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Resumo 

Os danos causados à saúde humana pela exposição prolongada a contaminantes 

emergentes, como hormônios, são ligados à ação em nível molecular desses compostos 

na membrana plasmática. Portanto, este trabalho investigou o efeito (causas e 

consequências) do hormônio 17 α-etinilestradiol (EE2) em mono- e bi-camadas lipídicas: 

filmes de Langmuir e vesículas unilamelares gigantes (GUVs), respectivamente. Tais 

sistemas são formados por misturas binárias e ternárias de componentes que representam 

os principais grupos lipídicos das células: 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfocolina 

(DPPC), colesterol (Chol), esfingomielina (SM) e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfatidilocolina (POPC). As isotermas π-A mostraram que o EE2 interage na interface 

líquido/ar com todas as composições de monocamadas, com maior efeito para as binárias 

contendo 30% de Chol (DPPC/Chol e SM/Chol) e para as monocamadas puras de POPC 

e SM. No caso das ternárias de DPPC/Chol/SM, em regiões de altas pressões superficiais, 

a presença do hormônio causou o deslocamento da isoterma π-A para menores áreas. As 

medidas de PM-IRRAS indicaram que as interações eletrostáticas do EE2 com grupos 

polares da cabeça do DPPC e SM foram mantidas nas misturas binárias e ternárias, 

causando mudanças no ordenamento das caudas de tais lipídios nestas monocamadas 

mistas. As bandas referentes à região da cauda do POPC sofreram grandes mudanças na 

presença do EE2, indicando a presença do hormônio nas cadeias hidrofóbicas do 

fosfolipídio. Nas GUVs, o EE2 causou uma alteração no formato esférico das vesículas 

de DPPC e a perda de contraste de fase nas vesículas compostas por DPPC/Chol e 

DPPC/SM. Estes dois efeitos foram verificados simultaneamente nas GUVs compostas 

por SM/Chol. Efeitos como ruptura das vesículas e formação de novas estruturas (buds e 

cordões lipídicos) foram verificados para as GUVs de DPPC/SM/Chol 1/1/1 e POPC, 

respectivamente. Este trabalho contribui para uma melhor compreensão dos efeitos 

interfaciais do hormônio EE2 sobre estruturas lipídicas e permite uma correlação com os 

processos biológicos que ocorrem in-vitro ou in-vivo.  

Palavras chave: Modelos de membrana; filmes de Langmuir; vesículas unilamelares 

gigantes; lipídios; 17 α-etinilestradiol. 
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Abstract 

The damages in human health caused by the prolonged exposure to emerging 

contaminants, such as hormones, is related to the action of these compounds at the 

molecular level on the plasma membrane. Therefore, this work investigated the effect 

(causes and consequences) of the hormone 17 α-ethinylestradiol (EE2) in mono and lipid 

bilayers, composed of Langmuir films and giant unilamellar vesicles (GUVs), 

respectively. Such systems were formed using binary and ternary mixtures of the 

components that represent the main lipid groups of cells: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol-3-

phosphocholine (DPPC), cholesterol (Chol), sphingomyelin (SM) and 1-palmitoil -2-

oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (POPC). The π-A isotherms showed that EE2 

interacts at the liquid/air interface with all monolayer compositions, with the higher effect 

on binary mixtures containing 30% Chol (DPPC/Chol and SM/Chol) and for both neat 

monolayer of POPC and SM. In the case of the ternaries of DPPC/Chol/SM, at high 

surface pressures, the presence of the hormone caused the displacement of the π-A 

isotherm to smaller areas. The PM-IRRAS measurements indicated that the electrostatic 

interactions of EE2 with groups of the polar head of DPPC and SM were kept in the 

binary and ternary mixtures, causing changes in the ordering of the tails of such lipids in 

the mixed monolayers. The bands referring to the POPC tail region underwent the major 

changes in the presence of EE2, indicating the presence of the hormone in the 

hydrophobic phospholipid chains. In GUVs, EE2 caused changes in the spherical shape 

of the neat DPPC vesicles and the loss of phase contrast in the vesicles composed of 

DPPC/Chol and DPPC/SM. These two effects were verified simultaneously in the GUVs 

composed by SM/Chol. Other effects such as rupture of vesicles and formation of new 

structures (buds and lipid protrusion) were verified for the DPPC/SM/Chol 1/1/1 and 

POPC GUVs, respectively. This work brings an understanding of the interfacial behavior 

of the hormone EE2 on lipid structures and allows correlations with biological processes 

that take place in-vitro and in-vivo. 

Keywords: Membrane models; Langmuir films; giant unilamellar vesicles; lipids; 17 α-

ethynylestradiol.   
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Capítulo 1. Introdução 

1.1 Contaminantes no meio ambiente 

Diariamente, a indústria, a agricultura e a população em geral vivem sob um modelo 

cuja atividade econômica está constantemente produzindo lixo, além de gerar uma grande 

quantidade de poluentes que afetam o ar, os solos, as plantações e as áreas naturais. Essas 

práticas originam vários poluentes e alteram os ciclos naturais, causando uma 

preocupação global ligada ao seu eventual impacto a médio e longo prazos tanto na saúde 

humana como no meio ambiente.  

Durante as últimas décadas a comunidade científica vem relatando a presença de 

novos compostos, denominados "poluentes ou contaminantes emergentes"[1,2], em águas 

residuais[1,3], ambientes aquáticos[3,4] e atmosféricos[5]. Os poluentes emergentes são 

novos produtos ou produtos químicos sem status regulatório, cujos efeitos no meio 

ambiente e na saúde humana são desconhecidos[1].  

A listagem de contaminantes emergentes inclui uma ampla variedade de produtos 

de uso diário, tanto em aplicações industriais como domésticas. Dentre os vários 

contaminantes destacam-se os que se originam da agroindústria, tais como pesticidas, e 

os medicamentos, que têm sua origem nas indústrias farmacêuticas. Esta segunda classe, 

chamada de fármacos residuais, tornam-se poluentes persistentes, uma vez que, em todo 

o mundo, são diariamente eliminados pela urina e fezes dos humanos ou descartados de 

maneira incorreta, somando ao fato de não serem removidos por processos convencionais 

em estações de tratamento de água e esgoto. 

Segundo Kummerer[6], alguns grupos de fármacos residuais, dentre eles os 

antibióticos e os estrogênios, necessitam de maior atenção quanto ao risco. O primeiro 

grupo é amplamente investigado na literatura, seja pelo potencial de desenvolvimento de 

bactérias resistentes no meio ambiente[7–9] ou por serem usados em grandes quantidades 
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na medicina humana e veterinária. Já a importância dada aos estrogênios, que estão no 

grupo de substâncias chamadas de perturbadores endócrinos, deve-se ao seu potencial de 

afetar o sistema reprodutivo de organismos aquáticos[10–13] como, por exemplo, a 

feminização de peixes machos em rios contaminados[14–17]. Além disso, é conhecido 

que, dependendo da dose e do tempo de exposição em humanos, essas substâncias estão 

relacionadas com doenças como câncer de mama, testicular e de próstata, ovários 

policísticos e redução da fertilidade masculina[18,19].  

 

1.1.1 O hormônio 17 -Etinilestradiol 

Os hormônios femininos naturais mais conhecidos são 17-β estradiol, estriol e 

estrona, e o sintético é o 17 -Etinilestradiol (EE2), apresentados na Tabela 1. O EE2 é 

um dos medicamentos mais comumente usados em quase todas as formulações modernas 

de pílulas anticoncepcionais orais combinados. Trata-se de um derivado sintético do 

hormônio natural, o estradiol (E2). É moderadamente solúvel em etanol (1:6), mas tem 

baixa solubilidade em água (4,8 mg/L a 20°C) em comparação com os estrogênios 

naturais. A partir das propriedades físico-químicas do EE2 pode-se notar que sua 

ocorrência no meio ambiente, especialmente em ambientes aquáticos, tornou-se um 

problema generalizado devido à sua elevada resistência ao processo de degradação. Essa 

característica é útil para contraceptivos anticoncepcionais de ingestão oral, aumentando 

sua biodisponibilidade no corpo humano[20]. No entanto, também permite que o EE2 se 

acumule no meio ambiente através de águas residuais domésticas, tornando contaminados 

os efluentes de águas residuais e fluviais.  

Pesquisas mostraram que o EE2 torna-se extremamente estável contra oxidação 

(mais resistentes ao metabolismo/degradação) no meio ambiente devido à presença do 

grupo etinil na posição 17 da molécula[21–24] (Tabela 1) além de apresentar um maior 
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potencial estrogênico (hormonal) em testes in vitro, quando comparados com os outros 

estrogênios[25,26]. 

 

Tabela 1: características dos hormônios estrógenos 

 

Composto 

 

Fórmula 

Massa 

molecular 

(g/mol) 

Solubilidade em 

água 

(mg/L à 20ºC) 

 

Estrutura 

 

Estrona (E1) 

 

C16H22O2 

 

270,4 

 

13 

 

 

17-estradiol (E2) 

 

C18H24O2 

 

272,4 

 

13 

 
 

Estriol (E3) 

 

C18H24O3 

 

288,4 

 

13 

 
 

17α-etinilestradiol 

(EE2) 

 

C20H24O2 

 

296,4 

 

4.8 

 
* Fonte: Pojana et al.[27] e Aris et al.[28] 

 

Sobre os possíveis efeitos dos hormônios no meio ambiente, pesquisas nos últimos 

anos têm se concentrado no estrogênio sintético EE2, principalmente pela tendência que 

este composto possui de absorver matéria orgânica, se acumular em sedimentos e se 

concentrar na biota[29]. O EE2 tem uma meia-vida de 14 dias no ambiente aquático e é 

relativamente persistente em comparação aos estrogénios naturais[30].  

Estudos mostram que o EE2, mesmo em concentrações subterapêuticas (ng/L), tem 

a capacidade de afetar o sistema endócrino e reprodutivo dos organismos aquáticos[31] a 

ele expostos, ocasionado a feminização de peixes machos em rios contaminados,[14–17] 

bem como alterando a determinação do sexo, atrasando a maturidade sexual, e 

diminuindo a atividade sexual[31–34] das espécies estudadas. Um caso em evidência da 

presença de EE2 para espécies aquáticas inclui a síntese e secreção de vitelogenina por 

peixes machos[35,36]. A vitelogenina é uma proteína específica do sexo feminino, e sua 
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presença no sangue de peixes machos juvenis indica o desenvolvimento de características 

hermafroditas e falhas no sistema endócrino dos peixes, o que induz alterações na 

reprodução desses animais. 

Além da alteração nos peixes, estudos realizados por Delclos et al.[20] 

evidenciaram que a concentração de 50 ppb de EE2 pode afetar ratos da raça Sprague–

Dawley através da diminuição de seu peso corporal, acelerando a abertura vaginal, e 

alterando os ciclos sexuais em animais jovens. Ainda foi mostrado que, em doses mais 

elevadas, a distância anogenital foi sutilmente afetada, aumentando significativamente a 

incidência de lesões uterinas. Exposições a doses orais (em concentração da ordem de 

μM) de EE2 durante o desenvolvimento gestacional de filhotes machos interrompem 

permanentemente o aparelho reprodutivo desses ratos[20,37]. Delclos et al.[20] 

concluíram que a absorção e o metabolismo destes compostos por ratos e seres humanos 

são diferentes devido às diferenças nos níveis de soro (fluídos corpóreos). Assim, uma 

comparação dos níveis ingeridos pode não fornecer uma boa indicação dos níveis de 

exposição de rato em relação aos níveis de exposição humanos. 

Os riscos da exposição a médio e longo prazo de humanos aos desreguladores 

endócrinos ainda não são conhecidos em detalhes[38]. A maioria dos trabalhos 

disponíveis na literatura sobre os estrogênios sintéticos, especialmente EE2, dedica-se a 

métodos analíticos para a detecção e quantificação dos seus princípios ativos[28,39]. 

Estudos sobre possíveis problemas decorrentes da exposição humana crônica a estes 

compostos são escassos. Desse modo, o estudo desses compostos, no qual a ação depende 

da interação com as células, é de extrema importância, uma vez que, embora seja 

conhecida sua ação farmacológica, o mecanismo no nível molecular geralmente não é 

compreendido. 

A membrana plasmática é a via de entrada dos medicamentos na célula. Contudo, 

a complexidade desse sistema em termos de sua composição e função leva ao caminho 
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natural de estudar separadamente seus diversos componentes, a fim de simplificar os 

sistemas e obter deduções razoáveis dos eventos que ocorrem in vivo[40]. Assim, estudos 

com modelos que mimetizam a membrana plasmática são extensivamente realizados, 

destacando principalmente as camadas lipídicas planas e os lipossomos (vesículas)[41–

43]. Perturbações nesses sistemas são bons indicadores do real efeito dos compostos em 

processos biológicos envolvendo membranas. 

 

1.2 A membrana plasmática: composição e sistemas miméticos 

Os lipídios e as proteínas são os principais componentes das membranas das 

organelas celulares. As primeiras constatações acerca da estruturação de tais 

componentes na membrana plasmática foram possíveis somente a partir de 1917, quando 

Irving Langmuir[44], melhorado o método de Agnes Pockels[45,46], mostrou que 

lipídios espalhados na superfície da água formam uma camada monomolecular. A partir 

daí, Gorter e Grendel[47] em 1925, aplicaram os métodos de Langmuir para medir a área 

ocupada por molécula lipídica e inferir que as membranas de eritrócitos (hemácias) são 

organizadas em bicamadas. Baseados nessa proposta de bicamadas, na década de 1930, 

Danielli e Davson[48] descreveram um modelo de membrana plasmática que integra 

proteínas em ambos os lados da bicamada (Figura 1-A), chamadas de proteínas trans-

membrana[49]. Robertson[50,51], em 1959, apresentou um trabalho em que sugeria que 

todas as membranas das organelas celulares (não somente a membrana plasmática) 

tinham “estruturas comuns” pela semelhança das micrografias (Figura 1-B). 
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Figura 1: a) representação esquemática da modelo de proteína-lipídio-proteína de Danielli 

e Davson (1935) e b) micrografias eletrônicas de células, retirada do artigo de Michael 

Edidin[46], que reproduz o trabalho de Robertson[50], no qual ele se utilizou de vários 

exemplos para evidenciar que todas as membranas das organelas celulares têm uma 

estrutura comum. Imagem usada com permissão da revista.  

 

Até os anos de 1970, os modelos enfatizavam a estrutura da membrana plasmática, 

sem muito predizer acerca da composição química e função. Segundo Paul De Weer[52], 

o mais bem sucedido modelo e o que introduziu tais conceitos, foi o Modelo do Mosaico 

Fluido[53]. Singer e Nicolson, em 1972, propuseram um modelo de membrana, 

representado na Figura 2, que consiste principalmente de três características: i) a 

membrana plasmática é organizada em uma bicamada lipídica, na qual as regiões 

hidrofóbicas se orientam para o centro da bicamada com os grupos polares voltados para 

o exterior; ii) a distribuição de proteínas na bicamada depende das forças intermoleculares 

exercidas e possuem orientação assimétrica na bicamada; iii) a bicamada é fluida em 

decorrência da ausência de interações covalentes entre os componentes, permitindo uma 

distribuição aleatória das moléculas e uma movimentação lateral no plano da membrana. 
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Figura 2: representação da estrutura básica das membranas biológicas: uma bicamada 

lipídica na qual as proteínas integrais de membrana estão incorporadas. Fonte: figura 

adaptada de Nelson e Cox[54] e usada com permissão da editora. 
 

Com o avanço das pesquisas, questões sobre a irregularidade e heterogeneidade em 

relação à distribuição dos lipídios na membrana plasmática, atribuídas às funções das 

proteínas, se tornaram contestáveis em relação ao que se predizia no modelo de Singer e 

Nicolson[55]. Uma proposta que aborda tais temas é a hipótese de jangadas lipídicas, do 

inglês lipid rafts, que teve como início nas considerações de Simons e van Meer 

(1988)[56] e se tornou bastante aceita entre os pesquisadores das mais diversas áreas, com 

inúmeras reformulações ao longo dos anos[57–59]. Os autores, no processo de 

classificação dos lipídios na membrana plasmática das células epiteliais, verificaram a 

formação de domínios lipídicos característicos. Essa hipótese foi posteriormente 

difundida, propondo a existência de microdomínios ("jangadas") enriquecidos com 

esfingolipídios e colesterol, com propriedades físicas especiais ligadas diretamente ao 

equilíbrio de fases na membrana[60]. Sugere-se ainda que esses domínios estejam 

associados à funcionalidade de proteínas específicas envolvidas no transporte e na 

sinalização celular[61]. Em uma das definições mais recentes, Lingwood and Simons[62], 

afirmam que as jangadas lipídicas são compartimentos (em nanoescala) de 

esfingolipídios, colesterol e proteínas e estão flutuando, formando plataformas que 

promovem as funções da membrana plasmática (sinalização e transporte).  
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1.2.1 Composição e fases da membrana plasmática  

Os lipídios têm por característica principal serem anfipáticos, pois em uma mesma 

molécula apresentam regiões hidrofílicas com afinidade por moléculas de água, e 

hidrofóbicas (apolares), sem afinidade pela água. Também são classificados de acordo 

com sua composição química, entre glicerofosfolipídios, esfingolipídios e esteróis[54]. 

As principais estruturas de cada grupo estão esquematizadas na Figura 3. 

 

 

Figura 3: ilustração das estruturas moleculares dos constituintes da membrana plasmática 

das células eucariontes animais. 

 

Os glicerofosfolipídios são compostos que possuem duas cadeias de ácidos graxos 

ligados ao grupo glicerol, além do grupo fosfato na região polar da molécula. Dentre os 

glicerofosfolipídios, as fosfatidilcolinas são as mais abundantes nas organelas e 

representam cerca de 50% da massa total dos fosfolipídios[63,64] que compõem as 

membranas das organelas celulares. 

Os esfingolipídios, nos quais um ácido graxo está ligado à um grupo amina e a uma 

cadeia de esfingosina, influenciam tanto na organização estrutural da membrana celular 
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quanto nas suas propriedades dinâmicas[65,66], que podem exercer um papel de 

modulação importante na atividade biológica de cada componente da membrana 

plasmática[67]. Dentre os esfingolipídios que compõem a membrana plasmática, a 

esfingomielina é a mais estudada.  

Os esteróis são lipídios cuja estrutura básica é constituída por quatro anéis fundidos 

de carbono e hidrogênio, além de uma cadeia alquílica lateral. São encontrados nas 

membranas das organelas celulares de todos seres vivos eucariontes, sendo o colesterol o 

esterol típico de animais. As funções dos esteróis são diversas, sendo que no caso dos 

mamíferos, o colesterol participa da biossíntese dos sais biliares e de hormônios[68] e é 

um importante componente estrutural e regulador da fluidez na membrana 

plasmática[69].  

O comportamento complexo das membranas plasmática é atribuído tanto pela 

composição química quando pela sua estruturação e organização espacial. Estima-se que 

a bicamada lipídica das células dos mamíferos possui cerca de 9.600 espécies de 

glicerofosfolipídios e 100.000 espécies de esfingolipídios, além das milhares de estruturas 

à base de ácidos graxos e esteróis[70]. A Figura 4, adaptada de Rosselló et al.[71] mostra 

uma distribuição percentual das diferentes espécies presentes nas células dos mamíferos. 

Em relação à membrana plasmática, os valores percentuais podem variar de acordo com 

a literatura, contudo a ordem dos componentes majoritários são os fosfolipídios, seguidos 

de colesterol e esfingomielina. Nesse contexto, estudos indicam que as misturas lipídicas 

que compreendem a composição da membrana plasmática são a chave de diversas 

propriedades associadas às membranas e aos rafts[72], sendo as misturas binárias ou 

ternárias contendo fosfatidilcolinas e colesterol[73,74] ou esfingomielina[75,76] as mais 

abordadas.  
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Figura 4: distribuição lipídica nas diferentes organelas das células dos mamíferos. Os 

principais lipídios são listados em porcentagem, do mais abundante para o menos 

abundante de acordo com sua contribuição para o total de lipídios de cada organela. BmP: 

bis-monoacilglicerol-fosfato; Chol: colesterol; CL: cardiolipina; PtdCho: fosfatidilcolina; 

PtdEtn: fosfatidiletanolamina; PtdIns: fosfatidilinositol; PtdSer: fosfatidilserina; SM: 

esfingomielina. As ilustrações não se encontram em escala. Adaptado de Rosselló et 

al[71]. Imagem usada com permissão da revista.  

 

Quanto à organização da membrana plasmática, as propriedades mecânicas e 

termodinâmicas, bem como a manutenção de um grau de fluidez adequado para a 

bicamada lipídica são essenciais para o bom funcionamento da célula e preservação da 

vida celular. Diversos processos celulares, como endocitose e fusão celular, envolvem a 

deformação mecânica e alterações na curvatura da membrana plasmática[77].  

As fases do ordenamento das bicamadas lipídicas têm seu comportamento descrito 

em função da temperatura. Quando formadas por um único lipídio, podem ser descritas 

como fase gel (Lβ) e fase fluida (Lα), como mostrado na Figura 5. O parâmetro 

determinante é a temperatura de transição de fase dos lipídios (ou temperatura média, 

Tm). Abaixo da Tm, os lipídios estão na fase gel (Lβ) − lipídios com cadeias ordenadas e 

estendidas, característico da configuração all trans− ao passo que acima dessa 

temperatura, as cadeias carbônicas apresentam algumas dobras gauche e estão no estado 

fluido, característico de cadeias lipídicas desordenadas e distribuídas aleatoriamente na 

membrana. Determinados lipídios com cabeças polares grandes (como as PCs) 

apresentam uma pré-transição, chamada de fase ripple, na qual as cadeias ainda se 
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encontram na fase gel, mas com o surgimento de ondulações na superfície da bicamada. 

A incorporação de colesterol em bicamadas lipídicas permite que o esterol atue como 

regulador das fases mais extremas (Lα e Lβ) promovendo a fase chamada líquido-ordenada 

(Lo), quando adicionado em proporções molares adequadas[74]. A fase Lo possui difusões 

laterais e rotacionais semelhantes à fase Lα, porém também possui um ordenamento 

semelhante à fase Lβ.  

A temperatura de transição é diferente para os lipídios e varia principalmente de 

acordo com os grupos-cabeça existentes na região polar, o tamanho da cadeia de 

hidrocarbonetos e a quantidade de duplas ligações nas caudas dos lipídios[78]. 

 

 

Figura 5: ilustração das fases de uma bicamada composta por um único lipídio e com a 

adição do colesterol.  

 

1.2.2 Modelos miméticos da membrana plasmática  

A Figura 6 mostra as várias estruturas lipídicas comumente encontradas em solução 

e em interfaces. Dentre os modelos utilizados destacam-se as mono ou multi camadas 

lipídicas planares e os lipossomos (vesículas), que são os utilizados nesse trabalho. 
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Figura 6: estruturas de diferentes organizações lipídicas em soluções e em superfícies. 

Adaptado de Lee[79], com permissão da editora. 

 

A arquitetura dos modelos miméticos está diretamente relacionada ao tamanho e à 

geometria dos lipídios e pode ser definida pelo parâmetro de empacotamento (P). O 

parâmetro de empacotamento do lipídio é determinado pela equação 𝑃 =
𝑣

𝑎.𝑙
, onde v e l 

representam o volume e comprimento das cadeias hidrofóbicas, respectivamente, e a 

representa a área ocupada pelo grupo polar do lipídio no agregado[80].  

Assim, para estruturas como as micelas ou agregados automontados de estrutura 

esférica, tem-se P < 0,5. No caso das vesículas: 0,5 < P < 1. Bicamadas lamelares: P ≈ 1. 

A forma efetiva de uma molécula lipídica é determinada pela compatibilidade entre o 

tamanho do grupo cabeça e o tamanho da cauda hidrofóbica. As geometrias relacionadas 

com os lipídios e os valores de P são apresentadas na Tabela 2. 
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Tabela 2: parâmetros de empacotamento determinados pela forma dos lipídios e tipos de 

estruturas agregadas formadas. Adaptado de Lombardo et al.[81], com permissão da 

revista  

 

 

Monocamadas de Langmuir 

As monocamadas de fosfolipídios formadas pelas técnicas de Langmuir (filmes de 

Langmuir e filmes Langmuir-Blodgett) são bastante utilizadas para entender processos 

biológicos em nível molecular a partir de interações com determinadas classes de drogas, 

polissacarídeos, entre outros[82–84]. São formadas por moléculas anfifílicas insolúveis 

altamente organizadas na interface líquido/ar. No final do século XIX, a alemã Agnes 

Pockels, trabalhando basicamente com equipamentos e matérias disponíveis na cozinha 

da casa de seus pais, descobriu como manipular filmes formados por óleo na água, 

resultando nos primeiros estudos sobre comportamento de superfícies.  

A Figura 7 mostra um trecho disponível na revista Nature de 1891[85] e sua 

tradução, em que mostra o reconhecimento do físico inglês John W. Strutt, o Lord 

Rayleigh, às considerações de Pockels. É interessante notar que o trecho destacado “for 
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various reasons” ou “por diversas razões” escrito por Agnes Pockes remete às tentativas 

(sem sucesso) de publicar seus relevantes resultados. Tais fracassos são atribuídos, por 

muitos autores[86], ao fato de principalmente se tratar de uma mulher no meio acadêmico 

e científico, visto que as mulheres não possuíam sequer acesso ao ensino superior. Enfim 

notada, os resultados de Pockels levaram Rayleigh, em 1899[87], a sugerir que tais filmes 

eram formados por somente um molécula de espessura, fornecendo a base para os estudos 

de monocamadas insolúveis.  

 
Figura 7: texto extraído da revista Nature, de 12 de março de 1891, acompanhado de 

uma tradução para o português.  Imagem usada com permissão da revista.  

 

O aprimoramento dos métodos e das considerações sobre as moléculas insolúveis 

na interface gás-líquido pode ser atribuído ao físico-químico norte americano Irving 

Langmuir, no começo do século XX, dando início ao desenvolvimento de monocamadas 

ou filmes de Langmuir[88]. Na década de 30, quando sua aluna Katharine Blodgett[89] 

realizou a deposição das monocamadas sobre um substrato sólido[90], tais filmes foram 

denominados filmes de Langmuir-Blodgett (LB).  

As monocamadas de Langmuir são obtidas em uma cuba de Langmuir[91]. Um 

esquema ilustrativo é sugerido na Figura 8-A. A compressão das moléculas pelas 

barreiras e a formação das monocamadas na cuba é acompanhado pela isoterma π-A, que 

relaciona a pressão de superfície (π) vs a área média ocupada por molécula (A), sendo π 
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calculada pela diferença entre a tensão superficial da subfase de água pura (γ0) e a tensão 

superficial da subfase de água pura + monocamada (): π = γ0 - γ. O método mais utilizado 

para se obter o valor da tensão superficial é o de Wilhelmy[86], o qual utiliza-se de um 

sensor, constituído de um papel filme ou fio de platina, conectado a uma eletrobalança, 

que permite calcular a variação de π, de modo que a força resultante da imersão do papel 

de filtro na subfase seja diretamente proporcional à tensão superficial. O experimento 

procede geralmente espalhando, na superfície da subfase, dezenas de microlitros da 

substância anfifílica a ser estudada, diluída na maioria das vezes em clorofórmio, ou 

solução contento partes de clorofórmio e metanol. A subfase é formada por água ultrapura 

ou solução aquosa de interesse.  

Quando a barreira móvel horizontal promove a diminuição da área na superfície, a 

compressão das monocamadas passa por três fases distintas: i) fase gasosa (G), na qual 

as moléculas do lipídio se encontram distantes uma das outras (elevada área superficial 

disponível) e praticamente não interagem entre si, caracterizada pela pressão de superfície 

igual a zero; ii) fase líquido-expandida (LE), na qual a área disponível por molécula é 

diminuída, surgindo interações intermoleculares entre as caudas hidrofóbicas dos 

tensoativos. Como a tensão superficial diminui, ocorre um aumento da pressão de 

superfície (π); iii) fase líquido-condensada (LC), estágio de maior empacotamento das 

moléculas que provoca limitação do seu movimento translacional na interface. A pressão 

de superfície aumenta abruptamente, em decorrência da queda brusca da tensão 

superficial. Algumas moléculas anfifílicas de estrutura simplificada ou com alto grau de 

rigidez (como os ácidos carboxílicos de cadeia longa, por exemplo) apresentam um estado 

de empacotamento máximo das moléculas, denominado iv) fase sólida. Após a fase 

líquido-condensada ou fase sólida, as moléculas anfifílicas podem empacotar 

aleatoriamente e de maneira desordenada, provocando o colapso do filme. O perfil das 

isotermas π-A está diretamente relacionado à estrutura dos materiais organizados na 
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interface ar/água. A isoterma π-A pode apresentar pontos de transição evidentes, como 

na Figura 8-B, típica de ácidos graxos compostos por uma única cadeia de 

hidrocarbonetos, por exemplo, o ácido esteárico[92]. As monocamadas que apresentam 

regiões de coexistência de fases (LCLE), para as quais a pressão de superfície se 

mantém constante (Figura 8-C), são características de fosfolipídios com duas cadeias de 

hidrocarbonetos saturados, sendo o mais conhecido, o DPPC[93]. A Figura 8-D ilustra 

um perfil de isoterma π-A de monocamadas mais fluidas e menos empacotadas (sem 

transições evidentes entre as fases) e são comuns aos fosfolipídios que possuem duas 

cadeias de hidrocarbonetos com insaturações[94,95].  

 
Figura 8: representação esquemática da obtenção das monocamadas de Langmuir. A) 

composto organizado na interface ar/água em uma cuba de Langmuir; B), C) e D) estágios 

de compressão da monocamada e as correspondentes isotermas de pressão por área de 

superfície (π-A).  
 

Vesículas lipídicas 

As vesículas lipídicas são estruturas esféricas, cujo diâmetro pode variar de 20 nm 

a dezenas de μm, e mimetizam a organização lipídica nas membranas plasmáticas por 

serem constituídos, geralmente, de uma (unilamelar) ou mais (multilamelar) bicamadas 

de fosfolipídios, sendo largamente utilizadas para estudar fenômenos físico-químicos de 
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processos biológicos[96–99]. Além do número de lamelas, as vesículas podem ser 

classificadas em relação ao tamanho, conforme indicado na Figura 9.  

Dentre as vesículas formadas com multilamelas, as mais conhecidas são as MLV 

(mutilamellar vesicle) e as vesículas oligoméricas ou OLV (oligolamellar vesicles). As 

vesículas unilamelares podem ser pequenas ou SUV (small unilamellar vesicles), grandes 

ou LUV (large unilamellar vesicles), bem como gigantes ou GUV (giant unilamellar 

vesicles). Esta última possui vantagens que incluem a capacidade de encapsular grandes 

moléculas e permitir observação direta com microscopias ópticas, como as de contraste 

de fase, fluorescência e confocal[59,100,101]. Além disso, são formadas com tamanho 

comparável ao de uma célula eucariótica[102], com dimensões superiores a 1 µm sendo 

eficazes nos estudos das propriedades da membrana plasmática e mecanismos 

interacionais com moléculas de interesse[97,103].  

 

Figura 9: esquema ilustrativo das diferentes vesículas que podem ser formadas a partir de 

bicamadas lipídicas. Adaptado de Pazin[104], com permissão do autor. 

 

Diante do apresentado, este trabalho de doutorado envolveu estudos sobre a 

interação do hormônio sexual EE2 com modelos complexos de membrana plasmática. 

Tais modelos são ditos complexos por envolverem misturas de mais de um lipídio e 
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colesterol, diferenciando-se dos chamados modelos simples que envolvem apenas um 

tipo de lipídio. 

As misturas foram estruturadas em monocamadas (filmes de Langmuir) e em 

bicamadas (GUV), sendo nesse caso as vesículas formadas pelo método de 

eletroformação[105] e pelo método gel[106]. Os fosfolipídios escolhidos foram 1,2-

dipalmitoil-sn-glierol-3-fosfatidilcolina (DPPC), Colesterol (Chol), 1-palmitoil-2-oleoil-

sn-glicero-3-fosfatidilocolina (POPC) e Esfingomielina (SM). Os Chol e a SM de fato 

são componentes das membranas plasmáticas das células eucarióticas. No caso do DPPC, 

ele pertence à classe das fosfatidilcolinas, grupo presente em quantidades expressivas nas 

células eucarióticas. Trata-se de um fosfolipídio que tem sido amplamente utilizado nas 

monocamadas de Langmuir como membranas modelo, pois exibe transições de fase 

evidentes, bem como propriedade mecânicas, termodinâmicas e caracterização química 

conhecidas e passivas de comparação com a literatura existente. Apesar do DPPC 

mimetizar as membranas celulares em relação aos grupos químicos presentes na cabeça 

dos fosfolipídios, não garante aos modelos miméticos a fase fluida em que se encontra a 

membrana plasmática das células de mamíferos. Assim, para se obter tal propriedade, 

também foi utilizado o fosfolipídio 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilocolina, 

POPC, (também uma das fosfatidilcolinas mais encontrada na membrana plasmática dos 

mamíferos) nos experimentos de Filmes de Langmuir e GUVs, verificando o efeito do 

EE2 em modelos miméticos formados em fases fluidas. 

 

1.3 Objetivo 

Esta tese de doutorado teve como objetivo principal determinar causas e 

consequências da ação do hormônio EE2 sobre modelos complexos da membrana 

plasmática formados por monocamadas lipídicas (filmes de Langmuir) e bicamadas 

lipídicas (vesículas extrudadas e GUVs) contendo diferentes proporções de lipídios e 
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colesterol. Por causa destacam-se interações em nível molecular e por consequência 

possíveis mudanças na estruturação das mono e bicamadas, na morfologia dos filmes de 

Langmuir e das GUVs e na fase em que estes sistemas se encontram. 

As atividades planejadas para se atingir o objetivo proposto incluem: 

➢ Investigar as interações entre o EE2/filmes de Langmuir via isotermas de 

pressão de superfície vs. área molecular média (isotermas -A) e espectroscopia de 

absorção-reflexão no infravermelho com modulação de polarização (PM-IRRAS). 

➢ Investigar a morfologia das GUVs via microscopia confocal/fluorescência na 

presença e na ausência do EE2.  

➢ Propor mecanismos de interação em nível molecular entre o EE2/membrana 

plasmática a partir dos diferentes modelos da estrutura lipídica utilizados no estudo 

interacional hormônio/lipídio. 

  



 

37 Capítulo 2. Materiais e Métodos 

Capítulo 2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Materiais 

Os lipídios utilizados na formação das mono e bicamadas, o hormônio EE2 bem 

como a sonda fluorescente utilizada na formação das GUVs estão descritos na Tabela 3 e 

suas estruturas na Figura 10. Os lipídios foram solubilizados em uma solução composta 

de clorofórmio e metanol em uma razão 7:3 v/v, (metanol grau HPLC-J.T.Baker, 99,90%; 

clorofórmio grau HPLC- Sigma-Aldrich, 99,0%). Para os estudos com o EE2, uma 

solução estoque na concentração de 5.10-3 mol/L do hormônio em metanol foi preparada. 

As soluções aquosas de sacarose, glicose e as subfases foram obtidas com água Milli-Q® 

ultrapura (resistividade 18,2 MΩ.cm, pH = 5,6 e tensão superficial 72,1 mN.m-1 a 25° C). 

Tabela 3: massa molar, pureza e marca dos materiais utilizados 

Material Classe Massa 

Molar 

(g.mol-1) 

Pureza Marca/ 

referencia 

1,2-dipalmitoil-sn-

glierol-3-

fosfatidilcolina (DPPC) 

 

 

Glicerofosfolipídios 

 

734,053 

≥ 99% Avanti Polar 

Lipids 

(830855P) 

Colesterol (Chol) 

 

Esteróis 386,650 ≥ 99% Sigma 

Aldrich 

(C8667) 

 

Esfingomielina (SM) 

 

Esfingolipídios 732,0 ≥ 95% Sigma 

Aldrich 

(S0756) 

 

Rodamina- DOPE (1,2-

dioleoyl-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina) 

 

Fosfolipídios 

(marcados com 

sonda) 

1301,72 ≥ 98% Avanti Polar 

Lipids 

(810150C) 

17 α-etinilestradiol 

(EE2) 

 

Esteróis 296,403 ≥ 98% 

 

Sigma 

Aldrich 

(E4876) 

1-palmitoil-2-oleoil-sn-

glicero-3-

fosfatidilocolina 

(POPC) 

Glicerofosfolipídios 760,091 ≥ 99% Avanti Polar 

Lipids 

(850457P) 
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Figura 10: estruturas químicas dos materiais utilizados. 

 

2.2 Isotermas π-A 

As isotermas π-A foram obtidas a 23 ± 1º C em uma cuba de Langmuir de 40 mL e 

150 cm² (KSV Instruments, Finlândia). Soluções estoque de concentração 1.10-3 mol.L-1 

de DPPC, Chol e SM foram utilizadas para preparar as misturas binárias DPPC/Chol, 

DPPC/SM e SM/Chol, com diferentes frações molares dos constituintes x= 0,3; 0,5 e 0,7; 

das misturas ternárias de DPPC/Chol/SM, nas proporções molares 7/2/1 e 1/1/1, além da 

solução de POPC com a mesma concentração. A concentração final das misturas binárias 

e ternárias informadas ao software da cuba de Langmuir foi de 1.10-3 mol.L-1, como no 

exemplo de uma solução da mistura DPPC/Chol, xChol=0,3 com volume final de 1mL, na 

qual contem 700µL de DPPC (1.10-3 mol.L-1) e 300µL de Chol (1.10-3 mol.L-1).  

Após a completa evaporação do solvente (cerca de 15 minutos), as isotermas dos 

lipídios e das misturas foram obtidas com água ultrapura na subfase, a uma velocidade de 

compressão de 10 mm.min-1. Para estudar o efeito da incorporação de hormônio nas 
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monocamadas, uma solução de EE2 em metanol foi injetada na subfase aquosa, a uma 

concentração final na subfase de 1.10-5 mol.L-1. As propriedades mecânicas (módulo 

compressional) e termodinâmicas (área de excesso) das isotermas π-A foram investigadas 

usando as curvas obtidas para essas mesmas subfases.  

Geralmente, tais propriedades são analisadas e discutidas observando os valores 

obtidos na pressão de superfície de 30 mN.m-1. Essa pressão corresponde à pressão lateral 

interna em bicamadas fosfolipídicas (e membranas biológicas) sob pressão atmosférica e 

na ausência de qualquer estresse externo[107]. A membrana celular, em 30 mN.m-1, tende 

a manter uma densidade específica de empacotamento lipídico[108]. Além disso, o 

funcionamento de certas classes de proteínas presentes na membrana é regulado por 

mudanças na pressão lateral, que podem ser alteradas de acordo com variações do 

conteúdo lipídico[109]. 

Para realizar os experimentos de PM-IRRAS e GUVs, foram escolhidas as 

seguintes misturas lipídicas: DPPC/Chol (xChol = 0,3), DPPC/SM (xSM = 0,3), e SM/Chol 

(xChol = 0,3), além dos componentes individuais DPPC, SM e POPC. Essas frações 

molares específicas mencionadas foram escolhidas pois trata-se da representação mais 

próxima (quimicamente) da proporção lipídica em membranas de células de 

mamíferos[110]. Além disso, como a maioria das membranas biológicas contém um 

grande número de fosfatidilcolinas insaturadas, o uso do POPC garantiu a fase fluida das 

monocamadas. 

 

2.2.1 Módulo compressional 

O módulo compressional (Cs−1), um parâmetro referente ao empacotamento das 

monocamadas, pode ser investigado a partir dos dados obtidos das isotermas π-A. Essa 

grandeza é calculada por 𝐶𝑠
−1 =  −𝐴 (

𝜕𝜋

𝜕𝐴
)

𝑇
, onde A é a área molecular e π é a pressão 

superficial. Uma isoterma obtida na interface ar-água na ausência de tensoativos 
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apresenta valor zero de Cs−1. Na presença de uma monocamada, quanto maior o aumento 

da pressão de superfície (π) devido a uma compressão, mais compactada estarão as 

moléculas, e assim, maior o valor de Cs−1. De acordo com a literatura[111–113], uma 

análise sistemática das isotermas π-A mostra que:  

(a) Cs−1 para estados sólidos (S) varia de acordo com valores de 1000 a 2000 mN.m- 1. 

(b) Cs−1 varia de 100 a 250 mN.m- 1 para filmes na fase líquido-condensada (LC). 

(c) Cs−1 varia de 12,5 a 50 mN.m-1 para filmes na líquido-expandida (LE). 

Este é um método sensível para verificar mudanças estruturais durante a 

compactação da monocamada e como a presença de EE2 poderia afetar as propriedades 

mecânicas nas monocamadas puras (formadas por um único fosfolipídio) e mistas. 

 

2.2.2 Área de excesso 

Uma análise quantitativa das interações entre os componentes da mistura binária 

pode ser obtida com base no cálculo da área de excesso (Aexc) da mistura, que é 

determinada diretamente a partir das isotermas π-A.  

A Aexc é definida como 𝐴𝑒𝑥𝑐 = 𝐴12 − (𝑥1𝐴1 + 𝑥2𝐴2), onde Ai e xi são a área por 

molécula referente ao componente individual e a fração molar do componente, e A12 é a 

área molecular ocupada referente à mistura[114,115]. Do ponto de vista termodinâmico, 

se dois componentes da mistura interagem entre si na monocamada, o excesso de área é 

diferente de zero e varia com a composição do filme misto, apresentando um 

comportamento não ideal[113]. Valores negativos para Aexc indicam a presença de 

interações atrativas entre os componentes da mistura binária, ao passo que valores de Aexc 

maiores que zero sugerem interações repulsivas.  
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2.3 PM-IRRAS 

Os filmes de Langmuir contendo os lipídios individuais ou as misturas binárias 

formados em água ultrapura ou em subfases contendo uma solução aquosa de 1.10-5 

mol.L-1 de EE2 foram compactados até a pressão π = 30 mN.m-1 e caracterizados na 

interface ar-água pela técnica de PM-IRRAS in situ, utilizando um instrumento KSV PMI 

550 (KSV Instruments Ltd., Helsínquia, Finlândia) disponível no laboratório do Grupo 

de Polímeros Bernhard Gross no Instituto de Física da USP – São Carlos. 

Este equipamento contém um detector HgCdTe (MCT, modelo PCI-3TE-10.6) com 

área ativa de 1x1 mm2. O feixe infravermelho incidente é modulado por um modulador 

fotoelástico ZnSe operando na sua frequência de ressonância de 50 kHz. Todas as 

medidas foram realizadas com o ângulo de luz incidente de 80° em relação à normal. A 

radiação de alta frequência foi modulada entre polarizações paralelas (polarizadas-p) ou 

perpendiculares (polarizadas-s) e os espectros foram obtidos simultaneamente em ambas 

as polarizações, a fim de reduzir o efeito do vapor de água. O sinal PM-IRRAS (S) é 

obtido pela diferença entre os espectros s e p, usando a equação:  

S = ΔR/R= (Rp-Rs)/(Rp+Rs)[116,117], onde Rp e Rs são as reflectâncias polarizadas  

paralela (p) e perpendicular (s) ao plano de incidência, respectivamente. A faixa espectral 

do equipamento é 600-4200 cm-1 e a resolução espectral é de 8 cm-1. 

 

2.4 GUVs  

As GUVs foram formadas por dois diferentes métodos: eletroformação e método 

gel. A temperatura de análise foi de 23º C ± 1º C. Para as GUVs de DPPC, DPPC/Chol 

(xChol = 0,3), DPPC/SM (xSM = 0,3), SM e SM/Chol (xChol= 0,3); na verificação no efeito 

do hormônio nas vesículas, a solução de metanol contendo EE2 a 2% (v/v) foi injetada 

nos poços e as GUVs foram monitoradas por pelo menos 30 min (a concentração final de 

EE2 nesses sistemas foi de 10-4 mol/L). Para as GUVs das misturas ternárias de 
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DPPC/SM/Chol nas proporções molares 1/1/1 e 7/2/1 e POPC, foi realizado o ajuste 

experimental em relação a incorporação e concentração do hormônio no sistema. Assim, 

a solução de glicose a 0,2 mol/L foi preparada dissolvendo o açúcar em uma solução 

aquosa 1.10-5 mol.L-1 de EE2. As vesículas foram observadas no microscópio confocal 

invertido (Nikon C2/C2si Eclipse Ti-E, Kyoto, Japão), câmera DS-Qi2, utilizando uma 

objetiva de ar de 40x, NA 0,6; por meio da técnica de contraste de fase e fluorescência. 

Medidas em triplicatas foram realizadas e o desvio padrão na contagem das vesículas foi 

calculado. As imagens foram analisadas pelo software ImageJ. 

 

2.4.1 Eletroformação 

O método de eletroformação foi inicialmente proposto por Angelova e 

Dimitrov[118]. As mesmas condições das soluções estoque usadas para obter as 

monocamadas de Langmuir (isotermas π-A) foram aplicadas aqui.  

Para formar GUVs, 8 µL das soluções 1.10-3 mol.L-1 de DPPC, DPPC/Chol (xchol = 

0,3), DPPC/SM (xSM = 0,3), SM e SM/Chol (xchol = 0,3) dopados com 0,3% molar de 

DOPE-rodamina B foram espalhados em suporte de teflon contendo dois eletrodos de 

platina paralelos[119]. Para remover qualquer vestígio de solvente orgânico, o suporte 

com o filme lipídico espalhado foi mantido sob vácuo por 1 h. Posteriormente, uma 

solução de sacarose 0,2 mol.L-1, dissolvida em água Milli-Q ultrapura a 55ºC 

(temperatura acima da transição da fase do DPPC, Chol e SM[120,121]), foi adicionada 

ao poço contendo os eletrodos de platina.  

Para proceder a eletroformação, o sistema foi exposto a um campo alternado de 

baixa frequência (função de onda sinusoidal com frequência de 10 Hz e amplitude de 1,3 

V) por 90 min, utilizando um gerador de função (Minipa MFG-4202), como mostrado na 

Figura 11. Além disso, todo esse processo foi realizado em sistema que consistiu em um 
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fluxo de água acoplado no poço de teflon, mantendo a temperatura do sistema constante 

em 55º C.  

 

 
Figura 11: fotografia digital do aparato acoplado ao gerador de função para a realização 

da eletroformação, com um aumento para mostrar suporte de teflon com os fios de platina.  
 

2.4.2 Método gel 

As GUVs das misturas ternárias de DPPC/SM/Chol nas proporções 1/1/1 e 7/2/1 e 

também de POPC foram obtidas pelo método da formação em gel descrito primeiramente 

por Weinberger et al.[106] O processo se deu semelhante ao ilustrado na Figura 12. 

Inicialmente foram colocados 350 μL da solução de PVA (Acetato de polivinila), 

concentração igual à 1.10-5 mol/L (massa molar igual à 146000-186000 g/mol) num 

béquer de 5 mL, que foi disposto em uma estufa com temperatura entre 50 e 75 ºC, até 

que se formasse o filme de PVA no fundo da vidraria. Após a secagem foram espalhados 

10 μL de solução das misturas ternárias ou de POPC diluído em clorofórmio. O sistema 

foi deixado em vácuo por uma hora e trinta minutos para a secagem do solvente. Por fim, 
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com o término da secagem, adicionou-se 1 mL da solução de sacarose (0,2 mol/L) no 

béquer, num total de uma hora e meia para a formação das vesículas. Para a formação das 

GUVs de DPPC/Chol/SM, a solução de sacarose foi pré-aquecida a uma temperatura de 

55º C e a formação das vesículas se deu em uma estufa com temperatura controlada em 

60º C. 

 
Figura 12: ilustração do processo de formação de GUVs pelo método gel. 

 

As GUVs foram coletadas do poço e do béquer e, após as amostras atingirem a 

temperatura ambiente, foi checada a concentração final da solução de sacarose utilizando-

se um osmômetro crioscópio Gonotec 3000. Em seguida, alíquotas de 50 µL foram 

adicionadas a um suporte de vidro de oito cavidades (Ibidi, Munique, Alemanha) 

contendo 200 µL de solução de glicose, de mesma osmolaridade, preparada em água 

ultrapura e levada diretamente ao suporte do microscópio.  
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Capítulo 3. Resultados: Monocamadas de Langmuir 

3.1 DPPC/colesterol 
 

Isotermas  π-A  

As isotermas π-A para o DPPC e o colesterol, obtidas na subfase de água ultrapura, 

são apresentadas na Figura 13 bem como as de monocamadas de DPPC/Chol mistas 

(contendo colesterol com as frações molares xChol 0,3; 0,5 e 0,7).  

 
Figura 13: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C para as monocamadas de DPPC, 

colesterol e misturas de DPPC/Chol (nas frações molares de colesterol xChol= 0,3; 0,5 e 

0,7) na subfase contendo água ultrapura. A área molecular média dos filmes mistos é dada 

considerando somente a área ocupada pelo DPPC.  
  

As isotermas π-A dos compostos individuais apresentam perfis 

conhecidos[93,122], com valores médios extrapolados de área molecular de 60 e 40 Å2 

para DPPC e colesterol, respectivamente. Para o DPPC, uma região de platô observada a 

8 mN.m-1 indica a coexistência das fases líquido-expandida (LE)/líquido-condensada 

(LC). Acima dessa pressão, o aumento é atribuído à formação da fase líquido-condensada, 

até atingir o colapso a 50 mN m-1. As moléculas de colesterol formam uma monocamada 

mais empacotada, como sugerido pelo perfil mais íngreme da isoterma, comportamento 

típico de uma monocamada com alta rigidez[123]. Segundo Ries e Swift[124], a área 

molecular extrapolada de colesterol em 39 Å2 é equivalente à de duas moléculas de Chol 
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de cadeia reta orientadas verticalmente. A pressão de colapso da monocamada de 

colesterol é típica em 43 mN.m-1 [125].  

Nas monocamadas mistas, o colesterol induz um empacotamento das monocamadas 

de DPPC, como verificado pelo deslocamento das isotermas mistas de DPPC/Chol para 

áreas menores em comparação com o DPPC. Além disso, de acordo com o aumento da 

fração molar do colesterol, é possível observar o desaparecimento da região de 

coexistência LE-LC, e a fase gasosa passa diretamente para uma fase líquido-condensada. 

Basicamente, o Chol aumenta o efeito de condensação[123,126] da monocamada de 

DPPC. Tal efeito é devido à redução de área na isoterma de DPPC, por retirar uma 

porcentagem (30%, 50% ou 70 %) de moléculas de DPPC (mais expandida) e adicionar 

as mesmas porcentagens de uma molécula mais rígida que é o colesterol. 

A incorporação do EE2 na subfase (Figura 14) reduz o efeito do colesterol nas 

monocamadas mistas, induzindo um descolamento das isotermas π-A para áreas maiores 

por molécula, principalmente em xChol = 0,3 e 0,5. De fato, o maior efeito de expansão 

causado pelo EE2, mesmo a altas pressões, ocorreu na monocamada que mimetiza a 

composição de esterol de uma membrana de mamífero (xChol = 0,3)[127,128]. Além disso, 

é possível observar que, para o DPPC, Chol e DPPC/Chol, xChol= 0,5 e 0,7; em altas 

pressões, o EE2 foi expelido da interface ar/água.  

Uma variação similar da composição em monocamada foi usada por Dopierała e 

Skrzypiec[129] para investigar a interação do β-caroteno nas monocamadas de DPPC-

colesterol. A monocamada mais afetada pela incorporação de β-caroteno foi justamente 

a que apresentou XChol = 0,25. Arima et al.[130] também consideraram a razão molar 

DPPC-colesterol para explicar a baixa toxicidade do antifúngico natamicina em modelos 

de membrana celular. Neste caso, eles verificaram um efeito considerável da natamicina 

nas isotermas apenas quando a concentração de colesterol era de 50% em mol ou mais, 
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enquanto para a mistura que imita uma membrana celular real em mamíferos não 

ocorreram mudanças significativas.  

 

Figura 14: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C para as monocamadas de DPPC, 

colesterol e misturas de DPPC Chol (nas frações molares xChol= 0,3; 0,5 e 0,7) na subfase 

contendo água ultrapura ou EE2 10 µM.  

 

Compressibilidade  

De acordo com classificações propostas[111,112], o Cs-1 mostra as monocamadas 

de DPPC na presença ou ausência de EE2 na fase líquido-condensada (Cs-1 = 100-250 

mN.m-1). Com o aumento da proporção de colesterol na mistura binária (Figura 15-A) os 

valores de Cs-1 aumentam e, em xChol = 0,7 se assemelham à isoterma π-A fortemente 

condensada, próxima à monocamada de colesterol Cs-1> 250 mN.m-1.  
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Figura 15: (A) curvas do Cs-1 em função da pressão de superfície para monocamadas de 

DPPC, Chol e mistas (XChol 0,3; 0,5 e 0,7) obtidas das isotermas π-A na subfase contendo 

água ultrapura. (B) Gráfico de barras Cs-1 vs. a composição da monocamada obtido das 

isotermas π-A em π = 30 mN.m-1 na subfase contendo água ultrapura (preto) ou EE2 na 

concentração de 10 µM (cinza). 

 

É importante notar que a presença de EE2 nas monocamadas individuais ou mistas 

(Figura 15-B) não foi suficiente para promover a mudança da fase condensada para a fase 

líquida expandida (Cs-1< 100 mN.m-1). Para o xChol = 0,7, uma redução significativa (3 

vezes) ocorreu na presença de EE2, indicando o maior efeito de fluidez nessa proporção. 

Apesar da mudança para áreas maiores observadas nas isotermas de DPPC e DPPC/Chol, 

xChol = 0,3; a adição de EE2 na subfase não promove uma mudança significativa na 

elasticidade em geral. Este fato sugere a possibilidade das moléculas de EE2 estarem 

acomodadas na interface (entre as moléculas da monocamada), promovendo a expansão 

das monocamadas mistas, mas sem afetar sua elasticidade e transição de fase, mesmo em 

altas pressões superficiais (30 mN.m-1). 

 

Área de excesso  

Para os filmes mistos de DPPC/Chol em água ultrapura (Figura 16-A), os valores 

do excesso de área por molécula foram negativos em todas as faixas de pressões 

superficiais. De acordo com Miyoshi e Kato[131], tais valores para as monocamadas de 
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DPPC/Chol confirmam a contração da área média por lipídio com a adição de moléculas 

de esterol.  

 
Figura 16: área de excesso (Aexc) em função da fração molar de Chol em monocamadas 

de DPPC formadas em água ultrapura (A) e água ultrapura contendo 10 µM EE2 (B). 

 

Foi também notado que, em baixa pressão superficial, o desvio negativo em relação 

à linha pontilhada (ideal) é maior, enquanto que a altas pressões superficiais (por 

exemplo, 30 mN.m-1) aproxima-se da linha de idealidade. Como também confirmado 

pelas isotermas π-A, em estágios expandidos da compressão (baixas pressões 

superficiais) o colesterol reduz a mobilidade da cadeia de hidrocarbonetos de DPPC[132], 

de modo que a maior contração da área ocupada é causada pela diminuição do grau de 

liberdade das moléculas na monocamada[133]. Em estágios de alta compressão, o próprio 

processo da compressão mecânica das barreiras organiza verticalmente as moléculas, 

tornando a área de excesso quase nula. Além disso, um desvio positivo obtido na presença 

do hormônio (Figura 16-B) confirmou, assim como pela expansão nas isotermas, que ele 

ocupa alguma área na interface e pode até mesmo diminuir a interação atrativa entre 

DPPC e Chol.  

 

PM-IRRAS  

A Figura 17 mostra os espectros de PM-IRRAS registrados para monocamadas de 

Langmuir de DPPC e DPPC/Chol (xChol = 0,3), a 30 mN.m-1, na ausência e na presença 
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do hormônio, seguido dos valores referentes aos modos vibracionais das bandas presentes 

nos espectros, na Tabela 4. O intervalo de  número de onda de 900 a 1800 cm-1 

corresponde às vibrações dos grupos químicos presentes na cabeça anfifílica do 

fosfolipídio, o que, no caso da DPPC, está de acordo com a literatura[41,134]. Na 

presença do hormônio na subfase, Stunges et al.[135] apontaram interações íon-dipolo 

entre o DPPC e o grupo OH do anel fenólico do EE2: atrativa com o grupo catiônico 

colina (CN+(CH3)3) e repulsiva com o fosfato aniônico (PO4
2-), ambos grupos presente na 

cabeça polar do DPPC. Esses resultados são confirmados aqui ao observar os 

deslocamentos do espectro das bandas do DPPC referentes a esses grupos na presença do 

EE2: a νas(CN(CH3)3) apresentou o deslocamento de 970 para 960 cm-1 e a νsPO2
- se 

deslocou de 1078 para 1085 cm-1. Além disso, Hübner e Blume[136] sugerem que os 

deslocamentos de bandas do grupo P=O em direção a maiores números de onda são 

consequência da desidratação desse grupo, neste caso, causada pela presença do 

hormônio. 
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Figura 17: espectros de PM-IRRAS registrados para as monocamadas de Langmuir a 30 

mN.m−1 em água ultrapura como subfase para DPPC (linha preta) e DPPC/Chol, xChol = 

0,3 (linha azul) ou subfase contendo 100 µM de EE2: linha preta tracejada para DPPC e 

linha azul tracejada para a mistura binária. νs: estiramento simétrico; νas: estiramento 

antissimétrico; δ: deformação angular. 
 

Tabela 4: atribuições das principais bandas de vibração das monocamadas de DPPC e 

DPPC/Chol xChol = 0,3, juntamente com as mudanças induzidas pela interação com o EE2 

 

Grupo 

 

DPPC 

(cm-1) 

 

DPPC+EE2 

(cm-1) 

 

DPPC/Chol 

(cm-1) 

 

DPPC/Chol 

+EE2 (cm-1) 

 

νas(CN+N) 970 960 972 969 

νs(PO2
-) 1078 1085 1083 1090 

νas(PO2
-) 1221 1221 1221 1223 

δ(CH2) 1464 1469 1468 1469 

ν(C=O) 1740 1734 1734 1741 

νs(CH2) 2848 2854 2850 2856 

νas(CH2) 2918 2920 2920 2922 

νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico; : deformação angular. 

 

Mesmo com a adição de Chol na monocamada de DPPC, não houve mudanças 

significativas em termos de deslocamento de bandas em números de onda. Esse fato já 

foi observado por Arrondo et al.[137] em medidas de  espectroscopia de absorção no 
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infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), sugerindo que a presença do esterol 

parece não influenciar a hidratação das moléculas de água na região da cabeça do 

fosfolipídio[138,139], ou seja, não se altera a rede de ligações de hidrogênio que 

moléculas de água fazem com os grupo químicos da cabeça, principalmente com o grupo 

P=O.  

Os espectros de PM-IRRAS para estes sistemas binários ainda não são discutidos 

em profundidade na literatura, mas tais efeitos observados podem ser entendidos em 

termos do rearranjo molecular na monocamada de DPPC/Chol[140]. Sendo altamente 

hidrofóbicas, as moléculas de Chol tendem a estar distribuídas preferencialmente entre as 

moléculas de DPPC, minimizando o contato dos anéis do esterol com a água[126]. O 

grupo hidroxila do colesterol interage por meio de ligações de hidrogênio com o grupo 

cabeça polar DPPC. Por outro lado, ainda existem interações coesivas de Van der Waals 

entre os anéis de esterol das moléculas de Chol e as cadeias alquílicas de DPPC. 

O principal ponto a ser considerado analisando os espectros da região da cabeça do 

fosfolipídio é o efeito mais pronunciado do EE2 na mistura binária, quando comparado 

ao seu efeito na monocamada de DPPC. Enquanto para o espectro DPPC/EE2 as 

alterações na intensidade do sinal das bandas ocorreram em 970 cm-1 e 1078 cm-1 

(atribuídas ao estiramento antissimétrico do grupo colina como (CN+C) e estiramento 

simétrico do P=O (νsPO2
-), respectivamente), para o DPPC/Chol/EE2, além dessas 

bandas, também foram afetados o estiramento antissimétrico do P=O, νasPO2
- em 1221 

cm-1, a deformação angular do CH2 (δCH2) em 1464 cm-1, e a banda da carbonila não 

hidratada (C=O) em 1740 cm-1. Como verificado nas isotermas π-A, o DPPC/Chol (xChol 

= 0,3), quando comparado com o de DPPC, foi capaz de manter a interação com o EE2 

na interface, mesmo em estágios de alta compressão (30 mN.m-1), causando aqui o maior 

efeito em termos de mudanças na intensidade do sinal PM-IRRAS. 
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Algumas modificações substanciais também podem ser notadas na região de 2800 

a 3000 cm−1 em relação aos modos de estiramento em −CH2 (simétrico em 2848 cm-1 e 

antissimétrico em 2918 cm-1)[135,141]. Na presença de EE2, nas duas composições das 

monocamadas, as bandas de estiramento simétrico de −CH2 deslocaram 6 cm-1 para 

maiores número de onda. Além disso, a intensidade relativa entre os estiramentos CH2 

simétrico e antissimétrico (νsCH2/νasCH2) para DPPC e DPPC/Chol (XChol = 0,3) na 

presença de EE2 diminuiu de 0,51 para 0,44 e de 0,60 para 0,48, quando comparado com 

a subfase sem o hormônio. Estas diminuições sugerem um rearranjo das cadeias do DPPC 

na interface, aumentando o grau de ordenamento das monocamadas[142], provavelmente 

como resultado de interações eletrostáticas entre o EE2 e o DPPC. Este resultado 

concorda com o fato do EE2, em altas pressões, ser expulso da monocamada de DPPC e 

não permanecer na interface, favorecendo a interação do hormônio com os grupos 

hidratados colina e fosfato. Assim, possivelmente, a interação do EE2 na região periférica 

na cabeça polar da molécula de DPPC está causando tal ordenamento das cadeias 

hidrofóbicas do fosfolipídio.  

Para a mistura binária, esses efeitos de organização das caudas dos lipídios 

observados nos espectros PM-IRRAS se correlacionam com os valores de área de excesso 

em 30 mN.m-1, onde se observou que a interação de DPPC/Chol (xChol =0,3) foi 

aumentada pela presença de EE2 na interface. O EE2 foi responsável por enfraquecer as 

interações atrativas intermoleculares (diminuindo a miscibilidade) entre DPPC e 

Chol[143], confirmado no PM-IRRAS pelo ordenamento da monocamada mista na 

presença do hormônio.  

Em uma comparação entre DPPC e DPPC/Chol (XChol = 0,3), na ausência do EE2, 

a relação (νsCH2 / νasCH2) aumentou de 0,51 para 0,60 com a introdução do esterol na 

interface, indicando uma diminuição na organização das cadeias da monocamada. De 

fato, os valores negativos de Aexc é verificado no PM-IRRAS em termos da desordem do 
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DPPC na região da cauda, como consequência da miscibilidade e da interação atrativa 

entre DPPC-Chol.  

Na Figura 18 encontra-se um esquema que resume os principais efeitos do EE2 nas 

monocamadas. 

 

 
Figura 18: comparação dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas puras de DPPC, Chol 

e da mistura binária DPPC/Chol.  

 

3.2 DPPC/esfingomielina 
 

As isotermas π-A das monocamadas de DPPC, esfingomielina (SM) e as misturas 

binárias com as frações molares xSM 0,3; 0,5 e 0,7 obtidas em subfase contendo água 

ultrapura estão apresentadas na Figura 19. 
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Figura 19: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C para as monocamadas de DPPC, 

esfingomielina e misturas de DPPC/SM (nas frações molares xSM= 0,3; 0,5 e 0,7) na 

subfase contendo água ultrapura.  
 

A isoterma π-A de SM mostra características em concordância com resultados já 

publicados[75,144], com um valor inicial de área molecular média em 80 Å2 e área 

extrapolada em 57 Å2. Não há uma região de coexistência de fases (região da isoterma π-

A em que a pressão de superfície se mantém constante com a diminuição da área 

molecular média), como observado, por exemplo, nas isotermas de DPPC. Contudo exibe 

uma transição entre a fase líquido-expandida (LE) e líquido-condensada (LC) em π ≈ 10 

e 20 mN.m-1, respectivamente, com um platô em 15 mN.m-1. 

Observa-se que o perfil (mais que a posição) das isotermas π-A de DPPC é 

fortemente influenciado pela a incorporação de diferentes frações molares de SM. Em 

relação à posição, com exceção da curva de DPPC/SM com XSM= 0,7; para as demais 

proporções, os valores extrapolados de área por molécula na fase condensada se 

assemelham aos valores para a curva do DPPC, principalmente em pressões de superfície 

maiores.  
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Já o perfil das monocamadas mistas de DPPC variou com o aumento da proporção 

de SM. A presença de SM na monocamada de DPPC induziu um aumento na pressão de 

superfície que ocorre a transição da fase LE para a fase LC nas isotermas π-A, além de 

um alargamento da área ocupada pela fase LE. O mesmo efeito também foi observado 

por Alvares[145] et al. ao estudar a interação do peptídeo Polybia-MP1 com DPPC. Tal 

efeito foi explicado em termos dos valores de área de excesso, ao passo que as interações 

repulsivas entre peptídeo/fosfolipídio faz com que a mistura entre os componentes seja 

mais estável na fase LE em detrimento da fase LC (fase mais rígida, de maior 

empacotamento)[146].  

As isotermas π-A para monocamadas de DPPC contendo diferentes proporções de 

SM na presença e ausência do EE2 na subfase estão representadas na Figura 20. A 

presença do hormônio na subfase induziu um descolamento das isotermas para maiores 

área por molécula. É possível verificar que para as monocamadas de DPPC e para as 

misturas binárias, em valores maiores de pressão de superfície, o EE2 foi expelido da 

interface ar/água. O maior efeito do EE2 em termos de deslocamento, em todos os 

estágios da compressão, se deu para a isoterma π-A de esfingomielina, com área 

extrapolada na fase condensada aumentando de 57 para 65 Å2.  
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Figura 20: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C para as monocamadas de DPPC, SM e 

misturas de DPPC/SM (nas frações molares xSM= 0,3; 0,5 e 0,7) na subfase contendo água 

ultrapura ou EE2 10 µM. A área molecular média dos filmes mistos é dada considerando 

somente a área ocupada pelo DPPC. 

 

Compressibilidade 

A Figura 21-A expõe os valores de Cs-1 para monocamadas de DPPC, SM e as 

misturas de DPPC/SM. Esses valores confirmam o fato da isoterma de SM atingir a fase 

LC (Cs-1 > 100 mN.m-1) em pressões de superfície maiores que a do DPPC. Enquanto 

para o DPPC a transição da fase LE-LC (Cs-1 =100 mN.m-1) ocorre na pressão de 

superfície de 15 mN.m-1, para a SM este valor é de 23 mN.m-1.  

Na pressão de superfície π = 30 mN.m-1 todas as monocamadas (misturas ou não) 

se encontram na fase LC (Cs-1 =100-250 mN.m-1). Para essa pressão, a presença do EE2 

não provoca mudança de fase nas monocamadas (Figura 21-B). Porém, de um modo 

geral, causa a diminuição dos valores de Cs-1, o que está em concordância com a 

suavização observada no ponto de inflexão (região de platô) das isotermas π-A na 

presença do hormônio (Figura 20). 
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Figura 21: (A) curvas Cs-1 em função da pressão de superfície para monocamadas de 

DPPC, SM e mistas (xSM 0,3; 0,5 e 0,7) obtida das isotermas π-A na subfase contendo 

água ultrapura. (B) Gráfico de barras Cs-1 vs. a composição da monocamada obtido das 

isotermas π-A em π = 30 mN.m-1 na subfase contendo água ultrapura (preto) ou EE2 na 

concentração de 10 µM (cinza). 

 

Área de excesso  

A Figura 22 mostra os valores de Aexc para as monocamadas mistas obtidos das 

isotermas π-A na ausência (Figura 22-A) e na presença do EE2 na subfase (Figura 22-B). 

 
Figura 22: área de excesso (Aexc) em função da fração molar de SM em monocamadas de 

DPPC formadas em água ultrapura (A) e água ultrapura contendo 10 µM EE2 (B). 

 

Os valores de Aexc mostrando os desvios positivos em relação à idealidade (Figura 

22-A) sugerem que as interações intermoleculares DPPC-SM são menos atrativas que as 

interações DPPC-DPPC e SM-SM, principalmente para a mistura com xSM = 0,7 que 

apresentou os maiores valores de Aexc. Qualquer desvio da idealidade indica uma 
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interação. Assim, o aumento da pressão de transição de fase do DPPC na presença de SM, 

observado nas isotermas π-A (Figura 19), é confirmado aqui pelos valores positivos de 

Aexc, indicando a interação repulsiva do esfingolipídio com o fosfolipídio em água. Ainda, 

os maiores valores de Aexc são para as pressões de superfície π = 5 e 10 mN.m-1 sugerindo 

que a repulsão entre os componentes na mistura binária é mais proeminente na fase 

líquido-expandida[145].  

A presença do EE2 na subfase aquosa parece favorecer a diminuição das interações 

repulsivas entre DPPC-SM na mistura binária. Nas monocamadas contendo baixas 

frações molares de esfingomielina (xSM = 0,3) a Aexc assume valores negativos com a 

adição da EE2 no sistema (Figura 22-B), o que indica uma aumento da estabilidade dessas 

monocamadas[147]. De fato, para monocamadas mistas com baixo teor de SM (xSM = 

0,3) o efeito do EE2 em diminuir as interações repulsivas entre DPPC e SM é maior. Para 

elevados teores de SM (xSM ≥ 0,5), o efeito repulsivo da SM sobre as moléculas de DPPC 

supera o efeito do EE2 nas monocamadas, apresentando ainda, valores positivos de Aexc 

para esses sistemas. 

 

PM-IRRAS  

Os espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de SM, DPPC e 

DPPC/SM (xSM = 0,3), a 30 mN.m-1, na ausência e na presença do EE2 na subfase aquosa, 

são mostrados nas Figura 23 e Figura 24, respectivamente, e, os valores dos modos 

vibracionais das bandas presentes nos espectros, encontram-se dispostos na Tabela 5. 
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Figura 23: espectros de PM- para as monocamadas de Langmuir a 30 mN.m−1 para SM 

em água ultrapura como subfase (linha preta) ou subfase contendo 10 µM de EE2 (linha 

vermelha). νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico; δ: deformação 

angular. 

 

Na Figura 23 pode-se verificar para as monocamadas de SM, entre 900 e 1800 cm-

1, que a presença do EE2 na subfase (linha vermelha) não desloca significativamente as 

bandas (linha preta) da SM, às quais correspondem ao estiramento antissimétrico do 

grupo colina (νasCN+C= 970 cm-1), estiramento simétrico e antissimétrico do grupo P=O 

(νsPO2
- =1075 cm-1 e νas = 1231 cm-1) e a deformação angular do CH2 (δCH2) em 1465 

cm-1. O fato do EE2 não deslocar as bandas de vibrações dos grupos colina e fosfato pode 

indicar que a hidratação das cabeças polares da SM não é afetada pela presença do 

hormônio[148].  

A banda referente ao estiramento do grupo carbonila não hidratado (C=O), em 1756 

cm-1, que para o DPPC aparece em 1740 cm-1, para a SM tem-se um deslocamento de 16 

cm-1. O aumento no valor de frequência de vibração do C=O comprova que as moléculas 

de SM estão mais empacotadas[149] em relação às moléculas de DPPC, quando 
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analisadas a π=30mN.m-1. A frequência de vibração do grupo C=O em menores faixas no 

espectro de DPPC é consequência das ligações de hidrogênio entre as moléculas de água 

(subfase) e o grupo presente da cabeça do fosfolipídio. Sendo a monocamada de SM mais 

empacotada que a de DPPC, além dessas ligações de hidrogênio, também ocorre uma 

forte interação das cadeias de hidrocarbonetos presentes região hidrofóbica da 

molécula[150]. Portanto, a vibração da ligação C=O ocorrer em regiões de maiores 

frequências está diretamente relacionada ao fato de as monocamadas serem mais 

condensadas. A presença do EE2, por sua vez, desloca essa banda em 11 cm-1, novamente 

para menores números de onda, diminuindo assim o empacotamento da monocamada. 

Tal efeito está de acordo com o aumento da elasticidade (diminuição de Cs-1) observada 

na Figura 21-B para a monocamada de SM/EE2. Além disso, a alteração na intensidade 

relativa entre as bandas da deformação angular do −CH2 e o estiramento da carbonila, 

δCH2/νC=O, diminuiu drasticamente de 0,64 para 0,27 na presença do EE2, indicando a 

interação do hormônio preferencialmente com grupo carbonila, provavelmente pela 

ligação de hidrogênio do −OH do anel do EE2 com o oxigênio do C=O, localizado na 

região polar da molécula de SM. O mesmo mecanismo de interação foi reportado por 

Nakata et al.[151] no estudo da interação de filmes do fosfolipídio 1,2-dimiristoil-sn-

glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) com EE2.  

A contribuição no sinal de PM-IRRAS do grupo amida presente na cabeça polar da 

SM (amida I: 1600-1700 cm-1)[144,152] pôde ser observada na banda em 1679 cm-1. 

Geralmente, outra banda referente à esse grupo aparece em números de onda próximos a 

1650 cm-1[144,153]. Contudo, não foi possível observar devido a interferência na região 

em torno de 1600 cm-1, que aparece uma intensa banda orientada para baixo, sendo 

atribuída à deformação angular do grupo OH da água (δOH) [154,155].  

Na região de 2800 a 3000 cm-1 dos espectros PM-IRRAS, relativa aos modos de 

estiramento do grupo −CH2 presentes na região da cauda apolar dos lipídios, para a 
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monocamada de SM, duas bandas principais referentes aos estiramentos simétrico 

(νsCH2) e antissimétrico (νasCH2) apareceram em 2847 e 2921 cm-1, respectivamente. Na 

presença do EE2, não houve deslocamentos de banda nessa região do espectro. Além 

disso, a intensidade relativa entre as bandas do estiramento simétrico e antissimétrico 

−CH2 (νsCH2/νasCH2) praticamente não se alterou, aumentando de 0,49 para 0,52.  

Esses resultados indicam que o maior deslocamento observado na isoterma de SM 

na presença do EE2 na subfase, e a manutenção do hormônio na interface mesmo em altas 

pressões de superfície se deve à interação com o grupo carbonila não-hidratado. 

Entretanto, tal interação na região da cabeça polar não possui efeito significativo sobre as 

orientações moleculares das cadeias hidrofóbicas do lipídio. 

As mudanças espectrais mais acentuadas em virtude da presença do EE2 ocorreram 

na mistura binária DPPC/SM (xSM = 0,3), como mostrado na Figura 24. Para efeito de 

comparação, também foram plotados os espectros PM-IRRAS para as monocamadas de 

SM e DPPC, com e sem o hormônio na subfase.  
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Figura 24: espectros de PM-IRRAS para as monocamadas de Langmuir a 30 mN.m−1 para 

a mistura binária DPPC/SM, xSM= 0,3 em água ultrapura como subfase (linha verde 

escuro) ou subfase contendo 10 µM de EE2 (linha verde claro). νs: estiramento simétrico; 

νas: estiramento antissimétrico; δ: deformação angular.  
 

Tabela 5: atribuições das principais bandas de vibração das monocamadas de DPPC e 

DPPC/SM xSM =0,3, juntamente com as mudanças induzidas pela interação com o EE2 

 

Grupo 

 

DPPC 

(cm-1) 

 

DPPC+

EE2 

(cm-1) 

 

SM 

(cm-1) 

 

SM+EE2 

(cm-1) 

 

DPPC/SM 

(cm-1) 

 

DPPC/SM 

+EE2 

(cm-1) 

νas(CN+N) 970 960 970 968 964 971 

νs(PO2
-) 1078 1085 1075 1075 1077 1060 

νas(PO2
-) 1221 1221 1231 1240 1219 1217 

δ(CH2) 1464 1469 1465 1464 1454 1468 

ν(C=O) 1740 1734 1756 1745 1741 1731 

νs(CH2) 2848 2854 2847 2848 2948 2848 

νas(CH2) 2918 2920 2921 2920 2916 2916 

νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico; : deformação angular. 

 

Como discutido anteriormente, nas isotermas π-A em 30 mN.m-1, o EE2 é expulso 

da interface na monocamada de DPPC e a interação do DPPC/EE2 observada no PM-

IRRAS ocorre por meio de interações eletrostáticas do –OH do anel do hormônio com os 
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grupos carregados fosfato e colina presentes na região da cabeça polar do fosfolipídio. 

No caso das isotermas π-A de SM, o hormônio permanece na interface em todos os 

estágios de compressão da monocamada e, no espectro PM-IRRAS, a principal interação 

se dá com o grupo carbonila (C=O) não hidratado da cabeça polar, justamente 

posicionado na interface ar-líquido, quando organizado em elevadas pressões de 

superfície. 

De acordo com os valores positivos de área de excesso, as moléculas de DPPC e 

SM não formam uma monocamada miscível, ou possuem interação repulsiva entre elas. 

Logo, na monocamada de DPPC/SM (xSM = 0,3) exposta ao hormônio, parte das 

moléculas de EE2 interagem com o DPPC e outra parte com a SM. Os deslocamentos 

observados nas bandas referentes aos estiramentos dos grupos colina (νasCN+C: de  964 

cm-1 para 971 cm-1) e fosfato (νsPO2
-: de 1077 cm-1 para 1060 cm-1) na monocamada mista 

podem ser atribuídas à interação do hormônio com o DPPC. Por outro lado, a interação 

do EE2 com a SM na mistura DPPC/SM (xSM = 0,3) ocorreu na região da carbonila (1756 

cm-1), evidenciado pelo descolamento de 10 cm-1 dessa banda na presença do hormônio. 

Além disso, com o EE2 na subfase, verificou-se a inversão da intensidade das bandas 

referentes à amida I e C=O, mostrando que a interação do EE2 com o grupo C=O da SM 

pode estar perturbando a orientação dos grupos vizinhos à esta ligação, que, nesse caso, 

trata-se da amida I. 

Na região de maiores números de onda, constatou-se uma expressiva alteração de 

1,30 (sem EE2) para 0,61 (com EE2) na intensidade relativa das bandas referentes ao 

estiramento simétrico e antissimétrico (νsCH2/νasCH2) do grupo –CH2, (νsCH2: 2848 cm-

1
 e νasCH2: 2916 cm-1) presentes na cauda dos lipídios. Tal resultado pode ser relacionado 

com os valores de área de excesso calculados a partir das isotermas obtidas com o 

hormônio na subfase, nos quais, para a mistura DPPC/SM (xSM = 0,3), foram negativos 

(Figura 22-B). O EE2 foi responsável por diminuir a repulsão entre as moléculas de DPPC 
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e SM, acarretando em um ordenamento das caudas hidrofóbicas do DPPC e da SM na 

presença do hormônio, como verificado no espectro PM-IRRAS. O resumo dos principais 

efeitos do EE2 sobre a mistura binária discutida, encontra-se esquematizado na Figura 

25. 

 

Figura 25: comparação dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas pura de DPPC, SM e 

da mistura binária DPPC/SM. 

 

3.3 Esfingomielina/Colesterol 
 

Isotermas π-A  

Na Figura 26 são mostradas as isotermas π-A das monocamadas mistas de 

SM/Chol, com as frações molares xChol 0,3; 0,5 e 0,7.  
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Figura 26: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C para as monocamadas de SM, colesterol 

e misturas de SM/Chol (nas frações molares de colesterol xChol= 0,3; 0,5 e 0,7) em subfase 

contendo água ultrapura.  

 

Os efeitos causados pela presença do Chol na monocamada de SM são basicamente 

os mesmos observados para a mistura DPPC/Chol: o colesterol induz a condensação da 

monocamada de esfingomielina, sendo possível observar o desaparecimento do ponto de 

transição de fase LE-LC já na proporção contendo xChol= 0,3 quando comparado à 

monocamada de SM.  

O efeito do colesterol nas monocamadas de DPPC e SM são mostrados na Tabela 

6 e podem ser obtidos por meio do cálculo da porcentagem de condensação, segundo a 

equação proposta por Ali et al.[156] : 

%condensação= [(Aideal-A12)/Aideal]x100 

onde a Aideal é calculada pela área por molécula referente ao componente puro 

multiplicado pela fração molar do componente, e A12 é a área molecular ocupada, 

determinada experimentalmente.  
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Tabela 6: condensação do Chol em monocamadas mistas de DPPC e SM 

 

Lipídio 

Pressão de 

superfície 

(mN.m-1) 

Porcentagem de condensação da monocamada (%) 

XChol = 0,3 XChol = 0,5 XChol = 0,7 

 

 

DPPC 

5 14,5 21,6 18,3 

10 3,6 6,9 8,6 

20 1,1 2,0 5,2 

30 0 0 4,2 

 

 

SM 

5 27,3 26 22,3 

10 23,2 20,0 16,8 

20 14,5 11,0 10,4 

30 6,5 3,7 5,3 

 

É possível verificar na Tabela 6 que o efeito de condensação do colesterol na 

monocamada de SM foi maior do que na de DPPC. Além disso, a condensação mais 

significativa das monocamadas de SM/Chol ocorreu nas pressões de 5 e 10 mN.m-1, 

estágios nos quais as monocamadas se encontram na fase líquido-expandida.   

É reportado na literatura[140,150,157] que o colesterol interage mais fortemente 

com a esfingomielina do que com os glicerofosfolipídios, como o DPPC. Tal fato está 

relacionado às ligações de hidrogênio entre SM/Chol serem mais fortes do que entre 

DPPC/Chol. O átomo que está ligado covalentemente a um hidrogênio é chamado o 

doador de ligação de hidrogênio, enquanto que os demais átomos envolvidos na interação 

intermolecular são os aceptores (Figura 27). A diferença importante é que na região 

interfacial da SM há tantos grupos doadores da ligação de hidrogênio como grupos 

aceptores, enquanto o grupo colina (fosfatidil) contém apenas grupos aceptores da ligação 

de hidrogênio (Figura 27). Esses grupos doadores (hidroxila e amida) dos esfingolipídios 

são os responsáveis por formar uma extensa rede estabilizadora de ligação de hidrogênio 

na superfície das mono ou bicamadas[158]. Além disso, o fato de a % de condensação 

diminuir à medida em que se aumenta a pressão de superfície, é justamente porque em 

baixas pressões de superfície (por exemplo, 5 mN.m-1) esses grupos estão em contato com 

a água e formam uma rede de ligações de hidrogênio mais intensa do que quando estão 

organizados verticalmente (altas pressões). 



 

68 Capítulo 3. Resultados: Monocamadas de Langmuir 

 
Figura 27: grupos funcionais de moléculas biológicas envolvidas na ligação de 

hidrogênio. Estrutura molecular da SM e DPPC: os grupos aceptores de ligações de 

hidrogênio estão indicados com setas azuis e os doadores com setas vermelhas. Adaptado 

de Slotte[150]. 

 

As isotermas π-A de SM/Chol na presença do EE2 na subfase é mostrada na Figura 

28.   

 
Figura 28: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C para as monocamadas de SM, Chol e 

misturas de SM/Chol (nas frações molares xSM= 0,3; 0,5 e 0,7) na subfase contendo água 

ultrapura ou EE2 10 µM. A área molecular média dos filmes mistos é dada considerando 

somente a área ocupada pela SM.  
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Em todas as misturas de SM/Chol é observado um deslocamento nas curvas π-A 

para maiores áreas na presença do EE2 na subfase aquosa. Nas proporções xChol=0,5 e 

0,7; na fase líquido-condensada, o EE2 foi expelido da interface ar/água e as áreas obtidas 

na presença do hormônio se igualaram àquelas obtidas somente em água ultrapura. 

Novamente, o maior efeito de expansão (aproximadamente 5Å2) causado pelo hormônio 

se deu para a mistura SM/Chol, xChol=0,3 e o hormônio permaneceu na interface ar/água 

até o colapso da monocamada. No caso da mistura SM/Chol é possível predizer que o 

efeito se deu pela maior afinidade do hormônio à SM, uma vez que que tal proporção de 

xChol=0,3 contém 70% do esfingolipídio. Tal efeito é diferente do observado para a 

mistura de DPPC/Chol, XChol=0,3; que também se obteve o maior deslocamento da 

isoterma na presença do EE2, porém não em decorrência da maior afinidade do hormônio 

pela monocamada de DPPC, visto que o EE2 é expelido da interface em altas pressões de 

superfície.  

 

Compressibilidade 

O gráfico dos valores de Cs-1 vs a pressão superficial (π) para monocamadas de SM, 

Chol e as misturas de SM/Chol são mostrados na  Figura 29-A. Os valores para as 

monocamadas SM/Chol, com xChol= 0,5 e 0,7 são característicos de monocamadas 

fortemente condensadas. Com a diminuição da proporção de esterol na mistura (xChol= 

0,3) a curva de Cs-1 torna-se mais suavizada e decai para menores valores, porém não o 

suficiente para a mudança de fase. Aliás, mesmo a menor proporção de Chol é suficiente 

para deixar a monocamada de SM mais rígida, pois atinge rapidamente a fase LC (Cs-1 

=100 mN.m-1), na de pressão de superfície 8 mN.m-1 (Figura 29-A, curva rosa). 

O gráfico de barras contendo os valores de Cs-1 na pressão de 30 mN.m-1 obtidos 

das isotermas π-A puras e mistas, em subfase contendo água ultrapura ou EE2, são 

mostrados na Figura 29-B. O EE2 causou uma redução no módulo compressional em 
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todas as misturas, apontando a ação do hormônio em fluidificar as monocamadas. 

Contudo, as monocamadas ainda permaneceram na fase condensada, com valores de Cs-

1 maiores que 250 mN.m-1. Como a mistura SM/Chol forma monocamadas mais 

condensadas, o efeito do hormônio EE2 foi menos pronunciado em termos de alterações 

da elasticidade.  

 
Figura 29: (A) curvas Cs-1 em função da pressão de superfície para monocamadas de SM, 

Chol e mistas (xChol 0,3, 0,5 e 0,7) obtida das isotermas π-A na subfase contendo água 

ultrapura. (B) Gráfico de barras Cs-1 vs. a composição da monocamada obtido das 

isotermas π-A em π = 30 mN.m-1 na subfase contendo água ultrapura (preto) ou EE2 na 

concentração de 10 µM (cinza). 

 

Área de Excesso 

A Figura 30 apresenta a área de excesso para os sistemas mistos SM/Chol tanto 

para monocamadas de SM formadas tanto em água ultrapura (Figura 30-A) como 

contendo 10 µM de EE2 na subfase (Figura 30-B). 
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Figura 30: área de excesso (Aexc) em função da fração molar de Chol em monocamadas 

de SM formadas em água ultrapura (A) e em água ultrapura contendo 10 µM EE2 (B). 

 

Todas as misturas exibiram valores de Aexc<0, o que comprova o comportamento 

não ideal e a miscibilidade das monocamadas investigadas. Para as misturas em subfase 

de água ultrapura a Aexc foi maior para a proporção em xChol= 0,3, sugerindo que tal 

mistura possui interações atrativas mais intensas que as demais. Também foi possível 

verificar que as áreas são menores (mais negativas) para misturas contendo SM/Chol em 

comparação com aquelas compostas por DPPC/Chol. Este fato confirma a magnitude do 

efeito de condensação induzido pelo colesterol ser maior na mistura com a SM. Ainda, o 

EE2, principalmente em altas pressões de superfície, diminuiu as interações atrativas 

entre SM e Chol, como verificado pela aproximação da curva à linha da idealidade na 

pressão de 30 mNm-1. Contudo, tal ação do hormônio nas monocamadas mistas não foi 

suficiente para as monocamadas sofrerem desvios positivos, como no caso do verificado 

nas monocamadas de DPPC/Chol (Figura 16-A). 

 

PM-IRRAS 

Os espectros PM-IRRAS obtidos na pressão de 30 mN.m-1 dos filmes mistos de 

SM/Chol, xChol=0,3; contendo ou não EE2 na subfase, bem como as atribuições dos 

principais modos vibracionais apresentados na Figura 31 e Tabela 7, respectivamente.  
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Figura 31: espectros de PM-IRRAS das monocamadas de Langmuir a 30 mN.m−1 para a 

mistura binária SM/Chol, xChol= 0,3 em água ultrapura como subfase (linha rosa) ou 

subfase contendo 10 µM de EE2 (linha rosa claro). νs: estiramento simétrico; νas: 

estiramento antissimétrico; δ: deformação angular. 
 

Tabela 7: atribuições das principais bandas de vibração das monocamadas de SM e 

SM/xChol =0,3, juntamente com as mudanças induzidas pela interação com o EE2 

 

Grupo 

 

SM 

(cm-1) 

 

SM+EE2  

(cm-1) 

 

SM/Chol (cm-1) 

 

SM/Chol +EE2 

(cm-1) 

 

νas(CN+N) 970 968 970 971 

νs(PO2
-) 1075 1075 1077 1065 

νas(PO2
-) 1231 1240 1239 1250 

δ(CH2) 1465 1464 1473 1473 

ν(C=O) 1756 1745 1753 1740 

νs(CH2) 2847 2848 2850 2856 

νas(CH2) 2921 2920 2920 2922 

νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico; : deformação angular. 

 

Na presença de EE2, a banda referente ao C=O foi deslocada para menores números 

de onda, de 1753 cm-1 para 1740 cm-1. A análise para o espectro da SM e DPPC sobre o 

deslocamento dessa banda pode ser utilizada também nesse caso: a presença do EE2 na 

monocamada de SM/Chol, xChol=0,3 deslocando a banda do C=O para menores números 

de onda indica a diminuição do empacotamento da monocamada mista (como confirmado 
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pela diminuição de Cs-1, Figura 29. Consequentemente, o hormônio causa o 

enfraquecimento das forças atrativas entre as moléculas de SM e Chol, como verificado 

no gráfico de área de excesso (Figura 30) que, para a mistura contendo xChol=0,3 a área 

de excesso na pressão de 30 mN.m-1 chegou a valores próximos a zero, indicando 

praticamente a ausência de interações entre os componentes da mistura binária. Além 

disso, tal deslocamento no espectro PM-IRRAS da monocamada mista pode ser ainda 

devido à própria interação do hormônio com o grupo não-hidratado da SM, assim como 

apontando nos espectros da SM na presença do EE2. 

Diferentemente da influência do EE2 na monocamada de SM, para mistura 

SM/Chol, xChol=0,3 são observadas mudanças no espectro PM-IRRAS no grupo hidratado 

fosfato (P=O), mais precisamente na banda referente ao estiramento simétrico, νs, desse 

grupo (em 1077 cm-1), que descolou, na presença do hormônio, 12 cm-1 para menores 

números de onda. Sendo o grupo P=O sensível às interações de hidrogênio, estas podem 

ser atribuídas à interação com o EE2 (e não com o colesterol), por meio da hidroxila –OH 

presente no anel da molécula do hormônio. Tal constatação é possível, visto que 

praticamente não há diferenças na vibração do estiramento simétrico do grupo P=O para 

a SM e para a mistura SM/Chol, xChol=0,3, que ocorre em 1075 cm-1 e 1077 cm-1, 

respectivamente. 

Finalmente, para o intervalo de frequências entre 2800 e 3000 cm-1, o EE2 não 

proporciona relevantes descolamentos tanto nas vibrações de estiramento simétrico do 

−CH2 (2851 cm-1 deslocado para 2848 cm-1), como no assimétrico em 2921 cm-1, que não 

se altera. A única mudança se deu na intensidade relativa entre o estiramento simétrico e 

antissimétrico −CH2 (νsCH2/νasCH2) para SM e SM/Chol (xChol = 0,3), que na presença 

do EE2 diminuiu de 0,58 para 0,47, indicando um maior ordenamento das cadeias 

hidrofóbicas. Assim como para as outras monocamadas mistas na presença do hormônio, 

tais efeitos de ordenamento observados nos espectros PM-IRRAS podem ser relacionados 
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com os valores de área de excesso em 30 mN.m-1, no qual para a mistura SM/Chol (xChol 

= 0,3), o EE2 foi responsável por desfavorecer as interações atrativas intermoleculares 

entre SM e Chol. 

Os principais efeitos do EE2 sobre as monocamadas de SM/Chol encontram-se 

resumidos na Figura 32.  

 
Figura 32: comparação dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas pura de SM, Chol e da 

mistura binária SM/Chol. 

 

3.4 DPPC/colesterol/esfingomielina 
 

Isotermas π-A  

As isotermas π-A para os filmes mistos de DPPC/Chol/SM nas proporções molares 

1/1/1 e 7/2/1 são apresentadas na Figura 33 e foram obtidas em subfase contendo água 

ultrapura ou solução aquosa de EE2 com concentração final de 1.10-5 mol.L-1. Para tais 

proporções, os perfis e valores médios extrapolados de área molecular correspondem aos 

encontrados em outros trabalhos[159,160], com 46 e 52 Å2 para DPPC/Chol/SM 1/1/1 e 

7/2/1, respectivamente. Tais valores confirmam o efeito condensador do colesterol em 

monocamadas mistas, sendo maior para isoterma contendo a maior proporção do esterol 

na mistura ternária (1/1/1).  É possível verificar também que a maior proporção de 

colesterol na mistura ternária elimina a região de transição de fase LE-LC, visto que essa 



 

75 Capítulo 3. Resultados: Monocamadas de Langmuir 

só aparece para a mistura DPPC/Chol/SM 7/2/1 na pressão superficial de 8 mN.m-1, 

mesmo valor de pressão em que ocorre a transição na isoterma π-A formada somente por 

DPPC.  

A presença do EE2 nas monocamadas mistas ternárias causou o deslocamento da 

área molecular média para maiores valores, contudo a expansão das curvas se deu para 

valores de pressão superficial abaixo 20 mN.m-1 para a proporção 1/1/1 e 15 mN.m-1 para 

7/2/1. Acima desses valores de pressão, para ambas as composições das misturas 

ternárias, a área molecular média deslocou para valores inferiores aos observados para as 

monocamadas ternárias na ausência do hormônio, sugerindo uma compactação da 

monocamada. 

 
Figura 33: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C na subfase contendo água ultrapura (linha 

sólida) ou água ultrapura contendo 10 µM EE2 (linha pontilhada) para as monocamadas 

mistas de DPPC/Chol/SM, nas proporções molares 1/1/1 (A) e 7/2/1 (B).  
 

Compressibilidade 

Além do efeito condensador, a influência do colesterol se reflete também no 

aumento da rigidez das monocamadas mistas. Tais efeitos foram confirmados pelos 

valores do módulo compressional (Cs-1) mostrados na Figura 34. Para a monocamada 

contendo 20% em mol de colesterol, ou seja, DPPC/Chol/SM (7/2/1), os valores de Cs-1 

se encontram na fase LC (Cs-1 =100-250 mN.m-1). Com a maior proporção de colesterol 

na mistura, DPPC/Chol/SM (1/1/1), o Cs-1 para as monocamadas na ausência do 
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hormônio atingiu fases rígidas, com valores maiores 250 mN.m-1. Na pressão de 

superfície π = 30 mN.m-1 o efeito do EE2 se deu em diminuir a rigidez das monocamadas, 

que, para ambas as proporções se encontram na fase LC (Cs-1 =100-250 mN.m-1). A ação 

do hormônio em deixar a monocamada mais elástica foi mais acentuada na mistura com 

proporção 1/1/1, contendo mais colesterol, corroborando com os resultados das misturas 

binárias, nas quais os maiores decréscimos de Cs-1 em decorrência do EE2 foram para 

misturas com 30% ou mais de colesterol na composição.  

 
Figura 34: (A) curvas Cs-1 em função da pressão de superfície para monocamadas 

formadas pela mistura ternária de DPPC/Chol/SM nas proporções molares 1/1/1 e 7/2/1, 

obtidas das isotermas π-A na subfase contendo água ultrapura. (B) Gráfico de barras Cs-

1 vs. a composição da monocamada obtido das isotermas π-A em π = 30 mN.m-1 na 

subfase contendo água ultrapura (preto) ou EE2 na concentração de 10 μM (cinza). 

 

PM-IRRAS 

A Figura 35 apresenta os espectros PM-IRRAS obtidos a uma pressão de superfície 

de 30 mN.m-1 para monocamadas de DPPC/Chol/SM (7/2/1) em subfase contendo água 

ultrapura e após a adição de EE2, seguida da Tabela 8 com as atribuições dos modos 

vibracionais dos grupos químicos identificados nos espectros.  
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Figura 35: espectros de PM-IRRAS das monocamadas de Langmuir a 30 mN.m−1 

formadas pela mistura ternária DPPC/Chol/SM na proporção molar 7/2/1 em água 

ultrapura como subfase (linha roxa) ou subfase contendo 10 μM de EE2 (linha roxo-

claro). νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico; : deformação angular. 
 

Tabela 8: atribuições das principais bandas de vibração das monocamadas 

DPPC/Chol/SM, na proporção 7/2/1, juntamente com as mudanças induzidas pela 

interação com o EE2 

Grupo DPPC/Chol/SM 

(cm-1) 

DPPC/Chol/SM+EE2 

(cm-1) 

νas(CN+N) 962 968 

νs(PO2
-) 1092 1075 

νas(PO2
-) 1222 1240 

δ(CH2) 1475 1457 

ν(C=O) 1740 1744 

νs(CH2) 2846 2848 

νas(CH2) 2914 2916 

νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico; : deformação angular. 

 

Na região interfacial da monocamada ternária (entre 900 e 1800 cm-1), os principais 

grupos químicos presentes na região polar do DPPC e SM não foram afetados pela 

presença no EE2 na subfase, tais como o estiramento antissimétrico do grupo colina 

(νasCN+C= 962 cm-1, ombro), o estiramento antissimétrico do grupo P=O (1222 cm-1) e a 

banda referente ao estiramento do grupo carbonila não hidratado (C=O em 1740 cm-1). 
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As alterações observadas em decorrência da presença do hormônio na subfase se 

deram para o estiramento simétrico do grupo P=O, que apresentou um deslocamento de 

27 cm-1 para menores comprimento de onda (de νas= 1092 cm-1 para νas= 1075 cm-1) e 

também para a deformação angular do CH2 (δCH2) em 1475 cm-1, deslocando para 1457 

cm-1. Além disso, a banda em 1680 cm-1 referente ao grupo amida presente somente na 

região polar da molécula de SM[161] não foi observada no espectro da mistura ternária 

formada na presença no EE2. É reportado que o deslocamento de banda do grupo P=O 

em para menores número de onda, como neste caso, é consequência do aumento da 

hidratação desse grupo[162], indicando que a presença do hormônio está deixando tal 

grupo menos exposto à interface ar-água. 

Na região de 2800 a 3000 cm-1 dos espectros PM-IRRAS, as duas bandas principais 

centralizadas em 2846 e 2914 cm-1 para a monocamada de DPPC/Chol/SM são atribuídas 

aos modos de estiramento simétrico e antissimétrico, respectivamente, do grupo CH2, 

presentes nas cadeias alquílicas dos fosfolipídios[163]. É possível verificar que o EE2 

não proporciona mudanças significativas em termos de deslocamentos de bandas nem em 

relação à intensidade relativa entre os estiramentos simétrico e antissimétrico −CH2 

(νsCH2/νasCH2), que aumentou levemente de 0,56 (DPPC/Chol/SM) para 0,58 

(DPPC/Chol/SM + EE2). Isto significa que a presença do EE2 na subfase não induz 

alterações significativas na estruturação e organização das cadeias alquílicas na 

monocamada ternária. 

A interação preferencial do EE2 com os grupos químicos hidratados (νas P=O, δCH2 

e o grupo amida da SM) e a ausência de interação do hormônio na região das caudas dos 

fosfolipídios podem estar diminuindo o contato do colesterol com a água, aumentando a 

hidrofobicidade da molécula. Assim, na presença do EE2, com o aumento da pressão 

superficial causado pela compressão da monocamada, as moléculas de colesterol tendem 

a se organizarem e a se localizarem preferencialmente entre as cadeias apolares das 
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moléculas de DPPC e SM, não sendo mais inteiramente sentidas na interface, causando 

assim o deslocamento para menores áreas da isoterma π-A a partir de π=15 mN.m-1.  

Na Figura 36 encontra-se uma ilustração mostrando as mudanças da organização 

da mistura ternária de DPPC/Chol/SM na presença do hormônio, gerando tanto as 

alterações citadas nos espectros PM-IRRAS como às evidenciadas nas isotermas π-A para 

essa mistura ternária. Além disso, em seguida é apresentado um resumo da ação do EE2 

sobre as monocamadas formadas pela mistura ternária DPPC/Chol/SM (Figura 37). 

 
 

Figura 36: ilustração da organização da monocamada mista de DPPC/Chol/SM em (A) 

água ultrapura, (B) na presença de EE2 na subfase, mostrando a diferença na organização 

do colesterol na presença do EE2. O tamanho das moléculas e as áreas ocupadas na 

interface não estão em escala.  
 

 

Figura 37: comparação dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas de DPPC/Chol/SM. 
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3.5 POPC 
 

Isoterma π-A 

Na Figura 38 são apresentadas as isotermas π-A das monocamadas de POPC 

obtidas na ausência e na presença no EE2 na subfase. O POPC forma uma monocamada 

sem pontos definidos de transição de fase, com área extrapolada média em 82 Å2 e pressão 

de colapso em 45 mN.m-1, valor menor em comparação com o fosfolipídio saturado 

(DPPC). 

 
Figura 38: isotermas π-A obtidas a 23,0 ± 0,5º C para as monocamadas de POPC na 

subfase contendo água ultrapura ou EE2 10 μM.  

 

As alterações nas isotermas π-A de POPC em decorrência da presença do EE2 na 

subfase (expansão de 9 Å2 da área extrapolada) são observadas mesmo em altas pressões 

superficiais, indicando que o EE2 permanece na interface até o colapso da monocamada. 

Em relação aos lipídios puros utilizados nesse trabalho, o POPC é o composto que obteve 

a interação mais forte com o hormônio. Tanto o DPPC saturado quanto a SM apresentam 

o mesmo grupo fosfatidilcolina do POPC. Portanto, tais diferenças na interação são 

possíveis de se atribuir à insaturação presente na cadeia alifática do POPC. Pereira et 
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al.[164] também observaram a preferência da interação da molécula Eosina Y com 

fosfatidilcolinas insaturadas. Os autores relacionaram ao fato de que na temperatura 

ambiente (23° C), o POPC, com temperatura de transição de fase em Tm = -2º C, se 

encontra na fase fluida, onde as cadeias são mais desordenadas e menos compactadas, 

facilitando a incorporação do composto na monocamada. 

 

Compressibilidade 

Os valores de Cs-1 para as monocamadas de POPC obtidas tanto em água ultrapura 

como em subfase contendo 10 µM do EE2 são mostrados na Figura 39. A dupla ligação 

presente em uma das cadeias de hidrocarbonetos do POPC impede o empacotamento 

eficiente das moléculas e, portanto, o valor máximo de compressibilidade chega somente 

a Cs-1= 105 mN.m-1 e é atingido em π ~ 40 mN.m-1, próximo ao colapso da monocamada. 

Em pressões de superfície menores, como em π= 30 mN.m-1, por exemplo, as 

monocamadas de POPC puro encontram-se na fase líquido-expandida, como observado 

pelos valores de Cs-1 ≤ 100 mN.m-1. O fato das monocamadas do POPC serem menos 

empacotadas, menos rígidas e já estarem em uma fase fluida, a inserção do hormônio na 

interface é facilitada. Assim, a presença do EE2, apesar de deslocar a monocamada para 

maiores áreas, não causa grandes mudanças na compressibilidade (Figura 39-B).  
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Figura 39: (A) curvas de Cs-1 em função da pressão de superfície para monocamadas de 

POPC obtidas das isotermas π-A na subfase contendo água ultrapura (linha preta) ou 10 

µM de EE2 (linha cinza). (B) Gráfico de barras Cs-1 obtido das isotermas π-A de POPC 

em π = 30 mN.m-1 na subfase contendo água ultrapura (preto) ou EE2 na concentração de 

10 μM (cinza).  

 

PM-IRRAS 

Os efeitos do EE2 no espectro PM-IRRAS, obtidos em π=30 mN.m-1, do POPC são 

mostrados na Figura 40. O estiramento antissimétrico do grupo colina νas (CN+C) foi 

deslocado de 985 para 997 cm−1 após a interação com EE2. Além disso, a intensidade do 

sinal PM-IRRAS para essa banda diminuiu drasticamente, o que refletiu na mudança da 

intensidade relativa entre as bandas do estiramento antissimétrico do grupo colina (νas 

CN+C) e o estiramento simétrico do grupo P=O (νasCN+C/νs PO2
−), aumentando de 0,80 

para 3,3 na presença no hormônio. A banda referente ao estiramento antissimétrico do 

grupo P=O também deslocou de νasPO2
−~ 1226 cm-1 para 1207 cm-1, que, como já 

discutido na seção das misturas ternárias, indica o aumento da hidratação desse grupo. As 

moléculas de DPPC e POPC apresentam os mesmos grupos na região polar da molécula, 

razão pela qual poderia se esperar para o POPC as mesmas interações íon-dipolo do EE2 

com os grupos colina e fosfato do DPPC, o que se confirmou com as alterações descritas 

para tais grupos. 
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Figura 40: espectros de PM-IRRAS das monocamadas de Langmuir a 30 mN.m−1 

formadas pelo POPC em água ultrapura como subfase (linha preta) ou subfase contendo 

10 μM de EE2 (linha cinza). νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico. 
 

Tabela 9: atribuições das principais bandas de vibração da monocamada de POPC na 

ausência e na presença do EE2 na subfase 

Grupo POPC (cm-1) POPC+EE2 (cm-1) 

νas(CN+N) 985 997 

νs(PO2
-) 1090 1089 

νas(PO2
-) 1226 1207 

ν(C=O) 1726 1738 

νs(CH2) 2860 2853 

νas(CH2) 2915 2903 

νs(CH3) 2938 2932 

ν(C=O) 3000 3008 

νs: estiramento simétrico; νas: estiramento antissimétrico. 

 

A banda relativa ao estiramento do grupo carbonila ν(C=O) do POPC está centrada 

em 1726 cm−1. Como já discutido para o DPPC (νC=O ~1740cm-1) e SM (νC=O ~1756 

cm-1), a posição dessa banda depende da hidratação da região polar do lipídio, além da 

polaridade do meio. A localização dessa banda em menores números de onda quando 

comparados aos outros dois lipídios confirma a maior fluidez para a monocamada de 
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POPC[149]. Após a interação com EE2, houve um deslocamento para νC=O~1740 cm-1, 

o que pode estar relacionado às próprias alterações na solvatação do grupo carbonila[165].  

Com a insaturação em uma da cadeias de hidrocarbonetos do POPC, a região do 

espectro de 2800 a 3000 cm-1 que, para os lipídios saturados só apareciam as vibrações 

do grupo −CH2 (aqui νsCH2 ~ 2860 cm-1 e νasCH2 ~ 2915 cm-1); agora notam-se as bandas 

referentes ao estiramento antissimétrico νsCH3, em 2938 cm-1 e do estiramento do grupo 

νHC=CH, em ~3000 cm-1. As modificações nesta região do espectro PM-IRRAS do 

POPC em decorrência do efeito do EE2 foram drásticas: i) os estiramentos simétrico 

νsCH2 e antissimétrico νasCH2 foram deslocados para menores números de onda, 2853 e 

2903 cm-1, respectivamente; (ii) o estiramento antissimétrico νasCH3 diminuiu 7 cm-1 e 

νHC=CH foi deslocado de 3000 para 3008 cm-1; iii) houve uma inversão na intensidade 

do sinal PM-IRRAS das bandas de νsCH2 e νasCH2, o que causou a brusca mudança da 

relação (νsCH2/νasCH2) de 0,58 para 1,93, indicando a desorganização das cadeias do 

fosfolipídio.   

Essas mudanças espectrais induzidas pelo EE2 fortalece a ideia de que o hormônio 

está localizado na região das caudas de hidrocarbonetos da monocamada de POPC, de 

modo a ter penetrado nas caudas ou ser levado para essa região no momento da formação 

do filme, durante o processo de compressão das barreiras. Além disso, tais resultados 

complementam a análise das isotermas π-A, as quais, na presença do hormônio, 

permanecem deslocadas para maiores áreas até o colapso da monocamada. Os principais 

efeitos do hormônio na monocamada de POPC estão esquematizados na Figura 41. 
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Figura 41: resumo dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas de POPC.  
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Capítulo 4. Resultados: Vesículas Unilamelares 

Gigantes 

4.1 DPPC/Colesterol 
 

Para investigar os efeitos do EE2 em bicamadas lipídicas, foram obtidas GUVs 

compostas por DPPC e DPPC/Chol (xChol = 0,3) e, em seguida, as vesículas foram 

expostas em solução de hormônio de acordo com o método descrito nos procedimentos 

experimentais.  

Tanto para DPPC quanto para DPPC/Chol, forma obtidas GUVs com conformação 

estável, ou seja, fase  gel – Lβ para DPPC[166] puro e fase ou líquido-ordenada (Lo) para 

mistura binária DPPC/Chol[167]. Não foram observadas perda de contraste de fase óptica 

das vesículas. De fato, 16 ± 2% das GUVs formadas por DPPC/Chol na ausência de 

hormônio perderam o contraste de fase. No entanto, este efeito começou a ser verificado 

apenas 50 minutos após a inserção das GUVs em solução de glicose. 

A incorporação de 100 µM de EE2 em GUVs compostas por DPPC (Figura 42) 

parece induzir um estresse na curvatura da bicamada (Figura 42-B e C), promovendo 

alterações na conformação e forma das vesículas.  

 
Figura 42: microscopias de contraste de fase obtidas para GUVs DPPC na presença de 

100 µM EE2 após 1 (A), 5 (B) e 20 (C) minutos de exposição ao hormônio. 

 

Esse único efeito começou ser observado em menos de 5 minutos, logo após a 

exposição das GUVs ao EE2, e em 30 minutos após a gravação, um total de 31,0 ± 0,5% 
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das GUVs foram afetadas. Tal efeito pode estar relacionado à presença do hormônio, uma 

vez que a forma verificada difere da forma assimétrica observada na formação das 

vesículas na ausência do EE2 (Figura 43-A). De fato, este comportamento semelhante a 

gel (fase de gel - Lβ) é frequente nas GUV do DPPC, sendo atribuídas quando as vesículas 

são analisadas à temperatura ambiente[168]. As GUVs afetadas devido à presença do 

hormônio e suas diferenças com as de DPPC que estão na fase Lβ' são mostradas na 

Figura 43-B e C. 

 
Figura 43: diferenças entre a forma da fase de gel-Lβ' para GUVs de DPPC (A) e o 

formato adquirido na presença de EE2 (B). 

 

Por outro lado, como mostrado na Figura 44, o efeito observado como resultado da 

exposição ao EE2 nas GUVs compostas por DPPC/Chol (XChol = 0,3) foi a perda de 

contraste de fase em 35,5 ± 1,2% das vesículas analisadas.  

 

 
Figura 44: micrografias de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol, XChol=0,3; expostas 

ao EE2 e coletadas com 0 minutos (A) e depois de 10 minutos (B) de aquisição. 
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As vesículas permaneceram estáveis durante aproximadamente 10 minutos, quando 

começam a perder o contraste. Como mostrado para valores de Aexc de monocamadas de 

DPPC/Chol, especialmente na proporção específica de xChol=0,3; o EE2 foi responsável 

por enfraquecer as interações intermoleculares atrativas entre DPPC e Chol, quando 

comparado com a monocamada na ausência do hormônio. Aqui, o hormônio causou o 

aumento da permeabilidade nas GUVs[169] na mesma composição, o que permitiu a troca 

entre os conteúdos dos ambientes interno e externo das vesículas. É importante notar que, 

embora a perda de contraste de fase tenha sido verificada para esta mistura binária, a 

forma da bicamada não é alterada como no caso das GUV de DPPC, uma vez que a 

vesícula permanece na mesma forma circular até o final da análise (30 minutos). 

 

4.2 DPPC/Esfingomielina 
 

Foram obtidas as imagens de microscopia das vesículas lipídicas compostas por SM 

e DPPC/SM (XSM= 0,3) em temperatura ambiente (23 °C). Além disso, as GUVs foram 

expostas em solução de EE2 para se verificar o efeito do hormônio.  

Nas GUVs de SM observou-se a formação de estruturas desuniformes, atribuídas à 

fase gel, semelhantes ao observado para as vesículas de DPPC. Contudo, enquanto que 

para o DPPC essas estruturas ocorreram para 25,0 ± 0,4 % das vesículas analisadas, nas 

de SM a porcentagem foi de 35 ± 1,4% das GUVs. 

Para as GUVs de SM na presença do EE2 (Figura 45) não se verificaram alterações 

quanto à forma bem como à perda de contraste durante o intervalo medido de 30 minutos, 

o que indica que o EE2 não afeta estruturalmente as vesículas do esfingolipídio.  

Embora nos filmes de Langmuir, com o EE2 na subfase, o deslocamento tenha se 

dado para as monocamadas em todos os estágios de compressão, os valores de Cs-1 
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(compressibilidade) não foram consideravelmente alterados e o espectro de PM-IRRAS 

deslocou apenas na banda referente ao grupo carbonila não-hidratado da cabeça do 

fosfolipídio. Com isso, é importante ressaltar duas considerações: i) no PM-IRRAS os 

grupos químicos mais periféricos da cabeça da SM, como a colina (CN+C) e fosfato 

(P=O), não interagiram com o EE2; ii) as GUVs  de SM que são expostas ao EE2 são 

analisadas em sua fase gel (Pβ), pois em temperatura ambiente (23º C) se encontram 

abaixo de temperatura de transição de fase, que, no caso da SM, é de 40º C[121]. Assim, 

a ausência de interação do EE2 em GUVs de SM pode estar relacionada ao fato da SM 

não permitir que o EE2 penetre na vesícula, seja pelo fato da vesícula estar em sua fase 

rígida (gel) e/ou devido aos grupos mais expostos ao meio externo da bicamada lipídica 

(colina e fosfato) não possuir afinidade com o hormônio. 

 
Figura 45: imagens de contraste de fase de GUVs de SM que mostram as vesículas 

intactas mesmo após 30 minutos da adição do EE2.  

 

Na Figura 46 são apresentadas as GUVs de DPPC/SM (XSM= 0,3) obtidas por 

fluorescência, na ausência do hormônio. As vesículas apresentaram, em média, diâmetros 

entre 15 e 30 µm. Além disso, foi possível observar a presença de uma fase não-

fluorescente na maioria das GUVs analisadas, indicando a separação de fases dos 

componentes da vesícula mista[170]. Geralmente, as separações de fase nas bicamadas 

lipídicas das GUVs são observadas em estudos que utilizam lipídios com grandes 
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diferenças na temperatura de transição de fase[171], como por exemplo o DOPC 

insaturado (T= -13º C) formando misturas binárias ou ternárias com DPPC, SM e 

colesterol[172,173]. Assim, as vesículas de DOPC estão na fase fluida à temperatura 

ambiente, enquanto que as de DPPC ou SM estão na fase gel. 

 
Figura 46: imagens de microscopia de fluorescência de GUVs, com diferentes tamanhos, 

da mistura binária DPPC/SM, contendo XSM=0,3; coletadas ao longo de 30 minutos, na 

ausência do EE2. 

 

Na literatura não há trabalhos sobre a formação de vesículas binárias compostas por 

DPPC e SM. O que pode ser considerado nesse caso é que os valores de área de excesso 

obtidos das isotermas π-A indicam a não idealidade da mistura de DPPC/SM, sendo 

verificado nas GUVs, a imiscibilidade de fases para a composição de DPPC/SM, xSM=0,3. 

Além disso, diferentes fases na bicamada podem ser diretamente visualizadas com a 

utilização de marcadores que possuem afinidade preferencialmente a uma dessas fases da 

membrana, deixando assim a outra fase escura pela ausência da molécula fluorescente. O 

marcador utilizado foi a rodamina-DOPE, que se liga preferencialmente à fase líquido-

desordenada (Ld) dos lipídios[174,175], mais fluida. As moléculas de DPPC, em 

temperatura ambiente, não formam uma fase líquido-desordenada na bicamada, mas de 

certa forma possuem maior grau de liberdade que as moléculas de SM pelo fato de não 

fazer ligações intermoleculares tão fortes como a SM, uma vez que o DPPC não possui 

grupos doadores de ligação de hidrogênio em sua molécula[170]. Assim, presume-se que 

a fase que se apresenta escura nas GUVs seja uma fase gel mais rígida que a fase gel do 

DPPC, formada pelo esfingolipídio SM.  
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As fases não-fluorescentes não se alteram na presença do EE2 nessa composição 

binária dos fosfolipídios. Todavia, como mostrado na Figura 47, o efeito observado para 

tal mistura binária na presença do hormônio foi a perda de contraste de fase em grande 

parte das GUVs analisadas, cerca de 54% ± 1,2. 

 
Figura 47: imagens de contraste de fase de GUVs de DPPC/SM, XSM=0,3;  expostas ao 

EE2 e coletadas com 0 minutos (A), 7 minutos (B) e depois de 20 (C) minutos de 

aquisição. 

 

As vesículas começaram a perder o contraste no tempo de aproximadamente 7 

minutos, indicando o aumento da permeabilidade nas vesículas. De fato, os valores de 

elasticidade (Cs-1) na presença do EE2, nas monocamadas de DPPC/SM, especialmente 

na proporção específica de xSM=0,3; diminuíram, e essa diminuição da rigidez nas 

monocamadas foi verificada em termos da perda de contraste de fase nas bicamadas. 

Além disso, como foi observado a separação das fases gel das GUVs de DPPC/SM , as 

vesículas já estariam mais permeáveis, favorecendo a perda do contraste de fase na 

presença do hormônio.  

4.3 Esfingomielina/Colesterol 
 

As GUVs de SM/Chol, xChol =0,3; foram acompanhadas no decorrer de 30 minutos, 

contendo ou não o EE2 na análise. Na ausência do hormônio, as GUVs da mistura 

mantiveram o formato tradicional esférico (Figura 48). 
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Figura 48: imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs da mistura binária 

SM/Chol contendo xChol=0,3; coletadas ao longo de 30 minutos, na ausência do EE2. 

 

Com a adição do EE2, dois diferentes efeitos foram observados ao longo do tempo: 

i) um efeito instantâneo (cerca de um minuto), relacionado às mudanças morfológicas na 

curvatura espontânea das GUVs, gerando a perda do formato esférico das vesículas e ii) 

o outro efeito, verificado em aproximadamente 7 minutos, foi a perda de contraste de fase 

nas vesículas. Como o efeito das mudanças morfológicas ocorreram rapidamente, não foi 

possível acompanhar uma única vesícula sofrendo tal alteração. A Figura 49 mostra a 

imagem de contraste de fase das vesículas em formato disforme (setas azuis), 10 minutos 

após a adição do hormônio. No total de 30 minutos de aquisição, 41,1% das GUVs 

analisadas perderam seu formato esférico. Tal efeito, também identificado por 

Yanagisawa et al.[176] foi chamado de “formato pera” (do inglês pear shape). Nesse 

estudo, as mudanças na curvatura das GUVs foram propositalmente induzidas pela adição 

do sal sorbitol e atribuídas às diferenças na pressão osmótica do sistema. No caso desse 

trabalho de tese, a osmolaridade foi ajustada, sem que ocorra diferenças na pressão 

osmótica do sistema. Ainda na Figura 49 notam-se algumas vesículas sem contraste de 

fase (setas vermelhas), porém mantidas no formato esférico, que, ao final da análise, 

somaram-se 19,2 ± 1,3% do total das GUVs. As mudanças de conformação somando-se 

ao efeito de perda de contraste de fase (trocas de conteúdo dos meios interno e externo 
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das vesículas) indicam um aumento de área das vesículas, sugerindo que o EE2 se 

incorpora no sistema SM/Chol. 

  

Figura 49: imagem de microscopia de contraste de fase das GUVs da mistura binária 

SM/Chol, contendo XChol=0,3; coletadas 10 minutos após a adição do EE2. As setas azuis 

indicam o formato não esférico adquirido pelas vesículas e as setas vermelhas mostram a 

perda de contraste de fase.  
 

4.4 DPPC/colesterol/esfingomielina 

A Figura 50 apresenta as imagens de microscopia das vesículas lipídicas compostas 

pela mistura ternária de DPPC/Chol/SM na proporção molar 7/2/1, na ausência e presença 

do EE2, obtidas a 55º C e analisadas em temperatura ambiente (23º C). Para essa 

composição, as vesículas analisadas em triplicata obtiveram um menor tamanho em 

relação à composição molar 1/1/1 (Figuras 51 a 53), apresentando um tamanho médio de 

12 µm, com o valor máximo de 20 µm de tamanho. As vesículas se mantiveram estáveis 

e com um formato esférico durante o tempo de 30 minutos de análise (Figura 50-A). A 

separação de fases observadas para as GUVs de DPPC/SM, XSM=0,3, não ocorreu para o 

sistema ternário (Figura 50-B), provavelmente pelo fato do Chol estabelecer interações 

atrativas com as moléculas de DPPC e SM, diminuindo a repulsão entre os dois 
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componentes. Além disso, os valores das temperaturas de transições de fase dos 

componentes puros (DPPC e SM) e de vesículas binárias contendo colesterol são muito 

próximos[177], garantindo a homogeneidade do sistema. Com a incorporação do EE2 ao 

meio contendo as GUVs já formadas, não foram detectadas mudanças morfológicas tão 

pouco de contraste de fase ao longo de quase 40 minutos de análise (Figura 50-C).  

 
Figura 50: (A) imagens de contraste de fase e (B) de fluorescência com o marcador 

rodanima-B, (0,5% em mol) de GUVs de DPPC/Chol/SM, 7/2/1, analisadas na ausência 

do EE2; (C)  imagens de contraste de fase das GUVs de DPPC/Chol/SM, 7/2/1 após a 

adição de 10 µM de EE2 ao meio contendo as GUVs.  
 

Por outro lado, o EE2 causou grandes efeitos nas vesículas formadas pela mistura 

ternária DPPC/Chol/SM na proporção 1/1/1, ocorrendo até a ruptura das GUVs, como 

mostrado nas Figuras 51 a 53. O primeiro mecanismo de ruptura das GUVs está 

apresentado nas Figura 51 e Figura 52 e foi observado ao final dos primeiros 5 min de 

exposição ao EE2. Esse processo se deu de forma mais lenta, com a formação de uma 

abertura na membrana (indicada pela seta) e duração de até um minuto, que foi seguida 

por um vazamento do conteúdo interno da vesícula, resultando na perda do formato 

esférico e do contraste de fase. Ao final do processo, a GUV se fragmenta, liberando 

conjuntos lipídicos amorfos presentes inicialmente no interior das vesículas (Figura 51 

(F−J) e Figura 52(F)).  
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Figura 51: imagens de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas no 

momento do rompimento da GUV, após 6 min de aquisição em uma temperatura de 23° 

C. As setas indicam a formação de uma abertura na membrana, antes do rompimento 

total. 
 

 
Figura 52: imagens de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas no 

momento do rompimento da GUV, após 8 min de aquisição em uma temperatura de 23° 

C. As setas indicam a formação de uma abertura na membrana, antes do rompimento 

total. 
 

Já na Figura 53 é apresentada uma ruptura mais rápida e brusca “explosão” da 

vesícula, sem a formação de poros evidentes. Durante a “explosão”, a membrana se abre 

repentinamente e a vesícula, que era intacta, desaparece, deixando quase nenhum traço 

lipídico visível. A primeira micrografia foi obtida com 11 minutos passados da exposição 

ao hormônio, ocorrendo a ruptura da vesícula 15 segundos após (Figura 53-C).  

 
Figura 53: imagens de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas no 

momento da “explosão” da GUV, após 11 min de aquisição em uma temperatura de 23° 

C.  
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Ao final da análise, em um tempo de 35 minutos, um total de 67  2% das GUVs 

que não sofreram rupturas perderam contraste de fase. Uma comparação com as vesículas 

analisadas com e sem o EE2 (Figura 54) mostra as GUVs intactas na ausência do 

hormônio, mesmo após mais de 1 hora de análise no microscópio (figura-A). Em 

contrapartida, com a adição do EE2 e após a verificação dos rompimentos nas vesículas, 

30 min foram suficientes para não se observar mais as rupturas e se conferir a perda de 

contraste. Pazin et al.[42] descreveram o mesmo mecanismo da ruptura “mais lenta” de 

GUVs de DPPC em virtude da presença da molécula Artepilin C, nas quais as GUVs 

sofreram um estresse inicial na curvatura, seguido do rompimento, semelhante aos das 

Figura 51 e Figura 52. Apesar de usarem vesículas formadas por um único fosfolipídio 

(DPPC), as GUVs se encontram em fases também ordenadas, como a da mistura ternária 

DPPC/Chol/SM 1/1/1. No trabalho de Kristanc et al.[169], os autores estudaram os efeitos 

do antibiótico niastina em GUVs de POPC contendo 15, 30 e 45% de ergosterol e 

colesterol na mistura. As medidas confirmaram que as rupturas das vesículas com niastina 

(inclusive as “explosões” como na Figura 53) foram detectadas em vesículas que 

possuíam entre 30 e 45% dos esteróis na mistura, revelando a preferência de interação do 

antibiótico em vesículas com maiores quantidades desses componentes na mistura.  

Tanto as vesículas de DPPC/Chol/SM nas proporções 1/1/1 e 7/2/1 estão na mesma 

fase líquido ordenada, são homogêneas e não ocorre separação de fase entre os 

componentes da mistura. Assim, o fato de ocorrer proeminentes efeitos do EE2 nas 

vesículas formadas na proporção 1/1/1 e não na proporção 7/2/1, pode estar relacionado 

à composição química, uma vez que as GUV de DPPC/SM/Chol (1/1/1) possuem maiores 

proporções de Chol e SM, o que pode facilitar a interação com o hormônio.  
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Figura 54: (A) imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de 

DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas na ausência do EE2 após 1 hora e 30 min e (B) 35 

minutos após a adição do EE2.  
 

4.5 POPC 

As GUVs de POPC são esféricas, com um tamanho médio de 40 µm e, quando 

analisadas nas condições experimentais citadas, não foram percebidas flutuações nem na 

forma nem no agrupamento das vesículas no sistema (Figura 55). 

 
Figura 55: (A) imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de POPC coletadas 

na ausência do EE2 após 30 min de análise.  

 

As alterações das vesículas formadas com POPC foram percebidas quando expostas 

ao EE2 (10 M) e são mostradas nas Figura 56.  

A B 
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Figura 56: diferentes efeitos em GUVs de POPC expostas ao EE2 (10 M): (A) formato 

pera e esférico, (B) criação de buds e (C) formação de protrusões tubulares. O tempo de 

análise é mostrado na parte superior de cada imagem capturada. 
 

Nos primeiros momentos de aquisição dos vídeos, é possível a observação de 

vesículas no formato pera (Figura 56-A) que, durante cerca dois minutos, retornam a um 

formato esférico tradicional. Algum tempo depois (em ~10 minutos) em outra região de 

análise, outras GUVs de formato pera mais alongados se tornam visíveis (Figura 56-B). 

As vesículas nesse estágio sofreram o que os autores chamam de budding 

transition[80,178], que trata-se do processo de afunilamento da estrutura alongada inicial 

e a formação de um bud (traduzido embrião ou filho), uma vesícula esférica menor, 

conectada a outra vesícula esférica de maior tamanho (vesícula-mãe). Um outro perfil de 

mudanças nas GUV está indicado na Figura 56-C, no qual, ao invés de um vesícula 

menor, são formados cordões lipídicos (também chamados de protrusões tubulares[178]) 

ligados à superfície da vesícula em uma extremidade. Os três tipos diferentes de 

transformações citados foram completados em um tempo de aproximadamente 2 minutos 

cada. A Figura 57 revela uma imagem capturada de tais mudanças ocorrendo de forma 

simultânea. É possível verificar pela seta verde a mudança das GUVs do formato pera 
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para o formato esférico; a seta laranja indica a formação dos buds e a seta azul a criação 

de uma protrusão lipídica ligada às vesículas.  

 
Figura 57: ocorrência simultânea dos efeitos do EE2 (10 M) causados em GUVs de 

POPC. A seta verde indica a mudança das GUVs do formato pera para o formato esférico; 

a seta laranja indica a formação dos buds (GUVs “filhas”) e a seta azul a criação da 

protrusão lipídica. O tempo de análise é mostrado na parte superior de cada imagem 

capturada. 

 

As alterações morfológicas aqui identificadas são, de um modo geral, típicas para 

as GUVs de POPC, podendo ser induzidas de diversas maneiras, tais como, aplicação de 

campo elétrico[179,180], adição de surfactante não-iônico[178], polímeros[181] e ácidos 

graxos[182], e adição de fotossensibilizadores induzindo o estresse oxidativo nas 

membranas[183].  

Riske et al.[183] citam o modelo de elasticidade por diferença de área[184] para 

explicar as alterações nas GUVs de POPC, no qual a forma de uma vesícula depende 

basicamente da relação área/volume e da curvatura preferencial da membrana, dada pela 

área diferencial efetiva entre as duas monocamadas que formam a vesícula. Assim, a um 

volume constante, qualquer aumento na área da membrana modifica essa relação 

área/volume, provocando a deformação da vesícula.  

Estas constatações podem ser utilizadas no caso desse trabalho: como o contraste 

de fase das GUVs de POPC expostas ao EE2 foi mantido, assim como as condições 



 

100 Capítulo 4. Resultados: Vesículas Unilamelares Gigantes 

osmóticas permaneceram inalteradas (mesma osmolaridade das soluções de sacarose e 

glicose/EE2), pode-se assumir que o volume da GUV também permaneceu 

constante[182]. Assim, como verificado qualitativamente, na presença do hormônio, a 

membrana do POPC ganhou um excesso de área e adquiriu um formato elipsoide. Esse 

aumento de área promoveu a formação de um única vesícula adjacente (os buds, Figura 

56-B) ou a formação das protrusões (Figura 56-C), de modo a minimizar o excesso de 

área causado e diminuir a energia elástica de curvatura da bicamada lipídica.  

Após 40 minutos de análise das GUVs na presença do EE2, observou-se a 

estabilização em relação ao surgimento dos buds e das protrusões lipídicas. Contudo, foi 

verificada a formação de novas estruturas, de modo que muitas vesículas esféricas 

pequenas surgiram a partir de vesículas maiores, formando uma espécie de cordão (Figura 

58-A). 

  

Figura 58: (A) imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de POPC coletadas 

40 minutos após a adição do EE2. (B) Representação esquemática do mecanismo de 

formação do cordão de vesículas como resultado da exposição das GUVs de POPC ao 

EE2 (10 M). 

 

Com relação à formação dos cordões de vesículas a partir de uma vesícula-mãe, 

Raphael e Waugh[77] descreveram dois mecanismos para explicar tais efeitos, ligados à 

diferença de tensão de cisalhamento (estresse) causada nos dois folhetos (ou 
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monocamadas), interno e externo, da bicamada. O primeiro mecanismo seria propagação 

de lacunas sobre a superfície da vesícula pelo movimento lateral da monocamada externa 

localmente expandida em relação à monocamada interna, localmente comprimida. O 

segundo é a permeação de lipídios de uma monocamada para outra, chamado de efeito, 

"flip-flop", causado também pelas diferenças de tensão da monocamada interna 

comprimida para a externa expandida. Essas diferenças de tensão gerariam uma 

desigualdade na área por molécula das monocamadas adjacentes no local onde o cordão 

é formado, de modo que a minimização dessa diferença ocasionaria tais alterações 

morfológicas e a formação dessas estruturas. Esses dois mecanismos estão ilustrados na 

Figura 58-B. De fato, a forte interação do EE2 com as caudas do POPC (verificado nos 

espectros de PM-IRRAS, Figura 40) poderia causar tais perturbações mecânicas nas 

bicamadas. Dentre as GUVs de POPC contadas, 25% das vesículas não sofreram 

mudanças quando expostas ao hormônio, ao passo que 63% apresentaram buds, 

protrusões tubulares e cordões de vesículas e 12%, ao final da análise, permaneceram no 

formato pera. Os principais efeitos do hormônio nas GUVs estudadas estão 

esquematizados na  Figura 59. 
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Figura 59: resumo dos efeitos do EE2 sobre as bicamadas lipídicas.  
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Capítulo 5. Conclusões 

5.1 Filmes de Langmuir 

Os filmes de Langmuir mostraram que o EE2 interage na interface líquido/ar com 

as monocamadas puras dos lipídios −POPC, DPPC, Chol e SM− e também com as 

monocamadas mistas em diferentes proporções molares (DPPC/Chol, DPPC/SM e 

SM/Chol). O maior efeito nas monocamadas formadas pelos componentes individuais se 

deu para a SM, visto que o hormônio se manteve na interface e a isoterma permaneceu 

deslocada para maiores áreas em todos os estágios de pressão de superfície. Para o DPPC 

e Chol a interação se deu principalmente na fase líquido-expandida da monocamada, e, 

na pressão de 30 mN.m-1, o EE2 foi expelido da interface, como verificado pela 

sobreposição das curvas obtidas na ausência e na presença do hormônio nessa pressão.  

Nas monocamadas compostas pelas misturas binárias, em altas pressões de 

superfície, o EE2 também foi expelido da interface ar/água, com exceção da fração molar 

de Chol, xChol= 0,3 para DPPC/Chol e SM/Chol. No caso na mistura binária DPPC/Chol, 

xChol= 0,3; esse maior efeito causado pelo EE2 ocorreu na monocamada mista que mais 

se assemelha à composição real da membrana de mamíferos, ao passo que, para SM/Chol, 

xChol= 0,3, provavelmente tal interação se deu por se tratar da monocamada mista que 

apresenta maior quantidade de SM (70%) – componente individual que possui maior 

interação com o hormônio.  

Na presença do EE2, os deslocamentos observados nas isotermas π-A não foram 

suficientes para alterar a transição de fase das monocamadas puras e mistas. Contudo, de 

um modo geral, em 30 mN.m-1, o hormônio causou a diminuição dos valores de Cs-1 

(diminuindo a rigidez) em todas as monocamadas puras e mistas. Nessa pressão de 

superfície, a presença do EE2 leva à fase LC (Cs-1= 100-250 mN.m-1) as monocamadas 

de DPPC, SM, todas as misturas DPPC/SM, DPPC/Chol, xChol= 0,3 e SM/Chol, xChol= 

0,3. As misturas binárias contendo 50% ou mais de Chol (tanto com DPPC como SM) 
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possuem maior rigidez, com valores de Cs-1 próximos ao da monocamada composta 

somente por Chol. 

Nas misturas contendo colesterol, as interações atrativas entre os componentes 

(DPPC/Chol e SM/Chol) foram confirmadas pelos valores negativos de área de excesso. 

Na pressão de 30 mN.m-1, principalmente nas monocamadas com xChol=0,3; a presença 

do EE2, por estar acomodado na interface (verificado pela isoterma deslocada), causou 

alterações nesses valores: um desvio positivo obtido para a mistura DPPC/Chol, e a 

aproximação da curva à linha da idealidade para SM/Chol, mas ainda com valores 

negativos. Os valores de Aexc mais negativos para SM/Chol em comparação com 

DPPC/Chol confirmam que a magnitude do efeito de condensação induzido pelo 

colesterol é maior na mistura com a SM, causado pela formação de interações de 

hidrogênio mais intensas. Assim, no caso da mistura SM/Chol a presença do hormônio 

na interface não foi suficiente para desfavorecer as interações atrativas entre SM e Chol. 

Na mistura DPPC/SM, os valores de Aexc mostrando os desvios positivos da idealidade 

sugerem que as interações intermoleculares entre DPPC/DPPC e SM/SM são mais 

favorecidas em relação às que ocorrem entre os dois componentes da mistura. A presença 

do EE2 na subfase aquosa parece possibilitar as interações DPPC-SM, pois, 

especialmente para XSM = 0,3; a Aexc assume valores negativos, indicando o aumento da 

estabilidade e miscibilidade das monocamadas.  

Os espectros de PM-IRRAS analisados em 30 mN.m-1 foram obtidos para as 

monocamadas de DPPC, SM e as misturas contendo frações molares xChol ou xSM = 0,3. 

Foi constatado que o EE2 interage eletrostaticamente com a cabeça polar do DPPC, como 

verificado pelo deslocamento das bandas referentes aos grupos colina (CN+C) e fosfato 

(νsPO2
-). Contudo, as maiores mudanças espectrais em decorrência do EE2 ocorrem para 

a mistura DPPC/Chol, XChol= 0,3; pois o hormônio afeta praticamente todas as bandas 

relativas às vibrações dos grupos químicos presentes na cabeça do fosfolipídio. Tais 
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mudanças na região da cabeça afetam a organização das cadeias apolares do DPPC das 

monocamadas puras e mistas: na presença do EE2 as intensidades relativas entre os 

estiramentos simétrico e antissimétrico −CH2 (νsCH2/νasCH2) diminuem para ambas as 

composições (DPPC e DPPC/Chol), indicando o aumento do grau de ordenamento das 

monocamadas. De fato, como consequência da miscibilidade e da interação atrativa entre 

DPPC-Chol, a relação (νsCH2/νasCH2) para o DPPC aumentou com a introdução do Chol 

na mistura, indicando uma diminuição na organização das cadeias na monocamada.  

Nas monocamadas de SM, a alteração significativa nos espectros de PM-IRRAS 

em virtude da presença EE2 ocorre na banda referente ao estiramento do grupo carbonila 

não hidratado (C=O), que, por ter se deslocado para menores números de onda, sugere-

se a diminuição do empacotamento da monocamada. Na região da cauda apolar da SM, a 

intensidade relativa entre as bandas do estiramento simétrico e antissimétrico −CH2 

(νsCH2/νasCH2) praticamente não se altera, indicando que tal interação com o grupo 

carbonila não-hidratado na região da cabeça polar não afeta a organização das cadeias 

hidrofóbicas do esfingolipídio. Na monocamada mista de DPPC/SM, xSM = 0,3, exposta 

ao hormônio, em uma comparação com as monocamadas puras, foi possível constatar que 

parte das moléculas de EE2 interagem com o DPPC (deslocamentos observados nas 

bandas referentes aos estiramentos dos grupos colina) e parte com a SM (deslocamentos 

na região da carbonila). Além disso, a diminuição da repulsão entre as moléculas de 

DPPC e SM (como confirmado pelos valores de Aexc) causada pelo EE2 foi confirmada 

no PM-IRRAS em termos de ordenamento das caudas hidrofóbicas do DPPC e SM.  

Para a mistura SM/Chol, xChol=0,3, na presença do EE2, a banda referente ao C=O 

foi deslocada para menores números de onda, indicando também a diminuição do 

empacotamento da monocamada mista. Ainda na região da cabeça, houve alteração na 

banda referente ao estiramento simétrico, νs do fosfato hidratado (P=O), confirmando a 

interação do EE2 com a monocamada mista por meio da hidroxila –OH presente no anel 
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fenólico da molécula do hormônio. O EE2 ainda provoca a diminuição na intensidade 

relativa entre os estiramentos simétrico e antissimétrico −CH2 (νsCH2/νasCH2), indicando 

o ordenamento das cadeias hidrofóbicas, visto que também o hormônio EE2 é responsável 

por desfavorecer as interações atrativas intermoleculares entre SM e Chol. 

No caso das misturas ternárias formadas por DPPC/Chol/SM, a condensação e o 

aumento da rigidez das monocamadas foram causados pela presença do colesterol, sendo 

maiores para a proporção 1/1/1. Em regiões de altas pressões superficiais, a presença do 

hormônio causa o deslocamento da isoterma π-A para menores áreas em relação à mistura 

na ausência do EE2 nas pressões de π= 20mN.m-1 para a proporção 1/1/1 e π= 15mN.m-1 

para 7/2/1. Tal efeito, juntamente com as interações observadas via PM-IRRAS (νas P=O, 

δCH2 e o grupo amida da SM) são relacionadas à diminuição do contato das moléculas 

de colesterol com a água.  

Por fim, a maior interação no EE2 em monocamadas se deu para o fosfolipídio 

POPC, no qual o hormônio permaneceu na interface até o colapso da monocamada. Por 

se tratar de uma monocamada mais fluida, a elasticidade foi pouco afetada pelo hormônio. 

Por possuir o mesmo grupo cabeça que o DPPC, foram também constatadas as mesmas 

interações eletrostáticas com os grupos químicos desta região polar (fosfato e colina). 

Porém, as maiores mudanças ocorreram na região das cadeias hidrofóbicas, indicando 

que o hormônio penetra na monocamada de POPC e interage também na região das 

caudas. 

 

5.2 Vesículas unilamelares gigantes 

Os efeitos do EE2 observados para as monocamadas de Langmuir foram 

correlacionados com as bicamadas (GUVs). Nas GUVs de DPPC, o EE2 causa uma 

alteração apenas no formato esférico da vesícula. Na monocamada mista composta por 

DPPC/Chol; xChol 0,3, a presença do hormônio permite as trocas entre os conteúdos 
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internos e externos das vesículas, o que provoca a perda de contraste de fase, causada 

pelo aumento da permeabilidade da membrana. 

O EE2 não afeta estruturalmente as vesículas compostas por SM, não sendo 

verificadas mudanças morfológicas nem perdas no contraste de fase das GUVs. Nas 

imagens de GUVs de DPPC/SM (xSM= 0,3), obtidas por fluorescência, a presença da fase 

não-fluorescente nas GUVs (indicando a separação de fases dos componentes da vesícula 

mista) não é alterada na presença do EE2. Contudo, o hormônio causa a perda de contraste 

de fase em mais da metade das vesículas, indicando o aumento da permeabilidade do 

sistema.  

Dois efeitos simultâneos em virtude da presença do EE2 ocorrem nas GUVs 

compostas por SM/Chol, xChol =0,3, a perda do formato esférico das vesículas e a perda 

de contraste de fase. As mudanças de conformação somando-se ao efeito de perda de 

contraste de fase podem indicar que o EE2 causa diferenças na pressão osmótica do 

sistema SM/Chol.  

Não foram constatadas alterações morfológicas nem perda de contraste nas GUVs 

de DPPC/Chol/SM, 7/2/1, na presença do EE2. Entretanto, na proporção 1/1/1 diversas 

rupturas nas vesículas são verificadas quando adicionado o hormônio, indicando o seu 

efeito em vesículas que estão em fase mais ordenadas. Das vesículas formadas (1/1/1) 

que permaneceram estruturadas, a grande maioria perdeu contraste de fase. 

O hormônio também afeta morfologicamente as vesículas estruturadas em fase 

fluida, como as de POPC, contudo sem romper a bicamada. As vesículas de POPC 

inicialmente esféricas, adquirem três diferentes transformações quando expostas ao EE2: 

formato pera, presença de protrusões tubulares e formação de cordões de vesículas.  

Este trabalho evidencia a importância da compreensão do comportamento 

interfacial do hormônio EE2 e seus efeitos em modelos complexos da membrana celular. 

Tais modelos são formados por misturas binárias e ternárias de componentes reais 
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presentes na membrana celular dos seres humanos. Visto que esses sistemas podem ser 

correlacionados com os processos biológicos que ocorrem in-vitro ou in-vivo, este 

trabalho oferece um avanço significativo nos estudos sobre as consequências da 

exposição crônica da saúde humana ao hormônio EE2.  
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