q)POPC igual aos valores apresentados na tabela 3.2 e P (q)SMCO desconhecido. A figura

3.8 apresenta os melhores ajustes obtidos considerando apenas uma unilamela homogênea
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de POPC:SM:CO e unilamela não homogênea composta por domínios de POPC e domínios

de SM:CO. Conforme podemos observar, o último modelo é mais efetivo em representar

o primeiro mínimo de I(q) em q ' 0, 04 Å−1. A partir dos parâmetros de ajuste obtidos

em ambas análises, descritos na tabela 3.3, pode-se notar que os resultados obtidos quando

consideramos apenas um fator de forma P (q)PCSMCO são similares aos observavdos para o

domínio composto por SMCO (P (q)SMCO). A melhora na qualidade do ajuste evidênciada

em q ' 0, 04 é devido à P (q)POPC . A continuação da discussão será feita com base nos

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

A membrana composta por SM:CO possui espessura da bicamada lipídica igual a 55.8(1)Å,

ou seja 9.4Å maior do que a espessura de bicamada obtida para a membrana composta por

POPC (46.4(6)Å). Resultado semelhante foi obtido por Rinia e colaboradores [85] através

da técnica de microscopia de força atômica (AFM do Inglês Atomic Force Microscope) em

sistemas compostos por DOPC:SM (1:1) com 25 mol% de colesterol, os quais observaram

um aumento de 8.0Å na espessura da bicamada lipídica dos domínios lipídicos de SM:CO

em relação à bicamada de DOPC.
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(a) Comparação entre modelos de ajuste

(b) Melhor ajuste - POPC:SM:CO(1:1:1)

Figura 3.8: Curva de SAXS de LUVs compostas por POPC:SM:CO (1:1:1) com concentra-
ção inicial de 10mM (+) medidos a 23◦C e ajuste aos dados experimentais. a) Comparação
entre dois ajustes considerando o modelo de unilamela. O ajuste representado pela linha
azul indica o caso em que foi considerada uma vesícula homogênea representada por apenas
um fator de forma I(q) = P (q)PCSMCO e a linha verde representa dois fatores de forma
I(q) = xP (q)POPC + (1− x)P (q)SMCO. b) Melhor ajuste obtido a partir da consideração de
2 fatores de forma (P (q)POPC e P (q)SMCO).
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Tabela 3.3: Parâmetros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados na figura
3.8: Rpol, RCH2 e RCH3 representam, respectivamente, a espessura da região polar, meio
hidrofóbico contendo CH2 e CH3, enquanto ρpol, ρCH2 e ρCH3 as densidades eletrônicas
correspondentes. O parâmetro ”ratio” indica a porcentagem de cada um dos fatores de forma
(membranas de ajuste) no sistema e ”espessura” representa a espessura total da bicamada
lipídica.

Parâmetros de Ajuste - POPC:SM:CO (1:1:1)
2 modelos 1 modelo

POPC SMCO PCSMCO
unilamela(%) 100 100
ratio(%) 37(4) 63(4) −
Rpol (Å) 9.3(6) 10.2(2) 10.8(4)
RCH2 (Å) 10.9(4) 14.2(2) 13.5(2)
RCH3 (Å) 3.0(3) 3.5(2) 2.9(3)
ρpol (e/Å3) 0.417(4) 0.437(6) 0.416(3)
ρCH2 (e/Å3) 0.297(3) 0.313(5) 0.308(5)
ρCH3 (e/Å3) 0.198(7) 0.172(9) 0.187(6)
espessura (Å) 46.4(6) 55.8(1) 54.4(9)

Tendo como base os parâmetros apresentados nas tabelas 3.2 e 3.3, foi obtido para cada

uma das membranas modleo estudadas, o perfil de densidade eletrônica ao longo do eixo

z, normal à superfície da bicamada lipídica, segundo a equação 2.10 (ver seção 2.3.1). O

resultado apresentado na figura 3.9 mostra as diferenças no perfil de densidade de acordo

com a variação da composição lipídica. Para a vesícula composta por POPC:SM:CO, como

foi mencionado anteriormente, é preciso considerar a existência de duas membranas, POPC

e SMCO.

Analisando os perfis de densidade eletrônica, pode-se observar que o sistema composto

por POPC:SM (curva verde) apresentou aumento na espessura da cadeia hidrocarbônica

CH2, se comparados às vesículas compostas apenas por POPC (curva vermelha). Resultado

semelhante foi observado para a membrana de SM:CO, referente aos domínios lipídicos nas
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vesículas compostas por POPC:SM:CO. O aumento de espessura na região hidrofóbica em

relação à membrana de POPC para ambos os casos (POPC:SM e SM:CO) foi da ordem de

3Å (ver tabelas 3.2 e 3.3). Esse resultado é um indicativo de que o estiramento das caudas

CH2, nos dois casos observados, foi prioritariamente determinada pela presença do lipídio

SM na composição da vesícula. Para o domínio lipídico SM:CO foi evidenciado aumento de

densidade eletrônica na região da cabeça polar, o qual pode ser explicado pela presença do

grupo hidroxila (OH), do colesterol, na região polar [86].

Figura 3.9: Perfil de densidade eletrônica ao longo do eixo z, normal à superfície da
bicamada lipídica, para vesículas compostas por: POPC (curva vermelha), POPC:SM (curva
verde) e POPC:SM:CO (curvas vermelha e azul). A posição 0Å está localizada no centro
da bicamada.
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3.4 Conclusão

O estudo de vesículas grandes compostas por POPC, POPC:SM e POPC:SM:COmostrou

que a composição lipídica influencia nas características estruturais de membranas modelo

tais como espessura e distribuição de densidade eletrônica. Ajustes de curvas de SAXS de

LUVs compostas por POPC apresentaram espessura de bicamada lipídica igual a 46(2)Å, em

bom acordo com os resultados descritos na literatura [69, 72]. Por outro lado, com relação

aos sistemas compostos por POPC:SM foi evidenciado aumento de 6.6Å na espessura da

bicamada se comparado ao obtido para vesículas de POPC. Por fim, em nosso estudo de mi-

méticos de membrana plasmática compostos por POPC:SM:CO, a necessidade da utilização

de dois modelos de membrana para o cálculo do fator de forma P (q) reflete a existência da

formação de domínios lipídicos Ld-Lo nanométricos compostos por esfingomielina e colesterol

[74, 75, 84].
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Com relação ao estudo de oxidação in situ, experimentos realizados anteriormente pelo

grupo de pesquisa da profa Rosangela Itri apresentaram resultados interessantes em vesícu-

las dispersas em solução contendo o FS azul de metileno (MB) cujo rendimento quântico de

produção de oxigênio singlete é de 50%. Os experimentos foram realizados com GUVs de

POPC e DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) na presença de diferentes concen-

trações de MB. As imagens obtidas por microscopia óptica de contraste de fase mostraram

que durante a foto-irradiação as vesículas sofreram alterações morfológicas, podendo ser re-

sumidas em 4 etapas (figura 4.1): 1a) inicialmente vesículas de forma esférica eram estáveis;

2a) começam a flutuar sofrendo alteração na forma; a magnitude da flutuação era depen-

dente da concentração de MB e indicam aumento de área superficial da membrana modelo;

3a) as vesículas retornavam à forma esférica inicial e recuperavam a estabilidade, seguido por

um início de perda de contraste; 4a) lentamente a vesícula perdia totalmente o contraste.

Tal variação de contraste ótico indica troca de fluidos entre os meios interno e externo à

vesícula, sugerindo formação de defeitos e/ou poros na bicamada lipídica [19]. Em paralelo,

através da técnica de aspiração por micropipeta, foi quantificado o aumento de área em

vesículas 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 quântico de produção de

oxigênio singlete de 70%) [20]. Os resultados mostraram um aumento de área de 15.6% para

a vesícula de POPC e 19.1% para DOPC. Vesículas compostas pelo lipídio saturado DMPC

não apesentaram alteração. Neste mesmo trabalho os autores quantificaram o módulo de

estiramento elástico em 50mN.m−1 para vesículas compostas por 100% de hidroperóxido

lipídico de POPC (POPC-OOH), cujo valor resultou ser igual ao obtido para as vesículas de

POPC hidroperoxidadas in situ com 2% mol de Clorina-12, indicando que nessas condições

houve total conversão dos lipídios POPC em hidroperóxidos POPC-OOH [20].
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Com base nos estudos previamente desenvolvidos com GUVs e microscopia ótica, uma

parte deste projeto de doutoramento é dedicada ao estudo da foto-oxidação in situ de siste-

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

Figura 4.1: Imagem de microscopia óptica de contraste de fase apresentando as alterações
morfológicas típicas de GUVs compostas por POPC ou DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-
fosfatidilcolina) dispersas em azul de metileno [40µM] durante a foto-irradiação (665nm).
Imagem extraída da referência [19].

4.1 Objetivo específico

O estudo descrito neste capítulo teve como objetivo avaliar os possíveis danos estruturais

causados em membranas modelo devido ao processo de foto-oxidação. As análises 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 presença e ausência de irradiação.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Materiais

Para o estudo de fotossensibilização de vesículas foram utilizados os lipídios POPC, SM e

CO cujas estruturas químicas estão apresentadas nas figuras 3.1, 3.2 e 3.3, respectivamente.

No preparo das amostras, tanto os filmes lipídicos quanto os corantes fenotiazínicos foram

hidratados em água Milli-Q (Milli-Q plus ultra pure Type 1 water system - Milipore; resis-

tividade 18,2MΩ.cm - pH 5).

4.2.1.1 Corantes Fenotiazínicos - Fotossensibilizadores

Figura 4.2: Fórmula estrutural das sondas fenotiazínicas (figura extraída da referência [87])

Azul de metileno (MB): R1 = R2 = R3 = R4 = CH3 e R5 = H

Azure B (AB): R1 = R2 = R3 = CH3 e R4 = R5 = H

Azure A (AA): R1 = R2 = CH3 e R3 = R4 = R5 = H

Tionina (Ti): R1 = R2 = R3 = R4 = R5 = H

Os comprimentos de onda de absorção de máxima dos fotossensibilizadores utilizados são
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[87]:

MB: λmáx = 665nm

AB: λmáx = 647nm

AA: λmáx = 633nm

Ti: λmáx = 598nm

4.2.2 Métodos

O estudo da caracterização de vesículas grandes foto-irradiadas foi realizada a partir

de doi processos: Incorporação de fotossensibilizadores em membranas modelo e Espalha-

mento de raios-X a baixos ângulos (SAXS). As seções a seguir apresentam as características

principais das amostras e análises empregadas em cada técnica.

4.2.2.1 Incorporação de Fotossensibilizadores na Membrana

Neste trabalho a avaliação da incorporação do FS na membrana foi feita a partir do

estudo de equilíbrio entre vesículas e FS ligado e livre, utilizando o método de centrifugação

para a separação entre vesículas e sobrenadante [88, 89], segundo o protocolo descrito a

seguir. Esta análise fornece uma boa aproximação qualitativa para entender a relação de

afinidade entre o FS e a membrana modelo. Contudo, para a obtenção de valores precisos

dessa ligação é necessária a realização de experimentos direto na membrana [90].

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

e POPC:SM:CO (1:1:1) em água com concentração final de 5mM pelo método descrito na
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seção 3.2.2. As soluções de vesículas foram centrifugadas durante 3min com rotação de

13.500rpm. Após a centrifugação o sobrenadante contendo vesículas menores foi descartado

e as vesículas maiores que haviam precipitado foram ressuspensas no mesmo volume de

água (aproximadamente 1mL). Devido a esta necessidade de separação entre vesículas e

sobrenadante o estudo foi realizado com vesículas não extrusadas. Esse processo foi repetido

por três vezes. Em seguida foi acrescentada à solução das vesículas o FS que também

estava em água. O volume de FS acrescentado foi calculado de modo a se obter uma

concentração final de 20µM de FSs para 5mM de lipídios em 1mL de solução. Os FSs

ficaram incubados durante 30min e em seguida a solução vesículas/FSs foi centrifugada nas

condições já mencionadas onde as vesículas decantaram carregando os FSs incorporados. Os

sobrenadantes foram retirados e medidos. Para garantir que os FSs não agregassem, todas

as medidas foram realizadas com 200µL de solução vesículas/FS e 200µL de etanol.

As medidas dos espectros de absorção foram realizadas em triplicatas no espectrofotô-

metro UV-2401PC Shimadzu Co. do Laboratório de Processos Foto-Induzidos (IQ-USP).

A porcentagem de incorporação do FS nas vesículas foi calculada segundo a equação 4.1,

sendo que para cada sistema foi utilizado o valor de absorção obtido a partir do cálculo da

média das três curvas medidas.

%Inc = 100− 100
Absdepois
Absantes

(4.1)

onde %Inc representa a porcentagem de incorporação do FS, Absdepois representa o valor

da absorção medido no λmáx de absorção do sobrenadante medido após a incorporação na

membrana modelo e Absantes é valor da absorção medido no λmáx de absorção para a medida
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do fotossensibilizador sozinho (solução mãe sem interação com a membrana modelo).

4.2.2.2 Método de foto-irradiação de vesículas

O processo de foto-irradiação consitiu em mantermos as soluções de vesículas/FSs du-

rante duas horas sob um sistema de LEDs vermelhos (LED do inglês Light-Emitting Diode)

com comprimento de onda λ = 663nm e irradiância I = 68W.m−2 a 10 cm de distância,

segundo protocolo descrito na literatura [91, 89]. O comprimeto de onda dos LEDs foi es-

colhido com base na banda de absorção dos fotossensibilizadores utilizados no estudo: entre

550− 700nm [87].

4.2.2.3 SAXS

O estudo de fotossensibilização de vesículas via técnica de SAXS foi realizado com vesí-

culas grandes preparadas segundo protocolo descrito na seção 3.2.2 e foto-irradiadas segundo

o processo descrito na seção 4.2.2.2.

A tabela 4.1 apresenta as informações sobre composição lipídica, concentração inicial de

lipídios, quantidade de extrusões e tamanho do poro utilizados para a obtenção de unilamelas

e a temperatura em que o foi mantida a solução durante o processo de hidratação do filme

lipídico e de extrusão.
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Tabela 4.1: Informações sobre as amostras medidas por SAXS para o estudo de fotossensi-
bilização de vesículas grandes.

Medidas de SAXS
Composição Concentração n◦ de extrusão filtro (nm) T (◦C)

POPC 5mM 31 100 30

POPC/AA 5mM/20µM 31 100 30

POPC/AB 5mM/20µM 31 100 30

POPC/MB 5mM/20µM 31 100 30

POPC/Ti 5mM/20µM 31 100 30

POPC:SM (1:1) 5mM
19 400

45
31 100

POPC:SM (1:1)/AA 5mM/20µM
19 400

45
31 100

POPC:SM (1:1)/AB 5mM/20µM
19 400

45
31 100

POPC:SM (1:1)/MB 5mM/20µM
19 400

45
31 100

POPC:SM (1:1)/Ti 5mM/20µM
19 400

45
31 100

POPC:SM:CO (1:1:1) 5mM
19 400

45
31 100

POPC:SM:CO (1:1:1)/AA 5mM/20µM
19 400

45
31 100

POPC:SM:CO (1:1:1)/AB 5mM/20µM
19 400

45
31 100

POPC:SM:CO (1:1:1)/MB 5mM/20µM
19 400

45
31 100

POPC:SM:CO (1:1:1)/Ti 5mM/20µM
19 400

45
31 100

Obs: As vesículas foram irradiadas na presença dos FSs durante 2horas (λ = 663nm).
Para controle, também foi realizada medida das vesículas com FSs sem foto-irradiação
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4.3 Resultados e Discussões

4.3.1 Incorporação de fotossensibilizadores em vesículas

Para o estudo de incorporação de fotossensibilizadores em vesículas grandes, foram prepa-

radas vesículas compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e POPC:SM:CO (1:1:1) na presença

dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti segundo o protocolo descrito na seção 4.2.2.1.

A partir dos resultados obtidos, apresentados na tabela 4.2 e figura 4.3, foi possível

constatar dois pontos principais:

a) Analisando a influência da composição lipídica para cada FS 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 incorporação. Por outro lado, seguindo essa mesma

análise, a maior incorporação foi obtida para vesículas de POPC:SM (1:1) (curva verde -

figura 4.3).

b) Analisando a incorporação de cada um dos FSs para uma dada composição lipídica,

observou-se que o fotossensibilizador Ti foi o que apresentou maior incorporação para a três

composições lipídicas.

Em sua tese de doutoramento, Helena Junqueira [88] investigou a incorporação dos mes-

mos FSs (MB, AA, AB e Ti) em vesículas 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-

ferença entre valores de incorporação obtidos pela Dra. Helena e os apresentados neste

estudo (tabela 4.2) mostram que a composição lipídica bem como a resultante de cargas

da vesícula são características de grande importância para o entendimento de processos de

interação entre corantes fenotiazínicos e biomembranas. Por outro lado, os baixos valores de

incorporação 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 responsáveis por não termos

observado efeitos significativos de foto-oxidação para esses sistemas via análises de SAXS,

que será apresentada a seguir.

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

% de Incorporação de FSs em vesículas

Composição lipídica AA AB MB Ti

POPC 5.18(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 incorporação dos fotossensibilizadores AA,
AB, MB e Ti em diferentes composições lipídicas 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 estão apresentados na tabela 4.2.

4.3.2 Análise por Espalhamento de raios-x a baixos ângulos (SAXS)

A caracterização estrutural de membranas modelo foto-irradiadas foi realizada via técnica

de SAXS a partir de vesículas grandes compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e POPC:SM:CO

(1:1:1) na presença e ausência dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti. No caso das ve-

sículas com FS, foram realizadas medidas de controle para verificar o efeito da inclusão do

FS, ou seja, membranas modelo com o FS mas sem exposição à irradiação. Já a análise do

efeito de foto-oxidação da membrana modelo foi realizado a partir de medidas de SAXS de

membranas modelo com FS após 2 horas de foto-irradiação com LED vermelho (λ = 663nm)

(ver a preparação das amostras na seção 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) estão apresentados

respectivamente nas figuras 4.4, 4.5 e 4.6. Foi observado que a simples inclusão do FS à

solução das vesículas gerou alterações nas curvas de SAXS onde o perfil de espalhamento

das membranas modelo com FS sem exposição à irradiação (curvas verdes +) apresentaram

maior intensidade de espalhamento I(q) na região do pico se comparado às curvas obtidas

para as medidas controle da membrana modelo sem FS (curvas vermelhas +). Por outro

lado, após o procedimento de foto-irradiação dos sistemas membrana modelo/FS (curvas

azuis +) foi observado, além do aumento de intensidade na região do pico, indução à for-

mação de multilamelas ( ver exemplo na figura 3.5) e perfil indicativo de polidispersão ou

vesícula não homogênea, evidenciado pelo aumento na intensidade de espalhamento I(q) na

região de baixos ângulos (aproximadamente 0.03Å−1) [78]. Esse efeito de polidispersão pode

ser atribuido à danos físicos causados nas LUVs devido à foto-irradição, 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 região de baixo ângulo para vesículas de lecitina de soja (com concen-

tração lipídica de 1.6mM) irradiadas durante 5h na presença do FS DO15 (30µM), bem

como vazamento da sonda carboxifluoresceina indicando dano na estrutura da membrana

modelo. Neste experimento foi observada, após 5h de foto-irradiação, redução na espessura

da bicamada lipídica de ∼ 6Å .

Como foram observadas apenas pequenas alterações nos perfis de SAXS na presença de

FS com e sem irradiação, optamos por analisar aqui a resposta de fotossensibilização nas

propriedades estruturais das membranas modelo.
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(a) POPC/AA (b) POPC/AB

(c) POPC/MB (d) POPC/Ti

Figura 4.4: Perfil de SAXS para vesículas grandes compostas por POPC [5mM] na presença
e ausência dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti a uma concentração de 20µM medidos
a 23◦C, com e sem exposição à radiação: (+) Membrana modelo sem FS; (+) Membrana
modelo na presença dos diferentes FSs mas sem exposição à radiação (medida de controle
do efeito do FS); (+) Membrana modelo na presença dos diferentes FSs após 2 horas de
irradiação com LED vermelho (λ = 663nm).
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(a) POPC:SM/AA (b) POPC:SM/AB

(c) POPC:SM/MB (d) POPC:SM/Ti

Figura 4.5: Perfil de SAXS para vesículas grandes compostas por POPC:SM (1:1) [5mM]
na presença e ausência dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti a uma concentração de
20µM medidos a 23◦C, com e sem exposição à radiação: (+) Membrana modelo sem FS; (+)
Membrana modelo na presença dos diferentes FSs mas sem exposição à radiação (medida
de controle do efeito do FS); (+) Membrana modelo na presença dos diferentes FSs após 2
horas de irradiação com LED vermelho (λ = 663nm).
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(a) POPC:SM:CO/AA (b) POPC:SM:CO/AB

(c) POPC:SM:CO/MB (d) POPC:SM:CO/Ti

Figura 4.6: Perfil de SAXS para vesículas grandes compostas por POPC:SM:CO (1:1:1)
[5mM ] na presença e ausência dos fotossensibilizadores MB, AA, AB e Ti a uma concentração
de 20µM medidos a 23◦C, com e sem exposição à radiação: (+) Membrana modelo sem FS;
(+) Membrana modelo na presença dos diferentes FSs mas sem exposição à radiação (medida
de controle do efeito do FS); (+) Membrana modelo na presença dos diferentes FSs após 2
horas de irradiação com LED vermelho (λ = 663nm).

Para avaliarmos de forma quantitativa os efeitos de fotossensibilização, foram realizados

os ajustes teóricos das membranas modelo puras (sem FS e sem exposição à radiação) 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 composições e medidas anteriormente (apresentada na figura

3.6). Nossa hipótese é de que os lipídios utilizados poderiam ter um certo grau de oxidação

inicial. Devido às duplas ligações presentes em lipídios como POPC, a interação com o

oxigênio pode facilmente causar a oxidação desses lipídios tornando o manuseio de lipídios

insaturados extremamente delicado [16]. Apesar de todo o cuidado tomado na preparação

das amostras, as curvas de SAXS sugerem que alguns dos lipídios utilizados devem ter sofrido

alterações químicas devido à oxidação, gerando alterações nos perfis de SAXS.

Nesse cenário, para a análise dos efeitos causados unicamente devido à fotossensibilização

na presença do FS, foi necessária a caracterização das membranas modelo sem o FS (figura

4.7) utilizadas como amostra mãe considerando a possível presença de outros produtos lipí-

dicos na composição da membrana modelo.

O ajuste das vesículas que apresentaram alteração (POPC e POPC:SM) foi realizado a

partir de dois modelos de unilamelas para o cálculo do fator de forma P (q), semelhante ao

ajuste apresentado na figura 3.8 para vesículas compostas por POPC:SM:CO. Em cada um

dos casos foi considerado que uma parte da vesícula é composta pela membrana do lipídio

base (valores apresentados nas tabelas 3.2 e 3.3 ) sem oxidação (1◦ modelo) e uma outra

parte composta por uma membrana de lipídios não definidos gerados devido à alterações

químicas (2◦ modelo - outros). Para o 1◦ modelo foram considerados os valores apresentados

na tabela 3.2, nos quais as membranas não apresentaram alteração química.

Os parâmetros de ajuste obtidos e a representação gráfica do perfil de densidade eletrônica

para cada membrana modelo estão apresentados, respectivamente, na tabela 4.3 e figura 4.8.
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(a)

(b)

(c)

Figura 4.7: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por POPC, POPC:SM (1:1) e
POPC:SM:CO (1:1:1) com concentração igual a 5mM (+) medidos a 23◦C e melhor ajuste
aos dados experimentais obtidos pelo software GENFIT (linha contínua verde) a partir do
modelo de lamela infinita.
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Tabela 4.3: Parâmetros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados na figura 4.7:
Rpol, RCH2 e RCH3 representam, respectivamente, a espessura da região polar da membrana,
meio hidrofóbico contendo CH2 e CH3, enquanto ρpol, ρCH2 e ρCH3 representam as densidades
eletrônicas correspondentes. O parâmetro ”unilamela” representa a porcentagem de vesículas
grandes unilamelares presentes na solução medida, ”ratio” indica a porcentagem de cada
uma das membranas no sistema (membrana com ou sem alteração química), ”N” indica a
quantidade de bicamadas lipídicas em uma vesícula multilamelar, ”c” representa a distância
entre os centros de duas bicamadas, ”espessura” representa a espessura total da bicamada
lipídica e ηCaille é o parâmetro de Caillé.

Parâmetros de Ajuste - Membranas sem FS
POPC POPC:SM (1:1) POPC:SM:CO (1:1:1)

modelo 1◦ - POPC 2◦ - Outros 1◦ - POPC:SM 2◦ - Outros 1◦ - POPC 2◦ - SMCO
unilamela(%) 100 91 ± 3 100
ratio(%) 81(2) 19(2) 78(3) 22(3) 37(4) 63(4)
Rpol (Å) 9.3(6) 7.0(2) 9.4(9) 10.2(2) 9.3(6) 10.2(2)
RCH2

(Å) 10.9(4) 9.9(2) 13.7(5) 12.5(3) 10.9(4) 14.2(2)
RCH3 (Å) 3.0(3) 2.7(2) 3.4(3) 2.9(3) 3.0(3) 3.5(2)
ρpol (e/Å3) 0.417(4) 0.413(16) 0.408(8) 0.433(1) 0.417(4) 0.437(6)
ρCH2

(e/Å3) 0.297(3) 0.323(23) 0.317(2) 0.299(11) 0.297(3) 0.313(5)
ρCH3 (e/Å3) 0.198(7) 0.218(20) 0.200(6) 0.218(8) 0.198(7) 0.172(13)

N - - 2(1) - -
c (Å) - - 80.6(17) - -

espessura (Å) 46(2) 39(1) 53(2) 51(2) 46(2) 56(1)
ηCaille - - 0.11(3) - -

Comparando os valores apresentados na tabela 4.3 com os ajustes obtidos para as mem-

branas de POPC, POPC:SM e POPC:SM:CO sem alteração química, apresentados nas

tabelas 3.2 e 3.3, pode-se observar que as vesículas compostas por POPC e POPC:SM usa-

das no experimento de fotossensibilização apresentam características estruturais diferentes

da obtida na caracterização inicial para as mesmas composições lipídicas (ver Capítulo 3).

Para a nova vesícula de POPC foi identificado 19% de membrana com alteração química,

com espessura de bicamada lipídica igual a 39(1)Å. Conforme veremos na seção 5.3.1.1, a

segunda membrana apresentada na tabela 4.3 na composição de POPC pode corresponder à

membrana com composição lipídica POPC:POPC-OOH (33:67) (ver tabela 5.3), indicando
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possível oxidação do lipídio POPC. Neste cenário, a diminuição de espessura está em bom

acordo com o esperado devido a localização do grupo OOH na interface bicamada lipídica-

água [72]. Já as vesículas compostas por POPC:SM apresentaram 22% de membrana com

composição química diferente. Neste caso a espessura da bicamada foi de 51(2)Å. A compo-

sição POPC:SM:CO não apresentou alteração, como pode ser observado pela comparação

dos parâmetros apresentados nas tabelas 3.3 e 4.3.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.8: Perfil de densidade eletrônica ao longo do eixo z, normal à superfície da bica-
mada lipídica, para vesículas compostas por: a) POPC, b) POPC:SM, c) POPC:SM:CO e
d) comparação entre todas as densidades. A legenda ”outros” indica as composições lipídicas
com possíveis alterações químicas investigadas neste capítulo.

Em seguida foi realizada a caracterização estrutural, via análise das curvas de SAXS, das

vesículas foto-irradiadas. Os melhores ajustes aos dados experimentais estão apresentados

nas figuras 4.9, 4.10 e 4.11 e os respectivos parâmetros estruturais estão apresentados na

tabela 4.4.
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Após a foto-irradiação das vesículas não foi observado, através dos ajustes, aparecimento

de membrana com composição lipídica diferente da inicial (antes da foto-irradiação), ou seja,

os parâmetros referentes à espessura e densidade eletrônica da bicamada lipídica foram os

mesmos que os obtidos para as membranas não foto-irradiasdas (tabela 4.3). Por outro lado,

as análises apresentaram variação na porcentagem de membrana considerada "oxidada"com

alterações no perfil de empilhamento das bicamadas. Os parâmetros de ajuste obtidos estão

descritos na tabela 4.4. A análise das alterações físicas observadas em cada composição

lipídica está descrita a seguir:
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Figura 4.9: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por POPC [5mM ] (+) na
presença dos FSs MB, AA, AB e Ti (concentração final de FS igual a 20µM após 2horas de
irradiação) medidos a 23◦C e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos pelo software
GENFIT (linha contínua verde) a partir do modelo de lamela infinita.
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Figura 4.10: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por POPC:SM (1:1) [5mM ]
(+) na presença dos FSs MB, AA, AB e Ti (concentração final de FS igual a 20µM após
2horas de irradiação) medidos a 23◦C e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos pelo
software GENFIT (linha contínua verde) a partir do modelo de lamela infinita.
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Figura 4.11: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por POPC:SM:CO (1:1:1)
[5mM ] (+) na presença dos FSs MB, AA, AB e Ti (concentração final de FS igual a 20µM
após 2horas de irradiação) medidos a 23◦C e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos
pelo software GENFIT (linha contínua verde) a partir do modelo de lamela infinita.
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Tabela 4.4: Parâmetros de ajustes obtidos a partir dos resultados apresentados nas figuras
4.9, 4.10 e 4.11: O parâmetro ”unilamela” representa a porcentagem de vesículas grandes
unilamelares presentas na solução medida, ”N” indica a quantidade de bicamadas lipídicas em
uma vesícula multilamelar, ”c” representa a distância entre os centros de duas bicamadas,
ηCaille é o parâmetro de Caillé, KC é o módulo de curvatura (eq. 2.7) e ”ratio” indica a
porcentagem de membrana considerada oxidada. Os parâmetros Rpol, RCH2 , RCH3 , ρpol,
ρCH2 e ρCH3 foram mantidos com os valores apresentados na tabela 4.3.

Parâmetros de Ajuste - Vesículas grandes irradiadas com FSs
unilamela(%) N c (Å) ηCaille KC(10

−13erg) 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 22(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

Vesículas de POPC: Após a foto-irradiação, no que diz respeito à oxidação 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 vesículas de

POPC sem FS e irradiada com AA. O percentual de membrana oxidada na presença 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 irradiação 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 incorporação de FS na membrana apresentados na seção 4.3.1 -

figura 4.3, o esperado seria que para esta composição lipídica os FSs Ti, AB, AA e MB,

nessa ordem, apresentassem maior efeito de oxidação. Embora a incorporação de MB na

membrana de POPC tenha sido baixa se comparada aos demais FSs (ver tabela 4.2), ex-

perimentos de rendimento quântico mostraram que Ti e MB possuem maior produção de

oxigênio singlete, respectivamente 60% e 52% se comparado aos azures A (45%) e B (31%)

[92, 93, 94, 88], podendo ser esse um fator para o maior efeito de foto-oxidação observado

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

Outro resultado observado após a foto-irradiação na presença dos quatro FSs foi a forma-

ção 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 indução à

formação de multilamelas porém promovendo a formação máxima de 20% de multilamelas.

É interessante notar que o parâmetro de Caillé (ηCaille) observado para o sistema POPC/Ti

é maior do que o obtido para as demais composições. Dado que este sistema apresenta

grande proporção de estruturas multilamelares, seria esperado que para este caso o ηCaille

fosse menor do que o obtido para os FSs MB, AA e AB. [82]. Com relação à flutuação

da membrana, verificou-se que nos sistemas com MB, AA e AB os valores de módulo de

curvatura (KC) obtidos são similares ao observado para membranas puras de POPC (KC

entre 1− 20.10−13erg) [95]. Já o sistema com Ti apresentou KC ∼ 10−14erg indicando que

a membrana apresenta menor módulo de curvatura.

Vesículas de POPC:SM: Para as vesículas compostas por POPC:SM também foi obser-

vado formação de multilamelas, sendo os maiores efeitos obtidos na presença dos FSs AA,

AB e Ti com um aumento de ∼ 22% de multilamelas. Com relação à foto-oxidação dos
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lipídios, as vesículas irradiadas com MB, AA e AB não apresentaram efeito. Já as vesículas

irradiadas na presença de Ti apresentaram um aumento de 17% de membrana considerada

oxidada em acordo com o resultado obtido no estudo de incorporação, onde a Tionina apre-

sentou maior efeito (seção 4.3.1 - figura 4.3). Vale observar que embora a Tionina tenha

apresentado maior efeito de incorporação em vesículas compostas por POPC:SM, o resultado

de oxidação foi maior em vesículas compostas apenas por POPC. Esse efeito pode se dar ao

a fato de que em vesículas compostas apenas por POPC há uma maior chance de oxidação

devido às duplas ligações presentes nesse lipídio. Quando ocorre a inclusão de outro lipídio

no sistema, o volume de insaturações disponíveis será menor, desfavorecendo assim o efeito

oxidativo. Isto explica porque o sistema POPC:SM possui maior incorporação dos FSs, po-

rém menor efeito de oxidação em relação a membranas puras de POPC. É interessante notar

que a composição POPC:SM apresentou grande flutuação de membrana para os quatro FSs

estudados (KC ∼ 10−14erg).

Vesículas de POPC:SM:CO: Para esta composição não foi observado efeito de foto-

oxidação lipídica para nenhum dos fotossensibilizadores. Dois fatores podem ser considerados

aqui: 1 - A composição POPC:SM:CO (1:1:1) apresentou baixos resultados de incorporação

(seção 4.3.1 - figura 4.3) se comparados aos sistemas POPC e POPC:SM (1:1). 2 - Somado

a isso tem-se a baixa disponibilidade de lipídios POPC disponíveis para oxidação. Após a

foto-irradiação o único efeito observado foi o aparecimento de multilamelas, da ordem de

15% para todos os FSs. O parâmetro KC se manteve similar ao observado para vesículas

de POPC (da ordem de ∼ 10−13erg) com exceção do sistema foto-irradiado com Ti que

apresentou maior flutuação com KC ∼ 10−14erg .
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Os experimentos de rendimento quântico de produção de oxigênio singlete descritos na

literatura, cujos valores obtidos paras os FSs MB, AA, AB e Ti são respectivamente 52%,

45%, 31% e 60%, indicam que, assim como verificado em nossos resultados de SAXS, o FS

Tionina apresenta maior efeito de oxidação de membrana via oxigênio singlete [92, 93, 94].

Entretanto, considerando os valores de rendimento quântico apresentados, era esperado que

o grau de oxidação das membranas aqui analisadas, tanto para a Ti quanto para os demais

FSs, fosse mais significativo. Portanto, a foto-oxidação induzida na membrana não depende

apenas da característica do FS em relação ao rendimento quântico na produção de 1O2, mas

de sua localização/ligação na membrana.

4.4 Conclusão

Os resultados de SAXS mostraram que, dentre as três composições lipídicas estudadas, o

sistema composto por POPC:SM:CO (1:1:1) foi o que apresentou menor efeito de alteração

estrutural devido à fotossensibilização, que pode ser explicado devido a baixa proporção de

lipídios POPC disponíveis para oxidação e aos baixos valores de incorporação dos FSs. Por-

tanto, parece que domínios lipídicos de SM:CO dificultam a incorporação das fenotiazínas,

provavelmente devido ao maior grau de empacotamento (packing) lipídico. Para as vesículas

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 incorporação ob-

servados neste estudo como com os valores de rendimento quântico de produção do oxigênio

singlete descritos na literatura. O resultado de incorporação em bom acordo com o obtido

por SAXS funciona como um validador das análises aplicadas. O efeito de indução à for-

mação de multilamelas foi observado para todas as composições com FSs, mesmo antes da

exposição à irradiação, sugerindo assim que o fotossensibilizadror por si só, nas composi-
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ções estudadas, promove formação de multilamelas. Este efeito pode também ser um fator

atrelado ao pequeno efeito oxidativo observado.

De um modo geral, os efeitos de fotossensibilização observados neste trabalho não foram

significativos no que se refere à danos físicos em membranas levando à destruição das mesmas.

Esse efeito pode ser explicado pelos baixos valores de incorporação obtidos para os sistemas

estudados se comparados aos descritos na literatura para outros sistemas [88], bem como à

redução de lipídios insaturados disponíveis como alvo de reações foto-oxidativas.
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Neste capítulo vamos determinar os efeitos gerados devido à oxidação da membrana a

partir da substituição (parcial ou integral) controlada do lipídio POPC pelos lipídios oxidados

POPC-OOH e PAzPC em mebranas compostas por POPC:PCoxidado. Uma vez que os efeitos

de fotossensibilização in situ descritos no capítulo anterior (Capítulo 4) foram baixos, a

inclusão controlada de lipídios previamente oxidados garantem a oxidação da membrana de

modo que possamos avaliar as possíveis alterações estruturais devido à oxidação lipídica.

Vale a pena ressaltar que o estudo apresentado neste capítulo resultou na publicação

de um artigo científico 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 colaboração com o professor Francesco

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

Para melhor compreensão do texto, optamos por descrever primeiramente as análises que

serviram como base para estudo apresentado no artigo e em segundo momento os resultados

principais publicados.

5.1 Objetivo específico

O objetivo deste capítulo consistiu em:

1 - Quantificar as alterações estruturais em membranas modelo impostas pela inclusão con-

trolada de lipídios oxidados POPC-OOH e PAzPC.

2 - Identificar, a partir de curvas experimentais de SAXS, a posição preferencial dos grupos

oxidados OOH e COO− dos lipídios 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 lipídicos foram hidratados em água Milli-Q (Milli-Q plus ultra pure Type 1

water system - Milipore; resistividade 18,2MΩ.cm - pH 5). A estrutura química dos lipídios

POPC, POPC-OOH e PAzPC utilizados neste capítulo estão apresentadas nas figuras 3.1,

1.4 e 1.5, respectivamente.

5.2.2 SAXS

A caracterização da propriedades físicas das vesículas foi realizada a partir da técnica de

SAXS, cujas informações referente aos parâmetros de aquisição dos dados obtidos no LNLS

estão descritos na seção 2.2.

As LUVs foram preparadas a partir do método de extrusão segundo o protocolo descrito

na seção 3.2.2. As informações sobre composição lipídica, concentração final de lipídios,

quantidade de extrusões e tamanho do poro utilizados para a obtenção de unilamelas e a

temperatura em que a solução foi mantida durante o processo de hidratação do filme lipídico

estão descritas na tabela 5.1.

As proporções de lipídio utilizadas em cada sistema estudo foram determinadas de modo

a substituir gradativamente a porcentagem referente ao lipídio POPC por lipídio oxidado

(POPC-OOH ou PAzPC).

A utilização de poros de 50nm para extrusão das amostras compostas por POPC:PCoxidado

ocorreu devido à indisponibilidade de filtros de 100nm no ato das medidas. Essa troca pôde

ser realizada sem perda de generalidade pois, como descrito na seção 2.2, o diâmetro obtido
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para estas amostras (mínimo de 500Å) é muito grande em comparação com a dimensão

máxima que pode ser observada pela técnica de SAXS na configuração utilizada (da ordem

de 262Å).

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

Medidas de SAXS - POPC:PCoxidado

Composição Concentração n◦ de extrusão 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 análise quantitativa das amostras de POPC:PCoxidado foi feita a partir de duas abor-

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

1- Modelo de lamelas infinitas com três regiões de densidade eletrônica diferentes, descrito

na seção 2.3.1. No caso de unilamela, o parâmetro referente ao número de multilamelas N é

dado por N = 1.

2- Modelo de grupos químicos, o qual leva em consideração a distribuição da fração

de volume de cada grupo químico presente nos lipídio que compõe a bicamada (ver seção

2.3.2). Os grupos químicos presentes em cada lipídio e água do meio (bulk) bem como suas

principais propriedades e quantidade (ni) em cada um dos três lipídios (POPC, POPC-OOH
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e PAzPC) estão apresentados na tabela 5.2.

Tabela 5.2: Lista dos grupos químicos e seus respectivos volume molecular, peso molecular,
número de elétrons e composição em cada um dos lipídios estudados (POPC, POPC-OOH
e PAzPC). De acordo com Kucerka et al. [96], os grupos combinados são: o carbonil +
glicerol (CG), o fosfato + CH2CH2N (PCN) e os três CH3 da colina (CholCH3). Os grupos
oxidados do POPC-OOH e do PAzPC são o conjunto insaturado CHCH + hidroperóxido
CHOOH (PX) e a carboxila COO− (CX), respectivamente. (a)Standard literature data [97].
i-group νi

(a) Mi Zi ni - POPC ni - POPC-OOH ni - PazePC
(Å3) (gmol−1) (qe)

CH2 27.7 14.03 8 28 27 21
CH3 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
CholCH3 99.9 45.11 27 1 1 1
PX 94.8 72.03 38 1
CX 51.0 44.01 23 1
H2O 29.9 18.02 10

5.3 Resultados e Discussões

A apresentação dos resultados e discussão deste capítulo foi feita em duas partes:

1 - Caracterização inicial de vesículas compostas por POPC:PCoxidado a partir do modelo de

de lamela infinita com três regiões de densidade eletrônica (ver seção 2.3.1). Neste estudo

PCoxidado é dado por POPC-OOH e/ou PAzPC.

2 - Resultados obtidos a partir da análise via modelo de grupos químicos (ver seção 2.3.2)

para as composições POPC:POPC-OOH e POPC:PAzPC que resultou na publicação 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].
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5.3.1 Caracterização inicial de membranas modelo contendo lipí-

dios oxidados

5.3.1.1 POPC:POPC-OOH

A figura 5.1 apresenta o perfil de espalhamento de vesículas compostas por POPC:POPC-

OOH variando o percentual de lipídio oxidado POPC-OOH de 0 a 100%. Foi observado um

deslocamento do primeiro vale para maiores ângulos de espalhamento a medida em que

aumentamos a proporção de lipídio oxidado no sistema, indicando diminuição da bicamada

lipídica.

A partir dos ajustes teóricos das curvas de SAXS através do modelo de três regiões de di-

ferentes densidades eletrônicas (polar, regiões de CH2 e CH3) (ver seção 2.3.1) apresentados

na figura 5.2 foi possível quantificar as variações na espessura e densidade eletrônica ao longo

da bicamada devido à inclusão de POPC-OOH. Os parâmetros estruturais obtidos obtidos

estão apresentados na tabela 5.3. Já a figura 5.3 apresenta a distribuição das espessuras

total da bicamada lipídica a medida em que aumentamos a quantidade do lipídio oxidado

na membrana modelo.

Do ponto de vista teórico, existe na literatura uma variedade de estudos de simulação

computacional mostrando que o grupo OOH do lipídio oxidado POPC-OOH tende a migrar

para a interface bicamada-água gerando aumento na área ocupada por cada lipídio e conse-

quente diminuição na espessura da bicamada lipídica. [10, 49, 98, 72]. O efeito de aumento

de área, diminuição de espessura e alteração na permeabilidade da membrana também foram

observados experimentalmente em estudos com vesículas gigantes [16, 20, 22, 23, 99].
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Figura 5.1: Curvas de SAXS de LUVs compostas por POPC:POPC-OOH com concentração
inicial de lipídio igual a 10mM medidos a 23◦C. O insert apresenta as diferentes razões
molares de POPC:POPC-OOH estudadas.

Analisando os resultados de SAXS para membranas modelo com lipídio oxidado POPC-

OOH, foi observado um decréscimo significativo da espessura da bicamada que diminui de

46.4(6)Å para membranas modelo puras de POPC, para 37.6(4)Å quando compostas por

100% de POPC-OOH , representando uma variação de 8.8(7)Å. Para as composições lipídicas

intermediárias, com 33% e 67% de POPC-OOH, as espessuras obtidas foram respectivamente

42.4(9)Å. e 39.8(3)Å. A diminuição na espessura da bicamada lipídica devido a inclusão de

lipídio oxidado está em bom acordo com os resultados de dinâmica molecular descritos na

literaturua [49, 98]. A variação de espessura observada está atrelada aos parâmetros Rpol,
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RCH2 e RCH3 que também sofrem redução com o aumento de POPC-OOH. É interesante

notar que os parâmetros de espessura observados para a composição lipídica POPC:POPC-

OOH (33:67) (tabela 5.3) são similares aos observados no estudo de fotossensibilização (seção

4.3.2) para a membrana modelo de POPC considerada oxidada (tabela 4.3).

Observando os perfis de densidade eletrônica apresentados na figura 5.4, foi observado

um aumento de densidade nas regiões CH2 e CH3. A continuidade deste estudo, que será

apresentada no decorrer deste trabalho (seção 5.3.2), mostrou que o grupo CH3 do lipídio

POPC-OOH tende a se localizar na região central da membrana modelo entre 0Å. e 5Å.

assim como ocorre para o mesmo grupo referente ao lipídio POPC. Contudo, o aumento de

POPC-OOH na composição lipídica da membrana modelo leva a uma diminuição na fração

de volume ocupado pelo grupo CH3 acarretando assim no aumento de densidade eletrônica

na região [72]. Já o aumento de densidade eletrônica na região das caudas parafínicas pode

ser explicado pela presença do grupo OOH na região de interface com a água e consequente

redução na espessura [49, 72].

Os resultados apresentados nesta seção juntamente com os obtidos para vesículas com-

postas por POPC:PAzPC, que serão descritos na seção a seguir 5.3.1.2, foram de extrema

importância para entendermos do ponto de vista experimental como a oxidação lipídica afeta

a estrutura física de bicamada lipídica servindo como insumo para o aprofundamento das

análises através do modelo de grupos químicos (ver seção 5.3.2).
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(a)

(b)

(c)

Figura 5.2: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por POPC:POPC-OOH com
razões molares a) (0:100), b) (33:67) e c) (67:33) com concentração inicial de 10mM (+)
medidos a 23◦C e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos a partir do modelo de
lamela infinita com três regiões de densidade eletrônica (ver seção 2.3.1).
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Tabela 5.3: Parâmetros estruturais obtidos a partir dos ajustes apresentados na figura 5.2:
Rpol, RCH2 e RCH3 representam, respectivamente, a espessura da região polar, meio hidrofó-
bico contendo CH2 e CH3, enquanto ρpol, ρCH2 e ρCH3 as densidades eletrônicas correspon-
dentes.

Parâmetros de Ajuste
POPC PC:PC-OOH (67:33) PC:PC-OOH (33:67) PC:PC-OOH (0:1)

Rpol (Å) 9.3(6) 7.7(8) 7.1(4) 6.6(5)
RCH2 (Å) 10.9(4) 10.6(5) 10.1(3) 9.7(3)
RCH3 (Å) 3.0(3) 2.9(2) 2.7(1) 2.5(2)
ρpol (e/Å3) 0.417(4) 0.403(7) 0.407(3) 0.412(8)
ρCH2 (e/Å3) 0.297(3) 0.313(8) 0.315(4) 0.318(6)
ρCH3 (e/Å3) 0.198(7) 0.226(8) 0.225(4) 0.224(9)
espessura (Å) 46.4(6) 42.4(9) 39.8(3) 37.6(4)
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Figura 5.3: Distribuição da espessura da bicamada lipídica em função da quantidade de
lipídio oxidado POPC-OOH na membrana e barra de erro obtida a partir de 10 iterações do
ajuste.
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Figura 5.4: Perfil de densidade eletrônica para as vesículas de POPC com e sem lipídio
oxidado POPC-OOH. O insert apresenta as razões molares.

5.3.1.2 POPC:PAzPC

Dependendo do mecanismo envolvido no processo de oxidação lipídica pode haver a

formação de um produto de oxidação lipídica com truncamento das cadeias carbônicas, alte-

rando assim a estrutura química do lipídio [16, 17, 99]. O lipídio oxidado PAzPC apresenta

uma cadeia alquila truncada na região do carbono 9 contendo grupo terminal carboxila (ver

figura 1.5) apresentando assim uma estrutura cônica que dificulta a interação entre carbonos

levando a uma consequente instabilidade para a formação de vesículas grandes [56, 58, 99].
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Neste caminho, foram realizadas análises de espalhameto de luz dinâmico (DLS) para vesí-

culas extrusadas com filtro de 50nm compostas por POPC:PAzPC (50:50) e (33:67). Para

essas composições foram obtidos tamanhos de vesículas entre 10nm e 15nm indicando possí-

vel ruptura das mesmas. Dado esse resultado, a continuidade deste estudo foi feita a partir

de composições lipídicas com limite máximo de 33mol% de PAzPC, cujos resultados de DLS

indicaram formação de vesículas grandes entre 50nm e 100nm.

Em continuidade com a caracterização de vesículas grandes por SAXS, foram analisados

sistemas binários compostos por POPC:PAzPC nas proporções (100:0), (90:10) e (67:33). O

perfil de espalhamento para cada composição lipídica está apresentado na figura 5.5.

Assim como observado na seção anterior para vesículas compostas pelo lipídio oxidado

POPC-OOH, o aumento da proporção de PAzPC na membrana modelo gera um deslo-

camento no primeiro vale da curva de SAXS para maiores ângulos de espalhamento (q),

indicando diminuição na espessura total da bicamada lipídica. A quantificação das possí-

veis alterações estruturais de espessura e densidade eletrônica foram realizadas a partir dos

ajustes das curvas de SAXS através do modelo de três regiões de diferentes densidades ele-

trônicas (polar, regiões de CH2 e CH3) (ver seção 2.3.1). Os resultados estão apresentados

na figura 5.6 e tabela 5.4.

Foi observado um decréscimo da espessura da bicamada lipídica que diminui de 46.4(6)Å

para membranas modelo puras de POPC, para 42.7(9)Å quando compostas por 33% de

PAzPC. A membrana composta por 10% de PAzPC apresentou espessura igual a 44.1(9)Å

indicando que a concentração do lipídio oxidado PAzPC na composição lipídica da membrana

modelo é um fator importante na condição 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 [58].
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Vale notar que a espessura total da bicamada lipídica encontrada para vesículas con-

tendo 33% de PAzPC é similar ao valor obtido para membranas modelo compostas por

POPC:POPC-OOH (67:33) de 42.4(9)Å . A partir do perfil de densidade eletrônica descrito

na figura 5.7 é possível perceber que a inclusão de lipídio oxidado (PAzPC ou POPC-OOH),

ainda que em baixa quantidade como observado para POPC:PAzPC (90:10) (curva azul), al-

tera claramente os parâmetros de espessura e densidade eletrônica se comparados aos obtidos

para vesículas não oxidadas de POPC.

Resultados de dinâmica molecular descritos por Khandélia e colaboradores [56] mostra-

ram que para bicamadas lipídicas de POPC:PAzPC com 25% de PAzPC o grupo carbo-

xil COO− apresenta duas possíveis localizações na membrana, uma na região de interface

bicamada-água e a outra na região hidrofílica ao redor do grupo fosfato. No decorrer desta

tese será apresentada a continuidade deste estudo a partir das análises de SAXS via modelo

de grupos químicos (ver seção 5.3.2), a qual confirmou a posição do grupo COO− nas regiões

hidrofóbica e hidrofílica da membrana modelo [72]. A posição dos grupos oxidados presen-

tes em uma das caudas afeta as interações hidrofóbicas entre carbonos e consequentemente

empacotamento dos lipídios, explicando assim a redução na espessura total da bicamada

lipídica observada no presente estudo. Uma possível consequência desse efeito é o aumento

na fluidez da membrana para composições lipídicas mais oxidadas [1] bem como o aumento

de área superficial da membrana [72].
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Figura 5.5: Curvas de SAXS de LUVs compostas por POPC:PAzPC com concentração
inicial de lipídio igual a 10mM medidos a 23◦C. O insert apresenta as diferentes razões
molares de POPC:PAzPC estudadas.
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(a)

(b)

Figura 5.6: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por POPC:PAzPC com razões
molares a) (90:10) e b) (67:33) com concentração inicial de 10mM (+) medidos a 23◦C e
melhor ajuste aos dados experimentais obtidos a partir do modelo de lamela infinita com
três regiões de densidade eletrônica (ver seção 2.3.1).
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Tabela 5.4: Parâmetros estruturais obtidos a partir dos ajustes apresentados na figura 5.6:
Rpol, RCH2 e RCH3 representam, respectivamente, a espessura da região polar, meio hidrofó-
bico contendo CH2 e CH3, enquanto ρpol, ρCH2 e ρCH3 as densidades eletrônicas correspon-
dentes.

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

Rpol (Å) 9.3(6) 7.6(5) 8.1(5)
RCH2 (Å) 10.9(4) 11.9(3) 10.4(4)
RCH3 (Å) 3.0(3) 2.5(1) 2.8(1)
ρpol (e/Å3) 0.417(4) 0.404(4) 0.407(3)
ρCH2 (e/Å3) 0.297(3) 0.314(2) 0.314(2)
ρCH3 (e/Å3) 0.198(7) 0.221(5) 0.225(5)
espessura (Å) 46.4(6) 44.1(9) 42.7(9)
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Figura 5.7: Perfil de densidade eletrônica para as vesículas de POPC com e sem lipídio
oxidado PAzPC e vesículas compostas por POPC:POPC-OOH (67:33) (curva verde) para
comparação de resultados. O insert apresenta as razões molares.

5.3.1.3 POPC:POPC-OOH:PAzPC

Após analisarmos separadamente a influência dos lipídios oxidados POPC-OOH (5.3.1.1)

e PAzPC (5.3.1.2) na estrutura física da bicamada lipídica, foi dada continuidade ao estudo a

partir de vesículas compostas por POPC na presença de ambos os lipídios oxidados (POPC-

OOH e PAzPC).

Seguindo a mesma sequência de análises, foram avaliadas a partir da técnica de SAXS

vesículas grandes compostas por POPC:POPC-OOH:PAzPC (60:25:15) e (47:25:28). Como
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pode ser observado a proporção de PAzPC foi limitada ao valor máximo evidenciado por

DLS para formação de vesículas grandes de 33mol%. Para efeitos de comparação com os

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

25%.

Dadas as composições analisadas, temos 2 cenários a serem observados: 1) influência

da quantidade de lipídio oxidado na membrana, neste caso representando 40% e 53% da

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

fixa de POPC-OOH.

O perfil de espalhamento das curvas de SAXS para as composições em questão, apre-

sentado na figura 5.8, mostram um pequeno deslocamento do primeiro vale para maiores

ângulos de espalhamento (q) a medida em que aumentamos a proporção do total de lipídios

oxidados na membrana modelo.

Os ajustes teóricos realizados a partir do modelo de lamela infinita com três regiões de

densidade eletrônica, apresentados na figura 5.9 e tabela 5.5, mostraram que os parâmetros

de ajuste obtidos para as membranas modelo de POPC/PAzPC contendo 25mol% de POPC-

OOH (espessura igual a 43.0(1)Å para POPC:POPC-OOH:PAzPC 60:25:15 e 42.0(1)Å para

POPC:POPC-OOH:PAzPC 47:25:28) apresentados na tabela 5.5 são similares aos resultados

obtidos para as vesículas compostas por POPC:PCoxidado (67:33) onde PCoxidado pode ser

POPC-OOH ou PAzPC. As espessuras obtidas para POPC:POPC-OOH e POPC:PAzPC

(67:33) foram, respectivamente, 42.4(9)Å e 42.7(9)Å (ver tabelas 5.3 e 5.4 para POPC-OOH

e PAzPC, respectivamente).

A partir da distribuição de densidade eletrônica, apresentada na figura 5.10, é possível

notar que as composições ternárias apresentaram menor densidade eletrônica na região do

grupo metil do que o observado para vesículas de POPC:PCoxidado (67:33). Para efeito
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de comparação, incluimos também o perfil de densidade eletrônica da composição binária

POPC:POPC-OOH (33:67), cuja razão molar de lipídio oxidado (67mol%) é mais próxima

do máximo considerado em nosso sistema ternário (53mol%). Para vesículas compostas

por POPC:POPC-OOH (33:67) a densidade eletrônica da região CH3 foi a mesma que a

observada para a composição POPC:PCoxidado (67:33) (figura 5.4).

Em síntese, os dois sistemas ternários analisados apresentam parâmetros de espessura

equivalentes aos obtidos para os sistemas binários de POPC com 33% de lipídio oxidado,

contudo apresentaram menor densidade eletrônica na região do grupo metil ainda que com-

parado ao sistema POPC com 67% de POPC-OOH. Tal resultado indica que a variação de

densidade eletrônica na região CH3 é devida a presença dos dois lipídios oxidados POPC-

OOH e PAzPC na membrana modelo.
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Figura 5.8: Curvas de SAXS de LUVs compostas por POPC:POPC-OOH:PAzPC com
concentração inicial de lipídio igual a 10mMmedidos a 23◦C. O insert apresenta as diferentes
razões molares estudadas.
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(a)

(b)

Figura 5.9: Curvas de SAXS de vesículas grandes compostas por POPC:POPC-
OOH:PAzPC com razões molares a) (60:25:15) e b) (47:25:28) com concentração inicial
de 10mM (+) medidos a 23◦C e melhor ajuste aos dados experimentais obtidos a partir do
modelo de lamela infinita com três regiões de densidade eletrônica (ver seção 2.3.1).
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Tabela 5.5: Parâmetros estruturais obtidos a partir dos ajustes apresentados na figura 5.9:
Rpol, RCH2 e RCH3 representam, respectivamente, a espessura da região polar, meio hidrofó-
bico contendo CH2 e CH3, enquanto ρpol, ρCH2 e ρCH3 as densidades eletrônicas correspon-
dentes.

Parâmetros de Ajuste
POPC POPC:POPC-OOH:PAzPC POPC:POPC-OOH:PAzPC
(100:0:0) (60:25:15) (47:25:28)

Rpol (Å) 9.3(6) 8.3(2) 8.0(3)
RCH2 (Å) 10.9(4) 10.3(2) 10.2(2)
RCH3 (Å) 3.0(3) 2.9(1) 2.8(1)
ρpol (e/Å3) 0.417(4) 0.410(2) 0.408(3)
ρCH2 (e/Å3) 0.297(3) 0.314(1) 0.320(2)
ρCH3 (e/Å3) 0.198(7) 0.204(3) 0.208(4)
espessura (Å) 46.4(6) 43.0(1) 42.0(1)
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Figura 5.10: Perfil de densidade eletrônica para as vesículas compostas por: POPC:POPC-
OOH:PAzPC com diferentes razões molares, POPC:PCoxidado (67:33) e POPC:POPC-OOH
(33:67). O insert apresenta as razões molares de cada composição lipídica.

5.3.2 Análise de membranas modelo compostas por POPC:POPC-

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

Nesta seção serão apresentados os resultados e discussão referente às análises das curvas

de SAXS dos sistemas compostos por POPC:POPC-OOH e POPC:PAzPC a partir do mo-

delo de grupos químicos do software GENFIT [65], descrito na seção 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 estão apresentados na figura 5.11. Em primeira

análise, observa-se que os perfis de espalhamento para as diferentes composições são simi-

lares, com pico central posicionado em q ≈ 0.12 Å−1. Os dois vales observados apresentam

aproximadamente mesma intensidade de espalhamento I(q) indicando a falta de poros ou

domínios [100], ou seja, os sistemas podem ser considerados homogêneos [60, 78] de modo

que podemos utilizar um único fator de forma P (q) para as análises.

Os grupos químicos dos lipídios utilizados nesse estudo (seção 5.2) podem ser separados

a partir da sua localização nas regiões polar e apolar da bicamada lipídica. Na região polar

se encontram os grupos CG, PCN e CholCH3, já na região hidrofóbica temos os grupos

CH2, CH3 e CH. Com relação 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 finalização deste trabalho ainda não haviam evidências experimentais das suas

localizações na membrana, sendo assim, para os ajustes foi considerada a possibilidade de os

mesmos serem encontrados em ambas as regiões hidrofóbica (referido como PXhyd ou CXhyd

) e polar (PXpol ou CXpol). Neste caminho, definimos xpol como a fração do total de grupos

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

A tabela 5.6 apresenta os parâmetros obtidos a partir do ajuste global onde: κ indica

o fator de escala, adicionado para corrigir possíveis erros de calibração do instrumento;

A representa a área por lipídio; xpol é a fração de grupo oxidado na região polar; Dhyd

respresenta a espessura da monocamada hidrofóbica e fi é um fator multiplicativo sendo

esse o real parâmetro de ajuste. A posição do pico de cada grupo químico é descrita a partir

dos parâmetros de ajuste como zi = fiDhyd, exceto o grupo terminal CH3 que foi mantido

fixo em z = 0.
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Apesar da grande quantidade de parâmetros ajustados, é importante notar que o ajuste

global foi realizado a partir de dois únicos fatores de escala κ (apresentado na tabela 5.6), re-

duzindo assim o intervalo possível de parâmetros que poderiam gerar um bom ajuste. Outra

consideração importante foi o ajuste da membrana composta por POPC puro, cujos parâ-

metros são comuns para as membranas modelo oxidadas. Essas restrições foram necessárias

para garantirmos a robustês do ajuste com resultados de relevância física.

A representação gráfica dos resultados obtidos (tabela 5.6) estão apresentados nas figu-

ras 5.12, 5.13 e 5.14. Na figura 5.12 estão apresentadas a fração de volume da cada grupo

químico em função da proporção x de lipído oxidado. Para os grupos oxidados (X = PX ou

X = CX) o volume apresentado é composto pela contribuição das regiões polar e apolar de

modo que ϕX(z) = ϕXhyd
(z) + ϕXpol

(z). A figura 5.13 apresenta a dependência da posição

de cada grupo químico (zi) em relação à fração de lipídio oxidado (x) para as duas misturas

POPC1−xPOPC-OOHx (imagem à direita) e POPC1−xPAzPCx (imagem à esquerda). Por

fim, as figuras 5.14 e 5.15 mostram, respectivamente, a distribuição de densidade eletrônica

de cada grupo e densidade total longo da bicamada lipídica (z) e o comparativo entre as

densidades totais variando a concentração e tipo de lipídio oxidado.

A partir dos resultados apresentados na tabela 5.6 pode-se verificar que 0.95 ± 0.02

dos grupos oxidados das vesículas compostas por POPC1−xPOPC-OOHx xpol se encontram

na região polar (xpol), enquanto apenas 5% permanece na parte hidrofóbica da membrana

modelo, mais especificamente na interface bicamada-água (fPXhyd
=0.96± 0.02). Este resul-

tado difere do reportado por Guo et al. que observou a partir de dinâmica molecular [48]

uma distribuição bimodal para o grupo hidroperóxido com localizações na região interna

da bicamada lipídica e na interface bicamada-água. Pode ser observado, a partir da figura
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5.12 e 5.13 , que a posição do grupo do hidroperóxido na região polar zPXpol
variou de 16

a 14 Å a medida em que aumentamos razão molar de POPC-OOH na membrana de 33%

para 100%. Como consequência, é observado um decréscimo na espessura da região hidro-

fóbica Dhyd que varia de 14.5 Å para membranas modelo puras de POPC para 11.2 Å para

membranas modelo com 100% de POPC-OOH. O resultado obtido para Dhyd está em bom

acordo com dados da literatura [96]. Portanto, o deslocamento do grupo hidroperóxido para

valores menores de posição z está diretamente relacionado à diminuição na espessura da

bicamada lipídica devido à oxidação. Tal característica também pode ser obervada a partir

do deslocamento dos grupos CG, PCN, CholCH3 e CH2 com o aumento da proporção de

POPC-OOH na membrana (figuras 5.12 e 5.13). Como consequência, houve uma redução

de aproximadamente 20% na distância entre as duas monocamadas, dada pela posição z

do pico de máxima densidade eletrônica do grupo PCN (figura 5.14) a medida em ocorre

o aumento de POPC-OOH na composição. Vale ressaltar que essa dimiuição de espessura

já havia sido prevista em simulações de dinâmica molecular [10, 48] porém em menor grau

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

Foi observado também aumento de área A por lipídio, que variou de 65.4± 0.4 Å2 para

78 ± 2 Å2 com o aumento de POPC-OOH na membrana (tabela 5.6). Embora o resultado

obtido para POPC (A = 65.4±0.4 Å2) seja um pouco maior do que o reportado na literatura

a partir de evidências experimentais 62.7 Å2 [101], está em bom acordo com os descritos a

partir de simulação de MD [47, 48]. Com relação às membranas oxidadas, o aumento de área

observado está em acordo com a expansão observada em GUVs via técnica de microaspiração

[20] e simulações de MD [10, 48].

Considerando agora os resultados obtidos para vesículas compostas por POPC1−xPAzPCx,
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foi observado valor de xpol = 0.59± 0.04, indicando que grande parte do grupo caboxila do

PAzPC (descrito como CX) se localiza na região hidrofóbica da membrana. A partir da po-

sição z apresentada nas figuras 5.12 e 5.13 é possível verificar que, similar ao observado para

POPC-OOH, o grupo CXpol apresenta afinidade pelos grupos CG e PCN, por outro lado

a parcela oxidada CXhyd se encontra no meio da região hidrofóbica (fCXhyd
= 0.57 ± 0.09 -

recordando que zCXhyd
= fCXhyd

Dhyd). Essa característica bimodal da posição z do grupo CX

fica evidente na figura 5.12. Khandélia e Mouritsen [56] observaram a partir de simulações

de MD uma completa reversão da orientação da cadeia truncada do PAzPC, expondo assim

o grupo carboxil na região polar, resultado esse dependente da concentração do referido

lipídio oxidado. Por outro lado, nossos resultados mostraram que para concentrações de até

33 mol % de PAzPC a partição do grupo CX é a mesma. É interessante notar que embora

os valores de espessura Dhyd, DB/2 e D sejam similares aos observados para membranas

modelo de POPC1−xPOPC-OOHx com x = 0.33, o aumento de área foi significantemente

menor: 73±3 Å2 e 67±2 Å2 (tabela 5.6) para membranas modelo contendo 33% de POPC-

OOH e PAzPC, respectivamente. Esse resultado mostra que a geometria do lipídio possui

um papel importante na na área ocupada pelo mesmo, e consequentemente na estrutura da

membrana. Vale ressaltar que a oxidação lipídica nos sistemas analisados não promove a

penetração profunda de água no interior da bicamada lipídica com relação ao observado para

POPC puro (figura 5.12), em acordo com o observado em experimentos de GUVs compostas

por POPC e POPC-OOH [20]. Por outro lado, resultados da literatura indicam alterações

na permeabilidade de membranas modelo em sistemas contendo lipídios de cadeia truncada

[55, 53, 54], contudo tal efeito não foi observado neste trabalho.
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Figura 5.11: Curvas de SAXS de vesículas grandes de POPC-OOH (imagem superior) e
PAzPC (imagem inferior). Os pontos representam a curva experimental e a linha contínua
preta o melhor ajuste obtido a partir do ajuste global. As curvas estão deslocadas entre si
por um fator de 20 para facilitar a visualização.
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Tabela 5.6: Parâmetros de ajuste obtidos a partir do ajuste global das curvas de SAXS
apresentadas na figura 5.11. As unidades de comprimento e área são respectivamente Å e
Å2.

POPC1−xPOPC-OOHx POPC1−xPAzPCx

κ 5.4 ± 0.2 6.7 ± 0.3

x 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)
xpol − 0.95(2) 0.95(2) 0.95(2) − 0.59(4) 0.59(4)
fCH 0.65(2) 0.64(2) 0.65(3) − 0.65(2) 0.65(2) 0.65(2)
fXhyd

− 0.96(2) 0.97(2) 0.97(2) − 0.57(9) 0.57(9)

fCG 1.22(3) 1.20(2) 1.21(6) 1.22(5) 1.22(3) 1.19(2) 1.19(3)
fPCN 1.27(4) 1.20(3) 1.22(8) 1.22(8) 1.27(4) 1.22(4) 1.22(6)
fCholCH3

1.49(7) 1.40(5) 1.5(1) 1.5(1) 1.49(7) 1.41(7) 1.4(1)
fXpol

− 1.26(9) 1.25(8) 1.24(9) − 1.3(2) 1.3(2)

2Dhyd 28.9(2) 25.3(5) 24(1) 22.4(7) 28.9(2) 26.7(5) 25.3(7)
DB 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: Fração de volume dos grupos químicos obtidos a partir da análise das curvas
de SAXS apresentadas na figura 5.11 em função da proporção x de POPC-OOH (imagem
à esquerda) e PAzPC (imagem à direita). A sombra colorida ao redor das linhas indicam o
desvio padrão, obtido a partir de 20 iterações do ajuste global.
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Å

−
3
)

30150−15−30

0.4

0.3

0.2

0.1

0

POPC0.67PazePC0.33

z (Å)
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Figura 5.14: Densidade eletrônica dos grupos químicos obtida a partir da análise das
curvas de SAXS apresentadas na figura 5.11. As cores são referentes a: CH2 (vermelho),
CH3 (verde), CH (magenta), X (laranja), CG (grupo glicerol (CH)[(CH2)(COO)]2, vermelho
escuro), PCN (grupos fosfato e nitrogênio (PO−

4 )(CH2)2N+, verde escuro), CholCH3 (meti-
lenos do grupo colina (CH3)3, azul escuro), H2O (azul). As linhas pretas no topo da imagem
representam a densidade eletrônica do sistema.
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1.00) e POPC1−xPAzPCx (com x = 0.00, 0.10 e 0.33).

5.4 Conclusão

O estudo de caracterização de membranas modelo compostas por lipídio oxidado a partir

do modelo de três niveis de diferente densidade eletrônica mostrou que, no caso de sistemas

compostos por POPC e lipídio oxidado POPC-OOH, o aumento da proporção de POPC-

OOH na membrana modelo leva a um decréscimo significativo da espessura da bicamada

que diminui de 46.4(6)Å para membranas modelo puras de POPC, para 37.6(4)Å quando
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compostas por 100% de POPC-OOH , representando uma variação de 8.8(7)Å. Para as

composições lipídicas intermediárias, com 33% e 67% de POPC-OOH, as espessuras obtidas

foram respectivamente 42.4(9)Å e 39.8(3)Å. O efeito de variação de diminuição de espessura

observado está em bom acordo com resultados de dinâmica molecular descritos na literaturua

[49, 98, 72]. Em sequência, a análise via modelo de grupos químicos mostrou que o grupo

hidroperóxido do POPC-OOH se encontra preferencialmente na região polar da membrana,

próximos aos grupos carbonil e fosfato. Membranas modelo com maior grau de oxidação

apresentaram também aumento na área por lipídio com variação de A = 65.4 ± 0.4 Å2

para POPC puro e A = 78 ± 2 Å2 para 100% de POPC-OOH e diminuição da espessura

total de hidratação 2Dhyd que variou de 28.9 ± 0.2 Å para 22.4 ± 0.7 Å. A relação entre

oxidação lipídica e aumento de área já havia sido observada em trabalhos anteriores com

GUVs [22, 20]. Por outro lado, o decréscimo da espessura da bicamada lipídica devido à

oxidação foi quantificado pela primeira vez neste trabalho, o que resultou na publicação do

artigo científico intitulado Hydroperoxide and carboxyl groups preferential location in oxidized

biomembranes experimentally determined by small angle X-ray scattering: Implications in

membrane structure [72] desenvolvido em colaboração com o professor Francesco Spinozzi

da Universidade Politécnica de Marche (Ancona - Itália).

Com relação aos resultados para vesículas compostas por POPC e PAzPC, os ajustes via

modelo de três regiões mostraram um decréscimo na espussura da bicamada lipídica que va-

riou de 46.4(6)Å para membranas modelo puras de POPC, para 42.7(9)Å quando compostas

por 33%de PAzPC. Vale notar que a espessura total da bicamada lipídica encontrada para

vesículas contendo 33% de PAzPC é similar ao valor obtido para membranas modelo com-

postas por POPC:POPC-OOH (67:33) de 42.4(9)Å. Diferente do observado para o sistema

POPC:POPC-OOH, a análise via modelo de grupos químicos para POPC:PAzPC apresen-
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tou uma distribuição bimodal para o grupo oxidado carboxila do PAzPC com localização

nas regiões hidrofóbica e hidrofílica da membrana modelo. Também foi observado aumento

de área por lipídio com o aumento de oxidação porém em menor intensidade A = 67± 2 Å2

para 33% de PAzPC, como consequência houve diminuição na espessura total de hidratação

para 54±2 Å com 33% de oxidação, em bom acordo com o observado em sistemas compostos

por POPC com 20% de PAzPC [58].

Por fim, o estudo de sistemas ternários de POPC contendo os dois lipídios oxidados

POPC-OOH e PAzPC nas proporções POPC:POPC-OOH:PAzPC (60:25:15) e (47:25:28)

mostrou que ambos os sistemas apresentam parâmetros de espessura equivalentes aos ob-

tidos para os sistemas binários de POPC com 33% de lipídio oxidado (POPC-OOH ou

PAzPC), foram eles 43.0(1)Å para POPC:POPC-OOH:PAzPC (60:25:15) e 42.0(1)Å para

POPC:POPC-OOH:PAzPC (47:25:28). Por outro lado, a densidade eletrônica da região

CH3 para os sistemas ternários se mostrou menor do que o obtido para membranas modelo

de POPC com 33% de lipídio oxidado e POPC:POPC-OOH (33:67)e POPC-OOH puro.

Este resultado indica que a variação de densidade eletrônica na região do grupo metil é

devida às características dos lipídios oxidados POPC-OOH e PAzPC.
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A enzima GAPDH tem sido extensivamente estudada devido a sua importante função na

produção de energia para a célula. De maneira interessante, foi mostrado que a GAPDH pode

se associar em membranas contendo lipídios negativos, formando agregados tipo-amilóides

[102]. Com o intuito de contribuir para o entendimento de como membranas lipídicas podem

catalisar a formação de agregados proteicos elaboramos o estudo da interação entre a enzima

GAPDH e membranas modelos contendo lipídios oxidados e não oxidados. O objetivo é

estudar se a inclusão de lipídio oxidado impacta na formação de oligômeros de GAPDH em

relação a membranas não oxidadas.

6.1 Objetivo específico

O objetivo deste capítulo consistiu em investigarmos, a partir da técnica de SAXS, os

mecanismos de interação, dissociação e agregação de proteínas na superfície de membranas

modelo devido à presença de lipídio oxidado na membrana e de domínios lipídicos.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Materiais

Para este estudo foram utilizados os lipídios POPC (figura 3.1) , POPC-OOH (figura

1.4) , SM (figura 3.2) e CO (figura 3.3) e a enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase de

músculo de coelho (GAPDH) apresentada na figura 6.1.

Os filmes lipídicos e a enzima foram hidratados em água Milli-Q (Milli-Q plus ultra pure

Type 1 water system - Milipore; resistividade 18,2MΩ.cm - pH 5).



6.2. Materiais e Métodos 111

GAPDH de coelho (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase de músculo de coe-

lho) - peso molecular 36kDa (G2267- Sigma-Aldrich). Potencial isoelétrico (pI) 8,51.

Figura 6.1: Estrutura cristalográfica da enzima GAPDH de coelho (PDB 1J0X extraído da
referência [103])

6.2.2 SAXS

A caracterização da propriedades físicas referentes aos sistemas membrana modelo/enzima

foi realizada a partir da técnica de SAXS, cujas informações referente aos parâmetros de

aquisição dos dados obtidos no LNLS estão descritos na seção 2.2.

A preparação das vesículas grandes foi realizada pelo método de extrusão (3.2.2.1) de

acordo com o protocolo descrito na seção 3.2.2. As informações sobre composição lipídica,

concentração final de lipídios, quantidade de extrusões e tamanho do poro utilizados para a

obtenção de unilamelas e a temperatura em que a solução foi mantida durante o processo

de hidratação do filme lipídico estão descritas na tabela 6.1.

Para as medidas de SAXS na presença de enzima GAPDH, as vesículas foram extrusadas
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a 10mM e diluídas para 8.33mM no momento da medida. A enzima GAPDH foi medida a

2mg/mL (0.05mM) sendo que para os estudos de interação, a mistura das soluções da mem-

brana modelo e da enzima foi efetuada instantes antes da realização das medidas, garantindo

assim a obervação do sistema desde o príncípio da interação. Os sistemas membrana/enzima

foram medidos a 37◦C durante 100seg de exposição contínua à radiação. Nos estudos de

interação em função do tempo, o sistema membrana/enzima foi mantido em repouso em

banho térmico a 37◦C durante 2 horas pré medida experimental para comparação com o

sistema medido diretamente após a mistura das soluções de LUVs e GAPDH.

A mensuração dos resultados foi realizada a partir de ajustes teóricos através do software

Genfit [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 seção 2.3.3, que leva em consideração a contribuição de cada átomo presente

no arquivo PDB (do inglês Protein Data Bank). Já para o ajuste das membranas modelo,

utilizou-se o modelo de N lamelas infitas com três regiões de diferentes densidades eletrônicas

(seção 2.3.1).

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

Medidas de SAXS
Composição Concentração n◦ de extrusão das vesículas 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

POPC:SM:CO (1:1:1)/GAPDH 8.33mM/0.05mM 19 400 4531 100

POPC-OOH:SM:CO (1:1:1)/GAPDH 8.33mM/0.05mM 19 400 4531 100
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6.3 Resultados e Discussões

A apresentação e discussão dos resultados desta seção será realizada em duas partes: na

primeira parte serão apresentados os resultados experimentais obtidos e uma análise qua-

litativa que serviram como insumo para o desenvolvimento dos experimentos; na segunda

serão apresentados os ajustes teóricos das curvas de maior relevância apresentadas na pri-

meira parte acompanhado de uma discussão sobre a qualidade dos ajustes, bem como os

resultados quantitativos obtidos.

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

Iniciamos o estudo de interação da GAPDH com membranas modelo a partir da compa-

ração entre o perfil de espalhamento das curvas de SAXS para as enzimas GAPDH extraída

de coelho (GAPDH de coelho figura 6.1) e extraída de seres humanos (GAPDH humana,

obtida em colaboração com a profa Rosana N. Chehín do Instituto de Química del Noroeste

Argentino - INQUINOA - CONICET). A partir do resultado apresentado na figura 6.2 foi

possível verificar que, para a técnica de SAXS, ambas as enzimas apresentam mesmo perfil

indicando estruturas quaternárias semelhantes. Com base neste resultado, a continuidade

do estudo proposto neste capítulo foi dada com a GAPDH de coelho devido ao menor custo

e maior facilidade de obtenção do material para análise, dada a complexidade de extração

da proteína humana.

A fim de garantir que os resultados observados nos ensaios seguintes não eram devido ao

efeito de radiação sobre a enzima, foram realizadas medidas de SAXS da GAPDH durante

120 min a 37◦C, apresentados na figura 6.3. Foi observado que não há alteração no perfil

de espalhamento da enzima com o passar do tempo, o que indica que não houve mudança
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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 proteína devido a efeito de radiação durante o tempo medido (120 min), em

bom acordo com resultados da literatura [38]. A curva azul claro apresentada na figura 6.3

representa a média das curvas obtidas. Como durante os 120 min a estrutura da enzima não

sofreu alteração, para as próximas as análises iremos considerar apenas a média das curvas

de SAXS. Nota-se apenas uma pequena agregação da enzima na região de ângulos pequenos

(figura 6.3).

Resultados da literatura mostram que a composição lipídica da membrana pode estar

diretamente associada à agregação e formação de fibras amilóides em proteínas relacionadas

à diversas doenças [37, 38, 34, 41]. Iniciamos o estudo da interação 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 exposição à radiação com intervalo de
200 seg entre cada medida, totalizando de 120min de medida. Medidas realizadas a 37◦C.

membrana modelo oxidada a partir da caracterização de sistemas binários 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 comparação entre as curvas de SAXS das membranas

modelo de POPC com e sem lipídio 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 após a mistura das

LUVs com GAPDH.

Foi observado que as curvas de SAXS das vesículas 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 região de baixos ângulos (q até 0.1Å−1) se comparadas com a curva resultante da soma

dos espalhamentos da LUV e da enzima. Segundo a equação Dmax = π/qmin [60] temos que

estruturas maiores são observadas na região de menor ângulo de espalhamento. No caso

de sistemas proteicos, esse aumento na intensidade de espalhamento indica que a proteína

sofreu agregação. Inesperadamente o sistema composto por vesículas de POPC:POPC-OOH

(67:33) não apresentou alteração, de modo que a curva experimental da membrana/GAPDH

é igual à curva resultante da soma da curva da enzima com a curva da membrana modelo.

Dentre os 4 sistemas apresentados na figura 6.4 as composições POPC:POPC-OOH (1:0) e

(0:1) foram remedidas e o efeito de agregação pode ser confirmado, tal procedimento não

pode ser aplicado para as demais composições. Por outro lado, é possível perceber que para

q > 0.1Å−1 a curva de espahamento do sistema GAPDH/membrana é dada pela soma dos

espalhamentos da proteína e da membrana modelo separadamente, indicando que não houve

alteração na estrutura da membrana.

Com base no resultado apresentado na figura 6.4, foi possível inferir que a agregação

da enzima GAPDH independe da presença de lipídio oxidado POPC-OOH na membrana

modelo, pois efeito semelhante de agregação foi observado para o sistema composto vesículas

puras de POPC, ou seja, sem oxidação. O resultado obtido para vesículas compostas por

33% de POPC-OOH, cujo sistema não apresentou efeito de agregação, precisaria ser medido

novamente para verificarmos se o resultado observado se trata de um caso especial no qual

essa proporção específica de POPC-OOH inibe, de alguma forma, a agregação da GAPDH.

Dada a impossibilidade de confirmação deste resultado, o mesmo será considerado como

inconclusivo. Efeito similar de aumento na intensidade de espalhamento na região de baixo

ângulo (q 0.02Å−1), indicativo de agregação da GAPDH, foi observado na presença das
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composições lipídicas POPC:SM:CO (1:1:1) e POPC-OOH:SM:CO (1:1:1) (ver figura 6.5),

reforçando que tal efeito não pode ser atribuido unicamente à oxidação da membrana modelo.

(a) POPC/GAPDH (b) POPC:POPC-OOH(67:33)/GAPDH

(c) POPC:POPC-OOH(33:67)/GAPDH (d) POPC-OOH/GAPDH

Figura 6.4: Comparação entre o perfil de espalhamento das curvas de SAXS de: membrana
modelo de POPC:POPC-OOH em diferentes proporções (curvas verdes) (8.33mM), enzima
GAPDH (curva azul) (0.05mM), sistema membrana/proteína (curva vermelha) e a soma
da curva da membrana com a curva da proteína (curva rosa); medidos a 37◦C. O insert
apresenta o zoom para ângulo de espalhamento até 0.2Å−1 com escala logaritmica no eixo
x.
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Figura 6.5: Comparação o perfil de espalhamento das curvas de SAXS de: membrana mo-
delo de (POPC:POPC-OOH):SM:CO em diferentes proporções (curvas verdes) (8.33mM),
enzima GAPDH (curva azul) [2mg/mL = 0.05mM], sistema membrana/proteína (curva ver-
melha) e a soma da curva da membrana modelo com a curva da proteína (curva rosa);
medidos a 37◦C. O insert apresenta o zoom para ângulo de espalhamento até 0.2Å−1 com
escala logaritmica no eixo x.
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Uma vez verificada que interação entre a enzima e a membrana modelo não afetou a

estrutura desta última, demos sequência aos ensaios a partir da investigação de interação dos

sistemas em função do tempo. Foram realizadas medidas de SAXS das membranas modelo

na presença da enzima GAPDH levando em consideração 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

região de baixo ângulo após o tempo de espera de duas horas indicando que a GAPDH sofreu

alteração estrutural. Como mencionado anteriormente (ver figura 6.3) a enzima sozinha

após 120 minutos de medida não apresentou alteração no perfil de espalhamento de SAXS,

portanto o efeito de agregação observado está vinculado à interação 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 condições (figura 6.7).

Com base no efeito observado após duas horas de interação do sistema GAPDH/membrana,

realizamos um estudo complementar para entender os efeitos na GAPDH após um período

maior de interação, 24 horas. Para esse estudo foram selecionadas, estratégicamente, as

composições lipídicas POPC:POPC-OOH (1:0) e (0:1). Os resultados obtidos, apresentados

na figura 6.8, mostram que mesmo após as 24h, para ambos os sistemas, o efeito de interação

levando à agregação da proteína ainda é pequeno.
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Figura 6.6: : Comparação entre as curvas de SAXS das vesículas (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 após a mistura das soluções da vesícula e da proteína e a curva verde representa a
medida realizada após 2h de espera no banho térmico a 37◦C.



6.3. Resultados e Discussões 121

Figura 6.7: : Comparação entre as curvas de SAXS das vesículas (8.33mM) 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 após a mistura
das soluções da vesícula e da proteína e a curva verde representa a medida realizada após
2h de espera no banho térmico a 37◦C.
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Figura 6.8: : Comparação entre as curvas de SAXS das vesículas (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 após a mistura das soluções da ve-
sícula e da proteína e a curva verde representa a medida realizada após 24h de espera no
banho térmico a 37◦C.
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6.3.2 Parte 2 - Análise quantitativa via ajuste teórico das curvas

de SAXS

Nesta seção serão apresentados tanto os resultados finais das análises quanto os processos

intermediários 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 critalográfica do PDB da proteína,

descrito na seção 2.3.3. Para esta análise, foi considerado que nas condições medidas a

GAPDH possui estrutura tetramérica [103]. A figura 6.9 apresenta o ajuste obtido, cuja boa

qualidade mostra que em solução a GAPDH apresenta estrutura de tetrâmero.

Como descrito na análise qualitativa das curvas de SAXS (subseção 6.3.1), os sistemas

membrana/GAPDH apresentaram alteração significativa apenas na região de menor ângulo

de espalhamento da curva de SAXS (até q = 0.1Å−1) onde a contribuição na intensidade

de espalhamento I(q) é prioritariamente dada pela estrutura quaternária da enzima, de

modo que os parâmetros de ajuste das vesículas não são relevantes para as análises a seguir.

Sendo assim, os resultados e discussões desta seção serão desenvovidos unicamente a partir

das possíveis alterações no estado conformacional enzima GAPDH devido à interação com

diferentes composições lipídica e variação no tempo de interação.

Partindo do resultado obtido para a análise da GAPDH, demos sequência às análises

dos sistemas membrana/proteína considerando para a proteína apenas o PDB do tetrâmero

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

6.14 e 6.15 apresentam, respectivamente, os ajustes obtidos para a GAPDH na presença das

vesículas 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 após a mistura das

soluções da membrana modelo com a proteína e a medida realizada após duas horas de espera

em banho térmico a 37oC a partir da consideração de forma tetramérica para a enzima. A

partir dos resultados de ajuste, foi observado que a forma de tetrâmero claramente não se

ajusta bem aos dados experimentais para as composições de vesículas parcialmente oxidadas

de POPC:POPC-OOH (67:33) e POPC:POPC-OOH (33:67) em 0h e 2h. A tentativa de

ajustar esse sistema usando apenas o PDB do tetrâmero levou a um maior distanciamento da

curva de ajuste para os pontos experimentais na região de maior contribuição da membrana

(q > 0.1Å−1), figuras 6.11 para POPC:POPC-OOH (67:33) e 6.12 para POPC:POPC-OOH

(33:67). Ou seja, para os sistemas de vesículas compostas por POPC com 33% e 67%

de POPC-OOH há a necessidade de se incluir outro modelo de ajuste considerando uma

possível dissociação da proteína. Para as composições puras de POPC e POPC-OOH, os

ajustes a partir do PDB do tetrâmero se mostraram satifatórios na maior parte das curvas

com possibilidade de melhora na região de menor ângulo de espalhamento (q <= 0.1Å−1),

indicados pela seta azul nas figuras 6.10 para POPC e 6.13 para POPC-OOH. Por outro

lado, na presença de vesículas compostas por POPC:SM:CO e POPC-OOH:SM:CO (1:1:1) o

ajuste teórico a partir do PBD do tetrâmero representou bem os dados experimentais (figura

6.14 para POPC:SM:CO e figura 6.15 para POPC-OOH:SM:CO) indicando que na presença

dessas composições lipídicas a enzima GAPDH manteve a estrutura inicial de tetrâmero

[103]. Dado esse resultado, não se pode atribuir o efeito de alteração estrutural da enzima

à oxidação da membrana modelo. No entanto, os sistemas compostos por SM e CO foram

os únicos que se mativeram constantes após 2h de interação sugerindo que a formação de

domínios lipídicos dada pela interação 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 (concentração
12mg/mL medida a 37oC) a partir do PDB de um tetrâmero.
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(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.10: Ajuste de vesículas compostas por POPC [8.33mM] com a enzima GAPDH
[2mg/mL] a partir do PDB do tetrâmero, para medidas realizadas: a) logo após a mistura
das soluções da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de espera em banho
térmico a 37oC.

(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.11: Ajuste de vesículas compostas por POPC:POPC-OOH(67:33) [8.33mM] com
a enzima GAPDH [2mg/mL] a partir do PDB do tetrâmero, para medidas realizadas: a)
logo após a mistura das soluções da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de
espera em banho térmico a 37oC.
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(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.12: Ajuste de vesículas compostas por POPC:POPC-OOH(33:67) [8.33mM] com
a enzima GAPDH [2mg/mL] a partir do PDB do tetrâmero, para medidas realizadas: a)
logo após a mistura das soluções da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de
espera em banho térmico a 37oC.

(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.13: Ajuste de vesículas compostas por POPC-OOH [8.33mM] com a enzima
GAPDH [2mg/mL] a partir do PDB do tetrâmero, para medidas realizadas: a) logo após a
mistura das soluções da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de espera em
banho térmico a 37oC.
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(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.14: Ajuste de vesículas compostas por POPC:SM:CO(1:1:1) [8.33mM] com a
enzima GAPDH [2mg/mL] a partir do PDB do tetrâmero, para medidas realizadas: a) logo
após a mistura das soluções da proteína com a membrana - 0h e b) após 2h de espera em
banho térmico a 37oC.

(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.15: Ajuste de vesículas compostas por POPC-OOH:SM:CO(1:1:1) [8.33mM] com
a enzima GAPDH [2mg/mL] a partir do PDB do tetrâmero, para medidas realizadas: a)
logo após a mistura das soluções da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de
espera em banho térmico a 37oC.
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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) e POPC-OOH na

presença da GAPDH, foram realizados ajustes das curvas de SAXS considerando a possi-

bibilidade de dissociação da proteína da forma tetramérica para dímeros ou monômeros.

Para isto, em cada ajuste, foram utilizados para a proteína dois modelos de PDB: tetrâ-

mero/dímero e tetrâmero/monômero. Os ajustes aos dados experimentais obtidos para

as curvas de SAXS nos tempos de medida 0h e 2h para a composições lipídicas POPC,

POPC:POPC-OOH(67:33), POPC:POPC-OOH(33:67) e POPC-OOH estão apresentados

nas figuras 6.16, 6.17, 6.18 e 6.19, respectivamente. Os resultados quantitativos referentes

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

6.2.

Pode-se observar que em todos os casos os ajustes obtidos a partir dos PDBs do tetrâ-

mero/dímero são tão bons quanto os obtidos usando os PDBs do tetrâmero/monômero, ou

seja, não se pode distinguir a partir do ajuste em qual estado oligomérico a enzima se disso-

ciou. A similaridade entre os ajustes refletiu nos parâmetros estruturais, exceto para POPC

puro medido após 2h que apresentou uma diferença de 17% entre os resultados para dímero

(peso 51%) e monômero (peso 34%). Por outro lado, o sistema composto por POPC puro

medido em tempo 0h não apresentou dissociação em dímero ou monômero, indicando que

nesse cenário a GAPDH manteve a estrutura de tetrâmero, em bom acordo com o resultado

observado por Cortez et al. [38] para membranas modelo zwiteriônicas.

Para os sistemas que contém POPC-OOH medidos logo após a mistura (tempo 0h), foi

observado que a quantidade de tetrâmeros cresce à medida em que aumentamos a concentra-

ção de POPC-OOH na membrana, variando de 34% para vesículas com 33% de POPC-OOH

para 65% para membranas modelo com 100% de POPC-OOH, mostrando que as composi-
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ções lipídicas intermediárias apresentam maior efeito de interação com a GAPDH. Por outro

lado, não foi observado um padrão na variação de estrutura oligomérica entre as composições

para as medidas realizadas após duas horas. Esse resultado sugere que GAPDH interage de

forma diferente com cada composição lipídica ao longo do tempo. Comparando a dissocia-

ção entre os tempos 0h e 2h para cada composição, observou-se que o maior efeito ocorreu

para vesículas com 67% de POPC-OOH, que variou a quanntidade de tetrâmero de 47% no

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

Tabela 6.2: Porcentagem de cada PDB obtido para os ajustes dos sistemas de mem-
brana/GAPDH para diferentes composições lipídicas (POPC, POPC:POPC-OOH(67:33),
POPC:POPC-OOH(33:67) e POPC-OOH). As medidas foram realizadas no tempo zero (le-
genda 0h) e após duas horas de descanso das amostras em banho térmico a 37oC (legenda
2h).

Peso de cada modelo de PDB
POPC POPC:POPC-OOH POPC:POPC-OOH POPC-OOH

(67:33) (33:67)
0h 2h 0h 2h 0h 2h 0h 2h

Tetrâmero (%) 100(1) 49(1) 34(1) 20(1) 47(2) 12(2) 65(3) 59(4)
Dímero (%) 0(1) 51(1) 66(1) 80(1) 53(2) 88(2) 35(3) 41(4)

Tetrâmero (%) 100(1) 66(1) 35(3) 20(3) 43(3) 9(3) 59(2) 53(3)
Monômero (%) 0(1) 34(1) 65(3) 80(3) 57(3) 91(3) 41(2) 47(3)
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(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.16: Ajuste de vesículas compostas por POPC [8.33mM] com a enzima GAPDH
[2mg/mL] a partir de dois PDBs - tatrâmero/dímero (curva verde) e tetrâmero/monômero
(curva azul), para medidas realizadas: a) logo após a mistura das soluções da proteína com
a membrana modelo - 0h e b) após 2h de espera em banho térmico a 37oC.

(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.17: Ajuste de vesículas compostas por POPC:POPC-OOH (67:33) [8.33mM] com
a enzima GAPDH [2mg/mL] a partir de dois PDBs - tatrâmero/dímero (curva verde) e
tetrâmero/monômero (curva azul), para medidas realizadas: a) logo após a mistura das
soluções da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de espera em banho térmico
a 37oC.
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(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.18: Ajuste de vesículas compostas por POPC:POPC-OOH (33:67) [8.33mM] com
a enzima GAPDH [2mg/mL] a partir de dois PDBs - tatrâmero/dímero (curva verde) e
tetrâmero/monômero (curva azul), para medidas realizadas: a) logo após a mistura das
soluções da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de espera em banho térmico
a 37oC.

(a) Medida 0h (b) Medida após 2h

Figura 6.19: Ajuste de vesículas compostas por POPC-OOH [8.33mM] com a enzima
GAPDH [2mg/mL] a partir de dois PDBs - tatrâmero/dímero (curva verde) e tetrâ-
mero/monômero (curva azul), para medidas realizadas: a) logo após a mistura das soluções
da proteína com a membrana modelo - 0h e b) após 2h de espera em banho térmico a 37oC.
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6.4 Conclusão

A análise das curvas de SAXS da enzima GAPDH via modelo de PDB mostrou que ao

longo de duas horas de exposição à radiação síncrotron a GAPDH não apresentou alteração

estrutural, mantendo a forma de tetrâmero. O estudo da interação da enzima com vesículas

grandes de diferentes composições lipídicas (POPC:POPC-OOH (1:0), (67:33), (33:67), (0:1),

POPC:SM:CO e POPC-OOH:SM:CO), incluindo oxidação e domínios lipídicos, mostrou

que a GAPDH sofre agregação independente do nível de oxidação da membrana modelo,

uma vez que tal efeito foi observado para vesículas não oxidadas compostas por POPC e

POPC:SM:CO. Por outro lado, as curvas de SAXS do sistema membrana/GAPDH em função

do tempo de interação apresentaram perfil de SAXS indicativo de alteração na estrutura

quaternária da enzima após duas horas de interação para todos as composições. Em uma

análise complementar para vesículas de POPC e POPC-OOH foi observado que após 24

horas de interação a enzima GAPDH apresentou perfil de SAXS próximo ao observado para

a interação de 2 horas, indicando que a interação entre os dois componentes atingiu seu

limite em torno de 2 horas.

A quantificação da estrutura oligomérica da enzima devido à possível interação com

membranas modelo mostrou que na presença de vesículas oxidadas de POPC:POPC-OOH

(67:33), (33:67) e (0:1) a GAPDH sofre dissociação da forma inicial de tetrâmero para

monômeros ou dímeros, não sendo possível a distinção entre os dois. Para medidas rea-

lizadas diretamente após a mistura das soluções (t = 0h) foi observado maior dissociação

para vesículas com menor grau de oxidação compostas por POPC:POPC-OOH (67:33). No

entanto, para o tempo de interação de 2h a enzima apresentou maior dissociação na presença

de membranas modelo compostas por POPC:POPC-OOH (33:67), que apresentou variação

na quantidade de tetrâmero de ∼ 47% no tempo t = 0h para ∼ 12% em medidas realizadas
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após duas horas. Já sistemas compostos por vesículas puras de POPC apresentaram estru-

tura quaternária de tetrâmero para GAPDH medida em t = 0h e dissociação em dímero ou

monômero para interação de 2h, com uma diferença de 17% entre os resultados para dímero

(peso 51%) e monômero (peso 34%). Na presença de vesículas compostas por POPC:SM:CO

e POPC-OOH:SM:CO a GAPDH manteve sua estrutura quaternária de tetrâmero mesmo

após 2h de interação. Esse resultado sugere que a formação de domínios lipídicos compostos

por SM e CO inibe a dissociação da enzima em monômeros ou dímeros.



Capítulo 7

Conclusão

Como conlcusão final deste trabalho temos:

• O modelo de 3 regiões se mostrou bom para a determinação estrutural de bicamadas

lipídicas com diferentes composições.

• Os efeitos de fotossensibilização observados nesse trabalho, nas condições avaliadas,

não foram significativos no que se refere à danos físicos (ruptura e formação de poros)

em membranas.

• O modelo de grupos químicos se mostrou capaz de determinar a posição de cada grupo

químico, com especial elucidação para a posição dos grupos oxidados. Resultado esse

novo na literatura.

• A enzima GAPDH sofre agregação lenta na presença de membranas. E após 2 horas

de interação sofre dissociação em dímeros ou monômeros, exceto para os sistemas

ternários com SM e CO.
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Apêndice A

Protocolo - síntese do lipídio oxidado

POPC-OOH

Para a síntese do lipídio oxidado POPC-OOH 24,7mg de POPC foram dissolvidas em

1,2 mL de metanol deuterado e adicionado 20µL de azul de metileno (que estava a uma

concentração igual a 3mM) à solução. O tubo de ensaio foi preenchido com oxigênio e então

colocado no sonicador por 10 minutos para homogeneizar a solução e em seguida irradiado

por 45 minuntos com LED vermelho (λ = 633nm) a uma distância de ∼ 20cm. Devido ao

aquecimento causado pela irradiação a solução foi resfriada em gelo a cada 10 minutos. O

aparato para irradiação foi mantido sobre uma chapa magnética durante o processo e dentro

do tubo de ensaio foi colocado em agitador magnético.

Os resíduos do FS foram retirados usando sílica e em seguida foi realizada a dosagem de

fosfato para determinar a concentração da solução.

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

Química da USP.
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A produção do lipídio POPC-OOH utilizado nesta tese foi realizada pela Dr(a). Helena

Junqueira do Instituto de Química da USP.



Apêndice B

Artigo publicado

Os resultados da caracterização de membranas modelo oxidadas a partir da utilização

do modelo de grupos químicos, apresentado no Capítulo 5 gerou uma contribuição nova

na literatura a partir da publicação do artigo intitulado Hydroperoxide 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 endereço: https://doi.org/10.1016/j.bbamem.

2018.05.011
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