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RESUMO

O triclosan (TCS) e o triclocarban (TCC) s&o antimicrobianos utilizados em
produtos de higiene, cosméticos, brinquedos e roupas, que se acumulam na agua e
no solo, representando riscos a saude. Por serem hidrofébicos, seus efeitos toxicos
podem se iniciar na membrana celular. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
o impacto do TCS e do TCC na fluidez de membrana de lipossomas por
espectroscopia de fluorescéncia. Lipossomas de palmitoilfosfatidilcoloina (POPC),
formados pelo método de filme fino seguido de extrusdo, foram marcados com as
sondas fluorescentes pireno e laurdan, que se ligam em diferentes regides da
bicamada lipidica. Os antimicrobianos causaram uma reducédo dose-dependente na
fluorescéncia do pireno e do laurdan, indicando ligagdo a bicamada lipidica. A
razdo entre a intensidade dos excimeros e monémeros de pireno (E/M)
permaneceu inalterada, sugerindo que a fluidez na regido das cadeias de acidos
graxos néo foi afetada. A razdo entre as intensidades das bandas 1 e 3 do pireno
foi reduzida, indicando menor polaridade ao redor das moléculas de pireno. A
analise da polarizacao generalizada (GP) do laurdan indicou aumento da fluidez na
regiao da cabeca polar dos fosfolipidios pelo TCC e, redugcdo pelo TCS. Em
resumo, o TCS e TCC apresentam efeitos distintos na fluidez de membrana,
sugerindo mecanismos de acdo e consequéncias biolégicas variadas.
Compreender essas diferencas é crucial para avaliar os riscos a saude associados
a acumulagcao ambiental desses compostos.

INTRODUCAO

O triclosan (TCS) e o triclocarban (TCC) sédo antimicrobianos amplamente
empregados em produtos de higiene pessoal, cosméticos, roupas e brinquedos
(Figura 1). Contudo, esses compostos se acumulam na agua e no solo,
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representando um risco a saude, especialmente por meio de desregulacao
endocrina. Ainda, dada a elevada hidrofobicidade, postula-se que parte dos efeitos
toxicos do TCC e TCS se devem a interacdo com a membrana celular (ZHANG; LU,
2023). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do TCC e TCS na
fluidez de lipossomas livres de proteinas, um modelo biomimético da membrana
celular. Para isso, foram empregadas as sondas fluorescentes pireno e laudan, que
se localizam preferencialmente na regido das cadeias de acidos graxos e cabeca
polar dos fosfolipidios, respectivamente.
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Figura 1. Estrutura quimica do triclocarban e do triclosan, respectivamente.

MATERIAIS E METODOS

Lipossomas do tipo LUV (large unilamellar vesicle) de palmitoiloleoilfosfatidilcolina
(POPC) foram preparados pelo método de filme fino, seguido de extrusdo, em
tampéo 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 laurdan (0,7
mol%) por 1 a 3 horas. As medidas de fluorescéncia no estado estacionario foram
obtidas com um fluorimetro Cary Eclipse Varian. O pireno foi excitado em 340 nm
e, a partir do seu espectro de emissao, foram calculadas as razées E/M (l375/l473) €
11/15 (I375/1393), que reportam a fluidez e polaridade da membrana, respectivamente.
O laurdan foi excitado em 338 nm. A polarizacao generalizada (GP) foi calculada
como GP: (|440-|490)/(|44o+|490) (MART|NS, 2019)

RESULTADOS E DISCUSSOES

O TCC e o TCS reduziram a fluorescéncia dos monémeros e excimeros de pireno
de forma dose-dependente (Figura 2). Embora a razdo E/M, que mede a fluidez da
membrana, tenha permanecido inalterada, a diminuicdo na razéo li/l3 indica uma
reducdo na polaridade ao redor das moléculas de pireno (Tabela 1). Esses
resultados sugerem que os antimicrobianos se ligam a bicamada lipidica sem afetar
a fluidez da membrana na regido das cadeias de acidos graxos dos fosfolipidios.
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Figura 2 - Espectro de emisséo do pireno. LUVs: 300 uM de POPC e 0,9 mol% pireno.
Antimicrobianos: 20, 40, 60, 80 e 100 uM. Exc: 340 nm. Fendas de excitagdo 2,5 nm e emissao 5 nm.

Tabela 1 — Razées E/M e |4/I5 do pireno em LUVs de POPC.

E/M 14/15
TCC TCS TCC TCS
Ctr 2,326 + 0,138 2,402 + 0,238 0,973 + 0,013 0,995 + 0,028
20pM | 2,295+0,139 2,413 + 0,201 0,963 + 0,008 0,968 + 0,005
40uM | 2,304 + 0,144 2,425 + 0,288 0,957 + 0,004 0,972 + 0,033
60puM | 2,295+ 0,153 2,508 + 0,296 0,955 + 0,003 0,950 + 0,007
80puM | 2,295+0,170 2,527 + 0,304 0,946 + 0,008* 0,932 + 0,018
100 uM | 2,254 + 0,150 2,481 + 0,250 | 0,954 +0,0005* 0,916 + 0,056*

Concentragdo de POPC: 300 uM. Os valores sdo a média e o desvio padrao de 3 experimentos
independentes. *diferente do controle (ctr).

O TCC e o TCS reduziram a fluorescéncia do laurdan de forma dose-dependente
(Figura 3). O TCC causou um pequeno deslocamento do pico de emissao para a
direita, enquanto o TCS tornou o pico menos definido e deslocado para a esquerda.
A polarizacao generalizada (GP), uma quantificacdo do deslocamento do espectro
de emissdo do laurdan, mostrou que o TCC aumentou a fluidez da membrana,
enquanto o TCS a reduziu, refletindo efeitos opostos na polaridade e hidratagdo da
bicamada lipidica na regiao da cabeca polar dos fosfolipidios (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de emissdoe GP do laurdan. LUVs: 300 uM de POPC e 0,7 mol% de laurdan.
Antimicrobianos: 20, 40, 60, 80 e 100 uM. Exc: 338 nm. Fendas de excitagdo 5 nm e emissdao10 nm.
Os valores de GP correspondem a média de 3 experimentos independentes.

CONCLUSAO

O TCS e 0 TCC, apesar de se ligarem a bicamada lipidica, afetam diferentemente a
fluidez da membrana, com o TCC aumentando a fluidez e o TCS a reduzindo.
Compreender essas diferencas é crucial para avaliar os riscos a saude associados
a acumulagcao ambiental desses compostos.
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