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RESUMO

O estudo da dindmica molecular da interagdo dos complexos formados entre proteinas-surfactantes é fundamental para o desenvolvimento de
novas moléculas com potencial terapéutico. Este trabalho investiga o processo de formacéo dos complexos entre B-Lactoglobulina (BLG) com
0 Brij 58 (B58), pela técnica RPS. Os valores dos pardmetros cinéticos e termodindmicos revelam que a formacéo do [BLG—B58]°, ocorre pela
formacéo do complexo ativado, [BLG—B58]*—[BLG—B58]°. A formagéo dos complexos de transicdo [BLG—B58]* a partir das espécies livres
em solucéo ou através do complexo termodinamicamente estavel [BLG—B58]° ocorreu em maltiplas etapas. O aumento da temperatura favorece
a formacdo do complexo [BLG—B58]°. Ja os valores de AG°<0 mostram que, em condi¢des padrdo, o complexo [BLG—B58]° é
termodinamicamente mais estavel do que as espécies livres de BLG e B58, em solucdo. A formagéo do complexo [BLG—B58]° ou das espécies

livres é determinada por um equilibrio de interagdes hidrofébicas e hidrofilicas.
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Introducéao

Os nanocomplexos formados por proteina-surfactante tem
aplicabilidade na industria de cosméticos, farmaceuticas, dentre
outras. Os surfactantes ndo idnicos como o Brij 58, que possui um
regido hidrofilica (grupos de oxido de etileno) e uma cadeia
hidrofébica que auxilia nos sistemas biomiméticos, controle de
transporte de farmacos, até mesmo em aplicacOes terapéuticast.

A formacdo desses complexos tem o objetivo de potencializar e/ou
modificar suas propriedades funcionais. A determinacdo dos
pardmetros cinéticos e termodinamicos da interacdo proteina-
surfactantes é estratégica para modular as diferentes propriedades
fisico-quimicas de diversos sistemas coloidais. Portanto, neste
trabalho determinamos os parametros cinéticos e termodinamicos da
formacdo dos complexos formados entre a proteina Beta
Lactoglobulina (BLG) com o surfactante ndo-iénico Brij 58 (B58),
utilizando a técnica de ressonancia plasménica de superficie, RPS2.

Experimental

Os valores das pardmetros termodindmicos foram obtidos pela
técnica RPS utilizando o instrumento Biacore X100 (GE Healthcare,
Pittsburgh, PA, EUA). Para este estudo a BLG foi imobilizada em
um sensor-chip CM5 pelo método Acoplamento amina. Esse método
consiste na ativacdo das cadeias de carboximetidextrana, fixadas ao

chip, pela mistura de 1-3-(N, N- dimetilamino)propil-N-
etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS) na
proporg¢do 1:1, no pH 4. Posteriormente, a solugdo de BLG (30 ug
mL1), flui sobre a superficie do chip imobilizando a proteina. Para
finalizar o processo de imobilizacdo os grupos da cadeia da matriz de
dextrana ndo ligados a proteina sdo bloqueados por uma solucéo de
cloridrato de etanolamina. Imobilizou-se 2537 RU de densidade de
carga, da BLG, minimizando a possibilidade do transporte de massa
do ligante. A célula de fluxo do sistema RPS, apresenta um canal de
referéncia (sem a BLG, canal 1) e um de amostra (com a BLG, canal
2). SolucBes de B58, na faixa de concentra¢do de 8 a 13 uM, foram
preparadas na solucdo tampdo pH 7,4. A cada experimento de
interacdo, uma solucdo de B58 foi injetada em ambos canais. A
resposta RU foi obtida subtraindo a resposta do canal 2 pelo canal 1.
Os experimentos de ligagdo do B58 com a BLG foram realizados a
pH 7,4 em diferentes temperaturas (15 a 40 °C).

Resultados e Discussao

A Figura 1a mostra os sensorgramas (RU x tempo (t)) da interacéo
BLG-B58 a298 K e pH 7,4. Os sensogramas foram ajustados as Egs.
1-2, obtendo os valores das constantes cinéticas de associac¢ao (ka) e
dissociagdo (kd). Através da dependéncia dos valores de kae kd em
funcdo da temperatura, calculou-se os valores dos parametros
energéticos utilizando as Eq. 3-5 que determinam o processo de
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de formacao do complexo ativado, tabela 1.
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Figura 1. a) Sensogramas de BLG (2537 RU) imobilizada interagindo com B58.
b) Gréficos de In k.ou In kaversus T ajustados ao modelo ndo linear de Arrhenius.
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RU() = RUpyqp[1 — e Fors(t=0)] Eq.1 Eqee = AHF +R.T Eq.5

RU(t) = RU(t)e *a(t-t) Eq.2 AG®= —RTInK, Eq.6
t= - kel — _R (4K

AGi= —R.T.Ins Eq.3 Eqce = —R( am) Eq.7

TAS* = AH* — AG* Eq.4 TAS® = AH® — AG® Eq.8

Tabela 1. Parimetros energéticos da formacdio do complexo de
transicdo do BLG-B58, pH 7.4.

Fase de Associacdo (a) Fase de Dissociacdo (d)

T

Eact AH* AGH TAS? Eact AH* AG* TAS*
°C kJ mol™?
15 56,02 -58,42 4549 -103,91 -11,23 -13,62 78,48 -92,11
20 15,03 -17,47 46,94 64,41 -553 -7,97 80,03  -88,00
25 17,78 15,30 47,73 -32,44 0,19 -2,29 81,49  -83,78
30 43,14 40,62 48,06 7,44 592 3,40 82,84 79,44
35 61,72 59,16 48,03 11,13 11,66 9,09 84,10  -75,01
40 74,13 71,53 47,74 23,79 17,38 14,78 85,28  -70,50

A tabela 1 mostra a variagéo dos valores de Ei ., E ;, AHZ, AH],

AS¥ e ASE em fungdo da temperatura (T). Os valores de E; , mostram
que a energia liberada durante a associacdo das espécies livres foi
maior (para T< 20°C) do que as energias absorvida para remover a
camada de solvatacdo e promover as mudangas conformacionais no
sitio de interacéio da proteinas. Os valores da Ej‘d e AH} também
aumentam com o aumento da temperatura, indicando que houve um
maior contetdo de liberacdo de energia entélpica no processo de
[BLG-B58]*—[BLG—B58]°, promovido pelas formagdo da camada
de solvatacdo da calda hidrofébica do B58, conforme evidenciada
pelo ganho de entropia que aumenta com 0 aumento da temperatura.
A formagédo dos complexos de transicdo [BLG—B58] a partir das
espécies livres em solugdo ou através com complexo
termodinamicamente estdvel [BLG—B58]° ocorreu em multiplas
etapas, conforme evidenciado pelas curvas de Arrhenius (In ka ou In
kg x 1/T), na figura 1b. A formagdo do [BLG—B58]* a partir da
associagdo das espécies livres em solugdo, (AG} = 59,16 k] mol™1),
precisam superar uma barreira energética menor compara ao
processo de formacgdo pela dissociacdo do [BLG—B58]°, (AG(f =
84,10 k] mol™'). Essas barreiras de energia sdo resultados da
energia potencial de interacéo (-58,42 < AH; < 71,53 kJ mol~" ou —
13,62 < AHj; < 14,78 k] mol™1) e por fatores configuracionais (-
103,91 < TAS} < 23,79 kJ mol~! ou -92,11 < TAS} < -50,70
kJ mol~1). Esses fatores sdo causados pela mudanca na camada de
solvatacdo do sitio de interagdo da BLG e da cadeia do B58 também
das mudancas conformacionais e das ligac6es de hidrogénio. Os
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valores dos parametros AH;, AHY, TAS! e TAS* mostra que o
processo da formagdo dos complexos ativados a partir das espécies
livres ou do complexo termodinamicamente estavel ocorreu por um
compensagdo isocinética. A cinética de formagdo do complexo
[BLG—B58]° ocorre através da formacdo de um [BLG—B58]*.

Os valores da constante de ligagéo (Kb) sdo obtidos usando a relagéo
Kb=ka/kd, ¢ usados para obter os valores de AG®, Eq. 6. Os valores de
AH? foram obtidos pela aproximacdo de van'T Hoff e, os de TAS®
pela equacdo 8 (tabela 2).

Tabela 2. Parametros termodinamicos padrio do complexo
BLG-B58, pH 7.4.

Temperatura Kp AH® AG*® TAS®
K 10° L mol™ kJmol™
15 9,58 -44,84 -32,99 -11,85
20 7,88 -9,55 -33,09 23,54
25 8,20 17,54 -33,75 51,29
30 9,85 37,17 -34,78 71,95
35 13,01 50,02 -36,07 86,09
40 18,30 56,71 -37,54 94,25

O aumento da temperatura favorece o processo de formacdo dos
complexos [BLG—B58]°, evidenciado pelo aumento dos valores de
Ky, com o aumento da temperatura. Os valores de AG® < 0 mostram
que, em condig¢des padrdo, a formacdo do complexo [BLG—B58]° é
mais favoravel do que para as espécies livres de BLG e B58. Para T
< 20°C o processo € dirigido entalpicamente, indicando que
interagdes hidrofilicas determinam a formacéo do [BLG—B58]°. J&
para T > 20°C o processo é dirigido entropicamente, sugerindo que
processos de dessolvatacdo dirigem a estabilizacdo do complexo. Os
valores de AG® permaneceram razoavelmente constantes (-32,99 <
AG° < -37,54 k] mol~1), com 0 aumento da T, no entanto, os valores
de AH° e AS° aumentaram gradualmente indicando que houve uma
compesagdo entalpica-entropica para a formacdo dos complexos
[BLG—B58]°, que pode ser observada no grafico de AH® vs. AS°®
(gréafico ndo mostrado), com uma relacéo linear com r2 > 0,99,

Conclusoes

A formacdo do complexo [BLG-B58]° ou das espécies livres é
determinada por um equilibrio de interagdes hidrofébicas e
hidrofilicas. As forgas hidrofébicas é proveniente do processo de
dessolvatagdo das regides hidrofdbicas das moléculas interagentes
enquanto as contribui¢des hidrofilicas vém da formag&o de ligagdes
de hidrogénio e forgas dispersivas. A determinacdo dos parametros
cinéticos é fundamental para caracterizagdo do mecanismo de
formacdo dos complexos de proteinas-surfactantes e auxiliar no
desenvolvimento de novas moléculas.
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