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Resumo

A célula, considerada como a unidade estrutural e funcional da vida, é constituida
por diferentes organelos, cada um com uma funcéo especifica. A membrana biologica tem
especial relevancia, uma vez que envolve todos os organelos constituintes da célula.

A membrana é constituida por diversos fosfolipidos, que se encontram organizados
na sua unidade estrutural basica, a bicamada lipidica. Esta estrutura, do ponto de vista
fisico, desempenha um papel crucial na organizacédo e funcionalizacdo das células, define
compartimentos, limitando o exterior e o interior da célula, bem como todas as
comunicagOes entre estes dois meios. A membrana pode ser mais ou menos permeavel,
consoante o estado em que se encontre. Podem existir varios tipos de fases na membrana,
a fase gel, a que possui maior organizacdo, a fase liquida cristalina ou liquida
desordenada, e a fase liquido ordenado, que sé existe na presenca de colesterol. Sob
condigdes apropriadas uma bicamada lipidica pode existir numa destas fases ou como
uma mistura de fases coexistentes.

No citoplasma da célula, existem elevadas concentracGes de pequenas moléculas,
macromoléculas e estruturas supramoleculares. Neste meio, uma fraccao significativa de
moléculas de dgua esta envolvida em solvatacdo, ndo se comportando como agua “bulk”.
Este meio é geralmente descrito como uma solugdo com “ocupagdo molecular”.

Um agente que pode gerar ocupacdo molecular é a trealose, um dissacarideo nao
redutor, sintetizado por diversos organismos sob condic6es de stress. O papel dos agentes
de ocupacdo molecular na estabilizacdo da estrutura nativa de proteinas estd bem
documentado bem como a sua importancia na preservacdo das biomembranas em
condigOes de desidratacdo e/ou temperaturas muito baixas. O efeito nas propriedades das
membranas em condicdes de hidratacdo e temperaturas normais tem, no entanto, sido
pouco estudado.

Neste trabalho, avaliaram-se os efeitos de ocupacdo molecular, gerados pela
trealose em condicOes de excesso de agua, nas propriedades termotropicas de diferentes
bicamadas lipidicas, nomeadamente na viscosidade e no comportamento de fase. Foram
estudadas membranas formadas por: DMPC:DSPC, SpM:Chol e POPC:SpM (em
diferentes fraccGes molares). Os efeitos na interface e na zona hidrofobica da membrana
foram caracterizados através de anisotropia de fluorescéncia em funcdo da temperatura do

NBD-DMPE e do TMA-DPH, respectivamente. Foi observado um aumento na largura da




transicdo de fase, indicando estabilizagdo da coexisténcia de fases devido a presenca de
trealose 1M na solucdo aquosa. Este efeito € particularmente relevante para membranas
com coexisténcia de fase liquido desordenado-solido.

Para complementar os resultados obtidos por anisotropia de fluorescéncia,
mediu-se ainda os tempos de vida de fluorescéncia do NBD-DMPE em DSPC, SpM e
POPC, a varias temperaturas e em tampdo HEPES com e sem trealose e comegaram-se
ensaios preliminares de calorimetria diferencial de varrimento para avaliar o papel da

sonda na membrana.
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Abstract

The cell is considered as a structural and functional unity of life, consists of
individual organelles with a specific function. The biological membrane has a special
relevance, since it involves all the organelles of the cell.

The membrane is composed of several phospholipids, which are arranged in its
basic structural unit, the lipid bilayer. This structure plays a crucial role in the
organization and functionalization of the cells, define compartments, limiting the
exterior and interior of the cell, and all communication between these two media. The
membrane could be more or less permeable depending on the state it is found. There
may be various phases in the membrane, the gel phase, the one that has more
organization, the liquid crystalline phase or liquid disordered, and the liquid ordered
phase, which only exists in the presence of cholesterol. Under appropriated conditions a
lipid bilayer can exist in one of these phases or as a mixture of coexisting phases.

In the cell cytoplasm, there are high concentrations of small molecules,
macromolecules and supramolecular structures. In this way, a significant fraction of
water molecules are involved in solvation not behaving as water bulk. This medium is
generally described as a solution with molecular crowding.

One common agent of molecular crowding is trehalose, a non-reducing disaccharide,
synthesized by various organisms under stress conditions. The role of crowding agents
in stabilizing the molecular structure of native proteins are well known as well as its
importance in the preservation of biomembranes in conditions of dehydration and/or
very low temperatures. However the effect on the properties of the membranes under
hydration conditions and normal temperatures has been the subject of few studies and is
not well characterized.

In this work, we have evaluated the molecular crowding effects, generated by trehalose
under excess water conditions, on the thermotropic properties of different lipid bilayers,
namely the viscosity and phase behavior of DMPC:DSPC, SpM:Chol and POPC:SpM
(in different molar ratios). The effects at the membrane interface and hydrophobic core
were characterized by fluorescence anisotropy as a function of temperature using NBD-
DMPE and TMA-DPH, respectively. It is observed a significant increase in the width of
the phase transition indicating stabilization of phase coexistence by 1M trehalose in the

Vil




aqueous solution. This effect is particularly relevant for membranes with coexistence of
liquid-disordered and solid phases.

To complement the results obtained by fluorescence anisotropy, it was also measured the
lifetimes of NBD-DMPE in POPC, SpM and DSPC at several temperatures in HEPES
buffer with and without trehalose. Preliminary tests using DSC, were done to evaluated

the role of the probe on the membrane.
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Abreviaturas

CAC - Concentracdo de agregacao critica

Chol — Colesterol

DMPC - 1,2 — dimiristoil-sn-glicero-3-fosfaticilcolina
DPH - difenilhexatrieno

DSC - Calorimetria diferencial de varrimento

DSPC - 1,2 — distearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
EDTA — Acido etilenodiamina tetra-acético

GUV - Vesiculas unilamelares gigantes

HEPES - 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-acido etanosulfurico, N-(2-hidroxietil)piperazina-
N’-(2-&cido etanosulfarico)

Iy — Fase liquido desordenada

I, — Fase liquido ordenada

LUV - Vesiculas unilamelares grandes

MLV - Vesiculas multilamelares

NBD - 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il

NBD-DMPE - 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il- dimiristoil- fosfatidil - etanolamina
PC — Fosfatidilcolina

PE — Fosfatidiletanolamina

PG - Fosfatidilglicerol

POPC - 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
PS — Fosfatidilserina

Pg— Fase ripple

S, — Fase gel ou solida

SpM - Esfingomielina




SUV - Vesiculas unilamelares pequenas
Tt — Temperatura final de transicdo

T; — Temperatura inicial de transi¢éo
Tm — Temperatura de transicao

TMA-DPH - trimetilaménio-difenihexatrieno
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Capitulo I - Introdugdo

1. Biomembranas: Estrutura e Composicao

As membranas biol6gicas sdo tdo diversas na sua estrutura como no seu
funcionamento. Estas estruturas dindmicas constituidas essencialmente por lipidos e
proteinas, desempenham um papel importante na estruturacdo e no funcionamento das
células, a unidade estrutural da vida.

Neste capitulo, estard exposto o desenvolvimento tedrico necessario para a

compreensdo deste trabalho.

1.1 A importancia das biomembranas na unidade estrutural da

vida: modelos

A teoria celular postula que, apesar das diferencas quanto a forma e funcéo, todos
0s seres vivos tém em comum o facto de serem formados por uma (unicelulares) ou mais
células (pluricelulares), sendo esta designada como a unidade estrutural, funcional,
reprodutora, hereditaria e de desenvolvimento dos seres vivos. Cada célula realiza todas
as funcdes fundamentais dos seres vivos: reproduz-se, cresce, alimenta-se, move-se e
reage aos estimulos externos.

Considerando a sua organizacdo e complexidade estrutural, as células podem ser
consideradas como procaridticas, as células mais simples, ndo possuem involucro
nuclear, ndo tém organelos celulares individualizados, ou tém um ndmero muito reduzido
de organelos celulares, e o material genético encontra-se disperso no citoplasma. As
células eucaridticas, ttm uma organizacdo estrutural complexa, com varios organelos
individualizados.

As células, sdo comummente constituidas por pequenas moléculas que pertencem
a quatro classes: os agUcares, 0s aminoacidos, os nucleotidos e os acidos gordos. Estas
moléculas associam-se formando macromoléculas e estruturas supramoleculares, e cada
uma dessas macromoléculas e dessas estruturas supramoleculares ira estar responsavel
por uma ou mais funcgdes da célula.

Uma das estruturas supramoleculares que se forma e que tem especial importancia

na célula sdo as membranas lipidicas, estas sdo a estrutura celular mais abundante em
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toda a matéria viva, j& que sdo o modo de encapsulacdo eleito pela natureza,
compartimentando a matéria viva e protegendo o material genético. E na membrana, ou
através desta que se dao muitos dos processos mais importantes da célula como o
transporte, crescimento, resposta imunoldgica, actividade enzimatica (Mouritsen, 2005).

A membrana, é actualmente, definida como uma estrutura fina, tipicamente plana
que separa dois ambientes, sendo considerada como um sistema semipermeavel e
selectivo, contudo, ao longo do tempo, vérias foram as hipGteses para a constitui¢do e
funcionalizacdo das membranas.

O primeiro modelo a surgir foi o de Gorter e Grendel (1925), j& por esta altura a
ideia de uma membrana semi-permeavel e nao polar era considerada, estes propuseram
pela primeira vez o arranjo em bicamada, que ainda hoje € considerada como a unidade
estrutural basica de todas as membranas bioldgicas. Gorter e Grendel previram que se
uma membrana plasmatica fosse realmente uma bicamada, entdo a sua superficie deveria
ser metade da superficie ocupada por todos os seus lipidos distribuidos numa
monocamada. Mais tarde, este pressuposto foi dado como incompleto, ndo sendo a
concluséo original invalidada.

Para colmatar as falhas apresentadas pelo modelo anterior, Danielli e Davson
(1935), apresentaram um novo modelo, no qual, postularam que as proteinas
contactavam com a parte polar da bicamada cobrindo-a dos dois lados. Apesar de ter de
sofrer algumas adaptaces como, por exemplo, para explicar a passagem de moléculas
hidrdfilas através da membrana, este modelo estatico foi aceite e utilizado durante varios
anos, até ao aparecimento do modelo do mosaico fluido, concebido por Singer e
Nicolson (1972).

Singer e Nicolson postularam que a membrana, organizada em bicamada, é uma
estrutura dinamica e fluida sobre a qual se encontram distribuidas moléculas proteicas,
podendo estas ser intrinsecas (atravessam toda a membrana) ou extrinsecas (apenas
interagem superficialmente com a membrana). As proteinas tém funcdes bastante
especificas na membrana, funcionando como meio de passagem, por exemplo, para
alguns ides. Na parte externa da membrana encontram-se glicidos ligados quer a cabeca
dos fosfolipidos (glicolipidos), quer as proteinas (glicoproteinas) (Loura e Almeida,
2004). Este modelo prevé liberdade lateral e rotacional e uma distribuicdo ao acaso, dos

componentes moleculares na membrana.
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Contudo, a evidéncia de que os complexos de proteinas eram construidos
hierarquicamente, dificultando a difusdo das mesmas na membrana, e a existéncia de
dominios na membrana, chamados “rafts”, contradizem o modelo apresentado por Singer
e Nicolson.

Por isso mesmo, trés décadas depois, Vereb surge com um novo modelo, que tem
como objectivo colmatar as falhas e explicar algumas lacunas que o modelo antigo
detinha.Através de uma série de experiéncias, utilizando as mais variadas técnicas, Vereb
construiu um novo modelo em que enfatiza a colocacdo, a mobilidade e a distribuicio
ndo aleatoria de um grande numero de moléculas da superficie da célula. Este modelo
defende que a mobilidade de proteinas é restrita devido a segregacdo de dominios
lipidicos, porém a distribuicdo em mosaico mencionada por Singer e Nicolson mantem-
se. As proteinas sdo frequentemente acomodadas por rafts e organizadas segundo
interaccdes acima, dentro ou abaixo da membrana celular e a localizacdo das proteinas na
membrana pode ser determinada atraves da sequéncia de aminoacidos que a caracteriza,
ja que esta vai determinar a interaccao lipido-proteina.

As proteinas passam entdo, a ter um papel igualmente importante na determinacéao

dos constituintes, na estrutura e na dindmica de dominios lipidicos (Vereb, 2003).

1.2 Lipidos constituintes da membrana

Uma das caracteristicas mais marcantes das membranas lipidicas € a sua enorme
diversidade ao nivel da composicdo lipidica. A razdo para tanta diversidade ainda nao
estd clara, embora haja uma crescente nocdo das multiplas funcbes dos lipidos nas
membranas. Certamente, que a maior funcdo dos lipidos na membrana € formar a
bicamada lipidica matriz, unidade estrutural de todas as membranas bioldgicas, com a
qual as proteinas interagem.

Os lipidos constituintes da membrana, apresentam duas regides com solubilidades
distintas, o que faz com que estes se afirmem como moléculas anfifilicas, ou seja
possuem uma parte hidrofilica (polar), soltvel em agua e restantes solventes polares, que
fica em contacto com a solucdo aquosa exterior e uma parte hidrofébica, soldvel em

solventes apolares, que fica virada para a parte interior da bicamada (Gennis, 1988).
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Estes agregam-se essencialmente devido ao efeito hidrofobico, que ira ser discutido na
seccao seguinte.

A membrana pode ter mais de 100 lipidos distintos na sua composi¢do. As
principais familias de lipidos sdo: os fosfolipidos que estdo divididos em
glicerofosfolipidos, que sdo considerados os lipidos mais abundantes na membrana,
derivam do fosfato de glicerol, o que faz com que possuam um carbono assimétrico, e em
esfingofosfolipidos, que diferem dos glicerofosfolipidos no grupo hidréfobo, que neste
caso é a ceramida; os glicolipidos, que sdo glicésidos de 1,2-diacilglicerois,
extremamente raros em animais; e o0s esterois, que sdo moléculas compactas, rigidas,
hidrofobicas com um grupo polar hidroxil, dos quais se destaca o colesterol.

Os glicerofosfolipidos sdo derivados do sn-glicero-3-acido fosférico, com dois
acidos gordos esterificados na posi¢do sn 1 e 2 do glicerol. A cabega do fosfolipido pode
ter diferentes cargas eléctricas, dependendo do grupo polar que se liga ao glicerol,
através de uma ligacdo fosfodiéster. E também a presenca deste grupo polar que
determina a nomenclatura dos fosfolipidos, se for uma colina, tem-se a fosfatidilcolina
(PC), se for uma etanolamina, a fosfatidiletanolamina (PE), se for uma serina, a
fosfatidilserina (PS), (Figura 1), se for um glicerol, tem-se a fosfatidilglicerol (PG). A
PC, € considerada o maior componente das membranas celulares animais, e a PE
predomina nas membranas celulares de bactérias, tém carga negativa no fosfato e carga
positiva no &lcool polar, possuindo assim, um carécter zwiterionico. As cadeias acil, que
podem ser saturadas ou insaturadas, tém normalmente entre 14 a 24 carbonos, sendo as
cadeias mais comuns com 16, 18 e 20 carbonos, e as cadeias insaturadas mais comuns as
18:1,18:2, 18:3 e 20:4. Nesta notacdo, o primeiro termo refere-se ao tamanho da cadeia

enquanto o segundo é o numero de ligacdes duplas (Yeagle, 2004; Gennis, 1998).

NH, NH, HaC TN —CH,

| .
f—l: / CH—COO” / CH;
. Regido Polar
Etanolamina M2 ering CH, “ali CH, &
d ‘O Serina ! Colina ! (Hidrofilica)
| ) 5 |
Grupo ___ g—p 0@ o=p—0% o=p—0%
Fosfato | |
o] o] 0
| 2l P
H,C—CH—CH, HZ|C—$H—CHZ HZ$—C|H—(H2
T3 i P9
D=C (=0 Glicerol ¢ (g 0=C C=0
Regido Apolar
(Hidrofdbica)
Ry (Ry) (R (Ry) (R} (R))
Fostatidiletanolamina Fosfatidilserina Fostatidilcolina

Figura 1. Estrutura molecular de diferentes glicerofosfolipidos. Adaptado de Moran et al, 2011.
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Os esfingolipidos séo similares aos glicerofosfolipidos, j& que contém os mesmos
substituintes polares que os glicerofosfolipidos, mas o seu grupo hidrofébico é uma
ceramida, que é uma molécula formada pela unido de dois acidos gordos com uma
serina, a unido desta Gltima a um dos acidos gordos forma um amino alcool chamado
esfingosina.

A maior parte dos esfingolipidos que ocorrem naturalmente, possuem cadeias
acilo muito mais longas que as PCs. Os esfingolipidos sdo ainda caracterizados por terem
uma grande disparidade no comprimento das suas cadeias, 0 que pode levar a
interdigitacdo entre as cadeias acilo das duas monocamadas que fazem a bicamada,
afectando a curvatura da mesma. Devido a esta particularidade, os esfingolipidos séo
potenciais candidatos na introducdo de heterogeneidade lateral e imiscibilidade numa
membrana.

Um esfingolipido essencial na estrutura das membranas do tecido nervoso é a
esfingomielina (SpM) (Figura 2). Esta tem similaridades estruturais com a
fosfatidilcolina, mas tem propriedades fisicas e biolégicas diferentes, sendo originada

pela unido da ceramida a fosforilcolina. (Gennis, 1988, Barenholz, 1999).

s MW\/\MN
O HN

|+
HiC —N Il
: OH
OH

Figura 2. Estrutura molecular da Esfingomielina. A estrutura foi desenhada utilizando o
software chemdraw.

Os glicolipidos sdo analogos dos esfingolipidos, mas a sua regido polar é
constituida por um ou mais agucares que se ligam ao glicerol através de uma ligacao
glicosidica (Stryer, 1998).

Os esterois sdo estruturalmente diferentes dos lipidos apresentados anteriormente,
estes sdo moléculas compactas, com uma regido hidrofébica rigida, formada por varios
anéis, com cadeia lateral e caracteristicas estruturais periféricas variaveis. O esterol mais
abundante em membranas celulares animais € o colesterol (Chol) (Figura 3), cujo grupo
polar é um hidroxilo, constituindo cerca de 30% da massa das membranas bioldgicas
animais (Gennis 1988; Yeagle, 2004).

O colesterol tem uma grande influéncia nas propriedades fisico-quimicas das

membranas, devido as suas particularidades enquanto lipido.
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Figura 3. Estrutura molecular do Colesterol. A estrutura foi desenhada
utilizando o software chemdraw.

Existem ainda uma pequena quantidade de lipidos que constituem as membranas,
mas em propor¢des muito menores que 0os mencionados anteriormente, como 0s acidos

gordos livres e os lisofosfolipidos.

1.3 Efeito hidrofobico: formacédo de membranas bioldgicas

A estrutura das moléculas nas quais a vida esta fundamentada, como € o caso das
proteinas, &cidos nucleicos, glicidos e lipidos, sdo uma consequéncia directa das suas
interac¢gOes com 0 mMeio aquoso.

A molécula de agua possui propriedades muito singulares, que Ihe permitem ser
considerada como o mais importante e abundante fluido na Terra, tendo um papel
preponderante na nossa sobrevivéncia (Dill, 2005).

As particularidades da agua como solvente provém tanto da sua polaridade como
das ligacbes de hidrogénio que formam. A agua é similar aos liquidos simples, no que
toca a interaccbes de Van Der Waals, esta torna-se mais interessante devido a sua
habilidade em formar ligaces intermoleculares de hidrogénio. Quando associadas, as
moléculas de agua orientam-se num arranjo tetraédrico, tendo a molécula de agua central
uma estrutura aberta, o que vai ser uma consequéncia directa para que a densidade da
agua liquida seja maior que a do gelo a 0°C.

A agua é chamada, muitas vezes, de solvente universal, contudo a veracidade
desta afirmacgédo pode ser questionada.

Devido a diferenca de electronegatividade entre o Hidrogénio e o Oxigénio, a
molécula de &gua possui um momento dipolar diferente de zero, o que faz dela uma

molécula polar.
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Assim, a agua ira ser um excelente solvente para materiais polares e i6nicos
(hidrofilicos), e as substancias apolares (hidrofobicas) serdo praticamente insollveis em
agua (Voet, 2006).

Na presenca de agua, as moléculas anfifilicas, como é o caso dos lipidos,
organizam-se espontaneamente, num arranjo que lhes permita interagir favoravelmente
com o ambiente em que se encontram. Assim que os lipidos interagem com a agua, as
moléculas desta organizam-se em volta das regides apolares, diminuindo o nimero de
microestados. Como esta organizacgdo é desfavoravel para o sistema, este reage de modo
a aumentar o numero de microestados, e consequentemente, aumentando a entropia.
Assim, as moléculas adoptam uma conformacdo que minimize o contacto entre a zona
apolar dos lipidos e a agua.

Na origem dos agregados lipidicos estdo diversas forcas estabilizadoras, como
forcas de Van Der Waals entre as cadeias hidrocarbonadas dos fosfolipidos e ligacbes de
hidrogénio entre as cabecas polares dos fosfolipidos. Contudo, o maior parametro
termodindmico estabilizador dos agregados lipidicos é o chamado efeito hidrofébico
(Gennis, 1988; Tanford, 1991).

1.4  Formacdao de vesiculas e lipossomas

Como foi referido na seccdo anterior, os lipidos tém tendéncia a agregar-se
quando se encontram em solugdo aquosa sobretudo devido ao efeito hidrofébico, de modo
a reduzir o contacto da sua regidao apolar com a agua, reduzindo assim a energia livre de
Gibbs. Geralmente, este fenémeno acontece acima de uma determinada concentragdo, a
chamada concentracdo de agregacdo critica (CAC). Os fosfolipidos, apresentam uma
CAC na ordem dos nanomolar (nM) ou inferior, devido essencialmente as suas extensas
cadeias acilo (Vaz, 2008).

As moléculas anfifilicas em solucdo aquosa, acima da CAC e consoante a sua
estrutura, podem formar diferentes tipos de agregados, como micelas, micelas invertidas,
monocamadas, bicamadas lipidicas, lipossomas.

A dimensdo de um agregado lipidico é determinada por varios factores, como o

tamanho da cabeca polar, o comprimento da cadeia acil do fosfolipido, o grau de
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insaturacdo da cadeia acil. Estes factores geométricos que se tém em conta sdo
extremamente afectados pela temperatura do meio onde estéo inseridos.

A forma do fosfolipido é importante para determinar a sua habilidade em formar e
participar num agregado. Quanto maior o afastamento a forma cilindrica da molécula
lipidica, menos estavel sera a bicamada que esta incorporara, podendo dar alguma
curvatura a bicamada, positiva ou negativa, consoante o lipido se encontre na forma de
cone ou cone invertido, respectivamente. A geometria das moléculas lipidicas em solucao
aguosa, como uma medida da sua capacidade para se encaixar num determinado agregado

lipidico, € descrita pelo parametro critico de empacotamento (A):

P_v
al

onde (v) é o volume molecular das cadeias acilo, (a) a area ocupada pela superficie polar
e (1) o comprimento maximo (Mouritsen, 2005).
Na figura 4, estdo representados os diferentes tipos de agregados que se podem

formar, segundo o parametro critico de empacotamento.

&
S45S D&
odd % £Q
p<1/2 12<p<1 p=1 p>1
Micelas Micelas
esféricas ou Vesiculas Fase Lamelar invertid;m
cilindricas )

Figura 4. Diferentes tipos de agregados, podem ser formados pelos diferentes pardmetros
criticos de empacotamento. Adaptado de Hiemenz e Rajagopalan, 1997.

Para formar uma bicamada estavel, os lipidos que a formam devem apresentar
uma curvatura proxima de zero, ou seja, 0 balanco entre a regido apolar e polar da

molécula é semelhante.
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1.4.1 Lipossomas

Quando se forma uma bicamada, os extremos desta vdo estar expostos a solucao
aquosa onde a mesma se encontra, tornando a sua estrutura instavel, ja que uma fraccéo
da parte hidrofébica do agregado lipido passa a estar em contacto com a solugéo aquosa.
Para minimizar a instabilidade da bicamada, esta tem tendéncia a formar
espontaneamente uma estrutura esférica designada de lipossoma (Lehninger et al, 1997).

Os lipossomas sao considerados como estruturas vesiculares, que se compdem de
varias bicamadas formando uma serie de coroas esféricas concéntricas, que no seu
interior ttm um compartimento intra vesicular de agua.

Estes podem ser classificados de diferentes maneiras: vesiculas multilamelares
(MLV), vesiculas unilamelares pequenas (SUV), vesiculas unilamelares grandes (LUV) e
vesiculas unilamelares gigantes (GUV) (Figura 5).

As vesiculas multilamelares (MLV) apesar de serem bastante faceis de preparar, o
seu uso em estudos fotofisicos é bastante limitado devido a elevada dispersdo de luz que
estas estruturas causam. No seu interior, estas contém vérias bicamadas, sendo dificil
saber qual a concentracdo de lipido em cada uma dessas bicamadas.

A partir dos MLV, por extrusdo, método abordado na seccdo 2.1, podem ser
preparadas vesiculas unilamelares. Consoante o tamanho do poro dos filtros de
policarbonato por onde os MLV passam, pode-se entdo obter: SUV, cujo diametro varia
de 20 a 50 nm e LUV, com didmetro entre 50 — 500 nm (Loura e Almeida, 2004). Os

GUV, com um didmetro compreendido entre 5 a 300 um, ndo sdo obtidos por extrusao.

GuvV

Bicamada \

O

SUvV

Figura 5. Esquema representativo dos diferentes lipossomas: GUV,
MLV, LUV e SUV. Adaptado de Segota et al, 2006.
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Os estudos em membranas celulares nativas sdo de extrema importancia.
Actualmente, este estudo é feito, maioritariamente, por vesiculas unilamelares compostas
por uma bicamada fechada, de dimensdes controlaveis e propriedades vantajosas.

No caso deste estudo, para obter uma reproducdo fidedigna das bicamadas

lipidicas, prepararam-se LUVs com o lipido ou misturas de lipido alvo.
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2. Dinamica e Fluidez Membranar

A ideia das membranas bioldgicas como estruturas estaticas, foi ha muito
modificada com a postulagdo do modelo do mosaico fluido, por Singer e Nicholson em
1972, e reforgado com as postulacgdes de Vereb (2003) (seccédo 1.1).

O estado fisico das membranas é caracterizado pelo perfil da ordem dos
movimentos da bicamada. O movimento dos fosfolipidos sera mais restrito na regido das
cadeias hidrocarbonadas mais proximas do glicerol, e tera mais liberdade de movimento
nas extremidades das cadeias acilo.

Neste subcapitulo sera discutida a dindmica e a fluidez membranar de uma forma
mais pormenorizada, através do estudo do comportamento dos fosfolipidos na bicamada e

o efeito que o colesterol pode ter numa bicamada lipidica.

2.1 Dinamica membranar

A bicamada lipidica ¢é definida como sendo uma estrutura extremamente dindmica,
sobretudo devido as interac¢fes que os lipidos constituintes da mesma podem ter entre
eles.

As propriedades dindmicas da membrana dependem de vérios factores como a
temperatura, pressdo, hidratacdo, a estrutura e a quantidade de espécies de lipidos
envolvidas, e podem ser divididas em quatro categorias: conformacional, rotacional,
translacional e transversal (Vaz, 2008).

A dindmica de um fosfolipido pode ser caracterizada por um vasto leque de modos
de movimento que ocorrem em escalas de tempo distintas, podendo estas ir dos
fentossegundos a dias, e todos contribuem para as propriedades dindmicas da membrana.

Os fosfolipidos das bicamadas possuem dindmica vibracional (figura 6a) que
ocorre numa escala de tempo dos fento aos nanosegundos, estes sdo caracterizados por
movimentos intramoleculares como oscilagdes vibracionais e torcionais em torno das
ligacdes simples C-C (10™2 s), isomerizacdo trans/gauche (10™° s) e rotacdes axiais
(Moore et al., 2001).

11
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A difusdo rotacional dos lipidos (Figura 6b), ocorre numa escala de tempo dos 107
a 107 s, e é caracterizada por movimentos giratérios ao longo da normal e do eixo vertical
da bicamada.

Os modos de difusdo translacional (Figura 6¢) possuem um coeficiente de difusdo
de 10%/10”" cm?/s e ocorrem no plano da bicamada (Jovin e Vaz, 1989).

O modo de difusdo transversal (Figura 6d), € um processo que tem uma barreira de
energia associada muito elevada, ja que implica a passagem de um fosfolipido de uma
monocamada para outra, 0 que faz com que a sua velocidade seja menor e, por isso,
ocorre numa escala de tempo maior, de 10? a 10* s (Moreno et al, 2006). Este movimento

€ comummente conhecido como flip-flop.

Difusio Eotacional
(10 a 107 5)
(k)

-

‘-\.::h":-_h

Lzomerizagio

trans'gavche T %
(100 5) ) Difusio Transversal
(2} Py (102 a 10# 5)
Oszeilapiies das f{,& i) (d)
ligapdes C-C \J/
(1012 5)

Dyifesio Translacional
(10 2 10+ em®/s)

()

Figura 6. Representacdo dos diferentes modos de difusdo dos lipidos numa bicamada: (a)
Dindmica vibracional dos lipidos; (b) Modo de difusdo rotacional; (c) Modo de difusdo
translacional; (d) Modo de difusdo transversal. Adaptado de Yeagle, 2004.

2.2 Estado fisico das membranas

A fluidez das membranas € introduzida muitas vezes como sendo o inverso da
viscosidade. Na realidade, a fluidez das membranas deve ser interpretada como a medida
da viscosidade dos constituintes da membrana durante os processos dindmicos da
mesma. Os parametros de ordem, os tempos de correlacdes entre as moléculas embutidas
na membrana e as ligagbes moleculares entre as moléculas que constituem as

membranas, bem como a taxa de difusdo lateral, a permeabilidade da membrana a solutos
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e a solventes, e as temperaturas de transicdo de fase da matriz lipidica, podem ser
demonstrados por um aumento ou diminui¢do da fluidez da membrana (Yeagle, 2004).

Uma bicamada em excesso de agua, dependendo da temperatura, pode-se
encontrar em dois tipos de fases, na fase gel (menos fluida) ou na fase liquida (mais
fluida).

Na fase gel, muitas vezes chamada de fase sélida-ordenada (Figura 7), os lipidos
constituintes da bicamada apresentam uma razéo conformacional trans/gauche elevada,
as cadeias acilo estdo completamente distendidas (conformacdo trans) e vao ficar
perpendiculares ao plano da bicamada (fase s,). Nesta fase, as bicamadas sao
caracterizadas por um grau de ordem conformacional, rotacional e translacional
elevados, sendo a espessura da bicamada maxima.

Com o ligeiro aumento de temperatura, as interacgdes de VVan Der Waals entre as
cadeias acilo que favorecem o empacotamento cristalino véo, progressivamente, ficando
mais fracas. Devido a excitacdo rotacional, induzida termicamente nas cadeias acilo, dao
origem a uma fase em que as cadeias acilo se encontram ligeiramente inclinadas em
relacéo ao plano, fase Ls. A inclinagdo € interpretada como o resultado de a area das
cabecas do fosfolipido, ser ligeiramente maior que a &rea das duas cadeias acilo.

O aumento da temperatura é directamente proporcional ao aumento da taxa de
rotacdo das cadeias acilo e, na temperatura de pré-transicdo de fase, os fosfolipidos
constituintes da bicamada passam da fase Ly para a chamada fase ripple, ou fase Py
(Figura 7).

Na fase ripple, as cadeias acilo das PC mantém-se inclinadas em relacdo a normal
do plano da bicamada, contudo passam a comportar-se como se fossem rotacionalmente
simétricas. Na interface da bicamada, nota-se um aumento substancial da &rea ocupada
pelas cabegas do lipido, devido ao deslocamento de cada molécula de lipido ao longo do
eixo longitudinal. Este aumento, faz com que as moléculas possam rodar quase
livremente, embora o grau de hidratacdo ndo apresente alteracdes.

Quando a temperatura a que esta esta sujeita se encontra acima da temperatura de
transicdo de fase do lipido (Ty), a bicamada passa a estar na fase fluida ou liquida
cristalina (I3) (Figura 7).

A fase fluida (l5) pode ser caracterizada como sendo o contrario da fase gel, as
suas cadeias acilo sdo caracterizadas por uma conformacdo trans/gauche baixa. A

medida que as cadeias acilo fundem, ha uma reducdo do comprimento das mesmas,
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passando estas a apresentar flexdo e rotacdo rapida, ha ainda uma expansao lateral da
bicamada, traduzida num aumento acentuado da area da secgdo transversal desta
(Heimburg, 1998; Yeagle, 2004; Vaz, 2008;).

Fase Gel Fase Ripple Fase Liguida

i I A N
i gy ——

So

Figura 7. Representacdo das diferentes fases em que as membranas se podem encontrar.
Adaptado de Gennis, 1988.

As transicOes de fase sdo a maior parte das vezes induzidas pela temperatura,
sendo denominadas de transi¢Ges de fase termotropicas. A temperatura de transicdo de
fase depende, essencialmente, do tamanho, do grau e do tipo (cis- ou trans-) de
insaturacdo das cadeias acilo do lipido que constitui a bicamada.

Para lipidos, cuja cabeca seja homdloga e as cadeias hidrocarbonadas idénticas, a
Tm aumenta uniformemente com o aumento do comprimento da cadeia acil.
Normalmente, os lipidos possuem uma cadeia saturada e uma insaturada com uma ou
mais ligacdes duplas carbono-carbono que, consoante a sua posicédo irdo afectar a Tr, do
lipido, tornando-a mais baixa do que a Tr, de um lipido homdlogo com as duas cadeias
saturadas (Vaz, 2008).

Quando a bicamada lipidica é constituida por uma mistura binaria ou ternéria de
lipidos, pode existir coexisténcia de fases, para além disso, na fase gel, os lipidos
constituintes da bicamada, tém tendéncia a serem imisciveis entre si, criando dominios
na membrana, enquanto que na fase fluida isso ndo acontece, os lipidos sdo quase

totalmente misciveis entre si.

2.2.1 Coexisténcia de fases em bicamadas lipidicas
Quando existe mais do que um tipo de lipido na bicamada, o comportamento desta
sera claramente, mais complexo. Deixara de haver uma transicdo bem definida,
caracterizada por uma temperatura especifica e passard a haver uma gama de
temperaturas, onde o sistema se separa em mais do que uma fase, existindo desta forma,

coexisténcia de fases na bicamada. Usualmente, os lipidos tendem a agregar-se junto aos
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da sua espécie, excluindo os restantes, que tambeém se irdo agregar aos da sua espécie,
criando assim varios dominios na membrana

A coexisténcia de fases € uma importante propriedade fisica das membranas, que
depende dos lipidos dominantes da bicamada e da fraccdo de massa destes em relacdo a
bicamada. Quando existe coexisténcia de fases, uma das fases € perclorativa, ou seja é
fisicamente continua, enquanto que a outra é descontinua ou dispersa em dominios
isolados na bicamada, sendo designada como nédo perclorativa. Estas duas fases podem-
se interconverter, caso haja uma mudanca fisico-quimica nas propriedades da membrana,
sendo as mais relevantes a pressao lateral, a temperatura a que a membrana se encontra e
a composicéo quimica da mesma.

Em sistemas em que ha coexisténcia de fases, a energia livre do sistema é
descontinua na interface entre as fases. Esta descontinuidade resulta da tensdo interfacial
que conduz o sistema para uma minimizacdo da interface.

Se a tensdo interfacial for suficientemente larga, espera-se que as fases que
coexistem, se separem em dominios macroscopicos com a menor separagdo superficial
possivel entre elas, no equilibrio.

A separacdo e coexisténcia de fases podem ser observadas em diagramas de fase
dos lipidos (Figura 8) (Feigenson, 2006; Vaz, 2008).
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Figura 8. (a) Diagrama de fases (binario) da mistura DMPC:DSPC, onde é possivel observar as
diferentes fases da bicamada. Adaptado de Pokorny, 2001, depois de Mabrey, 1976 e Knoll1 1981.
(b) Diagrama de fases (ternario) da mistura POPC:PSM:Chol. Adaptado de Almeida et al, 2003.

A construcdo de um diagrama de fase é muito delicada, sendo necessarios estudos

envolvendo variadas técnicas, como difraccdo raio X, fluorescéncia, DSC, entre outros,

para se obter resultados concordantes e fidedignos de serem apresentados.

15



Efeitos de ocupacdo molecular nas propriedades termotrdpicas de diferentes bicamadas lipidicas”

Capitulo I - Introdugdo

Um lipido que influencia bastante o estado fisico da membrana, bem como a
coexisténcia de fases da bicamada e merece especial atencédo € o colesterol.

2.3 Colesterol e o seu efeito em membranas

O colesterol, o esterol mais abundante em membranas biologicas de células
animais, tem um duplo efeito nestas, ja que este lipido, torna a membrana mais rigida,
quando esta se encontra na fase fluida, contudo mantém a fluidez requerida pela mesma,
quando esta se encontra na fase gel.

Este esterol, devido a sua estrutura hidrofdbica rigida em anel, tem preferéncia por
ter as cadeias acilo dos lipidos adjacentes ordenadas conformacionalmente, favorecendo
as interaccOes entre as moléculas. Se por um lado se pode afirmar que o colesterol tem
uma maior afinidade pela fase solida-ordenada. Por outro lado, a fase sélida-ordenada, é
uma fase cristalina caracterizada por um empacotamento denso entre as moléculas
lipidicas. Como o colesterol tem um tamanho e forma muito peculiar, ndo se encaixa bem
nesta ordem de empacotamento, o que remete para que a fase liquida-desordenada, seja a
fase de eleicdo do colesterol.

Desta forma, conclui-se que a introducdo de colesterol, ird destabilizar a
membrana, independentemente da fase em que esta se encontre.

Entdo, para que haja equilibrio do sistema aquando da introducéo de colesterol no
meio, admitiu-se uma nova fase, com caracteristicas tanto da fase fluida como da fase gel,
denominada fase liquida-ordenada (lo). Esta fase € caracterizada por apresentar desordem
posicional e alta mobilidade lateral das moléculas da membrana. As cadeias hidrofébicas
tém um certo grau de ordem conformacional.

Na fase fluida, a introdugdo de colesterol faz com que a espessura da bicamada
aumente, o que origina uma diminuicdo na difusdo translacional dos fosfolipidos,
tornando a membrana menos flexivel. Na fase gel, acontece o contrario, ou seja a
presenca de colesterol, induz uma diminuicdo na espessura da bicamada devido a
diminuicdo da ordem conformacional (McMullen et al.,, 2004; Mouritsen, 2005;
Feigenson, 2006).
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2.4 Anfifilas fluorescentes na bicamada: trimelamonio-
difenilhexatrieno e 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il-

dimiristoil- fosfatidil - etanolamina

As sondas de fluorescéncia sdo fluoroforos extrinsecos inseridos no sistema
membranar a estudar, e sdo frequentemente utilizados em estudos de alteracdo da ordem
da membrana e da sua fluidez, j& que apresentam dinamicas rotacionais diferentes no
estado excitado para diferentes ambientes lipidicos (Loura et al, 2003).

Os fluordforos, sdo geralmente moléculas hidrofobicas ou anfifilicas, e a
interpretacdo do seu comportamento depende, em larga escala, da sua localizacéo na
bicamada lipidica (Sousa et al, 2008).

No caso especifico do trimetilaménio - difenilhexatrieno (TMA-DPH) e do 7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il- dimiristoil- fosfatidil - etanolamina (NBD-DMPE), estas
anfifilas fluorescentes, localizam-se em partes distintas da membrana, reportando assim o
comportamento de diferentes zonas da mesma.

O difenilhexatrieno (DPH) e derivados, como é o caso do TMA-DPH (Figura 9)
que € um analogo catiénico do DPH devido ao grupo trimetilamoénio (TMA), sdo muitas
vezes escolhidos para estudar a estrutura e propriedades dindmicas da membrana, pois
estas sondas tém uma polarizacdo (anisotropia) sensivel em resposta a ordem dos
fosfolipidos.

Os derivados do DPH encontram-se na regido da cadeia acilo da bicamada,
estando a uma distancia do meio da bicamada de 6-11 A (Kaiser ¢ London, 1998). De
acordo com esta localizacdo membranar, o TMA-DPH permite monitorizar alteracfes na
membrana, a uma distancia correspondente entre C1-Cy4 a partir da interface
agua/membrana (Santanela e Vierling, 1999).

A localizacdo dos derivados de DPH na membrana pode ser explicada por varias
propriedades deste. A primeira é o facto de o DPH ser um grupo bastante hidrofébico, o
que faz com que se espere que a sua localizacdo seja na parte hidrofobica da membrana,
a segunda é o facto de o DPH possuir uma longa cadeia C-C e a terceira propriedade ¢ a
sua forma de bastonete que permite que o DPH se ”empacote” bem com a cadeia acil do
fosfolipido (Kaiser e London, 1998). O grupo TMA possui carga positiva, por isso, ira

ter uma maior afinidade com a cabeca polar do fosfolipido, ficando situado na interface
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da membrana. A posicdo deste grupo enfatiza ainda mais o facto de o grupo DPH se
orientar na cadeia de fosfolipidos.
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Figura 9. Estutura molecular da sonda fluorescente TMA-DPH. Esta sonda apresenta um
comprimento de onda de excitacdo de 356nm e de emissdo de 425 nm. Esta estrutura foi
desenhada utilizando o software Chemdraw.

No caso do NBD-DMPE (Figura 10), o grupo fluorescente, grupo 7-nitrobenz-2-
oxa-1,3-diazol-4-il (NBD), aparece localizado a 19-20 A do centro da bicamada, ou seja,
o fluoroforo interage favoravelmente como a cabega polar do fosfolipido (Abrams e
London, 1993).

O NBD é um grupo fluorescente, que devido ao facto da sua fluorescéncia
apresentar uma acentuada dependéncia com a polaridade do meio, este tem vindo a ser
utilizado no estudo de diferentes propriedades das membranas bioldgicas, como a fluidez,

a dindmica e a permeabilidade (Cardoso et al, 2010).

Figura 10. Estrutura molecular da sonda fluorescente NBD-DMPE. Esta sonda apresenta um
comprimento de onda de excitacdo de 450nm e um comprimento de onda de emissdo de 530nm.
Esta estrutura foi desenhada utilizando o software Chemdraw.

As sondas de fluorescéncia permitem avaliar qualitativamente as alteracfes
globais da fluidez da membrana mas, a interpretacdo directa dos resultados experimentais
deve ser feita com muito cuidado, ja que as alteracdes na fluidez da bicamada podem néo
ser uniformes em toda a membrana e a sonda, podera influenciar os resultados,
comportando-se como uma impureza (Ferreira et al, 2005).

Para a realizacdo deste trabalho utilizaram-se ambas as sondas apresentadas
anteriormente, com 0 objectivo de caracterizar as bicamadas em estudo tanto na regido

das cadeias acilo como na interface com a &gua.
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3. Trealose

A classe mais abundante de moléculas bioldgicas sdo os sacarideos, cuja unidade
basica sdo 0s monossacarideos, que resultam de um processo elementar, denominado
como gliconeogénese. Estes unem-se formando dissacarideos e polissacarideos (Voet,
2006).

Neste subcapitulo serdo discutidas algumas proriedades da trealose, um dissacarideo

gue pode ser facilmente encontrado na natureza.

3.1 Estrutura e propriedades

A trealose (Figura 11) (o,00 — trealose, o-D-glicopiranosil-(1—1)-a-
Dglicopiranosideo) € um dissacarideo formado pela ligacdo 1—1 de duas moléculas de
D-glucose na conformacgdo o (Birch, 1963; Cordone, 2006). Este dissacarideo é
classificado como ndo redutor, pois 0s seus hidroxilos anoméricos encontram-se
envolvidos numa ligacgdo glicosidica forte.

A combinacdo da sua estrutura molecular e das suas propriedades fisico-quimicas

fazem com que a trealose seja um dissacarideo bastante estavel.

HO iy
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Figura 11. Estrutura molecular da Trealose, dissacarideo ndo redutor de férmula
molecular C,,H,,04; Esta estrutura foi desenhada utilizando o software Chemdraw.

Em 1832, H.A. Wiggers reportou pela primeira vez a presenga de trealose,
enguanto estudava solucBes da cravagem do centeio, a partir daqui, houve sempre um
estudo crescente sobre este dissacarideo e 0 modo como este podia ser obtido. Elbein
sumariou todos 0s organismos em que a presenca de trealose foi notada, obtendo um total
de cerca de 80 espécies, como por exemplo plantas, algas, fungos, leveduras, bactérias,

insectos e outros invertebrados.
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Estas espécies biosintetizam trealose através de um mecanismo catalizado por
enzimas, que facilitam a reaccdo da UDP-D-glucose com D-glucose-6-fosfato,
produzindo a,a-trealose-6-fosfato, que é depois removida enzimaticamente, ficando
apenas a molécula de trealose, que pode ser degradada por uma enzima especifica, a
trealase (Elbein, 1974).

Em certos organismos, a trealose funciona como fonte de energia em varios
estados da vida dos mesmos, noutros como um intermediario metabdlico e em
organismos que sobrevivem em condigOes extremas de desidratacdo e congelamento, a
trealose tem uma funcdo estabilizadora e de proteccéo.

Um estudo de modelagcdo molecular de trealose em solucdo aquosa, sugere que
esta protege as estruturas bioldgicas durante a desidratacdo e/ou congelamento,
substituindo a quantidade de &gua associada a estas estruturas, o que pode ajudar a
estabilizar e inibir a desnaturacdo irreversivel destas biomoléculas. Ou seja, a trealose
tem uma certa tendéncia para solvatar, sobretudo em relacdo a outros dissacarideos, ja
que este acucar tem a habilidade de alternar entre a forma di-hidratada e anidra, sem
sofrer alteracGes de estrutura (Donnamaria et al., 1994).

A trealose, devido a propriedades j& enunciadas anteriormente, como a sua ligagdo
glicosidica estavel, e a sua resisténcia a hidrolise, € um dos acucares mais estavel e inerte
quimicamente. Este dissacarideo tem ainda outras propriedades que devem ser
ressalvadas, como a sua solubilidade, similar a da maltose, é estdvel numa gama ampla

de pH e suporta bem oscilagfes de temperatura (Richards et al., 2001).

3.2 Trealose em bicamadas lipidicas

O espaco intra celular, entre a membrana plasmatica e o involucro nuclear, em
seres eucariontes, € denominado por citoplasma. Este € preenchido por matéria semi-
fluida e homogénea denominado hialoplasma. Dispersos no hialoplasma, é possivel
encontrar elevadas concentragdes de pequenas moléculas, macromoléculas e estruturas
supramoleculares. Neste meio, uma frac¢do significativa das moléculas de &gua estd
envolvida em solvatagdo nido se comportando como agua “bulk”. Este meio ¢ geralmente
descrito como uma solugdo com “ocupagao molecular”. A estrutura e dindmica das

macromoleculas e estruturas supramoleculares resultam de um elevado nimero de forcas
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fracas, tais como forcas electrostaticas e efeito hidrofobo, sendo estas fortemente
afectadas pelas propriedades da agua e dependentes da disponibilidade reduzida da agua
devido a “ocupacdo molecular”. A modelagdo das interaccdes moleculares que ocorrem
no interior de uma célula tem assim que ser efectuada em condigdes de “ocupacdo
molecular”.

Os efeitos de “ocupagdo molecular” podem ser gerados por aglcares, como a
trealose ou a maltose.

Segundo as propriedades ja citadas da trealose, e como a trealose tem uma fungao
estabilizadora sob condicdes extremas como é o caso da desidratacdo, este acUcar €
introduzido no citoplasma da célula, de forma a estabilizar proteinas intracelulares e
membranas, que se encontrem nestas condi¢des (Crowe, 2007).

O papel estabilizador dos agucares em membranas desidratadas estd ja bem
estabelecido, tendo ja sido propostos varios mecanismos gque envolvem a formacéo de
matrizes vitrificadas devido a interaccdo directa entre acUcares e lipidos.

Tem vindo a ser sugerido que a fluidez da membrana aumenta com a presenca de
carbohidratos. Durante o processo de desidratacdo, sabe-se que a fosfatidilcolina passa a
fase gel a temperaturas em que normalmente estaria na fase fluida (aumenta a densidade
de empacotamento das cabecas polares, aumenta as interac¢Ges de Van der Waals entre
as cadeias hidrocarbonadas) (Chapman et al, 1967). Este efeito provocaria a separacédo
lateral entre fosfolipidos e destes com as proteinas, induzindo a uma destabiliza¢do na
estrutura da membrana. As transicOes e separagOes de fase ndo se observam em
membranas desidratadas na presenca de trealose (Crowe et al, 1984).

Outros trabalhos apresentam evidéncias de que certos agucares podem substituir a
agua que rodeia as cabecas polares dos fosfolipidos e as proteinas das membranas,
formando pontes de hidrogénio com estes e mantendo assim a integridade dos mesmos
na auséncia de agua. A trealose é extremamente eficaz na substituicdo de moléculas de
agua quando as bicamadas sdo desidratadas drasticamente (Crowe et al, 1984 a,b; Crowe
et al, 1987).

O efeito da trealose em lipossomas tambem foi estudado. Estes podem ser
preservados no estado seco se forem dissecados na presenca de dissacarideos, tendo
aplicacdo imediata na area farmacéutica como possiveis transportadores de farmacos
(Crowe and Crowe, 1995). A trealose promove a vitrificagdo destes sistemas, fazendo
com que nao haja fusdo dos lipossomas.
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Apesar de em membranas desidratadas o efeito da trealose ser ja conhecido e
esteja bem determinado, o efeito deste sacarideo em membranas hidratadas ainda nédo

estd bem caracterizado, o que justifica a realizagdo do trabalho aqui apresentado.
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1. Materiais

Nesta seccdo, sdo apresentados 0s reagentes e equipamentos utilizados, para a

realizacdo deste estudo.

1.1 Reagentes

e Acido Ascorbico (Sigma-Aldrich, lote no. 25564-100G; ref. 50-81-7);

e Acido Perclérico (70%) (Sigma-Aldrich, lote no. BCBD6143; ref. 7601-90-3);

e Acido Acético Glacial (Panreac, lote no. 0000212445 ref. 131008.1211);

e Acido Sulftrico (Absolve, ref. 73-30-45);

e Anidrido Acético (Panreac, lote no. 0000239970; ref. 131147.1611);

e Azida de Sddio (Fluka, lote no. 419515/1; ref. 20301);

e Cloroférmio (99.8%) (Sigma-Aldrich, lote no. 47796DM,; ref. 67-66-3);

e Cloreto de Sddio (Sigma-Aldrich, lote no. 074K0097; ref. 57653);

e Cromossulfurica (Riedel-de-Haen, lote no. 61810; ref. 2240);

e EDTA (Baken Analysed, lote no. 9534010010; ref. 60-00-4);

e HEPES (Sigma-Aldrich, lote no. 027K5436; ref. 7365-45-9);

e Hidroxido de Sddio (Baker Analised, lote no. 9601550002; ref. 1310-73-2);

e Metanol (99.9%) (Sigma, lote no. 21109P03; ref. 67-56-1);

e Molibdato de Amonio (BDH, lote no. 6315650; ref. 27187);

e Trealose (Sigma-Aldrich, lote no. 011M7000V; ref. 6138-23-4)

e 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) (Avanti, lote no. 140PC-180;
ref. 850345)

e 1,2-dioctadecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DSPC) (Avanti, lote no. 180PC-
90; ref. 850365)

e Esfingomielina (SpM) (Avanti, lote no. ESM-105; ref. 180294);

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

e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) (Avanti, lote no.160-
181PC-192; ref. 207902);
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Trimetilamonio-difenilhexatrieno (TMA-DPH) (Sigma-Aldrich, lote no. 115534-
33-3);

1,2-Dimiristoil- sn — glicero-3-fosfatidiletanolamina — N- [7-nitro-2- 1,3-
benzoxadiazol -4-il] (Avanti, lote no. F181NBD PE-16; ref. 810145)

1.2 Solugdes tampéao

As solucdes tampdao desempenham um papel fundamental no equilibrio de alguns

sistemas bioldgicos, estas tém como funcgdo atenuar a variagao de pH do meio que estdo a

hidratar.

Neste caso especifico utilizaram-se dois tipos de solucdo tampéao:

Solucéo tampdo HEPES, preparada através de uma mistura de HEPES (10 mM),
azida de Sodio (0.02% m/v), cloreto de sddio (15 mM) e EDTA (1 mM), o pH foi
ajustado a 7.4 adicionando hidroxido de sodio.

Solucdo tampdo HEPES com trealose 1 M, analoga a solucdo tampdo HEPES,
sendo esta preparada através de uma mistura de trealose (1 M), HEPES (10 mM),
azida de sddio (0.02% m/v), Cloreto de Sédio (15 mM) e EDTA (1 mM), o pH

foi acertado a 7.4 adicionando Hidroxido de Sodio.

1.3 Equipamento

Calorimetro de poténcia compensada, Perkin-Elmer Pyris 1

Espectrometro de Fluorescéncia VarianCary Eclipse com banho peltier,
polarizador automatico e suporte de quatro células;

Espectrofotometro UV/VIS SpectronicUnicam UV 500;
ExtrusorLipexBiomembranes;

Medidor de pH Jenway 3510;
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2. Métodos

Segue-se a descricdo dos varios métodos utilizados para a realizacdo deste
trabalho.

2.1 Preparacéo de LUVs por extrusao

Para que haja uma reproducdo fidedigna das bicamadas lipidicas, preparam-se
LUVs com o lipido ou misturas de lipido que sdo objectivo de estudo.

Preparou-se previamente solucGes stock contendo os lipidos de interesse, neste
caso, 1,2 — dimiristoil-sn-glicero-3-fosfaticilcolina (DMPC), 1,2 — distearoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DSPC), SpM, Chol e 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(POPC), através da sua dissolucdo numa mistura azeotrépica de Cloroférmio:Metanol
(87:13 (v/V)). As solugdes finais dos lipidos foi adicionado o volume pretendido do stock
de sonda em metanol. A concentragéo destas foi determinada recorrendo ao seu espectro
de absor¢do, considerando o €=21000 M™*cm™ ¢ A=450 nm, para 0 NBD-DMPE e
£=80000 M™*cm™ e =356 nm, para 0 TMA-DPH.

Recorrendo aos stocks de lipido em mistura azeotropica retirou-se um volume, de
acordo com a concentracdo final desejada, dos lipidos de interesse, deixou-se equilibrar
durante 30 minutos para o caso de uma mistura de dois lipidos, sendo que para
composi¢des mais complexas o tempo de equilibrio foi aumentado (15 minutos por cada
componente acrescentado). Apos o equilibrar da solucdo evaporou-se o solvente
recorrendo a um fluxo de ar quente que incidia através da parte externa do tubo de ensaio.
Durante este processo a solucdo foi mantida sob constante agitacdo por interméedio de um
vortex e sob um fluxo continuado de azoto. O filme contendo os lipidos de interesse foi
colocado num exsicador sob vacuo por um periodo de tempo entre 6 a 12 horas.

O filme é hidratado com soluc¢do tampdo HEPES com e sem trealose, e colocado
num banho que esteja a uma temperatura de pelo menos 10°C acima da temperatura de
transicdo de fase do lipido ou da mistura de lipidos, para que a bicamada se encontre na

fase fluida e a extrusdo seja assim facilitada.
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No caso especifico, para a hidratacdo dos residuos, utilizaram-se dois solventes,
tampdo HEPES com e sem trealose, pH 7.4, de forma a obter a concentracdo pretendida
conforme a experiéncia a realizar.

A solucdo foi agitada pontualmente até a total dissolucdo do filme, de forma a
obter uma suspensdo de vesiculas multilamelares, procedendo-se entdo a extrusdo das
MLVs. E essencial um minimo de 10 passagens no extrusor Lipex Biomembranes,
através de dois filtros de policarbonato, com poros de diametro 100 nm, e deve-se, pelo
menos agitar a suspensdo nas 5 primeiras passagens e na ultima.

ApoOs a extrusdo, procedeu-se ao annealing da amostra, aquecimento e
arrefecimento lento da amostra cerca de 20°C acima e abaixo da temperatura de transicdo
dos lipidos, da mistura, principalmente se estes forem constituidos por mais de um lipido.

Através deste método foram preparados LUVs de DMPC:DSPC 0.1 mM, nas
propor¢des 0:100, 20:80, 30:70, 50:50, 70:30, 80:20 e 100:0 com NBD-DMPE 1 pM e
TMA-DPH 1 uM, LUVs SpM:Chol 0.1 mM, nas propor¢des 100:0, 90:10, 80:20 e 50:50
com NBD-DMPE 1 uM e TMA-DPH 1 pM, LUVs POPC:SpM 0.1 mM, nas proporcdes
100:0, 75:25, 50:50 e 25:75 com NBD-DMPE 1 uyM ¢ TMA-DPH 1 uM em tampao
HEPES com e sem trealose, utilizados nas experiéncias de anisotropia de fluorescéncia e
na medicdo de tempos de vida.

Procederam-se ainda a preparacdo de LUVs de DSPC 25 mM puro e com NBD-
DMPE 0.25 mM e TMA-DPH 0.25 mM, DMPC em tampdo HEPES com e sem trealose,
para se proceder as experiéncias de DSC.

2.2 Andlise da concentracéo de Lipido nos LUVs

Um processo de extrusao mais prolongado pode levar a perda de lipido, o que faz
com que a concentracao final da amostra seja alterada, deste modo a sua quantificacdo é
essencial.

Procedeu-se entdo, a quantificacdo dos fosfatos em solucgdo, a partir do método
descrito por Bartlett (Bartlett, 1958) e a quantificacdo do colesterol, descrita por Taylor
(Taylor et al, 1978).
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2.2.1 Quantificacdo de Fosfato nos LUVs

O método para quantificar o fosfato presente nas amostras de lipido foi
modificado da sua versdo original descrita por Bartlett (1958). Baseia-se na analise de
fésforo através da reducdo do fosfomolibdato formando um complexo de cor azulada que
absorve a um comprimento de onda de 700 nm.

Para a quantificacdo dos fosfatos € necessario a preparacdo prévia de solucGes
stock de K;HPO, 1 mM (solugdo A), molibdato de amonio 1% wi/v (solugdo B) e &cido
ascorbico 4% wi/v (solucéo C).

Para obter uma curva de calibracdo é necessario pipetar em duplicado 0.0, 100,
150, 200, 250 e 300 uL da solucéo A, para tubos de 20 mL. Das solugdes de LUVSs com
concentracé@o por definir, pipetou-se um determinado volume, para um tubo de 20 mL, de
forma a que a concentracao esperada estivesse no meio da curva de calibracao.

Uma vez que o volume final de cada um dos tubos, nesta primeira parte da
quantificacdo, deve ser de 300 uL, perfaz-se 0 volume restante com agua. De seguida,
com uma pipeta de vidro, adicionaram-se 700 pL de acido perclorico a 70% e
homogeneizaram-se as solug6es utilizando o vortex, sendo estas finalmente, cobertas com
berlindes e colocadas num banho seco a 190°C até um maximo de 2 horas.

Apos o arrefecimento a temperatura ambiente, acrescentou-se 2 mL da solugdo B
e 2 mL da solugdo C. Agitou-se de novo as solugdes no vortex e incubou-se a 37°C por
um periodo de tempo entre 1-2 horas.

A absorvancia de cada tubo foi medida a 700 nm e a concentracdo final das

amostras de interesse foi obtida com recurso a recta de calibracéo.

2.2.2 Quantificacdo de Colesterol nos LUVs

A determinacdo de colesterol em solucdo é baseada no método descrito por
Taylor, Broccoli (1978). Esta, assenta na analise do grupo hidroxilo do colesterol que ao
reagir com um reagente de Liebereman-Burchard aumenta a conjugagéo da insaturacédo
do anel condensado adjacente, originando uma solucdo de cor verde, que absorve no

comprimento de onda de 625 nm.
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O reagente de Liebereman-Burchard é preparado juntando &cido acético, anidrido
acético e acido sulfurico na proporcdo de 35:55:10 (%v/v), respectivamente, a qual se
adicionou 1% (m/v) de sulfato de sédio anidro, mantendo-se sempre a solu¢do em gelo.

Para obter a curva de calibracdo € necessario pipetar em duplicado, 0, 20, 40, 60,
80 e 100 pL de uma solugdo stock de colesterol 2 mM em alcool isopropilico. Das
solucdes de LUVs é pipetado, em triplicado, um determinado volume, de maneira a que a
concentracédo esperada esteja no meio da curva de calibragéo. O volume final de cada um
dos tubos foi ajustado com alcool isopropilico, até 100 uL.

De seguida, adicionou-se 3 mL da solucéo de reagente de Lieberman-Burchard e
incubou-se as solug¢des, num banho a 37°C, durante aproximadamente 20 min.

Ap06s o tempo de incubagdo, mede-se a absorvancia dos tubos a 625 nm. Como o
produto final é fotossensivel, os tubos de calibragdo devem ser lidos antes e depois das
amostras a serem quantificadas, para que a taxa de degradacdo possa ser calculada e a
leitura das amostras corrigida, de modo a que a concentracdo obtida seja a mais

verdadeira possivel.

2.2.2.1 Preparacdo de amostras hidratadas com tampao HEPES

com trealose para a quantificacéo de fosfato nos LUVs

Quando as amostras estdo hidratadas com tampao HEPES com trealose observou-
se que o &cido percldrico reage com a trealose contida na solu¢do tampao, formando uma
solucdo de cor escura. Por este motivo, é necessario que a trealose seja removida da
solucdo antes que a quantificacdo dos fosfatos seja feita. Para que tal aconteca €
necessario passar a amostra por uma coluna Rp18.

Comeca-se por se preparar uma coluna de 2,5 mL de volume apds empacotada,
com a fase estacionaria composta por silica modificada com grupos acilo e o eluente
etanol. Antes de passar a amostra pela coluna é conveniente ressuspender a fase
estacionaria com etanol, permitindo que a coluna volte a empacotar enquanto o etanol é
eluido. Com precisdo e em pequenas quantidades foi-se mudando a polaridade do eluente
adicionando agua, de modo a que a fase movel fosse integralmente composta por agua.

Apos a passagem de 1 ou 2 ml de 4gua e quando o seu nivel estava bastante proximo da
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fase estacionaria (deixando secar por breves instantes), aplicou-se a amostra de LUVs em
trealose (cerca de 250 pl para uma solucao de 1 mM).

De seguida adicionou-se cerca de 8 ml de dgua e esperou-se que estes eluissem,
depois adicionaram-se 6 ml de metanol em frac¢bes de 1 ml, voltou-se a esperar que as
fraccdes eluissem quase totalmente, terminando de encher a coluna com metanol, tantas
vezes como 0 necessario para recolher 30 ml do eluente da coluna.

Posteriormente, evapora-se 0 metanol usando um baldo de fundo redondo. Ao
filme formado, adicionam-se 3 vezes 1 ml de metanol, para “limpar”’o baldo. A solugéo
obtida apos a adicdo do primeiro ml de metanol é transferida para um tubo, seguida dos
outros 2 ml de solucéo, para que a solucdo seja usada na quantificacao do fosfato.

Os 3 ml de metanol devem ser evaporados da mesma forma que se prepara 0s
filmes de lipido para a preparacdo de LUVs, descrita na seccéo 2.1.

O resto do procedimento é igual ao utilizado em quantificacbes de fosfato,
descrito anteriormente.

Este procedimento nunca foi utilizado, pois ao quantificar o lipido sem trealose,
obtiveram-se sempre resultados com um erro associado a concentra¢do pretendida de 5-
15%, por isso ndo foi necessario quantificar as amostras hidratadas com tampao trealose,

uma vez que a preparacao foi igual e portanto o erro seria muito aproximado.

2.3 Anisotropia de fluorescéncia

Uma molécula pode sofrer diversos processos de transi¢do electrénica, consoante
se absorve ou emite luz e se a transi¢do é ou ndao permitida (Figura 12).

Apos absorcdo de radiacdo, o sistema fica num estado excitado e para atingir de
novo o equilibrio esse excesso de energia tem de ser libertado. Esta energia pode ser
libertada para o solvente sob a forma de calor (aumento da energia cinética do sistema) ou
pode ser libertada sob a forma de um fotéo (transi¢cOes radiactivas). A transicao radiactiva
do estado singleto excitado para o estado singleto fundamental, sem alteracdo da

multiplicidade de spin, denomina-se por fluorescéncia.
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Figura 12. Diagrama de Jablonski.

No estudo de anisotropia de fluorescéncia (r), a luz de excitagcdo é enviada ao
longo do eixo dos xx com o vector eléctrico ao longo do eixo dos zz. Uma molécula
hipotética estd na origem dos eixos coordenados e tem o seu dipolo de transicdo de
absor¢do com o angulo 6 em relagdo ao eixo dos zz. O angulo Y € gerado entre o dipolo
de transicdo de absorcdo e o dipolo de transicdo de emisséo de fluorescéncia por parte da
molécula. A fluorescéncia emitida é assim observada ao longo do eixo dos yy, onde é
utilizado um polarizador linear para separar a intensidade dos vectores eléctricos

paralelos (1) e perpendiculares (1) ao vector eléctrico da luz de excitacdo (Figura 13).

W Dipele de
>

- absoegho
"\-‘\ e N L

Cipodo de eminsdo

Luz de Ewcitag o
poleizada s
oriD 30 i

Detector

Figura 13. Esquema do dispositivo para medicdo da despolarizacdo da Iluz
fluorescente.

Os instrumentos possuem uma certa sensibilidade a luz polarizada, contudo essa
sensibilidade ndo € igual quando a luz € polarizada vertical e horizontalmente. Por isso
mesmo, torna-se indispenséavel definir o factor de sensibilidade geométrico, denominado

por factor G (equacdo 1), j& que as medidas obtidas experimentalmente serdo afectadas

por esta “deficiéncia” do aparelho.

Si

G = (Equacéo 1)
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Sy designa a sensibilidade do aparelho para a luz polarizada verticalmente, e S, a
sensibilidade do aparelho para a luz polarizada horizontalmente.

A anisotropia de fluorescéncia pode depender de diversos factores, como, a
orientacdo do dipolo de transicdo de emissdo relativamente a orientacdo do dipolo de
transicdo de absorcdo e a rotacdo molecular que ocorre durante o tempo de vida de
fluorescéncia que, por sua vez, depende da viscosidade do solvente e do tamanho e forma
da molécula. Assim, a luz fluorescente sera parcialmente despolarizada.

A anisotropia (equacdo 2) é uma medida adimensional e independente da
intensidade de luz total da amostra, uma vez que a diferenca I, — I, € normalizada pela
intensidade total, I+ = Iy + Iy + I;(que, quando a luz excita¢do € polarizada ao longo do
eixo dos zz, tem a radiacéo dipolar simétrica em torno desse eixo, pelo que Iy = I,’ logo,
Ir = I, — (2G.1)), isto &,

_ _dz-ly _ h—(Gl)
Ix+Iy+I, L+(2G6.1,)

(Equacéo 2)

onde r designa a anisotropia (Lakowicz, 1999).

Procedimento experimental

Antes de se iniciar o estudo da anisotropia das diferentes amostras a diferentes
temperaturas (rampas de temperatura), mediu-se as temperaturas de 20°C e 60°C, o factor
de sensibilidade geométrica do equipamento a luz, com polarizacéo vertical e horizontal
(factor G). Como se pode observar no grafico (Figura 14), o factor G ndo depende nem da
temperatura, nem do solvente, apresentando apenas uma pequena variagdo com O

comprimento de onda de emissao.
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Figura 14. Factor G do NBD-DMPE em diferentes ambientes em funcdo do comprimento de onda.
Factor G, DMPC-DSPC (50:50) 0,imM NBD-DMPE 1uM em tampao HEPES sem trealose, HEPES
com trealose, em fun¢do do comprimento de onda, para as temperaturas de 20°C (A) (<) e a 60°C (V)
(™), respectivamente. E NBD-DMPE em metanol a 20°C ().

Anterior e posteriormente a cada rampa de temperatura foi necessario medir o

espectro de fluorescéncia das amostras para que se pudesse analisar a fotodegradacédo das

sondas utilizadas, quando expostas a radiacdo intensa, durante um periodo de tempo

consideravel.

Quando nas experiéncias de anisotropia de fluorescéncia a sonda presente na

solucédo foi o TMA-DPH, as rampas de temperatura das solu¢bes com esta sonda foram

feitas manualmente, de modo a que a exposicdo desta a luz fosse a menor possivel, bem

como a sua degradacdo, ja que se trata de uma sonda sensivel e de fécil fotodegradacao

(Figura 15a).

Quando a sonda presente na solucdo foi o NBD-DMPE, a rampa de temperatura

foi feita automaticamente, pois a fotodegradacéo desta sonda € minima (Figura 15b).
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Figura 15. Graficos de fluorescéncia de DMPC:TMA-DPH e DMPC:NBD-DMPE antes e depois das
experiéncias de anisotropia, em tampdo HEPES com e sem trealose. (a) Gréafico de fluorescéncia de
DMPC:TMA-DPH em HEPES antes da experiéncia (—) e depois (—) e em trealose antes (—) e depois (—),
da medicao da rampa de temperatura. (b) Grafico de fluorescéncia de DMPC:NBDDMPE em HEPES antes
da experiéncia (—) e depois (—) e em trealose antes (—) e depois (), da medi¢do da rampa de temperatura.
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Ap0s todas as consideracdes necessarias e relevantes, iniciaram-se as experiéncias
de anisotropia de fluorescéncia, recorrendo a LUVs contendo uma razdo sonda lipido
1:100 e 1:300, hidratadas com solugdes tampdo HEPES com e sem trealose. Estas foram
equilibradas a uma determinada temperatura (temperatura de inicio de medicdo),
independentemente do método utilizado, durante aproximadamente duas horas, evitando a
agregacao da sonda.

A medicédo da anisotropia de fluorescéncia foi feita utilizando um espectrometro
de fluorescéncia Varian Cary Eclipse com banho de Peltier, com polarizadores

automaticos.

2.4 Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

A calorimetria diferencial de Varrimento é uma técnica de analise térmica, que
mede a diferenca de fluxo de calor para a amostra e para a referéncia, enquanto estas sao
submetidas a um programa de variacdo de temperatura controlado.

Estas medicOGes ddo-nos informacdes, quantitativas ou qualitativas, acerca de
variacdes quimicas ou fisicas dos materiais, em processos exotérmicos (libertacdo de
energia calorifica) ou endotérmicos (absorcao de energia calorifica) (Brown, 2001).

De acordo com 0s seus principios operacionais, os Calorimetros diferenciais de
varrimento podem ser classificados em dois tipos: de poténcia compensada ou de fluxo de
energia calorifica.

Nos calorimetros diferenciais de varrimento de poténcia compensada, as células
onde se colocam a amostra e a referéncia encontram-se equipadas individualmente com

um sensor de resisténcia, que mede a temperatura de cada uma, e uma resisténcia de
aquecimento. Quando é detectada uma diferenca de temperatura entre a amostra e a
referéncia devido a uma alteragao da amostra, ¢ adicionada energia térmica (OH/0t) a
uma das células de modo a manter um diferencial de temperaturas nulo entre ambas
(Tamostra = Trer) (Hohne, 2003).
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Procedimento experimental

Neste trabalho foi utilizado o calorimetro de poténcia compensada, Perkin-Elmer
Pyris 1, com refrigeracdo ajustada a -25°C, (intracooler com circulacdo da mistura
etilenoglicol : agua 1:1 (v/v) ).

O azoto, N50, foi utilizado como gas de purga com fluxo de 20 mL/min. Todas as
amostras foram preparadas em cépsulas de aluminio de 50uL, hermeticamente fechadas.
Como referéncia foi utilizada uma capsula igual, com tampdo HEPES. A velocidade de
varrimento das experiéncias foi sempre de 2°C/min. A massa da amostra e da referéncia
variou entre 12 a 16 mg.

A calibragcdo da temperatura foi efectuada com materiais de referéncia,
nomeadamente, benzofenona (Metler Toledo, ME 18870), Trsio = (48,1 = 0,2) °C,
bifenilo (CRM LGC 2610), Tsss0= (68,93 £ 0.03) °C e indio (Perkin Elmer, x = 99.99%,
Trusao= 156,60 °C), o qual foi também utilizado para calibra¢do de entalpia (Agsh= = (3286
+13) J.g™%) (Sabbah, et al, 1999).

2.5 Tempos de vida de fluorescéncia

O tempo de vida determina o tempo disponivel para o fluoréforo interagir ou se
difundir no ambiente em que se encontra durante o estado excitado, correspondendo ao
tempo ao fim do qual cerca de 63% das moléculas ja transitaram para o estado de menor

energia. Este é definido segundo a equacéo 3:

1
ky+kp,

T = (Equacéo 3)

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

Este pardmetro possui muita informagdo sobre o ambiente em torno do fluoréforo
e pode ser utilizado para seguir transformacfes, pois a velocidade de transicdo ndo
radiactiva depende de colisbes com o solvente, e vai depender directamente da
temperatura a que o solvente se encontra, bem como da viscosidade do mesmo.

Pode-se ainda calcular o tempo de vida médio (<t>) que, permite relacionar os
tempos de vida das espécies fluorescentes (t1,T,)) com 0s seus correspondentes pré-

exponenciais (0, o), € é calculado de acordo com a equacéo 4: (Lacowicz, 1999)
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;T2
<t>=E L (Equagdo 4)

i=1 XiTi

Procedimento experimental

No trabalho realizado, seleccionou-se a regido de interesse e as curvas de
decaimento de fluorescéncia foram construidas a partir dos fotdes registados durante um
intervalo de tempo apos a excitacao da molécula. As curvas de decaimento obtidas foram
ajustadas como sendo a soma dos termos exponenciais, de forma a obter o tempo de vida

de fluorescéncia do grupo NBD (equacéo 5),

t

F(t) = 3 ap.exp' (Equagdo 5)
onde F(t) é a intensidade de fluorescéncia no tempo t, e «; € o factor pré-exponencial que
representa a intensidade de decaimento de um componente com tempo de vida 1; (Stockl,
2008).

As amostras utilizadas foram preparadas de acordo com o procedimento
experimental descrito na seccdo 2.1 deste capitulo, tendo sido usada uma concentracao de
lipido DSPC, SpM e POPC de 0.1mM e uma razdo sonda:lipido de 1:100.

As amostras foram medidas a varias temperaturas, consoante as temperaturas de

interesse retiradas dos resultados de anisotropia, e a um comprimento de onda de 530 nm.
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1. Estudo da anisotropia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em

diferentes bicamadas lipidicas.

1.1 Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-
DMPE em diferentes fraccoes molares de DMPC:DSPC, em
tampao HEPES

Tanto o DMPC (Figura 16a) como o DSPC (Figura 16b) sdo ambos
glicerofosfolipidos cujo grupo polar é uma colina, a sua estrutura apenas difere no
numero de carbonos que constituem as cadeias acil de cada um, divergem quatro grupos
metileno um do outro. A regido apolar do DMPC € constituida por duas cadeias acil
saturadas, cada uma com 14 carbonos, enquanto que as cadeias acil do DSPC sao
constituidas por 18 carbonos. A discrepancia no comprimento das cadeias acil faz com
que as temperaturas de transi¢do destes lipidos sejam diferentes, pois as interac¢des de
Van der Waals sdo menores entre as cadeias com menor nimero de carbonos, o que faz
com que a energia necessaria para promover a transicdo da fase gel para a fase liquida
seja menor (seccdo 2.2 do capitulo 1), sendo a Ty, do DMPC de 24°C e a do DSPC de
55°C (Gennis, 1988).

;pho\/\ Nf.: (b)

Figura 16. (a) Estrutura Molecular do DMPC. (b) Estrutura Molecular do DSPC. Estas estruturas foram
desenhadas utilizando o software Chemdraw.

O diagrama de fases desta mistura de fosfatidilcolinas (Figura 17) é ha muito
conhecido e bem definido, através de técnicas termodinamicas e espectroscopicas. Neste

pode-se observar uma zona em que existe coexisténcia das duas fases presentes no
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sistema, fase solida ou gel (fase s,) e fase liquida cristalina ou liquida desordenada (fase
l4) e outra zona distinta onde apenas existe uma das fases.

Na presenca de DMPC ou DSPC puro, as fases presentes coexistem apenas na
temperatura de transicdo, enquanto que quando se tem uma mistura dos dois lipidos de
1:1, por exemplo, pode-se observar uma zona de coexisténcia de fases estavel num
grande intervalo de temperaturas.
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Figura 17. Diagrama de fases da mistura DMPC:DSPC, onde se pode observar as diferentes fases da
bicamada lipidica, consoante a fraccdo molar em que se encontra cada um dos lipidos e a
temperatura. Adaptado de Pokorny, 2001, depois de Mabrey 1976 e Knoll, 1981.

As rampas de temperatura apresentadas a baixo, mostram a comparacao entre a
anisotropia de fluorescéncia apresentada quando a sonda fluorescente utilizada é o TMA-
DPH ou o NBD-DMPE em tamp&o HEPES. Tal como foi referido na secgéo 2.4 do
capitulo I, estas sondas reportam ambientes distintos da bicamada, enquanto que o
fluor6foro do TMA-DPH interage favoravelmente com as cadeias acil da bicamada, o
grupo fluor6foro do NBD-DMPE interage com as cabecas polares.

Como se encontra perto da cabeca polar do fosfolipido, a parte polar do NBD-
DMPE pode interagir também com a solucdo tampdo HEPES que estd a solvatar a
bicamada.

Para que o método utilizado, neste trabalho, fosse validado, foi necessario estudar
bem algumas da frac¢es molares representadas no diagrama binario DMPC:DSPC, para
saber se os resultados obtidos por anisotropia de fluorescéncia eram ou ndo concordantes
com 0s ja existentes.

A partir dos resultados obtidos, pretende-se calcular a temperatura de transicdo
(Tm), bem como o inicio (T;) e o final (Tf) da transicdo. Estes ultimos parametros sao
essenciais para se poder comparar com os resultados obtidos por DSC.
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Comecou-se, entdo, por procurar uma curva que descreve-se bem os resultados
experimentais. Posteriormente, calculou-se a derivada da curva de ajuste a qual, foi
sujeita o tratamento usual em DSC para encontrar Tje Ty

O primeiro ajuste as curvas obtidas a ser utilizado (Figura 18a e 18b),

pressupunha apenas uma distribuicdo normal e uma recta (equacéo 6).

_(T-w)? %
C*+mx)+f.| ! e ( 202 ) (Equagdo 6)

2no

Contudo, e como se pode verificar na figura 18a e 18b, este ajuste ndo era mau,
principalmente para as curvas de anisotropia do TMA-DPH. Contudo para as curvas de
anisotropia do NBD-DMPE, ndo se consegue ajustar a curva toda, apesar de o ajuste ser
bom, na zona em que ajusta (Figura 18a e 18b), pode-nos induzir em erro sobre 0s
valores exactos da temperatura inicial (T;), média (Ty,) e final (Ty da transicdo (Figura

18c e 18d) e, consequentemente da largura de transicé&o.
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Figura 18. Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em DSPC em tampdo HEPES e
respectivas curvas de ajuste com uma distribuicdo normal e uma recta. Primeira e segunda derivada das
curvas de ajuste, onde se pode observar Ti, Tm e Tf da transigdo. (a) Anisotropia de Fluorescéncia do TMA-
DPH em DSPC (<) e respectiva curva de ajuste (—). (b) Anisotropia de Fluorescéncia do NBD-DMPE em
DSPC (<) e respectiva curva de ajuste (—). Primeira (—) e segunda (—) derivada da curva de ajuste da
anisotropia do TMA-DPH (c) e do NBD-DMPE (d) em DSPC em tamp&o HEPES.
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Como este ajuste se mostrou insuficiente, ja que ndo abrangia toda a curva,
passou-se entdo a fazer o ajuste das curvas com duas distribui¢cbes normais, segundo a

equacdo 7 (Figura 19a e 19b):

_<(Tz_aﬂllz)2) +h.f ! e_<(Tz;#222)2> (Equagao 7)

2no

C* + f1.

[7=e

Apesar do bom ajuste obtido nas curvas é nos dificil ter percepcdo exacta da
temperatura a que se inicia e finaliza a transicéo, pois esses valores podem ser ambiguos
consoante as consideracdes de cada observador. Entdo, depois de ajustar a curva tdo bem
quanto possivel, com duas distribuicdes normais, passou-se para um tipo de tratamento
de dados mais sistematico, utilizando a primeira e a segunda derivada. A primeira
derivada da-nos com exactiddo a temperatura média da transi¢cdo (minimo da curva), que
também pode ser obtida tendo em conta a segunda derivada. Esta Gltima, através dos seus
maximos e minimos da-nos informac&o sobre onde é que o declive da primeira derivada
€ méximo, através da intercepcdo das duas tangentes a transicdo obtém-sea T,. A T;e a
T: podem ser obtidas através da intercepcdo das tangentes com a linha de base (zero) ou
com tangentes a primeira derivada de transicdes adjacentes (Figura 19c e d).

E de notar que em algumas das misturas estudadas houve uma transicdo mais
larga antes ou depois da transicao principal, esta transicdo secundaria assinala-se por uma
pequena inflexdo da segunda derivada, e por isso a primeira derivada ndo vai a zero. Esta
transicdo secundaria, ndo era bem distinguida se ndo se fizesse este tratamento
sistematico das derivadas ao ajuste da curva, tal pode-se ver claramente na figura 19d.

O decréscimo acentuado que se observa na anisotropia, diz respeito a transicéo de
fase solido-liquido da membrana, quando a sonda utilizada é o TMA-DPH esse
decréscimo é mais visivel que com o NBD-DMPE.

Na fase gel, a anisotropia do NBD-DMPE, aumenta progressivamente, nao
havendo um patamar bem definido, o que faz com que haja claras dificuldades na
interpretacdo de resultados obtidos. Com os resultados obtidos pela primeira e segunda
derivada, percebe-se que existe uma transicdo secundaria para temperaturas abaixo da
Tm, 0 que ndo era esperado, ja que se trata apenas de um lipido e ndo de uma mistura de

lipidos.
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Figura 19. Anisotropia de Fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em DSPC em tampéo
HEPES, e respectivas curvas de ajuste com duas distribui¢des normais. Primeira e segunda derivada
das curvas de ajuste, onde se pode observar Ti, Tm e Tf da transi¢do. (a) Anisotropia de Fluorescéncia
do TMA-DPH em DSPC (<>) e respectiva curva de ajuste (—). (b) Anisotropia de Fluorescéncia do
NBD-DMPE em DSPC (<>) e respectiva curva de ajuste (—). Primeira (—) e segunda (—) derivada da
curva de ajuste da anisotropia do TMA-DPH (c) e do NBD-DMPE (d) em DSPC em tampédo HEPES,.

Na figura 20a, pode-se observar a comparacdo das temperaturas médias de
transicdo obtidas por uma e por outra sonda, bem como as temperaturas iniciais e finais
das transic¢oes (Figura 20b). O desvio padrdo associado aos mesmos acaba por dissipar a
diferenca que poderia existir, devido ao facto de as sondas reportarem ambientes
distintos, sendo que quando a sonda é o TMA-DPH, a T, € sempre maior do que quando
a sonda é o NBD-DMPE.

Assim sendo, e como a largura de transicdo € dada pelo médulo da diferenca entre
T e T;, esta ndo vai variar muito consoante o ambiente que a sonda esta a referir.
Aquando da comparacdo dos valores obtidos com o diagrama de fases ja existente, pode-
se notar que as linhas representadas no diagrama dizem respeito ao inicio e ao fim da
transicdo, pois os pontos que melhor coincidem com as linhas do diagrama sdo os que

representam a Tje a Ty das diferentes misturas estudadas (Figura 20b).
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Na figura 20a pode-se observar ainda dois valores de T, (para a maior parte das

misturas), um dos valores diz respeito a T, obtida na transi¢do principal e o outro diz
respeito a transigdo secundaria.
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Figura 20. Diferentes T;, Ty, € T para as transicGes de fae das diferentes misturas DMPC:DSPC com a
sonda NBD-DMPE E TMA-DPH em tampdo HEPES (a) Diferentes T, obtidas para as transi¢bes de fase
das diferentes misturas DMPC:DSPC, com a sonda TMA-DPH (O e ©) e com a sonda NBD-DMPE (O e
O). (b) Diferentes T; e Ty, respectivamente, obtidas para as transicdes de fase das diferentes misturas
DMPC:DSPC, com a sonda TMA-DPH (Oe ©) e com a sonda NBD-DMPE (O e O).
A partir destes resultados, conclui-se que o método de anélise utilizado permite
obter o inicio da transi¢do de forma concordante com a metodologia usada para obter o
diagrama de fases da mistura. Pode-se agora aumentar a complexidade do sistema e

avaliar o efeito da trealose no comportamento de fases de bicamadas de DMPC e DSPC.

1.2 Efeitos de ocupacdo molecular nas propriedades
termotropicas de uma bicamada com transicdo de fase
solido-liquido (DMPC:DSPC)

Existem varios agentes que podem gerar ocupagdo molecular numa célula, neste
caso especifico, o agente de “crowding” ¢ a trealose.

O objectivo nesta parte do trabalho é ver, se realmente, a trealose afecta as
propriedades ou o comportamento da membrana, neste caso, o estudo centra-se numa
bicamada com transicdo de fase solido-liquido.

Os dados obtidos para as experiéncias de anisotropia de fluorescéncia do TMA-

DPH e do NBD-DMPE em varias frac¢cbes molares de DMPC:DSPC quando a solucgéo
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tampdo utilizada foi HEPES com trealose foram alvo do mesmo tratamento sistematico
que os dados apresentados anteriormente, tendo em conta a primeira e a Segunda
derivada de um ajuste as curvas com duas distribui¢cdes normais.

Os efeitos de crowding sdo bem conhecidos para as proteinas, aumentando a
estabilidade da estrutura das mesmas. Com base neste efeito, poderia-se esperar uma
diminuicdo da largura de transicdo, para os resultados obtidos neste trabalho.

Ao comparar os resultados de anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH, quando
existe maior quantidade de DMPC na membrana, a largura de transi¢cdo diminui na
presenca de trealose. Se a fraccdo molar de DSPC presente na membrana for igual ou
superior a 50%, entdo a largura da transicdo aumenta na presenca de trealose. J& nos
resultados de anisotropia de fluorescéncia do NBD-DMPE em varias frac¢cGes molares de
DMPC:DSPC, quando se utiliza solugdo tampdo com e sem trealose, nota-se que a
presenca de trealose aumenta, claramente, a largura de transicdo (Figura 21). O
alargamento por vezes, € tdo grande que a transicdo secundaria observada, quando o
tamp&o apenas continha HEPES, deixa de ser visivel, passando apenas a haver uma Unica
transicao de fase.

Observa-se também, para os resultados obtidos com ambas as sondas que ha um
aumento da T, apesar de ndo ser estatisticamente significativo. Este ligeiro aumento da
Tm ja foi observado antes, para MLVs de DMPC na presenca de trealose, sendo
interpretado como uma consequéncia da desidratacéo (Kiselev et al, 2005).

Neste trabalho utilizaram-se LUVs e, previamente, foi feito um estudo do efeito
do freeze-taw e annealing nas amostras. Observou-se que o freeze-taw ndo tinha
quaisquer influéncias nos resultados obtidos, mas fazer ou ndo o annealing das amostras
era significativo, ja que quando se fazia annealing a amostra se mostrava mais estavel
durante as experiéncias. O ligeiro aumento observado, deve-se entdo a presenca de
trealose na fase aquosa.

No nosso grupo de investigacao, estudou-se a solubilidade de anfifilas na presenca
de trealose. Os resultados obtidos ndo eram esperados, com base no comportamento
observado para as proteinas, contudo, vdo de encontro ao aumento da largura de

transicdo de fase, observados neste trabalho (Palmeira, 2011).
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Figura 21. Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em tampdo HEPES com e sem
trealose em diferentes fraccGes molares de DMPC:DSPC e respectivas curvas de ajuste utilizando duas
distribuicdes normais. Ansiotropia de fluorescéncia do TMA-DPH em DMPC, DMPC:DSPC (50:50) e
DSPC, respectivamente, em tampdo HEPES sem trealose (<>) e em tamp&o HEPES com trealose (<) e
respectivas curvas de ajuste (—) e (—). Ansiotropia de fluorescéncia do NBD-DMPE em DMPC,
DMPC:DSPC (50:50) e DSPC, respectivamente, em tampdo HEPES sem trealose (<>) e em tampdo
HEPES com trealose (<) e respectivas curvas de ajuste (—) e (—).

Como a largura de transi¢cdo aumenta, e é dada pelo mddulo da diferenca entre a T

e a Tj, pode-se concluir que a T; na presenca de trealose vai aumentar e a T vai diminuir

ligeiramente (Figura 22).
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A interaccdo da trealose com a bicamada lipidica pode alterar algumas
propriedades da membrana, explicando assim este alargamento da transicdo de fase
principal.

Os efeitos observados pelo NBD-DMPE sdo muito mais significativos do que
quando reportados pelo TMA-DPH. Este comportamento resulta da localizagdo dos
fluoréforos na membrana e indica que a trealose afecta principalmente as propriedades
da interface membrana/solvente aquoso e mais significativamente as regides de interface

entre a fase sélida e liquida.

Todos os valores de anisotropia do TMA-DPH e do NBD-DMPE, obtidos para a
Ti, Tm € T podem ser confirmados na tabela 1.
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Figura 22. T, high, T,, low, T; e T; obtidas para as transices de fase das diferentes misturas
DMPC:DSPC, com sonda TMA-DPH ¢ NBD-DMPE em tampdo HEPES com e sem trealose. T,, high e
T low obtidas para as transicdes de fase das diferentes misturas DMPC:DSPC, com a sonda TMA-DPH
em tampdo HEPES (Oe O) e em tampao HEPES com trealose (O e O) e com a sonda NBD-DMPE em
tampdo HEPES (O e O) e em tampdo HEPES com trealose (O e ©), respectivamente. Diferentes T; e Ty,
obtidas para as transicGes de fase das diferentes misturas DMPC:DSPC, com a sonda TMA-DPH em
tampdo HEPES (O e O) e em tampdo HEPES com trealose (O e O) e com a sonda NBD-DMPE em
tampéo HEPES (O e O) e em tamp&o HEPES com trealose (O e ©), respectivamente.
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Tabela 1. Valores obtidos de T;, Ty, e Tse largura de transicdo dada pelo médulo da diferenca entre Tse T;,
para diferentes fraccdes de DMPC:DSPC, com a sonda fluorescente TMA-DPH e NBD-DMPE, em
tampdo HEPES com e sem trealose

Ti
29.21£2.5
34.0+0.1
37.1£1.3
46.5£0.7
49.9+0.2
52.4+0.8
54.5+0.2

Ti
26.7x2.1
33.2+0.3
31.0+£3.7
48.6+9.5
50.1+0.8
52.7+0.2
55.3+0.8

T

25.8+1.6
26.5+0.3
29.3+1.6
38.5+1.7
45.0+1.1
46.2+1.9
51.0+0.1

Ts

22.4x1.1
19.1+0.3
19.7+0.8
31.9+£3.7
39.4+5.1
38.4+5.6
47.4+0.4

HEPES

Tm

22.1+1.1
25.4+0.3
24.9+0.9
43.4+6.8
42.4+6.7
47.7+0.1
50.8+3.1

Tf

17.8+3.5

17.8+0.7

18.9+4.3

38.0+4.4
55.3+16.8
47.7£2.0

47.3+5.6

TMA-DPH
Largura de T
transicao :
6.7 29.0+1.8
14.9 33.0+0.2
17.4 37.1+0.7
14.6 48.0£1.1
10.5 55.0£0.7
14.0 54.7£1.5
7.1 57.8+0.5
NBD-DMPE
Largu_raNde Ti
transicdo
8.9 30.1+4.4
154 34.0+0.4
12.1 32.8+1.1
10.6 54.7+£3.5
5.2 56.5+0.2
5.0 58.5+0.4
8.0 58.5+0.4

HEPES com Trealose

Tm

25.9+1.4
27.0+0.6
30.1+1.7
38.7£1.4
36.9+0.8
46.6+0.8
50.5+0.2

Ts

22.7£0.9
21.0+1.2
20.1+£2.7
31.1+3.1
19.9+1.2
25.1+3.4
43.2+0.8

HEPES com Trealose

Tm

22.5+2.6
26.2+0.3
26.0+0.0
48.2+2.2
44.7+0.8
46.5%1.0
52.0+2.2

Tf

15.6+8.0
18.6+0.7
20.0+0.0
42.5+7.3
21.1%1.7
36.1+1.9
48.0+3.5

Largura de
transicao

6.3
12.0
17.0
16.9
35.1
29.6
14.6

Largura de
transicéo

145
15.4
12.8
12.2
35.4
22.4
10.5

Quando se tem uma mistura de lipidos espera-se encontrar uma zona de

coexisténcia de fases, o que resulta numa zona de transicdo de fase muito mais larga, ja

que os lipidos ndo fundem todos a mesma temperatura. Quando se tem apenas um lipido

espera-se que a zona de coexisténcia de fases seja apenas a temperatura de transigéo, tal

como ja foi referido anteriormente. Algumas colinas sdo caracterizadas por terem uma

pequena pré-transicdo antes da transicdo principal. No entanto, esta pré-transicao

observa-se huma gama estreita de temperaturas ndo sendo compativel com a transicao

secundaria que é observada neste trabalho para os componentes puros, em particular para

0 NBD-DMPE em DSPC. A transi¢do secundaria observada neste sistema a T<T,, pode

assim remeter para a existéncia de alterac6es nas propriedades do sistema reportadas pela
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sonda. Para avaliar a possibilidade de exclusio do NBD-DMPE da fase gel foram
realizados dois tipos de experiéncias.

Primeiro, testou-se uma razdo sonda:lipido de 1:300, em vez da habitual 1:100,
para analisar se haveria ou nao diferenca nos valores de anisotropia obtidos. Como se
pode observar na figura 23, a anisotropia obtida na fase gel ndo variou, com a diminuicao
da concentracdo de sonda presente na membrana. Na fase fluida, observa-se que o
comportamento da curva na auséncia de trealose ndo € igual, deixando de se observar o
comportamento inesperado de diminuicdo da anisotropia com o0 decréscimo da
temperatura. Estes resultados indicam que a estabilizacdo da membrana a 70°C durante
2h, que precedeu a realizacdo da rampa descendente de temperatura, pode ndo ser
suficiente para garantir a homogeneidade da bicamada apo6s incubacGes longas a
temperatura ambiente. Sdo assim compativeis com a agregacdo do NBD-DMPE em
DSPC na fase gel. No entanto, o comportamento observado a T<T,, € 0 mesmo para
ambas as concentracgdes indicando que 0 aumento observado na anisotropia ndo se deve a
este fendmeno.

A comparacdo entre os resultados obtidos na auséncia e presenga de trealose
sugerem uma maior estabilidade do NBD-DMPE na fase gel do DSPC quando a solucéo

aquosa contem agentes de ocupacdo molecular.

Anisotropia
vIdonosiuy
Anisotropia
BIdonosivy

Temperatura/ °C Temperatura/ °C

Figura 23. Anisotropia de fluorescéncia do NBD-DMPE em DSPC em tampdo HEPES com e sem
trealose e respectivas curvas de ajuste, para diferentes razdes sonda:lipido. (a) Anisotropia de
fluorescéncia do NBD-DMPE em DSPC em tampédo HEPES, razdo sonda:lipido de 1:100 (<) e 1:300
(<>) e respectivas curvas de ajuste (—) (—). (b) Anisotropia de fluorescéncia do NBD-DMPE em DSPC
em tampdo HEPES com trealose, razdo sonda:lipido de 1:100 (<>) e 1:300 (<>) e respectivas curvas de

ajuste (—) (—).
De seguida, fez-se uma experiéncia em tempo, mediu-se a anisotropia a 60°C e
logo de seguida a 30°C, repetindo a medicdo de anisotropia a 30°C de 10 em 10 minutos,

num total de duas horas (Figura 24). Neste caso, também ndo houve nenhuma alteracdo
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significativa da anisotropia, indicando que as propriedades do meio onde a sonda se
encontra permanecem inalteradas ao longo das duas horas.

N&o se pode afirmar em absoluto, mas os resultados obtidos nestas experiéncias
complementares, vao no sentido de que a variacdo observada na anisotropia do NBD-
DMPE para T<T,, ndo se devem a agregacao/segregacdo da sonda quando a membrana
se encontra na fase gel, mas sim a alteragdes nas propriedades da fase gel nesta gama de

temperaturas.
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Figura 24. Anisotropia de fluorescéncia do NBD-DMPE em DSPC, em tamp&o HEPES (#) e em
tampédo HEPES com trealose () a 30°C, em funcdo do tempo.

1.3 Efeitos de ocupacdo molecular nas propriedades
termotropicas de uma bicamada com transicdo de fase

Sélido- liquido desordenado — liquido ordenado (SpM:Chol)

A esfingomielina tem um papel bastante importante no que diz respeito a
constituicdo da membrana dos tecidos nervosos, bem como da membrana plasmatica.
Esta pode ser obtida de diferentes formas na natureza, através do ovo ou do cérebro de
bovino, sendo a utilizada no presente estudo de ovo. A esfingomielina de ovo, contem
maioritariamente cadeias acil saturadas de 16 carbonos, com uma T, de cerca de 37°C,
tal como a maioria das esfingomielinas que ocorrem naturalmente (Barenholz, 1999).

O colesterol é o mais conhecido dos esterois, sendo um lipido bastante peculiar,

tal como foi abordado na seccdo 2.3 do capitulo I.
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A interaccdo entre a esfingomielina e o colesterol é ja conhecida e estd ja
documentada num diagrama de fases (Figura 25). Neste, é visivel que com o aumento de
colesterol na bicamada, a transicdo de fase gel-liquida cristalina é abolida, dando lugar a
apenas uma fase, a fase liquida ordenada. Este comportamento era de esperar, ja que a
adicdo de colesterol a bicamada vai fazer com que a ordem das cadeias acilo decresca na

fase gel e aumente na fase liquida desordenada (Barenholz, 1999; Massey, 2001).
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50

I (C)

40 ¢

30 r sol so + 10\ lo

20

(0] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

X chol

Figura 25. Diagrama de fases SpM:Chol. Os pontos representados foram determinados por
anisotropia de fluorescéncia do DPH (®), por quenching do DPH por 5-NS (M) e por dados ja
obtidos e relatos na literatura (#). Adaptado de Almeida et al., 2003.

Para compreender os efeitos de ocupacdo molecular criados pela trealose em
bicamadas SpM:Chol, com diferentes frac¢cbes molares dos lipidos, comegou-se por
estudar a anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE nas proporgdes de
SpM:Chol 100:0, 90:10, 80:20 e 50:50, em tampao HEPES, para comparar os resultados
com o diagrama de fases ja existente e sO depois se estudou as anisotropias destas duas
sondas, nas mesmas proporcdes de SpM:Chol, mas em tampdo HEPES com 1M de
trealose.

Ja que a esfingomielina tem um comportamento semelhante a muitas PCs, e
depois de analisar os efeitos de ocupacdo molecular em bicamadas DMPC:DSPC, era de
se esperar que a presenca de trealose provoca-se, igualmente, um alargamento da
transicdo de fase. Na esfingomielina pura, esse alargamento é visivel, tanto nos resultados
de anisotropia obtidos com o TMA-DPH (Figura 26a) como com o0 NBD-DMPE (Figura
26b).
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Figura 26. Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em SpM, em tampéo
HEPES com e sem trealose e respectiva curva de ajuste utilizando duas distribui¢fes normais.
Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH (a) e do NBD-DMPE (b), em SpM, em tamp&o HEPES
() e () e em tampdo HEPES com trealose (<) e (<), respectivamente e respectivas curvas de

ajuste (—) (—) () e ().

Contudo, & medida que se aumenta a fraccdo molar de colesterol na membrana,

este alargamento da transi¢do causado pela presenca de trealose deixa de ser notado, pois

a largura de transicdo ja vai aumentar com o aumento da percentagem de colesterol na

bicamada. Na mistura 50:50, apenas se Vé o efeito da temperatura, ja que ndo ha nenhuma

transicdo de fase, a membrana encontra-se sempre na fase liquido-ordenado (Figura 27).

O ajuste das curvas de anisotropia apresentadas neste ponto foi feito com duas

distribuicbes normais, tal como foi explicado no ponto anterior.
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Figura 27. Anisotropia de Fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em tampdo HEPES com e sem trealose
em diferentes fraccBes molares de SpM:Chol e respectivas curvas de ajuste. Anisotropia de Fluorescéncia do TMA-
DPH e do NBD-DMPE em tampdo HEPES em SpM (<>); SpM:Chol (90:10) (<>); SpM:Chol (80:20) (<) e
SpM:Chol (50:50) (<>) e respectivas curvas de ajuste (—), (—), (—) e (—); Anisotropia de Fluorescéncia do
TMA-DPH e do NBD-DMPE em tampdo HEPES com trealose em SpM (<>); SpM:Chol (90:10) (<>); SpM:Chol
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Na figura 28, encontram-se representadas as temperaturas médias e iniciais de
transicdo de fase. Estas apenas foram obtidas para a SpM pura e para a mistura
SpM:Chol (90:10), pois, tal como ja foi referido, como a largura de transicdo aumenta
proporcionalmente ao aumento de colesterol na bicamada, passa a ndo ser possivel obter

valores concretos para T, nem para T;.
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Figura 28. Representacdo das T, e T; obtidas em tamp&o HEPES com e sem trealose para as misturas de SpM:Chol
com NBD-DMPE e TMA-DPH. Diferentes T, e T; obtidas para as transi¢cGes de fase das diferentes misturas SpM,
com a sonda TMA-DPH em tamp&do HEPES (O) e em tamp&o HEPES com trealose (O) e com a sonda NBD-DMPE
em tampdo HEPES (O) e tampdo HEPES com trealose (O).

1.4 Efeitos de ocupacdo molecular nas propriedades

termotroépicas de uma bicamada POPC:SpM

Em laboratério um dos fosfolipidos sintéticos mais utilizado nas membranas
artificiais € o POPC (Figura 29). Este glicerofosfolipido possui uma regido polar
composta por uma fosfatidilcolina e uma regido apolar composta por uma cadeia acil
saturada, de 16 carbonos, e outra insaturada (no carbono 9), com 18 carbonos, e a sua

temperatura de transicéo é de -2°C (Gennis, 1988)
0
Il
/\/\/\/\/\/\/\)J\O N oraF'xo\/\ -
/\/\W o T\

o

Figura 29. Estrutura molecular do POPC. Esta estrutura foi desenhada utilizando o
software Chemdraw.

0]
!

A mistura POPC:SpM ¢, claramente, uma mistura ndo ideal, como se pode
observar pelo diagrama de fases (Figura 30), com uma ampla regido de separagdo de
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fases. Neste diagrama € considerado que ha uma fase liquida desordenada e duas fases
solidas, a so; ricaem POPC e a so, rica em SpM (Almeida et al, 2003).

T (°C)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

X spm

Figura 30. Diagrama de fases POPC:SpM MLV. Os dados experimentais sdo mostrados nos
circulos e a linha ponteada € hipotética. Adaptado de Almeida, 2003.

Como as experiéncias de anisotropia so foram feitas até aos 12°C, pois se fosse até
temperaturas mais baixas, corria-se o risco de haver condensacdo, ndo sendo possivel a
obtencdo de resultados, ndo se pode observar nenhuma transicdo de fase clara nas
misturas estudadas, sendo a Unica transicdo de fase Obvia, a da esfingomielina pura, ja
apresentada e discutida na sec¢do anterior. Assim sendo, a apreciacdo dos resultados
obtidos por anisotropia de fluorescéncia neste ponto serdo abordados de uma forma
qualitativa e ndo quantitativa, pois ndo existe uma transicao de fase clara da qual se possa
retirar dados concretos de Ty, Tre da largura de transicdo. Apenas se consegue obter com
algum rigor a T; e em misturas com maior percentagem de SpM, consegue-se obter T,.

A anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em POPC puro,
em tampdo HEPES com e sem trealose, tem um comportamento diferente.

No caso do TMA-DPH, a anisotropia em tampdo HEPES mantém-se sempre
superior a com tampédo HEPES com trealose.

No caso do NBD-DMPE, por volta dos 40°C ha uma inversdo de valores, a
anisotropia em tampdo HEPES com trealose passa a ser menor que a anisotropia em
tampao HEPES sem trealose. A trealose é um acucar e quando adicionado a uma solugdo
HEPES normal ir&4 fazer com que a solucdo se torne mais viscosa, deste modo, para
temperaturas inferiores a 40°C o aumento de viscosidade da solucdo de trealose
relativamente a solucdo de HEPES é compativel com o aumento da anisotropia do NBD-
DMPE. Acima dos 40°C a curva de anisotropia do NBD-DMPE na solugdo de HEPES

sem trealose apresenta valores superiores & solucdo de HEPES com trealose, contudo,
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dentro do erro, os valores serdo muito semelhantes, ndo apresentando grandes diferencas
(Figura 31)

Na mistura POPC:SpM 75:25, a anisotropia do TMA-DPH passa a ser maior em
tampdo HEPES com trealose do que em HEPES sem trealose, durante toda a gama de
temperaturas medidas.

Na mistura POPC:SpM 50:50 e 25:75, ha uma ligeira inversdo na anisotropia do
TMA-DPH em tampdo HEPES e em tampéo trealose, contudo, essa diferenca na
anisotropia sera quase nula, devido ao erro associado a cada medigéo (Figura 31).

Na mistura POPC:SpM 75:25; 50:50 e 25:75, a anisotropia do NBD-DMPE
mantém o mesmo comportamento que em POPC puro.

Estas inversdes de anisotropia em algumas das misturas estudadas podem-se dever

a uma possivel alteracdo das propriedades fisicas da membrana.
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Figura 31. Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-DMPE em diferentes fraccBes de
POPC:SpM em tampdo HEPES com e sem trealose e respectivas curvas de ajuste, utilizando duas
distribuicdes normais. Anisotropia de fluorescéncia do NBD-DMPE em POPC, POPC:SpM (75:25),
POPC:SpM (50:50), POPC:SpM (25:75), em tampdo HEPES (<>) e em tampdo HEPES com trealose (<) e
respectivas curvas de ajuste (—) e (—).Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH em POPC, POPC:SpM
(75:25), POPC:SpM (50:50), POPC:SpM (25:75), em tampdo HEPES (<>) e em tampdo HEPES com trealose
(<) e respectivas curvas de ajuste (—) e (—).
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2. Tempo de vida de fluorescéncia do NBD-DMPE em DSPC,
SpM e POPC, hidratado com tampao HEPES com e sem

trealose

Como foi referido anteriormente no capitulo Il, seccdo 2.3, a anisotropia depende
da rotacdo do fluordforo durante o tempo em que este se encontra no estado excitado.
Para se poder concluir relativamente a alteracdo da viscosidade da membrana € assim
essencial saber o tempo de vida do fluoréforo no estado excitado.

As experiéncias de medicdo dos tempos de vida foram feitas com o0 NBD-DMPE,
porque para além de o TMA-DPH ser fotodegradavel e as experiéncias serem muito
longas, deixando as amostras expostas a radiacdo durante um grande periodo de tempo,
foi com o NBD-DMPE que se obteve resultados mais dificeis de interpretar sem que se
fizessem experiéncias complementares. Foi, igualmente, 0 NBD-DMPE que reportou 0s
maiores efeitos nas propriedades das membranas.

O tempo de vida do fluoréforo, foi medido a varias temperaturas, em DSPC,
POPC e SpM em tamp&o HEPES com e sem trealose.

Para o DSPC estudaram-se os tempos de vida a varias temperaturas (35°C, 55°C e
65°C, em tampdo HEPES e aos 22°C, 30°C, 40°C e 55°C, para tampdo HEPES com
trealose), com o objectivo de saber mais sobre a variacédo das propriedades da membrana
com a temperatura na fase gel. Para a SpM mediram-se os tempos de vida do fluoroforo a
40°C, 50°C e 60°C e para o POPC, mediram-se os tempos de vida as temperaturas de
25°C, 35°C e 45°C (Figura 32). Ao se observarem as figuras, pode-se afirmar que os
tempos de vida do fluor6foro, ndo dependem da presenca da trealose, pois em todas as
misturas, os tempos de vida médios sdo muito préximos. Deste modo, o unico factor que
podera influenciar a anisotropia € a viscosidade do solvente.

Através da interpretacdo dos graficos da figura 32, podem-se tirar varias
observaces do estudo dos tempos de vida.

Pode-se observar que o tempo de vida médio ndo depende muito da membrana,
mas € dependente da temperatura a que esta se encontra. O decaimento de fluorescéncia
observado foi sempre multi-exponencial. Na maioria das solugdes, o decaimento foi bem

descrito por duas exponenciais embora sejam necessarios trés tempos de vida para
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descrever o comportamento na fase gel do DSPC na auséncia de trealose. Os diferentes
tempos de vida serdo assim descritos como t; (muito curto), T (intermédio) ¢ 13 (longo),
embora na maior parte das solugfes sejam apenas observados os tempos de vida médio e
longo (72 € T3).

Quando a membrana se encontra na fase gel, o 1, T3 € tempo de vida médio (<t>)
ndo aumentam tanto quanto esperado com a diminuicdo da temperatura. Este
comportamento ¢ mais acentuado no <t> devido a diminui¢ao do pré-exponencial do
tempo de vida longo (o3) e aumento do pré-exponencial do tempo de vida médio (ay),
com a diminuicao da temperatura.

Em DSPC gel sem trealose, sdo necessarios trés t e mesmo assim, a qualidade do
ajuste ndo é tdo boa como nos restantes, o0 que remete para que o NBD-DMPE néo seja
estavel nestas condigdes, contudo ndo se pode afirmar se ele agrega ou se é excluido da
membrana.

Quando a membrana se encontra na fase liquida, o 1, ¢ 13 diminuem com a
temperatura, mas as pré-exponenciais mantém-se constantes, cerca de 0.4 para 1, € 0.6

para 13 N0 caso da SpM e 0.4/0.6 no caso do POPC.
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Figura 32. Diferentes tempos de vida e pré-exponenciais em funcdo da temperatura (°C). Tempo de vida
médio (ns) em funcdo da temperatura (°C) (—). Tempo de vida 1(ns) em funcdo da temperatura (°C) (OJ),
tempo de vida 2 (ns) em fungdo da temperatura (°C) ([J) e tempo de vida 3 (ns) em funcgdo da temperatura (°C)
(O). Pré-exponencial 1 (al) (]), 2 (02) (—) e 3 (a3) (—) em funcdo da temperatura (°C).
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Estes resultados permitem concluir que a pequena diminuicdo observada na
anisotropia do NBD-DMPE com o aumento da temperatura quando a membrana se
encontra na fase fluida subestima a diminuicdo observada na fluidez da regido onde se
encontra o grupo NBD. Por outro lado, a diminuicdo acentuada que se observa na
anisotropia quando o NBD-DMPE se encontra na fase gel reporta quantitativamente

variacgdes na viscosidade do meio.
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3. Ensaios Preliminares de DSC

A calorimetria diferencial de varrimento, por ndo necessitar da presenca de
sondas, que podem ser consideradas como uma impureza no sistema, afectando 0s
resultados obtidos, podera ser util na confirmacdo do eventual efeito da sonda na
caracterizacdo feita por anisotropia de fluorescéncia.

Desta forma, procedeu-se a uma série de ensaios preliminares de DSC, utilizando
0 equipamento disponivel no Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra.

Foram realizados alguns ensaios iniciais utilizando LUVs de DSPC utilizando
diferentes massas (= 3 mg e =18 mg) e a mesma concentra¢do de lipido, 100mM e,
posteriormente diferentes concentra¢des (100 mM e 25 mM). Pretendia-se chegar a um
compromisso entre a massa e a concentracdo de amostra a utilizar nas experiéncias de
DSC, de forma a obter um sinal calorimétrico confidvel, atendendo ao calorimetro
utilizado e dado que as energias envolvidas nos processos a investigar sdo baixas. A
massa ndo podera ser levada a ponto de se verificarem gradientes térmicos na amostra, e
a concentracdo da solucéo é limitada pelo consumo de reagentes.

Os resultados apresentados na figura 33 apontam para que os componentes do
evento endotérmico observado e os valores de temperatura de onset registados ndo sejam
significativamente alterados nas condicdes ensaiadas. Estes valores estdo também de
acordo com o registado na literatura para este lipido (Mabrey, 1976).

Como tal a concentragéo escolhida para as experiéncias a realizar foi de 25 mM e
a massa de amostra de cerca de 12-14 mg.

Os ensaios foram realizados a velocidade = 2°C/min, o valor mais baixo que

permitia obter uma relacdo sinal/ruido satisfatéria.
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0.6 -
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Figura 33. Curvas de DSC LUV 100nm de DSPC, com diferentes concentracfes e diferentes
massas. LUV 100nm de DSPC [ ]=100mM e m=18mg (—), de DSPC [ ]=100mM e m=3mg (—) e
de DSPC [ ]=25mM e m=12.85mg (—). p = 2°C/min; capsula fechada de 50 pL.
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Apos este estudo preliminar, passou-se a comparacdo dos resultados de DSC
obtidos por MLVs e por LUVs 100 nm de DSPC hidratados com tampdo HEPES. O
perfil das curvas € significativamente diferente, registando-se no caso dos MLVs um pico
com melhor definicdo do que nas experiéncias feitas com LUVs, como se pode observar
na figura 34.

Os valores de entalpia total é de AH= 46/47 kJ/mol no caso dos MLVs, superior
ao obtido para os LUVs (AH= 19/20 kJ/mol), que comparam favoravelmente com

valores referidos na literatura (Mabrey, 1976).
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dQ/dt/ mw
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Figura 34. Curvas de DSC de MLV e LUV 100nm de DSPC com a mesma concentracdo e
diferentes massas. MLV DSPC [] =25 mM e m = 14.53 mg (—) e LUV 100nm DSPC [ ] =25
mM e m=12.85 mg (—). B = 2°C/min; capsula fechada de 50 pL.

O efeito da presenca de trealose estd exemplificado na figura 35, para LUVs
100nm de DSPC (25mM). E de registar uma diferenca nas temperaturas de transicdo de
cerca de 2°C. Obtendo-se valores mais elevados na presenca de trealose, apesar do valor

de entalpia total registado AH= 24 kJ/mol, nédo ser diferente.
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Figura 35. Curvas de DSC, LUV 100nm DSPC em tampdo HEPES com e sem trealose. LUV

100nm DSPC em tampdo HEPES m=12.85 mg (—) e LUV 100nm DSPC em tampdo HEPES

com trealose m= 13.72 mg (—). p = 2°C/min; capsula fechada de 50 pL.
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Na figura 36 apresentam-se os resultados obtidos no estudo do efeito da presenca
de trealose no comportamento térmico de LUVs 100nm de DMPC de concentracdo
25mM. A temperatura de transicdo (T= 24.7/24.9 °C), é muito proxima da reportada na
literatura (Fidorra, 2009).

Os resultados apontam, tal como para o0 DSPC, para um aumento da temperatura

de transi¢cdo aquando da presenca de trealose.

0.5

Endo 044

0.3 -

0.2

dQ/dt / mw

0.1

0.0 T T T T T T T

T/I°C

Figura 36. Curvas de DSC, LUV 100nm DMPC em tampao HEPES com e sem trealose. LUV 100nm
DMPC em tampéo HEPES m=13.16 mg (—) e LUV 100nm DMPC em tampdo HEPES com trealose
m=13.13 mg (—). B = 2°C/min; capsula fechada de 50 pL.

Por fim, realizaram-se alguns ensaios com o objectivo de avaliar o efeito da
introducdo da sonda no comportamento térmico dos LUVs de DSPC, figura 37. O perfil
das curvas parece, de algum modo, ser afectado pela presenca da sonda, ndo se
registando, porém, alteracdes significativas nos valores das temperaturas de transicao.

Este estudo deve ser encarado como preliminar e um maior nimero de ensaios

seria necessario para dar solidez a interpretacdo avancada.

Endo

dQ/dt/ mW
o
1
frm—

45.0 47.5 50.0 52‘.5 55.0 57.5 60.0
T/ °C
Figura 37. Curvas de DSC, LUV 100nm DSPC, DSPC:TMA-DPH e DSPC:NBD-DMPE em
tampdo HEPES. LUV 100nm DSPC em tampdo HEPES [ ] = 25 mM e m=12.85 mg (—), LUV
100nm DSPC:NBD-DMPE em tampdo HEPES [ ] = 25mM e m=13.42 mg (-) e LUV 100nm
DSPC:TMA-DPH em tampdo HEPES [ ] = 25mM e m= 12.53 mg (—). B = 2°C/min; cépsula
fechada de 50 pL.
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Tentou-se ainda obter as curvas de DSC de algumas das misturas estudadas,
contudo a sensibilidade do aparelho ndo permitiu.
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Concluséao

A sonda TMA-DPH ¢é uma sonda facilmente fotodegradavel, contudo, isso ndo
afecta os resultados experimentais, ja que nem toda a sonda ira sofrer fotodegradacéo e o
fotoproduto ndo é fluorescente. Por outro lado, o NBD-DMPE ndo sofre grande
fotodegradagéo, sendo a concentracdo deste similar no inicio e no final da experiéncia.

Reconhece-se também, que em todas as misturas estudadas, a anisotropia de
fluorescéncia aumenta com a organizacdo das bicamadas, ja que tanto o TMA-DPH
como o NBD-DMPE apresentam maior anisotropia quando a bicamada esta na fase
solido ordenado do que na fase liquida desordenada. A medida que a temperatura
aumenta, a membrana fica mais fluida e a anisotropia diminui, devido ao aumento da
energia cinética do sistema.

Observou-se que numa mistura com transicdo de fase solido ordenada - liquido
desordenada, a presenca de trealose aumenta a largura de transicdo. Na presenca de
colesterol, o efeito deste sobrepde-se ao efeito da trealose, ndo havendo nenhuma
variacdo significativa devido a presenca de trealose no sistema.

Os diferentes valores de anisotropia obtidos na presenca e auséncia de trealose
dependem apenas da viscosidade do solvente, pois os tempos de vida da sonda NBD-
DMPE em DSPC, SpM e POPC em tampdo HEPES sem trealose s&o idénticos aos
obtidos em tampao HEPES com trealose.

Nos resultados de anisotropia do NBD-DMPE, é mais evidente o efeito da
trealose na membrana, devido a posicao da sonda, em relagdo a sonda TMA-DPH.

Era de esperar que os resultados obtidos na bicamada DMPC:DSPC e POPC:SpM
fossem semelhantes, j& que a natureza da transicdo das duas bicamadas é a mesma.
Contudo, devido a diferenca no comprimento das cadeias acilo do DMPC (14 carbonos)
e do DSPC (18 carbonos), o efeito da trealose € mais evidente nesta bicamada, pois na
zona de coexisténcia de fases e na fase fluida, existirdo dominios que estardo mais
expostos ao solvente do que outros, havera uma mismatch nos lipidos da membrana. No
caso da bicamada POPC:SpM, estes dois lipidos possuem o mesmo comprimento das
cadeias acilo, o que faz com que néo haja uma diferenca de espessura tdo grande entre as
regides da membrana na fase fluida e na fase gel como na bicamada DMPC:DSPC.

Através dos resultados preliminares de DSC, pode-se concluir que a sonda nédo

interfere nas temperaturas médias de transicdo, ja que estas se mantém aproximadamente
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iguais, bem como os valores de AH, apenas ha um alargamento do pico obtido, ja que a

sonda é considerada como uma impureza.
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Anisotropia

Anisotropia

Anisotropia

Anexos

1. Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-

DMPE numa bicamada

solido ordenado - liquido

desordenado, DMPC:DSPC, em diferentes fraccGes molares.

e Anisotropia de fluorescéncia do TMA-
DPH em e em tampéao
HEPES com trealose

DMPC

T T T T
20 30 40 50 60

DMPC:DSPC (80:20)

T T T T
20 30 40 50 60

T T T T
20 30 40 50 60

Temperatura/ °C

DMPC:DSPC (70:30)

T T T T
20 30 40 50 60

T T T T
20 30 40 50 60

Temperatura/ °C

e Anisotropia de fluorescéncia do NBD-
DMPE em tampao HEPES e em
tampéo HEPES com trealose

DMPC

0,40 4

0,24 4
0,20
0,16 o
0,12 4

T T T T
20 30 40 50 60

Temperatura/ °C

DMPC:DSPC (80:20)

o

T T T T
20 30 40 50 60

Anisotropia

T T T T
20 30 40 50 60

Temperatura/ °C

DMPC:DSPC (70:30)

0,24 = s >
0,20 4

0,16 h

0,124

o T T T T
B 20 30 40 50 60

T T T T
20 30 40 50 60

Temperatura/ °C

77




Anexos

Anisotropia

Anisotropia

Anisotropia

Anisotropia

DMPC:DSPC (50:50)

0,12 4

0,08 4

0,04 4

20

30

40

50

0,16 4

0,12 -

0,08 -

0,04 4

20

DMPC:DSPC (30:70)

T
30

T
40

Temperatura/ °C

50

0,16 -
0,12
0,08 -
0,04

0,16
0,12 4 \/
0,08 4
0,04 4

20

30

T
40

Temperatura/ °C

50

DMPC:DSPC (20:80)

0,16 -
0,12
0,08 -
0,04

20

30

40

50

0,16 4

0,12 4

0,08 4

0,04 -

20

30

T
40

Temperatura/ °C

DSPC

50

0,16

0,12

0,08

0,04

40 50

60

40 50

Temperatura/ °C

60

70

78

Anisotropia

Anisotropia

Anisotropia

Anisotropia

DMPC:DSPC (50:50)

0,24 o

0,20

0,16

30 40 50 60

0,24

0,20

0,16 -

0,12

0,08

20

Temperatura/ °C

DMPC:DSPC (30:70)

0,24 4

0,20 4

0,16 4

0,20
0,16 -

0,12 4

0,08 4

20

Temperatura/ °C

DMPC:DSPC (20:80)

0,28 4

20

30 40 50 60

Temperatura/ °C

DSPC

0,28 4

0,24 4

0,20 4

0,16 4

0,20 4

0,16 4

0,12 4

0,08 4

20

30 40 50 60

Temperatura/ °C




Anexos

2. Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-

DMPE numa bicamada

solido ordenado - liquido

desordenado — liquido desordenado, SpM:Chol, em diferentes

fraccOes molares.
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3. Anisotropia de fluorescéncia do TMA-DPH e do NBD-
DMPE numa bicamada POPC:SpM, em diferentes fraccdes

molares.
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