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RESUMO

O acido 2a-hidroxioléico (20HAQO) parece ser uma alternativa promissora ao
tratamento do glioblastoma multiforme humano (GBM), um tumor cerebral incuravel.
O alvo principal do 20HAO é a membrana celular, onde promove alteracbes na
composicéo lipidica que impactam a fluidez de membrana. O objetivo deste projeto
foi avaliar a relacéo entre fluidez de membrana e a ligacdo do 20HAO a bicamada
lipidica de lipossomas livres de proteinas. Para tal, LUVs (large unilamellar vesicles)
de palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina (POPC), contendo as sondas lipofilicas e
fluorescentes pireno e FPE (N-fluoresceina-5-tiocarbamoil-1, 2, dihexadecanoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina), foram incubadas com concentracdes crescentes de
20HOA. O 20HAO causou uma reducao dose-dependente da razdo entre as
intensidades de fluorescéncia emitidas pelos excimeros € mondémeros de pireno
(razdo E/M), sugestivo de reducéo da fluidez de membrana. A sonda FPE, sensivel
a cargas de superficie de membrana, também apresentou uma reducédo dose-
dependente da sua fluorescéncia. Este resultado foi interpretado como ligagdo do
20HOA carregado negativamente a membrana. Conclui-se que o efeito redutor da
fluidez de membrana pelo 20HAO esta, em parte, associado a uma interacdo direta
da forma livre do 20HAO com os lipidios de membrana. Esse efeito pode ser
relevante para o potencial terapéutico do 20HAO no tratamento do GBM, uma vez
gue a fluidez de membrana afeta varios processos celulares importantes.

INTRODUCAO

O acido 2a-hidroxioléico (20HAO — nome cormecial Minerval®; Figura 1) parece ser
uma alternativa promissora ao tratamento do glioblastoma multiforme humano
(GBM), um tumor cerebral incuravel. O 20HAO produz um acumulo de
esfingomielina na membrana celular das células cancerigenas, produzindo uma
reducdo da fluidez de membrana com modulacdo da atividade de proteinas de
membrana envolvidas na proliferagdo celular (MARTIN et al., 2013). No entanto, é
desconhecido o papel da interacéo direta do 20HAO com os componentes lipidicos
da membrana celular na fluidez de membrana.
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Figura 1. Estrutura quimica do 20HAO

Portanto, o objetivo deste projeto foi avaliar a relacdo entre fluidez de membrana e
a ligagdo do 20HAO na bicamada lipidica de lipossomas livres de proteinas, um
modelo biomimético da membrana celular. Para tal, medidas de fluorescéncia no
estado estacionario foram obtidas com as sondas fluorescentes e lipofilicas pireno,
sensivel a fluidez de membrana, e FPE (N-fluoresceina-5-tiocarbamoil-1, 2,
dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina), sensivel a cargas de superficie.

MATERIAIS E METODOS

Lipossomas do tipo LUV (large unilamellar vesicle) de palmitoiloleoilfosfatidilcolina
(POPC) foram preparados pelo método de filme fino, seguido de extrusdo (Brunaldi
et al, 2007). O tampao utilizado foi trizma base 25 mM e KCI 150 mM (pH 7,4). As
LUVs (300 uM de POPC) foram incubadas com as sondas fluorescentes pireno (9
mol%) e FPE (0,4 mol%) por 20 minutos (temperatura ambiente) e por 3 horas (37
°C), respectivamente. As medidas de fluorescéncia no estado estacionario foram
obtidas por meio de um fluorimetro Cary Eclipse Varian. O pireno foi excitado em
340 nm. A razdo E/M do pireno foi calculada como a razdo entre as intensidades
em 373 nm (monémeros) e 473 nm (excimeros). O FPE foi excitado em 490 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fluidez de membrana foi avaliada por meio da sonda lipofilica e fluorescente
pireno. Como apresentado na figura 2A, os espectros de emissdo do pireno
incorporado as LUVs apresentaram 0s picos caracteristicos referentes aos
mondmeros (388 nm) e excimeros (484 nm) de pireno. A titulacdo das LUVs com
concentracdes crescentes de 20HAO resultou em uma reducao, dose-dependente,
da intensidade de fluorescéncia do pireno.

A razdo E/M é utilizada como indice de difusdo lateral da bicamada, sendo
observada uma relagéo direta entre fluidez e razdo E/M (MACDONALD, et al.,
1988). De fato, pode-se notar na figura 2B que a incorporacédo de 20HOA as LUVs
resultou em razdes E/M menores, indicativo de uma reducdo na fluidez de
membrana.
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Figura 2. Efeito do 20HAO na fluidez de membrana.  A. Espectros de emissao do pireno antes e apés
a adicdo de 20HOA nas concentragdes finais 29, 58, 136 e 232 pM (intervalo de 5 minutos entre as
adi¢des) a LUVs (300 uM POPC e 27 uM de pireno). Os espectros correspondem a média de 3 registros.
Pireno foi excitado a 337 nm. As fendas de excitagao e emissao foram de 2,5 e 5 nm, respectivamente. B.
Razao E/M calculados a partir dos espectros de emisséo do pireno, apresentados em A.

A ligacdo do 20HAO a LUVs foi avaliada por meio da sonda fluorescente e lipofilica
FPE, uma fosfatidiletanolamina com um grupamento fluoresceina ligado a cabeca
polar. O FPE localiza-se ha monocamada externa da bicamada lipidica e € sensivel
a cargas de superficie da membrana, respondendo a insercdo de cargas negativas

e positivas como um aumento e reducdo da fluorescéncia, respectivamente
(BRUNALDI et al, 200. Xu et al, 2013).
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Figura 3. Ligacao do 20HAO "a bicamada lipidica. = Espectros de emissao do FPE incorporado a
monocamada externa de LUVs (300 uM POPC) antes e apds a adigao de 20HOA nas concentragdes
finais 29, 58, 136 e 232 pM (intervalo de 5 minutos entre as adi¢des). Os espectros correspondem a média
de 3 registros. FPE foi excitado a 490 nm. As fendas de excitagdo e emissao foram de 5 nm cada. Uma
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figura ilustrativa mostrando a localizagdo do FPE e do 20HAO (em azul, formas neutra/protonada e
negativa/ionizada) na bicamada lipidica é apresentada no painel a direita (adaptado de Xu et al, 2013).

Como mostrado na figura 3, 0 20HAO produziu uma reducéo, dose-dependente, da
fluorescéncia do FPE. Este resultado indica a ligagdo/particionamento do 20HAO a
monocamada externa da bicamada lipidica, mais especificamente da forma
ionizada e carregada negativamente do 20HOA. Por se tratar de um acido graxo,
pressupde-se que o 20HAO prontamente (em segundos) se liga e atravessa a
bicamada lipidica. Ao final do equilibrio quimico, tem-se a geracdo das formas
neutra (grupamento carboxila protonado) e carregada negativamente (grupamento
carboxila ionizado) de 20HAO (BRUNALDI et al, 2007. Xu et al, 2013).

CONCLUSOES

Conclui-se que a reducdo da fluidez de membrana pelo 20HAO esta, em parte,
associado a uma interacdo direta da forma livie do 20HAO com os lipidios de
membrana. Esse efeito pode ser relevante para o potencial terapéutico do 20HOA
no tratamento do GBM, uma vez que a fluidez de membrana afeta varios processos
celulares importantes.
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