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Resumo

Sondas fluorescentes hidrofébicas no estudo de membranas modelo tém sido amplamente utilizadas, pois apresentam
dindmicas rotacionais diferentes para diversos ambientes lipidicos, sendo capazes de monitorar a fluidez da bicamada
lipidica e os mecanismos dependentes deste fator. Entretanto, a eficacia do uso de sondas fluorescentes anfipaticas deve
ser avaliada uma vez que a localizagdo dessas sondas na membrana pode causar uma falha no monitoramento do
empacotamento das cadeias graxas. Foram apresentados, neste trabalho, resultados da fluorescéncia estatica da sonda
AHBA (2-Amino-N-hexadecilbenzamida) utilizada em estudos do comportamento de fase de vesiculas lipidicas
(lipossomas) formadas por misturas lipidicas e contendo colesterol. Foram variados, na produgédo dos lipossomas, o
comprimento da cadeia hidrocarbdnica dos lipideos, bem como o tipo de cabega polar: fosfatidilcolina (PC) e
fosfatidilglicerol (PG). Parametros como intensidade de fluorescéncia, deslocamento espectral e anisotropia estatica foram
obtidos para o AHBA, inserido nas diferentes bicamadas lipidicas. A anisotropia estatica se mostrou o parametro mais
adequado no monitoramento da transicdo da fase gel para a fase fluida da bicamada, detectando ainda a presenca de
colesterol no sistema, enquanto os resultados de deslocamento espectral mostraram que o AHBA possui baixa
sensibilidade a altera¢des de polaridade discretas no ambiente ao seu redor.
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Abstract

Hydrophobic fluorescent probes have been widely used to study model membranes, as they present different rotational
dynamics for different lipid environments, being able to monitor the fluidity of a lipid bilayer and the mechanisms dependent
on this factor. However, the effectiveness of using amphipathic fluorescent probes must be evaluated since the location of
these probes in the membrane can cause failure in monitoring the packing of the fatty chains. In this work, steady state
fluorescence results from the AHBA probe (2-Amino-N-hexadecylbenzamide) were presented; AHBA was used to monitor
the phase behavior of lipid vesicles (liposomes) formed by lipid mixtures and containing cholesterol. In the production of
liposomes, the length of the hydrocarbon chain of lipids was varied, as well as the type of polar head: phosphatidylcholine
(PC) and phosphatidylglycerol (PG). Parameters such as fluorescence intensity, spectral shift and static anisotropy were
obtained for AHBA, inserted into these several lipid bilayers. Static anisotropy proved to be the most appropriate parameter
for monitoring the transition from the gel phase to the fluid phase of the bilayer, while also detecting the presence of
cholesterol in the system. The spectral shift results showed that AHBA has low sensitivity to discrete polarity changes in the
surrounding environment.
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1. Introdugao enzimaticos, transportadores de elétrons, pigmentos
que absorvem radiacdo luminosa, ancoras
hidrofdbicas, agentes emulsificantes e mensageiros
intracelulares (5-8). Um lipossoma possui uma
bicamada fosfolipidica, cuja formacgao e estrutura se
devem a interagdo hidrofébica entre os fosfolipideos
e a interagdo hidrofilica destes com o ambiente
aquoso ao redor. A estrutura final é esférica e encerra
agua em seu interior.

A bicamada lipidica apresenta comportamento de
fase em fungao da temperatura do meio (9). Na fase
gel (fase ordenada) os fosfolipideos se apresentam
com maior ordenagdo, cabegas polares mais
proximas umas das outras e caudas apolares bem
compactadas; diz-se que a rigidez da bicamada ¢é alta
na fase gel. Ao superar determinada temperatura
(temperatura de transicao de fase), que depende do
grupo existente na cabega polar dos lipideos, do
comprimento das cadeias graxas e do grau de
saturagcao destas, a bicamada passa para a fase
liquido-cristalina (fase desordenada), onde a area

A membrana celular regula o acesso das mais
variadas substancias ao interior de uma célula; é, ao
mesmo tempo, flexivel e resistente; de modo seletivo
é permeavel a solutos polares, comportando
diversificada gama de proteinas transmembrana.
Compreender seu funcionamento, do ponto de vista
biologico e estrutural, é fundamental para a
elucidagédo do mecanismo de agdo de compostos
com atividade anticancer, antiparasitaria, antiviral etc.
bem como para o desenvolvimento de novos
farmacos capazes de atuar em membranas. Dada a
complexidade natural das membranas celulares,
sistemas modelos como micelas de surfactantes e
vesiculas fosfolipidicas sdo amplamente utilizados
em estudos biofisicos e bioquimicos (1-5).

Vesiculas fosfolipidicas (ou lipossomas) s&o
constituidas de lipideos, uma classe de moléculas
insoluveis em agua e que, em nossoO organismo,
desempenham papéis cruciais como cofatores
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media por cabega polar aumenta, a espessura da
bicamada lipidica diminui e a fluidez € aumentada na
regido das cadeias graxas (10—12). Para alguns tipos
de lipideos a bicamada apresenta ainda uma fase
assimétrica, chamada fase ripple (13-15),
intermediaria entre as fases ordenada e
desordenada. Além do comportamento de fase, as
bicamadas lipidicas sofrem alteracdo em sua fluidez
na presenga de pequenas moléculas na regido das
cadeias graxas ou mesmo na regido das cabecas
polares. Neste contexto, a molécula de colesterol tem
sido amplamente utilizada neste tipo de estudo, pois
altera as propriedades dindmicas tanto da fase gel
quanto da fase liquido-cristalina (7).

Inumeras técnicas experimentais tém sido
utilizadas no estudo das propriedades dinamicas de
bicamadas lipidicas (16—20), fornecendo informacdes
sobre localizagdo (21,22), organizagdo (23-25) e
deslocamento lateral (26,27) de pequenas moléculas
na superficie do lipossoma, além de monitorar a
fluidez do sistema (28,29). Dentre tais técnicas,
temos a anisotropia de fluorescéncia, que informa
acerca da fluidez da bicamada lipidica e monitora
com precisdo seu comportamento de fase (30).

A anisotropia consiste na excitagdo fotoseletiva de
moléculas por luz polarizada. Tais moléculas
absorvem preferencialmente fétons cujos vetores
elétricos estdo alinhados paralelamente ao seu
momento de transicdo, o qual possui orientagéo
definida em relacdo ao eixo molecular. A excitagdo
seletiva resulta na emissdo fluorescente também
parcialmente polarizada.

O monitoramento da organizagédo lipidica em
lipossomas via anisotropia de fluorescéncia é
possivel a partir do conhecimento de propriedades de
emissao de moléculas fluorescentes (fluoréforos) que
dependem do ambiente em que estas se encontram.
A anisotropia permite a analise do movimento
rotacional de fluoréforos e de possiveis restrigdes a
este movimento, geralmente impostas pelo proprio
meio. Fluoréforos de diferentes  estruturas,
anfipaticos ou completamente apolares, tém sido
empregados com sucesso no estudo de bicamadas
fosfolipidicas (31-33). O difenil-hexatrieno (DPH) e
seus analogos anidnicos e catidnicos sao as sondas
fluorescentes mais utilizadas em estudos da fluidez
de bicamadas lipidicas, permitindo obter informagtes
de diferentes profundidades na regido das cadeias
graxas (34,35).

Uma sonda fluorescente de membranas
relativamente  nova, o0  2-amino-N-hexadecil-
benzamida (AHBA), vem sendo bastante utilizada no
estudo de propriedades dindmicas de agregados
anfifilicos, como micelas de surfactantes e
lipossomas (25,32,36). Técnicas de fluorescéncia
como transferéncia de energia por ressonancia
(FRET) e supresséo de fluorescéncia mostram que a
sonda se posiciona com seu anel benzeno entre as
cabegas polares dos fosfolipideos enquanto sua
cadeia graxa de 16 carbonos se insere na regiao
apolar da bicamada (16,24). O AHBA também ¢é
sensivel a alteragdes no pH do meio, bem como

apresenta deslocamento espectral em solventes com
diferentes polaridades (36).

Desta forma, com o objetivo de investigar melhor a
eficiéncia da sonda AHBA no monitoramento do
comportamento de fase de bicamadas lipidicas
através da  anisotropia de  fluorescéncia,
apresentamos neste trabalho resultados inéditos de
experimentos contendo lipossomas produzidos com
diferentes tipos de fosfolipideos, puros e em misturas.
Os resultados apresentados para o AHBA na
literatura sdo sempre em presenga de vesiculas
lipidicas produzidas com o fosfolipideo 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocoline (DMPC)
(24,32,36). Neste trabalho outros lipideos foram
utilizados, variando-se o comprimento da cadeia
hidrocarbénica, no caso das fosfatidilcolinas, e
também utilizando-se o 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phospho(1’-rac-glycerol) (DPPG), uma vez que os
lipideos contendo fosfatidilglicerol (PG) sdo os
fosfolipideos anibnicos mais abundantes na
composi¢cao das membranas naturais de fungos e
bactérias. Por fim, também foram feitos experimentos
com a inser¢cdo de colesterol em lipossomas de
DMPC, revelando baixa sensibilidade do AHBA no
monitoramento das alteragdes na fluidez da regido
das cadeias graxas, sobretudo na fase desordenada
das bicamadas.

2. Materiais e Métodos

Experimentos de fluorescéncia foram feitos em um
espectrofluorimetro F-7000, da Hitachi, disponivel no
laboratério de Biofisica do Instituto de Fisica da UFG.
A sonda fluorescente AHBA foi gentilmente cedida
pelo prof. Dr. Amando S. Ito, da FFCLRP - USP de
Ribeirdo Preto e sua estrutura molecular é
apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura molecular da sonda fluorescente AHBA.

Os lipideos utilizados e o colesterol foram
adquiridos da Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL,
USA) e sdo eles: 1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DLPC); 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DPPC); 1,2-dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocoline (DMPC); 1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phospho(1’-rac-glycerol) (DPPG). O
tampao HEPES foi adquirido da Sigma Aldrich.

Vesiculas lipidicas foram preparadas segundo o
método de extrusdo (37), utilizando-se um mini-
extruder da Avanti Polar Lipids. Os filmes lipidicos
foram formados a partir de lipideos dissolvidos em
cloroférmio, num tubo de ensaio; nesta etapa também
foram adicionados a sonda AHBA e o colesterol,
quando pertinente. Com o tubo de ensaio sobre um
agitador de tubos, utilizou-se um fluxo de nitrogénio
para evaporagao rapida do solvente. Apds essa
etapa, os filmes foram mantidos em atmosfera de
pressao reduzida pelo tempo minimo de oito horas,
para eliminacdo completa do solvente utilizado. Em
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seguida, os filmes lipidicos foram estocados em
baixas temperaturas (-18 °C) até o momento do
experimento. Para tanto, suspendeu-se o filme
lipidico em uma solugdo tampao HEPES 10 mM (pH
7,4) utilizando-se um agitador de tubos promovendo,
desta forma, a formacgao de vesiculas multilamelares.
A solugdo contendo as vesiculas multilamelares foi
fitrada (por 21 vezes) através de membranas de
policarbonato (da Millipore), resultando em vesiculas
unilamelares cujo didmetro é de 0.1 ym (38—40). Este
ultimo processo se da em temperaturas acima da
temperatura de transicdo de fase dos lipideos em
questao.

Em todos os experimentos de fluorescéncia, o
comprimento de onda de excitagio foi Aexc = 330 nm,
correspondente ao maximo de absorgdo do AHBA
inserido em bicamadas fosfolipidicas. Nos
experimentos de anisotropia, a intensidade de
fluorescéncia foi obtida em 2Aem = 402 nm,
correspondendo ao maximo de emissdo do AHBA.
Os valores de anisotropia apresentados neste
trabalho equivalem a média de trés valores.

2.1. Equagdes

A anisotropia estatica r (30) foi obtida a partir de
dados experimentais, conforme a equagdo (1) a
seqguir:

— lvv—Glyu 1)
Iyy+ 2Glyy

onde o fator de corregédo G é dado por:

G = v 2)
Igg

Ivw e Ivu s@o as intensidades de fluorescéncia com
excitagao polarizada na vertical e emissao na vertical
e horizontal, respectivamente. v e Ihv sdo as
intensidades de fluorescéncia com excitagdo
polarizada na horizontal e emissdo na vertical e
horizontal, respectivamente. O fator G é necessario
para corrigir a diferente sensibilidade da
fotomultiplicadora a luz polarizada na vertical e a luz
polarizada na horizontal.

Valores de r maiores sao observados para sondas
fluorescentes com movimentagao restrita, enquanto
valores baixos de r representam alta mobilidade da
molécula, situagdo em que esta despolariza quase
completamente a luz polarizada proveniente da
excitagéo.

3. Resultados e Discussao

Os experimentos foram realizados de modo a se ter
diferentes proporgdes de fosfolipideos compondo um
mesmo lipossoma. Foram utilizadas misturas de dois
tipos de fosfolipideos, variando-se o comprimento da
cadeia hidrocarbbnica e/ou a cabega polar.
Diferentes comprimentos de cadeias hidrocarbdnicas
implicam em diferentes temperaturas de transigdo de
fase. No caso do fosfolipideo com carga negativa, o
DPPG, este foi utilizado aqui pela grande importancia
de se estudar modelos de biomembranas carregados

negativamente, uma vez que a maioria das
membranas naturais possuem carga liquida negativa.
Sao apresentados, na Figura 2, os resultados de
anisotropia do AHBA incorporado em lipossomas
produzidos com diferentes proporgdes dos
fosfolipideos DLPC e DPPC, que possuem,
respectivamente, 12 e 16 carbonos na cadeia graxa.

025 AHBA 10 uM em:
—a— DPPC 100%
—a— DPPC 75% + DLPC 25%
0.20 —e— DPPC 50% + DLPC 50%
< =
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Figura 2. Grafico da anisotropia do AHBA 10 uM em diferentes
misturas de DLPC e DPPC na concentragédo de 0,5 mM.

As cabecas polares do DLPC e do DPPC sao
idénticas (fosfatidilcolina). A transicao de fase do
DLPC puro ocorre em 1°C, enquanto a transicao de
fase principal do DPPC puro ocorre em 41°C (41). E
possivel observar, em aproximadamente 35 °C, a
transicdo da fase ordenada para a fase ripple do
DPPC, evidenciando a eficiéncia da anisotropia do
AHBA na detecgdo do comportamento de fase da
bicamada (42). No caso das curvas verde e azul, a
transicdo de fase ndo pode ser observada
claramente. Devido as limitagcbes experimentais do
aparato utilizado nas medidas de anisotropia de
fluorescéncia, nao foi possivel realizar medidas em
temperaturas menores do que 12 °C, impossibilitando
a obtengao da curva de transi¢cdo de fase do DLPC
puro.

Ao misturar-se 50% de cada lipideo (curva azul),
esperava-se que a temperatura de transicédo da
mistura fosse observada em ~ 20 °C, ou seja, a média
das temperaturas de transi¢cdo de fase de ambos os
lipideos. A mesma situagao ocorreu na mistura de
25% de DLPC e 75% de DPPC (curva verde). Na
mesma linha de raciocinio, esperava-se uma
transicdo de fase pronunciada em torno de ~ 31°C,
considerando-se as proporgdes de cada lipideo. No
entanto, os resultados mostraram que o DLPC parece
influenciar muito mais a temperatura de transi¢cao da
mistura do que o DPPC, deslocando-a para
temperaturas menores do que a média esperada.
Observou-se ainda que o DLPC provocou
fluidificagao consideravel da fase gel, sem alteragao
significativa dos valores de anisotropia na fase
liquido-cristalina, ou seja, a presenga de DLPC
permite  maior movimentacdo das caudas
hidrocarbénicas da mistura na fase gel, diminuindo o
empacotamento destas e aumentando a fluidez na
regido das cabecas polares, onde se localiza o AHBA.
Além disso, misturas lipidicas binarias, onde as
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cadeias graxas dos dois lipideos possuem uma
diferenca de mais de 4 carbonos, chamadas misturas
ndo ideais, apresentam fransicdo de fase mais
complexa, podendo se observar mais de uma
transigcéo (43—45). O fato da mistura DLPC/DPPC nao
ser ideal, torna demasiado complexa a deteccao
exata da regido de transigdo de fase.

A préoxima mistura estudada foi de fosfolipideos
com igual comprimento da cadeia carbbnica (16
carbonos), mas com cabecgas polares distintas. O
grafico da Figura 3 mostra a anisotropia do AHBA
para misturas de DPPG (anidnico) e DPPC.
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Figura 3. Grafico da anisotropia do AHBA 10 uM em diferentes
misturas de DPPG e DPPC em concentragdes de 0,5 mM.

Devido a carga liquida negativa na cabega polar do
DPPG (fosfatidilglicerol), os valores de anisotropia do
AHBA sao menores na fase gel das misturas, em
relagdo a curva do DPPC puro (curva preta), uma vez
que as cabecgas polares estdo mais distantes umas
das outras devido a repulsdo Coulombiana. Maior
espacamento entre as cabecas polares implica em
maior movimentagcdo da sonda AHBA, diminuindo
assim, sua anisotropia estatica.

Observa-se, do gréafico da Figura 3, que todas as
misturas entre os dois lipideos, bem como o DPPG
puro, apresentam transigcao de fase em temperaturas
muito semelhantes, uma vez que as temperaturas de
transicdo de cada lipideo possuem valores muito
proximos (41). Os resultados obtidos coincidem com
os esperados pois a transi¢do de fase do DPPC se da
na faixa dos 41°C bem como a transi¢do de fase do
DPPG (41,46). Na transicdo de fase do DPPC
(C40HsoNOgP) e do DPPG (CssH74O10PNa), assim
como para outros lipideos, as ligagbes C-C mudam
de conformacédo, rotacionando 120°, ficando em
estado relativamente desordenado na fase fluida. Na
fase gel, as cadeias hidrocarbbnicas rigidas (na
conformacao trans) sao atraidas fortemente entre si
pelas forcas de interagcdo de van der Waals,
caracterizando alto empacotamento molecular. Na
fase desordenada ocorre o afrouxamento do
empacotamento molecular, atribuido
fundamentalmente as isomerizacgdes trans — gauche
induzidas termicamente de ligagdes simples C-C ao
longo das cadeias acil (41). Acima da transi¢cao de
fase observa-se um equilibrio entre conformagdes
gauche e trans, e as flutuagdes lipidicas contribuirdo

para um aumento da entropia, aumentando a
mobilidade da sonda fluorescente inserida na
bicamada.

Por fim, foram preparados lipossomas contendo
somente fosfatidilcolinas como cabega polar, com
diferentes comprimentos de cadeias graxas. Os
lipideos utilizados foram DMPC (14 carbonos) e
DPPC (16 carbonos). A Figura 4 mostra os resultados
de anisotropia do AHBA para a transi¢ao de fase das
diferentes misturas.
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Figura 4. Grafico da anisotropia do AHBA 10 uM em diferentes
misturas de DMPC e DPPC em concentragées de 0,5 mM.

Os resultados obtidos estdo em bom acordo com os
resultados apresentados na literatura, uma vez que o
DMPC tem a sua transi¢cao de fase em 23°C (12,47)
e o DPPC em 41°C (41). As misturas lipidicas
também se comportaram conforme o esperado,
sendo a transicdo de fase mais préxima dos 41°C
quando o lipideo predominante foi o DPPC e mais
préxima dos 23°C quando o lipideo predominante foi
o DMPC. Para a mistura contendo 50% de cada
lipideo, a transi¢cdo de fase foi observada na média
das duas temperaturas de transigdo, bem como a
mistura DMPC 25% e DPPC 75%. Uma possivel
explicacdo para estas duas ultimas curvas serem
praticamente idénticas esta relacionada com o ‘vazio’
provocado na regido das cadeias graxas devido as
regides de DMPC agrupados, ja acima de sua
temperatura de transigdo de fase. O agrupamento
das moléculas de DMPC ocorre quando a proporgao
molar de DMPC fica menor que 50% em relagéo ao
DPPC,; tais vazios (defeitos) permitem que as cadeias
hidrocarbdnicas alcancem maior mobilidade, e a
temperatura de transicdo de fase da mistura fica
menor do que a temperatura de transicdo do DPPC
puro (48-50).

Durante a realizagao das medidas de anisotropia de
fluorescéncia em funcédo da temperatura, também
foram obtidos os respectivos espectros de emissao
do AHBA. No ambito da fluorescéncia de estado
estacionario, variagdes na intensidade de emisséao e
deslocamento espectral podem fornecer informagodes
importantes a respeito do ambiente ao redor da sonda
fluorescente (30). No entanto, como mostra o grafico
da Figura 5, o deslocamento no maximo de emisséo
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do AHBA em fungado da temperatura do meio nao
reflete a transigado de fase da bicamada lipidica.

Tabela 1. Temperatura de transicdo de fase das misturas
lipidicas correspondentes ao ponto de inflexdo da derivada da
curva de anisotropia em fungdo da temperatura

Misturas 'Ic'jemperqtl{ra Infle>_(éo da
407 e transicéo derivada

AHBA 10 uM em DMPC 75% + DPPC 25% DMPC(100%) 23°C -0,008585 (°C™)

406 L . . o DMPC(75%)+DPPC(25%) 26°C -0,01144 (°C™")

_ / °\ / \o/ DMPC(50% }+DPPC(50%) 35°C -0,00952 (°C™")

405 Lo o DMPC(25%)+DPPC(75%) 37°C -0,01123 (°C™")
Tl °\ / DPPC(100%) 41°C -0,02278 (°C™)
= / y DLPC(25%)+DPPC(75%) 33°C -0,00762 (°C™")
< 403 /°*° DPPG(100%) 42°C -0,01186 (°C™")
o DPPG(75%)+DPPC(25%) 40°C -0,01891 (°C™")

402 DPPG(50%)+DPPC(50%) 41°C -0,0178 (°C)
401 L . . . . . . . DPPG(25%)+DPPC(75%) 41°C -0,01824 (°C™")

15 20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C)

Figura 5. Deslocamento espectral na emissdo do AHBA 10 uM
em mistura contendo 75% de DMPC e 25% de DPPC, na
concentracédo de 0,5 mM.

Deslocamentos espectrais semelhantes foram
obtidos para as demais misturas lipidicas estudadas
neste trabalho (resultados ndo mostrados). Da
mesma forma, as variagbes na intensidade de
fluorescéncia nao refletiram a transicdo de fase das
bicamadas.

O deslocamento para o vermelho do maximo de
emissao do AHBA em fungdo do aumento da
temperatura do sistema esta de acordo com os
resultados ja apresentados na literatura para o AHBA
em presenga de solventes com polaridades distintas
(32,36). Conforme aumenta-se a temperatura do
sistema e aumenta-se a distdncia média entre as
cabecas polares dos lipideos na bicamada,
moléculas de 4gua acessam mais facilmente a regido
das cabegas polares; o aumento no numero de
moléculas de agua nesta regido torna o meio mais
polar em relagdo a mesma regido na fase gel,
fazendo com que a emissdo do AHBA se desloque
para maiores comprimentos de onda com o aumento
da temperatura.

A Tabela 1 mostra conjuntamente as temperaturas
de transicdo de fase obtidas para cada mistura
lipidica, bem como para as amostras de lipideos
puros. Cada temperatura de transi¢do foi obtida por
meio da derivagao da curva da anisotropia em fungao
da temperatura do sistema (51): o ponto de inflexdo
da curva é igual a temperatura de transigdo de fase.

Embora o AHBA se localize na regido das cabecgas
polares dos fosfolipideos, se mostrou bastante
eficiente no monitoramento da transicdo de fase das
misturas lipidicas estudadas, uma vez que os dados
apresentados na tabela 1 sdo compativeis com
valores encontrados na literatura, obtidos com
sondas fluorescentes posicionadas na regidao das
cadeias graxas, como é o caso do DPH (34,35), ou
ainda obtidos através da metodologia de marcadores
de spin (21,35-37), amplamente utilizada através da
técnica experimental de Ressonéncia de Spin
Eletronico (19).

Fonte: as autoras (2024)

Conforme resultados de fluorescéncia com
resolugao temporal, o AHBA possui dois tempos de
correlagao rotacional (36). O tempo longo, que vai de
12,0 ns na fase gel para 4,5 ns na fase liquido
cristalina, € associado ao movimento da sonda como
um todo. O tempo curto, variando entre 0,1 ns e 0,3
ns €& atribuido ao movimento individual do anel
benzeno, que é o grupo fluorescente da molécula.
Desta forma, é possivel concluir que a insergao da
cadeia graxa do AHBA na regido das cadeias graxas
da bicamada reflete, com confiabilidade, o grau de
empacotamento e organizagdo destas ultimas, uma
vez que a movimentagcdo da cadeia graxa do AHBA
contribui para os valores de anisotropia estatica do
grupo fluorescente da molécula.

Adigéo de colesterol nos lipossomas de DMPC

Prosseguindo com o objetivo de estudar a eficiéncia
do AHBA no monitoramento da transicdo de fase de
lipossomas e comparéa-la a eficiéncia de sondas
fluorescentes ja bem estabelecidas na literatura,
foram realizados experimentos com adicdo de
diferentes  concentragdes de colesterol em
lipossomas unilamelares de DMPC a 0,5 mM. A
molécula de colesterol é anfipatica (7), possuindo
como grupo polar uma hidroxila, e se insere na regiao
das cadeias hidrocarbdnicas; atua fluidificando a fase
gel e enrijecendo a fase fluida (54,55), de modo que
a diferenga entre os valores de anisotropia de ambas
as fases se torne menor com a adigdo de colesterol
no sistema.

No gréfico da Figura 6 sdo mostrados os resultados
de anisotropia do AHBA inserido em vesiculas de
DMPC com diferentes concentragdes de colesterol.
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Figura 6. Grafico da anisotropia do AHBA 10 uM em DMPC 0,5
mM com diferentes concentragbes de colesterol.

Comparando as curvas com circulos coloridos a
curva controle (estrela preta), observa-se o aumento
dos valores de anisotropia na fase desordenada, a
partir de 50 uM de colesterol no sistema. Ja na fase
ordenada, somente a maior concentragdo de
colesterol diminuiu significativamente a anisotropia
do AHBA, em relagdo ao controle. Analisando as
curvas em todo o intervalo de temperatura estudado,
é possivel notar suavizagao na transi¢gao de fase, ou
seja, a regidao de temperaturas em que ocorre a
transicdo da fase gel para a fase liquido-cristalina
sofre um alargamento. A suavizagdo € leve, mas
perceptivel, para 50 puM de colesterol, e bem
expressiva para as concentragcoes de 100 uM e 500
MM,

Analisando a posi¢do em que o AHBA se insere na
bicamada lipidica, € esperado que na fase liquido-
cristalina sua sensibilidade a mobilidade das cadeias
graxas seja maior, uma vez que a area por cabeca
polar aumenta, abrindo espago para a movimentagao
do AHBA. Ja na fase gel, apesar da presenca de
moléculas de colesterol diminuindo a atracdo mutua
entre as cadeias graxas, a regiao das cabecgas
polares ainda se mantém relativamente organizada,
restringindo a movimentagdo do grupo fluorescente
do AHBA e diminuindo sua sensibilidade a presenga
do colesterol.

Apresentamos, por fim, os espectros de
fluorescéncia do AHBA em DMPC, obtidos em
temperatura ambiente, para cada concentracdo de
colesterol no sistema. A figura 7 mostra os espectros
normalizados.

A normalizagdo mostra que nao ha qualquer
alteragao espectral na emissédo do AHBA quando da
adicdo de colesterol nos lipossomas de DMPC,
considerando uma temperatura fixa do sistema.
Pode-se concluir que a adicdo de colesterol néo
altera a quantidade de moléculas de agua na regido
das cabecas polares de modo suficiente a causar
deslocamento espectral na emissdo do AHBA. Tal
deslocamento espectral somente €& observado
quando do aumento da temperatura do sistema.

[Colesterol]

0,0 uM
— 10,0 uM
— 50,0 uM
——100,0 pM
—500,0 uM

1.0 |

0.8 |-

0.6

0.4

Fluorescéncia normalizada

0.2

350 375 400 425 450 475 500 525 550

Comprimento de onda (nm)

Figura 7. Espectros de emissao normalizados do AHBA 10 uM
em DMPC 0,5 mM para diferentes concentragbes de colesterol. O
comprimento de onda de excitagao foi 330 nm e a temperatura,
25 °C.

Essa é uma caracteristica especifica do AHBA:
baixa sensibilidade a polaridade do meio ao redor.
Nesse sentido, sondas ha que, posicionadas na
regiao das cabegas polares, monitoram com precisao
o comportamento de fase de bicamadas lipidicas
através do deslocamento espectral na emissao e
variagdes na intensidade de fluorescéncia (33,56—
59), sendo, portanto, capazes de detectar a minima
alteracdo de polaridade no meio ao redor. Fica
evidente que, dentre os pardmetros obtidos da
fluorescéncia estatica do AHBA, a anisotropia é o
mais indicado e confiavel para monitorar o
comportamento de fase de lipossomas neutros,
aniénicos, com incorporagcao de colesterol e de
misturas lipidicas binarias, uma vez que variagdes na
intensidade de emissao e deslocamento espectral
ndo foram observadas ao longo do intervalo de
temperaturas estudado neste trabalho.

4. Conclusoes

Dos resultados expostos, concluimos que a sonda
fluorescente AHBA, de carater anfipatico, monitora
com boa confiabilidade a transicao de fase de
bicamadas lipidicas através de sua anisotropia de
fluorescéncia estatica. No entanto, a sensibilidade do
grupo fluorescente da molécula, o anel benzeno, a
alteragdes discretas na polaridade do meio ao redor
ndo foi suficiente para provocar deslocamento
espectral ou variagbes na intensidade capazes de
refletir a transicao de fase. Conforme ja apresentado
em trabalhos anteriores, o AHBA se localiza na regiao
das cabegas polares dos fosfolipidios (24,32,36).
Desta forma, a comparagdo dos resultados de
anisotropia do AHBA inserido em lipossomas com
diferentes grupos nas cabecgas polares evidenciou
sua localizagdo nesta regido da bicamada lipidica,
uma vez que os valores de anisotropia na fase gel dos
lipossomas constituidos de DPPG (anibnico) puro
foram menores que os valores de anisotropia para os
lipossomas constituidos de lipideos do tipo PC, nos
quais as cabegas polares néo se repelem e estao
mais compactadas, restringindo a movimentagao do
AHBA e, consequentemente, aumentando seus
valores de anisotropia. A fluidificagdo aumentada da
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bicamada lipidica devido a presencga de lipideos com
cadeias hidrocarbbnicas curtas (DLPC) foi bem
percebida pelo AHBA, através da diminuigdo
consideravel dos seus valores de anisotropia. Nos
lipossomas contendo diferentes concentragdes de
colesterol, o AHBA mostrou-se eficiente ao refletir
com exatidao o alargamento da faixa de temperaturas
onde ocorre a transi¢ao de fase. No entanto, somente
para a concentragao de 500 yM de colesterol, onde,
devido a razdo molar entre colesterol e DMPC, existe
apenas uma fase, denominada fase liquido-
ordenada, os valores de anisotropia foram
significativamente menores nas temperaturas abaixo
de 23 °C (60).
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