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RESUMO

Titulo: A influéncia da incorporagao de acido a-eleosteérico, purificado e isolado
do 6leo de tungue, na dindmica molecular de lipossomos

Autor: Robson Simplicio de Sousa

Orientadora: Profa. Dra. Rosilene Maria Clementin

Coorientadora: Profa. Dra. Vania Rodrigues de Lima

Este trabalho descreve o isolamento e purificacdo do acido a-eleostearico (a-ESA) a
partir do 6leo de tungue e sua caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de
massas (GC-MS) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e
13C. O o-ESA apresenta atividades bioldgicas (antitumorais, anti-inflamatérias e
antioxidantes), tornando-se importante compreender sua interagdo com membranas
lipidicas. Assim, este trabalho também descreve resultados referentes ao efeito da
incorporacdo de a-ESA na dinamica molecular de lipossomos compostos por
fosfatidilcolina. O sistema lipossomal puro e contendo a-ESA foi caracterizado através
do uso de espectroscopia de UV-visivel, FTIR, RMN e calorimetria de varredura
diferencial (DSC). Como resultados da purificacdo do a-ESA, obtivemos uma pureza de
95,9% utilizando acetona como solvente de recristalizacdo em detrimento dos 92,2%
em solucdo etandlica. Na incorporacdo em lipossomos, observou-se uma maior
interacdo do a-ESA com a parte polar, de interface e os primeiros metilenos da regiédo
apolar da fosfatidilcolina. Além disso, a-ESA apresentou um efeito de reducdo da
fluidez de lipossomos. Os resultados contribuem para a geragao de conhecimento para
o desenvolvimento de novos sistemas farmacoldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Acido a-eleosteédrico, lipossomos, fosfatidilcolina, FTIR, DSC,

RMN.
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ABSTRACT

Title: The influence of the incorporation of purified and isolated a-eleostearic acid
from tung oil on the molecular dynamics of liposomes
Author: Robson Simplicio de Sousa

Advisors: Prof. Dr. Rosilene Maria Clementin and Prof. Dr. Vania Rodrigues de Lima

This work reports the isolation and purification of a-eleostearic acid (a-ESA) from
tung oil. The a-ESA obtained was characterized by Fourier-transform infrared (FTIR),
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and *H and **C nuclear magnetic
resonance (NMR). a-ESA has biological activities, such as anti-tumoral, anti-
inflammatory and antioxidants ones, so it is important to understand its intermolecular
interaction with lipid membranes. In this way, this work also shows results concerning
the a-ESA effects on the molecular dynamics of phosphatidylcholine-based liposomes.
These results were obtained by UV-visible spectroscopy, FTIR, NMR and differential
scanning calorimetry (DSC) techniques. About a-ESA purification, we obtained a purity
of 95.9% using acetone as recrystallization solvent against 92.5% when crystallized with
an ethanolic solution. In the incorporation in liposomes, we observed greater interaction
of a-ESA with phosphatidylcholine polar head region. In addition, a-ESA had the effect
of reducing the fluidity of liposomes. The responses reported in this work may contribute
to a better understanding of a-ESA mechanisms of action, as well as with knowledge for

the development of new pharmacological systems.

KEYWORDS: a-Eleostearic acid, liposomes, phosphatidylcholine, FTIR, DSC, RMN.
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1. INTRODUCAO

Os éacidos graxos com sistema trieno conjugado tém sido encontrados em um
grande numero de diferentes espécies de plantas. Eles sdo encontrados em 0leos de
sementes como as que incluem &cidos 97,11E,13Z e 9E,11E,13Z-octadecatrienoicos
(acidos punicico e catalpico, respectivamente). O primeiro é encontrado no 6leo de
semente de roma e o segundo de Catalpa ovata. Contudo, o &cido 9Z,11E,13E-
octadecatriendico (a-eleostearico) € o mais conhecido, tendo o 6leo de tungue como

sua principal fonte de obtencdo (CHRISTIE, 2011).

O acido a-eleostearico (a-ESA, &cido 9Z,11E,13E-octadecatrienoico) é um acido
graxo conjugado que pode ser obtido a partir das sementes das plantas Aleurites fordii.
As metodologias para purificagdo do a-ESA sdo muito caras, como a que emprega
HPLC-Ag® (YANG et al., 2009) que se baseia em uma propriedade dos compostos
organicos insaturados que podem se complexar com metais de transicdo como a prata.
Os complexos sado do tipo de transferéncia de carga, isto €, o composto insaturado atua
como doador de elétrons e os ions na prata como receptores de elétrons (NIKOLOVA-
DAMYANOVA, 2009). Além disso, quando as metodologias sdo consideradas
alternativas, elas nao apresentam clareza em relacdo aos procedimentos e

caracterizacdes (THOMAS e THOMSON, 1934; BROWN, 1941).

Estruturalmente, a-ESA possui um sistema de conjugacgao 1T que esta associado
com o processo de peroxidagdo lipidica e pode ser responsavel por atividades pro-
oxidantes ou antioxidantes. O a-ESA mostrou um efeito supressor seletivo e
consideravel sobre o crescimento tumoral através da indugdo de apoptose através da

promocao da peroxidagdo de lipidios em membranas (TSUZUKI et al., 2004a; MOON al
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et., 2010). Por outro lado, o a-ESA pode reduzir os niveis de peroxidacao lipidica
induzida pelo estresse oxidativo no plasma, lipoproteinas e eritrocitos de membrana
(DHAR et al., 1999). Sabe-se que a peroxidagcdo lipidica esta relacionada com
alteracbes significativas nas membranas. No entanto, os efeitos do a-ESA nas

propriedades fisico-quimicas de membranas nao foram completamente elucidados.

O estudo das propriedades fisico-quimicas das membranas celulares é dificil,
devido suas estruturas complexas (ENGBERTS, HOEKSTRA, 1995). Contudo, a
influéncia do a-ESA na dinamica molecular da membrana pode ser investigada por
modelos de menor complexidade como lipossomos, que sdo adequados para estudos
in vitro de estrutura e propriedades. Sistemas lipossomais facilitam o controle da
composicado fosfolipidica, da estrutura e da dinamica (SAMUNI, LIPMAN E
BARENHOLZ, 2000; CASTELLI, 1997). Neste estudo, o efeito da a-ESA na
peroxidacgédo in vitro induzida com o radical hidroxil (OH®) em lipossomos de asolecitina
de soja (ASO) foi estudado e correlacionado com a influéncia do acido graxo sobre a
dindmica da membrana. A composicédo dos fosfolipidios de ASO inclui fosfatidilcolina
de soja (SPC) como um componente importante, fosfatidiletanolamina e

fosfatidilinositol.

Dessa forma, a primeira parte deste trabalho objetivou adaptar uma metodologia
para o isolamento e a purificagdo e do a-ESA. A segunda parte buscou incorporar o a-
ESA purificado nas membranas e estudar o efeito das interagbes deste nas
propriedades das mesmas em seus efeitos na fluidez e, consequentemente, sobre o

processo de peroxidagéo lipidica.
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A dindmica molecular da membrana foi investigada utilizando modelos tais como
os lipossomos, 0s quais sdo adequados para estudos in vitro e das propriedades da
membrana. A influéncia do a-ESA nas propriedades dinamicas de lipossomos, tais
como a hidratagdo, a mobilidade e da ordem, foi monitorada por infravermelho com
transformada de Fourier com reflexdo total atenuada horizontal (HATR-FTIR),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e calorimetria de varredura diferencial (DSC),
bem como por espectroscopia de UV-visivel. Além disso, foi avaliado o efeito do a-ESA
na peroxidacao in vitro em lipossomos de asolecitina de soja (ASO) utilizando o método

TBARS — substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi isolar e purificar o a-ESA presente no 6leo de

tungue, bem como incorporar e caracterizar seus efeitos na dinamica molecular — grau

de hidratacdo, ordem e mobilidade — de lipossomos compostos fosfatidilcolina, além de

avaliar o efeito do a-ESA na peroxidacéo in vitro nestes sistemas lipossomais.

2.2. Objetivos Especificos

- Isolar e purificar o a-ESA presente no 6leo de tungue através da reacdo de

saponificagao seguida de cristalizacéo;
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- Caracterizar o composto isolado por espectroscopia de Infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), cromatografia gasosa acoplada com espectrometro de

massas (GC-MS) e ressonancia magnética nuclear de *H e *3C (RMN);
- Incorporar a-ESA em lipossomos contendo asolecitina de soja (ASO);

- Avaliar a localizagao preferencial, bem como o efeito do a-ESA no grau de hidratacao

e ordem da membrana através de analises de FTIR;

- Monitorar o efeito do a-ESA em parametros termodinamicos dos lipossomos pela

analise de valores de T, e AH, através de medidas de DSC.

- Monitorar a influéncia de a-ESA nos valores de T; para os nicleos de *H presentes na
regiao colina dos lipossomos utilizando RMN.
- Avaliar o efeito do a-ESA na peroxidacgao in vitro de lipossomos contendo asolecitina

de soja (ASO).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A éarvore de tungue (Figura 1), Aleurites fordii (familia Euphorbiaceae), é nativa
da China e o 6leo extraido de suas sementes — denominado de 6leo de tungue ou 6leo
de madeira chinés — foi usado por séculos como impermeabilizante de madeira, em
tintas vernizes e também por suas propriedades secantes nesses materiais (HOLMES
et al., 1954).

A producédo de tungue tem se mostrado muito promissora nas regides de clima

temperado como o Rio Grande do Sul, tanto em rendimento de 6leo como em custo de
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implantacdo da cultura (KAUTZ et al., 2008). Este fator também favorece a pesquisa

envolvendo o 6leo de tungue nesta regido.

Figura 1. Arvore de 6leo de tungue (Aleurites fordii).

As sementes de tungue da espécie Aleurites fordii, possuem em média 33% de
0leo o qual apresenta como constituinte principal (75-80%) o acido 9Z,11E,13E-
octadecatriendico, também conhecido por acido a-eleostearico (a-ESA, do inglés a-
eleostearic acid, Figura 2) (KAUTZ, 2010). O a-ESA tem sido pesquisado e aplicado
nas industrias farmacéutica e automobilistica, na industria de tintas e vernizes, na
pesquisa com materiais poliméricos e na area bioenergética, dentre outros (KAUTZ et
al., 2008; CHAN et al.,1947; LI et al., 2003; WANG et al., 2000; SHANG el al., 2010).

O a-ESA é um acido graxo com 18 carbonos e cadeia poli-insaturada com trés

ligacBes conjugadas respectivamente nos carbonos 9, 11 e 13 (TSUZUKI et al., 2004a).

OH
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Figura 2. Representacdo do 4&cido 9Z,11E,13E-octadecatrienéico ou &cido a-

eleostearico (a-ESA).

A existéncia das duplas ligacGes conjugadas no a-ESA esta associada ao efeito
farmacoldgico de supresséo tumoral como descrito por Tsuzuki e colaboradores. Neste
estudo, o crescimento de células de cancer de coélon transplantadas em ratos foi
suprimido por apoptose via peroxidacao lipidica, também chamada de lipoperoxidacéo,
pela administracdo de a-ESA na dieta. Tal supressdo ocorre de forma seletiva, pois
nao apresenta efeito sobre células normais (TSUZUKI et al., 2004b; MOON al et.,
2010). Esta atividade foi mais expressiva para o a-ESA, quando comparada a de outros
acidos graxos, tais como o acido linoleico conjugado e o &cido linolénico conjugado
(TSUZUKI et al., 2004b). Por outro lado, a-ESA reduziu os niveis de peroxidagéo
lipidica causados por estresse oxidativo no plasma, lipoproteinas e membranas de

eritrocitos em ratos (DHAR et al., 1999).

O estresse oxidativo pode ser definido como uma medida do nivel de estado
estacionario de espécies reativas de oxigénio em um sistema biolégico. O aumento do
estresse oxidativo pode resultar em excesso de producdo de precursores de radicais
de oxigénio reativos e/ou na diminuicdo da eficacia dos sistemas inibitorios. O estresse
pode, entdo, ser ampliado e propagado em um ciclo autocatalitico de estresse
metabdlico, causando danos no tecido e morte celular, levando a um aumento
simultdneo na producdo de radicais livres e comprometendo mecanismos inibitérios

gue podem aumentar o estresse oxidativo (BAYNES, 1991).

O estresse oxidativo e a lipoperoxidagao sao processos oxidativos associados a

eventos patoldgicos como diabetes, cancer, sindrome da imunodeficiéncia adquirida
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(AIDS), danos por isquemia e reperfusdo, processos inflamatérios cronicos, doencas
neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer, dentre outros (CASTELLI et al.,
1997; YIN, et al, 1998; OHYASHIKI e NUNOMURA, 2000; HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 2000; REITER, 1998).

De modo geral, a lipoperoxidagdo em membranas lipidicas possui trés etapas
principais: iniciagdo, propagagdo e terminagdo. A iniciagdo envolve, geralmente, a
abstracdo de um hidrogénio pertencente a cadeia poli-insaturada de lipidios da
membrana por uma espécie reativa. Esta abstracdo de hidrogénio é favorecida
energeticamente em hidrogénios metilénicos bis-alilicos (energia de dissociagdo C-H =
75-80 kcal/mol), é inferior a energia envolvendo a dissociagdo de hidrogénios alilicos (=
88 kcal/mol) e alquilicos (= 101 kcal/mol) (Figura 3). Assim, os hidrogénios bis-alilicos
estdo mais susceptiveis a oxidacdo por possuir uma dissociacdo mais favorecida
energeticamente em relacdo aos outros tipos de hidrogénios da cadeia (GARDNER,

1989; KOPPENOL, 1990).

alquil (~101 kcal/mol) bis-alilico (75-80 kcal/mol)

alilico (~88 kcal/mol)

Figura 3. Energias de dissociacdo das ligacdes C-H para hidrogénios bis-alilicos,

alilicos e alquil de cadeias hidrocarbonetos (WAGNER et al., 1994).
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Com a abstracdo do hidrogénio, ha a formacdo de um novo radical que pode
interagir com oxigénio molecular para formar um radical peroxil. Este radical lipidico
pode retirar um atomo de hidrogénio de um segundo acido graxo, gerando outro radical
no carbono e um radical hidroperéxido. O peroxil pode sofrer ciclizacdo e o produto
ciclico pode sofrer rearranjos a endoperoxidos (Figura 4). As rea¢cfes descritas a partir
da formacdo de radical peroxil caracterizam a etapa de propagagdo do processo
oxidativo. A oxigenacéo, hidrélise dos endoperdxidos ou o fornecimento de energia via
calor para os mesmos sao reagdes que ocorrem na etapa de terminagdo, gerando
produtos como malonildialdeido (MDA) e 4-hidroxialcenais (4-HDA) (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 2000; WAGNER et al., 1994; KEHRER, 2000).
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OH
MDA 4-HDA

Figura 4. Esquema de lipoperoxidacdo em acidos graxos poli-insaturados. 1: abstracéo
de H da cadeia poli-insaturada de lipidios de membrana; 2: formacao de radical peroxil,
3. formacdo da segunda espécie radical centrada no carbono; 4: formacdo de

endoperoxidos. Adaptado de Halliwell e Gutteridge (2000).
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A extensdo do dano lipoperoxidativo causado por espécies reativas esta
associada a diferenciacado qualitativa e quantitativa dos constituintes fosfolipidicos em
funcdo dos tecidos do organismo. A heterogeneidade da composicéo fosfolipidica em
membranas biologicas também afeta o potencial de sistemas antioxidantes contra os
danos causados pela lipoperoxidacdo induzida por espécies reativas (TEIXEIRA et al.,
2003).

Os estudos das estruturas e propriedades das membranas celulares sao
dificultados pela heterogeneidade de sua composicdo. Dessa forma, torna-se
importante a utilizagdo de modelos de membrana celular, cujas variaveis podem ser
estabelecidas e controladas, permitindo que os principios fisico-quimicos e interacfes
especificas moleculares sejam interpretados de forma mais precisa (STUBBS e SMITH,
1984; SODERLUND, 2003). O modelo lipossomal € considerado como o mais aceito
para o estudo das estruturas e das propriedades da membrana por ser constituido por
uma ou mais bicamada (s) lipidica (s) em forma de concha esférica. A bicamada
lipidica é estruturalmente semelhante & matriz das membranas celulares (CASTELLI et
al.,1997). Os lipossomos constituidos por matrizes lipidicas também s&@o usados como
sistemas de liberacdo prolongados de farmacos, visto que sdo menos toxicos para o
organismo e formam um ambiente favoravel a imobilizacdo de estruturas biol6gicas
como enzimas e anticorpos (TIBERG, 2005; JANSHOFF e STEINEM, 2006). Dentre as
diferentes classes de lipidios que podem ser usados com este fim, citam-se o0s
fosfolipidios. Estes sd@o responsaveis pela estrutura e organizacdo da membrana
celular. A fosfatidilcolina possui uma cabeca polar constituida por um grupo fosfocolina

e duas cadeias de acidos graxos de extensdo similar entre si. Em geral, uma das
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cadeias apresenta-se saturada, enquanto a outra costuma possuir de uma a seis

duplas ligacdes (OHVO-REKILA et al., 2002) (Figura 5).
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Figura 5. Representacao estrutural e esqueméatica de uma molécula de fosfatidilcolina.

Os lipossomos apresentam tamanhos e constituicbes variaveis que sao fatores
determinantes de suas propriedades. Eles podem ser classificados de acordo com o
tamanho em: vesiculas multilamelares grandes (MLV, do inglés multilamellar large
vesicles), vesiculas unilamelares grandes (LUV, do inglés unilamellar large vesicles) e
vesiculas unilamelares pequenas (SUV, do inglés small unilamellar vesicles) (Figura 6).
As MLV possuem um diametro superior a 400 nm e sdo compostas por uma ou mais
lamelas (ou bicamadas) em seus compartimentos internos. Elas costumam ser
preparadas a partir da disperséo de lipidios em meio aquoso (método de hidratacao de
vesiculas), seguido de ciclos de congelamento-descongelamento para obter um
tamanho uniforme. Ja as LUV apresentam diametros na faixa de 50-400 nm e séo
organizadas em apenas uma bicamada. As SUV, por sua vez, possuem diametro na
faixa de 20-50 nm e sdo mais instaveis em relacdo aos dois primeiros tipos de

lipossomos (HOPE et al., 1986).
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Figura 6. Esquema de vesiculas multilamelares grandes (MLV, esquerda), vesiculas

unilamelares grandes (LUV, meio) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV, direita).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para investigar as propriedades fisico-
quimicas de membranas, tais como os lipossomos, e os efeitos causados nas mesmas
apos suas interacdes com espécies reativas e substancias pré- ou antioxidantes. Os
efeitos podem ser avaliados em funcdo das alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas dos lipossomos, tais como graus de hidratacdo, ordem e mobilidade de
grupos especificos dos lipidios que os compbdem. Dentre tais técnicas, podem ser
citadas a espectroscopia de absorcao UV-visivel, FTIR, a calorimetria de varredura
diferencial (DSC) e a ressonéancia magnética nuclear (RMN) (CASTELLI et al., 1997;
ARORA et al., 2000; FENSKE e JARRELL et al., 1991). Estas técnicas contribuem para

estudos que objetivam a viabilizacdo do a-ESA como farmaco.
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3.1. TECNICAS INSTRUMENTAIS DE ANALISE DE LIPOSSOMOS

3.1.1. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR € uma técnica adequada para estudar as membranas lipidicas
no nivel submolecular (TAMM e TATULIAN, 1997; TATULIAN, 2003). A espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier com reflex&o total atenuada horizontal
(FTIR-HATR) tem sido utilizada para estudar os lipossomos, uma vez que previne 0s
danos da membrana, visto que esta é considerada “matéria mole” (TAMM e TATULIAN,
1997; ARSOV e QUARONI, 2007). Os espectros de FTIR da fosfatidilcolina mostram
bandas que podem ser divididas em trés diferentes regides correspondentes as
porcdes polar, interfacial e hidrofébica do lipidio (MANTSCH e MCELHANEY, 1991). As
vibracOes tipicas de atomos ligados covalentemente podem ser classificadas como
"bending" (deformacgé&o angular) ou "stretching" (estiramentos). Estes ultimos envolvem
mudancas nos comprimentos de ligacdo (ARRONDO e GONI, 1998). Neste trabalho,
somente os estiramentos foram considerados. As bandas dos estiramentos referentes
aos grupos de fosfatidilcolina estao relacionadas com: estiramento axial assimétrico do
fosfato (vas PO») no intervalo de frequéncia 1260-1220 cm™; estiramento axial
assimétrico da colina (vas CN'C) em uma frequéncia de cerca de 970 cm™, ambas
localizadas na regido polar de lipidios; na regido de interface, o estiramento da
carbonila (v C=0), em uma faixa de frequéncias de 1725-1740 cm™ e os estiramentos
axiais simétricos e assimétricos dos metilenos da cadeia acil (vs CH, e vas CHy), com
frequéncias de cerca de 2850 cm™ e 2920 cm™, respectivamente (HEREC et al., 2007;

MANRIQUE-MORENO, et al., 2010).
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A presenca de uma molécula exdgena incorporada na membrana pode induzir
alteracées nas bandas de fosfatidilcolina, tais como deslocamentos e variagbes de
largura de banda. Estes deslocamentos podem fornecer informagdes sobre os
processos fisico-quimicos que ocorrem nos sistemas (SEVERCAN, SAHIN e KAZANCI,
2005). No que diz respeito a regido polar do lipidio, o estiramento assimétrico do
fosfato € sensivel as condi¢cbes de hidratacdo, cujos valores de frequéncia reduzem
com o0 aumento do grau de hidratacdo. Assim, se uma molécula exdgena modificar o
namero e orientacdo de ligacdes de hidrogénio das moléculas de agua em torno de um
grupo presente na cabeca lipidica, um deslocamento dos valores de frequéncia
correspondentes da banda do estiramento assimétrico do fosfato deve ser observado
no espectro de FTIR (MANRIQUE-MORENO et al., 2009). Variacdes na largura de
banda de grupos especificos de fosfatidilcolina dao informagdes sobre a dindmica do
sistema, j& que a largura de banda é afetada por efeitos rotacionais, translacionais e/ou
de colisbes (LEE e CHAPMAN, 1986). Com o aumento da dindmica da membrana
(aumento de mobilidade), um aumento da largura da banda do lipidio pode ser
observado (TOYRAN e SEVERCAN, 2003). No entanto, a largura de banda do
estiramento assimétrico do PO, também é sensivel ao grau de hidratagdo. Um
alargamento da banda juntamente com o seu deslocamento para uma frequéncia mais
baixa em consequéncia da insercdo de uma molécula exégena na membrana é um
indicativo do aumento do grau de hidratagcdo do grupo PO, (CHEN e TRIPP, 2008;

CHOl et al., 1991).

A influéncia da ligacdo de hidrogénio no grupo polar colina ndo pode estar
relacionada com deslocamentos no valor da frequéncia correspondente ao grupo em

FTIR ja que a formacédo da ligagdo de hidrogénio entre 4gua e colina ndo € possivel
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devido a carga positiva do nitrogénio. No entanto, a separacao de colina com o grupo
fosfato causada pela intercalacdo de moléculas de agua pode refletir em variagdes de
intensidade e deslocamentos relacionados com o0s estiramentos da colina
(GRDADOLNIK, KIDRIC e HADZI, 1991). Além disso, o grupo colina esta associado a
agua por interacdes dipolo e estes podem ser afetados por uma interacdo com uma

molécula exdgena (MANRIQUE-MORENO et al., 2009).

A vibracdo do estiramento da carbonila € um sensor do grau de hidratacdo da
regido de interface do lipidio, sendo sensivel também a polaridade, ao grau e a
natureza das interacbes da ligacdo de hidrogénio na interface lipidio-agua
(MANRIQUE-MORENO et al., 2009). Uma diminuicdo na frequéncia de v C=0 pode
implicar no refor¢o da ligagdo de hidrogénio existente ou na formacéo de nova ligacao
de hidrogénio entre o lipidio e a molécula de interacdo (SEVERCAN, SAHIN e
KAZANCI, 2005; KORKMAZ e SEVERCAN, 2005). Além disso, as alteracbes
conformacionais na regido de interface da membrana podem refletir em variacoes
relacionadas com a largura de banda do estiramento da carbonila. Estudos relativos a
influéncia da temperatura sobre a largura de banda do estiramento da carbonila
presente na membrana contendo associacbfes de fosfatidilcolina e colesterol
demonstraram que a largura da banda de v C=0 aumenta enquanto o grau de

liberdade desta regido lipidica aumenta (ARSOV e QUARONI, 2007).

A andlise das bandas dos metilenos no FTIR € muito Uutil para o estudo das
propriedades fisicas dos fosfolipidios, uma vez que eles sdo sensiveis a conformacéo
da cadeia lipidica (MANNOCK, LEWIS e MCELHANEY, 2010). Alteraces nas larguras

dessas bandas refletem alteracbes no grau de liberdade da regido hidrofobica lipidica
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(LOPEZ-GARCIA et al., 1993). Estes grupos s&o diretamente associados a transi¢éo
de fase (LEE e CHAPMAN, 1986). Nos estados de fase mais ordenados, como o gel,
essas bandas sdo nitidas e centradas em frequéncias menores, indicando a
predominancia de cadeias de hidrocarbonetos com pouca dinamica e menos
movimento (LEWIS e MCELHANEY, 1998). A medida que o estado de fase torna-se
mais desordenado, estas bandas alargam e as suas frequéncias podem aumentar em
valores que variam de aproximadamente 1,5 a 3 cm™ para vs CH, e 2,5-5 cm™ para
vas CH2. Estas alteracfes estdo relacionadas com o aumento da mobilidade dos grupos
vibracionais das cadeias de hidrocarbonetos (MANNOCK, LEWIS e MCELHANEY,
2010). A largura da banda também é sensivel a outras alteragbes que ndo envolvem
conférmeros gauche, como uma diminuicdo da liberdade de movimento vibracional ou

torcéo das cadeias (CASAL et al.,1980).

3.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de RMN de hidrogénio (*H) foi utilizada neste trabalho para
complementar as informagdes obtidas por FTIR sobre a influéncia do a-ESA na
dindmica do grupo colina. O uso de RMN também pode fornecer dados importantes
associados aos efeitos de substancias ativas na mobilidade molecular do lipidio
presente no lipossomo (De LIMA et al., 2007). Assim sendo, foi monitorado o tempo de
relaxacdo longitudinal (T;), uma vez que o relaxamento de 'H ocorre
predominantemente através de interacdes dipolares envolvendo nicleos vizinhos ao *H
(KROON, KAINOSHO e CHAN, 1976; BROWN, 1984; DE LIMA et al.,, 2007). Os

valores dos tempos de relaxacado (T;) estdo relacionados ao tempo de correlagao (1¢),
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definido como o tempo que uma molécula leva para girar em um radiano em
determinada fase da membrana. Assim, as medidas de T; podem fornecer informagdes
sobre a dindmica da membrana, o que inclui a influéncia de uma molécula em
movimentos rapidos de lipidios como a rotagcdo (DUFOURC, 2006). Dentre os protons
lipidicos que podem ser analisados em fosfatidilcolinas, estdo os protons da colina (3,2
ppm) e os presentes na cadeia lateral (0,8-2,3 ppm) (CARLOTTI et al., 2002).

A Figura 7 apresenta dados tipicos que podem ser obtidos ao determinarem-se
valores de T; em funcdo da temperatura. Os valores de T; em funcdo de 1. se
comportam como um “V”, no qual o valor de 7. no ponto minimo pode ser obtido
diretamente do valor de wy (frequéncia da banda de ressonéncia). O ponto minimo da
curva (onde wt. = 1) determina os regimes de alta e baixa mobilidade. Para obterem-se
informacdes sobre a dindmica lipidica é necessario saber se os valores de 1. estdo
acima ou abaixo do minimo da curva. No caso de MLV, a reducéo de T, corresponde a
um menor valor de T, ou seja, a um aumento do grau de mobilidade molecular

(DUFOURC, E.J., 2006).
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Figura 7. Representacdo esquematica da relacdo entre tempo de relaxacao

longitudinal (T1) e o tempo de correlacéo (1¢) (DUFOURC, 2006).

3.1.3. Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

A técnica de calorimetria de varredura diferencial (DSC) pode fornecer
informacdes sobre o efeito de substancias nos parametros termodinamicos referentes
as cadeias acil dos lipidios, durante as transicfes de fase. A transi¢ao de fase principal
corresponde a transicdo de uma bicamada lipidica na fase gel, ordenada e de
mobilidade restrita, para a fase fluida, desordenada e com alto grau de mobilidade
(YEAGLE, 1993; BENEY e GERVAIS, 2001; MOURITSEN, 1991). E entdo
caracterizada pela presenca de cadeia acil em configuracdo 100% trans para uma fase
na qual tal cadeia contém conférmeros gauche (ZHAO et al., 2007). A presenca de
insaturacdes na cadeia acil dos lipidios esta diretamente relacionada com o estado de

fase das membranas.
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E possivel analisar alteragdes causadas por a-ESA na temperatura de transicéo
de fase (T) e variagbes de entalpia (AH) dos lipidios. A temperatura de transigdo de
fase (Ty) € a temperatura em que uma determinada amostra de membrana lipidica
encontra-se 50% em estado gel e 50% em estado liquido-cristalino (EL MAGHRABY et
al., 2005). As fosfatidilcolinas saturadas como a DMPC, formam estruturas com T,
elevadas, 23,5°C (AUSSENAC et al., 2003). As fosfatidilcolinas insaturadas, tais como
as originadas de fontes naturais (ovo ou soja), como a asolecitina de soja (ASO),
apresentam T, negativa (ULRICH et al., 1994). A variagdo de entalpia (AH) reflete as
interacdes de van der Waals entre as cadeias acil lipidicas e aquelas alteradas pela
interacdo com a substancia ativa. Tais parametros estéo relacionados com a ordem e
cooperatividade lipidica. Sabe-se que na fase gel, a mobilidade das cadeias acil é
pequena, enquanto que a fase liquido-cristalina é caracterizada por desordem nestas

cadeias (MANRIQUE-MORENO et al., 2009; DE LIMA et al., 2010).

3.1.4. Espectroscopia de UV-visivel (UV-Vis)

As transicdes de fase lipidica também podem estar relacionadas com alteracdes
na turbidez do sistema. A turbidez pode ser definida como uma "absorbancia aparente”
e espectrofotbmetros de UV-visivel sdo recomendados para investigar as
possibilidades de observar transicdes de fase de lipidios. Por exemplo, uma diminuicao
na densidade Optica relatva a uma dispersdo aquosa contendo

dipalmitoilfosfatidilcolina foi observada na sua temperatura de transicdo de fase (Yl e
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MACDONALD, 1973). Esta diminuicdo da turbidez lipidica esta relacionada com a

transicao de estados ordenados para desordenados.

O a-ESA isolado e purificado a partir do 6leo de tungue foi incorporado em um
sistema lipossomal baseado em fosfatidilcolina: asolecitina de soja (ASO), uma mistura
de fosfolipidios contendo majoritariamente fosfatidilcolina (Figura 8a), fosfatidilinositol

fosfato (Figura 8b) e fosfatidiletanolamina (Figura 8c).
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Figura 8. Estruturas dos componentes majoritarios da asolecitina de soja (ASO). (a)
fosfatidilcolina; (b) fosfatidilinositol fosfato; (c) fosfatidiletanolamina. Em vermelho, a

cabeca polar; em preto, a regido glicerol e as cadeias alquilicas dos lipidios.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes, materiais e equipamentos

Para o desenvolvimento deste trabalho, o 6leo de tungue foi obtido através da
Campestre Industria e Comércio de Oleos Vegetais LTDA. Os demais reagentes
possuem grau de pureza analitica e consistiram em: acetona, acido sulfarico (VETEC);
agua deuterada/3-(trimetilsilil)-[2,2,3,3-2H4]-1-propibnico de soédio (TSP, 0,05%),
asolecitina de soja (ASO), contendo 25% de PC (SIGMA-ALDRICH), cloreto de
magnésio hexahidratado, cloroférmio, tricina, etanol (SYNTH), hexano ultraresianalysis,
hidréxido de potéssio, solucao BFs/metanol (~10,0%). Silicone e glicerol comerciais
para banho de aquecimento. Os lipidios foram utilizados sem qualquer purificacdo
adicional.

Os materiais e a vidraria utilizados foram compostos por itens de uso
convencional no laboratério, como bal6es de uma boca com volumes de 10 a 500 mL;
condensadores; béquers; erlenmeyers; pipetas; funis de separacdo; funis simples;
provetas; funis de Bichner; kitassatos; baldes volumétricos; garras; suportes, dentre
outros.

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: placa de aquecimento e
agitacdo magnética modelo 752A Fisatom com poténcia de 650W (de 120 a 1800 rpm),
evaporador rotatério modelo 801A Fisatom de 70W, bomba de vacuo mod. XKM60-1
1/2HP FAMAC, aparelho de medicdo do ponto de fusdo modelo 430D Fisatom,
cromatografo gasoso Shimadzu QP 2010 com detector espectrometro de massas,

espectrofotometro de UV-visivel Shimadzu UV-2550, espectrofotdmetro de
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infravermelho com transformada de Fourier Shimadzu — IR Prestige-21 e espectrometro
de ressonancia magnética nuclear Anasazi Instruments (60 MHz), disponiveis na
Universidade Federal do Rio Grande-FURG; espectrémetro de ressonancia magnética
nuclear INOVA-300 (300 MHz), disponivel na Universidade Federal do Rio Grande do
Sul-UFRGS; calorimetro de varredura diferencial Shimadzu DSC-60, disponivel na

Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

4.2. Métodos

4.2.1. Purificagao e caracterizagao do a-ESA

A purificacdo do a-ESA foi realizada através de adaptacfes de metodologias
documentadas na literatura (THOMAS & THOMSON, 1934; ZHANG, CAO & HUANG,
2007). A Figura 9 representa um fluxograma dos procedimentos de isolamento e
purificacdo do a-ESA. Os procedimentos constam de trés etapas: 1) a reagcdo de
saponificacdo, 2) a precipitacdo de acidos graxos livres (AGL) e 3) recristalizacoes.

Durante a etapa de saponificacao, 25 g de 6leo de tungue foram adicionados a
100 ml de uma solucéo etandlica de KOH 0,2 N. A mistura reacional foi mantida sob

refluxo a 60°C, com agitacéo constante por 90 minutos.
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25 g de dleo de tungue
+ 100 mL de KOH 0,2N em EtOH

60°C, 90 min —  SAPONIFICAGAO

h
Sais de acido graxo

J

Adicdo de 100 mL de H.S0, 3M;
S0°C; 10 min

b

Acidos graxos livres (AGL)
em solugdo = PRECIPITAGAO DOS AGL

Resfriamento 8 Tanpente:
remogdo dos AGL

AGL

Solubilizagdo® seguida =
de cristalizag3o™

Acidos graxos = RECRISTALIZACOES

cristalizados Filtragio dos AGL (3x)

P

k

a-ESA

*Solubilizagdo por grama de sélido: (a) 1,5 mL etanol; (b) 8 mL acetona.
**Cristalizagdo: (a) em etanol a 10°C; (b) em acetona a-10°C.

Figura 9. Etapas para obtengao do acido a-eleostearico (a-ESA).

ApoOs a obtencédo dos sais de acido graxos, foi realizada a etapa de precipitacédo
dos acidos graxos livres (AGL). Com este fim, foram adicionados aos sais de acidos
graxos, obtidos na etapa anterior, 100 mL de uma solucdo de H,SO, 3 M (Figura 10) e
esta mistura foi mantida sob refluxo a 50°C com agitacdo constante por 10 min. Apés a

precipitagéo dos acidos graxos, o a-ESA foi recristalizado.
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Figura 10. Precipitacdo dos acidos graxos livres a partir da solu¢éo dos sais de acidos

através da acidificacdo do meio.

Para a recristalizacdo e obtencdo do a-ESA, a mistura de acidos graxos (AGL),
foi solubilizada em dois sistemas de solventes: etanol 90% e acetona. Para a
recristalizacdo com a solucdo etanolica, os AGL foram solubilizados a 35°C em uma
proporcao de 1 g de solido para 1,5 mL de solucéo etandlica. Esta mistura foi resfriada
a 10°C por 18 h para cristalizacdo. Apos este periodo, os cristais obtidos foram filtrados
a vacuo, novamente pesados e solubilizados. Este processo foi repetido por trés vezes,
totalizando quatro recristalizagdes para purificagao do a-ESA dos demais acidos graxos
(THOMAS & THOMSON, 1934).

Para a recristalizacdo com acetona, a mistura de AGL foi solubilizada a
temperatura ambiente, em uma proporcdo de 1 g de solido para 8 mL de acetona
(ZHANG, CAO & HUANG, 2007). A sequéncia do procedimento para recristalizacao foi
similar a citada para a recristalizacdo com solucao etandlica, modificando-se apenas a
temperatura de recristalizacao (-10°C).

ApOs as recristalizagdes, as amostras foram submetidas a vacuo por 3 h, para
remocao de tracos de solvente e, em seguida, foram submetidas as anélises de:

1) Ponto de Fuséo;

2) Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier;



40

3) Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e °C;
4) Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas.

A determinacdo do ponto de fusédo foi realizada em triplicata, utilizando um
equipamento Fisatom modelo 430D pelo método capilar. O intervalo de temperatura
considerado foi de 20°C a 100°C.

A analise de FTIR foi realizada em um espectrofotdmetro de infravermelho com
transformada de Fourier Shimadzu — IR Prestige-21, utilizando pastilha de KBr.

As anélises de ressonancia magnética nuclear de *C e 'H foram efetuadas
através da solubilizacdo (por concentracdo) de AGL em CDCI;. Os espectros foram
obtidos em espectrometro INOVA-300 (300 MHz), usando-se como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS).

A determinagdo do teor de éster foi realizada através de cromatografia gasosa
acoplada a espectrdmetro de massas. Para realizacdo da analise cromatogréfica, os

AGL foram derivatizados a seus respectivos metil ésteres como mostra a Figura 11.

? BF, Q
_ 39 |

R/J\\OH CHOH R/J\\

OCH;

Figura 11. Reacdo genérica de derivatizacdo de &cido carboxilico de cadeia R

realizada utilizando BF3/CH30OH.

Para a derivatizacdo dos AGL a metil ésteres, 100 mg de AGL foram
adicionados a 3 mL de solucdo metandlica de BFz a temperatura ambiente por 30

minutos (IGARASHI et al., 2004). O produto desta reacgéao foi transferido para um funil
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de decantac&o onde, em seguida, foram adicionados 20 mL de hexano ultraresianalysis
e 20 mL de 4gua destilada. A fase aquosa foi descartada e a fase orgénica coletada em
baldo de 50 mL. A fase organica foi entdo submetida a rotaevaporacéo para eliminagéo
de hexano e de metanol remanescentes.

A andlise cromatogréfica foi realizada no Laboratério de Analise de Compostos
Organicos e Metais (LACOM, FURG) em um aparelho Shimadzu, modelo GC-MS-
QP2010 Plus equipado com autosampler (AOC-20i) e um detector de espectrometro de
massa com filtro de massa quadrupolo. A espectrometria de massa foi realizada com
impacto de elétrons. A separacdo por GC foi realizada em uma coluna analitica pelo
RTX-5MS (30 m x 0,25 milimetros ID, 0,25 pm de espessura). O controle analitico, a
aquisicao e tratamento dados foram realizados pelo software GCMS solution version
2®. O Hélio (pureza de 99,999%) foi utilizado como gas de transporte. Foi realizada a
injecdo de 1 pL a alta pressédo (300 kPa) e foram divididas em uma razdo 1:30. O
espectrometro de massa foi realizado em uma faixa m/z de 30 a 360 (PARDO et al.,

2012).

4.2.2. Preparagéo de lipossomos contendo fosfatidilcolinas

Os lipossomos compostos por ASO foram preparados de acordo com 0 método
de hidratacdo de vesiculas (HOPE et al., 1986). O método consiste na hidratacdo de
um filme lipidico com uma solucdo tampéo, levando a formacdo de MLV. O filme
lipidico foi formado previamente a partir da solubilizacdo de 150 mg/mL do lipidio em
questdao com cloroférmio, seguido da rotaevaporacdo do solvente (Figura 12). Os

tracos de solvente foram removidos através de vacuo, durante 3 horas.
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Figura 12. Esquema de preparacdo de vesiculas multilamelares grandes (MLV) pelo

meétodo de hidratacdo de vesiculas.

Posteriormente, o filme lipidico foi hidratado com 1 mL de solucdo tampéao (pH
7,4) contendo tricina 10 mM e cloreto de magnésio 2,5 mM e submetido a agitacdo em

vortex até desprendimento do filme das paredes dos baldes de fundo redondo.

4.2.2.1. Incorporagao de a-ESA nos lipossomos

Diferentes concentracdes de a-ESA foram incorporadas nos lipossomos de ASO
durante a etapa de solubilizacdo do lipidio com cloroférmio. As concentragdes de a-
ESA variaram de 0 a 30 mg/mL, correspondendo a faixa percentual de 0 a 20% do total

de lipidio usado (concentracdo do lipidio: 150 mg/mL).

4.2.2.2. Ensaios de peroxidacéo lipidica nas membranas

O método TBARS de substancias que reagem ao acido 2-tiobarbittrico (do
inglés thiobarbituric acid reactive substances) caracteriza-se pela formagdo de um

aduto de coloracdo résea a partir da reacdo entre malonildialdeido (MDA), produto
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majoritario da lipoperoxidacao, e acido tiobarbitarico (TBA) (Figura 13). A reacao ocorre
em pH acido, propiciado pela adicao de acido tricloroacético no meio (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 2000).

H
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TBA MDA Produto de coloracéo rosea

Figura 13. Reacdo entre &cido tiobarbitirico (TBA) e malonildialdeido (MDA) para

formar um aduto de coloracao résea.

Dentre as espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxil possui um dos
maiores potenciais oxidativos. Em sistemas bioldgicos, o radical hidroxil também pode

ser produzido a partir da reacao de Fenton/Haber-Weiss. A reacdo de Fenton (Equacao

2) é catalisada por Fe*3, na qual este é reduzido ao interagir com O, , gerando o fon

ferroso. O Fe* pode reagir com H,0,, recuperando o ferro em seu estado de maior

oxidacdo e produzindo anion hidroxila e ‘OH. A somatéria das duas reacoes descritas
nas equacoes 1 e 2, constitui a reacdo de Haber-Weiss (equacéo 3) (HABER e WEISS,

1934; CHEN, e SHOPFER, 1999).

Fe'*+0, — Fe2+0, Equacdo 1. Reducao do ferro.
Fe*? + H0, — Fe™ + OH + OH Equacéo 2. Reagdo de Fenton.

= 02.- + H,0, - O, + OH + ‘OH Equacéao 3. Reacédo de Haber-Weiss.
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A lipoperoxidacgéao foi induzida, portanto, por radical hidroxil, através da geragéo
via reacdo de Fenton em um meio reacional contendo lipossomas (12,5 mg/mL de
fosfolipidios). Tal meio foi composto por FeCl; 0,02 mM, ascorbato 0,1 mM e peréxido
de hidrogénio 2,8 mM. As solu¢cdes tampé&o adicionadas no meio eram compostas por
10 mM de tampao fosfato de potéssio.

Dois experimentos controle foram realizados para eliminacdo de interferentes
nas leituras espectrofotométricas. Um dos controles apresentou, em seu meio
reacional, os componentes descritos anteriormente, com exce¢cdo das membranas
lipidicas. Os valores de leituras espectrofotométricas obtidos com estes controles foram
subtraidos dos valores detectados com os modelos de membrana, para tratamento dos
dados. O segundo controle foi realizado na auséncia de espécies oxidantes no meio de
reacdo, para deteccdo de valores de absorbancia relativos a peroxidacdo basal,
induzida pelo oxigénio do ar. Este valor também foi descontado dos valores obtidos
com as amostras contendo membranas lipidicas e a espécie reativa testada neste
trabalho. (De LIMA, 2009)

As amostras e os controles foram incubados durante 30 minutos a 37°C e a
extensdo do dano por lipoperoxidagdo nas membranas foi detectada através do método
do &cido tiobarbitarico (OHKAWA et al., 1979; BIRD e DRAPER, 1984). A reacao foi
acelerada através de incubacdo a 100°C (OHKAWA et al., 1979; BIRD e DRAPER,
1984). O tempo médio desta incubacéo foi de 30 minutos.

A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
expressa em pmol de TBARS/ mg de lipidio (VAN MEER e VAN GENDEREN, 1994) foi

determinada a partir de leitura espectrofotométrica a 535 nm, e calculada usando um
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5 -1 -1
coeficiente de absortividade molar (g), de 1,56x10 M cm (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 2000).
4.2.2.3. Medidas de FTIR em membranas

As medidas com HATR-FTIR foram realizadas num espectrometro Shimadzu IR-
21 Prestige. Os lipossomos contendo 150 mg/mL de ASO puros ou incorporados com
a-ESA em concentragbes de 0 a 30 mg/mL, foram depositados sobre o suporte de
cristal de ZnSe e imerso no tampao tricina/MgCl, (pH 7,4). Os interferogramas foram
realizados a partir de 50 varreduras na faixa de frequéncia 400-4000 cm™. Os
espectros foram analisados usando software Shimatzu solution 1.5. As variacfes de
frequéncia de grupos especificos nos lipidios, induzidos pelo a-ESA, foram detectadas
através da analise de deslocamentos nas bandas vibracionais de grupos presentes na
fosfatidilcolina. As mudancas na largura de banda dos estiramentos de grupos lipidicos
foram medidas em relacdo a uma linha de base a % da altura do pico. As vibracdes do
grupo fosfatidilcolina analisadas foram as seguintes: o estiramento axial assimétrico do
fosfato na faixa de frequéncia de 1260-1220 cm™ (v.s PO), 0s estiramentos axiais
assimétricos da colina em valores de frequéncia de aproximadamente 970 cm™ (vas
CN'C) e 3.005 cm™ (vas NCH), o estiramento da carbonila, em uma faixa de frequéncia
de 1725-1740 cm™ (v C=0) e os estiramentos axiais simétrico e assimétrico dos
metilenos (vs CH; e vas CHy) presentes nas cadeias acil, com valores de frequéncia em
cerca de 2850 cm™ e 2920 cm™, respectivamente (HEREC et al., 2007; MANRIQUE-

MORENO et al., 2010).
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4.2.2.4. Medidas de RMN

Para os ensaios de RMN, as medidas de T, de 'H foram obtidas em baixo
campo magnético, 60 MHz, através do equipamento Anasazi Instruments (Indianapolis,
EUA). Foi aplicada a sequéncia de pulsos de recuperacéo da inversdo em lipossomos
puros e na presenca de a-ESA. As amostras foram preparadas em solvente H,O: D,O
(80:20, v/v) e a temperatura do experimento foi mantida a 22°C. Utilizou-se uma faixa
de tempo de correlacéo (tc) de 0,2 a 102,4 segundos. A referéncia interna utilizada no
estudo com lipossomos foi o TSP, 0,05% (De LIMA et al.,, 2007). Os valores de

relaxagdo e intensidades relativas foram processados através do programa NUTS.

4.2.25. Ensaios de DSC

Para os ensaios de DSC, os lipossomos contendo ASO na auséncia e na
presenca de a-ESA foram depositados em recipientes de aluminio (panelinhas) e
submetidos a varreduras efetuadas a uma velocidade de 1°C/min, em faixa de
temperatura de -30°C a 10°C. As medidas foram realizadas em aparelho TA Instrument
2010 DSC cell, disponivel na central analitica da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel). Utilizou-se fluxo de nitrogénio (50/50 mL/min) e uma panelinha vazia como
referéncia (De LIMA et al., 2010). Foram avaliadas variacbes em T, € AH lipidicos,
induzidas pela presenca de a-ESA. A AH foi obtida por integracdo da area sob o pico

obtida utilizando o Software Universal 4.0 C da TA Instruments.
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4.2.2.6. Ensaios de turbidez

As medidas de turbidez a 400 nm de lipossomos contendo 150 mg/mL de ASO
puro ou com a-ESA incorporado (faixa de concentracdo de acido graxo de 0-30 mg/mL)
foram realizadas em um espectrofotbmetro de UV-vis Shimadzu UV-2550. Foram

usadas células de quartzo com um comprimento de percurso de 1 cm.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaio de purificagao do a-ESA

Apbs a saponificacdo do 6leo de tungue (Figura 14), foram obtidos os sais de

acido graxo que foram precipitados para obtencéo dos acidos graxos livres.

Figura 14. Saponificagédo do Oleo de tungue.

Apés as recristalizagbes e evaporacdo a vacuo dos tracos de solvente,

obtiveram-se cristais de cor branca (Figura 15).
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Figura 15. Sélido obtido na purificacao.

O ponto de fusdo do solido obtido foi de 47+2°C e esta de acordo com o descrito
na literatura (BURR e BURR, 1930; HILDITCH, MORTON e RILEY, 1945).

A caracterizagdo do a-ESA obtido foi realizada através de espectroscopia de
infravermelho, cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas e RMN de
'H e Bc.

A Figura 16 apresenta o espectro de infravermelho para o solido obtido. E
possivel observar no espectro algumas bandas tipicas do a-ESA como a banda larga
de hidroxila em 3000 cm™ caracteristica dos &cidos carboxilicos, o deslocamento da
carbonila para regifes abaixo de 1700 cm™, provocado pelas duplas conjugadas
existentes no a-ESA e bandas caracteristicas de conjugagéo na regido abaixo de 990
cm™.

Em funcéo da formacéo de ligacdes de hidrogénio fortes, os acidos carboxilicos
existem como dimeros quando liquidos ou sélidos. Por isso, a vibracdo de deformacédo
axial da hidroxila livre (em aproximadamente 3520 cm™) sé é observada em solucéo
muito diluida de solventes apolares. Assim, a absorcdo de deformacao axial de O-H

dos dimeros dos &cidos carboxilicos € intensa e muito larga, sendo observada entre

3300-2500 cm™, cujo centro se encontra geralmente em 3000 cm™. As bandas de
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deformacédo axial de C-H da porc¢éo alquila, mais fracas, se superpdem a banda larga
de O-H (SILVERSTEIN, 2007). E o que pode ser observado no espectro obtido, no qual
temos os estiramentos das deformacdes axiais de C-H de metila e metilenos na regiéo
3000-2840 cm™ e acima de 3000 cm™ em que é possivel observar o estiramento das
vibracdes de deformacéo axial C-H dos hidrogénios alilicos.

Para as vibracbes de deformacéo axial de C=0, a formagédo de ligacdes de
hidrogénio e a ressonéancia dos dimeros enfraquecem a ligagcdo C=0, provocando
absorcdo em frequéncias mais baixas do que as do mondmero, que absorvem em
aproximadamente 1760 cm™ quando &cidos alifaticos saturados (ibid.). A existéncia de
insaturacdo conjugada para além dos carbonos a e 3 a carbonila, como no caso do a-
ESA, resulta em um pequeno deslocamento adicional da banda de C=0, o que pode
ser evidenciado pelo estiramento 1687 cm™ obtido, referente a esse grupo.

Para as deformacfes atribuidas as ligacdes =C-H fora do plano para o a-ESA,
tém-se 993, 968 e 727 cm™, que estdo de acordo com a literatura (ROACH et al.,

2002).
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Figura 16. Espectro de infravermelho obtido para o acido a-eleosteérico.

O grau de pureza foi determinado através da analise por cromatografia gasosa.

Como pode ser observado na Figura 17, no tempo de retencdo 11,996 min, foi

detectado o metil éster referente ao a-ESA (Pico 3, Tabela 1), com uma area de 95,9%

de area em relacdo aos demais ésteres.
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Figura 17. Cromatograma obtido a partir da purificacdo da amostra com acetona.

E possivel, portanto, atribuir uma pureza de 95,9% (Tabela 1) de a-ESA ao
sélido obtido a partir da purificacdo realizada com acetona com um rendimento de

24,98% de a-ESA.
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Tabela 1. Dados obtidos na analise cromatografica da amostra de acido a-eleostearico

(a-ESA), purificada em acetona.

Pico | Tempo de | Area Area | Componente
retencdo (min) (%)

1 4114 650514 0,6 Metil éster do acido 9-oxo-nonanoico

2 10,146 635815 0,6 Metil éster do acido octadecatrienoico

3 11,996 108090144 | 95,9 Metil éster do &cido 97,11E,13E-
octadecatrienoico

4 12,724 3131769 2,8 Metil éster do &cido 97,127,15Z7-
octadecatrienoico

5 13,499 146758 0,1 Metil éster do acido eicosanoico

Pela utilizacdo do mesmo procedimento, modificando apenas o solvente de

recristalizacdo para uma solucado etandlica (EtOH/agua, 9:1), obteve-se uma pureza de

92,2% (Tabela 2) com tempo de retencédo 11,969 min (Figura 18), menor em relacéo ao

primeiro resultado, com um rendimento de 20,68% de a-ESA.
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Figura 18. Cromatograma obtido a partir da purificacdo da amostra com EtOH/agua

(9:1).

Tabela 2. Dados obtidos na analise cromatografica da amostra de acido a-eleostearico

(a-ESA), purificada em etanol/agua.

Pico | Tempo de | Area Area | Componente
retencao (min) (%)

1 8,193 188591 0,3 Metil éster do acido 7,10-
hexadecadienoico

2 11,969 67294718 | 92,2 Metil éster do acido 9Z,11E,13E-
octadecatrienoico

3 12,179 1320036 | 1,8 Metil éster do acido 92,12E,15E-
octadecatrienoico

4 12,725 4179800 |5,7 Metil éster do acido 97,127,15Z-
octadecatrienoico
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Objetivando a posterior incorporagéo de a-ESA em lipossomos, a metodologia
de purificagdo deste acido graxo utilizou a acetona como solvente de cristalizacdo em
funcdo da maior pureza obtida no processo, mesmo o0 procedimento com acetona
apresentando um custo maior em relagdo ao procedimento com etanol/agua. A
utilizacdo de uma maior pureza do acido graxo de interesse poderia nos dar resultados

de interacdo a-ESA/membranas mais coerentes.

No espectro de massas obtido referente ao a-eleostearato de metila existem
duas caracteristicas principais que remetem a sistemas de ligacées duplas conjugadas.
Ha uma alta intensidade do ion molecular (m/z 292) e a formacao do ion tropilio por
rearranjo (m/z 91) (Figura 19). Apenas pelo espectro de massas nao é possivel indicar

as posicoes das ligacdes duplas (CHRISTIE, 2011).
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Figura 19. Espectro de massas obtido para o metil éster do acido a-eleosteérico (a-

ESA).

A Figura 20 mostra o espectro de ressonancia magnética nuclear de *H do o-

ESA, onde se observou multipletos em 6,38; 6,09; 5,70 e 5,39 ppm relativos aos 6



55

hidrogénios vinilicos, que mostram a presenca das ligagdes duplas conjugadas do
acido cis,trans,trans-9,11,13-octadecatriendico (acido a-eleostearico). Um tripleto em
2,34 ppm referente aos hidrogénios do CH, a-carbonila, um multipleto em 2,13 ppm
referente aos hidrogénios alilicos, um multipleto em 1,63 ppm referente aos hidrogénios
B-carbonila. Os hidrogénios metilénicos estdo no multipleto em 1,30 ppm e em 0,89

ppm um tripleto referente ao CHj; terminal da cadeia graxa.
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Figura 20. Espectro de ressonancia magnética nuclear de *H do &cido a-eleosteérico

(a-ESA).

A Figura 21 apresenta o espectro de ressonancia magnética nuclear de **C do

a-ESA onde se observa principalmente em 180 ppm um sinal referente a carbonila do
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acido, entre 125 e 135 ppm referente aos carbonos vinilicos, em 13 ppm referente ao

CHjs final da cadeia graxa e entre 22 e 34 ppm os demais carbonos da cadeia.
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Figura 21. Espectro de ressonancia magnética nuclear de **C do acido a-eleosteérico

(a-ESA).

Os resultados de RMN de 'H e '3C estdo coerentes com as caracterizacbes

disponiveis na literatura para o a-ESA (CAO et al., 2007).
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5.2. Efeitos de a-ESA na peroxidacdo lipidica de lipossomos contendo

fosfatidilcolina

Para determinar a influéncia do a-ESA na peroxidagéo in vitro da membrana,
lipossomos de ASO puro e na presenca do acido graxo foram submetidos a oxidacéo
induzida pelo radical hidroxil (*OH) e o nivel de TBARS foi determinado. A Figura 22
mostra os efeitos das concentragdes crescentes de a-ESA em lipossomos de ASO in

vitro com peroxidacao induzida pelo *OH.
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Figura 22. Variacdo da peroxidacdo lipidica total induzida por radical hidroxil (*OH) em
funcdo do aumento das concentragbes de acido a-eleostearico (a-ESA) incorporados
em lipossomos de asolecitina (ASO). Os resultados foram obtidos pelo método de

TBARS.
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A partir da Figura 22, pode-se observar que o a-ESA parece ter uma atividade
antioxidante in vitro contra o dano induzido por *OH em lipossomos de ASO. As
quantidades de TBARS gerados pela peroxidacdo *OH em ASO estdo de acordo com
estudos anteriores que relataram os niveis de peroxidacdo *OH em diferentes tipos de
membranas (De LIMA et al., 2004). A concentracdo inibitoria de 50% da peroxidacéo
(ICs0) foi atingida em 15 mg/mL de a-ESA. Na concentragédo de 22,5 mg/mL, o acido
graxo inibiu a peroxidagédo *OH em ASO em aproximadamente 77%. De acordo com 0s
estudos de De LIMA e colaboradores, a quercetina, um flavondide conhecido por seu
potencial antioxidante, apresentou uma ICsy de 0,10+0,01 mM para a lipoperoxidacéo
induzida pelo radical hidroxil em lipossomos de ASO (De LIMA et al., 2004). Com ICsp
em 15 mg/mL, atribui-se ao a-ESA uma concentracdo de 0,054 mM, ou seja, em torno
de metade da quantidade deste AG é necessaria para inibir a mesma peroxidacéo

promovida pela quercetina.

A atividade protetora do a-ESA corrobora com o efeito relatado por Dhar e
colaboradores (DHAR, GHOSH E BHATTACHARYYA, 1999) para pequenas
concentragcdes de a-ESA nos niveis de peroxidacao lipidica no plasma, lipoproteina,
membranas de eritrocitos e de tecidos do figado ndo-enzimatico de ratos. Em baixas
concentragdes, os acidos graxos trienoicos conjugados, tais como o a-ESA, podem
atuar na eliminacdo de radicais livres, eliminando ou reduzindo a formacdo de
hidroperoxidos (ibid.). Além disso, é possivel que a oxidacdo de a-ESA, resulte na
formacdo de acidos graxos dienoico conjugados que também atuam como
antioxidantes (BELURY, 1995). Como a peroxidacao lipidica também esta relacionada

com alteragcdes nas propriedades fisico-quimicas da membrana (PETRESCU et al.,



59

2001; KUNIMOTO, INOUE e NOJIMA, 1981; VERMA, 1986; JACOB e MASON, 2005),
este trabalho investigou a relagcéo entre os efeitos antioxidantes observados de a-ESA

e a sua influéncia na dinamica molecular de membranas lipidicas.

5.3. Efeitos do a-ESA na dindmica de membranas de fosfatidilcolina

presentes em lipossomos de ASO

A caracterizagcédo dos efeitos causados pelo a-ESA nas propriedades dinamicas
da fosfatidilcolina de soja foi realizada utilizando as técnicas de HATR-FTIR, RMN,
DSC e UV-visivel. Tais medidas foram realizadas com a finalidade de comparar o
comportamento de lipossomos de fosfatidilcolina de soja (presente na ASO) sem a-
ESA com o daqueles contendo o &cido graxo.

Os espectros de HATR-FTIR de lipossomos de fosfatidilcolina de soja foram
obtidos para monitoramento dos efeitos de diferentes concentragdes de a-ESA em
regibes especificas das fosfatidilcolinas. A Figura 23 mostra os espectros de
fosfatidilcolina presente em lipossomos contendo ASO na auséncia e na presencga de
a-ESA 30mg/ml. Para lipossomos puros, as seguintes bandas de vibragcdo foram

detectadas e analisadas: (a) vas PO2, @ 1217 cm™, (b) vas CN*C, a 974 cm™, (C) vas

NCH, a 3.005 cm™ (d) v C=0, em 1734 cm™, (e) vs CHz e vas CH,, a 2853 cm™ e 2924
cm™, respectivamente (Figura 23). As frequéncias de vibracdo dos estiramentos
relacionados com os grupos de fosfatidilcolina de soja estdo de acordo com a literatura

(LOPEZ-GARCIA et al.,, 1993). Entretanto, para 0s espectros correspondentes a

lipossomos contendo ASO, todos os valores de frequéncia dos grupos de
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fosfatidilcolina na auséncia e aqueles na presenca de 30 mg/mL de a-ESA mantiveram-

se praticamente 0S mesmaos.

A influéncia a-ESA em cada um destes grupos de lipidios também foi estudada
por analise de alteracfes nos valores de frequéncia, assim como a largura de banda a
¥ da altura do pico. Estes resultados, juntamente com os obtidos a partir das outras
técnicas utilizadas, foram interpretados considerando-se o efeito do acido graxo nas

regioes polares, de interface e hidrofébicas da fosfatidilcolina.
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Figura 23. Espectros de HATR-FTIR de fosfatidilcolina presentes em lipossomos de
asolecitina (ASO) puros e na presenca de 30 mg/mL de acido a-eleostearico (a-ESA),

equivalente a uma proporgéo a-ESA:ASO de 0,2 (m,m).
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5.4. Interagado do a-ESA com a cabeca polar da fosfatidilcolina presente em

lipossomos de ASO

Sabe-se que a bicamada de fosfatidilcolina consiste em um conjunto de
associacOes eletrostaticas intermoleculares carregadas positivamente nos grupos N-
metil e negativamente nos grupos fosfato. Assim, € importante avaliar a influéncia do a-
ESA na dindmica destes dois grupos da cabeca polar dos lipidios, ja que eles
desempenham um papel importante na manutencdo da configuracdo da bicamada e

nas propriedades de barreira da membrana (YEAGLE e MARTIN, 1978.).

A respeito do efeito de a-ESA na regido polar de lipidios, a Figura 24 mostra
uma ampliagdo dos espectros de HATR-FTIR de lipossomos de ASO puros e na
presenga de 30 mg/mL de a-ESA, na regido do vss PO,. Em ambas as amostras, a
banda do v,s PO, apresenta um “ombro” em um valor de frequéncia menor. Isto ocorre
em funcéo das interagOes fracas via ligacdo de hidrogénio entre os grupos fosfato e a
colina lipidica (CIESLIK-BOCZULA et al., 2009; BANERJEE, PAL e GUHA, 2012).
Como citado anteriormente, a analise da banda de v,s PO, é util para monitorar o
estado de hidratacdo dos grupos de cabeca polar de fosfolipidios (LOPEZ-GARCIA et
al., 1993). Um aumento de frequéncia da banda de v,s PO, induzido por uma molécula
exdgena indica uma desidratacdo do grupo fosfato, enquanto que um decréscimo na
mesma frequéncia corresponde a hidratacdo da regido (CASAL, MANTSCH e
HAUSER, 1989). Uma vez que nenhuma variacdo na frequéncia de v,s POy foi
observada apés a interacdo com a-ESA, pode-se concluir que o &cido graxo nao

provocou variagfes nas quantidades de ligacbes de hidrogénio entre o grupo fosfato
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lipidico e os atomos de hidrogénio do a-ESA ou de agua (KAN-ZHI et al., 1996).
Entretanto, na Figura 24, pode-se observar que a-ESA reduz a largura da banda de vgs
PO, em cerca de 2 cm™, sugerindo que o &cido graxo pode causar uma pequena ou

indireta diminuigdo na dinamica do grupo fosfato em lipossomos de ASO (ver item 3.1).
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Figura 24. Ampliacdo dos espectros de FTIR de fosfatidilcolina presente em
lipossomos de asolecitina (ASO) puros e na presenca de acido a-eleosteérico (a-ESA)

30 mg/mL (o espectro completo estd representado na Figura 23) na regido do

estiramento axial assimétrico do PO5".

Sabe-se que as alteracdes relacionadas com a intensidade dos componentes do
estiramento assimétrico da colina, vas CN'C a 974 cm™, pode refletir alteracdes de

conformacado deste grupo em funcéo da sua distancia em relacdo ao grupo fosfato. A
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intercalacdo de moléculas de agua entre os dois grupos carregados pode também
mudar os estiramentos assimeétricos da colina, o que inclui também o v,s NCH a 3005
cm™ (GRDADOLNIK, KIDRIC e HADZI, 1991). De acordo com a Figura 23, a ndo
variacao de valores de frequéncia ou de forma das bandas de colina indica que o a-
ESA néo influencia na hidratacdo do grupo polar da cabeca lipidica. Estes resultados
estdo de acordo com o comportamento inalterado em relacdo a frequéncia da banda

de vas PO2" na presenca de a-ESA.

De forma a obterem-se mais informacdes acerca do efeito do a-ESA na
dindmica da cabeca polar de fosfatidilcolina presente em ASO, foram realizadas
medidas de RMN de T, para os nicleos de *H da colina lipidica. A Figura 25 mostra as
curvas de T de 'H relacionadas com lipossomos de ASO na auséncia e na presenca
de 30 mg/mL de a-ESA. A presenca do acido graxo nas membranas parece aumentar
o T; da regido de colina lipidica de 0,3 s (valor correspondente ao lipossomo de ASO
puro) para 0,5 s (valor correspondente ao lipossomo de ASO na presenca de a-ESA).
Esta diferenca de cerca de 30% pode refletir uma discreta reducdo na mobilidade da
colina (De LIMA et al.,, 2007; LEPORE, ELLENA e CAFISO, 1992). Dado que o
aumento de T; esta relacionado com um aumento dos valores de 1., 0 comportamento
induzido por a-ESA na colina parece corroborar com um efeito de ordenamento na
regido de colina lipidica. As conclusdes relativas aos grupos fosfato lipidico e colina,
obtidas por meio de técnicas de FTIR e RMN sugerem que a-ESA causa um efeito
discreto de ordenagdo em grupos presentes na cabeca polar da fosfatidilcolina

presente em lipossomos contendo ASO.
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Figura 25. Tempo de relaxacéo longitudinal (T:) de 'H da colina na auséncia (PC,
guadrados abertos) e na presenca de 30 mg/mL de acido a-eleostearico (a-ESA:PC =
0,2, m/m, circulos abertos). Os dados de *H T; foram alcancados a 60 MHz, a 23 °C,

utilizando um intervalo de tempo de correlagao (1.) de 0,2-102,4 s.

5.5. Influéncia do a-ESA na regido de interface da fosfatidilcolina presente

em lipossomos de ASO

Os efeitos do a-ESA na regido de interface da fosfatidilcolina foram estudados
através da andlise do v C=0 (1734 cm™, frequéncia em lipossomos de ASO puros) do
lipidio, na presenca e na auséncia do acido graxo. A Figura 26 demonstra a variagédo
da frequéncia de HATR-FTIR das bandas de v C=0O em funcdo de diferentes

concentragbes de a-ESA. Pela analise da Figura 23, nenhuma alteracéo de frequéncia
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em v C=0 da fosfatidilcolina presente em lipossomos de ASO foi observada apés a
interacdo com o a-ESA. Como citado anteriormente, o estiramento da banda v C=0
esta relacionado a mudancas no seu ambiente, tais como ligagdes de hidrogénio ou
polaridade (ARRONDO e GONI, 1998). A variacdo nula de frequéncia entre as bandas
de v C=0 em lipossomos de ASO puros e na presenca de a-ESA (Figura 23) sugerem
que o0 acido graxo nao interage via ligacdo hidrogénio com o grupo carbonila da
fosfatidilcolina. As variacGes na largura da banda da C=0 em funcdo do aumento nas
concentracbes de a-ESA estdo apresentadas na Figura 26. A partir desta figura, pode-
se observar que as concentragbes crescentes de a-ESA reduziram os valores de
largura da banda de v C=0. Na concentracdo de 30 mg/mL, o acido graxo parece ser
responsavel por uma diminuicdo da largura da banda de vC=0O de 15 cm™, em
lipossomas puros, para 13,3 cm™, o que corresponde a uma reducdo de 11 % na

largura inicial de banda.
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Figura 26. Variagbes da largura de banda do estiramento C=0O da fosfatidilcolina
presente em lipossomos de asolecitina (ASO) apds interacdo com diferentes

concentracdes de acido a-eleostearico (a-ESA).

A amplitude da banda v C=0 parece ser atribuivel as absorcdes de éster da
carbonila localizados em sn-1 e sn-2 da cadeia, 0s quais ndo séo equivalentes (WONG
e MANTSCH, 1988). A diminuicdo na largura da banda v C=0O pode ser atribuida a
existéncia de grupos ésteres da carbonila altamente imobilizados nas cadeias lipidicas.
Sabe-se que a conversao dos lipidios de estados liquido cristalinos para a fase de gel
coincide com uma mudanca a partir de uma banda mais larga a um estreitamento de v
C=0 (LEWIS et al., 1990; LEWIS e MCELHANEY, 2002). Neste trabalho, os resultados
sugerem que o efeito de ordenamento de a-ESA ocorre ndo s6 na regido polar dos
lipidios, mas também afeta a regido interfacial de fosfatidilcolina presente em

lipossomas de ASO.
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5.6. Efeitos do a-ESA nos metilenos da cadeia acil de fosfatidilcolina

presentes em lipossomos de ASO

Como citado anteriormente, alteracées nas frequéncias de HATR-FTIR de vs
CH, e vas CH, observadas em 2853 cm™ e 2924 cm™, respectivamente, em lipossomos
de ASO, podem refletir o grau de ordem conformacional, bem como a isomerizagao
trans/gauche no sistema lipidico (SEVERCAN, SAHIN e KAZANCI, 2005). A partir da
andlise da Figura 23, nao foi observada influéncia de a-ESA nas frequéncias de vs CH;
e vas CH,. Assim, o acido graxo ndo parece influenciar a isomerizacéo trans/gauche do
sistema lipidico. Para o vas CH, ndo houve mudanca em relacdo a largura da banda.
Foi observado, entretanto, um efeito do acido graxo, em diferentes concentracoes,

sobre as larguras de banda do vs CH; (Figura 27).
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Figura 27. Efeito de diferentes concentracdes de acido a-eleostearico (a-ESA) sobre

as larguras de banda do vs CH, de fosfatidilcolina de soja.
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A partir da Figura 27, pode-se observar que o a-ESA é responsavel pelo
alargamento da vs CH, de um modo concentracdo-dependente. Apds a incorporagao
de 30 mg/mL de a-ESA, a largura de banda vs CH, sofreu um alargamento de 18,6 cm™
(em lipossomos de ASO puros) para 21 cm™. Esta variacdo de 2,4 cm™, induzida por a-
ESA, na banda de vs CH, corresponde a um alargamento de cerca de 13%. Como
citado anteriormente, um alargamento de 2,4 cm™ esta na faixa de valores esperados
para um efeito de desordem no sistema lipossomal (MANNOCK, LEWIS e
MCELHANEY, 2010). Como ndo foram observadas alteracbes nas frequéncias do
estiramento CH, das cadeias acil, é possivel que o aumento na mobilidade de grupos
CH; promovido pelo a-ESA néo esteja relacionado com a conversdo de conféormeros

trans para gauche (CASAL, MANTSCH e HAUSER, 1989).

Mais informagdes sobre o efeito de a-ESA nas cadeias de hidrocarbonetos de
fosfatidilcolina presente em lipossomos de ASO foram obtidas por analise calorimétrica.
Experimentos com DSC foram realizados a fim de determinar a influéncia a-ESA sobre
o fluxo de calor relacionado com a transicao de fase da fosfatidilcolina e da ordem. Em
lipossomas de ASO, observou-se uma transicdo endotérmica, demonstrada na faixa
negativa de -40 a -18 °C (Figura 28). Esta faixa de temperatura € esperada para
fosfatidilcolinas insaturadas hidratadas, tais como o &cido oleico (LYNCH e

STEPONKUS, 1989; ULRICH et al., 1994).
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Figura 28. Medidas de DSC para lipossomos de asolecitina (ASO) com e sem &cido a-

eleosteérico (a-ESA) incorporado (a-ESA:ASO).

A partir desta transi¢cao, calculou-se a variacdo de entalpia de transicdo de fase
(AH) para os lipossomos na auséncia e na presencga de a-ESA. Estes resultados séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Influéncia do acido a-eleostearico (a-ESA) nos valores de variacdo de

entalpia (AH) da fosfatidilcolina de soja (ASO).

Amostra AH (J/g)
ASO |1,97]
a-ESA:ASO 0,05 (m/m) |0,92]|
Variacéo |1,05|
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A analise indica que o a-ESA reduziu o valor de AH dos lipossomos de ASO em
aproximadamente 53%. Assim, € possivel que o0 acido graxo promova um rearranjo
molecular de fosfatidilcolina para um estado mais desordenado, que corrobora com o0s
resultados de FTIR. O efeito de desordem causada por a-ESA em membranas
fosfolipidicas pode ser atribuido a localizacdo da dupla ligacdo cis do acido graxo
(ZHAO et al., 2011). A ligacdo dupla cis do a-ESA tem uma conformagao normalmente
"angular ou inclinada" que pode afetar o empacotamento da regido hidrofébica da
membrana fosfatidilcolina. Subbayah e colaboradores (Subbayah et al., 2010)
observaram um efeito fluidificante para lipossomos de dipalmitoilfosfatidilcolina depois
da insercdo de moléculas de fosfatidilcolina contendo um &cido 9-cis,11-trans-linoleico
conjugado numa das sua cadeia acil. Estes autores também relatam que a conjugacao
de ligacbes duplas tem uma forte influéncia na estrutura fisica do acido graxo e € um

fator importante associado ao efeito fluidizagcdo da membrana.

5.7. Medidas de Turbidez

O efeito global de a-ESA em membranas de ASO foi investigado através de
estudos de turbidez a 400 nm. A Figura 29 mostra a influéncia de diferentes

concentracfes do acido graxo sobre a turbidez dos lipossomos.
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Figura 29. Mudancas de turbidez para lipossomos de asolecitina (ASO) apés a
interacdo com diferentes concentracfes de acido a-eleosteérico (a-ESA). Os valores de

densidade 6ptica foram obtidos a 400 nm em um espectrofotébmetro de UV-visivel.

Uma reducdo correspondente a 20% do valor inicial de turbidez dos lipossomos
de ASO foi observada apés a incorporacdo de 30 mg/mL de a-ESA na membrana. A
diminuicdo no valor de densidade Optica esta relacionada a uma reducédo no tamanho
das particulas. Estes efeitos podem causar um decréscimo na turbidez do sistema
(KORKMAZ e SEVERCAN, 2005; KAZANCI, SEVERCAN e ZORLU, 2000). A redugéo
da turbidez da membrana também pode ser observada na transicdo da fase gel para a
liquido-cristalina, principalmente devido as alteracdes no indice de refracdo dos lipidios
como consequéncia de variacdes na densidade do lipidio durante a fusdo (Yl e
MACDONALD, 1973). Pode ser visto na Figura 29 que o a-ESA tem um efeito global

reduzindo a fluidez de lipossomos de fosfatidilcolina.
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Este efeito global esta suportado pelos resultados de HATR-FTIR, RMN e pelos
estudos de DSC. E importante observar que no pH fisiologico (7,4), o grupo carboxila
de lipidios e acidos graxos pode estar parcialmente protonado, gerando uma carga
negativa na molécula (Massey, 2001). Assim, a interacdo dipolar entre o grupo
carboxila do a-ESA e da regido da colina na fosfatidilcolina pode refletir em mudancas
relacionadas ao valor de T; da colina lipidica. Assim, esta interacdo pode ser
responsavel por um acréscimo de ordem nesta regido polar. Como consequéncia da
interacao dipolar entre a colina de lipidios e o grupo carboxila do a-ESA, a ordem das
regides polar e interfacial de lipidios também pode ser afetada. Isso corrobora com o
discreto efeito de ordenamento provocado pelo a-ESA no fosfato e grupos carbonila,
observados pela técnica de HATR-FTIR.

As conclusdes sobre a interagdo, bem como o efeito de ordenagdo de a-ESA na
regido lipidica polar corroboram também com estudos de ESR (ressonancia
paramagnética eletronica, do inglés, Electron Spin Resonance) e RMN de H, que
investigaram o efeito de &cidos graxos, como acido oleico e monoleina, na
permeabilidade da fosfatidilcolina de ovo. Este estudo determinou que a interagao entre
0s acidos graxos insaturados com a cabeca polar fosfatidilcolina, assim como as suas
cadeias graxas flexiveis levam a uma passagem da fosfatidilcolina de sua forma
cilindrica tradicional para um complexo de lipidico em forma de "cone" em que a regido
da cabeca polar tem uma area menor em relagcdo a regido hidrofébica. Isto pode
desestabilizar a configuragdo da bicamada, aumentando a permeabilidade da
membrana (MURANUSHI et al., 1981).

Estudos anteriores relataram que os niveis de peroxidacao lipidica da membrana

sao influenciados pela carga e pela difusdo de espécies reativas, pela composicao da
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membrana no que diz respeito aos &cidos graxos insaturados, bem como as
propriedades intrinsecas de compostos antioxidantes no sistema (De LIMA et al., 2004,
KHAIRUTDINOV, CODDINGTON e HURST, 2000; KAGAN et al., 1990). As
propriedades intrinsecas dos antioxidantes incluem a sua reatividade quimica, a sua
distribuicdo entre as regides de lipidios hidrofilicos e hidrofébicos e a mobilidade dos
lipidios que podem criar condicbes para a acessibilidade mutua entre as espécies
reativas e os compostos antioxidantes (SERBINOVA et al., 1991). Em lipossomos de
ASO, o efeito de ordem promovido pelo a-ESA na cabeca lipidica polar pode limitar a
difusdo de °*OH para esta regido da membrana (Figura 30). A influéncia do
empacotamento em difusdo de espécies reativas de membrana também foi relatado
por Khairutdinov e colaboradores para o peroxinitrito (KHAIRUTDINOV, CODDINGTON
e HURST, 2000). Por outro lado, o efeito de desordem global do a-ESA em membranas
de fosfatidilcolina, provavelmente atribuido a sua dupla ligacdo cis, pode facilitar as
interagdes entre o *OH e a-ESA. Isso pode facilitar uma atividade antioxidante de a-
ESA. A relacdo entre os niveis de peroxidagcdo lipidica e da ordem de regibes
especificas da membrana foi previamente relatada para outras moléculas
antioxidantes, como a melatonina e alfa tocoferol (De LIMA et al., 2007; SERBINOVA et

al., 1991).


https://www.researchgate.net/publication/6035993_Melatonin_location_in_egg_phosphatidylcholine_liposomes_Possible_relation_to_its_antioxidant_mechanisms?el=1_x_8&enrichId=rgreq-b1065fa1d2f324a2c0c7e6008cd692f4-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI4MzA4MjY2ODtBUzoyODc0NjAzNTQ0NzgwODVAMTQ0NTU0NzI5Nzc4MA==
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Figura 30. Representacédo do efeito promovido pelo acido a-eleosteérico (a-ESA) em

lipossomos de asolecitina de soja (ASO).

Além das propriedades do a-ESA como sequestrador de espécies reativas, €
possivel que seu efeito na dindmica da membrana fosfatidilcolina de soja contribua
como um mecanismo secundario antioxidante contra os danos causados por espécies

reativas.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi realizada a purificacdo e o isolamento do acido a-eleostearico
a partir do 6leo de tungue e investigamos sua influéncia na dindmica de lipossomos
constituidos por ASO. Acreditamos que este trabalho possa contribuir para o

desenvolvimento de medicamentos que utilizem o a-ESA em sua composicao.

Os resultados apontam detalhes de como € possivel purificar o a-ESA e como

ele interage com o modelo de membrana lipossomal:

¢ Na purificagdo do a-ESA a partir do 6leo de tungue, obtivemos a-ESA com 95,9%
de pureza quando recristalizado com acetona e com um rendimento de 24,98%.
Quando recristalizado com solucdo etanodlica (EtOH/agua, 9:1), obteve-se uma
pureza de 92,2%, menor em relacdo ao primeiro resultado, com um rendimento
de 20,68% de a-ESA.

¢ A influéncia do a-ESA na peroxidacao in vitro da membrana mostrou os efeitos
das concentragcbes crescentes de a-ESA em lipossomos de ASO in vitro com
peroxidacdo induzida pelo *OH que parece ter uma atividade antioxidante in vitro
contra o dano induzido por *OH em lipossomos de ASO. A concentragédo inibitéria
de 50% da peroxidacdo (ICsp) foi atingida em 15 mg/mL de a-ESA. Na
concentragdo de 22,5 mg/mL, o acido graxo inibiu a peroxidacdo *OH em ASO em
aproximadamente 77%.

e Para os espectros de FTIR correspondentes a lipossomos contendo ASO, todos
os valores de frequéncia dos grupos de fosfatidilcolina na auséncia e aqueles na

presenca de 30 mg/mL de a-ESA mantiveram-se praticamente 0s mesmos.
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¢ Nenhuma variacdo na frequéncia de v,s PO, foi observada apés a interacdo com
a-ESA. Assim, pode-se concluir que o acido graxo ndo provocou variacdes nas
guantidades de ligacGes de hidrogénio entre o grupo fosfato lipidico e os atomos
de hidrogénio do a-ESA ou de agua. Contudo, pode-se observar que a-ESA
reduziu a largura da banda de vas PO, em cerca de 2 cm™, sugerindo que o acido
graxo pode causar uma pequena ou indireta diminuicdo na dinamica do grupo
fosfato em lipossomos de ASO.

e A ndo variacao de valores de frequéncia ou de forma das bandas de colina em
FTIR indica que o a-ESA néo influencia na hidratacdo do grupo polar da cabeca
lipidica. Estes resultados estdo de acordo com o comportamento inalterado em
relacdo a frequéncia da banda de v,s PO, na presencga de a-ESA.

e Sobre efeito do a-ESA na dinamica da cabeca polar de fosfatidilcolina presente
em ASO, as medidas de RMN de T; para os nlcleos de 'H da colina lipidica
indicaram que a presenca do &cido graxo nas membranas parece aumentar o T;
da regido de colina lipidica. Esta diferenca de cerca de 30% pode refletir uma
discreta reducéo na mobilidade da colina. Portanto, o comportamento induzido por
a-ESA na colina parece corroborar com um efeito de ordenamento na regiao de
colina lipidica. As conclus@es relativas aos grupos fosfato lipidico e colina, obtidas
por meio de técnicas de FTIR e RMN sugerem que a-ESA causa um efeito
discreto de ordenacdo em grupos presentes na cabeca polar da fosfatidilcolina
presente em lipossomos contendo ASO.

e A variacdo nula de frequéncia entre as bandas de FTIR para v C=0 em
lipossomos de ASO puros e na presenga de a-ESA sugeriram que o acido graxo

ndo interage via ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonila da fosfatidilcolina.
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Observou-se, contudo, que as concentragdes crescentes de a-ESA reduziram o0s
valores de largura da banda de v C=0. O &cido graxo parece ser responsavel por
uma diminuicdo da largura da banda de v C=0 em 11 %. A diminuicdo na largura
da banda v C=0 pode ser atribuida a existéncia de grupos ésteres da carbonila
altamente imobilizados nas cadeias lipidicas. Os resultados sugerem que o efeito
de ordenamento de a-ESA ocorre ndo s6 na regido polar dos lipidios, mas
também afeta a regido interfacial de fosfatidilcolina presente em lipossomas de
ASO.

Na cadeia acil, nao foi observada influéncia de a-ESA nas frequéncias de vs CH;
e vas CH, em FTIR. Assim, o 4cido graxo ndo parece influenciar a isomerizacao
trans/gauche do sistema lipidico. Para o v,s CH, ndo houve mudanca em relagéo
a largura da banda. Foi observado, entretanto, um efeito do acido graxo, em
diferentes concentracdes, sobre as larguras de banda do vs CH, em que pode-se
observar que o a-ESA é responsavel pelo alargamento de 13% da vs CH, de um
modo concentracdo-dependente.

As analises em DSC indicam que o a-ESA reduziu o valor de AH dos lipossomos
de ASO em aproximadamente 53%. Assim, € possivel que o acido graxo promova
um rearranjo molecular de fosfatidilcolina para um estado mais desordenado, que
corrobora com os resultados de FTIR. O efeito de desordem causada por a-ESA
em membranas fosfolipidicas pode ser atribuido a localizagédo da dupla ligacao cis
do acido graxo. A ligacdo dupla cis do a-ESA tem uma conformacédo normalmente
"angular ou inclinada" que pode afetar o empacotamento da regido hidrofébica da

membrana fosfatidilcolina.
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e Uma reducédo correspondente a 20% do valor inicial de turbidez dos lipossomos
de ASO foi observada apos a incorporacao de 30 mg/mL de a-ESA na membrana.
Estes efeitos podem causar um decréscimo na turbidez do sistema. O a-ESA tem

um efeito global reduzindo a fluidez de lipossomos de fosfatidilcolina.
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Abstract

In this study, the effect of a-eleostearic acid (a-ESA) on the in vitro
hydroxyl radical (*OH)-induced lipid peroxidation of soybean asolectin (ASO)
liposomes was investigated and correlated to changes caused by this fatty acid
in the membrane dynamics. The influence of a-ESA on the dynamic properties
of liposomes, such as hydration, mobility and order, were followed by horizontal
attenuated total reflection Fourier transform infrared spectroscopy (HATR-
FTIR), nuclear magnetic resonance (NMR), differential scanning calorimetry
(DSC) and UV-visible techniques. a-ESA showed an in vitro antioxidant activity
against the damage induced by *OH in ASO liposomes. The analysis of HATR-
FTIR frequency shifts and bandwidths and 'H NMR spin-lattice relaxation times
,related to specific lipid groups, showed that a-ESA causes an ordering effect
on the polar and interfacial regions of ASO liposomes, which may restrict the
*OH diffusion in the membrane. DSC enthalpy variation analysis suggested that
the fatty acid promoted a disordering effect on lipid hydrophobic regions, which
may facilitate interactions between the reactive specie and a-ESA. Turbidity
results showed that a-ESA induces a global disordering effect on ASO
liposomes, which may be attributed to a change in the lipid geometry and
shape. Results of this study may allow a more complete view of a-ESA
antioxidant mode of action against *OH, considering its influence on the

membrane dynamics.

Keywords: a-eleostearic acid; asolectin; liposomes; lipid peroxidation; hydroxyl
radical; FTIR; NMR; DSC.



Introduction

The a-eleostearic acid (9Z11E13E octadecatrienoic acid, a-ESA) is a
conjugated fatty acid (Figure 1) which can be obtained from tung (Aleurites
fordii) oil [1]. Its ® conjugation system may be responsible for prooxidant or
antioxidant activities. On one hand, a-ESA shows a selective and considerable
suppressive effect on tumor growth via induction of apoptosis by promoting lipid
peroxidation in membranes [2, 3]. On the other hand, a-ESA can reduce the
levels of lipid peroxidation caused by oxidative stress in plasma, lipoproteins
and erythrocyte membrane [4].

Figure 1

It is known that lipid peroxidation is related to significant modifications in
the membranes, such as the rearrangement or loss of double bounds,
variations in membrane fluidity degree, increase of permeability and changes in
thermotropic phase properties [5-8]. Exogenous molecules which can affect lipid
peroxidation levels may also cause changes in membrane properties and
dynamics [9-11]. To the best of our knowledge, the effects of a-ESA in
membrane physico-chemical properties have not been completely elucidated.
Thus, it is important to establish a basic knowledge about the interactions
concerning a-ESA and membranes in order to contribute to better
understanding of its effects on the membrane dynamics and lipid peroxidation
process.

The molecular dynamics of the membrane can be investigated by models
such as liposomes, which are suitable for in vitro studies of structure and
properties. Liposomal systems facilitate the control of phospholipid composition,
structure and dynamics [12, 13]. In this study, the effect of a-ESA on the in vitro
hydroxyl radical (*OH) - induced lipid peroxidation of soybean asolectin (ASO)
liposomes was studied and correlated to the fatty acid influence on the
membrane dynamics. It is worth mentioning that ASO contains a mixture of
phospholipids, which includes the soybean phosphatidylcholine (SPC, Figure
2).
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Figure 2

The influence of a-ESA on liposome dynamic properties, such as
hydration, mobility and order, were followed by horizontal attenuated total
reflection Fourier transform infrared spectroscopy (HATR-FTIR), nuclear
magnetic resonance (NMR), differential scanning calorimetry (DSC) techniques
and turbidity essays.

Abbreviations: ASO, soybean asolectin; DSC, differential scanning calorimetry;
AH, enthalpy variation; a-ESA, a-eleostearic acid; FTIR, Fourier transform
infrared spectroscopy; HATR-FTIR, horizontal attenuated total reflection -
Fourier transform infrared spectroscopy; ‘OH, hydroxyl radical; MLV,
multilamellar large vesicles; NMR, nuclear magnetic resonance; S.D., standard
deviation; SPC, soybean phosphatidylcholine; TBARS, thiobarbituric acid
reactive substances; TCA, trichloroacetic acid; T, correlation time; v, stretching

vibration.



2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

Soybean asolectin (ASO, containing 25% of SPC), salts, tricine,
deuterated water/ sodium 3-(trimethylsilyl)-[2,2,3,3-2H4]-1-propionate (TSP,
0.05%) and thiobarbituric acid were obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Hydrogen peroxide, phosphate buffer (KH.PO,) and trichloroacetic acid
(TCA) were purchased from Synth (Sdo Paulo, SP, Brasil). Lipids were used

without further purification and all the other chemicals were of analytical grade.

2.2. Preparation of a-ESA

a-Eleostearic acid was obtained from tung oil, which was purchased from
Campestre Ltda (Sao Paulo, SP, Brazil). It was purified by saponification of 25 g
tung oil with KOH/CH3CH>OH and neutralized by H,SO4 [14]. a-ESA was
isolated from the other fatty acids by recrystallization using acetone [15].

2.3. Preparation of liposomes

Multilamellar large vesicles (MLV) containing ASO 150 mg/mL were
produced pure or loaded with a-ESA, through lipid co-solubilization in CHCl;
followed by solvent evaporation under vacuum. The dried films were then
resuspended at room temperature from the walls of a round bottom flask by
vortexing in tricine/MgCl, buffer 10 mM, pH 7.4 [16]. In order to prepare
liposomes which contained a-ESA, different fatty acid concentrations were
added during the solvent co-solubilization process [17]. The a-ESA

concentrations added to liposomes ranged from 0 to 30 mg/mL.
2.4 Lipid peroxidation essays
Peroxidation of ASO liposomes was induced by hydroxyl radical (‘'OH).

‘OH was produced from the reaction of H.O, 2.8mM, FeCl; 0.02mM and
ascorbate 0.1mM, adapted from the study carried out by Halliwell and co-
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workers [18]. 'OH was added to a dispersion of ASO liposomes pure or
containing different concentrations of a-ESA (ranging from 0 to 30 mg/mL) and
KH,PO4 10mM at pH 7.4. The samples were then incubated for 30 min at 37°C.
The lipid peroxidation level was obtained by thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) method [19, 20]. This method is based on the
quantification of the complex produced by the reaction between malondialdeyde
and thiobarbituric acid, in the presence of TCA. The amount of TBARS was
calculated from optical densities at 535 nm, obtained by a Shimadzu UV-2550
UV-vis spectrophotometer (Kyoto, JP), using an extinction coefficient of 1.56 x
10° M cm™. Results were shown as mean * standard deviation (S.D.) of
triplicates from three independent experiments. In all experiments, controls
were obtained by adding reagents except lipid membranes in the reaction

medium.
2.5. HATR-FTIR experiments

HATR-FTIR measurements were performed using a Shimadzu IR
Prestige-21 spectrometer (Kyoto, JP) at 23°C. ASO liposomes 150 mg/mL,
pure or loaded with a-ESA (in the concentration range from 0 to 30 mg/mL)
were deposited on a ZnSe crystal support and immersed into the tricine/MgCl,
buffer 10mM, pH 7.4. Interferograms were averaged for 50 scans and recorded
in the frequency range from 400 to 4000 cm™. The spectra were analyzed by
Shimatzu IR solution software 1.5. Frequency variations were detected through
the analysis of a-ESA-induced shifts of ASO vibrational bands. Changes in the
bandwidth of the lipid groups stretching bands were measured relative to a
straight base line at 3 of peak height position. The following lipid group
vibrations were analyzed: the phosphate antisymmetric stretching vibration, in
the range of frequency from 1260 to 1220 cm™ (vas PO2); the choline
antisymmetric stretching vibrations, in frequency values around 970 cm™ (Vas
CN*C) and near 3005 cm™ (vas NCH); the carbonyl stretching mode, in the
frequency range from 1725 to 1740 cm” (v C=0); the symmetric and
antisymmetric stretching vibrations of the acyl chains methylenes, with the

frequency values around 2850 cm™ (v¢ CHz) and 2920 cm™ (vas CHy),
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respectively. It is worth pointing out that these vibrations are related to

phosphatidylcholine groups [21, 22].
2.6. NMR studies

Choline 'H spin lattice relaxation times (T1) of ASO liposomes, empty or
loaded with a-ESA, were obtained at 60 MHz by a NMR Anasazi Instrument
spectrometer (Indianapolis, USA), by inversion recovery pulse sequences. The
correlation time (t) values ranged from 0.2 to 102.4 seconds. Temperature was
held constant at 23°C. Chemical shifts were referenced to TSP (0 ppm) [9].
Relaxation time values and relative intensities were obtained by fitting the
exponential data to the NUTS code.

2.7. DSC measurements

DSC measurements of ASO liposomes, pure or loaded with a-ESA, were
performed by a TA Instrument 2010 DSC cell (New Castle, DE). The heating
rate was set to 1°C/min in a temperature range from 10 to 60°C, under nitrogen
flow (50/50 mL min™"). An empty aluminium pan was used as reference [9]. The
AH was obtained by integrating the area under the DSC peak using the
Software Universal 4.0 C from TA Instruments.

2.8. Turbidity essays
Turbidity measurements of liposomes containing ASO 150 mg/mL, pure
or loaded with a-ESA (in the concentration range from 0 to 30 mg/mL) were

performed at 400 nm using a Shimadzu UV-2550 UV-vis spectrophotometer
(Kyoto, JP).

3. Theory section — Instrumental techniques
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FTIR is a suitable technique to study lipid membranes at the
submolecular level [23, 24]. Horizontal attenuated total reflection FTIR (HATR-
FTIR) has been used to study liposomes since it prevents membrane damage
caused by the IR laser [23, 25]. In the case of phosphatidylcholine, the FTIR
spectrum shows vibration bands which can be divided into three different
regions corresponding to the polar, interfacial and hydrophobic moieties of the
lipid [26]. Typical vibrations of covalently bonded atoms can be classified as
“pending” and “stretching”. The latter involves changes in the bond lengths [27].
The main stretching bands related to phosphatidylcholine groups are: the
phosphate antisymmetric stretching vibration (vas PO2’, 1260-1220 cm™) and the
choline antisymmetric stretching vibrations (vas CN*C, ~ 970 cm™ and vas NCH,
~ 3005 cm™”) both located in the lipid polar region; the interfacial carbonyl
stretching mode (v C=0, 1725-1740 cm™") and the symmetric and antisymmetric
stretching vibrations of the hydrophobic acyl chains methylenes (vs CH,, ~ 2850
cm™ and vas CHa, ~ 2920 cm™) [21, 22].

The presence of an exogenous molecule incorporated into the
membrane can induce changes in the lipid FTIR bands, such as shifts and
bandwidth variations. These changes can provide information about physico-
chemical processes taking place in the systems [28]. With respect to the lipid
polar region, vas PO2" is sensitive to hydration conditions. The frequency values
usually decrease with increasing hydration [29]. Thus, if an exogenous molecule
modifies the number and orientations of hydrogen bounded water molecules
around this lipid head group, a shift in the v,s PO2" frequency value must be
observed in the FTIR spectrum. Variations of the bandwidth of specific lipid
bands, such as v,s PO, , give information about the system dynamics since the
bandwidth is affected by rotational, translational and/or collisional effects [30].
As the membrane dynamics increases, an increase in lipid peaks bandwidth will
be observed [31].

The analysis of v,s CN*C and v,s NCH may reflect conformation changes
of the choline group due to its separation from the phosphate region related to
possible intercalation of water molecules between these two charged groups
[32]. The choline group is associated with water by dipole interactions which

can be affected by lipid-molecule interaction [29]. In this study, HATR-FTIR
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information concerning the a-ESA influence on the choline group dynamics was
complemented by "H NMR spin lattice relaxation time measurements (T4), since
the relaxation of 'H occurs predominantly through dipolar interactions involving
neighboring 'H nuclei [33-35]. The Ty is the time constant for the spin system to
reach equilibrium with its surroundings [36]. Relaxation times are related to
correlation time, which defines the time it takes for a molecule to reorient in a
given membrane phase. Thus, T; measurements may provide dynamic
information concerning membrane specific regions, which includes the influence
of a molecule in lipid fast motions, such as rotation [37].

The hydration degree of the lipid interface region may be monitored by
the analysis of HATR-FTIR carbonyl stretching vibration, since it is sensitive to
the hydration state, polarity, degree and nature of the hydrogen bonding
interactions in the lipid-water interface [29]. A decrease in the v C=0 frequency
may mean the strengthening of existing hydrogen bonding or formation of new
hydrogen bonding between the lipid and the interacting molecule [28, 38].
Variations related to carbonyl stretching bandwidth may reflect conformational
changes in the membrane interfacial region. The v C=0O bandwidth increases
as the motional freedom of this lipid region enhances [25].

The analysis of acyl chains methylenes HATR-FTIR bands is very useful
to the study of physical properties of lipids, since they are sensitive to the
hydrophobic chain conformation [39]. Shifts in the frequency values of vs CHz
and v, CHo are related to the conversion from trans to gauche conformers [40].
Trans-gauche isomerization is included in the gel-to-liquid crystalline lipid phase
transition, as well as in a series of intermediate states which consist of mixtures
of lipid molecules in both gel and liquid crystalline conformations. These states
may differ in the number of lipids in the available single lipid substrates and in
their lateral arrangement in the lipid matrix [41]. Changes in vs CHz and vas CH>
FTIR bandwidths reflect alterations in the motional freedom degree related to
the lipid hydrophobic region [42]. The v CH, bandwidth is also sensitive to the
phase transition [30]. At more ordered phase states, such as the gel one, these
bands are sharp and centered at lower frequency, indicating the predominance
of immobile hydrocarbon chains [43]. As the phase state becomes more

disordered, these bands broaden and their peak frequencies may increase by
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values ranging from approximately 1.5 to 3 cm™ for vs CH, and from 2.5 to 5 cm’
! for vas CHz. These changes are related to the increasing mobility of the
vibrating groups of the hydrocarbon chains [39]. The bandwidth is sensitive to
the presence of gauche conformers, as well as to the restriction related to
librational or torsional motion of the lipid chains [44].

The influence of exogenous molecules on lipid acyl chains
thermodynamic behavior may also be monitored by differential scanning
calorimetry (DSC). Acyl chains can undergo phase transitions at specific
temperatures, depending on the structure of the lipid. Important information
concerning the transitions and order related to the acyl chain assembly can be
obtained by DSC, by measuring the enthalpy variation of the lipid transition (AH)
[9, 45]. AH is related to the actual heat required for the entire transition, and can
be calculated from the integration of the area under the DSC exothermic or
endothermic transition peak. The enthalpy of a membrane is given by the time
or spatial average over all available phase states. AH measurements enable
information to be gotten on structural modifications which have occurred in lipid
bilayers in the presence of an exogenous molecule [22, 46].

Lipid phase transitions can also be related to changes in the system
turbidity. Lipid turbidity can be defined as its “apparent absorbance” and UV-
visible spectrophotometers are advisable to investigate the possibilities of
observing phase transitions of lipids. For example, a decrease in the optical
density related to dipalmitoylphosphatidylcholine aqueous dispersion was
observed at its phase transition temperature [47]. Therefore, this decrease in
the lipid turbidity is related to the transition from ordered states to disordered
ones.

4. Results and Discussion
4.1. a-ESA influence on in vitro lipid peroxidation of ASO liposomes
To determine the a-ESA influence on the membrane in vitro peroxidation,

ASO liposomes, pure and loaded with the fatty acid, were submitted to oxidation
induced by hydroxyl radical (*OH) and the TBARS level was then determined.
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Figure 3 shows the effect of increasing concentrations of a-ESA on the in vitro

*OH-induced peroxidation of ASO liposomes.

Figure 3

The TBARS quantities demonstrated in Figure 3 were generated by the
*OH peroxidation in ASO and are in agreement with previous studies which
reported the levels of *OH peroxidation in different kinds of membranes [48]. In
Figure 3, one can observe that a-ESA seems to have a protective activity
against the damage induced by *OH in ASO liposomes. The a-ESA half
inhibition concentration (ICsg) was reached in 15 mg/mL. At the concentration of
22.5 mg/mL, the fatty acid inhibited the *OH-induced ASO peroxidation in
approximately 77%. The a-ESA antioxidant activity corroborates with the effect
reported by a-ESA in the lipid peroxidation levels of rat plasma, lipoprotein,
erythrocyte membranes and non enzymatic liver tissue [4]. It is known that
conjugated trienoic fatty acids, such as a-ESA, may scavenge free radicals,
thereby eliminating or reducing the formation of hydroperoxides [4].
Furthermore, the oxidation of a-ESA may result in the formation of conjugated
dienoic fatty acids that also act as antioxidants [49]. Since lipid peroxidation is
also related to changes in membrane physico-chemical properties [5-8], our
study aimed to investigate a possible relationship between the observed
antioxidant effects of a-ESA and the influence of this fatty acid on the molecular
dynamics of lipid membrane. Therefore, results of the a-ESA effects on ASO

liposomes physico-chemical properties are presented below.

4.2. a-ESA effects on ASO liposome dynamics

Characterization of the effects caused by a-ESA on the ASO liposomes
dynamical properties was performed by HATR-FTIR, NMR and DSC
techniques. The instrumental measurements were performed in order to
compare the behavior of pure liposomes to those loaded with the fatty acid.
Thus, MLVs were employed to determine details of bilayer structures since their
large size (near 2 ym) makes structural analysis with techniques such as NMR
more straightforward by comparison with smaller vesicles [16].
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The HATR-FTIR spectra of ASO liposomes were obtained in order to
understand the effects of different concentrations of a-ESA on specific lipid
regions. Figure 4 shows the spectra which correspond to ASO liposomes pure

and those containing a-ESA 30 mg/mL.
Figure 4

For pure ASO liposomes, the following vibrational peak frequencies
were detected and analyzed: (a) vas PO2 at 1217 cm™, (b) vas CN*C at 974 cm’
! (c) vas NCH at 3005 cm™ (d) v C=0 at 1734 cm™, (e) vs CHz and vas CH; at
2853 cm” and 2924 cm’', respectively. These frequencies of stretching
vibrations correspond to SPC groups, which represent 25% of the total lipid
mixture contained in ASO [50]. The a-ESA influence on each of the SPC groups
was studied by analyzing changes in the frequency values, as well as the
bandwidth at % of peak height position. Information obtained from HATR-FTIR
essays were complemented by NMR and DSC data. All results were interpreted
considering the effect of the fatty acid on the polar, interfacial and hydrophobic

ASO regions.
4.2.1 a-ESA interaction with ASO polar head

It is known that phosphatidylcholine bilayers consist of an interlocking
set of intermolecular electrostatic associations of the negatively charged
phosphate with the positively charged choline groups of neighboring lipids.
Thus, it is important to evaluate the a-ESA influence on the dynamics of these
two lipid polar head groups since they play an important role in the maintenance
of the bilayer configuration and the barrier properties [51]. In the spectra shown
in Figure 4, all the frequency values of the groups related to pure ASO
liposomes and ASO liposomes in the presence of a-ESA 30 mg/mL remain
almost the same.

With respect to the a-ESA effect on the lipid polar region, Figure 5 shows

a zoom of Figure 4 spectra in the region of v, PO, vibrations.
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Figure 5

In both samples, corresponding to ASO liposomes pure and in the
presence of a-ESA 30 mg/mL, the v,s PO2" band shows a small shoulder at
lower frequency. This is due to the hydrogen-bounded phosphate groups, a
consequence of its weak hydrogen bonding interaction with the lipid choline
region [52, 53]. As mentioned before, the vas PO2" band is useful to monitor the
hydration state of the polar head groups of phospholipids [42]. An a-ESA-
induced increase in the v,s PO, band frequency would indicate a dehydration of
the phosphate group, while a decrease in the same frequency could correspond
to the hydration of this region [40]. In this study, since no variation in the v
PO, frequency was observed after lipid interaction with a-ESA, it can be
concluded that the fatty acid does not cause changes in the quantities of
hydrogen bonds among the lipid phosphate group and the hydrogen atoms of
the a-ESA or water [54]. However, Figure 5 shows that a-ESA reduced the
bandwidth of vas PO, bandwidth in approximately 2 cm™, suggesting that the
fatty acid may cause a slight or indirect decrease in the phosphate group
dynamics.

Changes induced by a-ESA in the intensity of the vas CN*C band at 974
cm™, as well as its influence on vas NCH at 3005 cm™ were also investigated.
Figure 4 shows no a-ESA influence on the shape or frequency values related to
the choline bands. These results are in agreement with the unchanged behavior
of the vas PO2 band in the presence of a-ESA, confirming that the fatty acid has
no influence on the ASO polar head group hydration.

In order to obtain more information about the a-ESA effect on the polar
head dynamics, NMR choline 'H Ty measurements were performed. Figure 6
shows 'H T curves related to the choline region of ASO liposomes pure and
loaded with a-ESA 30 mg/mL.

Figure 6

The presence of a-ESA in the liposomes seems to increase the Ty of
SPC choline region from 0.3 s (value corresponding to pure ASO liposomes) to

13


https://www.researchgate.net/publication/20404261_Infrared_and_31P-NMR_studies_of_the_interaction_of_Mg2_with_phosphatidylserines_effect_of_hydrocarbon_chain_unsaturation?el=1_x_8&enrichId=rgreq-b1065fa1d2f324a2c0c7e6008cd692f4-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI4MzA4MjY2ODtBUzoyODc0NjAzNTQ0NzgwODVAMTQ0NTU0NzI5Nzc4MA==
https://www.researchgate.net/publication/15651236_Infrared_spectroscopic_study_of_the_interaction_of_diacylglycerol_with_phosphatidylserine_in_the_presence_of_calcium?el=1_x_8&enrichId=rgreq-b1065fa1d2f324a2c0c7e6008cd692f4-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI4MzA4MjY2ODtBUzoyODc0NjAzNTQ0NzgwODVAMTQ0NTU0NzI5Nzc4MA==
https://www.researchgate.net/publication/51923308_Probing_molecular_interactions_of_polystyrene-co-maleic_acid_with_lipid_matrix_models_to_interpret_the_therapeutic_potential_of_the_co-polymer?el=1_x_8&enrichId=rgreq-b1065fa1d2f324a2c0c7e6008cd692f4-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI4MzA4MjY2ODtBUzoyODc0NjAzNTQ0NzgwODVAMTQ0NTU0NzI5Nzc4MA==

0.5 s (value corresponding to ASO liposomes loaded with a-ESA). This
difference of approximately 30 % may reflect a decrease in the choline motional
freedom [35, 55]. Since the increase of T, is related to an increase in 1. values,
the a-ESA induced- change in choline behavior corroborates with an ordering
effect in this lipid region. Thus, the findings concerning the lipid phosphate and
choline groups, obtained by FTIR and NMR techniques, suggest that a-ESA
causes a discrete ordering effect on ASO head region.

4.2.2 a-ESA influence on the ASO interfacial region

The o-ESA effects on the ASO interfacial region were studied by
comparing the analysis of the HATR-FTIR v C=0 band in ASO liposomes, pure
and in the presence of the fatty acid. As mentioned before, the v C=0 band is
related to changes in its environment, such as hydrogen bonding or polarity
[27]. The analysis of Figure 4 shows no changes in the ASO v C=0 frequency
after interaction with a-ESA. Thus, these results suggest that there is no
hydrogen bond between the fatty acid and the ASO carbonyl group. Variations
in v C=0 bandwidth as a result of increasing a-ESA concentrations are shown

in Figure 7.
Figure 7

In Figure 7, one can observe that increasing concentrations of a-ESA
reduced the v C=0 bandwidth values slightly. At 30 mg/mL, the fatty acid
seems to be responsible for a reduction in the v C=0 bandwidth, from 15 cm’
to 13.3 cm™', which corresponds to 11% of the value related to pure ASO
liposomes.

The broadness of the v C=0O band seems to be attributable to the
absorptions of carbonyl ester located in sn-1 and sn-2 chain, which are not
equivalent [56]. A sharp v C=0 band can be attributed to the existence of highly
immobilized ester carbonyl groups in the lipid chains. For lipids, it is known that
the conversion of liquid crystalline states to the gel phase coincides with a

change from a broader to a narrower v C=0 band [57, 58]. In our study, it may
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suggest that an ordering effect of a-ESA occurs not only at the polar region but

also affects the interfacial region of ASO membranes.

It is worth mentioning that, at physiological pH (7.4), the carboxyl group
of lipids and fatty acids may be partially unprotonated, generating a molecular
negative charge [59]. Thus, a dipolar interaction between the a-ESA carboxyl
group and the phosphatidylcholine choline region may be reflected in changes
related to the lipid choline Ty value, as reported in this study by NMR results.
This interaction may be responsible for an increase in the lipid choline region
order. As a consequence of the dipolar interaction between the lipid choline and
the a-ESA carboxyl group, the order of the lipid polar and interfacial regions
may also be affected. It corroborates with the slighter a-ESA ordering effect

observed in lipid phosphate and carbonyl groups by the HATR-FTIR technique.

4.2.3. a-ESA effects on ASO acyl chain methylenes

In Figure 4, one can observe that no shifts in the HATR-FTIR frequencies
values of ASO methylene stretching bands were induced by a-ESA. As
mentioned before, changes in v¢ CH, and v, CH» band frequencies may reflect
the average trans-gauche isomerization in the lipid system [28]. Thus, a-ESA
does not seem to influence the trans-gauche isomerization of the lipid system.

The influence of increasing concentrations of a-ESA on the bandwidth of

ASO acyl chains methylenes stretching bands was also investigated (Figure 8).

Figure 8

In Figure 8, one can observe that a-ESA was responsible for the
broadening of vs CH,, in a concentration-dependent manner. After the
incorporation of a-ESA 30 mg/mL, the vs CH, bandwidth broadened from 18.6
cm™ to 21 cm™. This a-ESA-induced variation of 2.4 cm™ in the v¢ CH»
bandwidth corresponds to a broadening of approximately 13%, which is
included in the range of values expected for a disordering effect on the
liposomal system [39]. As no shifts in acyl chains CH, stretching were
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observed, the increase in CH, mobility promoted by a-ESA may not have been
related to a conversion from trans to gauche conformers [40].

DSC experiments were performed in order to determine the a-ESA
influence on the ASO liposomes phase transition and order. From DSC curves
(data not shown), an endothermic transition in the negative range from -40 to -
18° C was observed. This range corresponds to the typical negative range of
fully hydrated unsaturated phosphatidylcholine, including those containing oleic
acids in their hydrophobic region (note that Figure 2 shows that it is one of the
fatty acids present in SPC) [60]. From this transition, the enthalpy variation (AH)
values related to ASO liposomes, in the absence and in the presence of a-ESA,

were obtained. These results are shown in Table 1.

Table 1

The analysis of Table 1 indicates that a-ESA reduces the ASO AH value
in approximately 53%. Thus, the fatty acid may promote a SPC molecular
rearrangement to a more disordered state, which corroborates with the FTIR
findings. The disordering effect caused by a-ESA on phospholipid membranes
may be attributed to the location of the fatty acid cis double bond [61]. The a-
ESA cis double bond has a typical “kinked” conformation which can affect the
packing of the hydrophobic region of the phosphatidylcholine membrane.
Subbayah and co-workers [62] observed a fluidizing effect for
dipalmitoylphosphatidylcholine liposomes after  the insertion of
phosphatidylcholine molecules containing cis9-trans11 conjugated linoleic acid
in one of its acyl chain. These authors also reported that the conjugation of
double bounds has a strong influence on the physical structure of the fatty acid

and that it is an important factor associated to the membrane fluidizing effect.

4.2.4. Turbidity measurements. The global effect of a-ESA on ASO liposomes
was investigated by turbidity studies at 400 nm. Figure 9 shows the influence of

different a-ESA concentrations on the liposomes turbidity.

Figure 9
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A reduction corresponding to 20% of the initial ASO turbidity value was
observed after the incorporation of a-ESA 30 mg/mL into the membrane. The
reduction in the absorbance values is related to a decrease in aggregation and
fusion of the vesicles; it implies in the reduction of the particle size [38, 63]. The
reduction of membrane turbidity can also be observed in gel to liquid-crystalline
phase transitions, mainly due to changes in the lipids refractive index as a
consequence of variations in lipid density during melting [47]. Thus, a-ESA
seems to have a global effect related to the increase of the ASO liposomes
fluidity.

Turbidity results are supported by our FTIR, NMR and DSC studies. The
ordering effect caused by interaction of the unsaturated fatty acids with
phosphatidylcholine polar head, as well as the influence of its cis-double bond
in lipid acyl chains, may leads to a transition from the phosphatidylcholine
typical cylindrical shape to a “cone” shaped lipid complex where the polar
headgroup region has a smaller area than the hydrophobic region. It may
destabilize the bilayer configuration, enhancing the membrane permeability [61,
64].

5. Conclusion

Previous studies reported that membrane lipid peroxidation levels are
influenced by the charge and diffusion of the reactive species, the membrane
fatty acid unsaturated bonds content and order, as well as the intrinsic
properties of antioxidant compounds in the system [48, 65, 66]. *OH is the most
reactive among reactive oxygen species and its biological importance was
discussed by other authors [65, 67]. The lipid mobility can create conditions for
mutual accessibility among the reactive species and the antioxidant compound
[68]. Antioxidant intrinsic properties include its chemical reactivity and its
distribution between the hydrophilic and hydrophobic lipid regions. In ASO
liposomes, the ordering effect promoted by a-ESA in the lipid polar head may
restrict the *OH diffusion toward this region of the membrane. The influence of
membrane packing on reactive species diffusion is also related by Khairutdinov
and co-workers for peroxinitrite [65]. On the other hand, the a-ESA disordering
effect on phosphatidylcholine membranes, attributed to its cis double bound,
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may facilitate the interactions between the *OH and a-ESA. It may provide a
more efficient antioxidant activity of a-ESA. The relationship among the lipid
peroxidation levels and the order of specific regions of the membrane was
previously reported to other antioxidant molecules, such as melatonin and alpha
tocopherol [35, 68]. Besides the a-ESA scavenging properties, the effect of a-
ESA on the asolectin membrane dynamics may contribute as an antioxidant
secondary mechanism against the damage caused by reactive species.
Findings described in this study can contribute to get a broader view of
the a-ESA biological activity which can be useful to the development of new

strategies for lipid peroxidation-related disease therapy.
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Figure Captions

Figure 1. Structure of a-eleostearic acid (a-ESA, 9Z11E13E octadecatrienoic

acid).

Figure 2. Structure of soybean phosphatidylcholine (SPC). R or R’= oleic
(18:1), linoleic (18:2) or linolenic (18:3) acid.

Figure 3. Variation of total lipid peroxidation induced by hydroxyl radical (*OH)
as a function of increasing concentrations of a-eleostearic acid (a-ESA)
incorporated into asolectin (ASO) liposomes. Results were obtained by TBARS
method and shown as mean * S.D. of triplicates from three independent

experiments.

Figure 4. FTIR spectra of asolectin (ASO) liposomes pure and in the presence
of a-eleostearic acid 30 mg/mL (ASO+ a-ESA). Interferograms were obtained
from the average of 50 scans, with a resolution of 2 cm™, in a frequency range
of 400- 4000 cm’".

Figure 5. Zoom of the FTIR spectra of asolectin (ASO) liposomes, pure and in
the presence of a-eleostearic acid 30 mg/mL (ASO+ a-ESA), in the asymmetric
phosphate stretching region (vas PO2). The zoom was obtained from the full
spectra shown in Figure 4. Interferograms were obtained from the average of 50

scans, with a resolution of 2 cm™ in a frequency range of 400- 4000 cm™.

Figure 6. Asolectin choline proton spin lattice relaxation times ("H T) in the
absence (ASO, open squares) and in the presence of a-eleostearic acid 30
mg/mL (ASO + a-ESA, open circles). The 'H T; data were reached at 60 MHz,
23°C, using a 7 range of 0.2-102.4 s.

Figure 7. Bandwidth variations related to asolectin (ASO) carbonyl stretching

vibration (v C=0) after interaction with different concentrations of a-eleostearic

acid (a-ESA), The curve was obtained from HATR-FTIR interferograms, which
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were averaged for 50 scans at 2 cm™ resolution, in frequencies ranging from
400 to 4000 cm'.

Figure 8. Effect of different concentrations of a-eleostearic acid (a-ESA) on the
bandwidths of acyl chains methylenes symmetric stretching vibrations (vs CH>)
of asolectin (ASO) liposomes. The curve was obtained from HATR-FTIR
interferograms averaged for 50 scans at 2 cm™ resolution, with frequencies
ranging from 400 to 4000 cm™.

Figure 9. Turbidity changes for asolectin (ASO) liposomes after interaction with

different concentrations of a-eleostearic acid (a-ESA). The optical density
values were obtained at 400 nm by a UV-visible spectrophotometer.
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Table

Table

Table 1. Influence of a-eleostearic acid (a-ESA) 30 mg/mL on asolectin (ASO)

enthalpy variation (AH) values®.

Membrane system | AH (J/Q)

ASO |1.97]
ASO + a-ESA | 0.92]
AAH | 1.05]

& AH of ASO liposomes, pure or loaded with a-eleostearic acid (ASO + a-ESA),
were calculated from DSC thermograms.
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