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Resumo

Muitas das acbes bioldgicas dos glicosideos da estévia envolvem a
interacdo com proteinas de membranas. Entretanto, ndo ha estudos que
abordem o impacto dessas moléculas sobre a fluidez de membrana.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do esteviolbiosideo e
das agluconas esteviol e isoesteviol sobre a fluidez da bicamada lipidica por
meio da sonda fluorescente sensivel a polaridade laurdan. Para tal,
lipossomas (large unilamelar vesicles — LUVs) de fosfatidilcolina de ovo
(egg-PC) contendo laurdan (1 mol de laurdan: 200 mol de egg-PC) foram
preparadas por extrusdo. Mudancas na fluidez de membrana sé&o
acompanhadas por mudancas no teor de agua (polaridade) da bicamada
lipidica, levando ao deslocamento no espectro de emissdo do Laurdan, o
qual foi quantificado pelo calculo da polarizagdo generalizada (GP):
GP=(l430-1475)/(l430*l475), onde ls30 € l475 S@0 as intensidades de emissao a
430 e 475 nm, respectivamente. A adicdo de esteviol, isoesteviol e
esteviolbiosideo (50 a 200 uM) a LUVs (500 uM) com laurdan nao produziu
mudancgas significativas nos valores de GP (-0,52 a -0,35). Adicionalmente,
como esperado, os valores negativos de GP indicaram a presenca de
membranas no estado fluido (Tm da Egg-PC ~0 oC). Conclui-se que a
ligacdo do esteviolbiosideo, esteviol e isoesteviol a bicamada lipidica n&o
produz alteracdes de fluidez.

Introducao
Apesar das inUmeras ac¢fes bioldgicas atribuidas aos glicosideos da estévia

(BHASKER; CHINNAMMA; MADHAH, 2016), pouco se sabe se esses
compostos atuam em nivel de membrana celular ou citoplasma.
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A natureza hidrofébica dos glicosideos da estévia, principalmente das
agluconas (FOOD, 2017), indicam particionamento favoravel na membrana
celular. A interacdo com os fosfolipideos de membrana poderia, entre outros
efeitos, alterar a fluidez, influenciando indiretamente o funcionamento de
proteinas de membrana. Por sua vez, os residuos de glicose podem conferir
aos glicosideos da estévia a capacidade de se ligar a proteinas de
membrana, como por exemplo, transportadores de glicose.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do esteviolbiosideo e
das agluconas esteviol e isoesteviol sobre a fluidez da bicamada lipidica de
lipossomas (LUVs - large unilamellar vesicles) de fosfatidilcolina de ovo
(egg-PC) por meio da sonda fluorescente sensivel a polaridade laurdan.

Materiais e Métodos

LUVs de fosfatidilcolina de ovo (egg-PC) foram formadas por extruséo.
Resumidamente, um filme lipidico, preparado por adicdo de cloroféormio a 10
mg de egg-PC e seguido de evaporacédo do solvente, foi hidratado com 5 mL
de tampé&o 25 mM Hepes (pH 7.4) por 1 hora e a temperatura ambiente. A
suspensao de egg-PC foi submetida a 12 ciclos de extrusédo utilizando um
mini extrudor. LUVs (1 mL) foram incubadas por 20 minutos (escuro e
temperatura ambiente) com a sonda fluorescente, lipossoluvel e sensivel a
polaridade Laurdan (1mol de Laurdan : 200 mols de egg-PC). Medidas de
fluorescéncia foram realizadas com o fluorimetro Cary Eclipse (Varian), a
temperatura ambiente e com agitacdo constante. Espectros de emissao do
laurdan incorporado a LUVs (500 uM de egg-PC) foram obtidos na presenca
de concentracdes crescentes de esteviol, isoesteviol e esteviolbiosideo (O,
50, 100, 150 e 200 uM a patrtir de solucdes estoque em DMSO). Com auxilio
do software Origin, os espectros de emissdo foram deconvoluidos para o
calculo da polarizacdo generalizada (GP): GP=(l43s5-1490)/ (la35+l490) (HARRIS;
BEST,; BELL, 2002), onde l435 € lago sdo as intensidades de emisséo a 453
and 490 nm, respectivamente.

Resultados e Discussao

Na Figura 1 é apresentado o espectro de emissdo do Laurdan em dois
meios de constantes dielétricas diferentes (polaridade). Como esperado,
observou-se em metanol um deslocamento para direita da emissdo do
laurdan em relagcdo ao ambiente mais hidrofébico das LUVs (PARASASSI et
al., 1991).

Para o calculo do GP, os espectros de emissdo do laurdan em LUVs
(exemplificado na Figura 2 para uma unica concentracdo de esteviol) foram
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deconvoluidos para obtencao dos picos de emissédo em 430 e 475 nm, 0s
guais reportam a fase gel e fluida, respectivamente (SANCHEZ et al., 2007).

Os valores de GP de um experimento representativo estdo apresentados na
tabela 1 e foram calculados pela seguinte equacdo GP=(l430-l475)/(la30+475),
onde ls30 € l475 s@o as intensidades de emissdo a 430 e 475 nm,
respectivamente.

Aparentemente, o esteviol, isoesteviol e esteviolbiosideo nédo induziram
mudancas no GP, ou seja, ndo promoveram altera¢gOes de fluidez, as quais
sdo acompanhadas por mudancas no teor de agua (polaridade) na
membrana (HARRIS; BEST; BELL, 2002). Os valores negativos de GP
indicaram que na temperatura ambiente e acima da temperatura de
transicdo de fase da egg-PC (Tm=0°C), as LUVs encontravam-se

1.0
[URS
0.6
0.} -

0.2

u-ﬂ L] L] L L] L] L L] L]
A00 425 450 475 S00 525 550 575 GOO

fluidas. Comprimento de onda (nm}

Intensidade de fluorescéncia (F/F )

Figura 1 - Espectro de emisséo do laurdan em LUVs de egg-PC e em metanol. As
concentracdes de laurdan foram 345 uM em metanol e 1 mol para 200 mol de egg-PC.
Excitacdo a 352 nm e emissdo a 451 nm.
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Figura 2 — Espectro de emissédo do laurdan em LUVs de egg-PC. Dado experimental (preto)
e a sua regressao (azul). Espectro deconvoluido para 430 nm (vermelho) e 475 nm (verde).
As intensidades dos picos de emissao estdo indicadas. Concentracdo de LUVs de 500 uM
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(1 mol de laurdan : 200 mols de egg-PC). Excitacdo a 352 nm e emissdo a 451 nm. Fendas
de excitacao e emisséo de 2,5 e 5 nm, respectivamente.

Molécula Polarizagéo generalizada (1430-1475)/(1430+1475)
0 uM 50 uM | 100 pM 150 uM 200 uM
Esteviol -0,41 -0,37 -0,40 -0,39 -0,37
Isoesteviol -0,36 -0,37 -0,36 -0,36 -0,35
Esteviolbiosid -0,44 -0,52 -0,49 -0,47 -0,45
eo

Tabela 1: Valores de GP de laurdan em LUVs de egg-PC para um experimento
representativo.

Conclusodes

Conclui-se que a ligacdo do esteviolbiosideo, esteviol e isoesteviol a
bicamada lipidica ndo produz alterac6es de fluidez.
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