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Resumo

O estudo cinético e termodinamico da interac¢do de anfifilas fluorescentes com
bicamadas lipidicas € essencial, tanto em termos biolégicos como farmacolégicos,
para prever a permeacdo de farmacos através de membranas bioldgicas
importantes, como por exemplo, a barreira hemato-encefalica. Esta vasta area tem
impulsionado o nosso grupo de investigacdo, nos ultimos anos, num estudo
extensivo e detalhado no processo de permeagcdo de anfifilas através de
membranas com diferentes propriedades (Abreu, Moreno et al. 2004; Sampaio,

Moreno et al. 2005; Moreno, Estronca et al. 2006; Cardoso, Martins et al. 2011).

De forma a caracterizar a interac¢do de anfifilas com bicamadas lipidicas, é
necessario o conhecimento quantitativo de diferentes constantes de velocidade
como a translocagdo, a inser¢do e a desorp¢do, sendo que estas duas ultimas
definem o coeficiente de particdo. A racionalizacdo destes pardmetros permitem
modular a velocidade de permeacdo de uma anfifila através de uma bicamada
lipidica.

Neste trabalho de mestrado estudou-se a interac¢do de uma série homdloga de
aminas gordas fluorescentes, o (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)-acil amina com
uma cadeia hidrocarbonada de comprimento n (NBD-C,), com uma bicamada
lipidica composta pela mistura bindria equimolar de I-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) e Colesterol. Ao longo da série homdloga, o
grupo hidrofilico (NBD) foi mantido e a razao hidrofilica/hidrofébica das anfifilas

foi modificada através da alteragdo do comprimento da cadeia hidrocarbonada, C,

(n=8, 10, 12, 14 e 16).

O estudo de propriedades fisicas, como o rendimento quantico, tempo de vida e
anisotropia de fluorescéncia e a constante de ionizagdo, permite obter detalhes
sobre a localizacdo da série homé6loga NBD-C nas membranas modelo compostas
por POPC:Col (1:1). Observou-se que o aumento da cadeia hidrocarbonada nao é
um factor determinante na anisotropia e no rendimento quantico de fluorescéncia,
enquanto que, para a constante de ionizagdo, verificou-se um crescimento

tendencial de 0.3 unidade de pH para as cadeias mais longas.




A velocidade de translocacdo da série NBD-C, foi o parametro cinético
estudado neste trabalho e a sua a dependéncia com temperatura permitiu a
obten¢do da termodindmica do processo. Observou-se que o aumento da cadeia
hidrocarbonada determina uma diminui¢do na velocidade de translocacdo de

aproximadamente uma ordem de grandeza, a 25°C, entre 0 NBD-C,, e o NBD-C|,.
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Abstract

The kinetic and thermodynamic study of the interaction of fluorescent
amphiphiles with lipid bilayers is a fundamental tool, for both biological and
pharmacological areas, to predict the permeation of xenobiotics through relevant
biological membranes such as, the blood brain barrier. This vast area of interest
has prompted our group, in the last years, towards an extensive and detailed study
of the amphiphiles and membranes key properties in the permeation process
(Abreu, Moreno et al. 2004; Sampaio, Moreno et al. 2005; Moreno, Estronca et al.
2006; Cardoso, Martins et al. 2011).

In order to characterize the interaction of the amphiphiles with lipid bilayers it
is required the quantitative knowledge of several rate constants like translocation,
insertion and desorption, being the partition coefficient defined by latter two
constants. The rationalization of this parameters allow to modulate the permeation

rate of an amphiphile across a lipid bilayer.

In this work we report the interaction between an homologous series of
fluorescent fatty amines, (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-alkyl amines with an
alkyl chain of length n (NBD-C,), with a lipid bilayer prepared from a equimolar
binary mixture of /-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glicero-3-phosphatidylcholine (POPC)
and Cholesterol. Along this homologous series, the hydrophilic group is
maintained and the hydrophilic/hydrophobic ratio is changed via the length of the
alkyl chain, C, (n=8, 10, 12, 14 or 16).

The study of the physical properties such as fluorescence quantum yield,
fluorescence lifetime, steady state anisotropy and ionization constante, gives us
details about the localization of NBD-C, homologous series in model membranes
composed by POPC:Col (1:1). Following our research results, we notice that the
increase of the alkyl chain is not a determining factor in fluorescence quantum
yield and anisotropy, whereas, for the ionization constant there is a trend growth

of 0.3 pH units for the longer chains.

The temperature dependence of the translocation rate allowed us to recover the

termodinamic parameters of this kinetic process. It was verified that the increase
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of the alkyl chain states a decrease in the translocation rate of approximately one

order of magnitude, at 25°C, between NBD-C,, and NBD-C,;.
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Abreviaturas

ATP — Adenosina trifosfato;

AVC - Acidente vascular cerebral;

BHE - Barreira hemato-encefalica;
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Parte 1

Introducao






Parte I - Introducdo Dissertacdo de Mestrado

1. Membranas Bioldgicas

As membranas bioldgicas sdo estruturas dindmicas  constituidas
maioritariamente por dois tipos de moléculas bioldgicas, os lipidos e as proteinas,
que desempenham um papel importante na estruturacdo e no funcionamento das
células. Uma das suas funcdes mais importantes € definir a compartimentaliza¢ao
da estrutura celular, criando uma separagdo fisica entre um meio interno € um
meio externo, de modo a conceder-lhes a sua individualidade, controlando
também o fluxo das diferentes substincias que passam estes dois meios. Podem-se
assim definir as membranas bioldgicas como barreiras selectivamente permeaveis

(Gennis 1988).

Os organelos, que fazem parte da constituicao e sdo responsaveis pelo correcto
funcionamento das células, sdo compostos por membranas bioldgicas, onde
diferentes processos metabdlicos ocorrem. Exemplos desses processos sdo a
fotossintese, que ocorre nas membranas internas dos cloroplastos, e a fosforilacao
oxidativa, um processo de producdo de Adenosina trifosfato (ATP), que ocorre

nas membranas internas das mitocondrias (Stryer 1988).

As membranas sdo tdo diversas na sua estrutura como no seu funcionamento. A
sua estrutura base, as bicamadas, sdo formadas por varias moléculas lipidicas, que
em meio aquoso se associam devido maioritariamente ao efeito hidrofébico (Vaz

2008).

1.1. Lipidos: Componentes bases das bicamadas

Os lipidos, estruturalmente, apresentam duas regides com solubilidades
distintas. A regido polar, também designada por parte hidrofilica devido a
interac¢ao favordvel com as moléculas de agua, € soluvel em solventes polares
enquanto a regido apolar, designada de parte hidrofébica porque nio interage com
as moléculas de agua, é soluvel em solventes apolares. Esta propriedade concede

aos lipidos a designac@o de moléculas anfifilicas (Gennis 1988).

As membranas bioldgicas, sdo maioritariamente constituidas por trés tipos de
lipidos, os fosfolipidos, os glicolipidos e os esterdis (Lehninger, Nelson et al.

1997; Ziegler 2008).
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Os fosfolipidos sd@o os principais constituintes das membranas bioldgicas e
podem ter como estrutura principal o glicerol (figura 1), no caso dos
glicerofosfolipidos, ou a esfingosina (figura 2), no caso dos esfingofosfolipidos
(Gennis 1988). Estas estruturas sao constituidas por duas cadeias acilo ligadas a
estrutura principal, ao qual um grupo fosfato e um éalcool polar também estio

ligados (Lehninger, Nelson et al. 1997).

Os glicerofosfolipidos sdo compostos por duas cadeias acilo, que constituem a
regido apolar da molécula e que podem possuir entre 12 a 24 carbonos,
esterificadas na posicdo sn—1 e sn—2 do glicerol. Estas cadeias podem ser
saturadas (ndo ter ligacOes duplas) ou insaturadas (ter 1, 2 ou mais ligacdes
duplas), sendo que, quando insaturadas, as ligagdes duplas tém geralmente a

configuracdo cis (Voet 2008).

O élcool polar ligado ao grupo fosfato, que por sua vez estd ligado na posi¢ao
sn-3 do glicerol, determina o nome da regido polar da molécula. O grupo polar
mais comum nos glicerofosfolipidos é a fosfatidilcolina (figura 1 c), que ¢é
composto por um alcool polar, colina, ligado ao grupo fosfato. A fosfatidilserina
(figura 1 b) e a fosfatidiletanolamina (figura 1 a) sdo grupos polares que também
podem ser encontrados nos glicerofosfolipidos, compostos pelos dlcoois polares

serina e etanolamina, respectivamente (Lodish, Berk et al. 2003).

(a) (b) © CH, 3
NH, NH, HC-ON —CH,
| ~
/ CH, CH—c00® CH,

Etanolamina C‘Hz Seri CH, Coli CH, Regido Polar
I ernna I olina il (Hidrofilica)
| | |

Grupo ____ 5—p_0® 0=p—0° o=p—09
Fosfato | | |
o o) o)
| o2l L2l ~
Hz‘C—CH—CHZ Hztli—tliH—CHz H2$—(|ZH—CHZ
T 7 P9 P9
0=C c=o0 Glicerol ¢ ¢_q 0=C c=o0

Regido Apolar
(Hidrofébica)

R (Ry) R (Ry) R (Ry) J

Fosfatidiletanolamina Fosfatidilserina Fosfatidilcolina
Figura 1: Estruturas dos glicerofosfolipidos: (a) Fosfatidiletanolamina; (b) Fosfatidilserina; (c)
Fosfatidilcolina; Estas estruturas, cujo nome deriva do dlcool polar (Etanolamina, Serina e Colina), sdo
compostas por uma regido polar, que ¢ hidrofilica e por uma regido apolar que ¢ hidrofébica. Adaptado de

(Moran, Horton et al. 2011).
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Os glicolipidos, tal como o esfingofosfolipidos, sdo derivados da esfingosina,
mas ao contrario da esfingomielina (figura 2), o esfingofosfolipido mais
abundante nas membranas bioldgicas, os glicolipidos tém uma regido polar

constituida por um ou mais agucares, ligados a esfingosina (Stryer 1988).

. . . . . Grupo Fosfato
CH,4(CH,),,CH=CH—CH—OH

| Colina
R—C—HN—C—H 0O
Esfingosina I I .
O CH,—O—P—0O—CH,CH,N(CH,),
Acido Gordo O
g 4 g 4
Regidao Apolar Regido Polar
(Hidrofdbica) (Hidrofilica)

Figura 2: Estrutura do esfingofosfolipido mais abundante nas membranas bioldgicas, a esfingomielina. A
azul estd representada a esfingosina, a estrutura principal, a qual o grupo fosfatidilcolina estd também ligado.

A cadeia acilo estd ligada ao grupo amino da esfingosina. Adaptado de (Denniston, Joseph et al. 2007).

Os esterdis sdo um tipo de lipidos estruturalmente diferentes dos lipidos
referidos até ao momento. O colesterol (figura 3), o esterol mais abundante nas
membranas bioldgicas dos animais (cerca de 30 mol % (Gennis 1988)), tem uma
regido polar constituida apenas por um grupo —OH e a uma regido apolar
composta por quatro anéis fundidos com uma cadeia acilo substituida, o que lhe
confere um forte cardcter hidrofébico e uma elevada rigidez (Voet 2008). A sua
estrutura tem uma profunda influéncia nas propriedades fisico-quimicas das

membranas, aspecto que sera discutido no capitulo 2 da introdug@o.

OH

Figura 3: Estrutura do Colesterol. Adaptado de (Lodish, Berk et al. 2003).

A natureza anfifilica das diferentes moléculas conduz a formac¢ao de agregados
em solucdo aquosa. A estrutura destes agregados estd relacionada com a sua

composi¢ao quimica.
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1.2. Porque sao formadas as bicamadas?

Devido a sua extensa regido apolar, a solubilidade dos lipidos em solucdo
aquosa € bastante reduzida. Acima de uma determinada concentracdo, estes
tendem a formar agregados de forma a reduzir o contacto da sua regido apolar
com a agua, reduzindo assim a energia livre de Gibbs do sistema. Esta
concentragdo € chamada de concentragdo de agregagdo critica (CAC) (Gennis
1988; Tanford 1991). O valor da CAC depende das propriedades quimicas das
moléculas sendo que, devido 4s suas extensas cadeias acilo (entre 14 e 24
carbonos), os fosfolipidos apresentam uma CAC na regido dos nM ou inferior.
Magda et al. obteve para o fosfolipido [,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina (DMPE), marcado com a sonda fluorescente 7-nitrobenz-2-
oxa-1,3-diazol-4-yl (NBD), um valor de CAC na ordem dos = 5x10° M (Abreu,
Moreno et al. 2004).

As moléculas anfifilicas em solugdo aquosa, acima da CAC, podem formar
diferentes tipos de agregados. Nestas estruturas, as regides polares estdo
orientadas para as moléculas de dgua porque estabelecem interac¢des favoraveis,
enquanto as regioes apolares se associam entre si. Esta associagdo das regides
apolares em solucdo aquosa deve-se maioritariamente ao efeito hidrofébico e esta

directamente relacionadas com factores termodinamicos.

Os lipidos quando adicionados a uma solu¢do aquosa originam uma
diminui¢do da entropia do sistema, porque as moléculas de 4gua organizam-se em
volta das regides apolares, diminuindo assim o seu nuimero de microestados.
Como esta organizagdo é desfavoravel para o sistema, este reage de modo a
aumentar o nimero de microestados, aumentado a entropia. Este aumento € feito
através da formacdo de agregados, em que as regides polares interagem com as
moléculas de agua por pontes de hidrogénio e por ligacOes electrostaticas e as
regides apolares sdo estabilizadas entre si por interacgdes de Van der Waals

(Tanford 1991).

A geometria das moléculas anfifilicas em solu¢do aquosa pode-se definir assim

de acordo com a equacao do parametro critico de empacotamento (p):

p=— 1)

a.l
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onde (a) € a area ocupada pela superficie polar e (/) e (v), 0 comprimento maximo

e o volume molecular das cadeias acilo, respectivamente.

Na figura 4 estdo representados os diferentes tipos de estruturas que as
moléculas anfifilicas podem formar em solugdo aquosa, que dependem do balanco

entre a regido polar e a regido apolar.

& g
=
AN | 2 ~pSor
OCEEN 8 P
% c ¥
W &
p<1/2 12<p<l p=1 p>1
Micelas Micelas
esféricas ou Vesiculas Fase Lamelar nverti d;m
cilindricas fvertidas

Figura 4: Diferentes pardmetros criticos de empacotamento originam a formacdo de diferentes agregados.

Adaptado de (Hiemenz and Rajagopalan 1997).

Os lipidos apresentam uma estrutura singular onde o balango entre as regides

polares e apolares € idéntico, por isso, estes formam bicamadas.

1.3. Membranas modelo

As membranas bioldgicas sdo estruturas complexas de se estudar devido a sua
variada composicao, tanto de lipidos como de proteinas. De modo a tornar o seu
estudo possivel, diferentes sistemas modelo de membranas tém sido
desenvolvidos. As membranas modelo mais simples que se podem estudar sdao

compostas apenas por um unico tipo de lipidos.

Das diferentes estruturas que as moléculas anfifilicas formam em solucdo
aquosa (figura 4), as que tem particular relevincia no estudo das membranas

modelo sdo os lipossomas.

1.3.1.Lipossomas

Os fosfolipidos em solu¢do aquosa, acima da CAC formam bicamadas. Como

as regides hidrofobicas dos extremos estdo em contacto com a solu¢do aquosa, a

5
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sua estrutura € instavel, por isso, ocorre a formagdo de uma estrutura esférica de
modo a minimizar a exposi¢do das regides hidrofobicas aumentando a
estabilidade da bicamada em solucdo aquosa. Estas estruturas esféricas sao
designadas de lipossomas (Lehninger, Nelson et al. 1997). Os lipossomas sao
vesiculas esféricas, que no seu interior t€m um determinado volume de soluc¢do, e
podem ser classificadas com base no seu tamanho e nimero de bicamadas que os
constituem. Podemos classificar os lipossomas como vesiculas multilamelares
(MLV), vesiculas unilamelares gigantes (GUV), vesiculas unilamelares grandes

(LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV).

As vesiculas multilamelares (MLV) sdo esferas concéntricas que cont€ém no
seu interior vdrias bicamadas, que podem ser preparadas através da hidratacdo e
agitacdo de um filme lipidico. O seu didmetro estd compreendido entre 0.2 e 50
um (Luckey 2008). Dos MLV podem ser preparadas as vesiculas unilamelares
através da técnica de extrusdo, onde a solugdo, sob pressdo, passa através de

filtros de policarbonato com diferentes tamanhos.

Os GUV siao as maiores vesiculas unilamelares com um didmetro
compreendido entre 5-300 ym, o que lhes confere um valor médio de curvatura
pequeno. Os SUV, pelo contrdrio, ttm um didmetro na ordem dos 20-50 nm, por

isso apresentam um valor médio de curvatura elevado.

O estudo das membranas modelo ¢é feito maioritariamente com LUVs
(Feigenson 1997; Rukmini, Rawat et al. 2001; Sampaio, Moreno et al. 2005). O
seu diametro compreendido entre 50-500 nm, corresponde a um valor médio de

curvatura semelhante ao valor médio da curvatura das membranas bioldgicas.
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2. Propriedades fisicas das membranas

O primeiro modelo das bicamadas lipidicas foi inicialmente sugerido em
1925 por Gorter e Grendel (Gorter and Grendel 1925), quando estes extrairam
lipidos de eritrécitos com acetona e determinaram a sua area de superficie,
verificando que correspondia a duas vezes a area calculada para os eritrdcitos.
Desde entdo, varios investigadores t€m vindo a estudar e a desenvolver um
modelo que melhor explique a estrutura e composicdo das membranas
biologicas. Em 1972, Singer e Nicolson contribuiram de forma fundamental
para o estudo das membranas bioldgicas ao introduzirem o modelo do mosaico
de fluido das membranas bioldgicas (Singer and Nicolson 1972). De acordo
com este modelo, as membranas biolégicas sdo caracterizadas como uma
solucdo bidimensional de proteinas integrais e periféricas, orientadas numa
bicamada fluida de fosfolipidos, na qual os lipidos e proteinas podem difundir
livremente. O conceito da membrana como uma estrutura fluida continua a ser a

base para o entendimento da fun¢do das membranas bioldgicas.

2.1. Dinamica das membranas

O paradigma das membranas bioldgicas como estruturas estaticas foi
modificado com a introdu¢@o do modelo do mosaico de fluido. As interac¢des
ndo covalentes entre as cadeias acilo dos lipidos nas bicamadas, faz com que
estas estruturas apresentem propriedades dindmicas que ocorrem em diferentes
escalas de tempo. Estas propriedades dinamicas, que dependem de varios
factores como a temperatura, pressdo, hidratacdo e composi¢ao lipidica
(tamanho das cadeias acilo e da regido polar), podem ser divididas em quatro
categorias: conformacional, rotacional, translacional e transversal (Vaz 2008). A
sua ocorréncia em diferentes escalas de tempo, que vai dos femtossegundos
(dinamica vibracional entre as ligacdes simples C-C das moléculas de lipidos) a
horas (difusdo transversal), tornam o seu estudo um desafio, porque nenhuma

técnica experimental tem uma amplitude temporal tdo alargada.

A dindmica vibracional dos fosfolipidos nas bicamadas (figura 5 a) sdo
caracterizadas por movimentos intramoleculares como oscilagdes vibracionais e

torsionais em torno das ligacdes simples C-C, isomerizacdo trans/gauche e
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rotacdes axiais. Estes modos vibracionais ocorrem na escala de tempo dos femto

aos nanossegundos (Moore, Lopez et al. 2001).

A difusdo rotacional dos lipidos (figura 5 b), que pode ser caracterizada por
movimentos giratérios em torno da normal a bicamada, em que o movimento
que a molécula descreve € semelhante a um cone (Woobling) e por movimentos
ao longo do seu eixo vertical, ocorrem na escala de tempo dos 10® a 107 s
(Johnson and Garland 1983; Jovin and Vaz 1989; Essmann and Berkowitz
1999).

Os modos de difusdo translacional (figura 5 c¢) dos lipidos ocorrem no plano
da bicamada, com um coeficiente de difusdo de 10® a 107 cm?%s (Vaz and

Hallmann 1983; Jovin and Vaz 1989; Almeida, Vaz et al. 1992).

Por ultimo, o modo de difusdo translacional (translocacdo) (Figura 5 d),
também designado de flip-flop, ocorre através da deslocacdo de um fosfolipido
de uma monocamada para a outra. Este movimento ocorre na escala de tempo
dos 10 a 10* s (Moreno, Estronca et al. 2006) e corresponde ao modo dinadmico
mais lento dos referidos. A passagem da regido polar do lipido no centro
hidrofébico da bicamada, € um processo que tem uma barreira de energia

associada elevada, por isso a sua velocidade é menor (Gennis 1988).

Difusdo Rotacional
(Woobling) 10_7a 10_9 S

<

Isomeriza¢ao
trans/gauche
10710 ,
Flip - Flop
@ (10> a 10%5)
Oscilagoes das (d)
ligagoes C-C
107125

<

Difusao Translacional
1082107 ecms)

(b)

(@)

Figura 5: Representagdo dos diferentes modos de difusdo dos lipidos numa bicamada: (a) Dindmica
vibracional dos lipidos através de oscilagdes das liga¢des simples C-C e de isomerizagdo trans/gauche; (b)
Modo de difusdo rotacional; (¢) Modo de difusdo translacional; (d) Modo de difusdo transversal (Flip-

Flop). Adaptado de (Yeagle, 2005).
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Um factor importante, que pode originar a diminuicdo da dindmica dos
lipidos, € o estado fisico em que a bicamada se encontra (Kol, de Kroon et al.

2001; John, Schreiber et al. 2002; Moreno, Estronca et al. 2006).

2.2. Estado fisico das membranas

Uma bicamada em excesso de dgua, dependendo da temperatura, pode-se

encontrar em dois tipos de fases, na fase gel ou na fase liquida.

Os lipidos constituintes de uma bicamada na fase gel (L;) (figura 6)
apresentam uma razao conformacional frans/gauche elevada. As cadeias acilo,
completamente estendidas numa conformacao all trans, estdo organizadas entre
si de uma forma paralela e sdo estabilizadas por interaccoes de Van der Waals
fortes. Apresentam uma ordem rotacional e translacional elevada, sendo que a

espessura da bicamada € méxima nesta fase (Nagle 1980; Vaz 2008).

i %%m
... B .

Figura 6: Fase Gel (Lze L;). A fase gel € caracterizada por uma ordem conformacional, rotacional e
translacional elevada. As cadeias acilo, que apresentam uma conformacio all trans, estio completamente
estendias, paralelas entre si. A fase gel designada por L. € caracterizada por uma inclinagdo das cadeias
acilo devido a drea de corte da regido polar ser maior que a drea de corte da regidio apolar. Adaptado de

(Vaz 2008).

Na fase liquida (L,) (figura 7), a bicamada é caracterizada por uma razao
conformacional trans/gauche baixa. A diminui¢do das interac¢des de Van der
Waals, relativamente a fase gel, origina um aumento da distancia entre os
lipidos e uma diminuicdo da organizacdo das cadeias acilo e da ordem
rotacional e translacional. Nesta fase a espessura da bicamada, relativamente a

fase gel, diminui (Nagle 1980; Sun, Suter et al. 1994).

L, E
Figura 7: Fase Liquida (L,). A fase liquida é caracterizada por uma entropia conformacional elevada. A

diminui¢do da razdo conformacional trans/gauche, pela diminui¢cdo das interac¢des de Van der Waals

origina uma diminui¢do da espessura da bicamada. Adaptado de (Vaz 2008).
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A transi¢do da fase gel para a fase liquida ocorre quando uma determinada

temperatura, designada temperatura de transi¢do, T,,, é atingida. O valor da

m?
temperatura, ao qual ocorre a transi¢cao de fase, depende de factores como a
pressdo, a forca idnica do meio e a regido polar dos lipidos que compdem as
bicamadas. Outro factor que é importante e do qual a temperatura de transicao

depende maioritariamente € das propriedades das cadeias acilo (Gennis 1988).

Lipidos com regides apolares compostas por duas cadeias saturadas de
diferentes tamanhos, por exemplo o /,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(DPPC) (figura 8 a), com 16 carbonos, e o [,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DMPC) (figura 8 b), com 14 carbonos, tém temperaturas de
transicdo diferentes, 41°C e 23°C, respectivamente (Mabrey and Sturtevant
1976; Blume 1983). Esta diferenca deve-se a extensdo das interac¢des de Van
der Waals serem menores entre as cadeias com menor nimero de carbonos, o
que faz com que a energia necessdria para promover a transicao da fase gel para

a fase liquida seja menor (Gennis 1988; Sun, Tristram-Nagle et al. 1996).

\ +
(a) /}V\/\OZO\)\/OW\/\/\/

+

(b) //N\/\ogod\/oj(\/\/\/\/\/\/
0

(e}

Figura 8: Estrutura de dois tipos de lipidos: (a) I,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC); (b)
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC).

Outra propriedade das cadeias acilo, que provoca uma alteracdo da
temperatura a que ocorre a transicdo de fases € o seu grau de saturagdo. Regides
apolares compostas por duas cadeias acilo saturadas tém T,, maiores do que
lipidos compostos por uma cadeia saturada e outra insaturada ou quando ambas
as cadeias sdo insaturadas. Esta diferenca na temperatura deve-se ao facto da
cadeia insaturada apresentar uma restricdo conformacional (kink) na posicao da
dupla. Esta restricdo faz com que a interaccao dos lipidos na fase gel seja mais
fraca porque a extensdo das interaccOes de Van der Waals entre os lipidos sdo
menores. Sendo assim, a energia necessdria para promover a transicao da fase

gel para a fase fluida é menor. Esta caracteristica € particularmente relevante se

10
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a ligacdo dupla tiver a configuracdo cis. Caso a configuracdo da ligagdo dupla
seja trans a cadeia fica quase linear e as interac¢des entre cadeias sdo bastante
fortes devido a maior polarizabilidade da ligagdao dupla (Coolbear, Berde et al.
1983; Lewis, Sykes et al. 1988; Marsh 2010). O [-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-
3-fosfatidilcolina (SOPC) é composto por duas cadeias de 18 carbonos cada,
sendo uma saturada e outra insaturada. Quando a cadeia insaturada tem a
configuracdo cis, o lipido apresenta uma T,, de 5.5°C enquanto que, quando a
cadeia insaturada tem configuracdo frans, o lipido apresenta uma T,, de 31.1°C

(Roach, Feller et al. 2004).

Bicamadas que t€m na sua regido polar fosfatidilcolinas apresentam uma pré-
transicdo onde ocorre a formacdo de uma estrutura designada por fase ripple
(figura 9). Nesta fase, a bicamada apresenta ondulagdes possuindo uma
superficie polar superior ao previsto pela soma das areas de corte das regides

polares (Gennis 1988).

Fase Gel Fase Ripple Fase Liquida

A o A R
Sy W G

Lg- Pg- «

Figura 9: Diferentes transi¢oes de fases para membranas compostas por fosfatidilcolina. Adaptado de

(Gennis 1988).

Um lipido que tem uma profunda influéncia na estrutura fisica da membrana

€ o colesterol.

2.3. Efeito do Colesterol no comportamento de fases

A presenca de colesterol nas membranas tem uma enorme influéncia na sua
fluidez. A sua estrutura rigida provoca efeitos contrarios nas diferentes fases em

que a membrana se pode encontrar.

O colesterol, quando adicionado a uma membrana na fase liquida (L,),
diminui o volume livre entre fosfolipidos originando um aumento na ordem da
membrana. Este, provoca um efeito de condensagdo, que resulta das interac¢des
entre as cadeias acilo e a sua estrutura rigida e as leva a assumir uma razao

conformacional trans/gauche elevada (McMullen, Lewis et al. 2004; Yeagle

11
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2005). A ordem conformacional all trans imposta pelo colesterol, aumenta a
espessura da membrana na fase liquida e origina uma diminui¢do na difusdo
translacional dos fosfolipidos da bicamada (Almeida, Vaz et al. 1992; Filippov,
Oradd et al. 2003).

Em membranas na fase gel, o colesterol diminui a ordem cristalina ao
diminuir a extensdo das interac¢des de Van der Waals entre as cadeias acilo,
isto porque, como o colesterol € estruturalmente diferente dos fosfolipidos, este
vai impedir o empacotamento perfeito entre as cadeias acilo dos fosfolipidos
(McMullen, Lewis et al. 2004; Simons and Vaz 2004). A diminui¢do da
extensdo das interaccdes de Van der Waals na fase gel origina uma diminuicao
da espessura da bicamada, isto porque a ordem conformacional com o colesterol
diminui (Gennis 1988; Thewalt and Bloom 1992; Ohvo-Rekila, Ramstedt et al.
2002).

Com o aumento da concentra¢do de colesterol nas membranas, as fases L; e
L, sdo convertidas numa unica fase, designada de fase liquido ordenado, L,
(Ipsen, Karlstrom et al. 1987). Esta fase, L,, € caracterizada por ter propriedades

intermédias entre a fase gel e a fase liquida (McMullen, Lewis et al. 2004).

Na figura 10 estd representado o diagrama de fase para a mistura binaria do

DPPC:Col.

1
SO~ DPPC:Col .
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Figura 10: Diagrama de fases de uma mistura bindria DPPC:Col. As vdrias fases estdo identificadas como
so (sélido ordenado), Id (liquido desordenado) e lo (liquido ordenado). Adaptado de (Ipsen, Mouritsen et
al. 1990).

Com o aumento da frac¢do molar de colesterol em funcdo da temperatura,

em bicamadas compostas por DPPC:Col, sdo visiveis regides com coexisténcias
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de fases. Acima da temperatura de transicio do DPPC (41.5°C), ocorre
coexisténcia de fases 1d-lo até uma fraccdo molar de colesterol de = 0.4 mol %.
Acima da frac¢do molar de 0.4 mol %, independentemente da temperatura, a
bicamada encontra-se numa Unica fase, a fase liquido ordenado, deixando de

haver transi¢@o e coexisténcia de fases.

Para além da variacdo nas conformacgoes trans/gauche dos grupos acilo, ja
referida, a mudanca de fases na membrana, por alteragdo da temperatura ou pela
presenca de colesterol origina alteragdes nas propriedades interfaciais, e

consequentemente nas suas propriedades electrostaticas.

24. Propriedades electrostaticas da membrana

As propriedades electrostaticas de uma membrana podem ser descritas
através da contribuicdo de trés componentes: o potencial transmembranar, o

potencial de superficie e o potencial dipolar (Wang 2012).

O potencial transmembranar € definido como a diferenca de potencial
eléctrico entre os dois meios aquosos que a membrana separa. A diferenca de
potencial resulta da permeacdo de alguns i0es ser mais facil em relacdo a
permeacdo dos contra-ides, que demoram mais tempo a permear a membrana,

criando uma diferencga entre cargas nos dois lados da membrana (Vaz 2008).

O potencial de superficie, resulta da existéncia de lipidos na bicamada que
tém regides polares com carga global ndo nula. A monocamada que estd em
contacto com o citoplasma tem na sua composicdo = 10 % de fosfatidilserina e
fosfatidilinositol, que sdo carregados negativamente (Kiessling, Wan et al.
2009), o que faz com que a densidade de carga a superficie da monocamada do
citoplasma seja negativa. Estas cargas negativas a superficie da monocamada
vao ser parcialmente neutralizadas por contra-ides que se encontram no meio

aquoso do citoplasma.

O potencial de superficie, que depende da densidade de carga a superficie da
membrana e da concentracio de ides em solugdo aquosa, pode ser descrito pela

teoria de Gouy-Chapman (Gennis 1988).

O potencial dipolar € originado pela orientagdo dos dipolos dos lipidos e das

moléculas de dgua, sendo positivo no centro da bicamada e negativo na
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superficie (Simon and McIntosh 1989; Brockman 1994). Foi determinado que o
potencial dipolar afecta a passagem de ides e a insercdo de proteinas nas
membranas (Flewelling and Hubbell 1986) e estd dependente do grau de
saturacdo, do tamanho e do tipo de ligacdes, éster ou éter, das cadeias acilo e

das regiodes polares dos lipidos (Gawrisch, Ruston et al. 1992).

Em membranas compostas por PC, o potencial dipolar tem origem nos
oxigénios dos grupos carbonilo, nos grupos metilo terminais das cadeias acilo e
nas moléculas de dgua que interagem com as regides polares dos lipidos na
superficie da membrana (Franklin and Cafiso 1993). O valor experimental do
potencial dipolar em monocamadas compostas por PC esta compreendido entre
400-500 mV (Disalvo, Lairion et al. 2008), enquanto que os valores das
bicamadas, também compostas por PC, estdo compreendidos entre os 220-240

mV (Peterson, Mannock et al. 2002).

Um ido polar, em solucdo aquosa, tem uma determinada energia de
hidratacdo, isto porque, interage electrostaticamente com as moléculas de 4gua,
que formam a sua volta uma esfera de hidratagdo. A interac¢ao deste 130 com a
bicamada lipidica e a sua passagem de um meio para o outro pode ocorrer de
diferentes formas. Factores como a perda da energia de hidratacdo (no caso de
um 130 polar), a barreira de energia associada a passagem do 130 polar no centro
da bicamada, a interac¢do de um 130 apolar com a interface polar € o tamanho
do 130 tornam o processo de permeagdo desfavoravel (Flewelling and Hubbell

1986; Gennis 1988).

2.5. Bicamadas como barreiras semi-permeaveis

O transporte de solutos através de uma bicamada lipidica é de extrema
relevancia na homeostase celular. A sua importincia ndo se resume apenas a
biologia celular, mas também a medicina ou a industria farmac€utica uma vez
que, a biodisponibilidade dos farmacos depende directamente da sua permeacao
através das barreiras bioldgicas. A permeabilidade é assim uma propriedade
fundamental das membranas, permitindo a troca selectiva de substincias entre

os dois meios aquosos que separa (Gennis 1988).
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Em 1890, Charles Ernest Overton observou que a permeagdo de pequenas
moléculas, com peso molecular compreendido entre 50 e 300 g/mol, através da
membrana estd correlacionada com a sua capacidade de particionar de uma
solucdo aquosa para o solvente hexadecano ou 6leo. Meyer fez uma observacdo
semelhante e esta é referida como a regra de Meyer-Overton (Walter and
Gutknecht 1986; Missner and Pohl 2009). Esta observacdo indica que a
capacidade de um soluto passar através da membrana relaciona-se com a sua
natureza quimica, isto €, a sua passagem pela membrana € resultado da sua
solubilidade na mesma, sendo que quanto mais soluvel € o soluto na membrana,
maior € a sua permeabilidade. Este trabalho foi ainda fundamental na

compreensdo das propriedades das membranas indicando a existéncia de uma

regido apolar.

A permeacdo de solutos pequenos € neutros através de uma bicamada pode
de facto ser descrita recorrendo ao mecanismo de parti¢ao-difusdo (Volkov,
Paula et al. 1997). Um soluto, para atravessar a membrana, tem trés passos

fundamentais:

1.  Particionar do meio aquoso para a bicamada, superando
qualquer resisténcia da interface;

2.  Difundir através do ntcleo hidrofébico;

3. Particionar da membrana para o meio aquoso, novamente,

superando qualquer resisténcia da interface;

Esta capacidade de permeacdo do soluto pode ser quantificada através do

coeficiente de permeabilidade (P) e € dada pela equagdo 2:

KpDm
P=-= )

onde K, € o coeficiente de parti¢ao do soluto a permear entre a membrana € o
meio aquoso, D,, é o coeficiente de difusdo do soluto através da membrana e d é

a espessura da bicamada.

No entanto, para as moléculas de dgua e solutos idnicos foi proposto um
outro mecanismo, baseado na formacdo de poros transientes de moléculas de

agua (Jansen and Blume 1995).
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No mecanismo de poros transientes assume-se que ocorre a formacgdo de
poros, formados por moléculas de &4gua ligadas entre si por pontes de
hidrogénio, que atravessam perpendicularmente a membrana. O processo de
permeacdo por poros transientes é mais rdpido do que o processo parti¢ao-
difusdo para o caso de ides e solutos muito polares, isto porque, através deste
mecanismo, a particula a permear evita a barreira de energia de Born associada
ao mecanismo de parti¢cdo-difusdo. A formacdo destes poros estd relacionada

com alteracOes na densidade, na conformacdo trans/gauche e com o perfil

eléctrico da membrana (Nichols and Deamer 1980; Jansen and Blume 1995).

Diferentes tipos de solutos podem atravessar a membrana gracas a sua
natureza heterogénea, o que lhe confere solubilidades diferentes dependendo da
zona a considerar. Moléculas polares, apolares e anfifilicas podem atravessar a
bicamada pelos dois mecanismos descritos em cima, sendo que as propriedades

da membrana afectam o tipo de mecanismo de permeacao do soluto.

A passagem de solutos de acordo com o mecanismo de parti¢do-difusdo ou
com o mecanismo de poros transientes estd relacionada com a espessura da
bicamada. A permeacdo do ido K* na bicamada ocorre através do mecanismo de
poros transientes para cadeias acilo inferiores a 16 carbonos, sendo que para
cadeias superiores a 18 carbonos, o mecanismo de permeagdo passa a ser o de
particdo-difusdo (Paula, Volkov et al. 1996; Paula, Volkov et al. 1998). Para os
10es CI', Br e I', o mecanismo de parti¢do-difusdo € o que melhor descreve a sua
permeacdo através da bicamada, sendo que esta diminui com o aumento da
espessura da bicamada e com aumento do tamanho do ifo (= 10° cm/s para o ido
CI' numa bicamada de PC:Col) (Paula, Volkov et al. 1998). Para os protdes, a
alteracdo entre o mecanismo de poros transientes e difusdo ocorre para cadeias
superiores a 22 carbonos. Moléculas polares pequenas, como a agua, glicerol, a
ureia e moléculas neutras, atravessam a membrana através do mecanismo de
particdo-difusdo independentemente da espessura da bicamada (Paula, Volkov

et al. 1996).

As membranas bioldgicas sdo estruturas heterogéneas no que diz respeito a

organizagao lipidica.

16



Parte I - Introducdo Dissertacdo de Mestrado

2.6. Assimetria dos lipidos nas membranas

A distribuicdo dos diferentes tipos de lipidos nas monocamadas interna e
externa € assimétrica e pode ser mantida por sistemas dependentes de ATP (Op

den Kamp 1979).

Nas membranas plasmdticas dos eritrocitos, a monocamada que estd em
contacto com o meio exterior € composta maioritariamente por fosfatidilcolina e
esfingomielina enquanto que a membrana interna, que estd em contacto com o
citoplasma, €é composta por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e
fosfatidilserina (Gennis 1988; Quinn 2002). A presenca de lipidos com regides
polares como a fosfatidilserina na monocamada interna, que estd em contacto
com o citoplasma, mantém a membrana electricamente polarizada (Devaux

1991).

7z

A distribuicdo de colesterol na membrana é também feita de forma
assimétrica, sendo que nos eritrocitos, o colesterol € localizado em maior

concentra¢cdo na monocamada interna (Schroeder, Nemecz et al. 1991).

A assimetria dos lipidos nas membranas leva a que estas estruturas
apresentem diferentes propriedades nas diferentes monocamadas. Os estudos
destas propriedades que as membranas apresentam s3o importantes para
entender todos os processos que nelas ocorrem. Neste trabalho em particular, o
estudo das propriedades da membrana em liquido ordenado € importante para
entender uma membrana especifica, a membrana da barreira hemato-encefélica

(BHE).
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3. Barreira hemato-encefalica

Os neurénios que constituem o Sistema Nervoso Central (SNC) comunicam
usando sinais eléctricos e quimicos, por isso, o controlo das substancias neste
micro ambiente € critico para o correcto funcionamento da sua comunica¢ao

(Cardoso, Brites et al. 2010).

A barreira hemato-encefélica (BHE), formada por células especializadas do
endotélio, é uma barreira selectiva que impede a livre passagem de grande parte
das substancias que circulam na corrente sanguinea para o SNC, sendo sé
permedvel de forma passiva a substancias muito pequenas e apolares, como por
exemplo o O, e o CO,, gases que conseguem difundir livremente através da

BHE (Abbott 2004; Abbott, Patabendige et al. 2010).

A monocamada externa da membrana das células endoteliais, tal como a
monocamada externa dos eritrocitos, € constituida maioritariamente por
esfingomielina, fosfatidilcolina e colesterol. Esta composi¢do lipidica induz a
membrana numa fase liquido ordenado, o que origina uma baixa permeabilidade
as diferentes substancias, por isso, a BHE apresenta um enorme desafio no
desenvolvimento de farmacos necessarios ao tratamento de vérias doencas
neuroldgicas, como Acidente vascular cerebral (AVC), doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson, doencas que comprometem o correcto funcionamento do

SNC (Abbott, Ronnback et al. 2006).

A permeacdo de diferentes substincias através da BHE (figura 11) pode
ocorrer por difusdo passiva (figura 11 a), através da interac¢do das substincias
com a membrana, por difusdo activa (figura 11 b), com a ajuda de
transportadores especificos associados a membrana, e por transcitose mediada
por receptor (figura 11 c) e por adsor¢ao (figura 11 d). Para além da difusao das
substancias pela membrana, estas também podem difundir pelos espagos
intracelulares (figura 11 d). No entanto, na BHE estes espacos entre as células
do endotélio estdo selados por tight junctions (Abbott 2004; Wong, Wu et al.
2012).
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(a) (b) (c) (d) (e)
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polares
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Figura 11: Imagem esquemdtica da Barreira hemato-encefdlica e dos trajectos que as diferentes substincias
podem ter para atravessar esta barreira. As substincias essenciais para o correcto funcionamento do SNC
atravessam a BHE utilizando vdrios tipos de transporte, como transporte activo, transporte mediado, ou

outros sistemas mais complexos como a transcitose (Abbott 2004).

A difusdo passiva (figura 11 a), € um processo que depende da estrutura e
propriedades da membrana e das propriedades quimicas da substincia a permear.
Substancias que sejam soluveis em lipidos (lipofilicas) conseguem difundir

através da BHE e entrar no cérebro passivamente.

O estudo de diferentes anfifilas fluorescentes, como modelos de farmacos que
permeiam uma membrana com caracteristicas semelhantes a BHE, pode levar a
uma melhor compreensdo do transporte passivo de substancias para o SNC

(Abbott, Ronnback et al. 2006).
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4. Objectivo deste estudo

O processo de permeacgdo de farmacos através da BHE ocorre maioritariamente
por difusdo passiva e o conhecimento deste processo € importante no design de
farmacos que tenham um maior efeito e sejam menos toxicos para as células

(Habgood, Begley et al. 2000)

As membranas bioldgicas s3o estruturas dinadmicas heterogéneas e o
conhecimento das suas propriedades fisico-quimicas é essencial para o controlo

da permeacao dos farmacos.

Ao longo de varios anos, o nosso grupo de investigacdo tem vindo a realizar
um estudo quantitativo da cinética e termodinamica da interaccdo de diferentes
moléculas anfifilicas com bicamadas lipidicas em diferentes fases (Estronca,
Moreno et al. 2002; Abreu, Moreno et al. 2004; Moreno, Estronca et al. 2006;
Estronca, Moreno et al. 2007; Cardoso, Filipe et al. 2010; Cardoso, Martins et al.
2011).

Muitos dos farmacos ndo sdo fluorescentes, o que torna o estudo da sua
permeacdo algo complexo. Para ultrapassar esta dificuldade tém sido utilizadas
diferentes moléculas anfifilicas fluorescentes, com grupos polares e apolares

distintos, podendo deste modo ser seguida a sua permeagao através da membrana.

Neste trabalho € feita uma caracterizagdo quantitativa dos parametros cinéticos
e termodinamicos para a interac¢ao de séries homologas de anfifilas fluorescentes
com bicamadas em diferentes fases. Pretende-se ainda modelar a permeacdo das
diferentes anfifilas fluorescentes através da BHE e, assim, comparar com
farmacos que tenham propriedades semelhantes. O objectivo € identificar regras
que permitam prever a velocidade de permeacdo passiva de uma determinada
molécula com base na sua estrutura quimica e nas propriedades fisico-quimicas da

barreira membranar.

Para entender como ocorre o processo de permeacdo da anfifila fluorescente
numa membrana, é necessario estudar as trés constantes de velocidade dos trés

passos da passagem do soluto através da membrana.

20



Parte I - Introducdo Dissertacdo de Mestrado

1. Insercao da anfifila fluorescente na bicamada (k,);
2. Translocagdo de uma monocamada para a outra monocamada (k,);

3. Desorpgao a anfifila fluorescente da bicamada (k.);

Nesta tese de mestrado foi feito o estudo fotoquimico, cinético e
termodinamico da interac¢do da série homologa de uma anfifila fluorescente com
bicamadas na fase ordenada composta pela mistura bindria de /-palmitoil-2-

oleoil-sn-glycero-3-fosfatidilocolina (POPC) com o colesterol (Col).

O POPC € um glicerofosfolipido com uma regido polar composta por uma
fosfatidilcolina, figura 1 (pag. 2), e com uma regido apolar composta por uma
cadeia saturada e outra cadeia monoinsaturada (no carbono 9) de 16 e 18

carbonos, respectivamente.

Como foi referido, a monocamada exterior da membrana das células
endoteliais encontra-se na fase liquido ordenado. Como esta monocamada é a
primeira barreira que um soluto tem que ultrapassar de modo a entrar na célula e
passar para o cérebro, é importante caracterizar, através dos diferentes estudos,

interac¢ao de anfifilas fluorescente com a membrana nesta fase.

A mistura binaria de POPC com colesterol, dependendo da fraccdo molar de
colesterol, pode-se encontrar em diferentes fases (figura 12). Com base no
diagrama de fase do POPC:Col obtido por Mateo et al. verifica-se que para um
valor de fraccdo molar de colesterol acima de 0.5 mol %, a 25°C, a bicamada
encontra-se na fase liquido ordenado (Mateo, Acuna et al. 1995), por isso, a

proporcao de POPC:Col usada neste estudo € de 1:1.

50 T A T
POPC:Col

Temperatura (°C)
8
T

10

0.00 0.

.20 0.40 0.60
x Col (mol %)

Figura 12: Diagrama de fases do POPC:Col. Adaptado de (Mateo, Acuna et al. 1995).
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A anfifila fluorescente utilizada neste estudo € composta por uma regido polar
fluorescente, o NBD, ligada a uma unica cadeia hidrocarbonada com 8, 10, 12, 14

e 16 carbonos.

O NBD (figura 13) é uma sonda fluorescente utilizada no estudo das
propriedades das membranas, devido ao facto da sua fluorescéncia depender da
polaridade do meio em que estd inserida (Chattopadhyay and London 1988;
Chattopadhyay 1990).

Figura 13: Estrutura quimica das anfifilas NBD-Cy, NBD-C,,, NBD-C,, e NBD-C,,, compostas pelo

fluoréforo NBD (a vermelho) ligado a uma cadeia hidrocarbonada compreendida entre 8 e 16 carbonos.

Para atingir os objectivos deste trabalho, comecou-se por estudar as
propriedades fotofisicas da série homdloga do NBD inserida na bicamada de
POPC:Col (1:1). O estudo fotofisico estd dividido em trés importantes

parametros:

1. Rendimento quantico de fluorescéncia;
2.  Anisotropia e tempos de vida de fluorescéncia;

3.  Constante de ionizacao;

Através destes trés parametros é possivel estimar a posicdo das sondas, com
diferentes regides apolares, na membrana. Esta propriedade mostrou-se de grande

importancia na interpretacdo dos parametros para a interaccdo desta série
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homoéloga com bicamadas compostas unicamente por POPC (Cardoso, Filipe et

al. 2010; Cardoso, Martins et al. 2011).

Realizado o estudo fotofisico, passou-se ao estudo da velocidade da
translocacdo da série homéloga do NBD nas membranas de POPC:Col (1:1).
Através deste estudo podemos determinar a velocidade de permeacdo de uma
monocamada para a outra e, deste processo, determinar os parametros
termodinamicos para a série homodloga do NBD na bicamada e na fase liquido

ordenado.

O estudo da cinética de inser¢do e desorp¢do da sonda na membrana, bem
como da respectiva particdo entre a fase aquosa e a fase membranar, ndo foi
possivel devido a sua complexidade. Foi observado que a particdo entre a fase
aquosa e as bicamadas de POPC:Col (1:1) é muito pouco favoravel para o caso
das anfifilas de cadeia acilo mais curta. Por outro lado, as anfifilas com uma
cadeia acilo mais longa ndo sdo suficientemente soltiveis em solu¢gdo aquosa para
permitir a caracterizacdo da particdo entre a fase aquosa e a membrana (Cardoso,

Filipe et al. 2010).
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1. Material

1.1.

1.2.

Reagentes

Acido Ascérbico (Sigma-Aldrich, lote no. 14798MJ);

Acido Perclérico (70%) (Sigma-Aldrich, lote no. BCBD6143);
Acido Acético Glacial (Panreac, lote no. 0000212445);
Anidrido Acético (Panreac, lote no. 0000239970);

Azida de Sédio (Fluka, lote no. 419515/1);

Cloroférmio (99.8%) (Sigma-Aldrich, lote no. 0155-9KC);
Cloreto de Sédio (ABSOLVE, lote no. 11214);

Ditionito de Sédio (Sigma-Aldrich, lote no. S17218-135);
EDTA (GPR, lote no. 28021);

HEPES (Sigma-Aldrich, lote no. 058K5411);

Hidréxido de Sédio (Baker Analised, lote no. 9601550002);
Isopropanol (Panreac, lote no. 50361KBT);

Metanol (99.9%) (Sigma, lote no. 21109P03);

Molibdato de Amoénio (Sigma, lote no. 76H3669);

Sulfato de S6dio Anidro (Sigma-Aldrich, lote no. S23360-334);
Trizma Base (Sigma-Aldrich, lote no.66H5711);

POPC (Avanti, lote no.160-181PC-181);

Colesterol (Avanti, lote no. CH-57);

Equipamento

Espectrofotémetro UV/VIS Spectronic Unicam UV500;
Espectrometro de Fluorescéncia Varian Cary Eclipse;
Medidor de pH Jenway 3510;

Extrusor Lipex Biomembranes;

Fluorimetro Stopped Flow termostatizado Hi-Tech;
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2. Métodos

2.1. Preparacao dos LUVs com sonda

A solucdo final de POPC:Col (1:1) foi preparada a partir da mistura de
volumes, previamente calculados, de duas solucdes stock de POPC e de
Colesterol. As solucdes stock foram elaboradas através da dissolucdo de uma
quantidade de POPC e Colesterol numa mistura azeotrépica de Cloroférmio e
Metanol (87:13% (v/v)). O volume pretendido do stock de sonda em metanol foi
adicionado a mistura final de POPC:Col. A concentracdo do stock da sonda a
adicionar foi determinada recorrendo ao seu espectro de absor¢do, considerando o

£e=21000 M'cm™.

A mistura final do lipido com sonda foi agitada num vortex e posteriormente
foi aguardado = 45 min para que esta atingisse o equilibrio. Passado este tempo
evaporou-se, cuidadosamente, o solvente aquecendo o tubo a0 mesmo tempo que
se colocava um fluxo continuo de azoto no seu interior. O filme formado foi
colocado num exsicador, sob vacuo, por um periodo entre 6-12 horas. No final da
secagem o filme foi hidratado, com uma solucdo temporizada (0.01 M HEPES,
0.02% (m/m) Azida de Sédio, 0.15 M Cloreto de Sédio, 0.001 M EDTA, pH 7.4)
previamente aquecida a 55°C, com o volume calculado para obter a concentragao
final de lipido e sonda desejada. A suspensdo do lipido e sonda foi produzida

através de varios ciclos incubagdo (55°C) e agitagcdo durante 30 min a 1 h.

Ap6s observar que todo o filme se encontrava em suspensao, procedeu-se a sua
extrusdo, a 55°C, passando a solucdo dispersante 15 vezes no extrusor Lipex
Biomembranes, com dois filtros de policarbonato com poros de 0.1 pm. Como
durante a extrusdo, a amostra é sujeita a pressoes relativamente elevadas (=15
psi), a solucdo foi posteriormente equilibrada por um periodo minimo de 8 h,
durante o qual foi submetida a ciclos de aquecimento e arrefecimento da

temperatura, entre 55°C e 25°C.
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2.2. Anailise da concentracao dos lipidos nos LUVs

A quantificacido do lipido € uma parte de extrema importancia uma vez que,
durante a extrusdo a 55°C, algum do lipido pode ser perdido, alterando assim a
concentracdo final da amostra. A amostra sendo constituida por dois tipos de
lipidos completamente distintos, ha a necessidade de quantificar de forma

separada o POPC e o Colesterol.

A concentragdo de POPC nos LUVs foi determinada usando uma versdo
modificada do ensaio de Bartlett (Bartlett 1959), ao passo que, a concentracdo de
colesterol em solucao foi determinada usando o método de Lieberman-Burchard

(Taylor, Broccoli et al. 1978).

2.2.1.Determinacio da concentracao de fosfatos nos LUVs

A quantificacdo do POPC baseia-se na andlise do fosfato em solugdo, que é
reduzido a fosfomolibdénio formando um complexo corado que absorve no

comprimento de onda de 700 nm.

Para obter a recta de calibracio, pipetou-se, em duplicado, os volumes 0, 100,
150, 200, 250 e 300 pLL de uma solugdo stock de K,HPO, 1 mM. Para a analise
das amostras, foram preparados triplicados, que eram diluidos, de modo a que a
sua concentracdo final se encontrasse no meio da recta de calibragdo. O volume
de cada tubo foi ajustado até 300 pLL com 4gua desionizada. Com uma pipeta de

vidro, foi adicionado a cada tubo, 700 pL de Acido Perclérico a 70% (v/v).

As solugdes foram cobertas com berlindes e aquecidas em banho seco a 190°C
durante 1h e 30 min. Apds um arrefecimento lento até a temperatura ambiente,
adicionou-se 2 ml de molibdato de aménio 1% (m/v) e 2 ml de acido ascérbico
4% (m/v). As solugdes finais foram incubadas a 37°C durante 1h e 30 min.
Posteriormente, a absorvancia das solugdes foi medida ao comprimento de onda

de 700 nm.

2.2.2.Determinacio da concentracao de Colesterol nos LUVs

Para a determinacdo da concentracdo de colesterol em solug¢do preparou-se
uma solucdo, conhecida por reagente de Lieberman-Burchard, de dcido acético,

anidrido acético e 4cido sulfurico na propor¢do de 35:55:10% (v/v),
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respectivamente, a qual se adicionou 1% (m/v) de sulfato de sédio anidro,
mantendo-se sempre a solu¢do em gelo. Para obter a recta de calibracio, pipetou-
se, em duplicado, 0, 20, 40, 60, 80 e 100 pL. de uma solugdo stock de colesterol 2

mM em 4lcool isopropilico.

As amostras, preparadas em triplicado, foram diluidas de modo a que a sua
concentragdo final se encontrasse no meio da recta de titulacdo. O volume foi
ajustado em cada tubo até 100 puL. com alcool isopropilico. Adicionou-se 3 mL da

solucdo de reagente de Lieberman-Burchard e incubou-se a 37°C durante 20 min.

A quantificagdo do colesterol foi baseada na andlise do grupo hidroxilo do
colesterol que ao reagir com um reagente de Lieberman-Burchard aumenta a
conjugacdo da insaturagdo do anel condensado adjacente, originando uma solucao
com cor verde, que absorve no comprimento de onda de 625 nm (Taylor, Broccoli

et al. 1978).

2.3. Estimativa da constante de equilibrio das anfifilas entre a fase aquosa e

os LUVs (K,)

A constante de equilibrio K, , que corresponde a constante de ligacdo entre a
sonda € a membrana, da série homdloga do NBD-C, (n=8-16) em bicamadas de
POPC:Col (1:1) foi estimada através da andlise e comparacdo dos resultados,
previamente obtidos, para a sonda NBD-liso-1-miristoil-fosfatidiletanolamina
(NBD-LysoMPE) em bicamadas de POPC e POPC:Col (1:1) (Sampaio, Moreno
et al. 2005). O NBD-LysoMPE (figura 14 b) é uma molécula anfifila, semelhante
ao NBD-DMPE, composta apenas por uma tnica cadeia acilo. O NBD-C,, (figura
14 a) € constituido por uma cadeia hidrocarbonada de 12 carbonos ligada ao grupo
NBD. A diferenca entre 0 NBD-LysoMPE e o NBD-C,, estd na composi¢do da

regido polar.
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Figura 14: Estruturas de duas anfifilas fluorescentes: (a) Estrutura do NBD-C,,; (b) Estrutura do NBD-

LysoMPE; Na figura, a vermelho, estd representado o grupo fluorescente NBD.

Na tabela 1 encontram-se os valores do K; para o NBD-LysoMPE a 25°C.

Tabela 1: Valores da constante de equilibrio, K, , para o NBD-LysoMPE a 25°C.

NBD-LysoMPE POPC® POPC:Col (1:1)®

K, M) 13x10° 6.1 x 10°

(a) Dados obtidos de (Sampaio, Moreno et al. 2005).

Da andlise da tabela 1 verifica-se que a diferenca entre os valores do K, para o
NBD-LysoMPE em bicamadas de POPC e POPC:Col (1:1) é aproximadamente
meia ordem de grandeza menor, respectivamente. Desta diferenca, entre os
valores do K; do NBD-LysoMPE para os dois sistemas, estimdamos os valores do
K, para a série homéloga do NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1)
atendendo aos valores obtidos, para o K; da mesma série em bicamadas de POPC,

por Cardoso et al. (Cardoso, Filipe et al. 2010).

Tendo em conta que 0 NBD-LysoMPE ¢ estruturalmente diferente do NBD-C,,
para os valores do K, da série homdloga fluorescente em bicamadas de POPC:Col
(1:1), foi feita uma aproximacao de uma ordem de grandeza menor relativamente

ao K, obtido para a mesma série em bicamadas de POPC.
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Na tabela 2 estdo os valores obtidos do K, para a série homdloga do NBD-C,
por Cardoso et al. em bicamadas de POPC e os valores estimados para a mesma

série, em bicamadas de POPC:Col (1:1).

Tabela 2: Valores do K, para a série homéloga do NBD-C, (n=8-16) obtidos em bicamadas de POPC e os

valores estimados da mesma série para bicamadas de POPC:Col (1:1).

K, M") POPC ® POPC:Col (1:1)®
NBD-C, 1.93 x 10° 19x 10®
NBD-C,, 137 x 10" 14x10°
NBD-C,, 9.52x 10" 9.5x 10°
NBD-C,, 6.50 x 10" 6.5x 10"
NBD-C, 461 x 10" 46x 10"

(a) dados obtidos de (Cardoso, Filipe et al. 2010);

(b) valores estimados assumindo um K; 10 vezes menor;

24. Determinacio do Rendimento Quantico de Fluorescéncia

O rendimento quantico de fluorescéncia ¢ definido como a razdo entre o
nimero de fotdes absorvidos e o nimero de fotdes emitidos. Pode também ser
definido como a razdo entre a velocidade da transi¢do que origina fluorescéncia e

a soma das velocidades de todas as outras formas de desactivagdo (equagdo 3).

— _kr
K+ kny

Qp

3)

O valor do rendimento quantico de uma espécie fluorescente depende da
existéncia de processos adicionais de desactivagdo. Este parametro depende do

ambiente em que a anfifila fluorescente esta envolvida.

O rendimento quantico absoluto da série homéloga de aminas gordas NBD-C,
inseridas em bicamadas de POPC:Col (1:1), foi calculado recorrendo a equagao 4
e considerando ®i= 0.4, para o NBD-DMPE em POPC (Brown, Brennan et al.
1994),

I Abs n
Op = Pp— —
Igr Absg ngp

C))

onde n e n, correspondem ao indice de refraccdo do solvente em que o composto e
a referéncia estdo dissolvidos, I e Abs correspondem a area da intensidade de

fluorescéncia e ao valor da absorvancia do composto no maximo de absorcdo da
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referéncia, respectivamente, e I, € Abs, correspondem a area da intensidade de
fluorescéncia e ao valor mdximo da absorvancia da referéncia. @ corresponde ao
valor do rendimento quéntico da referéncia (Lakowicz 1999). No célculo do

rendimento quantico absoluto foi considerado n/n, = 1.

Para este estudo utilizaram-se LUVs de POPC:Col (1:1) com uma
concentragdo de 0.5 mM, preparados de acordo com o procedimento descrito na
seccdo 2.1 de material e métodos, com a diferenca no passo de hidrata¢do, no qual
o filme lipidico foi hidratado com uma soluc¢io nio tamponizada (0.02% Azida de
Sédio, 0.15 M Cloreto de Soédio, 0.001 M EDTA), de modo a obter uma

concentragdo final de sonda de 1.25 pM.

A razao molar sonda/lipido utilizada neste estudo foi determinada tendo em
conta trés aspectos fundamentais, a solubilidade de sonda em 4agua (de modo a
ndo exceder o valor da CAC), a razdo sinal/ruido e a dispersdo de luz (a ser

inferior a 0.1).

Para o célculo da concentragdo da sonda em meio aquoso, recorreu-se a
equacdo 5, onde se calculou, com base no K;, a concentracio de sonda na

membrana, [AL}] (Abreu, Moreno et al. 2004),

oo _ 2KL[Ly][AT]
[ALy] = 1+2Ky [Ly] (5)

onde [L,] corresponde a concentracdo de LUVs usada, 0.5 mM (0.25 mM de
POPC e 0.25 mM de Colesterol), [A;] corresponde a concentracdo total de sonda
utilizada, 1.25 uM e K|, corresponde a constante de ligacdo, estimada para o

POPC:Col (1:1), valores apresentados na tabela 2.

Prevemos assim, para as diferentes sonda utilizadas, uma percentagem na
membrana de 66% para o NBD-Cy, 93% para o NBD-C,,, 99% para o NBD-C,,,
100% para o NBD-C,,, 100% para o NBD-C,,. Destes valores obtidos para a
sonda na membrana, calculamos a percentagem de sonda na dgua e verificamos
para o NBD-C; e NBD-C,,, cuja percentagem na membrana é < 95%, que a
concentragdo em agua € menor que a CAC. Para as restantes sondas, verificou-se

que a concentracao em dgua era ligeiramente superior a CAC.

Os espectros de absorc¢ao foram obtidos para a série homéloga do NBD-C, em

bicamadas de POPC:Col (1:1). Na figura 15 A est4 representado um espectro de
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absor¢do tipico do NBD-C,, em bicamadas de POPC:Col (1:1) sem subtrac¢do da

dispersao.
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Figura 15: Espectros de Absorcdo; Painel A: Espectro de absor¢do do POPC:Col (1:1) (—) e espectro de
absorc¢ao tipico do NBD-C,; em POPC:Col (1:1) (----) sem tratamento. Painel B: Espectro de absorcéo tipico
do NBD-C,, em POPC:Col (1:1) (—) ap6s subtrac¢do da dispersdo dos LUVs.

Na figura 15 A pode-se observar que o espectro de absor¢do obtido, que
contém a absor¢cdo da sonda perto dos 475 nm, € afectado pela dispersdao do
lipido. Para obter o espectro de absor¢do do NBD-C,, foi necessario retirar a
dispersdo do lipido do espectro da figura 15 A. Para isso, fez-se um tratamento
dos dados através de um ajuste entre a equagdo 6 e a equacdo 7, sendo que, 0O
espectro obtido deste tratamento estd representado na figura 15 B. Da equacdo 6
obteve-se o valor da absorvancia da sonda, através da multiplicagdo do espectro

do NBD-C,; em POPC:Col (1:1), ao qual foi subtraido um factor, f;, pelo espectro

do branco subtraido por uma constante, cst.

A= (Aﬁ%’ff;gzl - fl)x(APOPC:Col — cst) (6)

Como durante a extrusdo ocorre a perda de sonda, torna-se necessario proceder
a um ajuste, através da equacdo 7, de modo a minimizar a diferenga entre os
valores do espectro obtido para a sonda sem dispersdo da equacgdo 6 e do espectro

da sonda em metanol.

A= N2 = f2) @)

Na equacdo 7 é subtraido um outro factor, f,, ao espectro de absor¢ao da sonda

em metanol.
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O ajuste foi realizado com auxilio da ferramenta solver do excel® através da

alteracdo dos parametros, f1, f2 e cst.

O estudo da fluorescéncia na determinacdo do rendimento quantico para a série
homoéloga do NBD-C, em POPC:Col (1:1) foi realizado e, para os espectros de
fluorescéncia obtidos, foi também necessdrio proceder a um ajuste, feito através

da equacao 8,
IF = IFyghcEet — (UFpopc.cotXf1) ®)

onde foi subtraido o espectro de fluorescéncia do POPC:Col (1:1), nas mesmas
condi¢des experimentais, multiplicado pelo factor, f;, obtido do ajuste da
absorcdo. A multiplicacdo pelo factor f; é necessaria na fluorescéncia, para
complementar com a variacdo do ajuste feito ao espectro de absor¢do. Este factor
deve-se ao facto de que a concentracdo final de lipido ndo é exactamente igual nas
solucdes de LUVs com e sem sonda e também a possibilidade de ligeiras
diferencas no tamanho dos lipossomas que conduzem a diferentes intensidades de

dispersado da luz incidente.

Ao espectro de fluorescéncia obtido do ajuste foi feita a integracdo entre 485
nm e 700 nm e, o valor obtido, foi divido pelo valor obtido da integracdo do

espectro de fluorescéncia da referéncia nas mesmas condi¢des experimentais.

2.5. Determinacido da Constante de Ionizacio

A constante de ioniza¢do do grupo amino da série homdloga do NBD-C, em
LUVs de POPC:Col (1:1) foi obtida com uma concentracao total de lipido igual a
0.5 mM, numa propor¢ado sonda/lipido de 1:400.

O filme de lipido com sonda foi hidratado com uma solu¢do aquosa nado
tamponizada (0.02% (m/m) Azida de Sédio, 0.15 M Cloreto de Sédio, 0.001 M
EDTA) com o pH controlado a valores = 7.1. Na titulacdo, o pH foi modificado
para valores mais alcalinos através de adi¢cdes precisas de NaOH entre 1 e 10 pL,
de acordo com a concentracdo do stock de NaOH utilizada (para aumentar a
precisdo das adi¢Oes, prepararam-se dois stocks de NaOH, 0.1 e 1 mM,
respectivamente). Apds a adicdo de NaOH a cuvete contendo a solucdo, esta foi
agitada recorrendo a um magneto, por um periodo de cerca de 3 min, até o valor

do pH estabilizar, ao qual se seguia a obten¢do do espectro de fluorescéncia. Para
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uma leitura precisa e fidedigna do pH final da solucdo, este foi, cuidadosamente,
medido repetidamente antes e apds a obtencdo do espectro de fluorescéncia.

Quando os valores de pH nao eram coincidentes, considerava-se o valor médio.

2.6. Determinacao da Anisotropia de Fluorescéncia

Quando a luz de excita¢do incide numa molécula, a sua transi¢do para o estado
excitado pode ser descrita pela interac¢cdo de um componente eléctrico da luz

incidente com o momento dipolar de transi¢cao da molécula (Lakowicz 1999).

No estudo da anisotropia de fluorescéncia, a luz de excitagdo € polarizada
segundo dois eixos, um horizontal (I,,;) e um vertical (I,y). A luz de excitacdo
polarizada segundo estes eixos origina uma distribuicdo anisotropica das
moléculas excitadas, isto €, moléculas que t€ém um momento dipolar de transi¢do
paralelo a polarizacio da luz incidente sdo excitadas, enquanto que as que t€ém um

momento dipolar perpendicular a polariza¢ao da luz incidente ndo sdo excitadas.

O estado excitado a partir do qual ocorre a emissdo de fluorescéncia pode ser
distinto daquele originado por absor¢do da radiagdo sendo que, neste caso, o
momento dipolar da transi¢do para o estado fundamental pode ter uma orientagdo
distinta da do momento dipolar da transicdo ocorrida aquando da excitagdo. Para
além disso, no estado excitado, as moléculas podem rodar originando um
momento dipolar de emissdo diferente do inicial. Esta rotacdo estd dependente do
coeficiente de difusdo rotacional do fluoréforo, sendo que este depende da

viscosidade do ambiente, do tamanho e da estrutura do fluoréforo.

Caso o momento dipolar de emissdo seja 0 mesmo que o momento dipolar de
excitagdo, o que significa que o fluoréforo ndo sofreu alteragdo na sua orientacao
antes de emitir radiacdo, a anisotropia de emissdo de fluorescéncia (r), dada pela
equacdo 9, ¢ igual a 0.4.

Ivv _G]VH

p=—Y _VH 9
I, +2GIVH

Se o momento dipolar de emissdo for o diferente do momento dipolar de
excitagdo, significa que o fluor6éforo sofreu alteracdo na sua orientagdo (ou no

estado excitado) antes de emitir radiagdo. O aumento na velocidade de difusdo
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rotacional do fluor6foro tem como consequéncia uma anisotropia que tende para 0

(Lakowicz 1999).

Na equacdo 9, além dos eixos em que a luz pode ser polarizada, horizontal
(Iyy) e vertical (Iyy), € ainda necessdrio considerar outro pardmetro, o factor
geométrico também designado por factor G. O factor G € um factor instrumental
que corresponde a sensibilidade relativa do equipamento a luz polarizada vertical
ou a luz polarizada horizontalmente. Este factor ¢ usado para corrigir Iyy no

calculo da anisotropia.

A anisotropia de fluorescéncia foi calculada para a série homdloga do NBD-C,
(n=8-16) em bicamadas de POPC:Col (1:1) 0.5 mM, com uma razao sonda/lipido
1:400. As solugdes foram preparadas numa solucdo aquosa ndo tamponizada
(0.02% Azida de Sédio, 0.15 M Cloreto de Sédio, 0.001 M EDTA) com o valor

do pH controlado a valores = 7.1.

O factor G foi determinado no aparelho de fluorescéncia, através da utilizagao
de um padrio fluorescente ndo dispersante. O padrao usado na medi¢cdo foi NBD-

C,, com a mesma concentra¢ao usada nos LUVs, em metanol.

2.7. Determinacao dos Tempos de Vida de Fluorescéncia

O tempo de vida de fluorescéncia é definido como o tempo médio da molécula

no estado excitado, antes do processo de relaxamento, e € dado pela equagao 10,

T=—2" (10)

T ket knr

onde k, e k, corresponde a constante radiativa e a constante ndo radiativa,

respectivamente.

O tempo de vida médio foi calculado segundo a equagdo 11, sendo pesado pela

intensidade de fluorescéncia devido a cada um dos componentes.

>a; (11)

As amostras foram preparadas de acordo com o procedimento experimental
descrito na sec¢ao 2.1 do material e métodos, tendo sido usada uma concentracao

de lipido POPC:Col (1:1) de 1 mM e uma razao sonda/lipido de 1:200.
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2.8. Determinaciao da Velocidade de Translocacao

O processo de translocagdo entre monocamadas lipidicas € um passo essencial
na determinacdo da sua permeacdo através de uma bicamada (Moreno, Estronca et
al. 2006). Para obter a constante de velocidade, k,, deste processo, foi usado um
método baseado na extingdo de fluorescéncia do grupo NBD resultante da reducao
irreversivel do seu grupo nitro pelo ditionito, como é demonstrado na figura 16

(MclIntyre and Sleight 1991).

NO, NH,
/N\ - /N\
) + SO, —_— ]
N lT N
HN\ HN
R 2 )
SO, R

Figura 16: Esquema da reac¢@o do ditionito com o grupo nitro do NBD.

O ditionito foi inicialmente dissolvido num volume de solu¢@o Trizma—Base 1

M a pH 10, de modo a obter uma concentragao final de 1 M.

Aos LUVs de POPC:Col (1:1) e NBD-C, preparados de acordo com o
procedimento experimental descrito na seccdo 2.1 do material e métodos, com
uma razao sonda/lipido 1:1000, foi adicionado um volume da solucdo stock 1 M
de ditionito de forma a obter uma concentra¢do final na mistura com os LUVs de
20 mM. A emissdo de fluorescéncia das solucOes foi seguida através do
equipamento de stop-flow com um comprimento de onda de excitagdo de 475 nm

e um filtro cuttoff a 530 nm na emissao.
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1. Caracterizacao fotofisica do NBD-C, em bicamadas de

POPC:Col (1:1)

As bicamadas lipidicas sdo estruturas que ndo possuem locais de ligacdo
definidos, por isso, a posi¢do destas moléculas relativamente a normal da

bicamada é um dos parametros relevantes na caracterizacdo das propriedades

fisicas da membrana.

Neste capitulo apresentamos os resultados e a discussdo das diferentes
propriedades fotofisicas medidas para a série homo6loga NBD-C, em bicamadas de

POPC:Col (1:1).

1.1. Rendimento Quantico de Fluorescéncia

O NBD € um grupo fluorescente, que devido ao facto da sua fluorescéncia
apresentar uma acentuada dependéncia com a polaridade do meio, tem vindo a ser
utilizado no estudo de diferentes propriedades das membranas bioldgicas, como a
fluidez, a din@mica e a permeabilidade (Arvinte, Cudd et al. 1986; Chattopadhyay
1990; Almeida, Vaz et al. 1992; Mazeres, Schram et al. 1996; Cardoso, Filipe et
al. 2010).

Quando localizado em ambientes polares, o grupo NBD exibe, tanto no seu
espectro de absor¢ao como no de fluorescéncia, um desvio para comprimentos de
onda maiores, a0 passo que, em ambientes apolares, o grupo NBD exibe um
desvio para comprimentos de onda mais baixos (Chattopadhyay 1990; Lin and

Struve 1991).

Na figura 17 estdo representados os espectros de absor¢cdo e fluorescéncia a
25°C do NBD diluido em metanol e agua, dois solventes com diferentes

polaridades, sendo a 4gua o mais polar.

Os espectros de absorcdo mostram duas bandas a comprimentos de onda
diferentes. A primeira banda, a comprimentos de onda na ordem dos 350 nm para
o NBD-C; em agua, corresponde a uma transicdo 7-7t* enquanto que a segunda
banda, a comprimentos de onda na ordem dos 475 nm, corresponde a0 maximo de
absor¢do do grupo NBD. Esta tdltima banda é referente a transferéncia de carga,

em que o grupo amino do NBD serve como dador de electrdes enquanto que o
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grupo nitro serve como receptor dos electrdes (Feryforgues, Fayet et al. 1993). E
visivel que ambas as banda de absor¢ao, da transicao —t* e da transferéncia de
carga do NBD-C; em metanol, sofrem um ligeiro desvio para comprimentos de

onda menores com a diminuicdo da polaridade do solvente.
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Figura 17: Espectros de absorcdo e fluorescéncia, a A..=475 nm, normalizados do NBD-C, diluido em
metanol (vermelho) e dgua (negro). Estdo representados os espectros de absor¢do do NBD-C; em metanol
(----- ) e em dgua (*e***) e os espectros de fluorescéncia do NBD-Cg; em metanol (—e——) e em dgua (—).
Inset sdo apresentados os graficos de fluorescéncia do NBD-C; em dgua e metanol normalizados

relativamente ao solvente em que a sonda € mais fluorescente, o metanol.

z

Nos espectros de fluorescéncia do NBD-C; diluido em agua € visivel um
desvio do mdaximo de emissdo para comprimentos de onda maiores devido ao
aumento da polaridade. Ao contrdrio da absor¢do, o espectro de fluorescéncia é
caracterizado por uma unica banda, com um maximo de emiss@o em metanol nos
530 nm, que com o aumento da polaridade do solvente sofre um desvio no
maximo de emissdo para valores de comprimento de onda maiores. Em inset,
figura 17, estdo representados os espectros de fluorescéncia do NBD-C; em dgua e
metanol normalizados em relagdo ao solvente em que o NBD-C; apresenta maior
intensidade de fluorescéncia, o metanol. Com o aumento da polaridade do
solvente, ocorre uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, isto €, em
solventes apolares a intensidade de fluorescéncia do grupo € maior do que em
solventes polares. Esta propriedade € importante para interpretar a posicdo do

grupo NBD nas membranas.

O rendimento quantico de fluorescéncia foi obtido a 25°C para a série

homoéloga do NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1) e o seu valor absoluto foi
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calculado, através da equagdo 4, relativamente a referéncia, NBD-DMPE em

POPC.

Na figura 18 estdo representados os espectros de absorcao tipicos obtidos apds
0 ajuste com as equacdes 6 e 7, para a série homdéloga do NBD-C, em bicamadas

de POPC:Col (1:1).
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Figura 18: Espectros de absorg¢do tipicos do NBD-Cy (——), NBD-C,, (—), NBD-C;, (—),NBD-C, (—)
e NBD-C,, (— ) normalizados relativamente a referéncia NBD-DMPE em POPC (), a 25°C.

A diferenga nos valores do espectro de absor¢do observada para as diferentes
cadeias carbonadas ligadas ao grupo NBD deve-se ao facto da constante de
particdo entre a solugdo aquosa e a membrana POPC:Col (1:1) ser baixa,
aumentando com o aumento da cadeia hidrocarbonada. Aquando da preparacdo
das amostras existia assim uma frac¢do significativa de sonda na fase aquosa,
principalmente para as cadeias mais curtas, o que conduziu a diminui¢cdo da sua
concentragdo devido a adsor¢do aos filtros utilizados na extrusdo (este efeito foi

bastante evidente, ficando os filtros com uma coloracdo amarelada).

Como o espectro de absor¢io da referéncia, NBD-DMPE, tem um 1425 ~
460 nm, para o célculo do rendimento quantico absoluto foi necessario obter o

valor da absor¢ao do NBD-C, no médximo de absor¢do da referéncia.

Os espectros de fluorescéncia, complementares dos espectros de absor¢ao
representados na figura 18, obtidos apds o ajuste pela equagdo 7, estdo

representados na figura 19.
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Figura 19: Espectros de fluorescéncia tipicos, a A,,.=460 nm, do NBD-C; (—), NBD-C,, (—), NBD-C,,
(—), NBD-C,, (—) e NBD-C,; () normalizados relativamente a referéncia, o NBD-DMPE em POPC

(), a25°C. Inset estd representado o grafico de fluorescéncia normalizado das diferentes espécies.

Na figura 19, podemos verificar que 0 NBD-DMPE em bicamadas de POPC
tem uma fluorescéncia muito maior relativamente a espécie mais fluorescente em
bicamadas de POPC:Col (1:1), o NBD-C,;. A elevada fluorescéncia do NBD-
DMPE esté relacionada com a sua localizagc@o nas bicamadas de POPC, indicando

um ambiente mais apolar.

Os valores do rendimento quéntico absoluto calculados para o NBD-C, em
POPC:Col (1:1), a partir da equacao 4, e os valores obtidos por Cardoso et al. para
a mesma série homdloga em bicamadas de POPC estdo representados na figura
20. E de referir que os valores do rendimento quintico absoluto do NBD-C, em
POPC e POPC:Col (1:1) foram obtidos para a mesma referéncia, o NBD-DMPE,

nas mesmas condicdes experimentais.

Podemos observar, na figura 20, que dentro do erro os valores do rendimento
quantico sdo semelhantes entre si e, deste modo, ndo € visivel qualquer
dependéncia do rendimento quantico da série homdloga estudada com o tamanho
da cadeia hidrocarbonada. O elevado erro obtido na experiéncia esta associado a
baixa fluorescéncia da sonda em POPC:Col (1:1), que faz com que a razdo

sinal/ruido seja baixa conduzindo a uma incerteza elevada.
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Figura 20: Valores do rendimento quantico de fluorescéncia para a série homdloga NBD-C, (n=8-16)
inserido em bicamadas de POPC:Col (1:1) (0) e POPC (0). As barras verticais correspondem ao valor do

desvio padrio associado a um minimo de trés experiéncias.

Comparativamente com os resultados obtidos para o NBD-C, em bicamadas de
POPC, verificamos que em POPC:Col (1:1) apresenta valores de rendimento
quantico absolutos mais baixos. Esta diminuicdo do rendimento quantico obtido
para o NBD-C, em POPC:Col (1:1), indica-nos uma alterac@o da posi¢cdo da sonda
na membrana. Esta alteragdo da posicdo da sonda estd directamente relacionada
com o estado fisico da membrana. Como ji foi referido anteriormente, &
geralmente considerado que o colesterol quando presente na membrana numa
determinada concentragdo, induz a formacao da fase liquido ordenado, fase que é
caracterizada por uma elevada organizacdo, relativamente a fase liquido
desordenado. Esta organizacdo implica que a posi¢do da sonda seja mais a
interface da membrana, porque o colesterol, além de promover uma organizacao
das cadeias acilo do POPC, diminui o volume livre entre lipidos. Estudos de
simulagdo por dindmica molecular efectuados por este grupo de investigagdo para
a série homologa NBD-C, em POPC (Filipe, Moreno et al. 2011) mostraram que o
grupo NBD se encontra localizado na regido da interface entre as cadeias acilo € a
cabeca polar (estabelecendo uma ligagdo por ponte de hidrogénio entre o grupo
amina do NBD e os oxigénio dos grupos éster do POPC). Os resultados obtidos
em bicamadas formadas por POPC:Col (1:1) sugerem uma localizacdo mais

externa para o grupo NBD, num ambiente mais polar.
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Como ji foi referido, uma propriedade importante do grupo NBD € a
dependéncia da sua fluorescéncia com as propriedades do solvente em que este se
encontra. Quando o grupo NBD esta dissolvido em solventes polares, os dipolos
das moléculas do solvente interagem com o dipolo do NBD no estado
fundamental apresentando uma distribuicdo ordenada a sua volta. A diferenca de
energia do estado fundamental para o estado excitado, provoca uma mudanga no
momento dipolar do NBD, o que induz um rearranjo nos dipolos das moléculas do
solvente. Como a excitagdo para niveis de energia mais elevados demora menos
do que o tempo necessdrio para as moléculas do solvente se reorientarem, hd um
atraso entre a excitacdo e a reorientagdo das moléculas do solvente em torno do
NBD, que tem um momento dipolar maior no estado excitado do que no estado
fundamental. Apds a excitacdo do NBD para niveis vibracionais mais elevados,
esta energia é rapidamente perdida para as moléculas do solvente, enquanto o
NBD relaxa para niveis vibracionais de menor energia. As moléculas do solvente
reorientam-se em torno do NBD conduzindo a uma diminui¢do da sua energia.
Devido ao maior momento dipolar do NBD no estado excitado, a estabilizacao
devido a reorientagdo das moléculas de solvente € maior neste estado do que no
estado fundamental, conduzindo a uma diminui¢cdo da separacdo energética entre

o estado excitado e o estado fundamental.

O aumento da polaridade do solvente, origina uma maior estabilizacdo do
estado excitado que resulta num desvio da emissdo de fluorescéncia para

comprimentos de onda maiores, como j4 foi verificado na figura 17.

De seguida s3o apresentados os resultados e a discussdo da constante de

ionizagao.

1.2. Constante de Ionizacao

A determinacdo da constante de ionizagdo do NBD-C, em diferentes solventes
(composigdes lipidicas) pode-nos acrescentar alguma informacao relativamente ao

ambiente e a posi¢do da anfifila na bicamada.

O NBD ¢ uma espécie fluorescente que, a pH 7, existe sob a forma neutra
(Meyers, Jurss et al. 1983; Chattopadhyay and London 1988). Alterando o pH este

pode apresentar duas constantes de ionizacdo. A primeira constante de ionizagao,
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que corresponde 4 formagdo da forma protonada do grupo amina do NBD-C,,
ocorre a valores de pH 4cidos (pK, = 0.2). A segunda constante de ionizac¢ao, que
corresponde 4 forma desprotonada do grupo amina do NBD-C,, e ocorre a valores
de pH alcalinos (pK, = 10.2) (Meyers, Jurss et al. 1983). Na figura 21 estdo

representados as espécies originadas para as duas constantes de ionizacao.

O—\EO O-\=0 O—\=0 O=\=0
. . I
/N\ H 5 /N\ H /N\ /N\
~ /O - ~ /O —_— — /O « > — /O
N  pKa=02 N pka=102 N I N
. g :
R R R R

Figura 21: Mecanismo de protonagio (pK, = 0.2) e desprotonacdo (pK, = 10.2) do grupo NBD. Adaptado de
(Meyers, Jurss et al. 1983).

Neste trabalho a constante de ionizacdo que ocorre a pH alcalino foi
determinada através do decréscimo de fluorescéncia do fluoréforo NBD, em
bicamadas de POPC:Col (1:1), sendo o pH alterado por adicio de pequenos
volumes de NaOH, figura 22 A.

Foi estudada apenas a constante de ioniza¢do que corresponde a desprotonagdo
do grupo amino, uma vez que a pH mais acidos iria ocorrer simultaneamente a
protonacdo do grupo fosfato do fosfolipido da membrana (pK, = 0.8) (Moncelli,
Becucci et al. 1994). Deste modo, a alteracdo da ionizacdo da fosfatidilcolina
poderia induzir alteragdes nas propriedades fisico-quimicas da bicamada em

questao (POPC:Col).

Na figura 22 estdo representados os espectros de fluorescéncia obtidos para
uma titulagdo tipica do NBD-C,, inserido em bicamadas de POPC:Col (1:1), para
os diferentes volumes de hidroxido de sddio adicionado, e a respectiva curva de

titulacdo obtida ao valor mdximo de emissao (530 nm).

43



Dissertacdo de Mestrado Parte III - Resultados e Discussdo

I T I T I T I T I T I T T I T I T I T I T

500 |- A - 500 B

- - - = -1
[m}

400 |- — 400 |- o —
5300 - 2300 -
- L 4 = L o i
= v =

200 — 200 —

- - o -1

100 — 100 —

L L o
o bl v 141 ; 0 P I I I B
500 525 550 575 600 625 650 7 8 9 10 11 12
c.0. (nm) pH

Figura 22: Espectros de fluorescéncia obtidos para uma titulagéo tipica do NBD-C,, , a 25°C, inserido em
bicamadas de POPC:Col (1:1), a A.,.=475 nm. A seta vertical na figura representa o aumento de volume de

NaOH.

O mecanismo quimico referente ao equilibrio de ioniza¢do, bem como as
equagdes que descrevem a concentracdo de cada uma das espécies envolvidas
estdo descritas abaixo, onde AH, A" e K, representam as espécies protonada,

desprotonada e a constante de ionizacdo, respectivamente.

AHZ A~ +H*Y 12)
_ laTimt
Ke == 13)
_ larl[H"]
AH = B0 (14)
[Ar] = [AH] + [A7] 15)

Através das concentracdes de AH e A" podemos assim obter a equagdo 8 que

descreve a variacdo na intensidade de fluorescéncia em funcado do pH.
IF = @4 [A7] + @4y [AH] (16)

O ajuste entre a equagdo acima e a variagdo observada para a fluorescéncia do
NBD-C, permite obter a constante de ionizagao (pK,) para cada uma das sondas.

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 23.
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Figura 23: Curvas de titulagdo tipicas através da intensidade de fluorescéncia normalizada para as diferentes
sondas na série homéloga NBD-C,, a 25°C. Painel A: NBD-C; (4), (pK, = 9.8); NBD-C,, (), (pK, = 9.7);
Painel B: NBD-C,, (0), (pK, = 9.7); NBD-C,, (4), (pK, = 9.9); NBD-C/, (0), (pK, = 10.1) e curvas dos

respectivos ajustes, segundo a equacdo 16. A linha a tracejado corresponde ao valor do pK, para o NBD-C,,.

Na figura 23 B verifica-se um desvio para valores de pH maiores, com a
alteracdo do numero de carbonos da cadeia acilo do NBD de 12 para 16 carbonos.
Tal variac@o n@o ocorre na figura 23 A, onde o valor da constante de ionizac¢do do

NBD-C,, € inferior ao valor do NBD-C;.

Na figura 24 estdo representados os valores médios da constante de ionizac¢ao
obtidos para a série homdloga do NBD-C, inserida em bicamadas de POPC:Col
(1:1) e os valores para a mesma série obtidos por Cardoso et al. em bicamadas de

POPC.

Os valores da constante de ionizacdo para o NBD-C,, C,,, C, e C,, em
bicamadas de POPC:Col (1:1) apresentam valores semelhantes, atendendo ao erro
associado. O elevado erro experimental associado as sondas NBD-Cy, C,, e C,,
deve-se a razdo sinal/ruido, que para estas sondas é pequeno, uma vez que a sua
particdo para a membrana € baixa. Do NBD-C,, ao C,, ocorre um aumento do
valor da constante de ionizacdo, sendo que o erro associado para o NBD-C,, e C¢

€ menor, devido a sua parti¢do para a membrana ser elevada.

Comparativamente aos resultados obtidos em bicamadas de POPC, os valores
da constante de ionizacdo em POPC:Col (1:1) sdo significativamente mais baixos
para todas as anfifflas da série homoéloga NBD-C,. Esta diminui¢do do valor da
constante de ionizacdo em POPC:Col (1:1), tal como se verificou para o

rendimento quantico, esta associada a localizacdo do grupo NBD na membrana
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que ¢ afectada pelo estado fisico em que a membrana se encontra, € que depende

da presenca de colesterol.
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Figura 24: Valores da constante de ioniza¢do obtidos para a série homéloga do NBD-C, inserida em
bicamadas de POPC:Col (1:1) (0) e de POPC (0). As barras verticais correspondem ao valor do desvio

padrdo obtido para um minimo de trés experiéncias independentes.

A constante de ionizacdo indicada acima corresponde ao valor de pH em que o
grupo NBD perde o protdao do grupo NH. Este valor depende maioritariamente de
dois factores, do potencial de superficie da membrana e da posi¢cdo da sonda na
bicamada. O potencial de superficie pode afectar o valor do constante de
ionizagdo, porque membranas que tenham regides polares carregadas
positivamente ou negativamente vao ter na interface os contra—ides
(nomeadamente o H"), o que origina uma concentragdo de H* a superficie da
membrana diferente da concentragcdo na fase aquosa bulk (medida com o eléctrodo
de pH) (Tsui, Ojcius et al. 1986). Como no caso do POPC, a regido polar é

zwitterionica, o valor da constante de ionizacdo nao € significativamente afectado.

A posicdo da sonda na bicamada afecta a sua ioniza¢do pois a concentracao
local de H* varia e pode existir estabilizacdio de uma ou outra forma (em
bicamadas sem carga a forma neutra é geralmente estabilizada e tanto mais quanto
menos polar for o ambiente em torno da sonda). Em bicamadas de POPC, na fase
liquido desordenado, a sonda estd numa posi¢cao mais perto do seu centro apolar,
ao passo que em bicamadas de POPC:Col (1:1), na fase liquido ordenando, a

bicamada € mais organizada, logo, a posi¢dao da sonda € mais longe do centro da
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bicamada, localizando-se mais proximo da interface exposta a fase aquosa. Os
valores de pK, obtidos em POPC:Col (1:1) s@o assim mais préximos dos valores
observados para as sondas na fase aquosa (= 10) (Chattopadhyay and London

1988; Cardoso, Filipe et al. 2010).

Cardoso et al. verificou que o valor da constante de ionizagdo da série
homoéloga do NBD-C, em bicamadas de POPC ndo variava com o aumento do
tamanho da cadeia carbonada. Em bicamadas de POPC:Col (1:1) verificou-se que
entre o NBD-C,, e o NBD-C,; ocorre um aumento significativo (= 0.3 unidades de
pH) no valor da constante de ionizacao, sendo que, entre 0o NBD-C,, e o NBD-C,,,
sejam verificadas semelhancas nos valores, tendo em conta o erro associado ao
NBD-C,,. A varia¢do de = 0.3 unidades de pH verificada entre 0o NBD-C,, € o
NBD-C,, ¢ semelhante a variacio entre o valor obtido para o NBD-Cg
(pK,=9.99+0.08) em 4gua e o NBD-C, em bicamadas de POPC (pK,=10.28+0.06)
(Cardoso, Filipe et al. 2010).

Por tltimo, apresentamos os resultados e a discussdo para a anisotropia e

tempos de vida de fluorescéncia.

1.3. Anisotropia e Tempos de Vida de Fluorescéncia

A anisotropia e os tempos de vida de fluorescéncia foram determinados para a

série homologa do NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1).

A amostra foi excitada com luz polarizada segundo uma orientacao vertical ou
horizontal e a intensidade de fluorescéncia com polarizacdo segundo as duas
orientacoes foi medida. A excitagcdo com luz polarizada horizontalmente deveria
conduzir a mesma intensidade de fluorescéncia quando medida segundo a
polarizagdo vertical ou horizontal, as diferencas reflectem sensibilidades distintas
do equipamento as duas polarizagdes e permitem o calculo do factor G. A
intensidade de fluorescéncia segundo a orientagdo vertical ou horizontal apds
excitacdo com luz polarizada verticalmente (I, e I} respectivamente) permite

calcular a anisotropia de fluorescéncia, equacao 9 (pag. 39).

Na figura 25 esta representado um espectro da intensidade de fluorescéncia
segundo a componente vertical (I,,) e a componente horizontal (I;), para o

NBD-Cj; entre 540 nm e 560 nm. Foi usada esta gama de comprimentos de onda
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entre 540 nm e 560 nm, excluindo o maximo de emissdo (530 nm), pois para
comprimentos de onda inferiores a 540 nm a intensidade medida ¢ afectada pela
dispersdo de luz por parte dos lipossomas. Notamos também que, para uma
excitagdo a 475 nm, o pico de Raman da agua e dos lipidos situam-se a
comprimentos de onda ligeiramente inferiores a 540 nm e este sinal afecta de

forma artificial a anisotropia de fluorescéncia calculada.

450 T T T [ ! | !
400 _ 20 T I T I 1 I T -
- O . . _-

19
350 | 8 i 1
B 3 T
300 o 1.8 = -
-~ - [ | ] | 1
5250 - 17 L= - ' — -
= F - —— — — _ _— 540 545 550 555 560
200 - Tt~ ___ c.0. (nm) .
o - T B
100 7
50 | .
0 | 1 ] 1 ] 1 l L 1
540 545 550 555 560
c.0. (nm)

Figura 25: Espectros de anisotropia, a A, = 475 nm, definidos segundo as componentes horizontais, Iy
(—) e verticais Iy (-----) para o NBD-C,, , a 25°C, em bicamadas de POPC:Col (1:1). Inset estd o gréifico

do factor G obtido para a sonda em metanol.

A estas duas componentes, obtidas para a série homdloga do NBD-C, em
bicamadas de POPC:Col (1:1), foi necessério subtrair a dispersdo do branco, de
modo a obter o valor exacto para a sonda em estudo. Um dos aspectos a
considerar, é que ao espectro do NBD-C, em POPC:Col (1:1) foi necessario
multiplicar o factor, f;, obtido do ajuste da equacdo 6 (pag. 36) no tratamento do

rendimento quantico.

Da equacdo 9 (pag. 39), recorrendo aos valores obtidos para o Iy, o Iy, € 0
factor G, determinou-se a anisotropia em fun¢cdo do comprimento de onda. Os
valores médios para a série homodloga do NBD-C, inserida em bicamadas de

POPC:Col (1:1) estao representados na figura 26.

Observou-se que os valores de anisotropia obtidos entre 540 e 560 nm ndo
apresentam, dentro do erro, qualquer tipo de variacdo ou tendéncia permitindo a
obtencdo de um valor médio, independente do comprimento de onda, cuja

dependéncia com o tamanho de cadeia acilo esta representado na figura 27.

48



Parte III - Resultados e Discussao

Dissertacdo de Mestrado

Anisotropia

0.20

0.19

e
=
o

o
]

e
—
o

0.15

0.14

0.13

0.12

540

545

550
c.0. (nm)

555

560

Anisotropia

0.20

0.19

<
—
o]

IS
—_
2

e
—
o

IS
—
W

0.14

0.13

0.12

%ﬁ%f

{§% %§§% §§§

IX X LL T LI—
I T B B
540 545 550 555 560
c.0. (nm)

Figura 26: Espectros da anisotropia de fluorescéncia, a 25°C, a A, =475 nm e a A, =540-560 nm. Painel A:
NBD-C; (A), NBD-C,, (0) e NBD-C,, (0); Painel B: NBD-C,, (A) e NBD-C,, (¢). As barras verticais

correspondem ao valor do desvio padrdo associados a um minimo de trés experiéncias independentes.
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Figura 27: Valores da anisotropia (Painel A) e dos tempos de vida (t) médio (Painel B), a A = 460 ¢

Aem = 530 nm, de fluorescéncia da série homéloga NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1) (O0) e POPC

(0). As barras verticais correspondem ao valor do desvio padrdo associado ao minimo de trés experiéncias.

Para os valores obtidos da anisotropia de fluorescéncia do NBD-C, em
bicamadas de POPC:Col (1:1), figura 27 A, ndo atendendo ao erro associado, ¢
visivel um aumento entre o NBD-C; e o NBD-C,,, sendo que se verificam dois
valores minimos: para o NBD-C; e o NBD-C,,. Dentro do erro associado,
verificamos que a anisotropia para 0 NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1)
apresenta valores algo semelhantes, ndo apresentando qualquer tipo de variacdo

com o aumento da cadeia carbonada.
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Comparativamente aos valores obtidos para a mesma série homoéloga em
bicamadas de POPC, os valores obtidos em POPC:Col (1:1) apresentam valores
de anisotropia maiores. Duas razdes podem levar a uma alteracdo da anisotropia, a
viscosidade do ambiente em que sonda se encontra ou o tempo de vida de

fluorescéncia da sonda na amostra em estudo.

Dados preliminares da medi¢ao dos tempos de vida do NBD-C, em bicamadas
de POPC:Col (1:1), indicam uma ligeira tendéncia decrescente, com o aumento da
cadeia acilo. Na figura 27 B estdo representados os resultados preliminares do
tempo de vida médio de fluorescéncia obtidos para o NBD-C, em bicamadas de
POPC:Col (1:1) e os resultados para a mesma série em bicamadas de POPC,

obtidos por Cardoso et al (Cardoso, Filipe et al. 2010).

Verifica-se que os tempos de vida médios, tanto o do NBD-C,, como o do
NBD-C,,, apresentam desvios a tendéncia decrescente com o aumento da cadeia
hidrocarbonada, sendo que o valor € maior para o NBD-C,,. Estes desvios para
estas duas anfifilas, pode estar relacionado com a dispersdao. Como os resultados
apresentados para o NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1) sdo preliminares,
€ necessdrio a realizacdo de replicados para confirmar qualquer semelhanca entre

os valores obtidos.

Relativamente aos resultados do NBD-C, em POPC, em POPC:Col (1:1) o
tempo de vida obtido é menor, sendo que, a tendéncia decrescente com o aumento
da cadeia carbonada é semelhante, sendo ligeiramente mais acentuada para o
NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1). Cardoso et al. obteve para o NBD-C
em solugdo aquosa um tempo de vida de 0.9 ns. Realizou também o estudo do
tempo de vida de fluorescéncia para o NBD-C, (n=8-16) em metanol, tendo
obtido 5.2+0.1 ns, independente do tamanho da cadeia acilo. Destes dois
resultados, obtidos para solventes com polaridades distintas, podemos referir que
a polaridade do solvente implica uma diminui¢io do tempo de vida de
fluorescéncia. A diferenca entre os tempos de vida para o NBD-C, em diferentes
bicamadas estd entdo relacionada com a localizacdo da sonda, que, como ja
verificamos dos resultados obtidos para o rendimento quéntico e constante de

ionizacdo para o POPC:Col (1:1), estd num ambiente mais polar, ou seja, na

interface lipido/agua.
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Tendo em conta a diferenca de valores verificada para os tempos de vida,
estimamos o valor da anisotropia de fluorescéncia para o NBD-C,, com base na
equacdo de Perrin (Lakowicz 1999), equagao 17,

To
1+

r= a7

Sl

onde r corresponde a anisotropia, r, corresponde ao valor da anisotropia
fundamental, 7 corresponde ao tempo de vida da amostra e @ o tempo de

correlacdo rotacional, calculado através da equacdo 18,

_w
¢= (18)

considerando a viscosidade, 7, igual a 1.3x107 Pa.s, o volume, V, igual a 0.006

m’/mole, R igual a 8.3145 e T igual a 298 K.

Através do cdlculo de @ e considerando r, 0.4 podemos determinar o valor
previsto para a anisotropia do NBD-C16 em POPC e POPC:Col (1:1), 0.148 ¢

0.167, respectivamente.

Desta estimativa verificamos que a variagdo da anisotropia calculada pela
equacdo de Perrin para o NBD-C,, ¢ semelhante a variacdo verificada para a
anisotropia obtida experimentalmente, 0.168 em bicamadas de POPC:Col (1:1) e
0.146 em bicamadas de POPC, e com isso, podemos especular que a diferenca da
anisotropia entre bicamadas de POPC e POPC:Col (1:1) se deve a diferenca

verificada nos tempos de vida para o NBD-C,.

Tendo em conta que a alteragdo da anisotropia se deve ao tempo de vida,
podemos referir que a viscosidade do ambiente do NBD-C, em POPC e

POPC:Col (1:1) € muito semelhante.
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2. Estudo da Velocidade de Translocacio do NBD-C, em
bicamadas de POPC:Col (1:1)

Neste capitulo apresentamos os resultados e a discussdo da determinacdo da
constante de velocidade de translocacdo e os parametros termodindmicos para a

série homologa do NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1).

2.1. Estado de transicao da Translocacao

Uma das propriedades fundamentais das membranas bioldgicas € a sua baixa
permeabilidade a moléculas polares e i0es. Esta propriedade baseia-se na natureza
apolar do centro da bicamada e na organizacdo do empacotamento das cadeias
hidrocarbonadas dos lipidos, que depende da presenca do colesterol na bicamada.
A estrutura rigida do colesterol confere aos lipidos uma organizacdo das suas
cadeias hidrocarbonadas, promovendo a formacao da fase liquido ordenado, sendo
assim de esperar uma menor velocidade de permeagdo para moléculas polares e

i0es, relativamente a observada na fase liquido desordenado.

Uma anfifila em meio aquoso, quando interage com a monocamada externa de
uma bicamada lipidica, pode translocar para a monocamada interna da mesma
bicamada. O esquema cinético que traduz o processo de translocacdo da anfifila

de uma monocamada para a outra é dado pela seguinte equagao:

rout ~in
AL ALY (19)

km -out
onde AL%" corresponde 2 anfiffla na monocamada externa do LUV e ALY
corresponde a anfifila na monocamada interna do LUV. A velocidade de

t —-in

translocagdo € definida por k¢* , que indica a velocidade de translocacdo da

anfifila da monocamada externa para a monocamada interna, e por , que

kfl:ﬂ. —-out
indica a velocidade de translocagdo da anfifila da monocamada interna para a
monocamada externa. A razdo entre estas duas constantes de velocidade da-nos a
distribuicdo de anfifila nas duas monocamadas no equilibrio, e € representada pela
equacao:

kout -in ALiVn
inoout out
kf ALy,
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A fluorescéncia da anfifila NBD-C, em ambas as monocamadas dos LUVs de
POPC:Col (1:1) foi extinta através da reaccdo com o ditionito e a velocidade de
translocagcdo foi determinada através da diminuicdo da fluorescéncia total das

anfifilas.

Como a composi¢do quimica é semelhante em ambas as monocamadas e a

curvatura dos LUVs € pequena, podemos entdo considerar que as constantes de

velocidade de translocagdo nos dois sentidos sdo iguais, kg“* 7" = k" 70U = k.

f

Destas equagdes, conseguimos obter os parametros cinéticos necessdrios para
caracterizar a velocidade de translocacdo da anfifila na membrana. Para saber a
termodindmica do processo, foi determinada a velocidade de translocacdo a

diferentes temperaturas, entre 15°C e 55°C.

Os parametros termodinamicos da translocacdo da série homodloga do NBD-C,
em bicamadas de POPC:Col (1:1) foram determinados tendo em conta a Teoria do
Estado de Transi¢do de Eyring, que envolve o estado de maior energia no

processo e é dada pela equagao:

kpT. = ASOF  AHOF

ln(k) = ln( h ) + R RT (21)

onde k € a constante cinética considerada, k representa a constante de Boltzman,

T a temperatura, s representa a constante de Planck, R representa a constante de

gases ideais, AS O0te AHFsdo a variag@o de entropia e de entalpia, repectivamente,

entre o estado de transi¢do e o estado inicial.

Esta teoria postula que, para uma particula passar de um estado inicial para um
estado final tem que ultrapassar a regido de maior energia potencial, chamada de
estado de transicdao (Arnaut, Formosinho et al. 2007). O modelo aceite para o
estado de transicdo no processo de translocagdo, corresponde ao passo em que a
regido polar da anfifila se encontra no centro da bicamada, orientada

paralelamente ao seu plano (figura 28).
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Estado de Transicdo

{
(Ll

Flip-Flop

(

Figura 28: Representacdo esquemadtica do passo de transloca¢do de uma anfifila numa bicamada.

[¢N

Para anfifilas muito polares, o trabalho correspondente a este passo

[N

correlacionado com a energia de Bohr, que corresponde ao trabalho que
necessario realizar para fazer passar a regido polar da molécula no centro apolar

da bicamada.

Fazendo um gréfico de In(k;) em fungdo de 1/T podemos obter, através do
ajuste da equacdo na ferramenta solver do excel®, os valores experimentais para o

AS%Fe AHF. A variacdo da energia livre de Gibbs, AG®TF, é obtida pela equacio:
AGF = AHOT — TASOF (22)

Destas equacdes obtemos todos os parametros termodinamicos da translocacao

da anfifila através da bicamada lipidica, que serdo de seguida apresentados.

2.2. Translocacio do NBD-C, em bicamada de POPC:Col (1:1)

Quando o ditionito € adicionado aos LUVs de POPC:Col (1:1) com NBD-C,,
ocorre uma rapida diminui¢do da fluorescéncia, que corresponde a reacgdo de
reducdo do ditionito com o NBD-C,, figura 16 (pag. 36), que se encontra em
solu¢do aquosa e na monocamada externa. Desta reaccdo podemos obter a
constante cinética, k, que corresponde a constante de velocidade de reac¢do do

ditionito com o NBD-C,.

Dos valores do k,obtidos para o NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1)
observamos que a velocidade de reaccdo do ditionito com o NBD ndo era
dependente do tamanho da cadeia. Comparativamente com os resultados do kg
obtidos para o NBD-C, em bicamadas de POPC verificamos que a velocidade de
reaccao do ditionito com o grupo NBD em POPC:Col (1:1) € superior, = 1 ordem

de grandeza, para as cadeias mais curtas (NBD-C,, e NBD-C,,), sendo que esta
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diferenca diminui para o NBD-C,,, sendo muito semelhante para o NBD-C,,.
Desta diferenca podemos estimar que a posicio do NBD-C, em bicamadas de

POPC:Col (1:1) € mais a interface relativamente a sua posicdo em bicamadas de

POPC.

As anfifilas que inicialmente estdo na monocamada interna, sdo reduzidas mais
lentamente, porque t€ém de translocar para a monocamada externa, para assim,
reagirem com o ditionito. O passo de permeagdo do ditionito para o interior dos
LUVs foi estudado por este grupo de investigacdo (Moreno et al, 2006) e
verificou-se que apenas uma quantidade desprezavel de ditionito permeia a
membrana de POPC:Col (1:1) para o interior dos LUVs durante o tempo das

experiéncias aqui reportadas.
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Figura 29: Decréscimo da intensidade de fluorescéncia devido a reac¢do do ditionito com o NBD-C,, (A),

NBD-C,, (B) e NBD-C,; (C) a 25°C. As linhas na figura, a vermelho, representam o melhor ajuste das

equagdes diferenciais obtidas por Moreno et al. 2006, do qual se obteve k.= 0.65 s para o NBD-C,,, k= 0.26

s para 0 NBD-C, e k= 0.0051 57",
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O ajuste a curva da concentragao de NBD-C, em funcdo do tempo foi realizado

através de uma integracdo numérica das seguintes equacdes diferenciais:

% = —kg[NBDoly,[Tolv, — k{[NBDoly, — [NBDi]y,}  (23)
% = —ki[NBD1y,[Tilv, + ke{[NBDoly, — [NBD;ly,}  (24)
d[i(i):VT = —kr[NBDo]y, [Tolv, — P%{[To]vo — [T} (25)
s = kG INBD [Ty, — P (T, — [Ty} 6)

onde T, e T, representam a concentracao de ditionito no exterior € no interior dos
LUVs, respectivamente, P € o coeficiente de permeabilidade do ditionito, V,, V, e
V. s@0 o volume total, o volume externo e o volume interno dos LUVs,

respectivamente, S, € a area de superficie total da membrana e k; € a constante de

velocidade da reac¢do com o ditionito.

A partir dos resultados da diminui¢do da concentracio de NBD devido a
reaccdo com o ditionito, representados na figura 29, obteve-se as constantes de

velocidade de translocagdo para a série homologa do NBD-C, (n=10-16).

A constante de velocidade de translocacdo para o NBD-C; ndo foi possivel
medir pois a velocidade de translocacdo é comparavel a velocidade de reaccao
entre o ditionito e o NBD na monocamada externa dos LUVs (> 02 M s, a
25°C), observando-se uma diminui¢do mono-exponencial da concentragdo do

NBD.

Os resultados obtidos para as constantes de velocidade do NBD-C, em
bicamadas de POPC:Col (1:1) e bicamadas de POPC, a 25°C, estdo representados
na figura 30. Em bicamadas de POPC:Col (1:1) observa-se um decréscimo na
constante de velocidade da translocacdo com o aumento da cadeia acilo (n) sendo
que a diminuicdo € tanto maior quanto maior o valor de n. A constante de
velocidade de translocacdo do NBD-C,, é aproximadamente uma ordem de

grandeza superior a constante de velocidade de translocacdo do NBD-Cg.

E de referir que para as anfifilas NBD-C,,, C,, e C,,, os resultados sdo ainda
preliminares pois foram efectuadas apenas 3 ensaios ndo independentes (mesma

preparacdo de LUVs) a cada temperatura. Os resultados apresentados para o

56



Parte III - Resultados e Discussio Dissertacdo de Mestrado

NBD-C,; correspondem a 3 amostras independentes, cada uma caracterizada

através de 2 a 4 ensaios.
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Figura 30: Representacdo da constante de velocidade de translocagéo, k, em fungdo do nimero de carbonos
da cadeia acilo para a série homo6loga do NBD-C, em bicamadas de POPC:Col (1:1) (o) e em bicamadas de
POPC (0), a 25°C. Inset estd representado o gréfico do logaritmo natural do k; em fung@o do nimero de

carbonos.

Comparativamente com os valores obtidos para a constante de velocidade da
translocacdo da mesma série homologa em bicamadas de POPC, observa-se uma
menor velocidade de translocacdo para o NBD-C,,, C,, e C,, em bicamada de
POPC:Col (1:1), sendo que, esta diferenca ¢ mdxima para o NBD-C,.
Relativamente ao NBD-C,,, este apresenta uma constante de velocidade de
translocacdo semelhante em bicamadas de POPC e POPC:Col (1:1). Esta
semelhanca da velocidade de translocacdo das anfifilas de cadeia mais curta pode
estar relacionada com a heterogeneidade lateral da membrana. Segundo os
diagramas de fase disponiveis na literatura para misturas de POPC:Col (Mateo,
Acuna et al. 1995; de Almeida, Fedorov et al. 2003), é de esperar que na
proporcao utilizada neste trabalho, (1:1), a bicamada se encontre exclusivamente
na fase liquido ordenado. Esta informac¢do tem no entanto sido posta em causa,
nomeadamente por este grupo de investigagdo que propds a existéncia de micelas
bidimensionais (Estronca, Moreno et al. 2007). A existéncia na bicamada de
regides enriquecidas em POPC (mais fluidas) ou em colesterol (mais ordenadas)

pode conduzir a uma distribuicdo ndo homogénea das anfifilas na membrana
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sendo de esperar uma maior parti¢do para as regides ordenadas com o aumento do

comprimento da cadeia acilo.

Moreno et al. realizou o estudo da velocidade de translocacdo com derivados
de fosfolipidos marcados com o grupo NBD, o NBD-LysoMPE e o NBD-DMPE,
e verificou que a constante de velocidade de translocagdo era maioritariamente
dependente do trabalho necessdrio para fazer passar a regido polar no centro da
bicamada, sendo que esta era pouco sensivel ao tamanho da regido apolar da
anfifila (Moreno et al. 2006). No entanto, o presente estudo da série homdloga do
NBD-C, em bicamadas de POPC e POPC:Col (1:1), verificou-se que a constante
de velocidade de translocagdo é fortemente dependente do nimero de carbonos da
cadeia acilo e que esta dependéncia € particularmente acentuada na membrana
mais ordenada. Este comportamento distinto estd relacionado com o facto do
grupo NBD das aminas gordas ser menos polar relativamente a
fosfatidiletanolamina marcada com o grupo NBD. A presenga do grupo fosfato
carregado negativamente torna o processo de translocagdo tdo lento, k, = 10” 5™,
(a energia necessaria para colocar o grupo no centro da bicamada € tdo grande)

que este se torna insensivel a pequenas variacdes na regido apolar da anfifila.

Para as anfifilas atingirem o estado de transi¢do, estas t€ém de descrever um
movimento lateral com uma amplitude angular 0. A distancia percorrida pela
regido polar, da interface da bicamada até ao centro da bicamada, assim como o
trabalho necessario para a anfifila realizar este processo, aumenta com o tamanho
da cadeia acilo da anfifila, logo, uma menor velocidade de translocagdo € esperada
para anfifilas com cadeias acilo mais longas. Este facto pode ser visto na figura
31, na qual se verifica que a velocidade de translocacdo para o NBD-C, em

bicamadas de POPC:Col (1:1) diminui com o aumento do tamanho da cadeia acilo

A determinacdo da constante de velocidade de translocacdo foi realizada a
diferentes temperaturas de modo a obter os diferentes pardmetros termodinamicos
correspondentes ao estado de transi¢do e assim observar a sua dependéncia com o

aumento do tamanho da cadeia acilo nas bicamadas de POPC:Col (1:1).
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Figura 31: Graficos do tipo Arrhenius do processo de translocagdo para a série homéloga das aminas gordas;
Painel A: NBD-C,, (A) e NBD-C,, (0); Painel B: NBD-C,, () e NBD-C; (¢). As linhas correspondem ao

melhor ajuste da equacdo dada pela teoria do estado de transicdo.

Na tabela 3 estdo representados os valores da constante de velocidade de
translocag@o e os parametros termodinamicos para a série homoéloga do NBD-C,

em bicamadas de POPC e POPC:Col (1:1) a 25°C.

Tabela 3: Pardmetros cinéticos e termodinidmicos da translocacdo da série homéloga do NBD-C, através das

bicamadas de POPC:Col (1:1) e bicamadas de POPC, a 25°C.

T = 25°C NBD-C,, NBD-C,, NBD-C,, NBD-C,,
ki(s™) 162030  (3.0£03)x10"  (4.1203)x10" (170D
x10!
POPC® AH‘F*’M,,s &Imol) 93 (x4) 80 (x4) 62 (£2) 77 (£2)
TAS®,  (Jmol) 21 (x4) 4 (+4) “13 (£2) 0 (+2)
ks 6.3x10"! 2.6x10" 55x107 (2.4+4.5)
x1072
POPC:Col o+ 78 67 83
(1 1) AH trans (KJ mol'l) 71 (12)
TAS™ (&t mor 4 9 3 -15(£2)

(a) Dados obtidos da referéncia Cardoso et al.
Os parametros termodinamicos da translocacdo, representados na figura 32,
foram obtidos tendo em conta a Teoria do Estado de Transi¢do de Eyring dada

pela equacdo 21 (pag. 53).
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Para a série homdloga de anfifilas estudadas em bicamadas de POPC:Col (1:1)
verificamos que o trabalho necessdrio para estas passarem pelo estado de

transi¢ao € dependente do nimero de carbonos que constitui a cadeia acilo.

Nota-se que, apesar de uma variacdo sistemdtica na energia livre de Gibbs
associada a formacdo do estado de transicdo com o comprimento da cadeia acilo,
a contribuicdo entélpica e entrépica para o processo nao varia de uma forma
monotdnica. Este resultado deve-se a uma compensacdo entropica/entédlpica que
ocorre principalmente no estado em que a sonda esta inserida na membrana, sendo
que quando a interac¢do € mais forte a entalpia do sistema € menor e isso
corresponde também a um estado com uma menor entropia. A interpretacdo dos
resultados obtidos para a translocacdo da série NBD-C, em membranas de POPC
foi possivel gragas ao estudo efectuado por Dindmica Molecular (Filipe, Moreno

et al. 2011) e indicou que as diferentes contribui¢des entalpicas/entrdpicas estao

relacionadas com a posicao da anfifila na bicamada lipidica.
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Figura 32: Parimetros termodindmicos do processo de translocacdo em funcéo do tamanho da cadeia acilo
da série homdloga de aminas gordas estudadas, em bicamadas de POPC:Col (1:1) a 25°C; variagdo entdlpica

(o) (A); variagdo entrdpica (o) (B); energia livre de Gibbs (A) (C).
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A variag@o observada nos parametros termodinamicos da formagdo do estado
de transi¢cdo depende fortemente das interac¢des entre o grupo polar NBD e as
moléculas de 4gua/lipidos na interface da bicamada. Os resultados obtidos
reflectem diferencas da posicdo do grupo NBD relativamente a interface da
bicamada, sendo que esta alteragdo da posi¢do aumenta ou diminui as interac¢des
do grupo NBD com as regides polares dos lipidos e com as moléculas de dgua. Os
resultados aqui apresentados para a translocacdo em bicamadas de POPC:Col
(1:1) s@o ainda preliminares e ndo permitem uma interpretacdo detalhada.
Podemos no entanto especular que com o aumento da cadeia hidrocarbonada, o
NBD-C, se vai localizando mais perto do centro da bicamada, com excepcao para
o NBD-C,,. A semelhanca do que ja tinha sido observado nos estudos em POPC,
o NBD-C,, apresenta um comportamento fora da tendéncia esperada pelos

resultados das restantes anfifilas da série (Cardoso, Martins et al. 2011).

Relativamente a energia livre de Gibbs calculada, verificamos que o trabalho
que € necessario realizar para levar a anfifila para o estado de transi¢cdo aumenta
com o aumento da cadeia hidrocarbonada de forma aproximadamente linear até
uma cadeia hidrocarbonada de 14 carbonos, sendo que para 16 carbonos o valor é
superior a tendéncia linear. Comparativamente, a mesma série em POPC mostrou
uma energia livre de Gibbs independente do comprimento da cadeia acilo para
n=12 e valores muito semelhantes aos obtidos em POPC:Col (1:1) para as
anfifilas de cadeia mais curta (C,, e C,,). Como foi ja referido, este
comportamento pode reflectir a presenca de heterogeneidade lateral na bicamada

de POPC:Col (1:1).
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Conclusao

As propriedades fotofisicas obtidas para a série homo6loga NBD-C, inserida em
bicamadas de POPC:Col (1:1) mostram que o grupo NBD se encontra num
ambiente mais polar do que quando inserido em bicamadas de POPC — menor
rendimento quantico de fluorescéncia, menor valor de pK, e tempos de vida de
fluorescéncia mais curto. A velocidade da reac¢do entre o ditionito € o grupo
NBD ¢€ mais rapida quando as anfifilas se encontram inseridas em POPC:Col (1:1)
evidenciando a maior exposicdo do grupo NBD ao solvente aquoso. De uma
forma geral, as diferencas entre as propriedades das anfifilas inseridas nas duas
membranas sdo maiores para as cadeias acilo de comprimento intermédio (C,, e

C,,) sendo menores no caso do NBD-C,.

Os estudos por dinamica molecular efectuados para o NBD-C, inserido em
bicamadas de POPC mostraram que o grupo amina do NBD se encontra na
interface entre as cadeias acilo e o glicerol do POPC, estabelecendo ligagdes por
ponte de hidrogénio com os oxigénios dos grupos éster. Da comparacao entre as
propriedades fotofisicas das anfifilas inseridas em POPC:Col (1:1) e em POPC
prevé-se que o grupo NBD se encontre numa localizacdo mais préxima da regido
polar dos lipidos e mais exposto a fase aquosa quando inserido nas membranas de
POPC:Col. Este comportamento estd de acordo com o esperado pois bicamadas
enriquecidas em colesterol apresentam uma estrutura mais ordenada — com menor

volume livre — tendendo a excluir grupos volumosos.

De notar que a razio sinal/ruido conseguida para as medicdes realizadas nao é
muito boa pois foi necessario utilizar uma concentracdo de lipido elevada
(conduzindo a uma grande dispersdo de luz) para garantir que uma fracc¢ao
significativa das anfifilas se encontra inserida na membrana. Adicionalmente, a
concentragdo total de sonda teve que ser baixa (razdo sonda/lipido geralmente
inferior a 1:400) pois foi observado que a concentracdes superiores ocorria
agregacdo da anfifila na membrana. Como consequéncia temos um desvio padrao
significativo associado aos parametros o que torna dificil a comparagdo entre os
mesmos ao longo da série. E no entanto seguro concluir que o aumento do

comprimento da cadeia acilo entre 10 e 16 carbonos conduz a uma inser¢dao do
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grupo NBD num ambiente menos polar e com menor exposicao a fase aquosa. O
comportamento observado para o NBD-C; ndo segue a tendéncia o que se pode

dever a uma parti¢do muito pouco eficiente para as bicamadas de POPC:Col (1:1).

Os resultados obtidos para a translocacdo da série NBD-C, mostram que a
presenca de colesterol na bicamada diminui muito significativamente a velocidade
deste processo para as anfifilas de cadeia acilo muito longa (C,, e C,;) ndo
apresentando um efeito significativo no comportamento das anfifilas de cadeia
acilo mais curta. Este comportamento pode reflectir heterogeneidade lateral nas
bicamadas formadas por POPC:Col com uma localizacdo distinta das anfifilas
dependente do comprimento da sua cadeia acilo. Esta conclusdo € apenas

preliminar e tem que ser verificada com a obtencdo de mais resultados

experimentais.
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