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- O Repouso profundo também cansa
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Resumo

O funcionamento/sobrevivéncia das células depende do colesterol (Chol), presente nas
membranas bioldgicas. A interacdo colesterol-lipidos das membranas biol6gicas é
fundamental em processos como: sinalizacdo celular; resposta ao stress e reproducdo. Existe
um elevado controlo dos niveis de colesterol nas células, havendo um equilibrio
biossintese/obtencdo e armazenamento/efluxo de colesterol. Um desequilibrio nestes
controlos, conduz a situacbes patoldgicas como: obesidade; diabetes e doengas
cardiovasculares, como a aterosclerose.

O colesterol constitui cerca de 30-50% da massa lipidica da membrana plasmatica,
modulando as suas propriedades fisico-quimicas, nomeadamente: aumento da espessura da
zona hidrofdbica; alteracdo nas temperaturas de transicéo de fase; ordenacdo e diminuicdo da
fluidez nas bicamadas lipidicas.

Na literatura encontram-se diagramas de fases para misturas de POPC (1-palmitoil-2-
oleiloil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina)/Chol e esfingomielina (SM)/Chol, mas estes ndo estédo
definitivamente estabelecidos. Clarificar como a adicdo de colesterol afecta a fluidez de
bicamadas lipidicas € muito importante, possibilitando elucidar aspetos fisico-quimicos que
modulam as membranas bioldgicas entre os estados normal/patoldgico, sendo este o objetivo
principal deste trabalho.

O efeito da adicdo de colesterol, na fluidez de bicamadas lipidicas em misturas
lipidicas binarias: POPC + Chol; egg-SM (esfingomielina de ovo) + Chol; e em misturas
lipidicas ternarias: POPC + egg-SM + Chol, foi determinado por anisotropia de fluorescéncia,
em estado estacionario, utilizando DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno), como sonda
fluorescente.

De forma geral, 0 aumento da temperatura faz diminuir os valores de anisotropia de
fluorescéncia do DPH, sugerindo uma diminuicdo na ordenacdo das bicamadas lipidicas e o
aumento na sua fluidez. Por outro lado, a adicdo de colesterol faz aumentar os valores de
anisotropia de fluorescéncia do DPH, reportando que o meio que rodeia 0 DPH estad mais
ordenado, logo a fluidez da bicamada lipidica é menor.

Os resultados obtidos neste trabalho, estdo de acordo com o diagrama de fases
existente para a mistura lipidica DMPC (1,2-dimiristoil-glicero-sn-3-fosfatidilcolina)/DPPC
(1,2-dipalmitoil-glicero-sn-3-fosfatidilcolina), no entanto, discordam significativamente com

os diagramas de fase POPC/Chol e SM/Chol existentes na literatura.



Palavras-chave: Colesterol; egg-SM; POPC; DPH; anisotropia de fluorescéncia, em estado
estacionario; fluidez de bicamadas lipidicas.



Abstract

The function/survival of cells depends on cholesterol (Chol), present in biological
membranes. The interaction cholesterol-lipids of biological membrane is fundamental in
diverse processes such as: cellular signaling; stress response and reproduction. There is a tight
control of cholesterol levels in cells, through cholesterol biosynthesis/uptake and
storage/efflux balance. An imbalance in these controls leads to pathological cases such:
obesity, diabetes and cardiovascular diseases such atherosclerosis.

Cholesterol constitutes about 30-50% of lipid mass on plasmatic membranes and
modulate their physicochemical properties, such: increasing the thickness of the hydrophobic
region; change the phase transition temperatures; ordering and decrease of acyl chain region
in lipid bilayers.

Although  there are some POPC  (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine)/Chol and SM (sphingomyelin)/Chol thermal phase diagrams available in
literature, they are not definitely established. Clarifying how addition of cholesterol affects
the lipid bilayers fluidity, is of utmost importance to evaluate physicochemical properties that
modulate biological membranes, varying between normal/pathological states, is the main goal
of this work.

The effect of addition of cholesterol in fluidity of bilayers composed of binary
mixtures consisting of POPC + Chol and egg-SM + Chol; and ternary mixtures consisting of
POPC + egg-SM + Chol, was determined by steady-state fluorescence anisotropy, using DPH
(1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene) as fluorescent probe.

In general, the increasing of temperature decreases DPH fluorescence anisotropy,
suggesting that there is a reduction in the order of lipid bilayers and fluidity increases. On the
other hand, the cholesterol addition increases the DPH fluorescence anisotropy, reporting that
surrounding environment of DPH is more ordered, and therefore the fluidity of lipid bilayer is
smaller.

The results obtain in this work are consistent with the existing phase diagrams for the
lipid mixture DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)/DPPC (1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine), however somewhat disagree with POPC/Chol and SM/Chol
phase diagrams available in literature.



Keywords: Cholesterol; egg-SM; POPC; DPH; steady-state fluorescence anisotropy; lipid
bilayers fluidity.
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Abreviaturas

ACAT - Acil-CoA colesterol aciltransferase

Chol - Colesterol

DMPC - 1,2-dimiristoil-glicero-sn-3-fosfatidilcolina
DPPC - 1,2-dipalmitoil-glicero-sn-3-fosfatidilcolina
DPH - 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno

DPHPC - 2-(3-difenil-hexatrieno)-propanoil-1-hexadecanoil-glicero-sn-3-fosfocolina

egg-SM - Esfingomielina de ovo

E. - Energia de ativacédo

(F) - Vetor da componente elétrica da radiagdo eletromagnética
GUV - Vesiculas unilamelares gigantes

HIV - Virus da imunodeficiéncia humana

HDL - Lipoproteinas de elevada densidade

I+ - Intensidade da luz emitida, perpendicular a intensidade da luz incidente
I - Intensidade da luz emitida, paralela a intensidade da luz incidente
LDL - Lipoproteinas de baixa densidade

LUV - Vesiculas unilamelares grandes

L, - Fase liquido-cristalino

Lp - Fase gel

l, - Estado liquido-ordenado

I - Estado liquido-desordenado

MLV - Vesiculas multilamelares

Hexc - Momento dipolar de excitacao (ou gaps)

Hem - Momento dipolar de emissao

POPC - 1-palmitoil-2-oleiloil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

PC - Fosfatidilcolina

PE - Fosfatidiletanolamina

PS - Fosfatidilserina

PI - Fosfatidilinositol

PG - Fosfatidilglicerol

PSM - Palmitoil-esfingomielina

I'ss - Anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario

r(t) - Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo
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ro - Anisotropia de fluorescéncia fundamental (ou anisotropia limite)

R - Constante dos gases ideais (8,3145 J mol™* K™)
R* - Coeficiente de correlacdo linear

SUV - Vesiculas unilamelares pequenas

SM - Esfingomielina

So - Fase solido-ordenado

So - Estado eletronico fundamental

S1 - Primeiro estado eletrénico excitado

S, - Segundo estado eletrénico excitado
Transportadores ABC - Transportadores "ATP binding cassete"
TMA-DPH - Trimetilamonio-difenil-hexatriexo
T - Temperatura absoluta

Tm - Temperatura de transi¢éo de fase

T - Tempo de vida do fluoréforo

T, - Tempo de vida mais curto

11 - Tempo de vida mais longo

Vn, - Volume molar

n - Viscosidade
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1. Objetivo

Este trabalho de dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Biomédicas tem como objetivo
clarificar como a adicdo de colesterol afeta as propriedades de fluidez de bicamadas lipidicas
compostas por misturas de fosfatidilcolina e esfingomielina, utilizando técnicas de anisotropia

de fluorescéncia em estado estacionario.
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2. Introducéo
2.1. Sistemas de membranas modelo

2.1.1.

endoplasmatico

Membranas biologicas: Membrana do reticulo

O colesterol desempenha um papel fundamental na organizacdo, no bom
funcionamento das membranas bioldgicas, assim como no bom funcionamento de proteinas
de membrana, sendo essencial & sobrevivéncia das células. Além disso, o colesterol é
precursor metabdlico de varias hormonas como a progesterona, testosterona, cortisol, entre
outros, sendo essencial na reproducéo. O colesterol também desempenha um papel importante
na resposta ao stress e na absor¢do de nutrientes [1].

A percentagem de colesterol presente nas membranas depende do tipo e funcdo de
cada membrana, por exemplo, 30-50% da massa lipidica da membrana plasmatica das células
de varios organismos superiores € composta por colesterol, no entanto, ha membrana do
reticulo endoplasmatico, existe apenas cerca de 6% de colesterol [2, 3].

A membrana do reticulo endoplasmaético apresenta uma percentagem muito baixa de
colesterol e é composta por uma grande fracdo de lipidos insaturados, sendo assim uma
membrana bastante fluida. E nesta membrana que o colesterol é sintetizado, e depois é
enviado para outros organelos através de uma combinacdo de transportes vesicular e nédo-

vesicular, tal como mostra a figura 2.1 [4].
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Figura 2.1 - Representacdo esquematica do transporte intracelular do colesterol.
Estdo assinalados a tracejado processos que ainda ndo sdo bem conhecidos

(adaptado de [4]).
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Devido ao fato de o colesterol ser essencialmente insolGvel em agua e apesar de 0s
mecanismos de transporte de colesterol intracelular ainda ndo estarem completamente
estabelecidos, pensa-se que o colesterol é transportado maioritariamente atraves de
mecanismos nao-vesiculares [4].

O colesterol obtido através da dieta, é transportado no sangue através de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), do figado para os tecidos, sendo que estas lipoproteinas entram
para o interior da célula e sdo transportadas para endossomas, que ap6s alguns processos de
amadurecimento, se tornam em lisossomas, onde o colesterol pode ser hidrolisado. Entretanto,
pode ocorrer um efluxo do colesterol diretamente para a membrana plasmética ou a partir do
reticulo endoplasmatico, mas este efluxo ainda ndo esta bem caracterizado [4].

Além de poder ser obtido na dieta, o colesterol também € sintetizado no reticulo
endoplasmatico sendo que a maior parte deste colesterol é transportado diretamente para a
membrana plasméatica sem passar pelo complexo de Golgi e uma minoria segue a via
secretora do reticulo endoplasmético para o complexo de Golgi. Entretanto o colesterol em
excesso no reticulo endoplasmatico, é esterificado pelo enzima ACAT (acil-CoA colesterol
aciltransferase), que estd presente na membrana deste organelo, sendo posteriormente
armazenado em gotas lipidicas citoplasmaticas. Desta forma, o ACAT é um bom sensor da
homeostasia do colesterol, uma vez que é regulada pelos niveis de colesterol [4, 5].

Devido ao fato de o colesterol ser tdo importante nas membranas bioldgicas, existe um
elevado controlo dos niveis de colesterol presente nas células, havendo um equilibrio entre a
biossintese do colesterol e aquele que é obtido na alimentacdo e entre 0 armazenamento de
colesterol e o seu efluxo, sendo que um desequilibrio neste controlo, poderad conduzir a casos
de doenca [1, 5, 6].

Um dos exemplos dos processos que controlam os niveis de colesterol é o seu
processo de armazenamento. Quando os niveis de colesterol sdo bastante elevados, o enzima
ACAT esterifica este colesterol em excesso, o qual é armazenado na forma de ésteres de
colesteril em gotas lipidicas citoplasmaticas. Quando h& uma diminuigdo dos niveis de
determinadas hormonas esterdides, os ésteres de colesteril armazenados nas gotas lipidicas
citoplasmaticas sdo hidrolisados por hidrolases de ésteres de colesteril, sendo que quando sdo
libertados destas gotas lipidicas citoplasmaticas, podem ser utilizados na sintese de
determinadas hormonas esteréides [4, 5].

Outro processo que controla os niveis de colesterol, é por exemplo, 0 mecanismo de
efluxo do colesterol, no entanto, este mecanismo de efluxo ainda ndo estd completamente

estabelecido. Todavia sabe-se que o efluxo de colesterol depende de transportadores ABC, 0s
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quais tém como funcgdo entregar colesterol e lipidos as apolipoproteinas ApoA-1 associadas as
lipoproteinas de elevada densidade (HDL), sendo que se existirem falhas neste tipo de
transportadores, o colesterol ndo é entregue as HDL. Entdo poderad ocorrer um aumento da
quantidade de ésteres de colesteril presentes nos macrofagos, conduzindo a doengas bastante
graves como a doenga de Tangier, que estd associada a deficiéncias nas HDL, uma vez que
estas ndo conseguem transportar o colesterol dos tecidos ao figado. As pessoas que tém esta
doenca, tém problemas de acumulacéo de colesterol em determinados tecidos, ficando mais
suscetiveis a desenvolver aterosclerose. No entanto quando os transportadores ABC
funcionam devidamente, e as HDL conseguem transportar o colesterol dos tecidos para o
figado, entdo o colesterol é excretado na bilis como colesterol livre, ou através de sais biliares
[4,5].

Como foi visto anteriormente, a membrana do reticulo endoplasmatico é bastante
importante na sintese de colesterol, assim como em receber o colesterol que provém da dieta,
mas também em processos de efluxo do colesterol, sendo que quando o colesterol esta em
excesso no reticulo endoplasmatico, € convertido em ésteres de colesteril pela acdo do ACAT,
no entanto, se houver uma acumulacéo de colesterol livre no reticulo endoplasmatico, ocorre
uma perturbacdo no processo de esterificacdo do colesterol, pelo ACAT, entdo o colesterol
ndo é esterificado, ocorrendo uma acumulacdo de colesterol livre na membrana do reticulo
endoplasmatico, que vai desencadear processos patoldgicos, uma vez que esta membrana,
normalmente apresenta uma baixa percentagem de colesterol (~ 6%), sendo uma membrana
bastante fluida. No entanto, um aumento do colesterol livre na membrana do reticulo
endoplasmatico, conduz a uma diminuicdo da fluidez desta membrana, a qual faz alterar a
funcdo da membrana e das proteinas associadas como o ACAT. Assim, a membrana do
reticulo endoplasmatico é bastante importante na homeostasia celular do colesterol [4, 5].

Niveis muito elevados de colesterol em circulacdo podem originar efeitos negativos
para a saude. Alguns destes efeitos negativos sdo, por exemplo: obesidade; desenvolvimento
de resisténcia a insulina; desenvolvimento de doencas cardiovasculares como hipertensédo,
aterosclerose, entre outros. A aterosclerose talvez seja a doenga mais conhecida associada ao
metabolismo dos lipidos e de colesterol [1, 4, 6].

Como representa a figura 2.2, o passo inicial desta doenca (aterogénese), ocorre quando
se que acumulam LDL, modificadas por oxidacdo, em determinadas zonas do subendotélio
(ou intima), nas paredes das artérias. Esta acumulagdo desencadeia uma resposta inflamatdria
fazendo com que monacitos e células T acorram ao local da lesdo aterosclerética. Entretanto,

uma vez no intima, os monacitos diferenciam-se em macréfagos, e iniciam a ingestdo destas
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LDL oxidadas acumuladas no intima, atraves de endocitose e fagocitose, acabando por ficar
com uma grande quantidade de colesterol no seu interior, em forma de ésteres de colesteril,

por esse motivo estes macrofagos comecam a ter uma aparéncia espumosa, designando-se

como células espuma.
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Figura 2.2 - Representacdo esquemdtica da
inflamatoria a aterogénese (adaptado de [4]).

resposta

A acumulacéo destas células espuma forma o ateroma, como se pode observar na figura
2.3 [4].
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Figura 2.3 - Representacdo esquemdtica do desenvolvimento
da aterosclerose, desde os estadios iniciais até aos estadios
finais (adaptado de [7]).

Como se pode observar na figura 2.3, ocorre um desenvolvimento progressivo desta
lesdo aterosclerdtica, em que as células espuma, que formam o ateroma, sdo cobertas por
células do musculo liso e por matriz extracelular, as quais formam uma capa fibrosa, que
protege esta lesdo, sendo que normalmente esta doenca é assintomatica em estadios iniciais,

no entanto, em estadios mais avancados, podem ocorrer sintomas de problemas vasculares,
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dificuldade de passagem do sangue nas artérias e nos casos mais graves, pode ocorrer a
disrupgéo desta capa fibrosa, que conduz a uma trombose, devido ao fato de o sangue estar
em contato com a placa que estava por baixo da capa fibrosa, que contém proteases celulares,
citocinas inflamatdrias e moléculas protrombdticas, levando a coagulacdo do sangue e por
conseguinte a casos de trombose [4, 5].

Uma das causas para que ocorra a disrupcdo da capa fibrosa é a apoptose dos
macrofagos, que pode ser provocada pela acumulacdo intracelular de colesterol livre
(colesterol nao-esterificado). Desta forma, parece que os macrofagos tém um papel bastante

importante nos estadios iniciais e finais da aterosclerose [4].

2.1.2. Membranas modelo: Lipossomas

Os lipossomas sdo utilizados como membranas modelo, para mimetizar parcialmente
as membranas bioldgicas, na sua componente lipidica.

Lipossomas, também designados por vesiculas lipidicas, sdo estruturas anfifilicas
fechadas, compostas por uma ou mais bicamadas lipidicas e ttm um compartimento aquoso
no seu interior, tal como se pode observar na figura 2.4. S&o bastante utilizados em varios
estudos in vitro, como modelos de biomembranas e podem ser formados a partir de lipidos
naturais (com origem bioldgica), ou sintéticos, sendo que se forem formados a partir de

lipidos naturais, poderdo conter alguns componentes das membranas celulares [8, 9].

polar head goup
s
e
22> &
]
Figura 2.4 — Representacdo Figura 2.5 - Representacdo
esquematica de lipossomas esquematica da estrutura de um
LUV (adaptado de [8]). lipido (adaptado de [3]).

Os lipossomas tém uma grande importancia a nivel da medicina, pois podem ser
utilizados como veiculo para transportar farmacos tais como anticancerigenos e
antimicrobianos, podendo transportar substancias hidrofilicas no compartimento aquoso, ou

substancias anfifilicas e lipofilicas, adsorvidas e inseridas na membrana, respetivamente [2].
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Como se pode observar na figura 2.5, os lipidos utilizados na formacao de lipossomas,
sdo compostos por uma zona hidrofilica (cabega polar ou idnica), que interage com a agua e
uma zona hidrofébica (duas cadeias de hidrocarboneto ou cadeias metilénicas), que nao
interage facilmente com a agua. E devido ao fato de existir esta zona hidrofébica nos lipidos,
que se formam agregados lipidicos aquando da dispersao de lipidos em meio aquoso, uma vez
que hé a necessidade termodinamica de limitar a interacdo destas cadeias metilénicas com a
agua [3].

Assim, os lipossomas formam-se espontaneamente, apds a dispersdo de lipidos num
meio aquoso, havendo uma variedade de métodos de preparacdo. A preparacdo classica de
lipossomas estd representada na figura 2.6 e consiste em dissolver lipidos num solvente
organico (A), para que se forme uma mistura homogénea de lipidos e depois é necessario
remover esse solvente por evaporagdo, para que se forme um filme lipidico nas paredes do
baldo (B). Este filme lipidico deve ser bem seco para que ndo haja vestigios do solvente
organico. Em seguida, basta hidratar este filme lipidico com uma solugdo aquosa (C) e agitar
(D), sendo que desta forma sdo obtidas preparacGes de vesiculas multilamelares (MLV -
multilamelar vesicles), as quais sdo bastante heterogéneas, visto que tém tamanho (diametro

entre 400 e 3500 nm) e numero de bicamadas lipidicas variados [2, 10, 11].
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Figura 2.6 - Representacdo esquematica da preparacdo de lipossomas (adaptado de

[10]).
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Para que se obtenham vesiculas homogéneas e de tamanhos definidos, é necessario

recorrer a técnicas como a sonificacéo e a extrusdo, tal como mostra a figura 2.7 [2, 10, 11].
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Figura 2.7 - Representacdo esquemética da preparacdo de lipossomas de véarios tamanhos
(adaptado de [10]).

A sonificacdo permite obter vesiculas unilamelares pequenas (SUV - small unilamelar
vesicles), de diametro entre 25 e 50 nm, a partir das MLV, ou das vesiculas unilamelares
grandes (LUV - large unilamelar vesicles). Esta técnica consiste em transferir energia para a
suspensdo lipidica, através de uma sonda ultrassonica de alta energia [10].

A extrusdo permite obter LUV de diametro entre 50 e 500 nm, a partir das MLV. Esta
técnica consiste em passar as MLV através de membranas de policarbonato ou celulose, as
quais tém diametros bem definidos, sendo que esta passagem é feita sob pressdo moderada,
podendo ser combinada com ciclos prévios de congelacdo e descongelacdo, de forma a
ocorrer a reducdo do nimero de lamelas [10].

Além das vesiculas referidas anteriormente, também ¢é possivel preparar vesiculas
unilamelares gigantes, designadas por GUV (giant unilamelar vesicles), as quais podem ter
dimens@es superiores a 1um, podendo chegar as dezenas de um, sendo que o seu tamanho
pode ser comparavel ao tamanho de uma célula eucaridtica. As GUV sdo preparadas através

de uma simples hidratacao suave de lipidos, a forcas ionicas baixas [2, 11].
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2.1.3. Lipidos representativos usados em sistemas de

membranas modelo

As membranas biologicas sdo compostas por varios tipos de lipidos e proteinas, sendo
que os lipidos mais abundantes nas membranas bioldgicas sdo a fosfatidilcolina, a
esfingomielina e o colesterol [12].

Apesar de cerca de 50% das membranas bioldgicas serem compostas maioritariamente
por fosfatidilcolina e esfingomielina, a percentagem destes lipidos pode variar dependendo do
tipo de membrana. Por exemplo, os lipidos principais que compdem a membrana do eritrocito
humano sdo: 20% de fosfatidilcolina (PC); 18% de fosfatidiletanolamina (PE); 7% de
fosfatidilserina (PS); 3% de fosfatidilinositol (P1); 18% de esfingomielina (SM) e 20% de
colesterol (Chol), enquanto os lipidos principais que compdem a membrana do reticulo
endoplasmatico ja estdo presentes noutras quantidades: 48% (PC); 19% (PE); 4% (PS); 8%
(PD); 5% (SM) e 6% (Chol), Além disso, a percentagem lipidica pode variar na mesma
membrana, dependendo da monocamada lipidica em questdo, sendo que por exemplo, para a
membrana do eritrocito humano, a monocamada exterior é composta principalmente por
fosfatidilcolina e esfingomielina, e a monocamada interior é composta principalmente por
fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina [3, 12].

Como os lipidos sdo estruturalmente diferentes, entdo membranas diferentes possuem
composicdes lipidicas diferentes, uma vez que as composicOes lipidicas diferentes estdo
relacionadas com as caracteristicas especificas de cada membrana em particular [3; 12].

Os lipidos mais utilizados na preparacdo de lipossomas sdo: PC, PS, fosfatidilglicerol
(PG) e SM, pois estes formam bicamadas estaveis em solucdo aquosa, sendo que a
fosfatidilcolina é mais utilizada em relagdo aos outros lipidos, porque apresenta uma grande
estabilidade relativamente a forga ionica e a variacdo do pH do meio. A pH fisioldgico, a
fosfatidilcolina tem o grupo fosfato carregado negativamente e o grupo trimetilaménio
carregado positivamente, sendo uma espécie zwiterionica [13].

Os lipidos utilizados neste trabalho experimental estdo apresentados a seguir.
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2.1.3.1. 1,2-dimiristoil-glicero-sn-3-fosfatidilcolina (DMPC)

Figura 2.8 - Representacdo esquematica da
estrutura molecular do DMPC (adaptado de

[10]).

O DMPC ¢ um glicerofosfolipido, composto
por uma regido hidrofilica, que contém um grupo
trimetilaménio cationico, um grupo fosfato aniénico
e uma molécula de glicerol a qual estdo ligadas duas
cadeias metilénicas saturadas de &cido miristico
(C14:0), que constituem a regido hidrofdbica, tal

como se pode observar na figura 2.8 [10].

Este lipido é zwiterionico a pH fisiologico [2].

A sua temperatura de transigao de fase ocorre aos 24 °C [10].

2.1.3.2. 1,2-dipalmitoil-glicero-sn-3-fosfatidilcolina (DPPC)
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Figura 2.9 - Representacdo esquematica da
estrutura molecular do DPPC (adaptado de

[10]).

O DPPC é um glicerofosfolipido, composto

por uma regido hidrofilica, que contém um grupo
trimetilaménio cationico, um grupo fosfato anionico
e uma molécula de glicerol a qual estdo ligadas duas

cadeias metilénicas saturadas de acido palmitico

(C16:0), que constituem a regido hidrofobica, tal como se pode observar na figura 2.9 [10].

Este lipido é zwiterionico a pH fisiologico [2].

A sua temperatura de transi¢do de fase ocorre aos 41 °C [10].

2.1.3.3.
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Figura 2.10 - Representacdo esquematica
da estrutura molecular do POPC (adaptado
de [10]).

1-palmitoil-2-oleiloil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

O POPC é um glicerofosfolipido, composto
por uma regido hidrofilica, que contém um grupo
trimetilaménio  cationico, um grupo fosfato
anionico e uma molécula de glicerol a qual estdo
ligadas duas cadeias metilénicas, sendo que uma

dela é saturada composta por &cido palmitico

(C16:0) e a outra é monoinsaturada composta por acido oleico (C18:1). Estas duas cadeias

metilénicas constituem a regido hidrofdbica, tal como se pode observar na figura 2.10 [10].

Este lipido é zwiterionico a pH fisioldgico [2].
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A sua temperatura de transi¢édo de fase ocorre aos -2 °C [10].

2.1.3.4. Esfingomielina (SM)

o Como se pode observar na figura 2.11 a
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Figura 2.11 - Representacio esquematicada  trimetilaménio  catidnico, um grupo fosfato
estrutura molecular da SM (adaptado de

[10]). anionico, um grupo amida e um grupo hidroxilo.

Além disso possui uma regido hidrofobica
composta por duas cadeias metilénicas heterogéneas, sendo que uma delas é uma cadeia
monoinsaturada de esfingosina que néo varia e a outra pode variar dependendo do tipo de SM
em questdo. A SM utilizada neste trabalho em questéo, foi a egg-SM (esfingomielina de ovo),
a qual possui uma cadeia metilénica que pode variar bastante, existindo 86% de acido
palmitico (C16:0); 6% de acido esteéarico (C18:0); 3% de acido behénico (C22:0); 3% de
acido nervonico (C24:1) e ainda 2% de lipidos desconhecidos [10].

Este lipido é zwiterionico a pH fisiologico [2].

A sua temperatura de transicdo de fase depende da composi¢do das cadeias metilénicas,
por exemplo, se a esfingomielina for do tipo palmitoil-esfingomielina (PSM), vai possuir duas
cadeias metilénicas, uma de esfingosina e outra de acido palmitico, logo a tua temperatura de

transicdo de fase € aproximadamente 41 °C.

2.1.3.5. Colesterol

A)

Figura 2.12 - A) Representacdo esquematica da estrutura molecular do colesterol (adaptado de
[11]). B) Representacdo esquematica da assimetria da molécula de colesterol (adaptado de [14]).

O colesterol é um esterol composto uma regido hidrofilica, que contém um grupo
hidroxilo, sendo que o resto da molécula € hidrofdbica, tal como se pode observar na figura
2.12 A) [11].
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Como se pode observar na figura 2.12 B), a molécula de colesterol é composta por um
sistema planar de anéis tetraciclicos assimétricos, em que uma das faces ndo possui
substituintes e por esse motivo ¢ designada por face plana (face a), sendo que a outra face
possui dois grupos metilo e por esse motivo ¢ designada por face rugosa (face ). Além deste
sistema de anéis, a molécula de colesterol também possui uma cadeia isooctilo (cadeia de

hidrocarboneto ou cadeia metilénica) [14].

2.1.4. Interacdo Colesterol - Fosfatidilcolina / Esfingomielina

Existem alguns modelos, como: modelo sombrinha (umbrella model); modelo dos
complexos condensados (condensed-complexes model); modelo da super-rede (superlattice
model), e 0 modelo mesoscopico (mesoscopic model of a lipid-cholesterol-water system), que
explicam a interagdo do colesterol com determinados lipidos de membranas bioldgicas. Estes
modelos procuram explicar a interacdo dos lipidos de membrana com o colesterol, ao nivel
molecular, sendo que de uma forma geral, concluem que o colesterol adicionado a bicamadas
lipidicas, promove a ordenagdo das cadeias metilénicas dos lipidos, induzindo uma série de
alteragOes nestas bicamadas lipidicas [15].

Por exemplo, o modelo sombrinha (umbrella model), propde que, uma vez inserido em
bicamadas lipidicas, o colesterol exerce um efeito de ordenacdo nas cadeias metilénicas dos
lipidos, diminuindo a sua razdo area/volume e aumentando a sua espessura, uma vez que a
adicdo de colesterol as bicamadas lipidicas, faz com que haja uma distensdo das cadeias
metilénicas dos lipidos que as compdem. Além disso, a zona hidrofilica do colesterol € muito
pequena em relacdo a estrutura da zona hidrofobica, sendo que aquando da sua adicdo as
bicamadas lipidicas, ha a possibilidade de entrar 4gua na bicamada lipidica, entdo as cabecas
polares dos lipidos que compdem as bicamadas lipidicas tém tendéncia a sofrer uma ligeira
torcdo de maneira a prevenir esta entrada de agua [15, 16].

No entanto, a interacdo molecular entre o colesterol e os lipidos que compbem as
bicamadas lipidicas ndo é igual para todos os lipidos, uma vez que o colesterol interage mais
favoravelmente com lipidos saturados, do que com lipidos insaturados. Por este motivo,
interage mais facilmente com dominios lipidicos ordenados, formados por lipidos saturados,

do que com dominios lipidicos menos ordenados, formados por lipidos insaturados [17].
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Como o colesterol interage preferencialmente com lipidos saturados, entdo é de
esperar que estes lipidos sintam a influéncia da adicdo de colesterol em maior escala,
comparativamente ao efeito do colesterol em lipidos insaturados, sendo que se for feita uma
comparacdo da adicdo de colesterol a bicamadas lipidicas compostas por POPC e a adicdo de
colesterol a bicamadas lipidicas compostas por SM, ird observar-se uma interacdo preferencial
entre o colesterol e as bicamadas lipidicas compostas por SM, uma vez que as esfingomielinas
formam dominios lipidicos mais ordenados que aqueles formados por fosfatidilcolinas [17].

Devido ao fato de possuir duas faces distintas (face a - plana e face B - rugosa), o
colesterol pode interagir de forma diferente com lipidos que possuem cadeias metilénicas
heterogéneas, como o POPC que tem uma cadeia metilénica saturada e uma cadeia metilénica
monoinsaturada. Neste tipo de interacdo, a face o do colesterol parece interagir
preferencialmente com as cadeias metilénicas saturadas, enquanto que a face [ parece
interagir preferencialmente com as cadeias metilénicas insaturadas. Além disso, quando
ocorrem interacGes entre lipidos como o POPC e o colesterol, o grupo hidroxilo (-OH), do
colesterol, vai formar ligac6es por pontes de hidrogénio, com os grupos carbonilo ligados aos
grupos éster (RCOOR"), do POPC. No entanto, estes dois grupos carbonilo ligados aos grupos
éster (RCOOR"), sdo apenas aceitadores de pontes de hidrogénio, uma vez que ndo possuem
grupos funcionais para fazer ligacdes por pontes de hidrogénio entre si, logo s6 fazem este
tipo de ligagbes com outras moléculas que ndo sejam fosfatidilcolinas e que possuam grupos
funcionais disponiveis para fazer este tipo especifico de ligacGes, como o colesterol. Desta
forma, as interagOes entre fosfatidilcolinas sdo mais fracas que as interagdes entre
esfingomielinas, uma vez que entre fosfatidilcolinas ndo ocorrem ligacGes por pontes de
hidrogénio [17, 18, 19, 20].

Por outro lado, as esfingomielinas tém grupos funcionais disponiveis para fazer
ligacBes de hidrogénio, uma vez que podem doar ou aceitar protdes (H"), logo podem fazer
ligagBes de hidrogénio entre si, e com outras moléculas que possuam grupos funcionais para
este tipo de ligacdes, como o colesterol. O fato de haver ligacBes de hidrogénio entre
esfingomielinas, faz com que as interacOes globais entre esfingomielinas sejam mais fortes e
estaveis que as interacOes entre fosfatidilcolinas, permitindo que as esfingomielinas formem
dominios lipidicos mais ordenados que aqueles formados por fosfatidilcolinas [17, 20].

Quando ha interacdo entre esfingomielinas, os grupos amida ((R-CO)NH,), das
esfingosinas de umas esfingomielinas podem interagir com os grupos hidroxilo (-OH), de
esfingomielinas vizinhas, dando origem a associacfes bastante estaveis entre estes

esfingolipidos, proporcionando dominios lipidicos mais ordenados. Entretanto o colesterol
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introduz-se nos espacos entre estas esfingomielinas e vai interagir fortemente com elas, sendo
que esta interacdo € estabilizada pelas pontes de hidrogénio que se formam quando o grupo
hidroxilo do colesterol interage com o grupo amida da esfingosina. Assim, as esfingomielinas
possuem um grupo amida e um grupo hidroxilo que funcionam como doadores e aceitadores
de pontes de hidrogénio, possuindo também um grupo carbonilo ligado ao grupo amida
(RCONR'R"), que é apenas um aceitador de pontes de hidrogénio [20, 21].

Além das ligacdes por pontes de hidrogénio que o colesterol pode fazer tanto com as
esfingomielinas como com as fosfatidilcolinas, uma vez adicionado as bicamadas lipidicas, o
colesterol também induz interagdes de van der Waals que ocorrem entre os anéis do colesterol
e as cadeias metilénicas saturadas, por esse motivo observa-se um maior empacotamento em

dominios lipidicos compostos por SM e colesterol do que em POPC e colesterol [14, 20, 21].

2.1.4.1. Interagdo Colesterol - Fosfatidilcolina /

Esfingomielina - Diagramas de fase

Dos estudos realizados relativamente a interagdo entre fosfatidilcolinas,
esfingomielinas e entre estas e o colesterol, resultaram alguns diagramas de fase, que sao
diagramas onde estdo representadas as fases estaveis resultantes da interacao dos lipidos, e a
sua variagdo com a temperatura e com o teor de colesterol [2].

O diagrama de fases mais simples que existe e que esta completamente estabelecido, é

o diagrama de fases para misturas lipidicas binarias compostas por DMPC e DPPC,
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apresentado na figura 2.13.
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Figura 2.13 - Representacdo esquematica de um diagrama de fases
para a mistura lipidica binaria DMPC/DPPC (adaptado de [2]).
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Outros diagramas de fase bastante conhecidos e que ja estdo completamente
estabelecidos sdo os diagramas de misturas lipidicas compostas por DMPC e colesterol, figura

2.14, e misturas lipidicas binarias compostas por DPPC e colesterol, figura 2.15 [22, 23].

Temperature (°C)
—.
Temperature, °C

0

L > - 10 T T T T T
0 10 20 30 40 50 ° 10 20 30 “0 50

Mol% Cholesterol Cholesterol, mol %
Figura 2.14 - Representacdo esquematica Figura 2.15 - Representagdo esquematica
de um diagrama de fases para a mistura de um diagrama de fases para a mistura
lipidica binéria DMPC/colesterol lipidica binaria DPPCl/colesterol
(adaptado de [22]). (adaptado de [23]).

Nestes diagramas, L, corresponde a fase liquido-cristalino, ou liquido-desordenado (Ig).
A fase liquido-cristalino € caracterizada por ser uma fase em que as cadeias metilénicas dos
fosfolipidos sdo mais flexiveis, devido ao fato de possuirem grande liberdade conformacional,
logo as bicamadas lipidicas, que se encontram nesta fase, sdo mais fluidas e 0 empacotamento
é menor. Em misturas PC/Chol, surge uma nova fase, designada por liquido-ordenado (l,), em
que as cadeias metilénicas exibem menor liberdade conformacional que na fase lg. Lg
corresponde a fase gel. A fase gel é caracterizada por ser uma fase em que os fosfolipidos tém
as cadeias metilénicas bastante ordenadas, encontrando-se distendidas e bastante empacotadas
e por esse motivo é uma fase que apresenta menor fluidez. Os lipidos que se encontram nesta
fase, estdo num estado sélido-ordenado (S,) [4, 24, 25].

Determinar o tipo de interacfes lipidicas que ocorrem entre lipidos, como a
fosfatidilcolina, especialmente o POPC, a esfingomielina e o colesterol, torna-se bastante
importante, dada a necessidade de perceber como € que estas interagdes ocorrem e perceber
como ocorrem nas membranas bioldgicas. Assim torna-se necessario estabelecer diagramas de
fase para misturas binarias compostas por POPC e colesterol, SM e colesterol. Como se pode
observar na figura 2.16, este tipo de diagramas ja existe, no entanto ainda ndo estdo
estabelecidos completamente [25].
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Figura 2.16 - A) Representacdo esquematica de um diagrama de fases parcial para
uma mistura lipidica binaria de PSM/colesterol. B) Representacdo esquematica de um
diagrama de fases parcial para uma mistura lipidica bindria de POPC/colesterol
(adaptado de [25]).

Apesar da intencdo deste tipo de estudos, ser determinar o tipo de interacGes lipidicas
gue ocorrem em membranas bioldgicas, esta tarefa torna-se bastante dificil, uma vez que as
membranas bioldgicas sdo compostas por varios tipos de lipidos diferentes, logo é bastante
improvavel que alguma vez seja possivel mimetizar uma membrana bioldgica completamente,
de forma a determinar um diagrama de fases para esta mistura complexa de lipidos. Ainda
assim, existem diagramas de fases para misturas lipidicas ternarias, que sdo os diagramas
mais complexos existentes na literatura até a atualidade, os quais estdo apresentados na figura
2.17 [25].
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Figura 2.17 - A) Representa¢do esquematica de um diagrama de fases para uma mistura lipidica ternaria de
PSM/POPC/colesterol, a 23 °C. B) Representacdo esquematica de um diagrama de fases para uma mistura
lipidica ternaria de PSM/POPC/colesterol, a 37 °C (adaptado de [25]).
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Estes diagramas relacionam a interacdo dos lipidos mais comuns presentes nas

membranas bioldgicas que sdo o POPC a esfingomielina e o colesterol.

2.1.5. Interacdo Colesterol-Membranas bioldgicas

As membranas biologicas sdo fundamentais no funcionamento e sobrevivéncia das
células, tendo funcbes essenciais como a funcao de barreira que define o limite entre 0 meio
interior e exterior das células ou dos seus organelos, ou seja, tém funcdes de
compartimentalizagdo. Esta barreira, além de definir a dimensdo das células e organelos
celulares, € uma barreira seletiva e permeavel a determinadas substancias e ides, assim as
membranas também tém uma funcdo de transporte, tendo ainda a capacidade de funcionar
como um suporte para determinadas proteinas, estando envolvidas em processos enzimaticos
e de sinalizacéo [2, 4, 5].

O colesterol esta presente na membrana plasmatica das células de varios organismos
superiores, representando cerca de 30-50% da massa lipidica da membrana plasmatica das
células, podendo estar presente noutras percentagens, dependendo do tipo de membrana, no
entanto a sua funcdo nas membranas ainda ndo é totalmente conhecida, ainda assim, é de
notar que o colesterol pode afetar as propriedades fisico-quimicas das membranas,
nomeadamente: ordenar as cadeias metilénicas dos lipidos que compdem as bicamadas
lipidicas, fazendo aumentar a espessura da zona hidrofébica destas bicamadas lipidicas;
alterar a temperatura de transicdo de fase dos lipidos; diminuir a razdo area/volume das
bicamadas lipidicas; diminuir a fluidez e a permeabilidade passiva nas membranas, entre
outros [14, 24].

Geralmente, os lipidos tém maior afinidade com determinados lipidos, sendo que as
interacOes que ocorrem entre si, sdo diferentes dependendo dos tipos de lipidos que interagem.
Na sec¢do 2.1.4.), explicou-se que a interacdo molecular entre o colesterol e os lipidos que
compdem as bicamadas lipidicas ndo € igual para todos os lipidos, uma vez que o colesterol
interage mais facilmente com lipidos saturados, do que com lipidos insaturados, visto que 0s
lipidos saturados formam dominios lipidicos mais ordenados que aqueles formados por
lipidos insaturados. Como se pode observar na figura 2.18 A) e B), estes dominios lipidicos
contribuem para uma maior heterogeneidade das membranas, uma vez que as membranas
biolégicas podem apresentar uma coexisténcia de dominios lipidicos mais ordenados (l,) e
dominios lipidicos menos ordenados (lg), sendo que a existéncia e a abundancia destes

dominios dependem da composicéo lipidica destas membranas bioldgicas. Assim, o colesterol
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tem uma maior preferéncia de interacdo com a esfingomielina, do que com a fosfatidilcolina,
uma vez que a esfingomielina forma dominios lipidicos mais ordenados que aqueles formados

por fosfatidilcolinas [4, 17].

A) B)

(‘) Cholesterol Phospholipids

e
oy

Figura 2.18 - A) Representacdo esquematica de dominios lipidicos ordenados (fase
I,). B) Representacdo esquematica de dominios lipidicos desordenados (fase l4). C)
Representacdo esquematica da interagdo do colesterol com bicamadas lipidicas
(adaptado de [4]).

O fato de o colesterol ter maior preferéncia de interacdo com a esfingomielina, faz
com que se formem dominios lipidicos mais ordenados (fase liquido-ordenado), que a restante
membrana, a qual se encontra numa fase mais desordenada (fase liquido-desordenado), além
disso, se a membrana for composta apenas por esfingomielina e fosfatidilcolina, e sabendo
que a esfingomielina tem uma temperatura de transicao de fase muito mais elevada (~ 41 °C),
que a fosfatidilcolina como o POPC (~ -2 °C), € normal que se formem dominios lipidicos
mais ordenados para a esfingomielina, relativamente a fosfatidilcolina, mesmo sem que haja
interferéncia de colesterol, uma vez que, por exemplo, a temperatura ambiente, a
esfingomielina forma dominios em fase gel, enquanto que as fosfatidilcolinas estdo numa fase
liquido-cristalino [6, 21, 26, 27].

Alguns dominios lipidicos sdo designados por jangadas lipidicas, ou rafts. Estes
dominios lipidicos podem difundir lateralmente na membrana bioldgica e possuem
propriedades fisico-quimicas diferentes do resto da membrana, sendo que determinados
lipidos interagem preferencialmente, por apresentarem maior afinidade entre si, havendo
também uma maior concentracdo de colesterol. O fato de haver diferentes organizagoes
lipidicas nas membranas bioldgicas, faz com que estes dominios lipidicos sejam essenciais
para a integracdo e interacdo de determinadas proteinas nas membranas bioldgicas, uma vez
gue existem proteinas de membrana que interagem preferencialmente com estes dominios
lipidicos [6, 21, 26].
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A formac&o de rafts é essencial para o0 bom funcionamento e sobrevivéncia das células,
uma vez que existem varios processos celulares que dependem destes rafts, como por
exemplo, a transducdo de sinal e a entrada/saida de substancias das células, através das
membranas. Mas por outro lado, parece existir uma preferéncia de interacdo entre
determinados virus e este tipo de dominios lipidicos, como é o caso do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Para que ocorra a infecdo das células animais por este virus,
€ necessario que ocorra a interacao deste virus com rafts presentes nessas células. [2, 6, 26,
27].

A mistura candnica entre fosfatidilcolinas, como o POPC, esfingomielinas e colesterol
é a mistura que contém 33% de cada um destes lipidos, uma vez que nestas percentagens
existe uma coexisténcia de fases liquido-cristalino ordenado e liquido-cristalino desordenado,
tanto aos 23 °C, como aos 37 °C, como se pode observar na figura 2.17, que representa
esquematicamente um diagrama de fases para uma mistura lipidica ternéria de
PSM/POPCl/colesterol [25, 27].

2.2. Fluorescéncia

2.2.1. O que é a fluorescéncia?

O processo de fluorescéncia consiste na emissdo de radiacdo por moléculas
previamente excitadas com radiacdo eletromagnética. A figura 2.19 representa

esquematicamente o processo de fluorescéncia [28].
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Figura 2.19 - Representacdo esquematica do processo de
fluorescéncia. (Diagrama de Jablonski. Adaptado de [28]).
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Neste processo de fluorescéncia, as moléculas encontram-se no estado eletronico
fundamental (So), no entanto, quando ha incidéncia de radiacdo, as moléculas que estavam no
estado fundamental, absorvem radiacdo eletromagneética e transitam para niveis de energia
mais elevados (estados eletronicos excitados), ficando num estado excitado. Entretanto, estas
moléculas, que se encontram no estado excitado, come¢cam a sofrer um processo de relaxacdo
vibracional, uma vez que colidem com moléculas de solvente que se encontram na vizinhanca
e vao cedendo energia de forma ndo-radiativa, através dos varios niveis vibracionais, do
estado eletrénico excitado (S;), até que chegam ao nivel vibracional mais baixo desse estado
eletronico excitado. Neste nivel, pode ocorrer a transicdo eletrénica radiativa para o estado
eletronico fundamental (S; —»So), sendo que esta transicdo ocorre de uma forma espontéanea,
em que o0 excesso de energia das moléculas € emitido como uma radiacéo [28, 29].

Assim, a fluorescéncia € um modo de decaimento radiativo, o qual ocorre apds uma
molécula ter sido excitada eletronicamente, sendo que este decaimento radiativo é resultante
da libertacdo do excesso de energia da molécula excitada, quando esta volta para o estado
fundamental. Neste processo ha a emissdo de fotbes, permitindo que a amostra se torne
fluorescente [28].

As técnicas de fluorescéncia sdo bastante utilizadas em varios tipos de estudos, uma
vez que as sondas utilizadas neste tipo de técnicas, permitem obter informacdes relativas a
parametros como a estrutura e dinamica do microambiente que rodeiam as sondas
fluorescentes, polaridade, fluidez/viscosidade, além disso, permitem determinar como é que a
variacdo da temperatura altera este tipo de parametros, entre outros [29].

Uma grande vantagem em utilizar técnicas de fluorescéncia € a sua elevada
sensibilidade, além disso, estas técnicas permitem estudar determinados processos que
ocorrem durante um periodo de tempo muito curto (desde 10™° s até 10* s) [30].

2.2.2. O que € a anisotropia de fluorescéncia?

A anisotropia de fluorescéncia (r), diz respeito a propriedades de fluorescéncia, que
dependem da orientacdo relativa dos momentos dipolares de excitacdo (iexc) € de emissdo
(tem), do fluoréforo.

Os fluordforos possuem momentos dipolares de transi¢do orientados em determinadas

direcbes especificas em eixos moleculares, sendo que as orientagdes destes momentos
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dipolares de transicdo sdo especificas para cada fluor6foro, dependendo da sua estrutura. A
titulo de exemplo, na figura 2.20, apresentam-se 0s momentos dipolares de excitacéo,
especificos para a molécula de antraceno. A capacidade de absorcéo de luz desta molécula

depende da orientagdo dos momentos dipolares de excitacdo e da orientagdo do vetor elétrico

(E), da luz polarizada incidente, ou seja, para que ocorra a transicao do estado fundamental
(So), para o primeiro estado excitado (S;), a molécula de antraceno devera ter 0 momento
dipolar de excitacdo orientado preferencialmente com a direcdo do vetor elétrico da luz
polarizada incidente, que neste caso, devera estar verticalmente polarizada. Assim, a
anisotropia desta molécula vai depender se a transicdo ocorre de So—Si, ou se ocorre de
So—S; [29, 31].
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Figura 2.20 - Representacdo esquematica dos momentos dipolares de
absorcéo especificos para a molécula de antraceno (adaptado de [29]).

Para que a luz tenha uma orientacdo preferencial relativamente a uma direcédo
especifica, tem de estar polarizada linearmente. A figura 2.21 mostra a diferenca entre luz
natural, luz polarizada linearmente na vertical, luz polarizada linearmente na horizontal e luz

parcialmente polarizada [29].

NATURAL LIGHT

LINEARLY POLARIZED - f _____ — 5
LIGHT

PARTIALLY POLARIZED
LIGHT

Figura 2.21 - Representa¢do esquematica da luz natural, luz polarizada
linearmente na vertical/horizontal e luz polarizada parcialmente
(adaptado de [29]).
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Numa solucdo homogénea, os fluoroforos estdo no estado fundamental, estando
orientados aleatoriamente. Quando incide um feixe de luz polarizada com uma determinada

orientacdo, os fluoréforos que possuem momentos dipolares de excitacdo orientados

paralelamente ao vetor elétrico da luz polarizada incidente (|| E), vao ser excitados
preferencialmente, ou seja, tém maior probabilidade de serem excitados, relativamente a
outros fluoréforos que possuem momentos dipolares de excitacdo que nao estdo orientados
paralelamente ao vetor elétrico da luz polarizada incidente. Desta forma ocorre uma excitacao
foto-selectiva, em que a populacao de fluor6foros excitados é orientada parcialmente, levando
a uma emissao de fluorescéncia parcialmente polarizada [31].

Assim, a excitacao foto-selectiva, também designada por foto-selec¢do, ocorre quando
uma amostra que possui fluor6foros com momentos dipolares de absorcdo alinhados
paralelamente ao vetor elétrico da luz polarizada incidente, ttm maior probabilidade de serem
excitados, pela absorc¢éo desta luz polarizada incidente [31].

Como se pode observar na figura 2.22, os fluoréforos com momentos dipolares de
excitacdo alinhados paralelamente ao eixo z, tém maior probabilidade de absorver luz
polarizada orientada ao longo desse eixo, assim, no estado excitado haverd uma maior

populacado de fluoréforos distribuida simetricamente em torno do eixo z [31].

Excitation I

Figura 2.22 - Distribuicdo de fluordforos iméveis no seu
estado excitado, apés a absorcdo de luz polarizada (adaptado
de [31]).

2.2.3. Como medir a anisotropia de fluorescéncia

As medidas de anisotropia de fluorescéncia podem ser classificadas em medidas de
anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario (rs), ou medidas de anisotropia de

fluorescéncia resolvida no tempo (r(t)). Para efetuar medidas de anisotropia de fluorescéncia
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em estado estacionario, € necessario fazer incidir uma luz continua na amostra em estudo,
sendo possivel recolher valores de intensidade de luz emitida pela amostra. No entanto, nas
medidas de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo, as amostras sdo expostas a um
curto pulso de luz incidente, sendo possivel observar o decaimento de intensidade ou
decaimento de anisotropia de fluorescéncia ao longo do tempo [31].

Para fazer medidas de anisotropia de fluorescéncia, podem ser utilizados dois tipos de
métodos: método de formato-L, que utiliza apenas um canal para a luz polarizada emitida e o
método de formato-T, que utiliza dois canais separados para a luz polarizada emitida, um dos
canais para a componente paralela e o outro para a componente perpendicular. No entanto,
geralmente o método de formato-L, apresentado na figura 2.23 B), é o0 método mais utilizado
para fazer medidas de anisotropia de fluorescéncia tanto no estado estacionario, como
resolvida no tempo, devido ao facto de a maioria dos fluorimetros possuirem apenas um canal
de emisséo [31].
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Figura 2.23 - A) Representacdo esquematica das medidas de anisotropia de fluorescéncia. B)
Representacdo esquematica da determinacdo das medidas de anisotropia de fluorescéncia pelo método de
formato-L. Os gréficos do lado direito representam as distribuicdes no estado excitado. MC -
Monocromador (adaptado de [31]).

Numa experiéncia em que se facam medidas de anisotropia, a amostra é irradiada com

uma luz polarizada verticalmente, sendo que o vetor de campo elétrico (E), da luz polarizada
que incide na amostra, é orientado paralelamente em relacdo ao eixo z da amostra, como se
pode observar na figura 2.23 A). Os comprimentos de onda de absor¢cdo e emissdo s&o
escolhidos por monocromadores de absorcdo e emissdo, sendo que desta forma, o0s
monocromadores polarizam parcialmente a luz incidente e emitida pela amostra, fazendo com
que os polarizadores de absorcdo e emissdo sofram uma rotacao para as posicoes vertical (V)

e horizontal (H). Assim, tanto a luz incidente, como a luz emitida sdo polarizadas
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parcialmente, sendo que se o polarizador de emissdo estiver orientado de forma paralela (I), a
direcdo da luz polarizada incidente, a intensidade da luz polarizada emitida designa-se por I,.
Por outro lado, se o polarizador de emissao estiver orientado de forma perpendicular (1), a
direcdo da luz polarizada incidente, a intensidade da luz polarizada emitida designa-se por ..
No final, o importante é conseguir determinar os valores reais de I, e 1. [31].

A anisotropia de fluorescéncia (r), é definida pela equacéo (1) [31]:

T T2l

Para determinar os valores reais de I, e l., € necessério ter em conta um fator
designado por fator G, o qual corresponde a razao das sensibilidades vertical (Sy), e horizontal
(SH), de detecdo do sistema para a luz polarizada vertical e horizontalmente. Se este fator G
néo for levado em conta, aquando da determinagéo dos valores reais de I, e I, os valores de
anisotropias de fluorescéncia podem ser considerados incorretos [31].

Este fator G define-se pela equacéo (2) [31]:

Sv
G=— 2
5 @

Considerando que a luz incidente na amostra é polarizada verticalmente, significa que
a amostra é excitada verticalmente, sendo que as intensidades de luzes polarizadas observadas
séo definidas pelas equagdes (3) e (4) [31]:

Iyy = kSyl (3)

Iy = kSylL 4)

Onde os indices indicam a orientagdo da excitagdo e da emissdo dos polarizadores, ou
seja, lyy significa que a excitagdo é polarizada verticalmente e que a emissdo é polarizada
verticalmente, enquanto que lyy significa que a excitagdo € polarizada verticalmente e que a
emissdo € polarizada horizontalmente. k corresponde ao fator de proporcionalidade
relacionado com o rendimento quantico do fluor6foro, assim como outros fatores
instrumentais [31].
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Para determinar a razdo de intensidade real (I,/11), procede-se a divisdo das equagdes
(3) e (4), levando em consideracéo o fator G, definido pela equacdo (2), obtendo-se a equacéo

(5):

Iyy _ kSyl Iyy 1 1 Iyy
— [ N —ca PN a_ v (5)
lyg  kSylL vy I I.  Glypg

A anisotropia de fluorescéncia é definida pela equacdo (1), entdo substituindo (5) em
(1), obtém-se a anisotropia e fluorescéncia correta (6), uma vez que se consideram os valores

reaisde I, e |

IVV - GIVH

r=—

(6)

2.2.4. Compreender a anisotropia de fluorescéncia

A probabilidade de ocorrer absorcdo de luz linearmente polarizada pelos fluoroforos,

em solugdo homogeénea, é proporcional a cos’d, em que & corresponde ao angulo que E, faz
Com 0 fexc dos fluoroforos. Assim, apesar de existir uma maior populacdo de fluoréforos
alinhados com o eixo z, no estado excitado existem também outros fluoréforos orientados de
forma diferente, que podem sofrer excitacdo pela incidéncia da luz polarizada, mas estes tém
menor probabilidade de se encontrar em torno do eixo z, tendo momentos dipolares de
excitacdo orientados para outros eixos, Como 0s eixos X e y [31].

Como a probabilidade de ocorrer absorcdo de luz polarizada, pelos fluoréforos é
proporcional a cos®d, entdo a anisotropia é uma funcéo de cos? [31].

Tendo em conta a figura 2.24, se for considerado apenas um Uunico fluoréforo,
alinhado paralelamente ao eixo z, o0 &ngulo & = 0°, significa que a probabilidade de absorcédo
de luz linearmente polarizada pelo fluoréforo é maxima (cos® 6 = 1), indicando que o

momento dipolar de excitacdo deste fluoroforo esta orientado paralelamente ao vetor elétrico

da luz polarizada incidente (ﬁm"ﬁ). Por outro lado, se 8 = 90°, a probabilidade de absorcao

de luz linearmente polarizada pelo fluoréforo é minima (cos’ 6 = 0), indicando que o
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momento dipolar de excitagdo do fluor6foro estd orientado perpendicularmente ao vetor

elétrico da luz polarizada incidente (ﬁexcj) [29].

AZ

rF 3
- e
Hexc o

H(m: \ E
X
I = cos<@
1
I.= —sin*é ¥
2
Figura 2.24 - Fluoréforo DPH num sistema

coordenado. COMO ey | tems B = 0° (Angulo entre iy
e uem (adaptado de [31]).

Substituindo as intensidades || e I, apresentadas na figura 2.24, na equagdo que
define a anisotropia de fluorescéncia (1) e sabendo da trigonometria que: cos?0 + sen®d =1,
obtém-se a equacdo (7), que define a relacdo entre a anisotropia de fluorescéncia e o angulo
que o vetor elétrico da luz polarizada incidente faz com o momento dipolar de excitacdo do
fluoréforo [32].

_ 3cos?6 -1

r=— @

Onde 6 corresponde ao angulo entre 0 E € 0 ey do fluoréforo [31].

Assim, para um unico fluoréforo que esteja orientado ao longo do eixo z e que tenha
momentos dipolares de excitacéo e emissdo colineares (.| Hem, 1090 £ = 0°), 0 &ngulo que o
momento dipolar de excitacdo faz com o vetor elétrico da luz polarizada, é 6 = 0°,
substituindo este valor na equacédo (7), obtém-se o valor da anisotropia de fluorescéncia deste
fluoréforo que € r = 1,0. Mas numa solucdo homogénea, é bastante dificil que todos os
fluoréforos tenham os seus momentos dipolares de excitacdo orientados de forma paralela ao
vetor elétrico da luz polarizada incidente, assim para estas solucdes, 6 # 0°, fazendo com que

o valor de anisotropia de fluorescéncia seja sempre menor que 1 [31].
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Para fluordforos, em solucdo homogénea, que possuam momentos dipolares de
excitacdo e emissdo colineares e ainda ndo tenham sofrido processos de despolarizagéo,
durante o seu estado excitado, a probabilidade de ocorrer absor¢édo de luz polarizada € 3/5, ou
seja cos’d = 3/5, uma vez que se considera que, sob estas condicBes, ocorre o processo de
foto-seleccdo, em que existe uma populacdo de fluoroforos excitada preferencialmente ao
longo de uma direcéo (diregdo da luz polarizada incidente), mas existem outros fluor6foros
que estdo excitados e se encontram orientados em outras direces. Nestas condicdes,
substituindo o valor de cos®d = 3/5 na equagdo (7), obtém-se o valor maximo de anisotropia
de fluorescéncia que é r = 0,4 (é mais correto representar este valor como ro = 0,4 uma vez
que a anisotropia de fluorescéncia méxima é medida sem que ocorram fendmenos
despolarizantes) [31].

Na realidade, a maioria dos fluoréforos em solucdo homogénea, apresenta uma
anisotropia menor que 0,4, porque 0os momentos dipolares de excitagdo e emissdo ndo sao
perfeitamente colineares, ou seja, ocorre um deslocamento no angulo S que é o angulo que
Hexe faz com fen do fluoréforo, assim como os momentos dipolares de excitacdo e emissdo
ndo sdo perfeitamente colineares, f # 0, o qual vai provocar uma diminui¢do no valor de
anisotropia, sendo gque além deste deslocamento do angulo £, a foto-seleccdo dada pelo fator
2/5, também é responsavel pela diminui¢do da anisotropia observada que passa a apresentar
valores inferiores a 0,4 [31].

A anisotropia fundamental de um fluoréforo também pode depender do comprimento
de onda utilizado para excitar esse fluoréforo, devido ao fato de a orientacdo do momento
dipolar de excitacdo variar para cada banda de absorcdo, desta forma, o comprimento de onda
utilizado para excitar o fluor6foro faz variar o angulo entre os momentos dipolares de
excitacdo e de emissdo deste fluoréforo [31].

Assim, considerando o processo de foto-seleccdo e considerando que momentos
dipolares de excitagdo e emissdo ndo sdo colineares, a anisotropia fundamental de um

fluordforo, em solucdo homogénea é definida pela equacéo (8):

2p
o= §<3cos 2[? 1) ®

Onde S corresponde ao angulo entre ey € Hem do fluoréforo [31].
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Alguns estudos realizados com o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), indicam que este
fluoréforo apresenta ro = 0,39, no entanto, existem registos de valores de rq ligeiramente
inferiores a 0,39 para este fluoréforo [31].

O valor de anisotropia fundamental ro = 0,39 indica que 0 angulo entre Hexc € Hem dO
fluoréforo é g = 7,4° sendo que para momentos dipolares de excitacdo e emissao colineares,
ro= 0,4 e p = 0° Alguns estudos também indicam que a anisotropia fundamental apresenta
valores nulos (ro = 0), quando S = 54,7°. Se S > 54,7°, a anisotropia fundamental devera atingir
valores negativos, sendo que ro= - 0,20 é o valor negativo maximo que se pode considerar, 0
qual corresponde a um angulo entre Hey € Hem de 90° [31].

A 1o, de uma solucdo homogénea de fluordforos, corresponde a uma medida de
anisotropia que leva em consideracdo 0 angulo entre fie € Hem, Na auséncia de fendmenos

despolarizantes.

2.2.5. Fendmenos despolarizantes

Durante o tempo em que um fluor6foro se encontra no estado excitado, podem ocorrer
mudangas na direcdo dos momentos dipolares de transicdo, ou seja, nos momentos dipolares
de emissdo, sendo que estas mudancas podem levar a uma diminuicdo dos valores de
anisotropia, relativamente aos valores esperados teoricamente. Entdo, a despolarizacdo € um
fendmeno que acontece quando o ienm Sofre alteracGes durante o tempo em que o fluoréforo se
encontra no estado excitado, sendo que esta despolarizacdo vai provocar uma diminuigcdo nas
medidas de anisotropia. Estas mudancas na direcdo dos Hex € Hem, SA0 provocadas por
fendmenos despolarizantes como: transferéncia de energia de excitacdo para outra molécula
qgue tenha uma orientacdo diferente; reabsorcdo/emissdo radiactivas, difusdo rotacional,
dispersdo da luz devido a turbidez da amostra, desalinhamento dos polarizadores, entre outros
[29, 31].

Assim, a anisotropia de fluorescéncia, € uma medida adimensional que determina o
deslocamento angular entre os momentos dipolares de excitacdo e emissdo de luz, que ocorre

quando um fluoréforo, no seu estado excitado, sofre um processo despolarizante [31].
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2.2.5.1. Efeito despolarizante da difusdo rotacional de

sondas fluorescentes em medidas de anisotropia de fluorescéncia

A difuséo rotacional € responsavel pelo deslocamento angular do fluoroforo, uma vez
que a difusdo rotacional provoca uma alteracdo na direcdo dos momentos de transi¢cdo do
fluoréforo, conduzindo a uma despolarizagdo. Assim, o deslocamento angular depende da
extensdo e da velocidade da difusdo rotacional, enquanto o fluor6foro se encontra no estado
excitado, sendo que a difusdo rotacional depende do tamanho e forma do fluoroforo, assim
como da fluidez do meio em que este fluoroforo se encontra. Se o solvente que rodeia o
fluoréforo for mais fluido, este fluoroforo vai ter uma maior difusdo rotacional, entdo a
anisotropia vai diminuir, porque a despolarizacdo pela difusdo rotacional é maior; por outro
lado, se o solvente for mais viscoso, o fluoréforo vai apresentar menor difusdo rotacional e
por esse motivo, os valores de anisotropia vao ser mais elevados. O tamanho do fluoroforo
também é bastante importante, sendo que se o fluoréforo for pequeno e se se encontrar num
meio fluido, a difusdo rotacional vai ser mais elevada, entdo a anisotropia diminui bastante e
vice-versa [31, 32].

E possivel fazer diminuir o processo de difuséo rotacional ao ligar o fluoréforo a uma
macromolécula, mas também existem outras formas de diminuir este processo, que sdo por
exemplo, o aumento da viscosidade do meio em que o fluor6foro se encontra, ou ainda

diminuir a temperatura [31].

2.2.5.2. Efeito despolarizante da dispersdo da luz em

medidas de anisotropia de fluorescéncia

Amostras como suspensdes aquosas de membranas podem apresentar alguma turbidez,
sendo que esta turbidez depende do estado fisico das membranas, do seu tamanho, da
quantidade de colesterol e de proteinas presentes nestas membranas, entre outros. A turbidez
de suspensOes aquosas de membranas pode diminuir com 0 aumento da concentracdo de
colesterol e aumentar com o aumento da concentracdo de proteinas presentes nestas
membranas [31, 33].

Amostras que sejam mais turvas, apresentam um maior indice de refracdo da luz, o

que faz com que possa ocorrer a dispersdo da luz incidente e da luz emitida pela amostra [31].
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Existe uma dependéncia entre o indice de refracdo e a temperatura, sendo que com o
aumento da temperatura ocorre uma diminuicdo no indice de refracdo, uma vez que as
amostras se tornam menos turvas quando a temperatura aumenta, assim a diminuicdo do
indice de refracdo com o aumento da temperatura, conduz a uma diminuicdo da disperséo de
luz nas amostras [34].

O indice de refragdo de uma suspensdo lipidica aumenta linearmente com a

concentracdo lipidica, sendo que este indice de refracdo € dado pela equacéo (9) [34]:
- an
n=n,+W o 9

Onde n,, corresponde ao indice de refracdo da agua; W corresponde a fracdo massica
lipidica e dn/dW corresponde ao incremento do indice de refracdo, aquando de alteracdes na

fracdo massica lipidica.

A dispersdo de luz, devido a turbidez das amostras, € outro exemplo de fendmeno
despolarizante que conduz a alteracdes nas medidas de anisotropia de fluorescéncia, fazendo
com que as medidas de anisotropia de fluorescéncia observadas, sejam inferiores,
comparativamente com as medidas de anisotropia de fluorescéncia reais, que seriam obtidas
se as amostras ndo apresentassem turbidez. Assim, quanto maior for a turbidez da amostra,
maior serd o indice de refracdo, que resulta numa maior dispersdo de luz que faz aumentar o
erro associado as medidas de anisotropia de fluorescéncia observadas [31, 33, 34].

Quando se fazem estudos relativamente a fluidez das membranas, através de medidas
de anisotropia de fluorescéncia, devem fazer-se corregdes de despolarizagcdo para evitar a
ocorréncia de determinados erros, como os erros associados a dispersao da luz provocada pela
turbidez da amostra. Desta forma, devem ser analisados os efeitos da turbidez em amostras
que sejam visivelmente turvas, além disso também € recomendado fazer uma diluicdo deste
tipo de amostra, assim como utilizar cuvettes de menores dimensdes, sendo estas algumas
medidas experimentais tomadas para reduzir a turbidez de amostras, reduzindo 0s erros

associados as medidas de anisotropia de fluorescéncia observadas [31, 33].
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2.3. Sonda de fluorescéncia 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH)

As sondas fluorescentes, sdo compostas por fluoroforos que absorvem e emitem luz
em comprimentos de onda especificos e sdo largamente utilizadas na espectroscopia de
fluorescéncia, sendo que existe uma grande variedade de sondas fluorescentes que s&o
utilizadas dependendo das suas caracteristicas especificas, do tipo de experiéncia e do tipo de
informacdo que se quer obter, além disso, ha que ter em conta que estas sondas sdo bastante
sensiveis as condi¢cBes do meio envolvente, visto que as suas propriedades espectroscopicas
podem ser alteradas dependendo desse meio, assim estas sondas fluorescentes vao reportar
determinadas propriedades do meio que as rodeia [31].

Por exemplo, para determinar valores de difusdo rotacional de determinadas sondas é
necessario utilizar sondas fluorescentes que possuam anisotropias de fluorescéncia diferentes
de zero, como o DPH. Sabendo que a difusdo rotacional das sondas condiciona os valores de
anisotropia de fluorescéncia e que a fluidez do meio condiciona a difuséo rotacional das
sondas fluorescentes, entdo é possivel utilizar sondas fluorescentes, como o DPH, para
determinar valores de anisotropia de fluorescéncia, que poderdo variar consoante a fluidez do
meio [31, 35].

Os fluoroforos podem ser intrinsecos ou extrinsecos. Os fluordforos intrinsecos
ocorrem de forma natural, sendo que os fluoréforos extrinsecos sdo adicionados a uma
amostra que ndo possui fluorescéncia prépria, ou adicionados a uma amostra que possui
fluorescéncia prépria, mas em que se pretende alterar as propriedades espectroscépicas [31].

O DPH é um fluordforo extrinseco, sendo uma das sondas mais utilizadas em estudos
de membranas, devido ao fato de ter uma baixa solubilidade em agua e possuir uma estrutura
apolar (ver figura 2.26 (a)), e por esse motivo particiona para a regido apolar das membranas,
estando livre no interior hidrofobico destas membranas [31, 36].

No entanto, existem derivados de DPH, como é o caso do trimetilamdnio-
difenilhexatrieno (TMA-DPH), que se localiza na regido superior da zona hidrofdbica das
bicamadas lipidicas, uma vez que tem uma carga positiva, sendo que as suas cadeias se
estendem paralelamente ao longo das cadeias metilénicas dos fosfolipidos das bicamadas
lipidicas; ou o caso do 2-(3difenil-hexatrieno)-propanoil-1-hexadecanoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPH-PC), que se localiza no interior profundo da zona hidrofobica das
bicamadas lipidicas, uma vez que o DPH substitui o carbono 13 de uma das cadeias do acido

palmitico [18].

47



Genz et al. (1986), realizaram um trabalho experimental, no qual fizeram medidas de
anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario, do DPH e seus derivados (TMA-DPH e
DPH-PC), em vesiculas compostas por apenas por DPPC e vesiculas compostas por 85% de
DPPC e 15% de Chol, com o objetivo de determinar as alteracGes na ordenacdo das cadeias
metilénicas destas vesiculas, durante a transi¢do de fase. Os resultados estdo apresentados na
figura 2.25 [18].
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Figura 2.25 - Representacdo esquematica da variagdo da anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario
com a temperatura, para vesiculas compostas por 100% DPPC e 85% DPPC + 15% Chol. Propor¢édo
DPH:DPPC = 1:400. A) Anisotropia de fluorescéncia do DPH; B) Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH,;
C) Anisotropia de fluorescéncia do DPH-PC (adaptado de [18]).

Como estas trés sondas de fluorescéncia tém localizacGes diferentes no interior das
bicamadas lipidicas, tém sensibilidades diferentes relativamente & ordem das cadeias
metilénicas, dependendo da regido em que se localizam. Comparando os resultados, observa-
se que abaixo da transicdo de fase, a sonda TMA-DPH € a sonda mais sensivel a adicdo de
colesterol, devido ao fato de se localizar na regido superior da zona hidrofébica das bicamadas
lipidicas, onde o colesterol também se localiza. Por outro lado, nota-se que, nas mesmas
condices, as sonda DPH-PC é a sonda menos sensivel a adi¢do de colesterol, uma vez que se
localiza no interior profundo da zona hidrofobica das bicamadas lipidicas, onde o colesterol
exerce menor efeito. Acima da temperatura de transicdo de fase, nota-se que a adicdo de
colesterol as vesiculas provoca maiores alteracdes na anisotropia de fluorescéncia do DPH,
uma vez que esta sonda é a que tem maior mobilidade dentro da bicamada lipidica [18].

Assim, ¢ preferivel a utilizagdo do DPH a utilizacdo dos seus derivados, uma vez que
o DPH particiona para a regido hidrofébica das bicamadas lipidicas e se encontra livre nessa
regiéo, logo vai reportar a ordenagdo do meio que o rodeia, sem estar restrito a nenhuma zona
especifica, como € o caso dos seus derivados. Alguns estudos mostram que acima da

temperatura de transicédo de fase, a adi¢do de colesterol afeta mais os resultados obtidos com a
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sonda DPH, do que com os seus derivados, o que leva a concluir que a sonda com maior
mobilidade é aquela que € mais afetada [18].

Estruturalmente, o DPH é uma molécula all-trans rigida e linear, apresentando uma
forma parecida a um bastonete [31, 37].

Apesar de ndo apresentar emissdo de fluorescéncia significativa em meio aquoso, no
interior das membranas, o DPH possui emissdo de fluorescéncia bem caracterizada.
Assumindo que as propriedades de fluorescéncia do DPH sdo alteradas consoante o meio que
0 rodeia, entdo quando o DPH se encontra no interior de membranas, 0 seu comportamento
vai depender do comportamento dos lipidos que o rodeiam, desta forma € possivel utilizar
esta sonda para realizar varios estudos em membranas, como por exemplo, determinar
medidas de anisotropia de fluorescéncia de modo a avaliar a fluidez da regido hidrofobica
destas membranas, sendo que esta fluidez depende da ordenacdo das cadeias metilénicas dos
lipidos que comp8em estas membranas. A ordem das cadeias metilénicas dos lipidos depende
de fatores como a temperatura e a composicdo das proprias membranas. Ao avaliar a fluidez
das membranas, é possivel avaliar parametros como as transicdes de fase que ocorrem nestas
membranas [31, 38, 39].

Na figura 2.26, observa-se uma representacdo esquematica da estrutura do DPH (a), a
sua localizacdo em bicamadas lipidicas (b), assim como dos seus espectros de absorcéo e

emissdo caracteristicos (c) [31, 38; 39].
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Figura 2.26 - Representacéo esquematica da estrutura do DPH (a); localizagdo do DPH numa bicamada lipidica
(b); Espectro caracteristico de absor¢do e emissdo do DPH em membranas (c) (adaptado de [30, 31, 37, 38, 40]).

O DPH particiona para a zona apolar das membranas, ficando alinhado paralelamente as
cadeias metilénicas dos lipidos que compdem estas membranas (Figura 2.26 (b)). Desta forma,
esta sonda permite determinar a fluidez, a ordem das cadeias metilénicas dos lipidos, assim
como a formacéo de dominios e a heterogeneidade das membranas [30, 31, 37, 38, 40].

Normalmente, o valor maximo de absor¢do ocorre aos 360 nm e 0 valor maximo de

emissdo ocorre aos 430 nm, sendo que estes valores séo determinados aquando da localizagéo
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do DPH em membranas, no entanto estes valores podem apresentar algumas variagoes
dependendo da composicgéo e da ordem destas membranas [36].

O decaimento de fluorescéncia das sondas fluorescentes pode depender de fatores
como: tamanho, forma e flexibilidade das sondas fluorescentes, assim como da ordenacédo das
bicamadas lipidicas ou 0 meio quimico que rodeia as sondas. Quando as sondas sao esféricas,
o decaimento de fluorescéncia é exponencial simples, no entanto, quando as sondas ndo sao
esféricas, o decaimento de fluorescéncia é biexponencial [31, 41].

Em membranas, o DPH exibe um decaimento de fluorescéncia biexponencial, devido
ao fato de ser uma sonda ndo-esférica, apresentando um tempo de vida mais longo (1), que
ocorre aos 10 = 1 ns e um tempo de vida mais curto (t2), que ocorre aos 4 + 1 ns, como se
pode observar na figura 2.27. Todavia, o decaimento de fluorescéncia biexponencial pode
estar relacionado com a localizacdo do DPH nas bicamadas lipidicas, como demonstra o
estudo realizado por Konopéasek et al. (2004). Nesse estudo demonstraram que o T, 0COrre
quando existe uma populacdo de DPH localizada mais perto da interface membrana/agua e
que 11 ocorre quando o DPH se encontra no interior hidrofobico das bicamadas lipidicas [31,
41].
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Figura 2.27 - Representacdo esquematica da dependéncia dos tempos de vida
do DPH, com a temperatura, em LUV compostos por DMPC (adaptado de

[41]).

O tempo de vida (1), do DPH, em bicamadas lipidicas, pode apresentar valores
diferentes, dependendo da fase em que estas bicamadas lipidicas se encontram, uma vez que
se estiverem numa fase gel pura, o t1odo DPH é mais longo, por outro lado, se estiverem numa
fase liquido-cristalino, o 1o € mais curto. Assim, 0 1o do DPH depende da composi¢cdo das
bicamadas lipidicas, dependendo também da temperatura. Todavia, 0 1o do DPH pode
depender da temperatura, se este se encontrar mais perto da interface membrana/agua, no

entanto, existem estudos que sugerem que o tempo de vida dos fluoréforos seja independente
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da temperatura, quando estes fluoréforos se encontram no interior hidrofobico das bicamadas
lipidicas [31, 41, 42, 43].

Como foi referido anteriormente, o decaimento de fluorescéncia das sondas
fluorescentes também pode depender da sua flexibilidade. Quando o DPH se encontra no Sy e
no S;, apresenta uma simetria Ag, sendo que a transicdo Sp —S; € proibida, logo quando
absorve energia e passa para o estado excitado, ocorre a transicdo So =S, em que este S,,
apresenta uma simetria Bu, que é diferente, logo esta transicédo ja é permitida, como se pode
observar na figura 2.28. No entanto, quando ocorre o decaimento de fluorescéncia, para Ty,
ndo se observa a transicdo S, —»Sy, devido ao fato de S, ser um estado excitado menos estavel
que o estado S;, para este tipo de sondas fluorescentes, logo para t; observa-se a transicdo S;
—So. Esta transicdo passa a ser permitida ao haver um acoplamento entre os estados S; e S,
devido a pouca diferenca energética entre estes dois estados eletronicos, a qual provoca
alteracdes na simetria Ag. Um aumento deste acoplamento faz com que a fluorescéncia
aumente e que ocorra uma diminuicdo na isomerizacdo cis-trans do DPH. Entdo quando
menor for a isomerizagdo cis-trans do DPH, ou seja, quando menor for a sua flexibilidade,

maior ¢ o aumento no 1; [44].
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Figura 2.28 - Representacdo esquematica
do diagrama de Jablonski, para o DPH
em hexano (adaptado de [44]).

Apesar de ser a sonda de fluorescéncia mais utilizada para determinar certas
propriedades de membranas, existem evidéncias que indicam que o DPH pode perturbar a
ordem das bicamadas lipidicas, uma vez que influencia a ordenacdo das cadeias metilénicas
dos lipidos que as compdem. No entanto, estas perturbacdes afetam apenas os lipidos que se
encontram na vizinhanga da sonda, tratando-se de perturbacdes locais, ainda assim, as
perturbacbes provocadas pela insercdo de sondas em bicamadas lipidicas, ocorrem
inevitavelmente, até mesmo quando a concentracdo de sonda é baixa, uma vez que estas

sondas sdo consideradas corpos estranhos a composi¢do normal das bicamadas lipidicas, desta
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forma, a adi¢do de sondas em bicamadas lipidicas pode provocar perturbacdes na estrutura
destas bicamadas lipidicas, na dindmica dos seus componentes, perturbacGes a nivel
termotropico, como por exemplo, a alteracdo da temperatura da transi¢do de fase, entre outros
[30, 38, 40].

Existem evidéncias experimentais que apontam para a ocorréncia de perturbacdes em
bicamadas lipidicas compostas por DPPC e colesterol, aquando da adi¢cdo de DPH, sendo que
estas perturbacfes dependem da concentracdo de colesterol. Quanto maior for a concentragédo
de colesterol presente nas bicamadas lipidicas, menos significativas sdo as perturbacdes

provocadas pelo DPH, uma vez que o efeito de ordenacao do colesterol é dominante [30, 38].

2.4. Anisotropia de fluorescéncia do DPH
2.4.1. Anisotropia de fluorescéncia do DPH em parafina

liquida

Em 1977, Kawato e seus colaboradores realizaram um estudo onde foram utilizadas
técnicas de fluorescéncia resolvida no tempo, como anisotropia de fluorescéncia resolvida no
tempo e intensidade de fluorescéncia resolvida no tempo, para descrever 0os movimentos
moleculares do DPH em varios meios, nomeadamente na parafina liquida e obtiveram 0s

valores apresentados na figura 2.29 [43].

TABLE I Analysis of the Experimental Data Obtained with Glycerin and Liquid Paraffin Labeled with DPH.¢
T 7 T @ D Vof
Solvent (°C) (P) (ns) 7| (ns) (ns~1) {r) (em¥)
Glycerin -3 5.6 0.395 448.1 4% 107 0.390
20 12 39 0.392 95.5 2X 1073 0.376 32X 10723
Liquid paraffin 9.2 4 9.8 0.365 18.0 0.009 0.237 18 X 10-23
19.8 2.0 9.7 0.359 7.5 0.022 0.154 15 %10~
300 1.0 9.8 0.346 4.3 0.039 0.106 18 X 10-23
39.5 0. 9.9 0.355 2.4 0.069 0.068 17x10-23
4 D is the rotational diffusion constant in isotropic media, D = %¢,.

Figura 2.29 - Representacdo dos valores da dinamica do DPH em glicerina e parafina liquida, obtidos
experimentalmente por Kawato e seus colaboradores (adaptado de [43]).

Estes valores sdo bastante importantes, uma vez que, atualmente, o0 comportamento do
DPH em parafina liquida é bem conhecido e tido como referéncia na comparagdo de estudos

em que a dindmica do DPH, em determinados meios, ndo € tdo bem conhecida.
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Pode considerar-se que a parafina liquida tenha uma natureza molecular semelhante a
natureza molecular das bicamadas lipidicas, uma vez que, tal como as bicamadas lipidicas, a
parafina liquida € um liquido polimérico composto por cadeias de hidrocarboneto, que podem
estar distendidas ou enroladas (entanglement), devido a restricdo imposta por outras cadeias
de hidrocarboneto, sendo que desta forma e a semelhangca do que acontece nas bicamadas
lipidicas, existem zonas mais ordenadas e outras zonas menos ordenadas, havendo reptacéo,
que significa que as propriedades de mobilidade das cadeias de hidrocarboneto ndo sdo
sempre iguais em todo o liquido. Desta forma, é possivel assumir que o comportamento do
DPH em parafina liquida, seja compardvel ao comportamento do DPH em bicamadas
lipidicas, o qual ndo apresenta uma difusdo rotacional equivalente e homogénea por todo o
meio, tal como acontece com o DPH na parafina liquida [45, 46].

Considerando os valores da dindmica do DPH em parafina liquida, apresentados na
figura 2.29 é possivel determinar a dependéncia da anisotropia de fluorescéncia com o inverso

da temperatura, que esté apresentada na figura 2.30.
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Figura 2.30 - Representagdo grafica da variacdo da anisotropia
de fluorescéncia versus inverso da temperatura, para 0 DPH em
parafina liquida.

Como se pode notar, existe uma dependéncia ndo-linear entre a anisotropia de
fluorescéncia, com o inverso da temperatura para o0 DPH em parafina liquida. Este resultado é
utilizado como referéncia para analisar os resultados obtidos para 0 DPH em MLV compostos
por POPC e Colesterol, na secdo 4.5.

Se considerar uma solucéo de viscosidade conhecida como referéncia, como é o caso
deste estudo realizado por Kawato e seus colaboradores, e tendo as medidas de anisotropia de

fluorescéncia média do DPH, num meio com viscosidade desconhecida, é possivel determinar
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os valores de energia de ativagdo (E,), da solucdo de viscosidade conhecida e compara-los
com a E, da solucdo de viscosidade desconhecida, de maneira a ter uma nocao se a solucéo de
viscosidade desconhecida é mais ou menos viscosa que a solucdo de referéncia, uma vez que
se a energia de ativacdo for maior significa que a viscosidade da solucdo € maior, por outro
lado se a energia de ativagdo for menor, a viscosidade da solucéo é menor [45, 43].

Assim, considerando os valores da dindmica do DPH em parafina liquida,

apresentados na figura 2.29, é possivel determinar a E,, atraves do declive do gréafico In ()

Versus % apresentado na figura 2.31.

3,00E-03 3,20E-03 3,40E-03 3,60E-03

-0,5
-1 ¥=3586,7x-14,123
- R*=0,0952
= Y
= -1,5

. o~
7

-2,5 /

1/T(KY)

Figura 2.31 - Representagdo gréfica da variacdo do logaritmo
neperiano da anisotropia de fluorescéncia versus inverso da
temperatura, para 0 DPH em parafina liquida.

Sabendo que para este tipo de graficos, o declive € igual a:
Onde R representa a constante dos gases ideais.

) . - ~ 1 . .
Através da linearizagdo: In (r) versus = . Para 0s valores de anisotropia de

fluorescéncia do DPH em parafina liquida, obtém-se a equacéo:

y = 3586,7 x — 14,123; R*=0,9952  (11)
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Entdo fazendo os calculos para determinar a energia de ativacao, obtém-se E, = 29,82
kJ mol . Esta é a energia necesséria para que ocorra a difus&o rotacional do DPH em parafina
liquida.

Além disso, recorrendo ao trabalho de Kawato e colaboradores, € possivel determinar

um valor de volume molar (Vy), que € o volume que o DPH ocupa na parafina liquida,

. . ~ . . ;. . . e 1 T
assumindo que a difusdo rotacional é esférica, atraveés do declive do grafico S versus —,

apresentado na figura 2.32.
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Figura 2.32 - Representacdo gréafica da variacdo do inverso da
anisotropia de fluorescéncia versus o quociente da temperatura com a
viscosidade, para 0 DPH em parafina liquida.

Sabendo que para este tipo de graficos, o declive € igual a:

(12)

Onde: 7 representa o tempo de vida da sonda fluorescente (9,8 ns); R representa a
constante dos gases ideais; ro representa a anisotropia fundamental e Vy, representa o volume

molar da sonda fluorescente.
Entdo através do declive do grafico apresentado na figura 2.32, determina-se um

volume de 100,409 cm® mol™®, que é o volume que o DPH ocupa na parafina liquida,

assumindo que a difusdo rotacional ¢ esférica.
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Estes valores séo valores de referéncia bastante importantes para discutir os resultados
obtidos neste trabalho experimental, apresentados na secdo 4.5.

2.4.2. Caracteristicas da anisotropia de fluorescéncia do DPH

A difusdo rotacional é um dos fendmenos despolarizantes que podem influenciar as
medidas de anisotropia de fluorescéncia de determinadas sondas fluorescentes, sendo que a
despolarizacédo por difusdo rotacional, para rotores esféricos, é descrita pela equacdo de Perrin
(13). Esta equacgdo permite interpretar a anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionério,
de fluordforos esféricos em determinados solventes [31; 32]:

To _ 1
= 1+2 (13)
sendo: 6 = % (14)
Rearranjando, obtém-se a equacéo de Perrin:
1 1 TRT
A AT, (15)

Onde: ro representa a anisotropia de fluorescéncia fundamental; rs representa a
anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario; z representa o tempo de vida do
fluoroforo; 6 corresponde ao tempo de correlagdo rotacional para o processo de difuséo; #(7)
representa a viscosidade do meio, dependente da temperatura; Vn, representa o volume molar
do fluoréforo; T corresponde a temperatura absoluta e R corresponde a constante dos gases
[31, 32].

A sonda de fluorescéncia DPH, pode ser considerada um rotor isotrépico esférico,
devido ao fato de apresentar simetria ao longo do eixo molecular maior e também por ser uma
molécula rigida e possuir a forma de um bastonete. Desta forma, quando se encontra no
estado excitado, realiza movimentos de rotacdo, descrevendo a forma de uma esfera, sendo
que quanto mais fluido for o meio que rodeia esta sonda, maior sera a sua liberdade rotacional.
Além disso, 0 DPH possui 0 momento dipolar de emissé@o orientado paralelamente ao longo
do eixo maior da molécula e geralmente assume-se que os momentos dipolares de excitacéo e

emissdo sdo paralelos para esta sonda de fluorescéncia. Desta forma, é possivel garantir que a
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despolarizacdo da fluorescéncia do DPH, devido a difusdo rotacional, € sempre igual,
qualquer que seja o angulo de rotacdo do DPH. Desta forma, é possivel aplicar a equacao de
Perrin (13), para esta sonda de fluorescéncia [31].

Para liquidos homogeéneos normais, existe uma relacdo exponencial entre a

viscosidade desses liquidos e a temperatura a que eles se encontram, sendo que o grafico /n (i)
1 . . ~ ~ . e 1
Versus —, fornece uma linearizacdo desta relagdo. Assim, um gréafico /n (n) versus pt resulta

sempre numa reta, e todos os liquidos homogeneos normais obedecem a esta relacdo. Quando
se observam desvios a esta relacdo, significa que ocorreram alteragdes no estado molecular
das amostras e que estas amostras deixaram de apresentar propriedades tipicas de liquidos
homogéneos normais [45].

A equacdo de Eyring (16), é uma equacdo do tipo da equacdo de Arrhenius, que
relaciona a viscosidade de um meio, com a temperatura e com a energia de ativacao,
permitindo determinar quantitativamente, a dependéncia da viscosidade de um meio, com a
temperatura a que esse meio se encontra, permitindo determinar a energia de ativacao, que € a
energia necessaria para que uma molécula possa atingir um novo estado de equilibrio, apds

ultrapassar uma barreira potencial [44, 47].

n (1) = noel) (16)

Onde: #n(T) representa a viscosidade do meio, dependente da temperatura; o
corresponde ao fator pré-exponencial; E, corresponde a energia de ativacdo; T corresponde a

temperatura absoluta e R corresponde a constante dos gases [45, 47].

Por exemplo, em bicamadas lipidicas, a sonda de fluorescéncia DPH ir& necessitar de
maior energia de ativacdo, se estas bicamadas lipidicas estiverem mais ordenadas e por
conseguinte, a sua viscosidade é maior, entdo o DPH necessitard de maior energia de ativacao
para que ocorra a difusdo rotacional. Por outro lado, se a viscosidade das bicamadas lipidicas
for menor, significa que estas bicamadas lipidicas estdo menos ordenadas, logo o DPH
necessitara de menor energia de ativacéo para que ocorra a difuséo rotacional [47].

Considerando a equagdo de Eyring (16), que relaciona a viscosidade com a
temperatura e a equacdo de Perrin (13), que descreve a anisotropia de fluorescéncia, em
estado estacionario, de fluordforos esféricos, é possivel obter a expressao (17), que relaciona a
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anisotropia de fluorescéncia, em estado estaciondrio, com a viscosidade do meio, a

temperatura e a energia de ativagao:

1oV, Ea
oVmMo >+ La a7
n(T)V,, + TRT RT

In (rg) = ln(

A partir desta equacdo e sabendo que para os liquidos homogéneos normais, existe

uma relagdo exponencial entre a viscosidade e a temperatura, entdo de uma forma analoga,
para liquidos homogéneos normais, também devera existir uma relacdo exponencial entre a

anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, e a temperatura, sendo que se se

U PET e . 1 ~
observar uma dependéncia linear para um grafico do tipo: /n (37) versus - entéo, de uma forma

, , T A . . , on . 1
analoga, também existird uma dependéncia linear para um grafico do tipo: In (rs) versus p

para liquidos homogéneos normais.

2.5. Anisotropia de fluorescéncia em membranas

A anisotropia de fluorescéncia pode ter varias aplicacGes bioguimicas, uma vez que
permite obter informac6es como a rigidez dos varios ambientes moleculares, assim como o
tamanho e a forma de varias proteinas, permitindo determinar a fluidez de membranas,
mobilidade molecular, associa¢des entre proteinas, entre outros [31].

A anisotropia de fluorescéncia é sensivel a composi¢do das membranas, assim como a
fase em que estas membranas se encontram, sendo que em membranas celulares, a rotacdo
dos das sondas fluorescentes ocorre na escala dos ns [31].

A fluidez das membranas pode ser caracterizada utilizando medidas de anisotropia de
fluorescéncia, sendo que para realizar estas medidas, sdo utilizadas sondas fluorescentes que
possuem grande afinidade com as membranas, como por exemplo o 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH), que tem como caracteristica principal ser uma sonda hidrofébica e por esse
motivo particiona facilmente para o interior das membranas [31].

As medidas de anisotropia de fluorescéncia e a utilizacdo de sondas de fluorescéncia
adequadas, permitem determinar a fluidez de membranas, a qual pode ser alterada quando se
fazem variar fatores inerentes a estas membranas como: concentracdo de lipidos; composi¢édo
lipidica e temperatura, sendo que desta forma € possivel determinar o efeito que a adigdo de

moléculas, como o colesterol, tem nas membranas, além disso, também é possivel determinar
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pardmetros relacionados com a ordenagdo das membranas, permitindo determinar
temperaturas de transicéo de fase, entre outros [31].

As medidas de anisotropia de fluorescéncia de sondas fluorescentes presentes no
interior de determinadas membranas, dependem da fluidez destas membranas, sendo que se a
sonda de fluorescéncia se encontrar numa zona mais fluida das membranas, vai ter uma
maior difusdo rotacional. Neste caso, este processo de difusdo rotacional é mais rapido que a
emissdo da radiacdo, entdo a radiacdo emitida vai ser despolarizada, fazendo com que o valor
de anisotropia de fluorescéncia seja mais baixo. Por outro lado, se a sonda de fluorescéncia se
encontrar numa zona mais viscosa das membranas, a sua difusdo rotacional vai ser muito
baixa, o que faz com que os valores de anisotropia de fluorescéncia sejam mais elevados [31].

Quanto maior for a concentracdo de proteina ou a percentagem de &cidos gordos
saturados presentes nas membranas, menor € a taxa de difusdo rotacional dos fluoréforos,
logo maior serd o valor da anisotropia. Note-se pela figura 2.33, que em membranas
compostas por lipidos com cadeias metilénicas saturadas, 0 empacotamento destas cadeias
metilénicas € maior, fazendo com que a fluidez das membranas seja menor, ou seja, estas
membranas apresentam uma maior viscosidade, logo a difusdo rotacional das sondas
fluorescentes € menor, por conseguinte, a despolarizacdo da radiacdo emitida pela sonda,
devido a difusdo rotacional, também é menor e por esse motivo a anisotropia de fluorescéncia

é maior [31].

Unsaturated Lipids Saturated Lipids

[ J DPH
or
% Saturated fatty acids

Figura 2.33 - Efeitos da associacdo de proteinas e da fluidez das
membranas, na anisotropia de fluorescéncia (adaptado de) [31].

Anisotropy (r)

A viscosidade das membranas diminui na presenca de lipidos com cadeias metilénicas
insaturadas, logo a fluidez destas membranas € maior, uma vez que o0 empacotamento é menor,
desta forma um aumento da quantidade de acidos gordos insaturados, faz aumentar a difuséo
rotacional das sondas fluorescentes, promovendo a despolarizacdo da radiacdo emitida pela
sonda e fazendo diminuir os valores de anisotropia de fluorescéncia [31].

A adicdo de substdncias as membranas, pode fazer com que a fluidez destas

membranas seja alterada, fazendo alterar as medidas de anisotropia de fluorescéncia. Tenha-se
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como exemplo, a adi¢do de colesterol a bicamadas lipidicas. De um modo geral: se as cadeiras
metilénicas dos lipidos estiverem mais ordenadas, entdo a adi¢do de colesterol vai desordenar
estas bicamadas lipidicas, levando a que elas se tornem menos viscosas. Se por outro lado, as
cadeias metilénicas dos lipidos estiverem mais desordenadas, entdo a adi¢cdo de colesterol vai
promover a ordenagdo destas bicamadas lipidicas, levando a que elas se tornem mais viscosas
[31].

Assim, a viscosidade da membranas pode depender do tipo de lipidos que compdem as
membranas, da concentracdo destes lipidos, assim como da concentracdo de proteinas, da
adicdo de moléculas como o colesterol, podendo depender também da temperatura a que estas
membranas se encontram [31].

As membranas podem sofrer grandes alteracdes aquando da adicdo de lipidos como o
colesterol, assim como na variacdo da concentracdo de lipidos saturados e insaturados, sendo
que a temperatura também pode provocar alteracfes drasticas ao nivel da fluidez destas
membranas, levando a alteragdes nas medidas de anisotropia de fluorescéncia.

Na figura 2.34, apresenta-se um exemplo da variacdo da anisotropia de fluorescéncia,
em estado estacionario, com a variacdo da temperatura, em vesiculas compostas por 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) e em vesiculas compostas por DPPC e 45
mol % colesterol (45% de colesterol e 55% de DPPC), utilizando o DPH como sonda
fluorescente. Neste exemplo, observa-se a diminui¢cdo drastica nos valores de anisotropia de
fluorescéncia do DPH, aproximadamente aos 41°C, que corresponde a temperatura de
transicdo de fase do DPPC, em vesiculas compostas apenas por DPPC (linha continua).
Observa-se também, que os valores de anisotropia de fluorescéncia do DPH sdo sensiveis a
presenca de colesterol nestas vesiculas, uma vez que as vesiculas compostas por DPPC e
colesterol (linha tracejada), ndo apresentam uma diminuigcdo drastica de anisotropia de
fluorescéncia, a temperatura de 41°C, indicando que a adi¢do de colesterol torna a membrana

mais ordenada e provoca alteracdes na temperatura de transicdo de fase [31].
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Figura 2.34 - Medidas de anisotropia de fluorescéncia (do DPH) dependentes da
temperatura. DPH em vesiculas de DPPC (linha continua); DPH em vesiculas de
DPPC + 45 mol % colesterol (linha tracejada) (adaptado de [31]).
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3. Trabalho experimental
3.1. Preparacao de solucdes de: POPC; egg-SM; Colesterol;
DPH; DMPC e DPPC

Os lipidos POPC, egg-SM, DMPC e DPPC (pureza superior a 99%), e o colesterol
(pureza superior a 98%), foram comprados a empresa Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL,
USA), sendo que o colesterol foi utilizado, sem que se procedesse a qualquer método de
purificacdo prévio. O DPH foi comprado a empresa Invitrogen Life Technologies S.A. A agua
MilliQ foi produzida a partir de 4gua duplamente destilada, num sistema Millipore Simplicity
185 (& temperatura ambiente). O solvente cloroférmio (pureza superior a 99%), foi comprado
a Carlo Erba reagents e o solvente metanol (pureza superior a 99,8%), foi comprado a

Panreac.

As solucgdes de trabalho de POPC, egg-SM, DMPC e DPPC, foram feitas a partir de
solucdes-mae, existentes no laboratério e foram preparadas através de diluicGes dessas
solugdes-mae, com uma mistura de cloroférmio:metanol 2:1 (V/V), de maneira a ter uma
concentracéo final de 1mM para cada uma destas solugdes de trabalho.

A solucdo de trabalho de colesterol, foi feita a partir de uma solucdo-mae, existente no
laboratdrio, sendo preparada através de uma diluicdo com cloroférmio, de maneira a ter uma
solucéo final de 1 mM.

A solucéo de trabalho de DPH, com uma concentracio de 3,375 x 1076 M (€=8, 8 x
10* L mol™ cm™, a 350 nm), foi feita a partir de uma diluicdo de DPH em 10 mL de metanol
[48].

Todas as solugdes foram armazenadas a -20 °C.

3.2. Preparacao de MLV

A preparacdo dos MLV, neste trabalho experimental, foi feita através da preparacao de
lipossomas classica descrita na se¢do 2.1.2.), assim, para preparar os MLV, numa ampola
Pear-shape (Aldrich), adicionaram-se os volumes necessarios de lipido e DPH de maneira a
ter uma concentragio de lipido total de 5 x 103 M e uma concentragio de DPH de 5 X
10~8M, havendo uma propor¢do de sonda:lipido de 1:1000, entretanto adicionou-se um

volume de 2 ml da mistura cloroférmio:metanol 2:1 (V/V), de maneira a dissolver os lipidos.
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Colocou-se esta ampola num microevaporador rotativo (Heidolph VV-Micro),
acoplado a um controlador de presséo (Biichi V-850), e uma bomba de vacuo (Bichi V-700), a
uma pressao de 150 mbar, de maneira a remover o solvente, sendo que ap0s esta remocao,
colocou-se a pressdo a 12 mbar, de forma a secar o filme lipidico, para remover qualquer
vestigio do solvente. A secagem deste filme lipidico ocorreu durante uma hora sob a pressdo
de 5 mbar, sendo que apds esse tempo, procedeu-se a hidratacdo desse filme lipidico com um
volume de 4 mL de agua MilliQ, a qual também ocorreu durante uma hora, num banho de
agua, acima da transicdo de fase dos lipidos utilizados na mistura lipidica. Durante esta hora
de hidratacdo, a amostra foi agitada frequentemente e colocada de novo no banho de agua
acima da temperatura de transicdo de fase. Esta agitagdo ajudou a formagdo dos MLV.

Entretanto a solucdo de MLV foi armazenada no frio, a 6 °C, durante a noite, sendo
gue as medidas de anisotropia foram feitas no dia seguinte.

Todas as solugdes de MLV, foram preparadas desta forma, independentemente dos
lipidos misturados e da sua concentracao, havendo ajustes nos volumes de lipidos adicionados,
de acordo com percentagens lipidicas pretendidas, sendo que a concentracao total lipidica era
de 5x 1073 M e uma concentracdo de DPH de 5 x 10~8 M, havendo uma proporgio de
sonda:lipido de 1:1000, para todas as preparacdes de MLV utilizadas neste trabalho

experimental.

3.3. Leituras das medidas de anisotropia de fluorescéncia

Antes de proceder as medidas de anisotropia de fluorescéncia, para as diversas
solugdes de MLV, foram feitas, em todas as solucbes de MLV preparadas, dilui¢bes de
maneira a ter uma concentraco total de lipido de 3 x 105 M e uma concentracio de DPH
de 3 x 1078 M, de modo a ter uma proporcéo sonda:lipido de 1:1000, e de forma a minimizar
os efeitos da dispersdo da luz, devido a turbidez da amostra, visto esta concentracao de lipido
total ser a adequada para que se facam estas leituras de anisotropia de fluorescéncia, como
esta indicado na se¢éo 4.1.

As leituras de anisotropia de fluorescéncia, em estado estaciondrio, foram realizadas
através do metodo de formato-L, descrito na secdo 2.2.3.), e foram feitas num
espetrofluorimetro (FluroMax-4 Horiba Scientific), acoplado a um criostato/termostato

(Julabo), que permitiu o controlo das temperaturas as quais se fizeram as medidas. O
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espetrofluorimetro fornece diretamente os valores de anisotropia de fluorescéncia corrigidos
para o fator G, referido na secéo 2.2.3.

Os comprimentos de onda de excitacédo e de emissao utilizados foram de 360 nm e 430

nm, respetivamente.

Os tratamento estatistico dos resultados obtidos foi feito utilizando os programas
Microsoft Excel 2007 e OriginPro 8.5.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,
versus Temperatura, para MLV compostos por varias

concentracdes de DMPC

A dispersdo de luz, devido a turbidez das amostras, é um exemplo de fendmeno
despolarizante que conduz a alteragcdes nas medidas de anisotropia de fluorescéncia, fazendo
com que as medidas de anisotropia de fluorescéncia observadas sejam inferiores,
comparativamente com as medidas de anisotropia de fluorescéncia reais, que seriam obtidas
se as amostras ndo apresentassem turbidez.

Antes de fazer medidas de anisotropia de fluorescéncia, do DPH em MLV compostos
por lipidos como POPC ou egg-SM, foi necessario otimizar a concentracdo total de lipido a
utilizar para produzir os lipossomas, de maneira a minimizar o efeito de disperséo de luz nas
amostras, causada pela turbidez, e assim diminuir erros associados as leituras de anisotropia
de fluorescéncia.

Entdo, produziram-se MLV compostos por varias concentracbes de DMPC, que é um
lipido que ja esta bem caracterizado, de modo a determinar qual a concentracéo de lipido total
ideal para realizar as medidas de anisotropia de fluorescéncia em lipidos que ndo estdo tdo
bem caracterizados, sendo que os resultados estdo apresentados na figura 4.1. Esta figura
representa o grafico da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, em

funcdo da temperatura, do DPH em MLV compostos por varias concentragdes de DMPC.

0,3600
03100
0,2600 g [OMPC] = 1E-4 M

[oMPC] =5E-5 M

0.2100 =d=[DMPC] = 3E-5 M

Anisoiropia
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0.1600

0,1100 -

10 15 20 15 30 35 40 45
Temperatura "y

Figura 4.1 - Representacdo grafica da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, versus
temperatura, do DPH em MLV compostos por DMPC.
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Pela figura 4.1, observa-se que a concentracdo de lipido total, para fazer as medidas de
anisotropia de fluorescéncia é a concentracdo de 3 x 10~> M, uma vez que é aquela que
apresenta melhores valores de anisotropia de fluorescéncia relacionados com uma boa relagao
concentragéo/sinal, e que apresenta uma temperatura de transi¢do de fase muito bem definida.
Esta solucdo é diluida o suficiente, para que seja minimizada a dispersdo de luz devido a
turbidez e tem uma concentracdo 6tima para que seja possivel obter um sinal de anisotropia
de fluorescéncia bem definido. Ent&o foi esta a concentracdo total de lipido utilizada em todas
as medidas de anisotropia de fluorescéncia de DPH em cada um dos lipidos utilizados neste
trabalho experimental. As outras solucfes de concentracdes diferentes foram descartadas, uma
vez que solucbes mais diluidas ndo tém tdo bom sinal de anisotropia de fluorescéncia e as

mais concentradas apresentam maior turbidez.

4.2. Anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,

versus Temperatura, para MLV compostos por DMPC e DPPC

O DPH pode ser utilizado para determinar transicdes de fase gel e liquido-cristalino,
assumindo que existe uma coexisténcia destas duas fases e que a sonda se distribui igualmente
nesta zona de coexisténcia de fases. Neste caso, o valor de anisotropia de fluorescéncia do
DPH corresponde a uma media de anisotropias da sonda, em cada uma das fases. No entanto,
se 0 DPH tiver uma preferéncia por uma das fases, deixa de estar distribuido igualmente na
zona de coexisténcia de fases, passando a emitir um sinal de fluorescéncia mais forte a partir
da zona que tem maior preferéncia [49].

Como os lipidos DMPC (1,2-dimiristoil-3-sn-fosfatidilcolina) e DPPC (1,2-
dipalmitoil-3-sn-fosfatidilcolina), sdo bastante parecidos, entdo as suas misturas em
bicamadas lipidicas multilamelares, originam uma mistura lipidica quase ideal de fases gel e
liquido-cristalino, sendo que como o DMPC apresenta uma temperatura de transicdo
aproximadamente igual a 24 °C e o DPPC apresenta uma temperatura de transicao
aproximadamente igual a 41 °C, entdo significa que por exemplo a 37 °C, existe uma
coexisténcia de fases, uma vez que o DMPC se encontra numa fase liquido-cristalino e o
DPPC de encontra numa fase gel, como se pode observar na figura 2.13. [10, 49].

Para determinar a preferéncia de particdo do DPH, para uma fase gel, ou para uma fase

liquido-cristalino, realizaram-se medidas de anisotropia de fluorescéncia, em estado
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estacionéario, do DPH em MLV compostos por DPPC e DMPC a vérias concentracdes. Os
resultados estdo apresentados na figura 4.2. Esta figura representa o grafico da varia¢do da
anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, em funcédo da temperatura, do DPH em

MLV compostos por varias percentagens de DMPC e DPPC.
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Figura 4.2 - Representacdo grafica da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionério,
versus temperatura, do DPH em MLV compostos por DMPC e DPPC.

Ao observar a figura 4.2, nota-se que de uma forma geral, a medida que a temperatura
aumenta, os valores de anisotropia de fluorescéncia diminuem, havendo intervalos de
temperatura em que ocorre uma diminui¢do brusca dos valores de anisotropia de fluorescéncia,
que corresponde ao intervalo em que ocorre a temperatura de transicdo de fase, da fase gel,
para a fase liquido-cristalino.

A diminuicdo dos valores de anisotropia de fluorescéncia com o aumento da
temperatura, esta relacionada com o fato de o aumento da temperatura fazer com que haja um
aumento na liberdade conformacional das cadeias metilénicas que compdem as bicamadas
lipidicas e por esse motivo a difusdo rotacional do DPH é maior, levando a que a
despolarizacdo da radiagédo emitida seja maior, provocando uma diminui¢do nos valores de
anisotropia de fluorescéncia.

E de salientar que abaixo da temperatura de transicdo de fase, entre os 13 °C e o0s 19

°C, a anisotropia de fluorescéncia & praticamente igual, dentro do erro experimental,
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independentemente das concentracdes de DMPC e DPPC nos MLV, tendo um valor de 0,36 +
0,01. Estes valores elevados de anisotropia correspondem a uma fase lamelar gel
extremamente organizada, que € monitorizada atraves de valores de anisotropia préximos do
valore de anisotropia limite (0,4). O mesmo acontece acima da temperatura de transicdo de
fase, entre os 41 °C e 0s 53 °C, em que a anisotropia de fluorescéncia apresenta valores de
0,08 £ 0,02, dentro do erro experimental e independentemente da concentracdo de DMPC e
DPPC. Estes valores correspondem a uma fase lamelar com baixa ordenacao, sendo uma fase
liquido-cristalino. Estes valores estdo de acordo com o diagrama de fases existente na
literatura e que esté apresentado na figura 2.13.

Nota-se que a medida que se aumenta a concentracdo de DPPC as bicamadas lipidicas
compostas por DMPC, a temperatura de transi¢cdo deixa de ocorrer aproximadamente aos 24
°C, que seria a temperatura de transicdo para MLV compostos por 100% de DMPC, e vai
aumentando.

Através destes resultados, ndo é possivel determinar se 0 DPH tem uma preferéncia
por uma fase gel, ou uma fase liquido-cristalino, apenas é possivel observar como a
temperatura de transicdo de fase € alterada a medida que se alteram as concentracdes de cada
tipo de lipido.

No entanto, é possivel determinar as temperaturas de transicdo de fase exatas, para
cada composicao de MLV, sendo que para tal, é necessario determinar a primeira derivada da
anisotropia de fluorescéncia média, em estado estacionario, em funcao da temperatura média,
que estad apresentada na figura 4.3. Esta figura representa o gréafico da variacdo da primeira
derivada da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, em funcdo da temperatura

média, do DPH em MLV compostos por vérias percentagens de DMPC e DPPC.
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Figura 4.3 - Representacdo gréafica da variacdo da 1% derivada da anisotropia de fluorescéncia, em estado
estacionario, versus temperatura média, do DPH em MLV compostos por: A) 100% DMPC; 100% DPPC. B)
20% DPPC + 80% DMPC; 80% DPPC + 20% DMPC. C) 40% DPPC + 60% DMPC; 60% DPPC + 40% DMPC.

Ao observar a figura 4.3 A), B) e C), nota-se que a temperatura de transicdo de fase
para MLV compostos por 100% de DMPC é de 24 °C, sendo que a medida que se aumenta a
percentagem de DPPC, a temperatura de transicdo dos MLV vai aumentando também,
chegando a temperatura de transicdo de fase de 42 °C, que é a temperatura de transicdo de
fase observada para MLV compostos por 100% de DPPC.

Também é possivel notar, que o pico correspondente a primeira derivada em funcao da
temperatura é tanto mais fino e definido, quanto mais puros forem os MLV analisados, sendo
gue quando se tém MLV compostos por misturas de DMPC e DPPC, observam-se picos
correspondentes a primeira derivada, em funcdo da temperatura, mais largos e com menor
definicdo. Em adigdo, nos MLV compostos por 40% de DPPC + 60% de DMPC,
apresentados na figura 4.3 C), observa-se uma transicdo aos 30 °C e outra aos 38 °C,
sugerindo que j& existe uma coexisténcia de fases em funcdo da temperatura, estando de
acordo com o diagrama de fases existente para misturas lipidicas bindrias compostas por
DMPC e DPPC, representado na figura 2.13. Entdo, quanto maior for a pureza do lipido em
estudo, maior é a defini¢do da temperatura de transicdo de fase.

Além da determinagdo das temperaturas de transi¢éo de fase, também se torna bastante

importante determinar os pontos de inflexdo dos graficos apresentados na figura 4.3, uma vez
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gue os pontos de inflexdo sdo os pontos em que o grafico cruza a linha do zero,
correspondendo & temperatura de transicao de fase (Tr,).

Para determinar o pontos de inflexdo do grafico apresentado na figura 4.3, é necessario
determinar a segunda derivada deste grafico, a qual esta apresentada na figura 4.4, que
representa o gréafico da variagdo da segunda derivada da anisotropia de fluorescéncia, em
estado estacionério, em funcdo da temperatura, do DPH em MLV compostos apenas por
DMPC e DPPC.
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Figura 4.4 - Representacdo grafica da variacdo da 22 derivada da anisotropia de fluorescéncia, em estado
estaciondrio, versus temperatura, do DPH em MLV compostos por: A) 100% DMPC; 100% DPPC. B) 20%
DPPC + 80% DMPC; 80% DPPC + 20% DMPC. C) 40% DPPC + 60% DMPC; 60% DPPC + 40% DMPC.
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Tal como no gréafico da figura 4.3, para 0s casos em que se tém MLV compostos por
um lipido puro, como 100% de DMPC ou 100% de DPPC, na figura 4.4 A) observam-se
pontos de inflexdo bem definidos, sendo que quando se tém MLV compostos por misturas de
DMPC e DPPC, também é possivel obter uma definicdo razoavel nos pontos de inflexdo se a
mistura ndo tiver concentracfes elevadas de cada um dos lipidos, como se observa na figura
4.4 B). No entanto, quando as concentragfes de cada um destes lipidos é elevada, como no
caso de 40% DPPC + 60% DMPC e 60% DMPC + 40% DPPC, nota-se que ha uma maior
dificuldade na determinacdo da temperatura de transi¢do, o que sugere que esta analise €
bastante sensivel a pureza dos lipidos, a coexisténcia de fases e € possivel determinar valores
de temperatura de transicdo de fase corretos através desta analise, devido precisamente a sua

sensibilidade.

4.3. Anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,
versus Temperatura, para MLV compostos por egg-SM
A figura 4.5, representa o grafico da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em

estado estacionario, em funcéo da temperatura, do DPH em MLV compostos apenas por egg-
SM.
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Figura 4.5 - Representacdo gréafica da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionério, versus
temperatura, do DPH em MLV compostos por 100% de egg-SM.

70



Neste trabalho experimental utilizou-se a egg-SM, devido ao fato de ser um lipido
natural e por esse motivo mimetizar mais facilmente uma membrana bioldgica e além disso, é
o tipo de esfingomielina mais utilizado em estudos de misturas lipidicas canonicas.

E de notar que os valores de anisotropia de fluorescéncia média do DPH diminuem
lentamente com o0 aumento da temperatura entre os 13 °C (r = 0,37) e os 33 °C (r = 0,34),
sendo que entre os 33 °C (r = 0,34) e os 47 °C (r = 0,15), ocorre uma diminui¢do brusca dos
valores de anisotropia de fluorescéncia, indicando que devera ocorrer uma transicao de fase
neste intervalo de temperaturas, que faz com que as bicamadas lipidicas transitem de uma fase
gel (Lg), para uma fase liquido-cristalino (L.).

Entretanto, apds a transicdo de fase, entre 47 °C (r = 0,15) e 63 °C (r = 0,10), ja é
possivel observar uma diminuicdo mais lenta dos valores de anisotropia de fluorescéncia com
0 aumento da temperatura, uma vez que este aumento de temperatura continua a provocar
uma maior liberdade conformacional das cadeias metilénicas dos lipidos que compdem as
bicamadas lipidicas, fazendo aumentar a desordem das bicamadas lipidicas, no entanto este
aumento de desordem ja é mais lento, pois acontece apenas numa fase (fase L,).

Para determinar a temperatura de transicdo de fase, é necessario fazer a primeira
derivada do grafico apresentado na figura 4.5. Esta primeira derivada esta apresentada na
figura 4.6, que representa o grafico da variacdo da primeira derivada da anisotropia de
fluorescéncia, em estado estacionario, em funcdo da temperatura média, do DPH em MLV

compostos apenas por egg-SM.
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Figura 4.6 - Representacdo grafica da variacdo da 1% derivada da anisotropia de fluorescéncia, em estado
estacionario, versus temperatura média, do DPH em MLV compostos por 100% de egg-SM.

O gréafico da primeira derivada em funcdo da temperatura média deveria dar um pico
bem definido a uma determinada temperatura, que € o que se observa na figura 4.3 A), para 0s

71



casos em que se tém MLV compostos por um lipido puro, como 100% de DMPC ou 100% de
DPPC. No entanto ao observar a figura 4.6, nota-se que ndo existe definicdo da temperatura
exata para MLV compostos por 100% de egg-SM. Todavia podem ser identificados dois picos
mais salientes, correspondentes a duas temperaturas de transicdo de fase, 0s quais ocorre aos
38°Ced4°C.

Esta falta de definicdo na determinacdo da temperatura de transicdo de fase da egg-SM,
podera estar relacionada com a impureza deste lipido, uma vez que se trata de um lipido
natural. Apesar de apresentar uma pureza de 99%, a egg-SM € composta por duas cadeias
metilénicas que sdo heterogéneas, em que a cadeia de esfingosina ndo varia, mas a outra
cadeia metilénica pode ser variar bastante, existindo 86% de C16:0; 6% de C18:0; 3% de
C22:0; 3% de C24:1 e ainda 2% de lipido desconhecido [10].

Para provar que a falta de definicdo da temperatura de fase esta relacionada com a
impureza do lipido utilizado nas bicamadas lipidicas, seria bastante interessante utilizar um
lipido puro como a PSM, para produzir MLV e depois determinar valores de anisotropia de
fluorescéncia, em estado estacionario.

Além da determinacdo da temperatura de transicdo de fase, também se torna bastante
importante determinar o ponto de inflexdo do gréfico apresentado na figura 4.5.

Para determinar o ponto de inflexdo do gréafico apresentado na figura 4.5, é necessario
determinar a segunda derivada deste grafico, a qual esta apresentada na figura 4.7, que
representa o grafico da variacdo da segunda derivada da anisotropia de fluorescéncia, em
estado estacionario, em funcéo da temperatura, do DPH em MLV compostos apenas por egg-
SM.
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Figura 4.7 - Representacdo grafica da variacdo da 22 derivada da anisotropia de fluorescéncia, em estado
estaciondrio, versus temperatura, do DPH em MLV compostos por 100% de egg-SM.

Tal como no grafico da figura 4.4 A), para 0s casos em que se ttm MLV compostos

por um lipido puro, como 100% de DMPC ou 100% de DPPC, seria de esperar que o grafico
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da figura 4.7, tivesse a temperatura, correspondente ao ponto de inflex&o, bem definida, no
entanto, mais uma vez e tal como acontece para o grafico da primeira derivada, apresentado
na figura 4.6, nota-se que nao existe definicdo da temperatura exata, correspondente ao ponto
de inflexdo apresentado no grafico da figura 4.5. Esta falta de definicdo podera estar
relacionada com a impureza das cadeias metilénicas da egg-SM, utilizada nos MLV.

A semelhanca do que acontece para o grafico apresentado na figura 4.6, para provar
que a falta de definicdo da temperatura, correspondente ao ponto de inflexdo, esta relacionada
com a impureza do lipido utilizado nas bicamadas lipidicas, seria bastante interessante utilizar
um lipido puro como a PSM para produzir MLV e depois determinar valores de anisotropia

de fluorescéncia, em estado estacionario.

4.4. Anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,
versus Temperatura, para MLV compostos por egg-SM e
Colesterol

A figura 4.8, representa o gréfico da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em

estado estacionario, em funcdo da temperatura, do DPH em MLV compostos por varias

percentagens de egg-SM e colesterol.
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Figura 4.8 - Representagdo gréafica da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, versus
temperatura, do DPH em MLV compostos por egg-SM e colesterol.
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Pela figura 4.8, nota-se que, de uma forma geral, a medida que a temperatura aumenta,
os valores da anisotropia de fluorescéncia média do DPH véo diminuindo, indicando que o
aumento da temperatura faz aumentar a liberdade conformacional das cadeias metilénicas dos
lipidos que compdem as bicamadas lipidicas e por conseguinte, ocorre um aumento da fluidez
destas bicamadas lipidicas, que permite que o DPH possua maior liberdade rotacional e por
esse motivo ha uma maior despolarizacdo da radiacdo emitida pelo DPH, devido a difuséo
rotacional, conduzindo a uma diminuic¢do dos valores de anisotropia de fluorescéncia media.
Além disso nota-se que para os MLV compostos por 100% de egg-SM, existe um intervalo de
temperaturas entre os 33 °C e 0s 47 °C, em que ocorre uma transicdo da fase gel, para a fase
liquido-cristalino, sendo que esta transicdo de fase € bastante evidente, para 0s MLV
compostos apenas por 100% egg-SM. No entanto, a medida que aumenta a percentagem de
colesterol adicionado aos MLV, esta transi¢cdo de fase vai desaparecendo, sugerindo que a
adicao de colesterol promove a ordenacao das bicamadas lipidicas.

Abaixo da temperatura de transi¢cdo de fase (entre os 23 °C e os 33 °C), os valores de
anisotropia de fluorescéncia média, sdo praticamente iguais, dentro do erro experimental,
independentemente da percentagem de colesterol adicionada, tendo um valor de 0,32 + 0,02,
significando que a adigcdo de qualquer percentagem de colesterol ndo afeta as propriedades
fisico-quimicas das bicamadas lipidicas compostas por egg-SM, na sua fase gel.

Apds a temperatura de transicdo de fase, nota-se que a adi¢cdo de 5% de colesterol faz
aumentar bastante os valores de anisotropia de fluorescéncia média, uma vez que com MLV
compostos por 100% egg-SM, a 55 °C, r = 0,12, enquanto que MLV compostos por 95% egg-
SM + 5% Chol, a mesma temperatura, apresentam r = 0,15, indicando que a adi¢do de 5% de
colesterol faz alterar as propriedades fisico-quimicas destas bicamadas lipidicas, sendo que ha
uma restricdo das cadeias metilénicas dos lipidos que compdem as bicamadas lipidicas e por
esse motivo, o DPH tem menor liberdade rotacional que aquela apresentada para as
bicamadas lipidicas sem colesterol. Entdo como a liberdade rotacional é menor, a
despolarizacdo da radiacdo emitida também ser4 menor, fazendo com que os valores de
anisotropia de fluorescéncia média, em estado estacionario, sejam mais elevados, que aqueles
observados para bicamadas lipidicas compostas apenas por 100% de egg-SM. A adigéo de 5%
de colesterol provoca altera¢Ges fisico-quimicas de tal ordem, que as bicamadas lipidicas
compostas por 5% de colesterol e 95% de egg-SM, deixam de apresentar caracteristicas
préprias de liquido-desordenado, apresentando-se bastante mais ordenadas.

Comparando a adicdo de 5% de colesterol com a adi¢cdo de 10% de colesterol, nota-se

que a adicdo de 10% de colesterol faz aumentar mais os valores de anisotropia de
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fluorescéncia média, para r = 0,20, a temperatura de 55 °C, o que significa que 10% de
colesterol provoca maiores restri¢ces as bicamadas lipidicas, levando a uma limitagdo maior
da difusdo rotacional do DPH, que aquela observada para a adicdo de 5% de colesterol.

Entretanto, a adicdo de 15% de colesterol ainda provoca um aumento maior dos
valores de anisotropia de fluorescéncia média, em estado estacionario, em comparacdo com a
adicdo de 5% e 10% de colesterol, no entanto, a adi¢do de percentagens acima dos 15% de
colesterol, as bicamadas lipidicas, deixa de alterar significativamente as propriedades fisico-
quimicas destas bicamadas lipidicas, uma vez que os valores de anisotropia de fluorescéncia
média, em estado estacionario, para 0s MLV compostos por egg-SM a percentagens acima de
15% de colesterol, sdo praticamente iguais, dentro do erro experimental, significando que as
restricdes que o DPH sente com a adicdo de 15% de colesterol, sdo praticamente iguais
aquelas sentidas com a adicdo de 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% e 50% de colesterol.
Note-se que a anisotropia de fluorescéncia néo varia dentro do intervalo de temperaturas entre
0s 13 °C e 0s 55 °C, para MLV compostos por 55% egg-SM + 45% Chol (r = 0,31 + 0,02) e
para MLV compostos por 50% egg-SM + 50% Chol (r = 0,32 £ 0,02), dentro do erro
experimental.

Comparando os resultados obtidos, com aqueles existentes na literatura e que estdo
apresentados na figura 2.16 A), nota-se pelos resultados apresentados na literatura, que acima
da temperatura de transicdo de fase, existe uma fase liquido-desordenado que ocorre até a
adicdo de 15% de colesterol a bicamadas lipidicas compostas por PSM, sendo que pelos
resultados obtidos e apresentados na figura 4.8, apenas se observa uma fase liquido-
desordenado aos 100% de egg-SM, uma vez que a adicdo de 5% de colesterol ja faz alterar
bastante os valores de anisotropia de fluorescéncia média, indicando que a adi¢do de 5% de
colesterol faz alterar as propriedades fisico-quimicas das bicamadas lipidicas, as quais deixam
de apresentar caracteristicas proprias de uma fase liquido-desordenado [25].

Entretanto, pelos dados da literatura, apresentados na figura 2.16 A), nota-se que
existe, antes da temperatura de transicdo de fase e até aos 25% de colesterol, uma coexisténcia
de uma fase gel e uma fase liquido-ordenado, mas os dados obtidos experimentalmente,
apresentados na figura 4.8, mostram que abaixo da temperatura de transicdo de fase e até aos
25% de colesterol, apenas existe uma fase, que corresponde a fase gel, qualquer que seja a
percentagem de colesterol adicionado, uma vez que os valores de anisotropia de fluorescéncia
média sdo praticamente iguais, dentro do erro experimental [25].

Além disso, através dos dados obtidos na literatura, parece haver uma coexisténcia de

fases liquido-desordenado e liquido-ordenado, acima da temperatura de transicdo de fase e
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entre aproximadamente 13% e os 40% de colesterol, sendo que pelos dados experimentais
apresentados na figura 4.1, nota-se que ndo é possivel afirmar esta coexisténcia de fases, uma
vez que entre 0s 15% e o0s 40% de colesterol, os valores de anisotropia de fluorescéncia média
sdo praticamente iguais, dentro do erro experimental, sugerindo que se trata apenas de uma
Unica fase, no entanto, através da abordagem experimental usada neste trabalho, ndo é
possivel afirmar inequivocamente se ha, ou ndo, coexisténcia de fases entre 15% e 50% de
colesterol. Pde-se a hipdtese de ndo haver resolucdo suficiente para distinguir fases a partir da
adicdo de 15% de colesterol com esta técnica de anisotropia de fluorescéncia do DPH
aplicada a estes MLV [25].

4.5. Anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,
versus Temperatura, para MLV compostos por POPC e
Colesterol

A figura 4.9 A), representa o grafico da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em
funcdo da temperatura, do DPH em MLV compostos por vérias percentagens de POPC e
colesterol. A figura 4.9 B), representa o grafico da variacdo do logaritmo neperiano da
anisotropia de fluorescéncia, em funcdo do inverso da temperatura absoluta, do DPH em

MLV compostos por varias percentagens de POPC e colesterol.
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Figura - 4.9 A) Representacdo gréafica da variacdo da anisotropia de fluorescéncia versus temperatura, do DPH em
MLV compostos por POPC e colesterol. B) Representacéo gréafica da variagdo do logaritmo neperiano da anisotropia
de fluorescéncia versus inverso da temperatura absoluta, do DPH em MLV compostos por POPC e colesterol.

Nota-se que, de uma forma geral, a adicdo de colesterol as bicamadas lipidicas, faz
com que os valores de anisotropia de fluorescéncia média aumentem, sendo que quanto maior
for a concentragdo de colesterol adicionado, mais elevados sdo os valores de anisotropia de
fluorescéncia média, indicando que o colesterol podera exercer um efeito de ordenacdo nas
bicamadas lipidicas, restringindo a liberdade conformacional das cadeias metilénicas do
POPC e por conseguinte, as bicamadas lipidicas tornam-se menos fluidas, acabando por
condicionar a liberdade rotacional do DPH. Este efeito de ordenacdo que o colesterol exerce
nas cadeias metilénicas das bicamadas lipidicas, deve-se ao fato de a molecula de colesterol
possuir um conjunto de anéis que Ihe confere uma grande rigidez, o que faz ordenar as cadeias
metilénicas das bicamadas lipidicas, proporcionando um meio mais ordenado em torno do
DPH.
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Na figura 4.9 A), é possivel observar quatro tendéncias diferentes de variacdo da
anisotropia de fluorescéncia com a temperatura, para misturas de colesterol com POPC. A
primeira, corresponde a variacdo de anisotropia de fluorescéncia média com a temperatura,
para MLV compostos por: 100% POPC e para MLV compostos por 95% POPC + 5% Chol,
em que se pode considerar, dentro do erro experimental, que os valores de anisotropia de
fluorescéncia média sdo iguais. A segunda, corresponde a variacdo de anisotropia de
fluorescéncia média com a temperatura, para MLV compostos por: 15% Chol; 20% Chol;
25% Chol e 30% Chol, em que se observam maiores desvios-padréo, associados as medidas
de anisotropia, do que aqueles observados na tendéncia anterior. A terceira, corresponde a
variacdo de anisotropia de fluorescéncia média com a temperatura, para MLV compostos por:
35% Chol; 40% Chol e 45% Chol, em que se observa um comportamento igual para as
medidas de anisotropia de fluorescéncia média para cada percentagem de POPC e colesterol,
apesar de os valores de anisotropia de fluorescéncia média serem diferentes, uma vez que néo
ha interpenetracdo dos desvios-padrdo. A quarta, corresponde a variacdo de anisotropia de
fluorescéncia média com a temperatura, para MLV compostos por: 50% POPC + 50% Chol,
em que se observa claramente, que os valores de anisotropia de fluorescéncia média sdo mais
elevados que aqueles observados na terceira.

N&o foram analisadas propor¢Ges maiores de colesterol, pois é conhecido que acima
de 50% de colesterol, o colesterol ndo tem uma solubilidade linear nas bicamadas lipidicas
[50].

As membranas podem ser consideradas como sendo liquidos bidimensionais, sendo

que existe uma relacdo exponencial entre a viscosidade de liquidos homogéneos normais e a
L g 1 . . ~ ~ .
temperatura. O gréafico /n (i) versus o fornece uma linearizagéao desta relacdo. Considerando a

equacdo de Eyring (16), que relaciona a viscosidade com a temperatura e a equacao de Perrin
(13), que descreve a anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, de fluoréforos
esféricos, € possivel obter a equacgdo (17), que relaciona a anisotropia de fluorescéncia, com a
viscosidade do meio, a temperatura e a energia de ativacdo. Entdo, de uma forma analoga a
relacdo exponencial da viscosidade de liquidos homogéneos normais com a temperatura,
também se pode inferir uma relacdo exponencial entre a anisotropia de fluorescéncia, em

estado estacionario, e a temperatura, que é dada pela equacéo (17), havendo uma dependéncia
linear para um gréafico do tipo: In (rss) versus % para liquidos homogéneos normais [45, 47].

Ao observar a figura 4.9 A), nota-se que existe uma relagdo exponencial entre a

anisotropia de fluorescéncia média e a temperatura, para MLV compostos por 100% de POPC
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e para MLV compostos por 95% de POPC e 5% de colesterol, o que pode ser provado pela
relacdo linear que existe no grafico In (rs) versus % apresentado na figura 4.9 B), onde se

observam bons coeficientes de correlacdo linear tanto para MLV compostos por 100% de
POPC (R* = 0,999), como para MLV compostos por 95% de POPC e 5% de colesterol (R* =
0,999).

Neste trabalho experimental, ndo foi possivel determinar valores de viscosidade dos
MLV compostos por varias concentracdes de POPC e colesterol diretamente, no entanto, se
considerar uma solucdo de viscosidade conhecida como referéncia, e tendo as medidas de
anisotropia de fluorescéncia média do DPH em MLV compostos por vérias concentragdes de
POPC e colesterol, é possivel comparar a viscosidade destes MLV, com a viscosidade da
solucdo de referéncia, através dos valores de energia de ativacdo que sdo obtidos no grafico
do tipo In (rs) versus %

Esta anélise s6 é possivel, uma vez que o grafico da variacdo da anisotropia de

fluorescéncia média, em estado estacionario versus % do DPH em MLV compostos por 100%

POPC e 95% POPC + 5% Chol representados na figura 4.10, ttm o mesmo comportamento

que o grafico da variacdo da anisotropia de fluorescéncia média, em estado estacionario

Versus % para o DHP em parafina liquida, que estd representado na figura 2.30 da se¢do

; - ~ ~ . 1
2.4.1., que também apresenta uma variagdo nao-linear de rs versus p

0,179
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Figura 4.10 - Representagdo grafica da variacdo da anisotropia de
fluorescéncia versus inverso da temperatura, para o DPH em MLV
compostos por 100% POPC e 95% POPC + 5% Chol.
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Entdo, tomando como exemplo o trabalho realizado por Kawato e colaboradores
(1977), descrito na secdo 2.4.1., é possivel comparar a viscosidade desta solu¢do conhecida e
a viscosidade dos MLV compostos por 100% de POPC e por 95% de POPC e 5% de
colesterol, atraves da determinacdo da E, do DPH em cada meio [43].

, . . ~ 1 . .
Através da linearizacdo: In (r) versus =+ Ppara os valores de anisotropia de

fluorescéncia do DPH em parafina liquida, obtém-se a equacéo:
y = 3586,7 x — 14,123; R*=0,9952  (11)

Entdo fazendo os célculos para determinar a energia de ativacdo, obtém-se E, = 29,82
kJ mol . Esta é a energia necesséria para que ocorra a difuséo rotacional do DPH em parafina
liquida, como ja tinha referido na secédo 2.4.1.

De uma forma analoga, considerando as equagfes obtidas da linearizacdo de In (rss)
Versus % para MLV compostos por 100% de POPC e por 95% de POPC e 5% de colesterol, é

possivel determinar a energia de ativacdo para que ocorra a difusdo rotacional do DPH nestes
MLV.

Para MLV compostos por 100% POPC:

y =2099,3 x — 9,1075; R*=0,999 (18)

Aplicando a expressdo (10), obtém-se E, = 17,45 kJ mol™, que é a energia necessaria

para que ocorra a difusdo rotacional do DPH em MLV compostos por 100% de POPC.

Para MLV compostos por 95% POPC + 5% Colesterol:

y = 2163,7 x — 9,2728; R*=0,9993 (19)

Aplicando a expressdo (10), obtém-se E, = 17,98 kJ mol™, que é a energia necessaria
para que ocorra a difuséo rotacional do DPH em MLV compostos por 95% de POPC e 5% de
colesterol.

Pela analise dos valores de energia de ativacao para MLV compostos por 100% POPC
e com 5% Chol, nota-se que a diferenca entre estes valores ndo € significativa, sugerindo que
a energia necessaria para que ocorra a difusdo rotacional do DPH em MLV compostos apenas

por POPC, é praticamente a mesma energia necessaria para que ocorra a difusdo rotacional do
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DPH em MLV compostos por 95% POPC e 5% de colesterol, indicando que a adi¢do de 5%
de colesterol aos MLV ndo altera significativamente a ordenacdo das cadeias metilénicas e
que por esse motivo a viscosidade das bicamadas lipidicas compostas por 100% POPC ¢é
praticamente igual a viscosidade das bicamadas lipidicas contendo 5% de colesterol.

Apesar de o valor de E, para o DPH, em parafina liquida, ser diferente dos valores de
energia de ativacdo para 0 DPH em MLV compostos por 100% POPC e 95% POPC + 5%
Chol, este procedimento de tomar como exemplo uma solucdo de parafina liquida de
viscosidade conhecida, para determinar a viscosidade em bicamadas lipidicas, pressupde que
0s movimentos rotacionais do DPH na parafina liquida sdo semelhantes aos movimentos
rotacionais do DPH nas bicamadas lipidicas, uma vez que os dois solventes possuem uma
natureza molecular analoga.

Pelos valores de energia de ativacdo determinados para o DPH, em parafina liquida e
em MLV compostos por 100% POPC e 95% POPC + 5% Chol, é possivel concluir que a
viscosidade da parafina liquida, sentida pelo DPH, é maior que a viscosidade nos MLV
compostos por 100% POPC e 95% POPC + 5% Chol, uma vez que a energia de ativacdo, para
o DPH em parafina liquida é maior, indicando que é necessaria mais energia para que o DPH
possa rodar em parafina liquida. Como foi referido na secéo 2.4.1., a parafina liquida possui
uma natureza molecular analoga a natureza das bicamadas lipidicas, devido ao fato de ser um
liquido polimérico composto por cadeias de hidrocarboneto que podem estar distendidas ou
enroladas (entanglement), levando a que haja zonas mais ordenadas e zonas menos ordenadas,
tal como acontece com as bicamadas lipidicas, desta forma as propriedades de mobilidade das
cadeias de hidrocarboneto ndo sdo iguais em todo o liquido, logo 0 DPH ndo apresenta uma
difusdo rotacional equivalente e homogénea em todo o meio, tal como acontece com o DPH
em bicamadas lipidicas.

Recorrendo ao trabalho realizado por Kawato e colaboradores (1977), foi determinar
um valor de volume molar de 100,409 cm® mol™, que é o volume que o DPH ocupa na
parafina liquida, assumindo que a difusdo rotacional é esférica, determinado na se¢do 2.4.1.

No trabalho de Cascales e colaboradores (1997); fazem estudos de simulagdo de
dindmica molecular, com DPH em bicamadas lipidicas compostas por DPPC, na fase liquido-
cristalino. E utilizam a equacéo de Einstein (20), para determinar a viscosidade no interior das

bicamadas lipidicas, assumindo que a difuséo rotacional é idealmente esférica [51].
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Equacao de Einstein:

k
n= -2 (20)

6D,V

Onde: kg corresponde a constante de Boltzman; T corresponde a temperatura; DL corresponde
ao coeficiente de diffuséo rotacional para a rotacdo perpendicular e V corresponde ao volume

efetivo do fluor6foro.

Neste trabalho obtém um volume molar de 140,313 cm® mol™ do DPH em bicamadas
lipidicas compostas por DPPC [51].

Comparando o volume molar do DPH em parafina liquida, com o volume molar do
DPH em bicamadas lipidicas compostas por DPPC, nota-se que os volumes possuem a mesma
ordem de grandeza, sendo bastante parecidos, 0 que vem mostrar, mais uma vez, que 0
comportamento do DPH em parafina liquida é comparavel ao comportamento do DPH em
bicamadas lipidicas [43, 51].

Assim, apesar de existirem restricdes a difusdo rotacional, quer na parafina liquida,
quer nas bicamadas lipidicas, € possivel comparar resultados obtidos a partir da aplicagdo da
equacdo de Perrin para a parafina liquida, com resultados tedricos obtidos por métodos de
simulacdo de dindmica molecular.

Pela figura 4.9 A) e também pelos coeficientes de correlacdo linear associados na
figura 4.9 B), nota-se que se vai perdendo a relacdo exponencial entre a anisotropia de
fluorescéncia média e a temperatura, a medida que as concentragdes de colesterol vao
aumentando, o que acontece a partir da adi¢cdo de 10% de colesterol. Estes desvios a relacao
exponencial entre a anisotropia de fluorescéncia média e a temperatura, indicam que a adicdo
colesterol acima de 10% de colesterol, fazem alterar o estado molecular dos MLV, sendo que
estas bicamadas lipidicas deixam de apresentar propriedades tipicas de liquidos homogéneos
normais, logo deixam de estar numa fase liquido-desordenado.

Quando o DPH se encontra em bicamadas lipidicas, encontra-se num meio
anisotropico, no entanto, se 0 meio for suficientemente fluido, o DPH pode descrever uma
esfera, através dos seus movimentos de rotacdo, devido ao fato de ser considerado um rotor
isotropico, por possuir os momentos dipolares de excitagdo e emissao paralelos e por possuir
uma simetria ao longo do eixo molecular maior. No entanto, a adi¢do de colesterol as

bicamadas lipidicas vai restringir a liberdade conformacional das cadeias metilénicas,
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diminuindo a fluidez das bicamadas lipidicas, o que faz com que a difuséo rotacional do DPH
seja condicionada [31].

Quando o meio que envolve o DPH restringe a sua difusdo rotacional, o DPH comeca
a comportar-se como uma molécula nao-esférica, descrevendo um elipsoide prolato de
revolugdo, como apresenta a figura 4.11. Este elipsoide prolato de revolucéo é caracterizado
por apresentar um eixo de rotacdo mais comprido que os outros dois eixos de rotacdo que
apresentam a mesma dimensdo (a>b), sendo que o eixo de rotacdo mais comprido

corresponde ao eixo de simetria da molécula [31].

Prolate
Dy=Dy

Figura 4.11 - Representacdo esquemética da forma de um
elipsoide prolato de revolucdo descrito pelo DPH (adaptado de

[31]).

E pelo fato de deixar de descrever uma esfera, para comegar a descrever um elipsoide
prolato de revolucdo, que a adicdo de colesterol acima dos 10%, deixa de ser possivel aplicar
a equacao de Perrin (13), para rotores esféricos. Por este motivo, para se determinar o efeito
do colesterol em bicamadas lipidicas acima dos 10% de colesterol, normalmente fazem-se
estudos de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo, em vez de estudos de anisotropia
de fluorescéncia em estado estacionario, uma vez que a anisotropia de fluorescéncia resolvida
no tempo permite que a amostra seja excitada com um pulso de radiacdo incidente, sendo que
0 decaimento de anisotropia de fluorescéncia, dependente do tempo, reflete 0s movimentos
moleculares do meio que rodeia o0 DPH, uma vez que quanto mais ordenado for o meio que
rodeia o DPH, maior serd o tempo de decaimento da anisotropia de fluorescéncia. Assim, a
técnica de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo permite determinar, com maior
precisdo, a orientacdo angular das cadeias metilénicas das bicamadas lipidicas em torno de
uma sonda fluorescente [31, 36].

E de notar que pela figura 4.9 A), existem quatro tendéncias diferentes de interagéo do
colesterol com o POPC, sendo que a adi¢do de colesterol abaixo dos 10% permite que as
bicamadas lipidicas estejam numa fase liquido-cristalino desordenado, o que esta de acordo

com o diagrama de fases parcial apresentado na figura 2.16 B), no entanto, apesar da
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anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, ndo permitir determinar o efeito do
colesterol em bicamadas lipidicas compostas por POPC e colesterol, acima de 10% de
colesterol, os dados obtidos neste trabalho ndo permitem confirmar a existéncia de apenas trés
zonas distintas como apresenta o diagrama de fases parcial da figura 2.16 B), pelo contrario,
indicam que existem quatro tendéncias diferentes de variagéo de anisotropia de fluorescéncia
com o inverso da temperatura, em funcdo da proporcéo de colesterol presente nas bicamadas
lipidicas.

Este estudo da variacdo de anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, do
DPH em MLV compostos por POPC e colesterol ja tinha sido realizado anteriormente, por
Halling e seus colaboradores em 2008, sendo que os valores de anisotropia obtidos neste
trabalho experimental estdo de acordo com os resultados de anisotropia de fluorescéncia

obtidos nesse estudo e que estdo apresentados na figura 4.12 [52].

10 mol% | 20 mol%

Anisotropy
(=]
g

30 mol%

10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
Temperature (°C)

Figura 4.12 - Representacdo esquematica dos resultados de anisotropia
de fluorescéncia do DPH em vesiculas de POPC e colesterol, obtidos
por Halling e seus colaboradores em 2008. (1) POPC; (2) POPC +
glicosideo de colesteril; (3) POPC + colesterol (adaptado de [52]).

Comparando os resultados obtidos neste trabalho experimental, com os resultados
obtidos por Halling e seus colaboradores, nota-se que aos 13 °C, para vesiculas compostas
apenas por POPC, r = 0,17 e na figura 4.12, r = 0,15. Aos 45 °C obtém-se r = 0,08 e na
figura 4.12, observa-se r = 0,07, mostrando que os valores sdo aproximadamente iguais.
Além disso, quando a concentragdo de colesterol aumenta, nota-se um aumento dos valores de
anisotropia de fluorescéncia nos resultados obtidos por Halling e seus colaboradores, sendo
que o mesmo é observado neste trabalho experimental, apresentado na figura 4.9 A). Por

exemplo, a adicdo de 10% de colesterol neste trabalho experimental mostra que a anisotropia
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de fluorescéncia passa de r = 0,17 para r = 0,193, aos 13 °C, e na figura 4.12, para a mesma
temperatura, a anisotropia de fluorescéncia passa de r = 0,15 para r = 0,19. Entretanto a
temperatura de 45 °C, este trabalho experimental mostra que a anisotropia de fluorescéncia
passa de r = 0,08 para r = 0,095, e na figura 4.12, para a mesma temperatura, a anisotropia de
fluorescéncia passa de r = 0,07 para r = 0,09, mostrando, mais uma vez, que os resultados
obtidos neste trabalho experimental estdo de acordo com os estudos semelhantes encontrados
na literatura [52].

Todavia, neste trabalho experimental foi possivel fazer uma analise quantitativa do
efeito do colesterol nas bicamadas lipidicas compostas por POPC, a qual nédo foi realizada no
trabalho efetuado por Halling e seus colaboradores, sendo que esta analise quantitativa é
bastante importante, uma vez que existem estudos que demonstram que a hidrofobicidade
existente entre residuos de aminoacidos de determinadas proteinas e bicamadas lipidicas
compostas por POPC é semelhante a hidrofobicidade que existe entre determinadas proteinas
e a membrana do reticulo endoplasmatico [53].

A utilizacdo de POPC nos estudos de interacdo de colesterol com bicamadas lipidicas
é bastante importante devido ao fato de o POPC ser um dos lipidos mais abundantes nas
membranas bioldgicas, além de que a membrana do reticulo endoplasmatico é composta
principalmente por 48% PC; 19% PE; 4% PS; 8% PI; 5% SM e 6% Chol. Ora se a
hidrofobicidade existente entre residuos de aminoacidos de determinadas proteinas e
bicamadas lipidicas compostas por POPC é semelhante a hidrofobicidade que existe entre
determinadas proteinas e a membrana do reticulo endoplasmaético, entdo significa que os 48%
PC que compdem a membrana do reticulo endoplasmatico sdo maioritariamente POPC.
Assim sendo, € possivel assumir que bicamadas lipidicas compostas por POPC e colesterol
mimetizam parcialmente as membranas do reticulo endoplasmatico. Desta forma, a
determinacdo quantitativa do efeito do colesterol em bicamadas lipidicas compostas por
POPC é da maxima importancia para perceber, parcialmente, o efeito do colesterol na
membrana do reticulo endoplasmatico, a qual é bastante importante na homeostasia do
colesterol nas células. Como referido na sec¢do 2.1.1., quando ocorre um desequilibrio na
homeostasia do colesterol nas células, esse desequilibrio esta associado a uma acumulagéo de
colesterol na membrana do reticulo endoplasmatico, que normalmente apresentam cerca de
6% de colesterol, sendo uma membrana bastante fluida. A acumulacdo de colesterol nesta
membrana pode desencadear processos patoldgicos, uma vez que a membrana perde a sua
fluidez, assim, tanto a membrana como as proteinas existentes nela, deixam de possuir as suas

funcbes normais [1, 3, 4, 5, 6, 53].
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Neste trabalho experimental, é possivel fornecer uma ferramenta quantitativa que
determina a percentagem de colesterol, a partir da qual, as membranas compostas por POPC
comecam a perder a sua fluidez, sendo que através da andlise quantitativa foi possivel
determinar que as membranas compostas por POPC e 5% de colesterol séo membranas
fluidas, mas que a partir de 10% de colesterol esta fluidez comeca a diminuir, ndo sendo
possivel determina-la quantitativamente. Ainda assim, é possivel afirmar que as membranas
do reticulo endoplasmatico estdo num estado fluido com 5% de colesterol, sendo que a

presenca de maiores percentagens de colesterol podem conduzir a estados patologicos.

4.6. Analise quantitativa de anisotropia de fluorescéncia em
estado estacionario, versus Temperatura para MLV compostos
por 100% DMPC (35 °C - 53 °C) e MLV compostos por 100%
egg-SM (47 °C - 63 °C)

Numa tentativa de entender o comportamento do DPH e lipidos essencialmente
saturados como o DMPC e egg-SM, procedeu-se a um estudo idéntico ao que se fez para
determinar o comportamento do DPH em lipidos com uma cadeia metilénica monoinsaturada
como o POPC, descrito na se¢éo 4.5.

Tal como para o estudo de anisotropia de fluorescéncia versus temperatura, para MLV
compostos por POPC e colesterol, ndo é possivel determinar valores de viscosidade dos MLV
compostos por de DMPC e MLV compostos por egg-SM, no entanto, tal como se fez para o
estudo de anisotropia de fluorescéncia versus temperatura, para MLV compostos por POPC e
colesterol, € possivel considerar uma solugdo de viscosidade conhecida como referéncia, e
tendo as medidas de anisotropia de fluorescéncia média do DPH em MLV compostos por
DMPC e MLV compostos por egg-SM, é possivel comparar a viscosidade destes MLV, com a

viscosidade da solucdo de referéncia através dos valores de energia de ativacdo que séo
obtidos no grafico do tipo In(ry) versus %

Esta anélise s6 é possivel, uma vez que o grafico da variacdo da anisotropia de
fluorescéncia versus % do DPH em MLV compostos por DMPC e MLV compostos por egg-

SM representado na figura 4.13, tem 0 mesmo comportamento que o grafico da variacdo da
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anisotropia de fluorescéncia média versus % para 0 DPH em parafina liquida, que esta
representado na figura 2.30 da se¢édo 2.4.1, que também apresenta uma variacao ndo-linear de
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Figura 4.13 - Representacdo grafica da variacdo da anisotropia de
fluorescéncia versus inverso da temperatura, para o DPH em MLV
compostos por 100% DMPC e MLV compostos por 100% egg-SM.

Tendo as medidas de anisotropia de fluorescéncia média do DPH em MLV compostos
por DMPC e MLV compostos por egg-SM, é possivel comparar a viscosidade destes MLV,

com a viscosidade da solucdo de referéncia através dos valores de energia de ativacdo que sao

obtidos no grafico do tipo In(ry) versus %
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Figura 4.14 - Representagdo grafica da variacdo do logaritmo neperiano da anisotropia de fluorescéncia
versus inverso da temperatura absoluta, do DPH em MLV compostos por 100% DMPC e MLV compostos
por 100% egg-SM.

Pela figura 4.14, nota-se que os coeficientes de correlagdo para os MLV compostos
por 100% DMPC (R* = 0,991) e para os MLV compostos por 100% egg-SM (R* = 0,996),
ndo sao tdo bons como para os MLV compostos por 100% de POPC (R* = 0,999), o que

mostra que ndo ha uma dependéncia exponencial da anisotropia de fluorescéncia com a
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temperatura do DPH em MLV compostos por 100% DMPC e para 0s MLV compostos por
100% egg-SM, tédo boa como a que se observa para MLV compostos por 100% de POPC,
ainda assim, tomando como exemplo o trabalho realizado por Kawato e seus colaboradores
(1977), descrito na secdo 2.4.1., é possivel comparar a viscosidade desta solugdo com a
viscosidade dos MLV compostos por 100% DMPC e para os MLV compostos por 100% egg-
SM e a viscosidade destes com a viscosidade de MLV compostos por 100% de POPC, atraves

da determinacéo da E, do DPH em cada meio [43].
Assim, considerando as equacfes obtidas da linearizacéo de in(r,,) versus i para:

MLV compostos por 100% DMPC.:
y = 2516 x — 10,474; R? = 0,98 (21)

Aplicando a expressdo (10), obtém-se a E, = 20,92 kJ mol™, que é a energia necessaria

para que ocorra a difuséo rotacional do DPH em MLV compostos por 100% de DMPC.

MLV compostos por 100% egg-SM:
y = 2453,2 x — 9,5911; R? = 0,992 (22)

Aplicando a express&o (10), obtém-se a E, = 20,40 kJ mol™, que é a energia necesséria
para que ocorra a difusdo rotacional do DPH em MLV compostos por 100% de egg-SM.

Pela analise dos valores de energia de ativacdo para MLV compostos por 100%
DMPC e para os MLV compostos por 100% egg-SM, nota-se que a diferenca entre estes
valores ndo é significativa, sugerindo que a energia necessaria para que ocorra a difusdo
rotacional do DPH em MLV compostos por 100% DMPC € praticamente a mesma energia
para que ocorra a difusdo rotacional do DPH em MLV compostos por 100% de egg-SM.

Comparando estes valores com aquele obtido para a parafina liquida (E; = 29,82 kJ
mol™), determinado na secéo 2.4.1., nota-se que o DPH necessita de maior energia para que
ocorra a difusdo rotacional em parafina liquida do que em MLV compostos por 100% de
DMPC ou 100% de egg-SM, sugerindo que a viscosidade da parafina liquida é maior que a
viscosidade dos MLV compostos por 100% DMPC e MLV compostos por 100% de egg-SM.

Além disso, ao comparar os valores de E, para MLV compostos por 100% DMPC e
MLV compostos por 100% de egg-SM e para MLV compostos por 100% POPC (E, = 17,45

kJ mol™, determinado na secfo 4.5), nota-se que a energia de ativacdo para que ocorra a
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difuséo rotacional do DPH em MLV compostos por 100% DMPC e MLV compostos por
100% de egg-SM é maior que a energia de ativacdo para que ocorra a difusdo rotacional do
DPH em MLV compostos por 100% de POPC, sugerindo que a viscosidade dos MLV
compostos por cadeias metilénicas essencialmente saturadas (DMPC e egg-SM), é maior que
aquela encontrada para os MLV compostos por 100% de POPC. Este fato pode estar
relacionado com o empacotamento em cada tipo de MLV, sendo que lipidos que possuem
cadeias metilénicas saturadas, apresentam um maior empacotamento que aquele observado
para lipidos com cadeias metilénicas insaturadas. Ora 0 POPC é composto por uma cadeia
metilénica saturada (cadeia metilénica palmitoil), e uma cadeia metilénica monoinsaturada
(cadeia metilénica oleiloil). Esta cadeia metilénica monoinsaturada, com uma ligacéo cis, faz
com que o empacotamento nestas bicamadas lipidicas seja menor que aquele observado para
cadeias metilénicas saturadas, logo as bicamadas lipidicas compostas por POPC sao

naturalmente mais fluidas que as bicamadas lipidicas compostas por DMPC ou egg-SM.

4.7. Anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,
versus Temperatura, para MLV compostos por POPC, egg-SM e

Colesterol

A figura 4.15, representa o grafico da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em
estado estacionério, em funcdo da temperatura, do DPH em MLV compostos por uma mistura
lipidica ternaria equimolar de 33% egg-SM + 33% POPC + 33% colesterol.
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Figura 4.15 - Representacdo gréafica da variagdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,
versus temperatura, do DPH em MLV compostos por 33% egg-SM + 33% POPC + 33% colesterol.

Esta mistura lipidica ternaria equimolar & considerada a mistura canonica entre

fosfatidilcolinas, como o POPC, esfingomielinas e colesterol, uma vez que nestas
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percentagens existe uma coexisténcia de fases liquido-cristalino ordenado e liquido-cristalino
desordenado, como se pode observar na figura 2.17, que representa esquematicamente um
diagrama de fases para uma mistura lipidica ternaria de PSM/POPC/colesterol, além disso é
tida como uma mistura candnica para a observacdo de heterogeneidade lateral em misturas
lipidicas ternarias [25, 27, 54].

Devido ao fato de ser esperado haver uma coexisténcia de fases liquido-ordenado e
liquido-desordenado, era de esperar que houvesse uma variacao nos valores de anisotropia de
fluorescéncia, ou seja, deveria ser possivel observar um aumento nos valores de anisotropia
de fluorescéncia, quando o DPH estivesse num meio lipidico que apresentasse uma fase
liquido-ordenado, e deveria ser possivel observar uma diminuigdo nos valores de anisotropia
de fluorescéncia quando o DPH estivesse num meio lipidico que apresentasse uma fase
liquido-desordenado, no entanto, pela figura 4.15, observa-se uma diminuicdo de
fluorescéncia progressivamente continua, parecendo que ndo existe nenhuma coexisténcia de
fases, mas sim que as bicamadas estejam apenas numa Unica fase.

A partir destes resultados surge uma davida: sera que os dados apresentados na
literatura estdo errados e ndo existe uma coexisténcia de fases liquido-ordenado e liquido-
desordenado, para esta mistura lipidica ternaria equimolar?

Para tentar dar uma resposta a esta questdo, € necessario perceber se a sonda
fluorescente utilizada tem alguma preferéncia de particdo para algumas destas fases, apesar de
na literatura existirem dados que indicam que o DPH ndo tem preferéncia de particdo nem
para a fase liquido-ordenado, nem para a fase liquido-desordenado [49, 55].

Para tal, foram feitas misturas lipidicas binarias quase equimolares e misturas lipidicas
binarias equimolares de POPC + colesterol e egg-SM + colesterol e foi necessario comparar
os valores de anisotropia de fluorescéncia obtidos com aqueles obtidos para a mistura lipidica
ternaria equimolar. Os resultados estdo apresentados na figura 4.16 A) e B).

A figura 4.16 A), representa o gréfico das variagdes das anisotropias de fluorescéncia,
em estado estacionario, em funcdo da temperatura, do DPH em MLV compostos por uma
mistura lipidica binaria quase equimolar de 55% egg-SM + 45% colesterol; mistura lipidica
binaria quase equimolar de 55% POPC + 45% colesterol e mistura lipidica ternaria equimolar
de 33% POPC + 33% egg-SM + 33% colesterol. A figura 4.16 B), representa o grafico das
variacdes das anisotropias de fluorescéncia, em estado estacionario, em fungédo da temperatura,
do DPH em MLV compostos por uma mistura lipidica binaria equimolar de 50% egg-SM +
50% colesterol; mistura lipidica binaria equimolar de 50% POPC + 50% colesterol e mistura

lipidica ternaria equimolar de 33% POPC + 33% egg-SM + 33% colesterol.
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Figura 4.16 - Representacdo grafica da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, versus
temperatura, do DPH em MLV compostos por: A) 55% egg-SM + 45% colesterol; 55% POPC + 45% colesterol
e 33% POPC + 33% egg-SM + 33% colesterol. B) 50% egg-SM + 50% colesterol; 50% POPC + 50% colesterol
e 33% POPC + 33% eaa-SM + 33% colesterol.

Ao observar a figura 4.16 A), nota-se que os valores de anisotropia de fluorescéncia
média do DPH presente nos MLV compostos por 55% egg-SM + 45% Chol, sao
substancialmente mais elevados que aqueles observados para o DPH em MLV compostos por
55% POPC + 45% Chol, mostrando que as bicamadas lipidicas compostas por 55% egg-SM +
45% Chol sdo muito mais ordenadas que as bicamadas lipidicas compostas por 55% POPC +
45% Chol, sendo que os valores da anisotropia de fluorescéncia media, em estado
estacionario, do DPH para os MLV compostos por 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol,
sdo intermédios aos observados para 0s MLV compostos por 55% egg-SM + 45% Chol e para
0s MLV compostos por 55% POPC + 45% Chol, mostrando que as bicamadas compostas por
esta mistura ternaria equimolar, possuem uma ordenacdo menor que a existente em MLV
compostos por 55% egg-SM + 45% Chol e maior que a ordenagdo existente em MLV
compostos por 55% POPC + 45% Chol.

Todavia, nota-se que o comportamento obtido com os valores da anisotropia média, do
DPH em MLV compostos por 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol, é mais parecido com
0 comportamento obtido para MLV compostos por 55% POPC + 45% Chol, sugerindo que
podera haver uma preferéncia de particdo do DPH para meios menos ordenados.

Entdo, houve a necessidade de fazer a comparacdo do comportamento do DPH em
MLV compostos por misturas lipidicas binarias equimolares e misturas lipidicas ternérias
equimolares. Para tal foram feitas medidas de anisotropia de fluorescéncia, em estado
estacionario, para 0 DPH em MLV compostos por 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol,
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MLV compostos por 50% POPC + 50% Chol e MLV compostos por 50% egg-SM + 50%
Chol, sendo que os resultados estdo apresentados na figura 4.16 B).

Ao observar a figura 4.16 B), nota-se que os valores de anisotropia média, do DPH
presente nos MLV compostos por 50% egg-SM + 50% Chol, sdo substancialmente mais
elevados que aqueles observados para 0 DPH em MLV compostos por 50% POPC + 50%
Chol, sendo que MLV compostos por 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol séo
praticamente iguais, dentro do erro experimental, aqueles observados para 0 DPH em MLV
compostos por 50% POPC + 50% Chol, fato que vem provar, inequivocamente, que o DPH
tem uma preferéncia de particdo para meios lipidicos menos ordenados, como o meio lipidico
proporcionado pela mistura lipidica binaria equimolar composta por 50% POPC + % Chol.

A partir deste estudo, é possivel perceber que a diminuicdo de fluorescéncia
continuamente progressiva, parecendo que nao existe nenhuma coexisténcia de fases,
observada na figura 4.3, ndo se deve a que ndo exista coexisténcia de fases, mas sim a
preferéncia de particdo que o DPH tem para com meios lipidicos menos ordenados, indicando
que aquelas medidas de anisotropia de fluorescéncia, reportam a difusdo rotacional do DPH
nos dominios lipidicos menos ordenados onde existe mais POPC.

Seria bastante interessante fazer leituras de anisotropia de fluorescéncia, em estado
estacionario para uma sonda que particionasse para dominios lipidicos mais ordenados, de
maneira a comprovar estes resultados.

Neste trabalho experimental considera-se que quando se adiciona 50% de colesterol, a
totalidade desse colesterol é inserida nas bicamadas lipidicas, uma vez que ha referéncia na
literatura de que o colesterol é solivel em bicamadas lipidicas até 66% (com recurso a
abordagens experimentais especificas), sendo que acima desta percentagem, o colesterol tem

tendéncia a cristalizar fora da bicamada lipidica [2, 25].
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5. Conclusoes

E possivel concluir que, de uma forma geral, 0 aumento da temperatura faz alterar as
propriedades fisico-quimicas das bicamadas lipidicas, uma vez que se observa uma
diminuicdo dos valores de anisotropia de fluorescéncia média do DPH, levando a concluir que
0 aumento da temperatura faz aumentar a liberdade conformacional das cadeias metilénicas
dos lipidos, diminuindo a ordenacgdo das bicamadas lipidicas. A diminui¢do da ordenacéo das
bicamadas lipidicas traduz-se num aumento da difusdo rotacional do DPH, que faz aumentar a
despolarizacéo da radiacao emitida pelo DPH e por conseguinte, ocorre uma diminui¢do dos
valores de anisotropia de fluorescéncia. Além disso, conclui-se que a adi¢do de colesterol
altera bastante as propriedades fisico-quimicas das bicamadas lipidicas, aumentando a sua
ordenacdo, uma vez que hd um aumento nos valores de anisotropia de fluorescéncia, em
estado estacionario, indicando que a difusdo rotacional do DPH é menor, 0 que reporta que 0
meio que o rodeia esta mais ordenado.

Pelos resultados obtidos para a anisotropia de fluorescéncia versus temperatura, para
MLV compostos por DMPC e DPPC, conclui-se que ndo é possivel determinar se 0 DPH tem
uma preferéncia por uma fase gel, ou uma fase liquido-cristalino, apenas é possivel observar
como a temperatura de transicdo de fase é alterada a medida que se alteram as concentracdes
de cada tipo de lipido. Por exemplo, a medida que a concentracdo de DPPC aumenta, a
temperatura de transicdo de fase também vai aumentando relativamente a temperatura de
transicdo de fase observada, para MLV compostos apenas por DMPC, sendo que para MLV
compostos por 100% de DMPC, T, = 24 °C e para MLV compostos por 100% DPPC, Ty, =
42 °C. Abaixo da Tp, entre os 13 °C e 0s 19 °C, a anisotropia de fluorescéncia € praticamente
igual (r = 0,36 £ 0,01), dentro do erro experimental, independentemente das concentracdes de
DMPC e DPPC nos MLV, que é 0 mesmo que acontece acima da temperatura de transicdo de
fase, entre os 41 °C e os 53 °C, em que a anisotropia de fluorescéncia apresenta valores
praticamente iguais a 0,08 + 0,02 independentemente da concentracdo dos lipidos. Nos MLV
compostos por 40% de DPPC + 60% de DMPC, observa-se uma transi¢do aos 30 °C e outra
aos 38 °C, sugerindo que existe uma coexisténcia de fases em fungédo da temperatura. Quando
as concentragdes, de cada um dos lipidos que compdem a mistura, sdo mais elevadas, como
no caso de 40% DPPC + 60% DMPC e 60% DMPC + 40% DPPC, é mais dificil determinar a
temperatura de transicdo de fase, o que sugere que esta analise é bastante sensivel a pureza
dos lipidos, a coexisténcia de fases e € possivel determinar valores de temperatura de

transicdo de fase corretos através desta analise, devido precisamente a sua sensibilidade.
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No estudo da anisotropia de fluorescéncia versus temperatura, para MLV compostos
por egg-SM, os valores de anisotropia sdéo medidos no intervalo de temperaturas entre os 13
°C (r=0,37) eos 63 °C (r =0,10), sendo que entre 0s 33 °C e 0s 47 °C, ocorre a transi¢do de
fase que faz com que as bicamadas lipidicas transitem de uma fase gel (Lg), para uma fase
liquido-cristalino (L,), ocorrendo uma diminuicdo brusca nos valores de anisotropia de
fluorescéncia, que passam de 0,34 para 0,15. No entanto, pela primeira derivada nao é
possivel determinar a temperatura de transicdo com exatiddo para MLV compostos por 100%
egg-SM, uma vez que se observam dois picos as temperaturas de 38 °C e 44 °C, levando a
concluir que a egg-SM utilizada na preparacdo destes MLV ndo é pura o suficiente para que
haja uma temperatura de transicdo exata e bem definida. O mesmo se pode concluir para a
tentativa de determinar o ponto de inflexdo, aplicando a segunda derivada. Tais resultados
levam a questBes acerca do uso generalizado de egg-SM e misturas lipidicas que apresentam
heterogeneidade lateral.

Os resultados para a anisotropia de fluorescéncia versus temperatura, para MLV
compostos por egg-SM e colesterol, mostram que a adi¢cdo de colesterol em percentagens cada
vez maiores, faz desaparecer a fase de transicdo que se observa claramente para os MLV
compostos por 100% egg-SM e que vai desaparecendo com 0 aumento da percentagem de
colesterol adicionado. Também € possivel concluir que abaixo da temperatura de transi¢ao de
fase, a egg-SM estd numa fase gel, cujas propriedades fisico-quimicas ndo sdo alteradas,
independentemente da percentagem de colesterol adicionada, uma vez que o valor de
anisotropia é de 0,32 + 0,02, mantendo-se praticamente constante, independentemente da
percentagem de colesterol adicionada. Acima da temperatura de transicdo de fase, a adigéo de
colesterol entre 5% e 15%, faz alterar significativamente as propriedades fisico-quimicas da
egg-SM, uma vez que os valores de anisotropia de fluorescéncia média do DPH vao
aumentando progressivamente. Por exemplo, para a temperatura de 55 °C, e 5% Chol
apresenta uma r = 0,15; quando t = 55 °C e existe 10% Chol, r = 0,20 e quandot =55 °C e
existe 15% Chol, r = 0,25, havendo uma ordenacdo cada vez maior das cadeias metilénicas
das bicamadas lipidicas, quanto maior for a concentracdo de colesterol. A adi¢do de colesterol
acima dos 15%, apOs a temperatura de transicdo de fase, ndo parece influenciar
significativamente as propriedades fisico-quimicas das bicamadas lipidicas, uma vez que
qualquer que seja a percentagem de colesterol adicionado: 15%; 20%; 25%; 30%; 35%; 40%;
45% e 50%, os valores de anisotropia de fluorescéncia média do DPH sdo praticamente iguais,
dentro do erro experimental. Além disso, € de notar que para as percentagens de colesterol

mais elevadas (45 e 50%), a anisotropia de fluorescéncia ndo varia dentro do intervalo de
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temperaturas entre 0s 13 °C e 0s 55 °C, para estes MLV, havendor =0,31£0,02er=0,32 =
0,02, respetivamente.

Os resultados obtidos para a anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario,
versus temperatura, para MLV compostos por POPC e colesterol, conclui-se que o colesterol
interage de forma diferente com as bicamadas lipidicas compostas por POPC, dependendo da
quantidade de colesterol adicionado a estas bicamadas lipidicas, sendo possivel distinguir
quatro tendéncias diferentes de interacdo do colesterol com o POPC. Nota-se que existe uma
relacdo exponencial entre a anisotropia de fluorescéncia média e a temperatura para MLV
compostos por 100% POPC (R* = 0,999), e 95% POPC + 5% Chol (R* = 0,999), indicando
que ambos apresentam caracteristicas moleculares anélogas, estando numa fase liquido-
cristalino, (fase liquido-desordenado), o que pode ser provado pelos valores de energia de
ativacdo. Para MLV compostos por 100% POPC, a E, = 17,45 kJ mol™, sendo que para MLV
compostos por 95% POPC + 5% Chol, a E, = 17,98 ki mol™, o que significa que estes MLV
apresentam praticamente a mesma viscosidade, logo o DPH necessita da mesma energia para
que ocorra a sua difusdo rotacional tanto em MLV compostos por 100% POPC, como MLV
compostos por 95% POPC+5% Chol, levando a concluir que a adi¢do de 5% de colesterol ndo
altera significativamente as propriedades fisico-quimicas destas bicamadas lipidicas. A adicdo
de colesterol acima de 10% faz com que se deixe de observar a relagdo exponencial entre a
anisotropia de fluorescéncia média e a temperatura, levando a concluir que a adicdo de
colesterol acima de 10% faz alterar o estado molecular dos MLV, os quais deixam de
apresentar propriedades tipicas de liquidos homogéneos normais, deixando de estar numa fase
liquido-cristalino, num estado liquido-desordenado.

Pelos resultados obtidos para a analise quantitativa de anisotropia de fluorescéncia
versus temperatura, para MLV compostos por 100% DMPC (35 °C - 53 °C) e MLV
compostos por 100% egg-SM (47 °C - 63 °C), conclui-se que o DPH necessita de maior
energia para que ocorra a difuséo rotacional em parafina liquida (E, = 29,82 kJ mol™), do que
em MLV compostos por 100% de DMPC (E, = 20,92 kJ mol™) ou 100% de egg-SM (E, =
20,40 kJ mol™), levando a concluir que a viscosidade da parafina liquida é maior que a
viscosidade dos MLV compostos por 100% DMPC e MLV compostos por 100% de egg-SM.
Além disso, comparando os valores de E, para MLV compostos por 100% DMPC e 100% de
egg-SM, com o valor de E, para MLV compostos por 100% POPC (E, = 17,45 kJ mol™),
nota-se que a energia de ativagdo para que ocorra a difusdo rotacional do DPH em MLV
compostos por 100% DMPC e 100% de egg-SM é maior que a energia de ativacdo para que

ocorra a difuséo rotacional do DPH em MLV compostos por 100% de POPC, levando a
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concluir que a viscosidade dos MLV compostos por cadeias metilénicas essencialmente
saturadas (DMPC e egg-SM), é maior que aquela encontrada para os MLV compostos por
100% de POPC, uma vez que o POPC é composto por uma cadeia metilénica saturada (cadeia
metilénica palmitoil), e uma cadeia metilénica monoinsaturada (cadeia metilénica oleiloil).
Esta cadeia metilénica monoinsaturada, com uma ligagdo cis, faz com que o empacotamento
nestas bicamadas lipidicas seja menor que aquele observado para cadeias metilénicas
saturadas, logo as bicamadas lipidicas compostas por POPC sdo naturalmente mais fluidas
que as bicamadas lipidicas compostas por DMPC ou egg-SM.

Nos resultados obtidos para a anisotropia de fluorescéncia versus temperatura, para
MLV compostos por POPC, egg-SM e colesterol, conclui-se que ha uma diminui¢do de
anisotropia de fluorescéncia média, a medida que a temperatura aumenta. Esta diminuicdo de
anisotropia de fluorescéncia é também continua, ndo estando de acordo com o fato de, para a
mistura lipidica equimolar 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol, estar prevista a
ocorréncia de coexisténcia de fases liquido-ordenado e liquido-desordenado. Entretanto,
comparando os valores de anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, do DPH em
MLV compostos por 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol, MLV compostos por 50% egg-
SM + 50% Chol e MLV compostos por 50% POPC + 50% Chol, conclui-se que as bicamadas
lipidicas compostas por 50% egg-SM + 50% Chol sdo muito mais ordenadas que as
bicamadas lipidicas compostas por 50% POPC + 50% Chol, pois os valores de anisotropia de
fluorescéncia, em estado estacionario para MLV compostos por 50% egg-SM + 50% Chol sédo
muito mais elevados. Além disso, os valores de anisotropia de fluorescéncia, em estado
estacionario, para 0 DPH em MLV compostos por 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol
sdo praticamente iguais, dentro do erro experimental, aqueles observados para o0 DPH em
MLV compostos por 50% POPC + 50% Chol, permitindo concluir que o DPH tem uma
preferéncia de particdo para meios lipidicos menos ordenados, como o meio lipidico
proporcionado pela mistura lipidica binaria equimolar composta por 50% POPC + 50% Chol.
Entdo, é possivel concluir que a diminuicéo de fluorescéncia continuamente progressiva, para
a mistura lipidica ternaria equimolar 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol se deve a
preferéncia de particdo que o DPH tem para com meios lipidicos menos ordenados, indicando
que aquelas medidas de anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, reportam a

difusdo rotacional do DPH nos dominios lipidicos menos ordenados onde existe mais POPC.
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6. Perspetivas futuras

* Os gréficos que relacionam a variagdo da anisotropia de fluorescéncia media,
com a temperatura, para MLV compostos por lipidos puros como 100% de DMPC e
100% de DPPC, permitem observar claramente uma transicdo de fase, sendo que a
aplicacdo matematica da primeira derivada permite determinar, com exatiddo, a
temperatura de transicdo de fase e a aplicagcdo matemética da segunda derivada
permite determinar, com exatiddo as temperaturas em que ocorre o ponto de inflexdo.
No entanto, para MLV compostos por 100% de egg-SM, ndo € possivel determinar,
com exatidao, a temperatura de transicdo de fase, nem as temperaturas em que esta
mudanca de fase comeca e acaba, 0 que podera estar relacionado com a pureza do
lipido que compde os MLV.

Para provar este pressuposto, poderiam ser realizados MLV compostos por um
tipo de esfingolipido mais puro, como a PSM e determinar a temperatura de transicéo
de fase e as temperaturas em que esta mudanca de fase comeca e acaba, através da
aplicacdo matematica da 1% e 22 derivadas e comparar estes valores com aqueles

obtidos com os MLV compostos por egg-SM.

* A adicdo de percentagens de colesterol superiores a 10%, faz com que deixe de
se observar uma relagdo exponencial entre a anisotropia de fluorescéncia média, em
estado estacionario, com a temperatura. Portanto, acima de 10% de colesterol, as
bicamadas lipidicas deixam de se comportar como liquidos homogéneos normais,
passando a ter interacdes moleculares diferentes, desta forma o DPH deixa de
descrever uma esfera, através dos seus movimentos de rotacdo, passando a ter a sua
difusdo rotacional condicionada pelo meio envolvente.

A aplicacdo da equacdo de Perrin, para estudar a anisotropia de fluorescéncia,
em estado estacionario, para a adi¢do de colesterol acima dos 10%, deixa de ser vélida,
sendo que para estudar a organizacdo do meio que envolve o DPH, é necessario
utilizar técnicas resolvidas no tempo, como a técnica de anisotropia de fluorescéncia
resolvida no tempo, a qual permite determinar a orientacdo angular das cadeias

metilénicas das bicamadas lipidicas em torno do DPH, uma vez que permite observar
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o0 decaimento de anisotropia de fluorescéncia ao longo do tempo, apds a amostra ter
sido excitada com um pulso de radiagé&o.

Os resultados obtidos da variacdo da anisotropia de fluorescéncia, em estado
estacionario, do DPH, em misturas lipidicas ternarias equimolares, mostram que o
DPH tem uma preferéncia por dominios lipidicos menos ordenados, sendo que
aquando da mistura lipidica ternaria de 33% POPC + 33% egg-SM + 33% Chol,
deveria haver uma coexisténcia de fases liquido-ordenado e liquido-desordenado,
desta forma seria bastante interessante comparar os resultados obtidos com resultados
obtidos de anisotropia de fluorescéncia, em estado estacionario, para uma sonda que
particione especificamente para dominios lipidicos ordenados.
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