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Resumo

Os danos causados a saude humana pela exposicdo prolongada a contaminantes
emergentes, como hormaonios, sdo ligados a acdo em nivel molecular desses compostos
na membrana plasmatica. Portanto, este trabalho investigou o efeito (causas e
consequéncias) do horménio 17 a-etinilestradiol (EE2) em mono- e bi-camadas lipidicas:
filmes de Langmuir e vesiculas unilamelares gigantes (GUVS), respectivamente. Tais
sistemas sdo formados por misturas binarias e ternarias de componentes que representam
os principais grupos lipidicos 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 n-A mostraram que o EE2 interage na interface
liquido/ar com todas as composic¢es de monocamadas, com maior efeito para as binarias
contendo 30% de Chol (DPPC/Chol e SM/Chol) e para as monocamadas puras de POPC
e SM. No caso das ternarias de DPPC/Chol/SM, em regides de altas pressdes superficiais,
a presenca do hormonio causou o deslocamento da isoterma 7-A para menores areas. As
medidas de PM-IRRAS indicaram que as interacdes eletrostaticas do EE2 com grupos
polares da cabeca do DPPC e SM foram mantidas nas misturas binérias e ternérias,
causando mudancas no ordenamento das caudas de tais lipidios nestas monocamadas
mistas. As bandas referentes a regido da cauda do POPC sofreram grandes mudancas na
presenca do EE2, indicando a presenca do hormonio nas cadeias hidrofébicas do
fosfolipidio. Nas GUVs, o EE2 causou uma alteracdo no formato esférico das vesiculas
de DPPC e a perda de contraste de fase nas vesiculas compostas por DPPC/Chol e
DPPC/SM. Estes dois efeitos foram verificados simultaneamente nas GUVs compostas
por SM/Chol. Efeitos como ruptura das vesiculas e formacéo de novas estruturas (buds e
corddes lipidicos) foram verificados para as GUVs de DPPC/SM/Chol 1/1/1 e POPC,
respectivamente. Este trabalho contribui para uma melhor compreensdo dos efeitos
interfaciais do horménio EE2 sobre estruturas lipidicas e permite uma correlagcdo com 0s
processos bioldgicos que ocorrem in-vitro ou in-vivo.

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

gigantes; lipidios; 17 a-etinilestradiol.



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 a-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 n-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 n-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 a-

ethynylestradiol.
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Capitulo 1. Introducéo

Capitulo 1. Introducao

1.1 Contaminantes no meio ambiente

Diariamente, a industria, a agricultura e a populacdo em geral vivem sob um modelo
cuja atividade econdmica estd constantemente produzindo lixo, além de gerar uma grande
quantidade de poluentes que afetam o ar, 0s solos, as plantacdes e as areas naturais. Essas
praticas originam varios poluentes e alteram os ciclos naturais, causando uma
preocupacao global ligada ao seu eventual impacto a médio e longo prazos tanto na saude
humana como no meio ambiente.

Durante as ultimas décadas a comunidade cientifica vem relatando a presenca de
novos compostos, denominados “poluentes ou contaminantes emergentes*[1,2], em dguas
residuais[1,3], ambientes aquaticos[3,4] e atmosféricos[5]. Os poluentes emergentes sao
novos produtos ou produtos quimicos sem status regulatério, cujos efeitos no meio
ambiente e na salude humana sdo desconhecidos[1].

A listagem de contaminantes emergentes inclui uma ampla variedade de produtos
de uso diario, tanto em aplica¢bes industriais como domésticas. Dentre 0s Varios
contaminantes destacam-se 0s que se originam da agroindustria, tais como pesticidas, e
0s medicamentos, que tém sua origem nas industrias farmacéuticas. Esta segunda classe,
chamada de farmacos residuais, tornam-se poluentes persistentes, uma vez que, em todo
0 mundo, sdo diariamente eliminados pela urina e fezes dos humanos ou descartados de
maneira incorreta, somando ao fato de ndo serem removidos por processos convencionais
em estagdes de tratamento de &gua e esgoto.

Segundo Kummerer[6], alguns grupos de farmacos residuais, dentre eles os
antibioticos e os estrogénios, necessitam de maior aten¢do 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 veterinaria. Ja a importancia dada aos estrogénios, que estdo no
grupo de substancias chamadas de perturbadores enddcrinos, deve-se ao seu potencial de
afetar o sistema reprodutivo de organismos aquéaticos[10-13] como, por exemplo, a
feminizagdo de peixes machos em rios contaminados[14-17]. Além disso, € conhecido
que, dependendo da dose e do tempo de exposi¢cdo em humanos, essas substancias estdo
relacionadas com doencas como cancer de mama, testicular e de prostata, ovarios

policisticos e reducdo da fertilidade masculina[18,19].

1.1.1 O hormonio 17 a-Etinilestradiol

Os horménios femininos naturais mais conhecidos sdo 17-B estradiol, estriol e
estrona, e o sintético é o 17 a-Etinilestradiol (EE2), apresentados na Tabela 1. O EE2 é
um dos medicamentos mais comumente usados em quase todas as formulagdes modernas
de pilulas anticoncepcionais orais combinados. Trata-se de um derivado sintético do
horménio natural, o estradiol (E2). E moderadamente solGvel em etanol (1:6), mas tem
baixa solubilidade em agua (4,8 mg/L a 20°C) em comparacdo com 0S estrogénios
naturais. A partir das propriedades fisico-quimicas do EE2 pode-se notar que sua
ocorréncia no meio ambiente, especialmente em ambientes aquaticos, tornou-se um
problema generalizado devido a sua elevada resisténcia ao processo de degradacao. Essa
caracteristica € Gtil para contraceptivos anticoncepcionais de ingestdo oral, aumentando
sua biodisponibilidade no corpo humano[20]. No entanto, também permite que o EE2 se
acumule no meio ambiente através de aguas residuais domésticas, tornando contaminados
os efluentes de aguas residuais e fluviais.

Pesquisas mostraram que o EE2 torna-se extremamente estavel contra oxidagéo
(mais resistentes ao metabolismo/degradacdo) no meio ambiente devido a presenca do

grupo etinil na posicdo 17 da molecula[21-24] (Tabela 1) além de apresentar um maior
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potencial estrogénico (hormonal) em testes in vitro, quando comparados com 0s outros

estrogénios[25,26].

Tabela 1: caracteristicas dos horménios estrogenos

Massa Solubilidade em
Composto Féormula  molecular agua Estrutura
(g/mol) (mg/L a 20°C)

Estrona (E1)  CiH20:  270,4 13 O eﬁ.

OH
17p-estradiol (E2) CisH20,  272,4 13 0
AT
Estriol (E3) Ci18H2403 288,4 13 o. ..... on
L
17a-etinilestradiol  C2oH2402 296,4 4.8 0

(EE2) Oe :

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

Sobre os possiveis efeitos dos hormdnios no meio ambiente, pesquisas nos Gltimos
anos tém se concentrado no estrogénio sintético EE2, principalmente pela tendéncia que
este composto possui de absorver matéria organica, se acumular em sedimentos e se
concentrar na biota[29]. O EE2 tem uma meia-vida de 14 dias no ambiente aquético e é
relativamente persistente em comparacéo aos estrogénios naturais[30].

Estudos mostram que o EE2, mesmo em concentragdes subterapéuticas (ng/L), tem
a capacidade de afetar o sistema enddcrino e reprodutivo dos organismos aquaticos[31] a
ele expostos, ocasionado a feminizagéo de peixes machos em rios contaminados,[14-17]
bem como alterando a determinagdo do sexo, atrasando a maturidade sexual, e
diminuindo a atividade sexual[31-34] das espécies estudadas. Um caso em evidéncia da
presenca de EE2 para espécies aquéticas inclui a sintese e secrecdo de vitelogenina por

peixes machos[35,36]. A vitelogenina é uma proteina especifica do sexo feminino, e sua
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presenca no sangue de peixes machos juvenis indica o desenvolvimento de caracteristicas
hermafroditas e falhas no sistema enddcrino dos peixes, 0 que induz alteracdes na
reproducdo desses animais.

Além da alteracdo nos peixes, estudos realizados por Delclos et al.[20]
evidenciaram que a concentracdo de 50 ppb de EE2 pode afetar ratos da raca Sprague—
Dawley através da diminuicdo 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 distancia anogenital foi sutilmente afetada, aumentando significativamente a
incidéncia de lesdes uterinas. Exposi¢Oes a doses orais (em concentracdo da ordem de
uM) de EE2 durante o desenvolvimento gestacional de filhotes machos interrompem
permanentemente o aparelho reprodutivo desses ratos[20,37]. Delclos et al.[20]
concluiram que a absorcéo e o metabolismo destes compostos por ratos e seres humanos
sdo diferentes devido as diferencas nos niveis de soro (fluidos corporeos). Assim, uma
comparacdo dos niveis ingeridos pode ndo fornecer uma boa indicacdo dos niveis de
exposicdo de rato em relacdo aos niveis de exposi¢cdo humanos.

Os riscos da exposicdo a médio e longo prazo de humanos aos desreguladores
enddcrinos ainda ndo sdo conhecidos em detalhes[38]. A maioria dos trabalhos
disponiveis na literatura sobre os estrogénios sintéticos, especialmente EE2, dedica-se a
métodos analiticos para a deteccdo e quantificacdo dos seus principios ativos[28,39].
Estudos sobre possiveis problemas decorrentes da exposicdo humana cronica a estes
compostos séo escassos. Desse modo, o estudo desses compostos, no qual a acdo depende
da interacdo com as células, é de extrema importancia, uma vez que, embora seja
conhecida sua acdo farmacoldgica, 0 mecanismo no nivel molecular geralmente nao é
compreendido.

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

a complexidade desse sistema em termos de sua composicdo e fungédo leva ao caminho
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natural de estudar separadamente seus diversos componentes, a fim de simplificar os
sistemas e obter deduc6es razoaveis dos eventos que ocorrem in vivo[40]. Assim, estudos
com modelos que mimetizam a membrana plasmatica sdo extensivamente realizados,
destacando principalmente as camadas lipidicas planas e os lipossomos (vesiculas)[41-
43]. Perturbacdes nesses sistemas séo bons indicadores do real efeito dos compostos em

processos biolégicos envolvendo membranas.

1.2 A membrana plasmatica: composicao e sistemas miméticos

Os lipidios e as proteinas sdo 0s principais componentes das membranas das
organelas celulares. As primeiras constatacGes acerca da estruturacdo de tais
componentes na membrana plasmatica foram possiveis somente a partir de 1917, quando
Irving Langmuir[44], melhorado o método de Agnes Pockels[45,46], mostrou que
lipidios espalhados na superficie da &gua formam uma camada monomolecular. A partir
dai, Gorter e Grendel[47] em 1925, aplicaram os métodos de Langmuir para medir a area
ocupada por molécula lipidica e inferir que as membranas de eritrocitos (hemécias) sdo
organizadas em bicamadas. Baseados nessa proposta de bicamadas, na década de 1930,
Danielli e Davson[48] descreveram um modelo de membrana plasmatica que integra
proteinas em ambos os lados da bicamada (Figura 1-A), chamadas de proteinas trans-
membrana[49]. Robertson[50,51], em 1959, apresentou um trabalho em que sugeria que
todas as membranas das organelas celulares (ndo somente a membrana plasmatica)

tinham “estruturas comuns” pela semelhanca das micrografias (Figura 1-B).
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A

proteina

bicamada
lipidica

proteina

Figura 1: a) representacdo esquematica da modelo de proteina-lipidio-proteina de Danielli
e Davson (1935) e b) micrografias eletronicas de células, retirada do artigo de Michael
Edidin[46], que reproduz o trabalho de Robertson[50], no qual ele se utilizou de varios
exemplos para evidenciar que todas as membranas das organelas celulares tém uma
estrutura comum. Imagem usada com permissao da revista.

Até os anos de 1970, os modelos enfatizavam a estrutura da membrana plasmatica,
sem muito predizer acerca da composi¢do quimica e funcéo. Segundo Paul De Weer[52],
0 mais bem sucedido modelo e o que introduziu tais conceitos, foi 0 Modelo do Mosaico
Fluido[53]. Singer e Nicolson, em 1972, propuseram um modelo de membrana,
representado na Figura 2, que consiste principalmente de trés caracteristicas: i) a
membrana plasmatica € organizada em uma bicamada lipidica, na qual as regides
hidrofobicas se orientam para o centro da bicamada com os grupos polares voltados para
o exterior; ii) a distribuicdo de proteinas na bicamada depende das for¢as intermoleculares
exercidas e possuem orientacdo assimétrica na bicamada; iii) a bicamada é fluida em

decorréncia da auséncia de interacfes covalentes entre 0s componentes, permitindo uma

distribuicdo aleatoria das moléculas e uma movimentagdo lateral no plano da membrana.
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Figura 2: representacdo da estrutura basica das membranas bioldgicas: uma bicamada
lipidica na qual as proteinas integrais de membrana estdo incorporadas. Fonte: figura
adaptada de Nelson e Cox[54] e usada com permissao da editora.

Com o0 avanco das pesquisas, questdes sobre a irregularidade e heterogeneidade em
relacdo a distribuicdo dos lipidios na membrana plasmatica, atribuidas as funcdes das
proteinas, se tornaram contestaveis em relacdo ao que se predizia no modelo de Singer e
Nicolson[55]. Uma proposta que aborda tais temas é a hipo6tese de jangadas lipidicas, do
inglés lipid rafts, que teve como inicio nas consideracdes de Simons e van Meer
(1988)[56] e se tornou bastante aceita entre os pesquisadores das mais diversas areas, com
inimeras reformulacdes ao longo dos anos[57-59]. Os autores, no processo de
classificacdo dos lipidios na membrana plasmatica das células epiteliais, verificaram a
formacdo de dominios lipidicos caracteristicos. Essa hipotese foi posteriormente
difundida, propondo a existéncia de microdominios (“jangadas™) enriquecidos com
esfingolipidios e colesterol, com propriedades fisicas especiais ligadas diretamente ao
equilibrio de fases na membrana[60]. Sugere-se ainda que esses dominios estejam
associados a funcionalidade de proteinas especificas envolvidas no transporte e na
sinalizag&o celular[61]. Em uma das defini¢des mais recentes, Lingwood and Simons[62],
afirmam que as jangadas lipidicas sdo compartimentos (em nanoescala) de
esfingolipidios, colesterol e proteinas e estdo flutuando, formando plataformas que

promovem as fun¢bes da membrana plasmatica (sinalizacdo e transporte).
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1.2.1 Composicao e fases da membrana plasmatica

Os lipidios tém por caracteristica principal serem anfipaticos, pois em uma mesma
molécula apresentam regides hidrofilicas com afinidade por moléculas de agua, e
hidrofobicas (apolares), sem afinidade pela agua. Também sdo classificados de acordo
com sua composicao quimica, entre glicerofosfolipidios, esfingolipidios e esterdis[54].

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

GLICEROFOSFOLIPIDIOS Q . ESFINGOLIPiDIOS

CF
. C‘Ii;
colina | ™| \C H“Hr‘ (‘-H,—x\\*—cﬂj cabeca
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Figura 3: ilustracéo das estruturas moleculares dos constituintes da membrana plasmatica
das celulas eucariontes animais.

Os glicerofosfolipidios sdo compostos que possuem duas cadeias de acidos graxos
ligados ao grupo glicerol, além do grupo fosfato na regido polar da molécula. Dentre 0s
glicerofosfolipidios, as fosfatidilcolinas sdo as mais abundantes nas organelas e
representam cerca de 50% da massa total dos fosfolipidios[63,64] que compbem as
membranas das organelas celulares.

Os esfingolipidios, nos quais um &cido graxo esta ligado a um grupo amina e a uma

cadeia de esfingosina, influenciam tanto na organizacédo estrutural da membrana celular
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quanto nas suas propriedades dinamicas[65,66], que podem exercer um papel de
modulacdo importante na atividade bioldgica de cada componente da membrana
plasmatica[67]. Dentre os esfingolipidios que compdem a membrana plasmatica, a
esfingomielina é a mais estudada.

Os esterdis sdo lipidios cuja estrutura basica é constituida por quatro anéis fundidos
de carbono e hidrogénio, além de uma cadeia alquilica lateral. Sdo encontrados nas
membranas das organelas celulares de todos seres vivos eucariontes, sendo o colesterol o
esterol tipico de animais. As funcdes dos esterois sdo diversas, sendo que no caso dos
mamiferos, o colesterol participa da biossintese dos sais biliares e de hormonios[68] e é
um importante componente estrutural e regulador da fluidez na membrana
plasmatica[69].

O comportamento complexo das membranas plasmatica é atribuido tanto pela
composicao quimica quando pela sua estruturacdo e organizacao espacial. Estima-se que
a bicamada lipidica das células dos mamiferos possui cerca de 9.600 espécies de
glicerofosfolipidios e 100.000 espécies de esfingolipidios, além das milhares de estruturas
a base de &cidos graxos e esterois[70]. A Figura 4, adaptada de Rossello et al.[71] mostra
uma distribuicdo percentual das diferentes espécies presentes nas células dos mamiferos.
Em relagdo & membrana plasmatica, os valores percentuais podem variar de acordo com
a literatura, contudo a ordem dos componentes majoritarios sdo os fosfolipidios, seguidos
de colesterol e esfingomielina. Nesse contexto, estudos indicam que as misturas lipidicas
que compreendem a composicdo da membrana plasmética sdo a chave de diversas
propriedades associadas as membranas e aos rafts[72], sendo as misturas binarias ou
ternarias contendo fosfatidilcolinas e colesterol[73,74] ou esfingomielina[75,76] as mais

abordadas.
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Figura 4: distribuicdo lipidica nas diferentes organelas das células dos mamiferos. Os
principais lipidios sdo listados em porcentagem, do mais abundante para 0 menos
abundante de acordo com sua contribuicdo para o total de lipidios de cada organela. BmP:
bis-monoacilglicerol-fosfato; Chol: colesterol; CL.: cardiolipina; PtdCho: fosfatidilcolina;
PtdEtn: fosfatidiletanolamina; PtdIns: fosfatidilinositol; PtdSer: fosfatidilserina; SM:
esfingomielina. As ilustracbes ndo se encontram em escala. Adaptado de Rossell6 et
al[71]. Imagem usada com permisséo da revista.

Quanto a organizacdo da membrana plasmatica, as propriedades mecanicas e
termodinamicas, bem como a manutencdo de um grau de fluidez adequado para a
bicamada lipidica sdo essenciais para o bom funcionamento da célula e preservacdo da
vida celular. Diversos processos celulares, como endocitose e fusdo celular, envolvem a
deformacdo mecanica e alteracGes na curvatura da membrana plasmatica[77].

As fases do ordenamento das bicamadas lipidicas tém seu comportamento descrito
em funcdo da temperatura. Quando formadas por um unico lipidio, podem ser descritas
como fase gel (Lg) e fase fluida (L,), como mostrado na Figura 5. O parédmetro
determinante € a temperatura de transi¢do de fase dos lipidios (ou temperatura média,
Tm). Abaixo da Tm, 0s lipidios estdo na fase gel (Lg) — lipidios com cadeias ordenadas e
estendidas, caracteristico da configuracdo all trans— ao passo que acima dessa
temperatura, as cadeias carb6nicas apresentam algumas dobras gauche e estdo no estado
fluido, caracteristico de cadeias lipidicas desordenadas e distribuidas aleatoriamente na
membrana. Determinados lipidios com cabegas polares grandes (como as PCs)

apresentam uma pré-transicdo, chamada de fase ripple, na qual as cadeias ainda se
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encontram na fase gel, mas com o surgimento de ondulagdes na superficie da bicamada.
A incorporacdo de colesterol em bicamadas lipidicas permite que o esterol atue como
regulador das fases mais extremas (L. e Lg) promovendo a fase chamada liquido-ordenada
(Lo), quando adicionado em proporcdes molares adequadas[74]. A fase Lo possui difusdes
laterais e rotacionais semelhantes a fase L., porém também possui um ordenamento
semelhante a fase L.

A temperatura de transicdo € diferente para os lipidios e varia principalmente de
acordo com 0s grupos-cabeca existentes na regido polar, o tamanho da cadeia de

hidrocarbonetos e a quantidade de duplas ligacGes nas caudas dos lipidios[78].

Fase gel (Lg) Fase ripple (Py) Fase fluida (L,)

MY e goeeRe
W = 274/# ZM gl A

aumento da temperatura

>

conformacio

conformacio
gauche

all trans adiciio de

adi¢do de
colesterol

colesterol

Fase liquido-ordenado (L)

Figura 5: ilustracdo das fases de uma bicamada composta por um unico lipidio e com a
adigéo do colesterol.
1.2.2 Modelos mimeéticos da membrana plasmatica

A Figura 6 mostra as varias estruturas lipidicas comumente encontradas em solucao
e em interfaces. Dentre os modelos utilizados destacam-se as mono ou multi camadas

lipidicas planares e os lipossomos (vesiculas), que séo os utilizados nesse trabalho.
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Figura 6: estruturas de diferentes organizac@es lipidicas em solugdes e em superficies.
Adaptado de Lee[79], com permissdo da editora.
A arquitetura dos modelos miméticos esté diretamente relacionada ao tamanho e a

geometria dos lipidios e pode ser definida pelo parametro de empacotamento (P). O

parametro de empacotamento do lipidio é determinado pela equacdo P = % ondevel

representam o volume e comprimento das cadeias hidrofobicas, respectivamente, e a
representa a area ocupada pelo grupo polar do lipidio no agregado[80].

Assim, para estruturas como as micelas ou agregados automontados de estrutura
esférica, tem-se P < 0,5. No caso das vesiculas: 0,5 < P < 1. Bicamadas lamelares: P =~ 1.
A forma efetiva de uma molécula lipidica é determinada pela compatibilidade entre o
tamanho do grupo cabeca e o tamanho da cauda hidrofébica. As geometrias relacionadas

com os lipidios e os valores de P sdo apresentadas na Tabela 2.

29



Capitulo 1. Introducdo 30

Tabela 2: parametros de empacotamento determinados pela forma dos lipidios e tipos de
estruturas agregadas formadas. Adaptado de Lombardo et al.[81], com permissdo da
revista

Parametro de
Lipidios empacotamento Forma Estrutura lipidica
(P)
Cone Micelas esféricas
Lipidios de cadeia inica com p @ (area)
grupo cabega com area grande : F/%
Dodecil sulfato de sodio (SDS) P<0,5 I

» | (comprimento)
v (volume)

Lipidios com duas cadeias

Mono e bicamadas
grupo cabega area grande: Cone truncado flexiveis, vesiculas
Fosfatidilcolinas LTI

Fosfatidilserina 0,5<P<1 D e

Fosfatidilinositol \ L i
Esfingomielina "‘ :' oy

Mono e bicamadas
planas

R
BA858554

Lipidios com duas cadeias e Cilindro
grupo cabega com area
pequena, lipidios anidnicos e
com alta concentracdo de sais: P=1

Fostfatidiletalonamina

Fosfatidilserina /Ca?*

Monocamadas de Langmuir

As monocamadas de fosfolipidios formadas pelas técnicas de Langmuir (filmes de
Langmuir e filmes Langmuir-Blodgett) séo bastante utilizadas para entender processos
bioldgicos em nivel molecular a partir de interagdes com determinadas classes de drogas,
polissacarideos, entre outros[82—84]. Sdo formadas por moléculas anfifilicas insoluveis
altamente organizadas na interface liquido/ar. No final do seculo XIX, a alema Agnes
Pockels, trabalhando basicamente com equipamentos e materias disponiveis na cozinha
da casa de seus pais, descobriu como manipular filmes formados por 6leo na agua,
resultando nos primeiros estudos sobre comportamento de superficies.

A Figura 7 mostra um trecho disponivel na revista Nature de 1891[85] e sua
traducdo, em que mostra o reconhecimento do fisico inglés John W. Strutt, o Lord

Rayleigh, as consideragdes de Pockels. E interessante notar que o trecho destacado “for
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various reasons” ou “por diversas razdes” escrito por Agnes Pockes remete as tentativas
(sem sucesso) de publicar seus relevantes resultados. Tais fracassos sao atribuidos, por
muitos autores[86], ao fato de principalmente se tratar de uma mulher no meio académico
e cientifico, visto que as mulheres ndo possuiam 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
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de monocamadas insoluveis.

Surface Tension,

I sHALL be obliged if you can find space for the accompanying
translation of an interesting letter which I have received from
a German lady, who with very homely appliances has arrived at
valuable resulis respecting the behaviour of contaminated water
surfaces. The earlier part of Miss Pockels’ letter covers nearly
the same ground as some of my own recent work, and in the
main harmonizes with it. The later sections seem to me very
suggestive, raising, if they do not fully answer, many important

questions. I hope soon to find opportunity for repeating some
of Miss Pockels’ experiments. RAYLEIGH,
March 2.

Brunswick, January 10.

My LorD,—Will you kindly excuse my venturing to trouble
you with a German letter on a scientific subject? Having heard of
the fruitful researches carried on by you last year on the hitherto
little understood properties of water surfaces, I thought it might
interest you to know of my own observations on the subject.
For various reasons I am not in a position to publish them

in scientinic periodicals, and I therefore adopt this means of
communicating to you the most important of them.

First, I will describe a simple method, which I have employed
for several years, for increasing or diminishing the surface of a
liquid in any proportion, by which its purity may be altered at
pleasare,

“Serei grato se vocé encontrar espago para a tradu¢do que acompanha
uma interessante carta que recebi de uma senhora alemd, que com
aparelhos domésticos chegou a resultados valiosos a respeito do
comportamento de superficies de aguas contaminadas. A primeira parte
da carta da senhorita Pockels cobre quase o mesmo terreno de alguns dos
meus trabalhos recentes, em geral, se harmoniza com ele. As se¢des
posteriores me parecem muito sugestivas, e se ndo responderem
totalmente, levantam muitas questdes importantes. Espero em breve
encontrar oportunidade de repetir algumas das experiéncias da Srta.
Pockels™ Rayleigh

Senhor, desculpe-me gentilmente por lhe incomodar com uma carta
alema de assunto cientifico? Tendo ouvido falar das frutiferas pesquisas
realizadas por vocé ano passado sobre as propriedades até entdo pouco
compreendidas das superficies da agua, pensei que poderia lhe interessar
conhecer minhas préprias observagdes sobreo assunto. Por viérias razdes,
ndo estou em condigdes de publica-las em periddicos cientificos e,
portanto, adotei esse meio de comunicar 0 mais importante deles.
Primeiro, descreverei um método simples, empregado por varios anos,
para aumentar ou diminuir a superficie de um liquido em qualquer
proporgdo, pelo qual sua pureza pode ser alterada a vontade...” Pockels

Figura 7: texto extraido da revista Nature, de 12 de marco de 1891, acompanhado de
uma traducdo para o portugués. Imagem usada com permissdo da revista.

O aprimoramento dos métodos e das consideragdes sobre as moléculas insoltveis

na interface gas-liquido pode ser atribuido ao fisico-quimico norte americano Irving
Langmuir, no comego do século XX, dando inicio ao desenvolvimento de monocamadas
ou filmes de Langmuir[88]. Na década de 30, quando sua aluna Katharine Blodgett[89]
realizou a deposicdo das monocamadas sobre um substrato solido[90], tais filmes foram
denominados filmes de Langmuir-Blodgett (LB).

As monocamadas de Langmuir sdo obtidas em uma cuba de Langmuir[91]. Um
esquema ilustrativo € sugerido na Figura 8-A. A compressdao das moléculas pelas
barreiras e a formagédo das monocamadas na cuba é acompanhado pela isoterma n-A, que

relaciona a pressao de superficie (w) vs a area média ocupada por molécula (A), sendo ©
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calculada pela diferenca entre a tenséo superficial da subfase de agua pura (yo) e a tenséo
superficial da subfase de dgua pura + monocamada (y): = yo- y. O método mais utilizado
para se obter o valor da tensdo superficial € o de Wilhelmy[86], o qual utiliza-se de um
sensor, constituido de um papel filme ou fio de platina, conectado a uma eletrobalancga,
que permite calcular a variagdo de xt, de modo que a forca resultante da imerséo do papel
de filtro na subfase seja diretamente proporcional a tensdo superficial. O experimento
procede geralmente espalhando, na superficie da subfase, dezenas de microlitros da
substancia anfifilica a ser estudada, diluida na maioria das vezes em cloroférmio, ou
solug&o contento partes de cloroférmio e metanol. A subfase é formada por 4gua ultrapura
ou solucdo aquosa de interesse.

Quando a barreira moével horizontal promove a diminuicdo da area na superficie, a
compressdo das monocamadas passa por trés fases distintas: i) fase gasosa (G), na qual
as moléculas do lipidio se encontram distantes uma das outras (elevada area superficial
disponivel) e praticamente ndo interagem entre si, caracterizada pela pressao de superficie
igual a zero; ii) fase liquido-expandida (LE), na qual a area disponivel por molécula é
diminuida, surgindo interacBes intermoleculares entre as caudas hidrofobicas dos
tensoativos. Como a tensdo superficial diminui, ocorre um aumento da pressao de
superficie (m); iii) fase liquido-condensada (LC), estagio de maior empacotamento das
moléculas que provoca limitagdo do seu movimento translacional na interface. A presséo
de superficie aumenta abruptamente, em decorréncia da queda brusca da tensédo
superficial. Algumas moléculas anfifilicas de estrutura simplificada ou com alto grau de
rigidez (como os acidos carboxilicos de cadeia longa, por exemplo) apresentam um estado
de empacotamento méaximo das moléculas, denominado iv) fase solida. Apos a fase
liquido-condensada ou fase soOlida, as moléculas anfifilicas podem empacotar
aleatoriamente e de maneira desordenada, provocando o colapso do filme. O perfil das

isotermas n-A esta diretamente relacionado a estrutura dos materiais organizados na
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interface ar/agua. A isoterma n-A pode apresentar pontos de transi¢do evidentes, como
na Figura 8-B, tipica de acidos graxos compostos por uma unica cadeia de
hidrocarbonetos, por exemplo, o0 acido estearico[92]. As monocamadas que apresentam
regibes de coexisténcia de fases (LC<LE), para as quais a pressdo de superficie se
mantém constante (Figura 8-C), sdo caracteristicas de fosfolipidios com duas cadeias de
hidrocarbonetos saturados, sendo o mais conhecido, 0 DPPC[93]. A Figura 8-D ilustra
um perfil de isoterma n-A de monocamadas mais fluidas e menos empacotadas (sem
transicOes evidentes entre as fases) e sdo comuns aos fosfolipidios que possuem duas
cadeias de hidrocarbonetos com insaturac6es[94,95].

A) sensor de
pressao

W&% UL 3&'@ barreiras simétricas

I I moveis

B) colapso 0) colapso D) colapso

J / /

LC

|Q~.4 (RS LI

7 (mN/m)
7t (mN/m)
7 (mN/m)

LE

9w\ A
l(;\.’ \no'l
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Area (A2/molécula) Area (A%/molécula) Area (A%molécula)

Figura 8: representacdo esquematica da obtencdo das monocamadas de Langmuir. A)
composto organizado na interface ar/agua em uma cuba de Langmuir; B), C) e D) estagios
de compressdo da monocamada e as correspondentes isotermas de pressdo por area de
superficie (n-A).
Vesiculas lipidicas

As vesiculas lipidicas s@o estruturas esféricas, cujo diametro pode variar de 20 nm
a dezenas de um, e mimetizam a organizacédo lipidica nas membranas plasmaticas por

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

de fosfolipidios, sendo largamente utilizadas para estudar fenémenos fisico-quimicos de
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processos bioldgicos[96-99]. Alem do numero de lamelas, as vesiculas podem ser
classificadas em relagdo ao tamanho, conforme indicado na Figura 9.

Dentre as vesiculas formadas com multilamelas, as mais conhecidas sdo as MLV
(mutilamellar vesicle) e as vesiculas oligoméricas ou OLV (oligolamellar vesicles). As
vesiculas unilamelares podem ser pequenas ou SUV (small unilamellar vesicles), grandes
ou LUV (large unilamellar vesicles), bem como gigantes ou GUV (giant unilamellar
vesicles). Esta ultima possui vantagens que incluem a capacidade de encapsular grandes
moléculas e permitir observacdo direta com microscopias épticas, como as de contraste
de fase, fluorescéncia e confocal[59,100,101]. Além disso, sdo formadas com tamanho
comparavel ao de uma célula eucariética[102], com dimens@es superiores a 1 um sendo
eficazes nos estudos das propriedades da membrana plasmatica e mecanismos

interacionais com moléculas de interesse[97,103].

LUV GUV

100 nm <d <1000 nm d>1000 nm

Figura 9: esquema ilustrativo das diferentes vesiculas que podem ser formadas a partir de
bicamadas lipidicas. Adaptado de Pazin[104], com permissao do autor.

Diante do apresentado, este trabalho de doutorado envolveu estudos sobre a
interacdo do hormonio sexual EE2 com modelos complexos de membrana plasmaética.

Tais modelos sdo ditos complexos por envolverem misturas de mais de um lipidio e
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colesterol, diferenciando-se dos chamados modelos simples que envolvem apenas um
tipo de lipidio.

As misturas foram estruturadas em monocamadas (filmes de Langmuir) e em
bicamadas (GUV), sendo nesse caso as vesiculas formadas pelo método de
eletroformacao[105] e pelo método gel[106]. Os fosfolipidios 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
sdo componentes das membranas plasmaticas das células eucarioticas. No caso do DPPC,
ele pertence a classe das fosfatidilcolinas, grupo presente em quantidades expressivas nas
células eucarioticas. Trata-se de um fosfolipidio que tem sido amplamente utilizado nas
monocamadas de Langmuir como membranas modelo, pois exibe transi¢cbes de fase
evidentes, bem como propriedade mecanicas, termodinamicas e caracterizacdo quimica
conhecidas e passivas de comparacdo com a literatura existente. Apesar do DPPC
mimetizar as membranas celulares em relagdo aos grupos quimicos presentes na cabeca
dos fosfolipidios, ndo garante aos modelos miméticos a fase fluida em que se encontra a
membrana plasmatica das células de mamiferos. Assim, para se obter tal propriedade,
também foi utilizado o fosfolipidio 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilocolina,
POPC, (também uma das fosfatidilcolinas mais encontrada ha membrana plasmatica dos
mamiferos) nos experimentos de Filmes de Langmuir e GUVSs, 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
consequéncias da acdo do hormonio EE2 sobre modelos complexos da membrana
plasmatica formados por monocamadas lipidicas (filmes de Langmuir) e bicamadas

lipidicas (vesiculas extrudadas e GUVs) contendo diferentes proporcdes de lipidios e
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colesterol. Por causa destacam-se interacbes em nivel molecular e por consequéncia
possiveis mudancas na estruturacdo 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 interacdes entre o EE2/filmes de Langmuir via isotermas de
pressdo de superficie vs. area molecular média (isotermas n-A) e espectroscopia de
absorcao-reflexdo no infravermelho com modulagéo de polarizagéo (PM-IRRAS).

»  Investigar a morfologia das GUVs via microscopia confocal/fluorescéncia na
presenca e na auséncia do EE2.

»  Propor mecanismos de interagdo em nivel molecular entre 0 EE2/membrana
plasmatica a partir dos diferentes modelos da estrutura lipidica utilizados no estudo

interacional hormdnio/lipidio.
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2.1 Materiais

Os lipidios utilizados na formagdo das mono e bicamadas, 0 horménio EE2 bem
como a sonda fluorescente utilizada na formagdo das GUVs esté@o descritos na Tabela 3 e
suas estruturas na Figura 10. Os lipidios foram solubilizados em uma solu¢éo composta
de cloroférmio e metanol em uma razéo 7:3 v/v, (metanol grau HPLC-J.T.Baker, 99,90%;
cloroférmio grau HPLC- Sigma-Aldrich, 99,0%). Para os estudos com o EE2, uma
solucéo estoque na concentragdo de 5.107 mol/L do hormdnio em metanol foi preparada.
As solucgdes aquosas de sacarose, glicose e as subfases foram obtidas com dgua Milli-Q®
ultrapura (resistividade 18,2 MQ.cm, pH = 5,6 e tensdo superficial 72,1 mN.m™ a 25° C).

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

Material Classe Massa Pureza Marca/
Molar referencia
(g.mol?)
1,2-dipalmitoil-sn- >99%  Avanti Polar
glierol-3- Glicerofosfolipidios 734,053 Lipids
fosfatidilcolina (DPPC) (830855P)
Colesterol (Chol) Esterois 386,650 >99% Sigma
Aldrich
(C8667)
Esfingomielina (SM) Esfingolipidios 732,0 >95% Sigma
Aldrich
(S0756)
Rodamina- DOPE (1,2- Fosfolipidios 1301,72 >98%  Avanti Polar
dioleoyl-sn-glicero-3- (marcados com Lipids
fosfoetanolamina) sonda) (810150C)
17 a-etinilestradiol Esterois 296,403 >98% Sigma
(EE2) Aldrich
(E4876)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-  Glicerofosfolipidios 760,091 >99%  Avanti Polar
glicero-3- Lipids
fosfatidilocolina (850457P)

(POPC)
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Figura 10: estruturas quimicas dos materiais utilizados.

2.2 Isotermas m-A

As isotermas n-A foram obtidas a 23 £ 1° C em uma cuba de Langmuir de 40 mL e
150 cm2 (KSV Instruments, Finlandia). Solucdes estoque de concentragdo 1.10° mol.L™*!
de DPPC, Chol e SM foram utilizadas para preparar as misturas binarias DPPC/Chol,
DPPC/SM e SM/Chol, com diferentes fragcdes molares dos constituintes x=0,3; 0,5 e 0,7;
das misturas ternarias de DPPC/Chol/SM, nas propor¢des molares 7/2/1 e 1/1/1, além da
solugéo de POPC com a mesma concentracdo. A concentracdo final das misturas binérias
e ternarias informadas ao software da cuba de Langmuir foi de 1.10° mol.L%, como no
exemplo de uma solucdo da mistura DPPC/Chol, Xchoi=0,3 com volume final de 1mL, na
qual contem 700uL de DPPC (1.10° mol.L™?) e 300uL de Chol (1.10° mol.L?).

Apdbs a completa evaporacdo do solvente (cerca de 15 minutos), as isotermas dos
lipidios e das misturas foram obtidas com agua ultrapura na subfase, a uma velocidade de

compressdo de 10 mm.min. Para estudar o efeito da incorporacio de horménio nas
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monocamadas, uma solucdo de EE2 em metanol foi injetada na subfase aquosa, a uma
concentragéo final na subfase de 1.10° mol.L ™. As propriedades mecanicas (médulo
compressional) ¢ termodinamicas (area de excesso) das isotermas m-A foram investigadas
usando as curvas obtidas para essas mesmas subfases.

Geralmente, tais propriedades sdo analisadas e discutidas observando os valores
obtidos na presséo de superficie de 30 mN.m™. Essa presséo corresponde & presséo lateral
interna em bicamadas fosfolipidicas (e membranas bioldgicas) sob pressao atmosférica e
na auséncia de qualquer estresse externo[107]. A membrana celular, em 30 mN.m, tende
a manter uma densidade especifica de empacotamento lipidico[108]. Além disso, 0
funcionamento de certas classes de proteinas presentes na membrana é regulado por
mudancas na pressdo lateral, que podem ser alteradas de acordo com variacGes do
conteddo lipidico[109].

Para realizar os experimentos de PM-IRRAS e GUVs, foram escolhidas as
seguintes misturas lipidicas: DPPC/Chol (Xcho = 0,3), DPPC/SM (xsm = 0,3), e SM/Chol
(Xchot = 0,3), além dos componentes individuais DPPC, SM e POPC. Essas fracdes
molares especificas mencionadas foram escolhidas pois trata-se da representacdo mais
préxima (quimicamente) da proporcdo lipidica em membranas de células de
mamiferos[110]. Além disso, como a maioria das membranas bioldgicas contém um
grande namero de fosfatidilcolinas insaturadas, o uso do POPC garantiu a fase fluida das

monocamadas.

2.2.1 Médulo compressional
O modulo compressional (Cs™), um pardmetro referente ao empacotamento das

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

. - a L . ~
grandeza é calculada por C;”* = —A (i) , onde A ¢ a area molecular e 7 ¢ a pressdo
T

superficial. Uma isoterma obtida na interface ar-agua na auséncia de tensoativos
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apresenta valor zero de Cs 1. Na presenca de uma monocamada, quanto maior o aumento
da pressao de superficie () devido a uma compressao, mais compactada estardo as
moléculas, e assim, maior o valor de Cs . De acordo com a literatura[111-113], uma
analise sistematica das isotermas m-A mostra que:
(a) Cs™! para estados sélidos (S) varia de acordo com valores de 1000 a 2000 mN.m™ 2.,
(b) Cs™* varia de 100 a 250 mN.m™ ! para filmes na fase liquido-condensada (LC).
(c) Cs ! varia de 12,5 a 50 mN.m™* para filmes na liquido-expandida (LE).

Este € um método sensivel para verificar mudancas estruturais durante a
compactacdo da monocamada e como a presenca de EE2 poderia afetar as propriedades

mecanicas nas monocamadas puras (formadas por um unico fosfolipidio) e mistas.

2.2.2 Area de excesso

Uma analise guantitativa das intera¢fes entre os componentes da mistura binéria
pode ser obtida com base no célculo da area de excesso (Aexc) da mistura, que é
determinada diretamente a partir das isotermas m-A.

A Aexc é definida como A,,. = A1, — (x14, + x,4,), onde Ai e Xi S80 a area por
molécula referente ao componente individual e a fracdo molar do componente, e A1 é a
area molecular ocupada referente a mistura[114,115]. Do ponto de vista termodinadmico,
se dois componentes da mistura interagem entre si na monocamada, 0 excesso de area €
diferente de zero e varia com a composicdo do filme misto, apresentando um
comportamento ndo ideal[113]. Valores negativos para Aexc indicam a presenca de
interacOes atrativas entre os componentes da mistura binaria, ao passo que valores de Aexc

maiores que zero sugerem interagdes repulsivas.
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2.3 PM-IRRAS

Os filmes de Langmuir contendo os lipidios individuais ou as misturas binérias
formados em agua ultrapura ou em subfases contendo uma solucdo aquosa de 1.107
mol.L? de EE2 foram compactados até a pressdo m = 30 mN.m™ e caracterizados na
interface ar-agua pela técnica de PM-IRRAS in situ, utilizando um instrumento KSV PMI
550 (KSV Instruments Ltd., Helsinquia, Finlandia) disponivel no laboratério do Grupo
de Polimeros Bernhard Gross no Instituto de Fisica da USP — S&o Carlos.

Este equipamento contém um detector HgCdTe (MCT, modelo PCI-3TE-10.6) com
area ativa de 1x1 mm?2. O feixe infravermelho incidente é modulado por um modulador
fotoelastico ZnSe operando na sua frequéncia de ressonancia de 50 kHz. Todas as
medidas foram realizadas com o angulo de luz incidente de 80° em relacdo a normal. A
radiacdo de alta frequéncia foi modulada entre polarizacdes paralelas (polarizadas-p) ou
perpendiculares (polarizadas-s) e 0s espectros foram obtidos simultaneamente em ambas
as polarizacdes, a fim de reduzir o efeito do vapor de agua. O sinal PM-IRRAS (S) é
obtido pela diferenca entre 0s espectros s e p, usando a equacao:

S = AR/R= (Rp-Rs)/(Rp+Rs)[116,117], onde Rp e Rs séo as reflectancias polarizadas
paralela (p) e perpendicular (s) ao plano de incidéncia, respectivamente. A faixa espectral

do equipamento é 600-4200 cm™ e a resolucéo espectral é de 8 cm™.

2.4 GUVs

As GUVs foram formadas por dois diferentes métodos: eletroformacéo e méetodo
gel. A temperatura de andlise foi de 23° C + 1° C. Para as GUVs de DPPC, DPPC/Chol
(Xchol = 0,3), DPPC/SM (xsm = 0,3), SM e SM/Chol (Xchoi= 0,3); na verificagdo no efeito
do horménio nas vesiculas, a solugdo de metanol contendo EE2 a 2% (v/v) foi injetada
nos pogos e as GUVs foram monitoradas por pelo menos 30 min (a concentracéo final de

EE2 nesses sistemas foi de 10 mol/L). Para as GUVs das misturas ternarias de

41



Capitulo 2. Materiais e Métodos

DPPC/SM/Chol nas proporcdes molares 1/1/1 e 7/2/1 e POPC, foi realizado o ajuste
experimental em relacdo a incorporacédo e concentracdo do hormonio no sistema. Assim,
a solucao de glicose a 0,2 mol/L foi preparada dissolvendo o agucar em uma solucgéo
aquosa 1.10° mol.L* de EE2. As vesiculas foram observadas no microscopio confocal
invertido (Nikon C2/C2si Eclipse Ti-E, Kyoto, Japdo), camera DS-Qi2, utilizando uma
objetiva de ar de 40x, NA 0,6; por meio da técnica de contraste de fase e fluorescéncia.
Medidas em triplicatas foram realizadas e o desvio padrdo na contagem das vesiculas foi

calculado. As imagens foram analisadas pelo software ImageJ.

2.4.1 Eletroformacéo

O método de eletroformacdo foi inicialmente proposto por Angelova e
Dimitrov[118]. As mesmas condi¢Ges das solucGes estoque usadas para obter as
monocamadas de Langmuir (isotermas ©-A) foram aplicadas aqui.

Para formar GUVs, 8 pL das solucdes 1.10° mol.L* de DPPC, DPPC/Chol (Xchol =
0,3), DPPC/SM (xsm = 0,3), SM e SM/Chol (Xchat = 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 vestigio de solvente organico, o suporte
com o filme lipidico espalhado foi mantido sob vacuo por 1 h. Posteriormente, uma
solugdo de sacarose 0,2 mol.L*?, dissolvida em &gua Milli-Q ultrapura a 55°C
(temperatura acima da transicdo da fase do DPPC, Chol e SM[120,121]), foi adicionada
ao poco contendo os eletrodos de platina.

Para proceder a eletroformacéo, o sistema foi exposto a um campo alternado de
baixa frequéncia (funcdo de onda sinusoidal com frequéncia de 10 Hz e amplitude de 1,3
V) por 90 min, utilizando um gerador de func¢do (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 agua acoplado no poco de teflon, mantendo a temperatura do sistema constante

em 55° C.
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Figura 11: fotografia digital do aparato acoplado ao gerador de funcéo para a realizacdo
da eletroformagéo, com um aumento para mostrar suporte de teflon com os fios de platina.

2.4.2 Método gel

As GUVs das misturas ternarias de DPPC/SM/Chol nas proporcdes 1/1/1 e 7/2/1 e
tambeém de POPC foram obtidas pelo método da formacao em gel descrito primeiramente
por Weinberger et al.[106] O processo se deu semelhante ao ilustrado na Figura 12.
Inicialmente foram colocados 350 ul da solugdo de PVA (Acetato de polivinila),
concentragdo igual & 1.10° mol/L (massa molar igual & 146000-186000 g/mol) num
béquer de 5 mL, que foi disposto em uma estufa com temperatura entre 50 e 75 °C, até
gue se formasse o filme de PVA no fundo da vidraria. Apos a secagem foram espalhados
10 uL de solugdo das misturas ternarias ou de POPC diluido em cloroférmio. O sistema

foi deixado em vacuo por uma hora e trinta minutos para a secagem do solvente. Por fim,
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com o téermino da secagem, adicionou-se 1 mL da solucdo de sacarose (0,2 mol/L) no
béquer, num total de uma hora e meia para a formacéo das vesiculas. Para a formacéo das
GUVs de DPPC/Chol/SM, a solucao de sacarose foi pré-aquecida a uma temperatura de

55° C e a formacéo das vesiculas se deu em uma estufa com temperatura controlada em

60° C.
. Filme de PVA +
| OF"[‘j‘dE de ll)w} § . filme de fosfolipidio
350 L de uL de solugio de +1 mL de solugio d -
PVA fosfolipidio (1mM) s-.;]c’arofes(%,l;;;/?) ¢ Solugdio com GUVs
3 ) Secagem em véicuo ()
Secagem na estufa (30 minutos) 30 minutos
<] l
Ii

Figura 12: ilustracdo do processo de formacao de GUVs pelo método gel.

As GUVs foram coletadas do po¢o e do béquer e, apds as amostras atingirem a
temperatura ambiente, foi checada a concentragéo final da solucéo de sacarose utilizando-
se um osmémetro crioscopio Gonotec 3000. Em seguida, aliquotas de 50 pL foram
adicionadas a um suporte de vidro de oito cavidades (lbidi, Munique, Alemanha)
contendo 200 pL de solugdo de glicose, de mesma osmolaridade, preparada em agua

ultrapura e levada diretamente ao suporte do microscépio.
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Capitulo 3. Resultados: Monocamadas de Langmuir

3.1 DPPCl/colesterol

Isotermas w-A
As isotermas 7t-A para 0 DPPC e o colesterol, obtidas na subfase de agua ultrapura,
sdo apresentadas na Figura 13 bem como as de monocamadas de DPPC/Chol mistas

(contendo colesterol com as fragdes molares Xcnol 0,3; 0,5 € 0,7).

. 50 DPPC
‘T‘E \ >(Cholzo'3
% 40 \ X o =00
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Figura 13: isotermas n-A obtidas a 23,0 + 0,5° C para as monocamadas de DPPC,
colesterol e misturas de DPPC/Chol (nas fracdes molares de colesterol xcnoi= 0,3; 0,5 €
0,7) na subfase contendo agua ultrapura. A area molecular média dos filmes mistos é dada
considerando somente a area ocupada pelo DPPC.

As isotermas 7w-A dos compostos individuais apresentam  perfis
conhecidos[93,122], com valores médios extrapolados de &rea molecular de 60 e 40 A?
para DPPC e colesterol, respectivamente. Para 0 DPPC, uma regido de platd observada a
8 mN.m? indica a coexisténcia das fases liquido-expandida (LE)/liquido-condensada
(LC). Acima dessa pressdo, 0 aumento é atribuido a formacao da fase liquido-condensada,
até atingir o colapso a 50 mN m™. As moléculas de colesterol formam uma monocamada
mais empacotada, como sugerido pelo perfil mais ingreme da isoterma, comportamento
tipico de uma monocamada com alta rigidez[123]. Segundo Ries e Swift[124], a area

molecular extrapolada de colesterol em 39 A2 é equivalente & de duas moléculas de Chol
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de cadeia reta orientadas verticalmente. A pressdo de colapso da monocamada de
colesterol ¢ tipica em 43 mN.m™ [125].

Nas monocamadas mistas, o colesterol induz um empacotamento das monocamadas
de DPPC, como verificado pelo deslocamento das isotermas mistas de DPPC/Chol para
areas menores em comparacao com o DPPC. Além disso, de acordo com o aumento da
fracdo molar do colesterol, é possivel observar o desaparecimento da regido de
coexisténcia LE-LC, e a fase gasosa passa diretamente para uma fase liquido-condensada.
Basicamente, o Chol aumenta o efeito de condensacdo[123,126] da monocamada de
DPPC. Tal efeito é devido a reducdo de area 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 rigida que é o colesterol.

A incorporacdo do EE2 na subfase (Figura 14) reduz o efeito do colesterol nas
monocamadas mistas, induzindo um descolamento das isotermas n-A para areas maiores
por molécula, principalmente em Xcnhoi = 0,3 € 0,5. De fato, o maior efeito de expanséo
causado pelo EE2, mesmo a altas pressdes, ocorreu na monocamada que mimetiza a
composicdo de esterol de uma membrana de mamifero (Xcnol = 0,3)[127,128]. Além disso,
é possivel observar que, para 0 DPPC, Chol e DPPC/Chol, Xchoi= 0,5 € 0,7; em altas
pressdes, o EE2 foi expelido da interface ar/agua.

Uma variagdo similar da composi¢cdo em monocamada foi usada por Dopierata e
Skrzypiec[129] para investigar a interacdo do p-caroteno nas monocamadas de DPPC-
colesterol. A monocamada mais afetada pela incorporacdo de [3-caroteno foi justamente
a que apresentou Xchol = 0,25. Arima et al.[130] também consideraram a razdo molar
DPPC-colesterol para explicar a baixa toxicidade do antifingico natamicina em modelos
de membrana celular. Neste caso, eles verificaram um efeito consideravel da natamicina

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

ocorreram mudancas significativas.
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Figura 14: isotermas n-A obtidas a 23,0 = 0,5° C para as monocamadas de DPPC,
colesterol e misturas de DPPC Chol (nas frac6es molares Xchoi= 0,3; 0,5 € 0,7) na subfase
contendo agua ultrapura ou EE2 10 pM.

Compressibilidade

De acordo com classificagdes propostas[111,112], o Cs™ mostra as monocamadas
de DPPC na presenca ou auséncia de EE2 na fase liquido-condensada (Cs™ = 100-250
mN.m). Com o aumento da proporgéo de colesterol na mistura binaria (Figura 15-A) 0s

valores de Cs™* aumentam e, em Xchoi = 0,7 se assemelham a isoterma 7-A fortemente

condensada, proxima & monocamada de colesterol Cs™*> 250 mN.m™.
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Figura 15: (A) curvas do Cs™em funcéo da pressdo de superficie para monocamadas de
DPPC, Chol e mistas (Xchoi 0,3; 0,5 € 0,7) obtidas das isotermas n-A na subfase contendo
agua ultrapura. (B) Grafico de barras Cs™ vs. a composigio da monocamada obtido das
isotermas n-A em m = 30 mN.m™ na subfase contendo agua ultrapura (preto) ou EE2 na
concentragdo de 10 pM (cinza).

E importante notar que a presenca de EE2 nas monocamadas individuais ou mistas
(Figura 15-B) ndo foi suficiente para promover a mudanca da fase condensada para a fase
liquida expandida (Cs*< 100 mN.m™). Para 0 Xchol = 0,7, uma reducéo significativa (3
vezes) ocorreu na presenca de EE2, indicando o maior efeito de fluidez nessa proporcao.
Apesar da mudanca para areas maiores observadas nas isotermas de DPPC e DPPC/Choal,
Xchol = 0,3; a adicdo de EE2 na subfase ndo promove uma mudanca 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 expansdo

das monocamadas mistas, mas sem afetar sua elasticidade e transi¢éo de fase, mesmo em

altas pressdes superficiais (30 mN.m™).

Area de excesso
Para os filmes mistos de DPPC/Chol em &gua ultrapura (Figura 16-A), os valores
do excesso de area por molécula foram negativos em todas as faixas de pressdes

superficiais. De acordo com Miyoshi e Kato[131], tais valores para as monocamadas de
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DPPC/Chol confirmam a contracdo da area média por lipidio com a adicdo de moléculas

de esterol.
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Figura 16: area de excesso (Aexc) em funcédo da fracdo molar de Chol em monocamadas
de DPPC formadas em agua ultrapura (A) e agua ultrapura contendo 10 uM EE2 (B).

Foi também notado que, em baixa pressao superficial, o desvio negativo em relagédo
a linha pontilhada (ideal) ¢ maior, enquanto que a altas pressbes superficiais (por
exemplo, 30 mN.m™) aproxima-se da linha de idealidade. Como também confirmado
pelas isotermas =m-A, em estdgios expandidos da compressdo (baixas pressdes
superficiais) o colesterol reduz a mobilidade da cadeia de hidrocarbonetos de DPPC[132],
de modo que a maior contracdo da area ocupada é causada pela diminui¢do do grau de
liberdade das moléculas na monocamada[133]. Em estagios de alta compresséo, o proprio
processo da compressdo mecanica das barreiras organiza verticalmente as moléculas,
tornando a &rea de excesso quase nula. Além disso, um desvio positivo obtido na presenca
do horménio (Figura 16-B) confirmou, assim como pela expansdo nas isotermas, que ele

ocupa alguma &rea na interface e pode até mesmo diminuir a interacdo 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), @ 30 mN.m™, na auséncia e na presenca
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do hormdnio, seguido dos valores referentes aos modos vibracionais das bandas presentes
nos espectros, na Tabela 4. O intervalo de nimero de onda de 900 a 1800 cm™
corresponde as vibracdes dos grupos quimicos presentes na cabeca anfifilica do
fosfolipidio, o que, no caso da DPPC, esta de acordo com a literatura[41,134]. Na
presenca do hormonio na subfase, Stunges et al.[135] apontaram intera¢Ges ion-dipolo
entre 0 DPPC e o grupo OH do anel fenolico do EE2: atrativa com o grupo cationico
colina (CN*(CHs)3) e repulsiva com o fosfato anidnico (PO4?), ambos grupos presente na
cabeca polar do DPPC. Esses resultados sdo confirmados aqui ao observar o0s
deslocamentos do espectro das bandas do DPPC referentes a esses grupos na presenca do
EE2: a vas(CN(CHz)3) apresentou o deslocamento de 970 para 960 cm™ e a vsPO2 se
deslocou de 1078 para 1085 cm™. Além disso, Hilbner e Blume[136] sugerem que 0s
deslocamentos de bandas do grupo P=0O em direcdo a maiores nimeros de onda sdo
consequéncia da desidratacdo desse grupo, neste caso, causada pela presenca do

horménio.
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Figura 17: espectros de PM-IRRAS registrados para as monocamadas de Langmuir a 30
mN.m~! em &gua ultrapura como subfase para DPPC (linha preta) e DPPC/Chol, Xchol =
0,3 (linha azul) ou subfase contendo 100 uM de EE2: linha preta tracejada para DPPC e
linha azul tracejada para a mistura bindria. vs: estiramento simétrico; vas: eStiramento
antissimétrico; 4: deformagédo angular.

Tabela 4: atribuicdes das principais bandas de vibracdo das monocamadas de DPPC e
DPPC/Chol Xchol = 0,3, jJuntamente com as mudancas induzidas pela interacdo com o0 EE2

Grupo DPPC DPPC+EE2 DPPC/Chol DPPC/Chol

(cm™) (cm™) (cm™) +EE2 (cm™?)
vas(CN*N) 970 960 972 969
vs(PO2) 1078 1085 1083 1090
vas(PO?) 1221 1221 1221 1223
0(CH>) 1464 1469 1468 1469
v(C=0) 1740 1734 1734 1741
vs(CH2) 2848 2854 2850 2856
vas(CH2) 2918 2920 2920 2922

vs: estiramento simétrico; vas: estiramento antissimétrico; &: deformagdo angular.

Mesmo com a adi¢do de Chol na monocamada de DPPC, ndo houve mudancas
significativas em termos de deslocamento de bandas em numeros de onda. Esse fato ja

foi observado por Arrondo et al.[137] em medidas de espectroscopia de absor¢do no
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infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), sugerindo que a presenca do esterol
parece ndo influenciar a hidratacdo das moléculas de agua na regido da cabeca do
fosfolipidio[138,139], ou seja, ndo se altera a rede de ligacbes de hidrogénio que
moléculas de dgua fazem com os grupo quimicos da cabeca, principalmente com o grupo
P=0.

Os espectros de PM-IRRAS para estes sistemas binarios ainda ndo sdo 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
hidrofobicas, as moléculas de Chol tendem a estar distribuidas preferencialmente entre as
moléculas de DPPC, minimizando o contato dos anéis do esterol com a &gua[126]. O
grupo hidroxila do colesterol interage por meio de ligacdes de hidrogénio com o grupo
cabeca polar DPPC. Por outro lado, ainda existem interacdes coesivas de Van der Waals
entre os anéis de esterol das moléculas de Chol e as cadeias alquilicas de DPPC.

O principal ponto a ser considerado analisando 0s espectros da regido da cabeca do
fosfolipidio é o efeito mais pronunciado do EE2 na mistura binaria, quando comparado
ao seu efeito na monocamada de DPPC. Enquanto para o espectro DPPC/EE2 as
alteracbes na intensidade do sinal das bandas ocorreram em 970 cm™ e 1078 cm
(atribuidas ao estiramento antissimétrico do grupo colina como (CN*C) e estiramento
simétrico do P=0 (vsPO2), respectivamente), para 0 DPPC/Chol/EE2, aléem dessas
bandas, também foram afetados o estiramento antissimétrico do P=0, vasPO2" em 1221
cm, a deformagdo angular do CHz (3CHz) em 1464 cm™, e a banda da carbonila ndo
hidratada (C=0) em 1740 cm™. Como verificado nas isotermas n-A, 0 DPPC/Chol (Xchol
= 0,3), quando comparado com o de DPPC, foi capaz de manter a interagdo com o EE2
na interface, mesmo em estagios de alta compressdo (30 mN.m™), causando aqui o0 maior

efeito em termos de mudancas na intensidade do sinal PM-IRRAS.
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Algumas modificagdes substanciais também podem ser notadas na regido de 2800
a 3000 cm™! em relagdo aos modos de estiramento em —CH> (simétrico em 2848 cm™ e
antissimétrico em 2918 cm™)[135,141]. Na presenca de EE2, nas duas composicoes das
monocamadas, as bandas de estiramento simétrico de —CH2 deslocaram 6 cm™ para
maiores nimero de onda. Além disso, a intensidade relativa entre os estiramentos CH>
simétrico e antissimétrico (vsCH2/vasCH2) para DPPC e DPPC/Chol (Xcno = 0,3) na
presenca de EE2 diminuiu de 0,51 para 0,44 e de 0,60 para 0,48, quando comparado com
a subfase sem o horménio. Estas diminui¢cdes sugerem um rearranjo das cadeias do DPPC
na interface, aumentando o grau de ordenamento das monocamadas[142], provavelmente
como resultado de interacGes eletrostaticas entre o EE2 e o DPPC. Este resultado
concorda com o fato do EE2, em altas pressdes, ser expulso da monocamada de DPPC e
ndo permanecer na interface, favorecendo a interacdo do horménio com 0s grupos
hidratados colina e fosfato. Assim, possivelmente, a interacdo do EE2 na regido periférica
na cabeca polar da molécula de DPPC esta causando tal ordenamento das cadeias
hidrofobicas do fosfolipidio.

Para a mistura bindria, esses efeitos de organizacdo das caudas dos lipidios
observados nos espectros PM-IRRAS se correlacionam com os valores de area de excesso
em 30 mN.m?, onde se observou que a interagdo de DPPC/Chol (Xchoi =0,3) foi
aumentada pela presenca de EE2 na interface. O EE2 foi responsavel por enfraquecer as
interacbes atrativas intermoleculares (diminuindo a miscibilidade) entre DPPC e
Chol[143], confirmado no PM-IRRAS pelo ordenamento da monocamada mista na
presenca do horménio.

Em uma comparacdo entre DPPC e DPPC/Chol (Xcha = 0,3), na auséncia do EE2,
a relacdo (vsCH2 / vasCH2) aumentou de 0,51 para 0,60 com a introducdo do esterol na
interface, indicando uma diminuig¢do na organizacdo das cadeias da monocamada. De

fato, os valores negativos de Aexc € verificado no PM-IRRAS em termos da desordem do
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DPPC na regido da cauda, como consequéncia da miscibilidade e da interacdo atrativa
entre DPPC-Chol.

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

monocamadas.

- Interagio na fase liquido-expandida

- Aumento na elasticidade

- Interagdo com os grupos

(CN*(CH3);) e PO*
DPPC EE2 - Aumento da organizacio das caudas

Condensacio da - Maior deslocamento de area para
monocamada de DPPC Xcno=0,3
Dimiui¢cdo na elasticidade - Aumento na elasticidade
proporcional a X, DPPC/ FE2 - Diminui¢io das interacdes atrativas
Interagdes atrativas Chol - Interag¢iio com os grupos (CN"(CHs,);),
Diminuicio da ordem em PO*e C=0
relacio A monocamada - Aumento da organizaciao das caudas
de DPPC

- Interacido na fase liquido-expandida

Chol EE2

- Aumento na elasticidade

Figura 18: comparacéo dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas puras de DPPC, Chol
e da mistura binaria DPPC/Chol.

3.2 DPPC/esfingomielina

As isotermas 7-A das monocamadas de DPPC, esfingomielina (SM) e as misturas
binarias com as fragbes molares xsm 0,3; 0,5 e 0,7 obtidas em subfase contendo agua

ultrapura estdo apresentadas na Figura 19.
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Figura 19: isotermas n-A obtidas a 23,0 = 0,5° C para as monocamadas de DPPC,
esfingomielina e misturas de DPPC/SM (nas fragbes molares xsw= 0,3; 0,5 e 0,7) na
subfase contendo &gua ultrapura.

A isoterma n-A de SM mostra caracteristicas em concordancia com resultados ja
publicados[75,144], com um valor inicial de area molecular média em 80 A? e é4rea
extrapolada em 57 A% Nao ha uma regido de coexisténcia de fases (regido da isoterma 7-
A em que a pressdo de superficie se mantém constante com a diminuicdo da area
molecular média), como observado, por exemplo, nas isotermas de DPPC. Contudo exibe
uma transicao entre a fase liquido-expandida (LE) e liquido-condensada (LC) em = 10
e 20 mN.m™, respectivamente, com um platé em 15 mN.m,

Observa-se que o perfil (mais que a posi¢do) das isotermas n-A de DPPC é
fortemente influenciado pela a incorporacéo de diferentes fracbes molares de SM. Em
relacdo a posi¢do, com excecdo da curva de DPPC/SM com Xsu= 0,7; para as demais
proporcdes, os valores extrapolados de area por molécula na fase condensada se
assemelham aos valores para a curva do DPPC, principalmente em pressdes de superficie

maiores.
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Ja o perfil das monocamadas mistas de DPPC variou com o0 aumento da proporcéao
de SM. A presenca de SM na monocamada de DPPC induziu um aumento na pressao de
superficie que ocorre a transi¢do da fase LE para a fase LC nas isotermas n-A, além de
um alargamento da area ocupada pela fase LE. O mesmo efeito também foi observado
por Alvares[145] et al. ao estudar a interacdo do peptideo Polybia-MP1 com DPPC. Tal
efeito foi explicado em termos dos valores de area de excesso, ao passo que as interacdes
repulsivas entre peptideo/fosfolipidio faz com que a mistura entre 0os componentes seja
mais estavel na fase LE em detrimento da fase LC (fase mais rigida, de maior
empacotamento)[146].

As isotermas ©-A para monocamadas de DPPC contendo diferentes propor¢oes de
SM na presenca e auséncia do EE2 na subfase estdo representadas na Figura 20. A
presenca do hormonio na subfase induziu um descolamento das isotermas para maiores
area por molécula. E possivel verificar que para as monocamadas de DPPC e para as
misturas binarias, em valores maiores de pressao de superficie, 0 EE2 foi expelido da
interface ar/agua. O maior efeito do EE2 em termos de deslocamento, em todos os
estagios da compressdo, se deu para a isoterma n-A de esfingomielina, com area

extrapolada na fase condensada aumentando de 57 para 65 A2,
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Figura 20: isotermas ©-A obtidas a 23,0 + 0,5° C para as monocamadas de DPPC, SM e

misturas de DPPC/SM (nas fragdes molares xsm=0,3; 0,5 e 0,7) na subfase contendo agua
ultrapura ou EE2 10 pM. A area molecular média dos filmes mistos é dada considerando
somente a area ocupada pelo DPPC.

Compressibilidade

A Figura 21-A expde os valores de Cs™ 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? > 100 mN.m™) em pressdes de superficie maiores que a do DPPC. Enquanto
para 0 DPPC a transicdo da fase LE-LC (Cs? =100 mN.m™) ocorre na pressio de
superficie de 15 mN.m™, para a SM este valor é de 23 mN.m™.

Na pressdo de superficie = = 30 mN.m! todas as monocamadas (misturas ou n&o)
se encontram na fase LC (Cs? =100-250 mN.m™). Para essa presséo, a presenca do EE2
ndo provoca mudanca de fase nas monocamadas (Figura 21-B). Porém, de um modo
geral, causa a diminuicio dos valores de Cs?, o que estd em concordancia com a

suavizacdo observada no ponto de inflexdo (regido de platd) das isotermas m-A na

presenca do hormonio (Figura 20).
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Figura 21: (A) curvas Cs™ em funcdo da pressdo de superficie para monocamadas de
DPPC, SM e mistas (xsm 0,3; 0,5 e 0,7) obtida das isotermas n-A na subfase contendo
agua ultrapura. (B) Grafico de barras Cs™ vs. a composigio da monocamada obtido das

isotermas m-A em © = 30 mN.m na subfase contendo agua ultrapura (preto) ou EE2 na
concentragéo de 10 pM (cinza).

Area de excesso

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

isotermas n-A na auséncia (Figura 22-A) e na presenca do EE2 na subfase (Figura 22-B).

20 20

154 30 mN.m”
20 mN.m™

—
h
1

Area de excesso (A%)
Area de excesso S

: : : : ; : — :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0,6 0.8 1.0
Xau X, +EE2

Figura 22: &rea de excesso (Aexc) em fungdo da fracdo molar de SM em monocamadas de
DPPC formadas em agua ultrapura (A) e agua ultrapura contendo 10 uM EE2 (B).

Os valores de Aexc mostrando os desvios positivos em relagdo a idealidade (Figura
22-A) sugerem que as interagdes intermoleculares DPPC-SM sdo menos atrativas que as
interacdes DPPC-DPPC e SM-SM, principalmente para a mistura com xsm = 0,7 que

apresentou 0s maiores valores de Aex. Qualquer desvio da idealidade indica uma
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interacdo. Assim, 0 aumento da pressao de transicdo de fase do DPPC na presenca de SM,
observado nas isotermas n-A (Figura 19), é confirmado aqui pelos valores positivos de
Aexc, indicando a interacdo repulsiva do esfingolipidio com o fosfolipidio em agua. Ainda,
0s maiores valores de Aexc sdo para as pressdes de superficie 1 =5 e 10 mN.m™ sugerindo
que a repulsdo entre 0os componentes na mistura binaria € mais proeminente na fase
liquido-expandida[145].

A presenca do EE2 na subfase aquosa parece favorecer a diminuicdo das interacdes
repulsivas entre DPPC-SM na mistura binaria. Nas monocamadas contendo baixas
fracbes molares de esfingomielina (xsm = 0,3) a Aexc assume valores negativos com a
adicdo 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 interacdes 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™, na auséncia e na presenca do EE2 na subfase aquosa,
sdo 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™! para SM
em agua ultrapura como subfase (linha preta) ou subfase contendo 10 uM de EE2 (linha
vermelha). vs: estiramento simétrico; vas: estiramento antissimétrico; 6: deformagio
angular.

Na Figura 23 pode-se verificar para as monocamadas de SM, entre 900 e 1800 cm’
! que a presenca do EE2 na subfase (linha vermelha) ndo desloca significativamente as
bandas (linha preta) da SM, as quais correspondem ao estiramento antissimétrico do
grupo colina (vasCN*C= 970 cm?), estiramento simétrico e antissimétrico do grupo P=0
(vsPO2 =1075 cm™ e vas = 1231 cm™) e a deformagéo angular do CH; (SCH2) em 1465
cmt. O fato do EE2 néo deslocar as bandas de vibragGes dos grupos colina e fosfato pode
indicar que a hidratacdo das cabecas polares da SM nédo é afetada pela presenca do
horménio[148].

A banda referente ao estiramento do grupo carbonila ndo hidratado (C=0), em 1756
cm, que para o DPPC aparece em 1740 cm™, para a SM tem-se um deslocamento de 16

cmt. O aumento no valor de frequéncia de vibragdo do C=0 comprova que as moléculas

de SM estdo mais empacotadas[149] em relacdo as moléculas de DPPC, quando
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analisadas a m=30mN.m™. A frequéncia de vibrac¢io do grupo C=0 em menores faixas no
espectro de DPPC é consequéncia das ligacGes de hidrogénio entre as moléculas de agua
(subfase) e o grupo presente da cabeca do fosfolipidio. Sendo a monocamada de SM mais
empacotada que a de DPPC, além dessas ligacGes de hidrogénio, também ocorre uma
forte interacdo das cadeias de hidrocarbonetos presentes regido hidrofébica da
molécula[150]. Portanto, a vibracdo da ligacdo C=0O ocorrer em regides de maiores
frequéncias esta diretamente relacionada ao fato de as monocamadas serem mais
condensadas. A presenca do EE2, por sua vez, desloca essa banda em 11 cm, novamente
para menores numeros de onda, diminuindo assim o empacotamento da monocamada.
Tal efeito esta de acordo com o aumento da elasticidade (diminuicdo de Cs™) observada
na Figura 21-B para a monocamada de SM/EE2. Além disso, a alteracdo na intensidade
relativa entre as bandas da deformagdo angular do —CH> e 0 estiramento da carbonila,
O0CH2/vC=0, diminuiu drasticamente de 0,64 para 0,27 na presenca do EE2, indicando a
interacdo do hormdnio preferencialmente com grupo carbonila, provavelmente pela
ligagdo de hidrogénio do —OH do anel do EE2 com o oxigénio do C=0, localizado na
regido polar da molécula de SM. O mesmo mecanismo de interacdo foi reportado por
Nakata et al.[151] no estudo da interacdo de filmes do fosfolipidio 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) com EE2.

A contribuicdo no sinal de PM-IRRAS do grupo amida presente na cabeca polar da
SM (amida I: 1600-1700 cm™)[144,152] pode ser observada na banda em 1679 cm™.
Geralmente, outra banda referente a esse grupo aparece em nimeros de onda préximos a
1650 cm™[144,153]. Contudo, ndo foi possivel observar devido a interferéncia na regiéo
em torno de 1600 cm™, que aparece uma intensa banda orientada para baixo, sendo
atribuida a deformacéo angular do grupo OH da agua (60OH) [154,155].

Na regido de 2800 a 3000 cm™ dos espectros PM-IRRAS, relativa aos modos de

estiramento do grupo —CHaz presentes na regido da cauda apolar dos lipidios, para a
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monocamada de SM, duas bandas principais referentes aos estiramentos simétrico
(vsCH_) e antissimétrico (vasCH2) apareceram em 2847 e 2921 cm'!, respectivamente. Na
presenca do EE2, ndo houve deslocamentos de banda nessa regido do espectro. Além
disso, a intensidade relativa entre as bandas do estiramento simétrico e antissimétrico
—CH2 (vsCH2/vasCH>) praticamente ndo se alterou, aumentando de 0,49 para 0,52.

Esses resultados indicam que o maior deslocamento observado na isoterma de SM
na presenca do EE2 na subfase, e a manutencdo do horménio na interface mesmo em altas
pressdes de superficie se deve a interagdo com o grupo carbonila ndo-hidratado.
Entretanto, tal interacdo na regido da cabeca polar ndo possui efeito significativo sobre as
orientagcdes moleculares das cadeias hidrofdbicas do lipidio.

As mudancas espectrais mais acentuadas em virtude da presenca do EE2 ocorreram
na mistura binaria DPPC/SM (xsm = 0,3), como mostrado na Figura 24. Para efeito de
comparacdo, também foram plotados os espectros PM-IRRAS para as monocamadas de

SM e DPPC, com e sem 0 hormonio na subfase.
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Figura 24: espectros de PM-IRRAS para as monocamadas de Langmuir a 30 mN.m™! para
a mistura binaria DPPC/SM, xsm= 0,3 em agua ultrapura como subfase (linha verde
escuro) ou subfase contendo 10 uM de EE2 (linha verde claro). vs: estiramento simétrico;
vas: estiramento antissimétrico; 8: deformagao angular.

Tabela 5: atribuicdes das principais bandas de vibracdo das monocamadas de DPPC e
DPPC/SM xsm =0,3, juntamente com as mudancas induzidas pela interacdo com o EE2

Grupo DPPC DPPC+ SM SM+EE2 DPPC/SM DPPC/SM

(cm™) EE2 (cm) (cm™) (cm™) +EE2
(cm?) (cm™)

vas(CN*N) 970 960 970 968 964 971
vs(PO2) 1078 1085 1075 1075 1077 1060
vas(PO2) 1221 1221 1231 1240 1219 1217
0(CH>) 1464 1469 1465 1464 1454 1468
v(C=0) 1740 1734 1756 1745 1741 1731
vs(CH?2) 2848 2854 2847 2848 2948 2848
vas(CH?2) 2918 2920 2921 2920 2916 2916

vs: estiramento simétrico; vas: estiramento antissimétrico; &: deformagdo angular.

Como discutido anteriormente, nas isotermas n-A em 30 mN.m™, o EE2 é expulso
da interface na monocamada de DPPC e a interagdo do DPPC/EE2 observada no PM-

IRRAS ocorre por meio de interacdes eletrostaticas do —OH do anel do hormdnio com os
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grupos carregados fosfato e colina presentes na regido da cabeca polar do fosfolipidio.
No caso das isotermas m-A de SM, o hormdnio permanece na interface em todos 0s
estagios de compressao da monocamada e, no espectro PM-IRRAS, a principal interacdo
se dd& com o grupo carbonila (C=0) ndo hidratado da cabeca polar, justamente
posicionado na interface ar-liquido, quando organizado em elevadas pressbes de
superficie.

De acordo com os valores positivos de area de excesso, as moléculas de DPPC e
SM néo formam uma monocamada miscivel, ou possuem interacao repulsiva entre elas.
Logo, na monocamada de DPPC/SM (xsm = 0,3) exposta ao horménio, 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 (vasCN*C: de 964
cm para 971 cm™) e fosfato (vsPO2": de 1077 cm™ para 1060 cm™*) na monocamada mista
podem ser atribuidas a interacdo do horménio com o DPPC. Por outro lado, a interacédo
do EE2 com a SM na mistura DPPC/SM (xsm = 0,3) ocorreu na regido da carbonila (1756
cm), evidenciado pelo descolamento de 10 cm™ dessa banda na presenca do horménio.
Além disso, com o EE2 na subfase, verificou-se a inversdo da intensidade das bandas
referentes a amida | e C=0, mostrando que a interacdo do EE2 com o grupo C=0 da SM
pode estar perturbando a orientagdo dos grupos vizinhos a esta ligacdo, que, nesse caso,
trata-se da amida I.

Na regido de maiores numeros de onda, constatou-se uma expressiva alteracdo de
1,30 (sem EE2) para 0,61 (com EE2) na intensidade relativa das bandas referentes ao
estiramento simétrico e antissimétrico (vsCH2/vasCH2) do grupo —CHa, (vsCH2: 2848 cm”
e vasCH2: 2916 cm™) presentes na cauda dos lipidios. Tal resultado pode ser relacionado
com os valores de area de excesso calculados a partir das isotermas obtidas com o
hormonio na subfase, nos quais, para a mistura DPPC/SM (xsm = 0,3), foram negativos

(Figura 22-B). O EE2 foi responsavel por diminuir a repulsdo entre as moléculas de DPPC
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e SM, acarretando em um ordenamento das caudas hidrofébicas do DPPC e da SM na
presenca do hormonio, como verificado no espectro PM-IRRAS. O resumo dos principais

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

25.

- Interagiio na fase liquido-expandida
- Aumento na elasticidade

DPPC EE2 - Interag¢io com os grupos
(CN*(CH;);3) e PO*+
- Aumento da organizac¢io das caudas

- Alteragao no perfil e

pos-lc,ao’ das lsote-:rmas - Interacio na fase liquido-expandida
- Naoha a!t?racao na - Aumento na elasticidade
elaftlcldade . DPPC/ EE2 - Diminuic¢io das interagoes repulsivas
- lnter_ac?es .re_pulswas SM - Interagio com os grupos (CN*(CHj);),
- Diminui¢io da PO%*e C=0
organizagiio em relagio a - Aumento da ordem

monocamada de DPPC

- Maior deslocamento de drea
SM EE2 - Aumento na elasticidade
- Intera¢io com o grupo C=0
- Nio alterou a organizacio das caudas

Figura 25: comparacdo dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas pura de DPPC, SM e
da mistura binaria DPPC/SM.

3.3 Esfingomielina/Colesterol

Isotermas m-A

Na Figura 26 s3o mostradas as isotermas m-A das monocamadas mistas de

SM/Chol, com as fra¢cBes molares Xcnol 0,3; 0,5 € 0,7.
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Figura 26: isotermas 7-A obtidas a 23,0 £ 0,5° C para as monocamadas de SM, colesterol
e misturas de SM/Chol (nas frag6es molares de colesterol Xcnhoi=0,3; 0,5 € 0,7) em subfase
contendo &gua ultrapura.

Os efeitos causados pela presenca do Chol na monocamada de SM séo basicamente
0s mesmos observados para a mistura DPPC/Chol: o colesterol induz a condensacdo da
monocamada de esfingomielina, sendo possivel observar o desaparecimento do ponto de
transicdo de fase LE-LC ja na proporcdo contendo Xcno= 0,3 quando comparado a
monocamada de SM.

O efeito do colesterol nas monocamadas de DPPC e SM s&o mostrados na Tabela
6 e podem ser obtidos por meio do célculo da porcentagem de condensacgéo, segundo a
equacéo proposta por Ali et al.[156] :

Yocondensacio= [(Aideal-A12)/Aidea]X100
onde a Aideal é calculada pela &rea por molécula referente ao componente puro
multiplicado pela fracdo molar do componente, e Ai> é a area molecular ocupada,

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

Pressdo de Porcentagem de condensacdo da monocamada (%)
Lipidio superficie Xchol = 0,3 Xchol = 0,5 Xchot = 0,7
(mN.m™)
5 14,5 21,6 18,3
10 3,6 6,9 8,6
DPPC 20 1,1 2,0 5,2
30 0 0 4,2
5 27,3 26 22,3
10 232 20,0 16,8
SM 20 14,5 11,0 10,4
30 6,5 3,7 5,3

E possivel verificar na Tabela 6 que o efeito de condensagio do colesterol na
monocamada de SM foi maior do que na de DPPC. Além disso, a condensacdo mais
significativa das monocamadas de SM/Chol ocorreu nas pressdes de 5 e 10 mN.m™,
estagios nos quais as monocamadas se encontram na fase liquido-expandida.

E reportado na literatura[140,150,157] que o colesterol interage mais fortemente
com a esfingomielina do que com os glicerofosfolipidios, como o DPPC. Tal fato esta
relacionado as ligacBes de hidrogénio entre SM/Chol serem mais fortes do que entre
DPPC/Chol. O a&omo que estd ligado covalentemente a um hidrogénio é chamado o
doador de ligacdo de hidrogénio, enquanto que os demais atomos envolvidos na interacdo
intermolecular sdo os aceptores (Figura 27). A diferenca importante € que na regido
interfacial da SM ha tantos grupos doadores da ligacdo de hidrogénio como grupos
aceptores, enquanto o grupo colina (fosfatidil) contém apenas grupos aceptores da ligacéo
de hidrogénio (Figura 27). Esses grupos doadores (hidroxila e amida) dos esfingolipidios
s80 os responsaveis por formar uma extensa rede estabilizadora de ligacao de hidrogénio
na superficie das mono ou bicamadas[158]. Além disso, o fato de a % de condensagéo
diminuir a medida em que se aumenta a pressdo de superficie, é justamente porque em
baixas pressoes de superficie (por exemplo, 5 mN.m) esses grupos estdo em contato com
a agua e formam uma rede de ligacdes de hidrogénio mais intensa do que quando estdo

organizados verticalmente (altas pressoes).
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Figura 27: grupos funcionais de moléculas bioldgicas envolvidas na ligacdo de
hidrogénio. Estrutura molecular da SM e DPPC: os grupos aceptores de ligacGes de
hidrogénio estdo indicados com setas azuis e os doadores com setas vermelhas. Adaptado

de Slotte[150].

As isotermas n-A de SM/Chol na presenca do EE2 na subfase é mostrada na Figura

28.
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Figura 28: isotermas m-A obtidas a 23,0 £ 0,5° C para as monocamadas de SM, Chol e
misturas de SM/Chol (nas fra¢es molares xsu= 0,3; 0,5 € 0,7) na subfase contendo agua
ultrapura ou EE2 10 uM. A area molecular média dos filmes mistos é dada considerando

somente a area ocupada pela SM.
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Em todas as misturas de SM/Chol ¢ observado um deslocamento nas curvas m-A
para maiores areas na presenca do EE2 na subfase aquosa. Nas propor¢des Xcho=0,5 €
0,7; na fase liquido-condensada, o EE2 foi expelido da interface ar/agua e as areas obtidas
na presenca do hormonio se igualaram aquelas obtidas somente em &agua ultrapura.
Novamente, o maior efeito de expansio (aproximadamente 5A?) causado pelo horménio
se deu para a mistura SM/Chol, Xchoi=0,3 e 0 horménio permaneceu na interface ar/agua
até o colapso da monocamada. No caso da mistura SM/Chol € possivel predizer que o
efeito se deu pela maior afinidade do horménio a SM, uma vez que que tal proporcao de
Xchoi=0,3 contém 70% do esfingolipidio. Tal efeito é diferente do observado para a
mistura de DPPC/Chol, Xcno=0,3; que também se obteve o maior deslocamento da
isoterma na presenca do EE2, porém ndo em decorréncia da maior afinidade do horménio
pela monocamada de DPPC, visto que o EE2 é expelido da interface em altas pressdes de

superficie.

Compressibilidade

O gréfico dos valores de Cs™ vs a pressdo superficial (1) para monocamadas de SM,
Chol e as misturas de SM/Chol sdo mostrados na Figura 29-A. Os valores para as
monocamadas SM/Chol, com Xcha= 0,5 e 0,7 sdo caracteristicos de monocamadas
fortemente condensadas. Com a diminui¢do da proporcdo de esterol na mistura (Xchoi=
0,3) a curva de Cs* torna-se mais suavizada e decai para menores valores, porém nio o
suficiente para a mudanca de fase. Alids, mesmo a menor proporcao de Chol € suficiente
para deixar a monocamada de SM mais rigida, pois atinge rapidamente a fase LC (Cs*
=100 mN.m), na de presséo de superficie 8 mN.m™ (Figura 29-A, curva rosa).

O grafico de barras contendo os valores de Cs™ na pressdo de 30 mN.m™ obtidos
das isotermas m-A puras e mistas, em subfase contendo agua ultrapura ou EE2, sdo

mostrados na Figura 29-B. O EE2 causou uma redugdo no modulo compressional em
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todas as misturas, apontando a acdo do horménio em fluidificar as monocamadas.
Contudo, as monocamadas ainda permaneceram na fase condensada, com valores de Cs
! maiores que 250 mN.m™. Como a mistura SM/Chol forma monocamadas mais
condensadas, o efeito do horménio EE2 foi menos pronunciado em termos de alteragdes

da elasticidade.
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Figura 29: (A) curvas Cs™em funcdo da pressio de superficie para monocamadas de SM,
Chol e mistas (Xcho 0,3, 0,5 e 0,7) obtida das isotermas n-A na subfase contendo agua
ultrapura. (B) Gréafico de barras Cs™ vs. a composicdo da monocamada obtido das
isotermas n-A em 7 = 30 mN.m™ na subfase contendo agua ultrapura (preto) ou EE2 na
concentragédo de 10 uM (cinza).

Area de Excesso
A Figura 30 apresenta a area de excesso para 0s sistemas mistos SM/Chol tanto
para monocamadas de SM formadas tanto em agua ultrapura (Figura 30-A) como

contendo 10 uM de EE2 na subfase (Figura 30-B).
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Figura 30: area de excesso (Aexc) em funcdo da fragdo molar de Chol em monocamadas
de SM formadas em &gua ultrapura (A) e em &gua ultrapura contendo 10 uM EE2 (B).
Todas as misturas exibiram valores de Aexc<0, 0 que comprova 0 comportamento
ndo ideal e a miscibilidade das monocamadas investigadas. Para as misturas em subfase
de agua ultrapura a Aexc foi maior para a proporcdo em Xcho= 0,3, sugerindo que tal
mistura possui interacdes atrativas mais intensas que as demais. Também foi possivel
verificar que as areas sdo menores (mais negativas) para misturas contendo SM/Chol em
comparagdo com aquelas compostas por DPPC/Chol. Este fato confirma a magnitude do
efeito de condensacdo induzido pelo colesterol ser maior na mistura com a SM. Ainda, o
EE2, principalmente em altas pressGes de superficie, diminuiu as interacdes atrativas
entre SM e Chol, como verificado pela aproximacgéo da curva a linha da idealidade na
pressdo de 30 mNm™. Contudo, tal agdo do hormonio nas monocamadas mistas nio 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 pressdo de 30 mN.m™ dos filmes mistos de
SM/Chol, Xchoi=0,3; contendo ou ndo EE2 na subfase, bem como as atribui¢des 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™! para a
mistura binaria SM/Chol, Xchoi= 0,3 em &gua ultrapura como subfase (linha rosa) ou
subfase contendo 10 uM de EE2 (linha rosa claro). vs: estiramento simétrico; Vas:
estiramento antissimétrico; 6: deformagédo angular.

Tabela 7: atribuicbes das principais bandas de vibracdo das monocamadas de SM e
SM/Xcnol =0,3, juntamente com as mudancas induzidas pela interacdo com o EE2

Grupo SM SM+EE2 SM/Chol (cm™) SM/Chol +EE2

(cm) (cm?) (cm?)

vas(CN*N) 970 968 970 971
vs(PO2) 1075 1075 1077 1065
vas(PO2) 1231 1240 1239 1250
6(CH2) 1465 1464 1473 1473
v(C=0) 1756 1745 1753 1740
vs(CH2) 2847 2848 2850 2856
vas(CH?2) 2921 2920 2920 2922

Vvs: estiramento simétrico; vas: estiramento antissimetrico; &: deformagéo angular.
Na presenca de EE2, a banda referente ao C=0 foi deslocada para menores nimeros
de onda, de 1753 cm™ para 1740 cm™. A analise para o espectro da SM e DPPC sobre 0
deslocamento dessa banda pode ser utilizada também nesse caso: a presenca do EE2 na
monocamada de SM/Chol, xcno1=0,3 deslocando a banda do C=0O para menores numeros

de onda indica a diminui¢do do empacotamento da monocamada mista (como confirmado
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pela diminuicio de Cs™, Figura 29. Consequentemente, o horménio causa o
enfraguecimento das forcas atrativas entre as moléculas de SM e Chol, como verificado
no grafico de area de excesso (Figura 30) que, para a mistura contendo Xchoi=0,3 a area
de excesso na pressdo de 30 mN.m™ chegou a valores proximos a zero, indicando
praticamente a auséncia de interacdes entre 0s componentes da mistura binaria. Além
disso, tal deslocamento no espectro PM-IRRAS da monocamada mista pode ser ainda
devido a prépria interacdo do hormdnio com o grupo ndo-hidratado da SM, assim como
apontando nos espectros da SM na presenca do EE2.

Diferentemente da influéncia do EE2 na monocamada de SM, para mistura
SM/Chol, xchoi=0,3 sdo observadas mudancas no espectro PM-IRRAS no grupo hidratado
fosfato (P=0), mais precisamente na banda referente ao estiramento simétrico, vs, desse
grupo (em 1077 cm), que descolou, na presenga do horménio, 12 cm™ para menores
nameros de onda. Sendo o grupo P=0 sensivel as interacdes de hidrogénio, estas podem
ser atribuidas a interacdo com o EE2 (e ndo com o colesterol), por meio da hidroxila—-OH
presente no anel da molécula do horménio. Tal constatacdo € possivel, visto que
praticamente ndo ha diferencas na vibracdo do estiramento simétrico do grupo P=0 para
a SM e para a mistura SM/Chol, xcnai=0,3, que ocorre em 1075 cm™ e 1077 cm™,
respectivamente.

Finalmente, para o intervalo de frequéncias entre 2800 e 3000 cm™, o EE2 ndo
proporciona relevantes descolamentos tanto nas vibragdes de estiramento simétrico do
—CH_ (2851 cm™ deslocado para 2848 cm™), como no assimétrico em 2921 cm™, que néo
se altera. A Unica mudanga se deu na intensidade relativa entre o estiramento simétrico e
antissimétrico —CH2 (vsCH2/vasCH>) para SM e SM/Chol (Xcno = 0,3), que na presenca
do EE2 diminuiu de 0,58 para 0,47, indicando um maior ordenamento das cadeias
hidrofébicas. Assim como para as outras monocamadas mistas na presenga do horménio,

tais efeitos de ordenamento observados nos espectros PM-IRRAS podem ser relacionados
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com os valores de area de excesso em 30 mN.m™, no qual para a mistura SM/Chol (Xcnol

= 0,3), 0 EE2 foi responsavel por desfavorecer as interacdes atrativas intermoleculares

entre SM e Chol.

Os principais efeitos do EE2 sobre as monocamadas de SM/Chol encontram-se

resumidos na Figura 32.

- Condensag¢io da monocamada de SM
- Diminuicao da elasticidade
proporcional a Xy,
- Interacdes atrativas (componentes
misciveis)
Diminuig¢io da organizagiio das caudas
em relacio 4 monocamada de SM

SM/Chol

Chol

- Maior deslocamento de area
- Aumento na elasticidade
- Interac¢io com o grupo C=0
- Nao alterou organiza¢io das caudas

EE2

- Expansio maior para X¢,,=0,3
- Aumento na elasticidade
EE2 - Aumento das interacdes atrativas
- Interagdo com os grupos PO*e C=0

- Aumento da organizacio das caudas

EE2 - Interacio na fase liquido-expandida

- Aumento na elasticidade

Figura 32: comparacéo dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas pura de SM, Chol e da

mistura binaria SM/Chol.

3.4 DPPC/colesterol/esfingomielina

Isotermas m-A

As isotermas ©t-A para os filmes mistos de DPPC/Chol/SM nas proporgdes molares

1/1/1 e 7/2/1 sdo apresentadas na Figura 33 e foram obtidas em subfase contendo agua

ultrapura ou solugdo aquosa de EE2 com concentragéo final de 1.10° mol.L™. Para tais

proporcdes, os perfis e valores médios extrapolados de area molecular correspondem aos

encontrados em outros trabalhos[159,160], com 46 e 52 A? 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 proporg¢éo do esterol

na mistura ternaria (1/1/1). E possivel verificar também que a maior proporcio de

colesterol na mistura ternaria elimina a regido de transicao de fase LE-LC, visto que essa
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s aparece para a mistura DPPC/Chol/SM 7/2/1 na pressdo superficial de 8 mN.m™,
mesmao valor de pressdo em que ocorre a transicdo na isoterma n-A formada somente por
DPPC.

A presenca do EE2 nas monocamadas mistas ternarias causou o deslocamento da
area molecular média para maiores valores, contudo a expansao das curvas se deu para
valores de pressio superficial abaixo 20 mN.m™ para a proporcédo 1/1/1 e 15 mN.m™* para
7/2/1. Acima desses valores de pressdo, para ambas as composi¢cGes das misturas
ternarias, a area molecular média deslocou para valores inferiores aos observados para as
monocamadas ternarias na auséncia do hormonio, sugerindo uma compactacdo da

monocamada.

A ——— DPPC/Chol/SM 1/1/1 60 B — DPPC/Chol/SM 7/2/1
= = DPPC/Chol/SM 7/2/1 + EE2

= = DPPC/Chol/SM 1/1/1 + EE2

50 1
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Pressio de superficie (mN.m™)
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Pressiio de superficie (mN.m™)

30 I 40 I SI(] I 60 70 I 8I0 l 20 100 30 40 50 60 70 80 90 I 100
Area molecular média (1% Area Molecular Média (1)

Figura 33: isotermas n-A obtidas a 23,0 + 0,5° C na subfase contendo &gua ultrapura (linha

solida) ou agua ultrapura contendo 10 uM EEZ2 (linha pontilhada) para as monocamadas

mistas de DPPC/Chol/SM, nas propor¢des molares 1/1/1 (A) e 7/2/1 (B).

Compressibilidade

Além do efeito condensador, a influéncia do colesterol se reflete também no
aumento da rigidez das monocamadas mistas. Tais efeitos foram confirmados pelos
valores do médulo compressional (Cs™?) 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™
se encontram na fase LC (Cs* =100-250 mN.m™). Com a maior proporcéo de colesterol

na mistura, DPPC/Chol/SM (1/1/1), o Cs* para as monocamadas na auséncia do
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hormonio atingiu fases rigidas, com valores maiores 250 mN.m™. Na pressdo de
superficie m = 30 mN.m o efeito do EE2 se deu em diminuir a rigidez das monocamadas,
que, para ambas as proporgdes se encontram na fase LC (Cs™ =100-250 mN.m™). A acio
do hormdnio em deixar a monocamada mais elastica foi mais acentuada na mistura com
proporcéo 1/1/1, contendo mais colesterol, corroborando com os resultados das misturas
binarias, nas quais os maiores decréscimos de Cs™ em decorréncia do EE2 foram para

misturas com 30% ou mais de colesterol na composicao.
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Figura 34: (A) curvas Cs' em funcio da pressdo de superficie para monocamadas
formadas pela mistura ternaria de DPPC/Chol/SM nas proporcdes molares 1/1/1 e 7/2/1,
obtidas das isotermas n-A na subfase contendo agua ultrapura. (B) Grafico de barras Cs’
! vs. a composi¢io da monocamada obtido das isotermas n-A em © = 30 mN.m™ na
subfase contendo agua ultrapura (preto) ou EE2 na concentragdo de 10 uM (cinza).

PM-IRRAS

A Figura 35 apresenta os espectros PM-IRRAS obtidos a uma pressao de superficie
de 30 mN.m™ para monocamadas de DPPC/Chol/SM (7/2/1) em subfase contendo agua
ultrapura e apés a adicdo de EE2, seguida da Tabela 8 com as atribui¢des dos modos

vibracionais dos grupos quimicos identificados nos espectros.

- Agua Ultrapura
[ 10 pM EE2
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Figura 35: espectros de PM-IRRAS das monocamadas de Langmuir a 30 mN.m™!
formadas pela mistura ternaria DPPC/Chol/SM na proporcdo molar 7/2/1 em agua
ultrapura como subfase (linha roxa) ou subfase contendo 10 uM de EE2 (linha roxo-
claro). vs: estiramento simétrico; vas: €stiramento antissimétrico; 8: deformagéo angular.

Tabela 8: atribuicdes das principais bandas de vibracdo das monocamadas
DPPC/Chol/SM, na proporcdo 7/2/1, juntamente com as mudancas induzidas pela
interacdo com o EE2

Grupo DPPC/Chol/SM DPPC/Chol/SM+EE2

(cm-1) (cm-Y)

vas(CN*N) 962 968
vs(PO2) 1092 1075
vas(PO2) 1222 1240
6(CH2) 1475 1457
v(C=0) 1740 1744
vs(CH2) 2846 2848
vas(CH2) 2914 2916

vs: estiramento simétrico; vas: estiramento antissimétrico; &: deformagdo angular.

Na regio interfacial da monocamada ternaria (entre 900 e 1800 cm™), os principais
grupos quimicos presentes na regido polar do DPPC e SM ndo foram afetados pela
presenca no EE2 na subfase, tais como o estiramento antissimétrico do grupo colina
(vasCN*C= 962 cm™*, ombro), o estiramento antissimétrico do grupo P=0 (1222 cm?) e a

banda referente ao estiramento do grupo carbonila ndo hidratado (C=0 em 1740 cm™).
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As alteracdes observadas em decorréncia da presenca do horménio na subfase se
deram para o estiramento simétrico do grupo P=0, que apresentou um deslocamento de
27 cm™ para menores comprimento de onda (de vas= 1092 cm™ para vas= 1075 cm™) e
também para a deformagc&o angular do CH, (CH>) em 1475 cm, deslocando para 1457
cmt. Além disso, a banda em 1680 cm™ referente ao grupo amida presente somente na
regido polar da molécula de SM[161] ndo foi observada no espectro da mistura ternaria
formada na presenca no EE2. E reportado que o deslocamento de banda do grupo P=0
em para menores numero de onda, como neste caso, € consequéncia do aumento da
hidratacdo desse grupo[162], indicando que a presenca do horménio esta deixando tal
grupo menos exposto a interface ar-agua.

Na regido de 2800 a 3000 cm™* dos espectros PM-IRRAS, as duas bandas principais
centralizadas em 2846 e 2914 cm™ para a monocamada de DPPC/Chol/SM s&o atribuidas
aos modos de estiramento simétrico e antissimétrico, respectivamente, do grupo CHy,
presentes nas cadeias alquilicas dos fosfolipidios[163]. E possivel verificar que o EE2
ndo proporciona mudancas significativas em termos de deslocamentos de bandas nem em
relacdo a intensidade relativa entre os estiramentos simétrico e antissimétrico —CH>
(vsCH2/vasCH2), que aumentou levemente de 0,56 (DPPC/Chol/SM) para 0,58
(DPPC/Chol/SM + EE2). Isto significa que a presenca do EE2 na subfase ndo induz
alteracbes significativas na estruturacdo e organizagdo das cadeias alquilicas na
monocamada ternaria.

A interacdo preferencial do EE2 com os grupos quimicos hidratados (vas P=0, 6CH2
e 0 grupo amida da SM) e a auséncia de interacdo do horménio na regido das caudas dos
fosfolipidios podem estar diminuindo o contato do colesterol com a agua, aumentando a
hidrofobicidade da molécula. Assim, na presenca do EE2, com o aumento da pressao
superficial causado pela compressdo 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, ndo sendo mais inteiramente sentidas na interface, causando

assim o deslocamento para menores areas da isoterma n-A a partir de =15 mN.m,

Na Figura 36 encontra-se uma ilustracdo mostrando as mudancas da organizacao

da mistura ternaria de DPPC/Chol/SM na presenca do hormonio, gerando tanto as

alteracdes citadas nos espectros PM-IRRAS como as evidenciadas nas isotermas n-A para

essa mistura ternaria. Além disso, em seguida é apresentado um resumo da acao do EE2

sobre as monocamadas formadas pela mistura ternaria DPPC/Chol/SM (Figura 37).

g DPPC
J o

& Chol
$

o

H
/
/-j/\/‘ =CH
NN

S EE2

BTTTE,

Aumento da
hidratacio dos

grupos polares

EE2

Chol localizado nas
caudas dos
fosfolipidios
causando a

diminuigio da area
U molecular média na
1soterma m-A
[

< %Y S
N ‘: \1

Figura 36: ilustracdo da organizagdo da monocamada mista de DPPC/Chol/SM em (A)
agua ultrapura, (B) na presenca de EE2 na subfase, mostrando a diferenca na organizagéo
do colesterol na presenca do EE2. O tamanho das moléculas e as areas ocupadas na
interface ndo estdo em escala.

- Condensagao das
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- Interagiio do EE2 para ambas as proporgdes
Em altas pressdes a isoterma n-A desloca-se
para menores dreas na presen¢a do EE2
- Aumento na elasticidade, porém maior para
a propor¢io 1/1/1
- Interagiio com os grupos quimicos hidratados
(v, P=0, 6CH,; e 0 grupo amida da SM)

Figura 37: comparacao dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas de DPPC/Chol/SM.
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3.5POPC

Isoterma m-A

Na Figura 38 sdo apresentadas as isotermas m-A das monocamadas de POPC
obtidas na auséncia e na presenca no EE2 na subfase. O POPC forma uma monocamada
sem pontos definidos de transicdo de fase, com area extrapolada média em 82 A? e presséo

de colapso em 45 mN.m™, valor menor em comparagdo com o fosfolipidio saturado

(DPPC).
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Figura 38: isotermas ©-A obtidas a 23,0 £ 0,5° C para as monocamadas de POPC na
subfase contendo &gua ultrapura ou EE2 10 uM.

As alteragdes nas isotermas n-A de POPC em decorréncia da presenca do EE2 na
subfase (expansdo de 9 A? da area extrapolada) sdo observadas mesmo em altas pressdes
superficiais, indicando que o EE2 permanece na interface até o colapso da monocamada.
Em relacdo aos lipidios puros utilizados nesse trabalho, o POPC é o composto que obteve
a interagdo mais forte com o hormonio. Tanto o DPPC saturado quanto a SM apresentam
0 mesmo grupo fosfatidilcolina do POPC. Portanto, tais diferengas na interagdo séo

possiveis de se atribuir a insaturagdo presente na cadeia alifatica do POPC. Pereira et
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al.[164] também observaram a preferéncia da interacdo da molécula Eosina Y com
fosfatidilcolinas insaturadas. Os autores relacionaram ao fato de que na temperatura
ambiente (23° C), o POPC, com temperatura de transicdo de fase em Tm = -2° C, se
encontra na fase fluida, onde as cadeias sdo mais desordenadas e menos compactadas,

facilitando a incorporacdo do composto ha monocamada.

Compressibilidade

Os valores de Cs™ para as monocamadas de POPC obtidas tanto em agua ultrapura
como em subfase contendo 10 uM do EE2 sdo mostrados na Figura 39. A dupla ligacédo
presente em uma das cadeias de hidrocarbonetos do POPC impede o empacotamento
eficiente das moléculas e, portanto, o valor maximo de compressibilidade chega somente
aCs'=105mN.m?e é atingido em © ~ 40 mN.m, préximo ao colapso da monocamada.
Em presses de superficie menores, como em m= 30 mN.m?, por exemplo, as
monocamadas de POPC puro encontram-se na fase liquido-expandida, como observado
pelos valores de Cs™ < 100 mN.m™. O fato das monocamadas do POPC serem menos
empacotadas, menos rigidas e ja estarem em uma fase fluida, a insercdo do horménio na
interface é facilitada. Assim, a presenca do EE2, apesar de deslocar a monocamada para

maiores areas, ndo causa grandes mudangas na compressibilidade (Figura 39-B).
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Figura 39: (A) curvas de Cs™ em funcéo da pressdo de superficie para monocamadas de
POPC obtidas das isotermas n-A na subfase contendo agua ultrapura (linha preta) ou 10
UM de EE2 (linha cinza). (B) Gréafico de barras Cs™ obtido das isotermas n-A de POPC
em © = 30 mN.m™ na subfase contendo &gua ultrapura (preto) ou EE2 na concentragio de
10 uM (cinza).

PM-IRRAS

Os efeitos do EE2 no espectro PM-IRRAS, obtidos em 7=30 mN.m™, do POPC sé&o
mostrados na Figura 40. O estiramento antissimétrico do grupo colina vas (CN*C) foi
deslocado de 985 para 997 cm ™ apds a interagdo com EE2. Além disso, a intensidade do
sinal PM-IRRAS para essa banda diminuiu drasticamente, o que refletiu na mudanca da
intensidade relativa entre as bandas do estiramento antissimétrico do grupo colina (vas
CN*C) e o estiramento simétrico do grupo P=0 (vasCN*C/vs PO3), aumentando de 0,80
para 3,3 na presenca no hormonio. A banda referente ao estiramento antissimétrico do
grupo P=O também deslocou de vasPO3;~ 1226 cm™ para 1207 cm?, que, como ja
discutido na secéo das misturas terndrias, indica 0 aumento da hidratagéo desse grupo. As
moléculas de DPPC e POPC apresentam 0s mesmos grupos na regido polar da molécula,
razdo pela qual poderia se esperar para 0 POPC as mesmas interag6es ion-dipolo do EE2
com os grupos colina e fosfato do DPPC, o que se confirmou com as alteragdes descritas

para tais grupos.
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Figura 40: espectros de PM-IRRAS das monocamadas de Langmuir a 30 mN.m™!
formadas pelo POPC em agua ultrapura como subfase (linha preta) ou subfase contendo
10 uM de EE2 (linha cinza). vs: estiramento simétrico; vas: €stiramento antissimétrico.

Tabela 9: atribui¢bes das principais bandas de vibragcdo da monocamada de POPC na
auséncia e na presenca do EE2 na subfase

Grupo POPC (cm™) POPC+EE2 (cm™)
Vas(CN+N) 985 997
vs(PO2) 1090 1089
vas(PO?) 1226 1207
v(C=0) 1726 1738
vs(CH2) 2860 2853
vas(CH?2) 2915 2903
vs(CH3) 2938 2932
v(C=0) 3000 3008

Vs estiramento simétrico; vas: €stiramento antissimétrico.

A banda relativa ao estiramento do grupo carbonila v(C=0) do POPC esta centrada
em 1726 cm 1. Como j4 discutido para o DPPC (vC=0 ~1740cm™) e SM (vC=0 ~1756
cm™), a posicdo dessa banda depende da hidratacdo da regido polar do lipidio, além da
polaridade do meio. A localizacdo dessa banda em menores numeros de onda quando

comparados aos outros dois lipidios confirma a maior fluidez para a monocamada de
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POPC[149]. Apos a interagdo com EE2, houve um deslocamento para v€=0~1740 cm™,
0 que pode estar relacionado as proprias alteracdes na solvatacao do grupo carbonila[165].

Com a insaturacdo em uma da cadeias de hidrocarbonetos do POPC, a regido do
espectro de 2800 a 3000 cm™ que, para os lipidios saturados s6 apareciam as vibracdes
do grupo —CH; (aqui vsCHz2~ 2860 cm™ e vasCH2 ~ 2915 cm™); agora notam-se as bandas
referentes ao estiramento antissimétrico vs<CHs, em 2938 cm™ e do estiramento do grupo
vHC=CH, em ~3000 cm™. As modificacbes nesta regido do espectro PM-IRRAS do
POPC em decorréncia do efeito do EE2 foram dréasticas: i) os estiramentos simétrico
vsCH> e antissimétrico vasCH2 foram deslocados para menores nimeros de onda, 2853 e
2903 cm™, respectivamente; (ii) o estiramento antissimétrico vasCHs diminuiu 7 cm™ e
vHC=CH foi deslocado de 3000 para 3008 cm!; iii) houve uma inversdo na intensidade
do sinal PM-IRRAS das bandas de vsCH2 e vasCHz, 0 que causou a brusca mudanca da
relacdo (vsCH2/vasCH2) de 0,58 para 1,93, indicando a desorganizacdo das cadeias do
fosfolipidio.

Essas mudancas espectrais induzidas pelo EE2 fortalece a ideia de que o hormdnio
estd localizado na regido das caudas de hidrocarbonetos da monocamada de POPC, de
modo a ter penetrado nas caudas ou ser levado para essa regido no momento da formacao
do filme, durante o processo de compressdo das barreiras. Além disso, tais resultados
complementam a andlise das isotermas =m-A, as quais, na presenca do horménio,
permanecem deslocadas para maiores areas até o colapso da monocamada. Os principais

efeitos do hormoénio na monocamada de POPC estdo esquematizados na Figura 41.
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- Deslocamento da isoterma 7-A para maiores
areas até o colapso da monocamada
- Por se tratar de uma monocamada mais fluida, a
elasticidade foi pouco afetada pelo horménio
- Interacao eletrostaticas com os grupos quimicos
na regiio da cabeca polar
- Grandes mudancas da regiio das caudas
hidrofobicas, indicando que o hormonio penetra
na monocamada de POPC e interage também na
regido das caudas

Figura 41: resumo dos efeitos do EE2 sobre as monocamadas de POPC.

85



Capitulo 4. Resultados: Vesiculas Unilamelares Gigantes

Capitulo 4. Resultados: Vesiculas Unilamelares

Gigantes

4.1 DPPC/Colesterol

Para investigar os efeitos do EE2 em bicamadas lipidicas, foram obtidas GUVs
compostas por DPPC e DPPC/Chol (Xchot = 0,3) e, em seguida, as vesiculas foram
expostas em solucdo de horménio de acordo com o método descrito nos procedimentos
experimentais.

Tanto para DPPC quanto para DPPC/Chol, forma obtidas GUVs com conformagéo
estavel, ou seja, fase gel — Lp para DPPC[166] puro e fase ou liquido-ordenada (Lo) para
mistura binaria DPPC/Chol[167]. N&o foram observadas perda de contraste de fase Optica
das vesiculas. De fato, 16 + 2% das GUVs formadas por DPPC/Chol na auséncia de
hormonio perderam o contraste de fase. No entanto, este efeito comegou a ser verificado
apenas 50 minutos ap0s a insercdao das GUVs em solucdo de glicose.

A incorporacdo de 100 uM de EE2 em GUVs compostas por DPPC (Figura 42)
parece induzir um estresse na curvatura da bicamada (Figura 42-B e C), promovendo

alteracdes na conformacdo e forma das vesiculas.

DPPC +EE2

Figura 42: microscopias de contraste de fase obtidas para GUVs DPPC na presenca de
100 uM EE2 apos 1 (A), 5 (B) e 20 (C) minutos de exposic¢do ao hormonio.

Esse unico efeito comecou ser observado em menos de 5 minutos, logo apos a

exposicao das GUVs ao EE2, e em 30 minutos ap6s a gravagdo, um total de 31,0 £ 0,5%
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das GUVs foram afetadas. Tal efeito pode estar relacionado a presenca do hormonio, uma
vez que a forma verificada difere da forma assimétrica observada na formacdo das
vesiculas na auséncia do EE2 (Figura 43-A). De fato, este comportamento semelhante a
gel (fase de gel - L) ¢ frequente nas GUV do DPPC, sendo atribuidas quando as vesiculas
sdo analisadas a temperatura ambiente[168]. As GUVs afetadas devido a presenca do
horménio e suas diferencas com as de DPPC que estdo na fase L' sdo mostradas na

Figura 43-B e C.

DPPC + EE2

Facetas

tipicas

para
GUVs de

DPPC

Figura 43: diferencas entre a forma da fase de gel-Lp' para GUVs de DPPC (A) ¢ o
formato adquirido na presenga de EE2 (B).

Por outro lado, como mostrado na Figura 44, o efeito observado como resultado da
exposi¢do ao EE2 nas GUVs compostas por DPPC/Chol (Xchoi = 0,3) foi a perda de

contraste de fase em 35,5 + 1,2% das vesiculas analisadas.

DPPC/Chol +EE2

Figura 44: micrografias de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol, Xcnoi=0,3; expostas
ao EE2 e coletadas com 0 minutos (A) e depois de 10 minutos (B) de aquisicéo.
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As vesiculas permaneceram estaveis durante aproximadamente 10 minutos, quando
comecam a perder o contraste. Como mostrado para valores de Aexc de monocamadas de
DPPC/Chol, especialmente na proporc¢éo especifica de Xxcnhoi=0,3; 0 EE2 foi responsavel
por enfraquecer as interacGes intermoleculares atrativas entre DPPC e Chol, quando
comparado com a monocamada na auséncia do horménio. Aqui, 0 horménio causou o
aumento da permeabilidade nas GUVs[169] na mesma composicao, 0 que permitiu a troca
entre os contetidos dos ambientes interno e externo das vesiculas. E importante notar que,
embora a perda de contraste de fase tenha sido verificada para esta mistura binaria, a
forma da bicamada néo € alterada como no caso das GUV de DPPC, uma vez que a

vesicula permanece na mesma forma circular até o final da analise (30 minutos).

4.2 DPPC/Esfingomielina

Foram obtidas as imagens de microscopia das vesiculas lipidicas compostas por SM
e DPPC/SM (Xsm= 0,3) em temperatura ambiente (23 °C). Aléem disso, as GUVs foram
expostas em solucdo de EE2 para se verificar o efeito do hormonio.

Nas GUVs de SM observou-se a formacao de estruturas desuniformes, atribuidas a
fase gel, semelhantes ao observado para as vesiculas de DPPC. Contudo, enquanto que
para 0 DPPC essas estruturas ocorreram para 25,0 £ 0,4 % das vesiculas analisadas, nas
de SM a porcentagem foi de 35 + 1,4% das GUVs.

Para as GUVs de SM na presenca do EE2 (Figura 45) ndo se verificaram alteragdes
quanto a forma bem como a perda de contraste durante o intervalo medido de 30 minutos,
0 que indica que o EE2 ndo afeta estruturalmente as vesiculas do esfingolipidio.

Embora nos filmes de Langmuir, com o EE2 na subfase, o deslocamento tenha se

dado para as monocamadas em todos o0s estagios de compressdo, os valores de Cs*
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(compressibilidade) ndo foram consideravelmente alterados e o espectro de PM-IRRAS
deslocou apenas na banda referente ao grupo carbonila ndo-hidratado da cabeca do
fosfolipidio. Com isso, é importante ressaltar duas consideracGes: i) no PM-IRRAS o0s
grupos quimicos mais periféricos da cabeca da SM, como a colina (CN*C) e fosfato
(P=0), néo interagiram com o EEZ2; ii) as GUVs de SM que sdo expostas ao EE2 séo
analisadas em sua fase gel (PB), pois em temperatura ambiente (23° C) se encontram
abaixo de temperatura de transicao de fase, que, no caso da SM, é de 40° C[121]. Assim,
a auséncia de interacdo do EE2 em GUVs de SM pode estar relacionada ao fato da SM
ndo permitir que o EE2 penetre na vesicula, seja pelo fato da vesicula estar em sua fase
rigida (gel) e/ou devido aos grupos mais expostos ao meio externo da bicamada lipidica

(colina e fosfato) ndo possuir afinidade com o horménio.

SM + EE2

Figura 45: imagens de contraste e fase de GUVs de SM que mostram as vesiculas
intactas mesmo apds 30 minutos da adi¢do do EE2.

Na Figura 46 sdo apresentadas as GUVs de DPPC/SM (Xsw= 0,3) obtidas por
fluorescéncia, na auséncia do hormdnio. As vesiculas apresentaram, em média, diametros
entre 15 e 30 um. Além disso, foi possivel observar a presenca de uma fase néo-
fluorescente na maioria das GUVs analisadas, indicando a separagdo de fases dos
componentes da vesicula mista[170]. Geralmente, as separacdes de fase nas bicamadas

lipidicas das GUVs sdo observadas em estudos que utilizam lipidios com grandes

89



Capitulo 4. Resultados: Vesiculas Unilamelares Gigantes 90

diferencas na temperatura de transicdo de fase[171], como por exemplo o DOPC
insaturado (T= -13° C) formando misturas binarias ou ternarias com DPPC, SM e
colesterol[172,173]. Assim, as vesiculas de DOPC estdo na fase fluida a temperatura

ambiente, enquanto que as de DPPC ou SM estdo na fase gel.

Figura 46: imagens de microscopia de fluorescéncia de GUVs, com diferentes tamanhos,
da mistura binaria DPPC/SM, contendo Xsm=0,3; coletadas ao longo de 30 minutos, na
auséncia do EE2.

DPPC/SM

Na literatura ndo hé trabalhos sobre a formacéo de vesiculas binarias compostas por
DPPC e SM. O que pode ser considerado nesse caso € que os valores de area de excesso
obtidos das isotermas 7-A indicam a n&o idealidade da mistura de DPPC/SM, sendo
verificado nas GUVs, a imiscibilidade de fases paraa composi¢édo de DPPC/SM, xsm=0,3.
Além disso, diferentes fases na bicamada podem ser diretamente visualizadas com a
utilizacdo de marcadores que possuem afinidade preferencialmente a uma dessas fases da
membrana, deixando assim a outra fase escura pela auséncia da molécula fluorescente. O
marcador utilizado foi a rodamina-DOPE, que se liga preferencialmente a fase liquido-
desordenada (Lg) dos lipidios[174,175], mais fluida. As moléculas de DPPC, em
temperatura ambiente, ndo formam uma fase liquido-desordenada na bicamada, mas de
certa forma possuem maior grau de liberdade que as moléculas de SM pelo fato de nédo
fazer ligagOes intermoleculares t&o fortes como a SM, uma vez que o DPPC ndo possui
grupos doadores de ligacdo de hidrogénio em sua molecula[170]. Assim, presume-se que
a fase que se apresenta escura nas GUVs seja uma fase gel mais rigida que a fase gel do

DPPC, formada pelo esfingolipidio SM.
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As fases ndo-fluorescentes néo se alteram na presenca do EE2 nessa composicao
binaria dos fosfolipidios. Todavia, como mostrado na Figura 47, o efeito observado para
tal mistura binaria na presenca do hormonio foi a perda de contraste de fase em grande

parte das GUVs analisadas, cerca de 54% + 1,2.

DPPC/SM +EE2

— | 20 min
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Figura 47: imagens déd .ontras:té ae 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
aquisicao.

As vesiculas comecaram a perder o contraste no tempo de aproximadamente 7
minutos, indicando o aumento da permeabilidade nas vesiculas. De fato, os valores de
elasticidade (Cs™?) na presenca do EE2, nas monocamadas de DPPC/SM, especialmente
na proporcdo especifica de xsw=0,3; diminuiram, e essa diminui¢cdo da rigidez nas
monocamadas foi verificada em termos da perda de contraste de fase nas bicamadas.
Além disso, como foi observado a separagdo das fases gel das GUVs de DPPC/SM , as

vesiculas ja estariam mais permedveis, favorecendo a perda do contraste de fase na

presenca do horménio.
4.3 Esfingomielina/Colesterol

As GUVs de SM/Chol, Xchot =0,3; foram acompanhadas no decorrer de 30 minutos,
contendo ou ndo o EE2 na analise. Na auséncia do horménio, as GUVs da mistura

mantiveram o formato tradicional esférico (Figura 48).



Capitulo 4. Resultados: Vesiculas Unilamelares Gigantes

Figura 48: imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs da mistura binéria
SM/Chol contendo xchoi=0,3; coletadas ao longo de 30 minutos, na auséncia do EE2.
Com a adigéo do EE2, dois diferentes efeitos foram observados ao longo do tempo:
i) um efeito instantaneo (cerca de um minuto), relacionado as mudangas morfoldgicas na
curvatura espontanea das GUVSs, gerando a perda do formato esférico das vesiculas e ii)
o0 outro efeito, verificado em aproximadamente 7 minutos, foi a perda de contraste de fase
nas vesiculas. Como o efeito das mudancas morfoldgicas ocorreram rapidamente, ndo foi
possivel acompanhar uma Unica vesicula sofrendo tal alteracdo. A Figura 49 mostra a
imagem de contraste de fase das vesiculas em formato disforme (setas azuis), 10 minutos
apos a adicdo do hormonio. No total de 30 minutos de aquisicdo, 41,1% das GUVs
analisadas perderam seu formato esférico. Tal efeito, também identificado por
Yanagisawa et al.[176] foi chamado de “formato pera” (do inglés pear shape). Nesse
estudo, as mudangas na curvatura das GUVs foram propositalmente induzidas pela adigéo
do sal sorbitol e atribuidas as diferencas na pressao osmdtica do sistema. No caso desse
trabalho de tese, a osmolaridade foi ajustada, sem que ocorra diferencas na presséo
osmética do sistema. Ainda na Figura 49 notam-se algumas vesiculas sem contraste de
fase (setas vermelhas), porém mantidas no formato esférico, que, ao final da analise,
somaram-se 19,2 + 1,3% do total das GUVs. As mudancas de conformacgdo somando-se

ao efeito de perda de contraste de fase (trocas de conteldo dos meios interno e externo
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das vesiculas) indicam um aumento de area das vesiculas, sugerindo que o EE2 se

incorpora no sistema SM/Chol.

SM/Chol +EE2

Figura 49: imagem de microscopia de contraste de fase das GUVs da mistura binaria
SM/Chol, contendo Xchoi=0,3; coletadas 10 minutos ap0s a adi¢do do EE2. As setas azuis
indicam o formato nado esférico adquirido pelas vesiculas e as setas vermelhas mostram a
perda de contraste de fase.

4.4 DPPCl/colesterol/esfingomielina

A Figura 50 apresenta as imagens de microscopia das vesiculas lipidicas compostas
pela mistura ternaria de DPPC/Chol/SM na proporgéo molar 7/2/1, na auséncia e presenca
do EE2, obtidas a 55° C e analisadas em temperatura ambiente (23° C). Para essa
composicgdo, as vesiculas analisadas em triplicata obtiveram um menor tamanho em
relacdo & composicdo molar 1/1/1 (Figuras 51 a 53), apresentando um tamanho médio de
12 pm, com o valor méaximo de 20 pm de tamanho. As vesiculas se mantiveram estaveis
e com um formato esférico durante o tempo de 30 minutos de andlise (Figura 50-A). A
separacgdo de fases observadas para as GUVs de DPPC/SM, Xsm=0,3, ndo ocorreu para o
sistema ternério (Figura 50-B), provavelmente pelo fato do Chol estabelecer interacbes

atrativas com as moléculas de DPPC e SM, diminuindo a repulsdo entre os dois
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componentes. Além disso, os valores das temperaturas de transicbes de fase dos
componentes puros (DPPC e SM) e de vesiculas binarias contendo colesterol sdo muito
proximos[177], garantindo a homogeneidade do sistema. Com a incorporagdo do EE2 ao
meio contendo as GUVs ja formadas, ndo foram detectadas mudancas morfologicas téo

pouco de contraste de fase ao longo de quase 40 minutos de analise (Figura 50-C).

7/2/1 + EE2
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A) DPPC/Chol/SM 7/2/1 B) DPPC/Chol/SM ( RO T

Figura 50: (A) imagens de contraste de fase e (B) de fluorescéncia com o marcador
rodanima-B, (0,5% em mol) de GUVs de DPPC/Chol/SM, 7/2/1, analisadas na auséncia
do EE2; (C) imagens de contraste de fase das GUVs de DPPC/Chol/SM, 7/2/1 apoés a
adicdo de 10 uM de EE2 ao meio contendo as GUVs.

Por outro lado, o EE2 causou grandes efeitos nas vesiculas formadas pela mistura
ternaria DPPC/Chol/SM na proporc¢édo 1/1/1, ocorrendo até a ruptura das GUVs, como
mostrado nas Figuras 51 a 53. O primeiro mecanismo de ruptura das GUVs esta
apresentado nas Figura 51 e Figura 52 e foi observado ao final dos primeiros 5 min de
exposicdo ao EE2. Esse processo se deu de forma mais lenta, com a formacdo de uma
abertura na membrana (indicada pela seta) e duracdo de até um minuto, que foi seguida
por um vazamento do contetido interno da vesicula, resultando na perda do formato
esférico e do contraste de fase. Ao final do processo, a GUV se fragmenta, liberando
conjuntos lipidicos amorfos presentes inicialmente no interior das vesiculas (Figura 51

(F-J) e Figura 52(F)).
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20 pm 20 20 am 20 am 0 am

Figura 51: imagens de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas no
momento do rompimento da GUV, apds 6 min de aquisi¢cdo em uma temperatura de 23°
C. As setas indicam a formagdo de uma abertura na membrana, antes do rompimento
total.

E
9 min 10 pm 10 pm

Figura 52: imagens de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas no
momento do rompimento da GUV, apds 8 min de aquisicdo em uma temperatura de 23°
C. As setas indicam a formagdo de uma abertura na membrana, antes do rompimento
total.

Ja na Figura 53 é apresentada uma ruptura mais réapida e brusca “explosdo” da
vesicula, sem a formacédo de poros evidentes. Durante a “explosdo”, a membrana se abre
repentinamente e a vesicula, que era intacta, desaparece, deixando quase nenhum traco
lipidico visivel. A primeira micrografia foi obtida com 11 minutos passados da exposi¢ao

ao hormonio, ocorrendo a ruptura da vesicula 15 segundos apds (Figura 53-C).

C E
10 pm 10 pm

Figura 53: imagens de contraste de fase de GUVs de DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas no
momento da “explosdo” da GUV, ap6s 11 min de aquisicdo em uma temperatura de 23°
C.
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Ao final da analise, em um tempo de 35 minutos, um total de 67 + 2% das GUVs
que ndo sofreram rupturas perderam contraste de fase. Uma comparagdo com as vesiculas
analisadas com e sem o EE2 (Figura 54) mostra as GUVs intactas na auséncia do
hormdnio, mesmo apds mais de 1 hora de analise no microscépio (figura-A). Em
contrapartida, com a adi¢do do EE2 e apds a verificacdo dos rompimentos nas vesiculas,
30 min foram suficientes para ndo se observar mais as rupturas e se conferir a perda de
contraste. Pazin et al.[42] descreveram 0 mesmo mecanismo da ruptura “mais lenta” de
GUVs de DPPC em virtude da presenga 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 vesiculas formadas por um tnico fosfolipidio
(DPPC), as GUVs se encontram em fases também ordenadas, como a da mistura ternaria
DPPC/Chol/SM 1/1/1. No trabalho de Kristanc et al.[169], os autores estudaram os efeitos
do antibidtico niastina em GUVs de POPC contendo 15, 30 e 45% de ergosterol e
colesterol na mistura. As medidas confirmaram que as rupturas das vesiculas com niastina
(inclusive as “explosdes” como na Figura 53) foram detectadas em vesiculas que
possuiam entre 30 e 45% dos esterdis na mistura, revelando a preferéncia de interacéo do
antibidtico em vesiculas com maiores quantidades desses componentes na mistura.

Tanto as vesiculas de DPPC/Chol/SM nas proporcGes 1/1/1 e 7/2/1 estdo na mesma
fase liquido ordenada, sdo homogéneas e ndo ocorre separacdo de fase entre 0s
componentes da mistura. Assim, o fato de ocorrer proeminentes efeitos do EE2 nas
vesiculas formadas na proporg¢édo 1/1/1 e ndo na proporcao 7/2/1, pode estar relacionado
a composicao quimica, uma vez que as GUV de DPPC/SM/Chol (1/1/1) possuem maiores

proporcdes de Chol e SM, o que pode facilitar a interagcdo com 0 hormonio.
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DPPC/Chol/SM B DPPC/Chol/SM 1/1/1
1/1/1 + EE2

lhora 30 min 20 pm 20 pm
Figura 54: (A) imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de
DPPC/Chol/SM, 1/1/1, coletadas na auséncia do EE2 ap6s 1 hora e 30 min e (B) 35
minutos apo6s a adi¢do do EE2.

4.5 POPC
As GUVs de POPC sao esféricas, com um tamanho médio de 40 um e, quando
analisadas nas condigdes experimentais citadas, ndo foram percebidas flutua¢cbes nem na

forma nem no agrupamento das vesiculas no sistema (Figura 55).

Figura 55: (A) imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de POPC coletadas
na auséncia do EE2 apds 30 min de analise.

As alteracGes das vesiculas formadas com POPC foram percebidas quando expostas

ao EE2 (10 uM) e sdo mostradas nas Figura 56.
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Figura 56: diferentes efeitos em GUVs de POPC expostas ao EE2 (10 uM): (A) formato
pera e esférico, (B) criacdo de buds e (C) formacdo de protrusdes tubulares. O tempo de
analise é mostrado na parte superior de cada imagem capturada.

Nos primeiros momentos de aquisicdo dos videos, é possivel a observagdo de
vesiculas 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 regido de
analise, outras GUVs de formato pera mais alongados se tornam visiveis (Figura 56-B).
As vesiculas nesse estdgio sofreram o0 que o0s autores chamam de budding
transition[80,178], que trata-se do processo de afunilamento da estrutura alongada inicial
e a formacdo de um bud (traduzido embrido ou filho), uma vesicula esférica menor,
conectada a outra vesicula esférica de maior tamanho (vesicula-mée). Um outro perfil de
mudancas nas GUV esta indicado na Figura 56-C, no qual, ao invés de um vesicula
menor, sdo formados corddes lipidicos (também chamados de protrusdes tubulares[178])
ligados a superficie da vesicula em uma extremidade. Os trés tipos diferentes de
transformacdes citados foram completados em um tempo de aproximadamente 2 minutos
cada. A Figura 57 revela uma imagem capturada de tais mudancas ocorrendo de forma

simultanea. E possivel verificar pela seta verde a mudanca das GUVs do formato pera
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para o formato esférico; a seta laranja indica a formacao dos buds e a seta azul a cria¢do

de uma protruséo lipidica ligada as vesiculas.

Figura 57: ocorréncia simultanea dos efeitos do EE2 (10 uM) causados em GUVs de
POPC. A seta verde indica a mudanca das GUVs do formato pera para o formato esférico;
a seta laranja indica a formagdo dos buds (GUVs “filhas”) e a seta azul a criacdo da
protrusdo lipidica. O tempo de analise é mostrado na parte superior de cada imagem
capturada.

As alteracBes morfoldgicas aqui identificadas sdo, de um modo geral, tipicas para
as GUVs de POPC, podendo ser induzidas de diversas maneiras, tais como, aplicagcéo de
campo elétrico[179,180], adi¢do de surfactante ndo-ibnico[178], polimeros[181] e &cidos
graxos[182], e adicdo de fotossensibilizadores induzindo o estresse oxidativo nas
membranas[183].

Riske et al.[183] citam o modelo de elasticidade por diferenca de area[184] para
explicar as alteracbes nas GUVs de POPC, no qual a forma de uma vesicula depende
basicamente da relacdo area/volume e da curvatura preferencial da membrana, dada pela
area diferencial efetiva entre as duas monocamadas que formam a vesicula. Assim, a um
volume constante, qualquer aumento na area da membrana modifica essa relacdo
area/volume, provocando a deformacéo da vesicula.

Estas constatacGes podem ser utilizadas no caso desse trabalho: como o contraste

de fase das GUVs de POPC expostas ao EE2 foi mantido, assim como as condigdes
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osmaticas permaneceram inalteradas (mesma osmolaridade das solugdes de sacarose e
glicose/EE2), pode-se assumir que o volume da GUV também permaneceu
constante[182]. Assim, como verificado qualitativamente, na presenca do horménio, a
membrana do POPC ganhou um excesso de area e adquiriu um formato elipsoide. Esse
aumento de area promoveu a formacéo de um Unica vesicula adjacente (os buds, Figura
56-B) ou a formacdo das protrusdes (Figura 56-C), de modo a minimizar o excesso de
area causado e diminuir a energia elastica de curvatura da bicamada lipidica.

Apds 40 minutos de analise das GUVs na presenca do EE2, observou-se a
estabilizacdo em relacéo ao surgimento dos buds e das protrus@es lipidicas. Contudo, foi
verificada a formacdo de novas estruturas, de modo que muitas vesiculas esféricas
pequenas surgiram a partir de vesiculas maiores, formando uma espécie de corddo (Figura

58-A).
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Figura 58: (A) imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de POPC coletadas
40 minutos ap6s a adicdo do EE2. (B) Representagcdo esquematica do mecanismo de
formacédo do corddo de vesiculas como resultado da exposicdo das GUVs de POPC ao
EE2 (10 uM).

Com relagdo a formacdo dos corddes de vesiculas a partir de uma vesicula-mae,

Raphael e Waugh[77] descreveram dois mecanismos para explicar tais efeitos, ligados a

diferenca de tensdo de cisalhamento (estresse) causada nos dois folhetos (ou
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monocamadas), interno e externo, da bicamada. O primeiro mecanismo seria propagacao
de lacunas sobre a superficie da vesicula pelo movimento lateral da monocamada externa
localmente expandida em relacdo a monocamada interna, localmente comprimida. O
segundo € a permeacdo de lipidios de uma monocamada para outra, chamado de efeito,
"flip-flop”, causado também pelas diferencas de tensdo da monocamada interna
comprimida para a externa expandida. Essas diferencas de tensdo gerariam uma
desigualdade na area por molécula das monocamadas adjacentes no local onde o cordéo
é formado, de modo que a minimizacdo dessa diferenca ocasionaria tais alteracOes
morfologicas e a formacdo dessas estruturas. Esses dois mecanismos estdo ilustrados na
Figura 58-B. De fato, a forte interacdo do EE2 com as caudas do POPC (verificado nos
espectros de PM-IRRAS, Figura 40) poderia causar tais perturbacGes mecanicas nas
bicamadas. Dentre as GUVs de POPC contadas, 25% das vesiculas ndo sofreram
mudancas quando expostas ao hormdénio, ao passo que 63% apresentaram buds,
protrus@es tubulares e cordbes de vesiculas e 12%, ao final da analise, permaneceram no
formato pera. Os principais efeitos do horménio nas GUVs estudadas estdo

esquematizados na Figura 59.
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Alteracio no formato esférico

Perda de contraste de fase

Inalteradas
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Ruptura das vesiculas
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Figura 59: resumo dos efeitos do EE2 sobre as bicamadas lipidicas.
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Capitulo 5. Conclusoes

5.1 Filmes de Langmuir

Os filmes de Langmuir mostraram que o EE2 interage na interface liquido/ar com
as monocamadas puras dos lipidios —POPC, DPPC, Chol ¢ SM— ¢ também com as
monocamadas mistas em diferentes propor¢cdes 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 hormdnio se manteve na interface e a isoterma permaneceu
deslocada para maiores areas em todos 0s estagios de pressdo de superficie. Parao DPPC
e Chol a interagdo se deu principalmente na fase liquido-expandida da monocamada, e,
na pressio de 30 mN.m?, o EE2 foi expelido da interface, como verificado pela
sobreposicao das curvas obtidas na auséncia e na presenca do horménio nessa pressao.

Nas monocamadas compostas pelas misturas binarias, em altas pressdes de
superficie, 0 EE2 também foi expelido da interface ar/agua, com excecéao da fracdo molar
de Chol, xchoi= 0,3 para DPPC/Chol e SM/Chol. No caso na mistura binaria DPPC/Chol,
Xchoi= 0,3; esse maior efeito causado pelo EE2 ocorreu na monocamada mista que mais
se assemelha a composicéo real da membrana de mamiferos, ao passo que, para SM/Chol,
Xchoi= 0,3, provavelmente tal interacdo se deu por se tratar da monocamada mista que
apresenta maior quantidade de SM (70%) — componente individual que possui maior
interagcdo com o hormonio.

Na presenca do EE2, os deslocamentos observados nas isotermas n-A nao foram
suficientes para alterar a transicao de fase das monocamadas puras e mistas. Contudo, de
um modo geral, em 30 mN.m, o horménio causou a diminuicdo dos valores de Cs™
(diminuindo a rigidez) em todas as monocamadas puras e mistas. Nessa pressao de
superficie, a presenca do EE2 leva a fase LC (Cs™= 100-250 mN.m™) as monocamadas
de DPPC, SM, todas as misturas DPPC/SM, DPPC/Chol, Xchoi= 0,3 € SM/Chol, Xchol=

0,3. As misturas binarias contendo 50% ou mais de Chol (tanto com DPPC como SM)
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possuem maior rigidez, com valores de Cs™ proximos ao da monocamada composta
somente por Chol.

Nas misturas contendo colesterol, as interacGes atrativas entre 0os componentes
(DPPC/Chol e SM/Chol) foram confirmadas pelos valores negativos de area de excesso.
Na pressdo de 30 mN.m, principalmente nas monocamadas com Xcnoi=0,3; a presenca
do EEZ2, por estar acomodado na interface (verificado pela isoterma deslocada), causou
alteracdes nesses valores: um desvio positivo obtido para a mistura DPPC/Chol, e a
aproximacdo da curva a linha da idealidade para SM/Chol, mas ainda com valores
negativos. Os valores de Aexc mais negativos para SM/Chol em comparacdo com
DPPC/Chol confirmam que a magnitude do efeito de condensacdo induzido pelo
colesterol é maior na mistura com a SM, causado pela formacdo de interacdes de
hidrogénio mais intensas. Assim, no caso da mistura SM/Chol a presenca do horménio
na interface ndo foi suficiente para desfavorecer as interacdes atrativas entre SM e Chol.
Na mistura DPPC/SM, os valores de Aexc mostrando os desvios positivos da idealidade
sugerem que as interacBes intermoleculares entre DPPC/DPPC e SM/SM sdo mais
favorecidas em relacao as que ocorrem entre os dois componentes da mistura. A presenca
do EE2 na subfase aquosa parece possibilitar as interagdes 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™ foram obtidos para as
monocamadas de DPPC, SM e as misturas contendo fragcfes molares Xcnol OU Xsm = 0,3.
Foi constatado que o EE2 interage eletrostaticamente com a cabeca polar do DPPC, como
verificado pelo deslocamento das bandas referentes aos grupos colina (CN*C) e fosfato
(vsPO2"). Contudo, as maiores mudancas espectrais em decorréncia do EE2 ocorrem para
a mistura DPPC/Chol, Xcnoi= 0,3; pois 0 hormdnio afeta praticamente todas as bandas

relativas as vibragfes dos grupos quimicos presentes na cabega do fosfolipidio. Tais
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mudancas na regido da cabeca afetam a organizacao das cadeias apolares do DPPC das
monocamadas puras e mistas: na presenca do EE2 as intensidades relativas entre os
estiramentos simétrico e antissimétrico —CHz (vsCH2/vasCH2) diminuem para ambas as
composicdes (DPPC e DPPC/Chol), indicando o0 aumento do grau de ordenamento das
monocamadas. De fato, como consequéncia da miscibilidade e da interacéo atrativa entre
DPPC-Chol, a relagéo (vsCH2/vasCH2) para 0 DPPC aumentou com a introducéo do Chol
na mistura, indicando uma diminuicdo na organizacdo das cadeias na monocamada.

Nas monocamadas de SM, a alteracdo significativa nos espectros de PM-IRRAS
em virtude da presenca EE2 ocorre na banda referente ao estiramento do grupo carbonila
ndo hidratado (C=0), que, por ter se deslocado para menores nimeros de onda, sugere-
se a diminuicdo do empacotamento da monocamada. Na regido da cauda apolar da SM, a
intensidade relativa entre as bandas do estiramento simétrico e antissimétrico —CH>
(vsCH2/vasCH2) praticamente ndo se altera, indicando que tal interacdo com o grupo
carbonila ndo-hidratado na regido da cabeca polar ndo afeta a organizacdo das cadeias
hidrofobicas do esfingolipidio. Na monocamada mista de DPPC/SM, xsm = 0,3, exposta
ao hormonio, em uma comparacao com as monocamadas puras, foi possivel 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 regido da carbonila). Além disso, a diminuicdo da repulsdo entre as moléculas de
DPPC e SM (como confirmado pelos valores de Aex) causada pelo EE2 foi confirmada
no PM-IRRAS em termos de ordenamento das caudas hidrofobicas do DPPC e SM.

Para a mistura SM/Chol, Xcnoi=0,3, na presenca do EE2, a banda referente ao C=0
foi deslocada para menores numeros de onda, indicando também a diminuicdo do
empacotamento da monocamada mista. Ainda na regido da cabeca, houve alteracdo na
banda referente ao estiramento simétrico, vs do fosfato hidratado (P=0), confirmando a

interacdo do EE2 com a monocamada mista por meio da hidroxila —OH presente no anel
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fenolico da molécula do hormdnio. O EE2 ainda provoca a diminuicdo na intensidade
relativa entre os estiramentos simétrico e antissimétrico —CHz (vsCH2/vasCHy>), indicando
o0 ordenamento das cadeias hidrofobicas, visto que também o horménio EE2 é responsavel
por desfavorecer as interacdes atrativas intermoleculares entre SM e Chol.

No caso das misturas ternarias formadas por DPPC/Chol/SM, a condensacédo e o
aumento da rigidez das monocamadas foram causados pela presenca do colesterol, sendo
maiores para a propor¢ao 1/1/1. Em regides de altas pressdes superficiais, a presenca do
horménio causa o deslocamento da isoterma 7-A para menores areas em relacao a mistura
na auséncia do EE2 nas pressdes de 7= 20mN.m™ para a propor¢io 1/1/1 e == 15mN.m*
para 7/2/1. Tal efeito, juntamente com as interacdes observadas via PM-IRRAS (vas P=0,
dCH: e o grupo amida da SM) séo relacionadas a diminuicdo do contato das moléculas
de colesterol com a &gua.

Por fim, a maior interacdo no EE2 em monocamadas se deu para o fosfolipidio
POPC, no qual o horménio permaneceu na interface até o colapso da monocamada. Por
se tratar de uma monocamada mais fluida, a elasticidade foi pouco afetada pelo horménio.
Por possuir o mesmo grupo cabeca que o DPPC, foram também constatadas as mesmas
interacdes eletrostaticas com os grupos quimicos desta regido polar (fosfato e colina).
Porém, as maiores mudancas ocorreram na regido das cadeias hidrofobicas, indicando
gue o hormdnio penetra na monocamada de POPC e interage também na regido das

caudas.

5.2 Vesiculas 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
alteracdo apenas no formato esférico da vesicula. Na monocamada mista composta por

DPPC/Chol; Xcha 0,3, a presenca do horménio permite as trocas entre 0s conteddos
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internos e externos das vesiculas, o que provoca a perda de contraste de fase, causada
pelo aumento da permeabilidade da membrana.

O EE2 ndo afeta estruturalmente as vesiculas compostas por SM, ndo sendo
verificadas mudancas morfoldgicas nem perdas no contraste de fase das GUVs. Nas
imagens de GUVs de DPPC/SM (xsm= 0,3), obtidas por fluorescéncia, a presenca da fase
ndo-fluorescente nas GUVs (indicando a separacao de fases dos componentes da vesicula
mista) ndo é alterada na presenca do EE2. Contudo, 0 hormdnio causa a perda de contraste
de fase em mais da metade das vesiculas, indicando o aumento da permeabilidade do
sistema.

Dois efeitos simultaneos em virtude da presenca do EE2 ocorrem nas GUVs
compostas por SM/Chol, xcno =0,3, a perda do formato esférico das vesiculas e a perda
de contraste de fase. As mudancas de conformacdo somando-se ao efeito de perda de
contraste de fase podem indicar que o EE2 causa diferencas na pressdo osmotica do
sistema SM/Chol.

N&o foram constatadas alteracdes morfologicas nem perda de contraste nas GUVs
de DPPC/Chol/SM, 7/2/1, na presenca do EE2. Entretanto, na propor¢do 1/1/1 diversas
rupturas nas vesiculas sdo verificadas quando adicionado o hormonio, indicando o seu
efeito em vesiculas que estdo em fase mais ordenadas. Das vesiculas formadas (1/1/1)
gue permaneceram estruturadas, a grande maioria perdeu contraste de fase.

O hormobnio também afeta morfologicamente as vesiculas estruturadas em fase
fluida, como as de POPC, contudo sem romper a bicamada. As vesiculas de POPC
inicialmente esféricas, adquirem trés diferentes transformac@es quando expostas ao EE2:
formato pera, presenca de protrusdes tubulares e formacéo de corddes de vesiculas.

Este trabalho evidencia a importdncia da compreensdo do comportamento
interfacial do hormonio EE2 e seus efeitos em modelos complexos da membrana celular.

Tais modelos sdo formados por misturas binarias e ternarias de componentes reais
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presentes na membrana celular dos seres humanos. Visto que esses sistemas podem ser
correlacionados com 0s processos biologicos que ocorrem in-vitro ou in-vivo, este
trabalho oferece um avanco significativo nos estudos sobre as consequéncias da

exposicdo cronica da saide humana ao hormonio EE2.
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