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RESUMO

Ferreira, C. R. Efeito da Anexina A5 na interacio entre ions Ca’"
membranas contendo DPPS. 2021. 89p. Dissertagio — Programa de Pos-
Graduacao em Quimica. Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirio Preto,

Universidade de Sao Paulo.

A mineralizagao do osso ¢ um processo dirigido por vesiculas da matriz (VMs), que
produzem e liberam as primeiras particulas de mineral na matriz extracelular
colagenosa. Acredita-se que a Anexina A5 (AnxA5) desempenhe um papel
importante na nucleagdo de mineral dentro das VMs influenciada por calcio e PS. O
trabalho buscou avaliar a estabilidade de membranas compostas por DPPC e DPPS
em meios contendo fons Ca?*, assim como o efeito da AnxAS5 sobre essa estabilidade
e sua relevancia para o processo de mineralizagao ossea. O efeito de ions Ca*" sobre
membranas constituidas por DPPC puro, 10%DPPS, 20%DPPS (porcentagens
molares) e DPPS puro foi avaliado a partir de monocamadas de Langmuir (isotermas
T-A e microscopia de fluorescéncia) e lipossomos (calorimetria de varredura
diferencial, DSC; e espalhamento dinamico de luz, DLS). Os dados obtidos por meio
de DSC e DLS mostram que concentragoes de calcio na faixa de 0,5-2,0 mM induzem
a formagao de dominios lipidicos ricos em DPPS e que promovem a desestabilizagao
de lipossomos. No entanto, o efeito fusogénico promovido pelos fons Ca’" ¢
minimizado na presenga de AnxA5 (fusdo que outrora ocorria em 0,5 mM passa a
ocorrer a partir de 1,0 mM na presenga da proteina). As imagens de microscopia
mostram a formagao de pequenos dominios lipidicos em monocamadas de DPPC
puro em meio contendo ions Ca’", que se tornam maiores na presenga de DPPS e
ainda maiores na presenca de AnxA5. Os resultados indicam que a AnxA5 pode ser
fundamental para a nucleagao de mineral dentro de VMs, atuando na estabiliza¢ao de
regides abundantes em DPPS para que ocorra acimulo suficiente de calcio e fosfato,

necessarios paraa formacio e crescimento do mineral.

Palavras-chave: Anexina A5; Calcio; DPPS



ABSTRACT

Ferreira, C. R. Effect of Annexin A5 in the interaction between Ca’* ions
and DPPS-containing membranes. 2021. 89p. Dissertagao — Programa de Pos-
Graduacao em Quimica. Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirio Preto,
Universidade de Sao Paulo.

The mineralization of bone is a process driven by matrix vesicles (MVs), which
produce and release the first mineral particles into the collagenous extracellular
matrix. Annexin A5 (AnxA5) is believed to play a crucial role in the mineral
nucleation inside the MVs influenced by both calcium and PS. We aimed to evaluate
the stability of membranes composed of DPPC and DPPS in a medium containing
Ca”" ions, as well as the role of AnxA5 in this phenomenon and its implication for
the biomineralization process. We assessed the effect of calcium ions on the
organization of membranes constituted by pure DPPC, 10%DPPS, 20%DPPS and
pure DPPS (numbers depict molar percentage) formed both as bilayers (liposomes,
characterized by differential scanning (DSC) and dynamic light scattering (DLS) and
monolayers (Langmuir monolayers, characterized by 7-A isotherms and fluorescence
microscopy)). Our data revealed that calcium ions in the concentration range of 0.5-
2.0 mM induced the formation of DPPS-enriched domains that make liposomes
prone to vesicle fusion/aggregation, as observed by DSC and DLS measurements.
However, in the presence of AnxA5, these domains are stabilized in such a way that
the calcium fusogenic effect is retarded. In fact, fusion was observed only in
concentrations higher than 1.0 mM Ca”" while in the absence of protein it started at
0.5 mM Ca’". Microscopy images revealed the formation of small condensed lipid
domains for pure DPPC, that became larger when DPPS was present and even larger
when AnxA5 was present. We believe that this ternary behavior is central to the
mineral nucleation inside the MVs that requires a significant amount of calcium and
phosphate ions concentrated on a small region of the membrane, since the negatively
charged DPPS-membrane associated to AnxAb5 facilitates the nucleation, growth and

release of mineral.

Keywords: Annexin A5; Calcium; DPPS
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1.1 | Biomineralizacao

O termo biomineralizacdo faz referéncia a todo e qualquer processo que resulte
na formagao de mineral por agao de um organismo. Este processo leva a formagao de
uma grande variedade de biominerais que permeia todos os cinco reinos de seres
vivos (Figura 01) (LOWENSTAM; WEINER, 1989). Acredita-se que as primeiras
estruturas mineralizadas tenham surgido no periodo Pré-Cambriano, como resultado
do intenso movimento das placas tectonicas, que promoveu um aumento expressivo
da concentracio de minerais solaveis nos mares (MURSHED, 2018). A
supersaturagao atingida em presenga de biomacromoléculas ¢ a condigao essencial
para a precipitagdo de biominerais. Dessa forma, organismos marinhos teriam
desenvolvido exoesqueletos primitivos constituidos principalmente de carbonato e
fosfato de calcio, que por sua vez, permitiram que tais organismos apresentassem

melhores condi¢des de sobrevivéncia.

Figura 01 | Estruturas mineralizadas em diferentes organismos. (A) Imagem do
cocolitoforo Emiliania huxleyi (alga unicelular) obtida por microscopia eletronica de transmissao,
barra de escala igual a 3um; (B) Ilustragio de fémur humano; (C) Exemplo de estrutura
mineralizada em moluscos; (D) Ilustragao de um ourigo-do-mar, cujas espiculas sao mineralizadas;

(E) Ilustragao de um besouro-hércules (Dynastes hercules), cujo exoesqueleto ¢ revestido por uma
membrana mineralizada. Fonte: Google Imagens e (BROWNLEE; WHEELER; TAYLOR, 2015)
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Por outro lado, revestimentos mineralizados tambem impunham algumas
limitagdes aos organismos, frequentemente relacionadas aos seus tamanhos, grau de
locomogao e sensibilidade superficial. Assim, a internalizacio de estruturas
mineralizadas por parte dos organismos emergiu como uma vantagem adaptativa
central, estabelecendo um marco fundamental na evolugio do esqueleto,
especialmente sobre os organismos que deram origem aos vertebrados, uma vez que
o surgimento de um endoesqueleto possibilitou o desenvolvimento de estruturas

musculares fortes, alem de viabilizar a presenca de superficies externas sensiveis ao

ambiente (WAGNER; ASPENBERG, 2011).

1.2 | Mineralizacdao 6ssea

O processo de (bio)mineralizagao ossea pode ser definido como a sequéncia de
eventos bioquimicos e biofisicos necessarios a calcificagdo da matriz organica do
tecido 0sseo, ocorrendo em todos os vertebrados. Esse processo inicia com a sintese
de matriz extracelular rica em colageno a partir de celulas osteogénicas (e.g.
osteoblastos e condrocitos), que também secretam proteoglicanos e proteinas nao-
colagenosas que participam da regulagio do processo (LACRUZ et al., 2017;
MURSHED, 2018; WEINER; WAGNER, 1998).

A condigao basal para a formagao de mineral osseo ¢ a presenca de ions calcio
(Ca’") e fosfato (Pi) em quantidades adequadas na matriz extracelular. Ambos sao
especies fundamentais no metabolismo de todos os tipos celulares, atuando em vias
de sinalizagao, regulagao e metabolismo energetico (GIORGI; MARCHI; PINTON,
2018; MICHIGAMI et al., 2018). Em fungdo disso, ndo ¢ surpreendente que estes
ions estejam distribuidos em concentragGes significativas por todo o organismo. De
fato, fluidos circulantes de pessoas saudaveis e com nutri¢ao adequada sao ricos em
Ca”’" e Pi, o que implica a necessidade de um mecanismo de inibigdo sistémica para

controle de mineralizagao no organismo. Assim, a formagao ossea em tecidos duros
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ocorre por meio da remogdo local controlada de inibidores de mineraliza¢ao
(REZNIKOV et al., 2020).

Um dos principais inibidores sistemicos da precipitagao de fosfato de calcio no
organismo ¢ o pirofosfato (PPi) que, alem do papel inibitorio, também atua como
reserva de Pi, juntamente com polifosfatos (poliPi), que sao polimeros maiores de
fosfato capazes de quelar ions Ca*" (REZNIKOV etal., 2016). Na matriz extracelular
do osso, proteinas nao-colagenosas inibem localmente a formagao de mineral, com
destaque para a osteopontina (OPN) e fetuina A (que também ocorre
significativamente na corrente sanguinea). O poder inibitorio da OPN esta associado
a presenca de residuos de aminoacidos cujas cadeias laterais sao fosforiladas, enquanto
a fetuina A inibe a nucleagdo de mineral a partir do sequestro de ions Ca’" e Pi, que
sao imobilizados na forma de complexos coloidais (REZNIKOV et al., 2016).

Apos a sintese da matriz extracelular, as celulas osteogénicas ativam
mecanismos de quebra da barreira inibitoria da mineralizagao, comumente tratada
como razao Pi/PPi, cujo valor pode determinar o tipo de mineral formado, variando
de apatita/fosfato de calcio, para razées maiores que 140, a minerais de pirofosfato
de calcio, para razoes abaixo de 6 (THOUVEREY et al., 2009). Tais mecanismos se
baseiam na degradagao enzimatica de PPi (que aumenta a relagao Pi/PPi, favorecendo
o mineral adequado) e inibidores proteicos. A partir do controle inibitorio, a
formagao adequada de mineral pode ocorrer na matriz que, a essa altura, apresenta
arranjos densos estruturalmente hierarquicos de fibrilas de colageno, fundamentais
para a deposigao e direcionamento do mineral.

Além de orientar a deposi¢ao do mineral, a estrutura suprafibrilar da matriz
de colageno configura um ambiente tridimensional altamente complexo, que
proporciona ambientes confinados determinantes de caracteristicas do mineral como
tamanho, estrutura e distribui¢ao, por exemplo (WANG et al., 2012). Com relagao

ao mineral propriamente dito, ainda ndo foram totalmente compreendidas todas as
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suas caracteristicas estruturais e de composi¢do no osso maduro, apesar de ser

. ' . . \

consensual que o mineral final assume estrutura cristalina semelhante a da
hidroxiapatita (HAp), porém deficiente em ions Ca*" e PO,*, que sao substituidos
por ions Na* e Mg**; e ions HPO,>, CO;* e CI, respectivamente, de forma que foi
consolidada na literatura especializada a referéncia ao mineral do osso como apatita
carbonatada, ou apatita biologica (VON EUW et al., 2019).

A associagao extremamente organizada entre a matriz organica do osso e a fase
mineral confere a esse tecido as propriedades notaveis de resisténcia, rigidez e
flexibilidade observadas (MORGAN; UNNIKRISNAN; HUSSEIN, 2018). Na
descrigao mais recente da estrutura do osso, foi sugerida uma organizacao hierarquica
de doze niveis, que abarcam desde a escala nanomeétrica de estruturamento, onde
triplas-helices de colageno se arranjam em fibrilas e o mineral surge de modo a formar

. / / . 4 . o] . 4 . .
agregados orientados, até o nivel micrometrico e milimetrico, onde arranjos
concentricos de estruturas densas de colageno mineralizado formam os osteons, que
determinam ranhuras macroscopicas na superficie do osso (REZNIKOV et al.,
2018). Essa complexidade estrutural refor¢a a ideia de que apesar da dificuldade de
entender como o osso se constitui como tal, nada ocorre a esmo, e tudo, por mais
desconexo que possa parecer, especialmente neste campo de pesquisa, que ¢

. . ! 4 . .
permeado por diversos modelos e hipoteses, esta relacionado em maior ou menor
grau.

Além das condigbes extracelulares, a formagao oOssea ¢ altamente regulada a

/ . . . o~ 4 . o (e ~ .
nivel celular, cuja divisdo se da em dois processos: ossificagdo intramembranosa e
ossificagdo endocondral. O primeiro ¢ o processo pelo qual o osso ¢ formado
diretamente, a partir de um tecido conectivo primitivo de origem mesenquimal, que
comumente forma ossos chatos como a mandibula, a maxila e os ossos do cranio;

enquanto o segundo ¢ o processo em que o tecido oOsseo substitui um molde

cartilaginoso pre-formado (SETIAWATI; RAHARDJO, 2019). Em ambos os
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processos, os mesmos tipos celulares controlam a formagdo dos ossos. As celulas
envolvidas na osteogénese sao os osteoblastos, osteocitos e condrocitos, que sao
responsaveis principalmente pela formagao de ossos e cartilagem e possuem origem
mesenquimal, ao passo que as celulas responsaveis pela reabsor¢ao ossea, os
osteoclastos, possuem origem hematopoictica (SALHOTRA et al., 2020).

Os osteoblastos sdo as celulas que iniciam a formagao do osso, sendo
responsaveis pela sintese da matriz extracelular (rica em colageno do tipo I, bem
como em proteinas nao-colagenosas que regulam a formagao de mineral na matriz).
A diferenciagao das celulas mesenquimais em osteoblastos comega a partir da
expressao de SOX9, que determina o seu compromisso com uma linhagem
osteoprogenitora (SALHOTRA et al., 2020). A expressao desse fator de transcrigao
tambem estimula a diferenciagao de celulas mesenquimais em condrocitos, que sao
celulas encontradas em cartilagem saudavel e que produzem matriz cartilaginosa
(colageno tipo II e proteoglicanos). A expressao dos fatores de transcrigao RUNX2,
e posteriormente, OSX (ou SP7), induz a diferenciagao de c¢lulas osteoprogenitoras
em uma linhagem pre-osteoblastica e finalmente, osteoblastica (SOLTANOFF et al.,
2009). A sintese de matriz extracelular pelos osteoblastos faz com que parte deles
sejam embebidos dentro dessa matriz, tornando-se osteocitos, que coordenarao a
manuten¢do da integridade oOssea por meio da interagdo com osteoblastos e
osteoclastos (COMPTON; LEE, 2014).

O processo de ossificagdo intramembranosa ¢ iniciado a partir de uma
populagao de celulas mesenquimais que se mobilizam de modo a formar o que ¢
conhecido como blastema o6sseo. As celulas nessa regido se diferenciam em
osteoblastos (RUNX2) e passam a produzir matriz extracelular e, portanto,
estabelecem um centro de ossificagao primaria, que ¢ justamente o local em que o
crescimento do osso ira ocorrer (ALLEN; BURR, 2019). A matriz Ossca inicial ¢

produzida muito rapidamente, de modo que o osso formado nesse estagio ¢ pouco
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organizado e deve ser posteriormente substituido por osso mais estruturalmente
organizado que ¢ chamado de osso lamelar (PERCIVAL; RICHTSMEIER, 2013).
Alguns ossos formados por esse processo de ossificagdo podem apresentar cavidades
medulares para que haja nutri¢gdo adequada dos osteocitos aprisionados na matriz

ossea, como observado na mandibula, por exemplo (ALLEN; BURR, 2019). A

Figura 02 abaixo ilustra o processo de ossificagao intramembranosa.

A

Figura 02 | Ossificagao intramembranosa. (A) O processo inicia com o agrupamento de
celulas mesenquimais (cclulas em formato de estrela no primeiro quadro) e sua posterior
diferenciagdo em osteoblastos (regido intermediaria formada por células com morfologia
diferente, mais “inflada” em relagao as c¢lulas mesenquimais), que secretam matriz extracelular e
constituem o blastema osseo (regido intermediaria madura, formada por osteocitos e revestida por
osteoblastos). (B) Micrografia optica de uma ilhota 6ssea (blastema) em formagao por ossificagao
intramembranosa (coloragio realizada com Hematoxilina-Eosina). Fonte: Adaptado de (ALLEN;

BURR, 2019).
Os ossos longos sao tipicamente formados por meio do processo de ossificagao
endocondral, que envolve a criagao de um molde de cartilagem hialina que determina

o formato do osso final. Esse processo tambem inicia com a condensagio de celulas
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mesenquimais, no entanto, sao diferenciadas a condroblastos (estimulo de SOX9), e
nao osteoblastos, como na ossificagao intramembranosa (MACKIE et al., 2008).

Os condroblastos produzem matriz cartilaginosa que, assim como na
ossificagdo intramembranosa, aprisiona algumas celulas, que sao diferenciadas a
condrocitos. Esse molde cartilaginoso ¢ revestido por uma membrana fibrosa/ celular
chamada pericondrio, cujas céelulas sao diferenciadas a osteoblastos (estimulo por
RUNX?2) de modo que a primeira formagao ossea observada nesse molde ocorre na
forma de uma circunferéncia localizada na por¢ao central do molde (diafise),
denominada colar 6sseo (ALLEN; BURR, 2019).

O colar 6sseo ¢ constituido por osso lamelar e, uma vez formado, estimula a
proliferacao de c¢lulas osteoprogenitoras nos seus arredores e o pericondrio passa a
ser chamado de periosteo. A presenca e desenvolvimento do colar osseo limita a
difusao de nutrientes no interior da matriz, promovendo sua calcificagdo. Esse
fenomeno limita ainda mais a nutri¢ao dos condrocitos que estao retidos no interior
do molde cartilaginoso, que podem até morrer. Essa sequéncia de eventos sinaliza a
necessidade de invasao vascular do colar 6sseo e estimula sua penetragao por vasos
sanguineos que adentram a matriz calcificada e restabelecem o suprimento de
nutrientes paras as c¢lulas da matriz. Alem disso, a vascularizagao abre caminho para
a entrada de osteoclastos que reabsorvem a matriz calcificada, dando origem ao canal
medular e constituindo o centro de ossificagao primaria, que ¢ um sitio de atividade
celular coordenada responsavel pelo desenvolvimento posterior do osso (MACKIE
ctal., 2008).

A ossificagao por esse mecanismo ocorre do centro do molde em direcao as
suas extremidades, no entanto, a maioria dos ossos formam centros de ossificacao
secundaria nessas extremidades (epifises), de modo muito semelhante ao que foi
descrito para a formagao do centro de ossificagdo primaria diafisario. Esses ossos

podem formar um ou dois centros de ossificagdo secundaria.
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A medida que o centro de ossificagio primaria se expande axialmente,
estendendo o canal medular ao longo do eixo do osso em formagao, ele chega a
calcificar cerca de um tergo do osso, enquanto os centros de ossificagao secundaria se
expandem radialmente para formar osso nas extremidades do molde.
Eventualmente, os centros de ossificagdo secundaria ficam separados do centro

. 7 . . . o e 4 .
primario por uma camada de cartilagem que recebe o nome de disco epifisario ou
. 4 14 . . . 7
placa de crescimento, que ¢ responsavel pelo crescimento longitudinal do osso ate
atingir seu tamanho final, que ¢ atingido somente na fase adulta (ALLEN; BURR,
2019). A Figura 03 abaixo ilustra um osso formado pelo processo de ossificagao

endocondral com destaque para a placa de crescimento.
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Figura 03 | Ossificagio endocondral. (A) Esquema de ossificagao endocondral em estagio
. o 14 . . o/ 14
avangado, no qual um dos discos epifisarios (placa de crescimento) ja esta completamente
mineralizado, enquanto o outro ainda permanece ativo (quadro cinza). (B) Micrografia optica de
um disco epifisario 0sseo, que mostra as diferentes morfologias celulares presentes nessa regiao.
(C) Esquema da constituigao das diferentes zonas celulares observadas em discos epifisarios. (D)
Vesiculas da matriz s3o liberadas por brotamento a partir da membrana plasmatica de condrocitos
hipertroficos e promovem a mineralizagdo da matriz extracelular na zona hipertrofica da placa de

crescimento 0sseo. Fonte: Adaptado e traduzido livremente de (ALLEN; BURR, 2019).
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A placa de crescimento ¢ composta por cinco zonas morfologicamente
distintas e que sao classificadas de acordo com os principais eventos celulares de cada
uma. Estas zonas sao divididas em: zona de reserva, zona proliferativa, zona
hipertrofica, zona de cartilagem calcificada e zona de ossificagao (Figura 03).

A zona mais distante do centro de ossificagdo primaria ¢ chamada de zona de
reserva e ¢ caracterizada pela presenga de condroblastos e matriz cartilaginosa de
hialina. Essas c¢lulas produzem continuamente a matriz extracelular rica em colageno
do tipo II, que aprisiona algumas dessas c¢lulas no processo (tornam-se condrocitos,
poréem continuam produzindo matriz). Os condrocitos dessa regido sao
morfologicamente similares a condrocitos encontrados em outras regides do corpo
(EMONS et al., 2011).

A segunda zona ¢ chamada de zona proliferativa e ¢ caracterizada por uma
intensa atividade mitotica de condrocitos. A divisdo celular dessas celulas parece
ocorrer ao longo de eixos longitudinais paralelos ao comprimento do osso, de modo
que essa regiao ¢ facilmente identificada pelo aspecto oval e empilhado das celulas.
Além disso, as celulas continuam produzindo matriz extracelular, em quantidade que
podem chegar at¢ cerca do dobro do volume celular (EMONS et al., 2011).

A terceira zona, a zona hipertréfica, pode ser subdividida em outras duas, a zona
pre-hipertrofica, em que os condrocitos cessam a divisao celular acelerada e passam
a aumentar de tamanho, ate que finalmente chegam ao seu tamanho final na zona
hipertrofica (em torno de 10x o tamanho original) e morrem. A hipertrofia estimula
ainda mais a produgao de matriz extracelular, que ¢ inicialmente rica em colageno do
tipo II, porém passa a ser abundante em colageno do tipo X quando os condrocitos
se tornam hipertroficos. Uma consequéncia importante da diferenca entre o colageno
produzido por condrocitos hipertroficos do colageno produzido antes desse estagio ¢

que o colageno do tipo X forma fibras (LUO et al., 2017). Assim, a matriz
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extracelular nessa regiao passa a ser mais densa e a difusao de nutrientes se torna mais
dificil, alem da estrutura fibrilar tornar a mineralizagao mais “rigida”.

A quarta zona, onde calcificagao da cartilagem pode ser observada, ¢ chamada
de zona de calcificagao da cartilagem, e ¢ caracterizada pela presenca de condrocitos
mortos ou em processo de apoptose decorrente da falta de nutrientes. A calcificagao
da cartilagem ocorre a partir de vesiculas que sio liberadas pelos condrocitos
hipertroficos e que possuem fosfatase alcalina, ATPases e outras enzimas que clivam
calcio e fosfato do ambiente ao redor (ANDERSON; GARIMELLA; TAGUE, 2005;
GOLUB, 2009).

A calcificagao da cartilagem intensifica a perda celular e, portanto, estimula a
vascularizagdo da regidao adjacente e reabsorg¢ao da cartilagem calcificada por
condroclastos, que atuam como os osteoclastos, porém sao especificos para a
remogao de cartilagem calcificada. A tltima zona observada ¢ a zona de ossificagao,
onde o osso final ¢ inicialmente formado. Essa regiao envolva a agao de osteoblastos
que sintetizam osso com baixa organizagao estrutural (imaturo) que ¢ posteriormente
substituido por osso lamelar com auxilio de osteoclastos.

Uma vez que o osso atinge seu tamanho final, ocorre senescéncia das celulas
que constituem a zona de reserva e o crescimento do o0sso cessa. Apos essa parada, a
placa de crescimento sofre ossificagdo, deixando apenas uma regiao mineralizada em

forma de disco que separa a epifise da diafise, conhecida como linha epifisaria

(ALLEN; BURR, 2019).

1.3 | Vesiculas da matriz
Uma das teorias de mineralizagdo do tecido osseo admite que a formagao do
mineral ¢ iniciada no interior de vesiculas extracelulares que sao secretadas na matriz

extracelular por celulas osteogénicas tanto em condigdes de mineralizagao saudavel
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(e.g. condrocitos, osteoblastos, odontoblastos), quanto ectopica (como ocorre em
células vasculares de musculo liso). Essas vesiculas sdo conhecidas como vesiculas da
matriz (VMs) e foram primeiramente identificadas por Anderson e Bonucci,
concomitantemente, no final da década de 60 (ANDERSON, 1967; BONUCCI,
1967; PLAUT et al., 2019).

As VMs possuem diametro que varia entre 100-300 nm e surgem por
brotamento a partir da membrana plasmatica de células mineralizantes, sendo,
portanto, frequentemente classificadas como microvesiculas, em oposicao a
exossomos, ambos grupos de vesiculas extracelulares (BOTTINI et al., 2018; VAN
NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Particularmente, as VMs se destacam pela
sua elevada afinidade por colageno e capacidade de induzir mineralizagao in vitro
(BOTTINI et al., 2018; PLAUT et al., 2019), o que indica seu papel na
mineralizagao.

As cclulas que secretam VMs o fazem em seus estagios finais de
desenvolvimento. De fato, observa-se que apenas osteoblastos que atingiram
maturidade liberam estas vesiculas, da mesma forma que condrocitos so passam a
secreta-las quando alcangam o estado de hipertrofia, caracteristica que marca o
preltdio da apoptose nestas celulas (WUTHIER et al., 1985). E comumente aceito
que as VMs sao liberadas a partir de regides especificas da membrana plasmatica das
celulas, em razao do contraste observado entre a composicao lipidica e proteica das
vesiculas e suas celulas progenitoras. Vesiculas da matriz possuem abundancia de
colesterol (Chol), esfingomielina (SM) e fosfatidilserina (PS) (BOTTINI et al.,
2018), o que sugere seu brotamento a partir de regides especializadas da membrana
associadas a formagao de lipid rafts, cuja constitui¢ao ¢ abundante em Chol e SM,
conferindo grande afinidade para o recrutamento de proteinas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (SIMAO et al., 2019), como ¢ o caso da fosfatase alcalina de

tecido nao-especifico (TNAP), presente em concentragao 10x maior em vesiculas da
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matriz quando comparado a membrana plasmatica das celulas progenitoras
(ANDERSON; GARIMELLA; TAGUE, 2005).

As VMs sao responsaveis por fornecer as condigdes espago-temporais
adequadas para que ocorra acimulo suficiente de ions calcio (Ca*") e fosfato
inorganico (Pi), resultando na posterior precipitagao de mineral. Para isso, dispdem
de um maquinario bioquimico sofisticado que regula tanto a captagao de ions quanto
a nucleagdo primaria do mineral. A Figura 04 esquematiza a constituigao geral de

uma vesicula da matriz.

1
P??\

Figura 04 | Esquema geral de uma vesicula da matriz. As enzimas NPP1, TNAP e
PHOSPHO1 participam da homeostase de fosfato na vesicula. AnxA6 pode favorecer o influxo de
calcio para o seu limen, juntamente com transportadores de calcio ndo-identificados. AnxA5
promove entrada de Ca’" e a nucleagdo de mineral por permitir a sua concentragao local. A
atividade da nSMase? gera fosfocolina a partir da degradagao enzimatica da esfingomielina, que ¢
uma fonte de fosfato intravesicular. PiT-1 e PiT-2 sao transportadores de fosfato presentes em
VMs. Fonte: Autoria propria.

Como mencionado anteriormente, a matriz organica do osso apresenta grande
quantidade de inibidores de mineralizacao, dentre os quais destaca-se o PPi. Um
papel fundamental das VMs, especialmente em estagios iniciais da mineralizagao, ¢

exercer controle sobre a razao Pi/PPi de forma a vencer essa barreira inibitoria. Tal
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regulagao ¢ desempenhada por ectoenzimas chaves dessas vesiculas: a TNAP catalisa
a reagao que cliva monoesteres de fosfato, como ATP e PPi, gerando Pi; em
contrapartida, a ectonucleotideo fosfatase/fosfodiesterase 1 (NPP1/ENPP1) cliva
ATP para gerar PPi e Pi (BOTTINI et al., 2018; FAVARIN et al., 2020). Ambas
atuam de modo a gerar Pi que ¢ transportado para o limen das vesiculas por
transportadores especificos (PiT-1 e PiT-2) (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011), e
provavelmente exercem controle de promogao de mineral na segunda fase da
mineralizagdo, em que o mineral deixa o meio intravesicular e passa a ser submetido
as condigdes bioquimicas/biofisicas da matriz extracelular.

A respeito do calcio, o protagonismo proteico ¢ atribuido as anexinas
(especialmente a anexina A5, AnxAS5), que constituem uma familia de proteinas com
a capacidade de se ligar a fosfolipideos acidos, como ¢ o caso da fosfatidiserina (PS),
de forma dependente de calcio (BOLEAN etal., 2015, 2017). Assim, a AnxA5 (~35
kDa), pode mobilizar calcio em regides das VMs ricas em PS, o que reforga seu
envolvimento na nucleagao de mineral intravesicular, alem de um possivel canal de
calcio (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011). Recentemente foi sugerido que a anexina
A6 (AnxA6, ~68 kDa) também pode participar na nucleagdo de mineral e na
homeostase de calcio das VMs, por meio de um mecanismo que envolve a

transloca¢ao da proteina pela membrana de forma sensivel ao pH local (VESCHI et

al., 2020).

1.4 | Anexina A5 e seu papel na mineralizagao
As anexinas constituem uma familia de proteinas que devem desempenhar
duas caracteristicas principais: primeiro, uma anexina deve ser capaz de se ligar a

fosfolipideos negativamente carregados de forma dependente de ions Ca*"; segundo,
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uma anexina deve possuir um dominio estrutural conservado (denominado de
repeticao de anexina, em tradugao livre), de cerca de 70 residuos de aminoacidos,
que aparece em 4 repeti¢des, na maioria dos casos (GEISOW et al., 1986;
SWAIRJO; SEATON, 1994).

Essa familia de proteinas possui diversos membros, cuja identificagao ocorreu
principalmente nas decadas de 1970 e 1980, como resultado de uma intensa busca
por proteinas que pudessem atuar como “pontes” (GERKE; MOSS, 2002). As
anexinas receberam diversos nomes nao-relacionados durante esse periodo de
descobrimento, ja que nao havia uma relagao direta tragada entre os diferentes
componentes dessa familia, e a maioria desses nomes fazia referéncia as propriedades
bioquimicas dessas proteinas, como synexin (agregacao de granulos (CREUTZ;
PAZOLES; POLLARD, 1978), chromobindins (proteinas que se ligam a granulos
cromafins (CREUTZ et al., 1987), calcimedins (proteinas mediadoras de sinais de
calcio (MOORE; KRAUS-FRIEDMANN; DEDMAN, 1984), Iipocortins (inibidores
de lipase induzidos por esteroide (FLOWER, 1986) e calpactins (proteinas que se
ligam a fons Ca’", fosfolipideos e actina (GLENNEY; TACK; POWELL, 1987).

Assim, o termo anexina foi cunhado para descrever uma familia de proteinas
multigénicas capaz de unir estruturas biologicas, especialmente membranas. De fato,
annex tem origem grega e remete ao ato de “agrupar, unir e manter unido” (GERKE;
MOSS, 2002). As anexinas ocorrem amplamente nos eucariotos, sendo que 12 tipos
foram identificadas em humanos (AnxA1-A13, ja que nenhuma proteina ¢ atribuida
ao gene A12), desempenhando papéis importantes no ciclo celular, exocitose e
apoptose (MIRSAEIDI et al., 2016).

Estruturalmente, as anexinas possuem o motivo conservado de ~70 residuos
de aminoacidos que se repete 4 vezes em cada uma das proteinas (excegao ¢ a AnxA6,
que possui 8 repeti¢des), e que ¢ altamente conservado, mas também possuem uma

regido N-terminal (frequentemente referida como cauda) altamente variavel em
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sequéncia de aminoacidos e comprimento da cadeia, que confere a identidade de cada
membro da familia (SWAIR]JO; SEATON, 1994).

A primeira anexina a ter sua estrutura cristalina elucidada foi a Anexina A5
humana (AnxA5), cuja estrutura foi determinada por Huber e colaboradores (1990)
(HUBER; ROMISCH; PAQUES, 1990). A Figura 05 que segue ilustra a estrutura
tridimensional da AnxA5. Observa-se que a proteina apresenta quatro dominios
equivalentes que sao conservados e comuns a todos os membros da familia. Alem
disso, estes dominios se arranjam de forma que a proteina apresenta uma

conformagao planar-curvada, com uma face concava e outra convexa (GERKE;

MOSS, 2002).
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Figura 05 | Estrutura tridimensional da AnxA5 humana. A estrutura foi obtida por meio
de difracdo de raios-X e depositada por Huber e colaboradores no Protein Data Bank em
out/1991. Quatro dominios estruturais caracteristicos de anexinas sao observados, arranjados de
forma a permitir um espago central hidrofilico na estrutura da proteina. O sitio de ligagao para
ions Ca’" em cada dominio ¢ indicado por uma seta amarela. A direita um esquema de como a
proteina interage com membranas ricas em fosfatidilserina. A estrutura espacial das anexinas como
um todo assume formato de disco dobrado, que leva a presenga de uma face concava (na qual estao
presentes as por¢oes N-terminais que conferem a identidade de cada membro da familia) e de uma
face convexa (na qual situam-se os sitios de ligagdo de ions Ca’" e que, portanto, volta-se para a
membrana). Fonte: Protein Data Bank, MA et al.; 2020.

Ja foi observado que esta conformacao de “disco dobrado” da proteina faz com
que todos os sitios de interagao com calcio fiquem voltados para o lado convexo da
estrutura (os dominios conservados sao predominantemente hidrofobicos) e que,

portanto, pode mediar a interagao da AnxA5 com membranas, e a regido N-terminal,
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voltada para o lado concavo. Alem disso, analises cristalograficas sugerem que a
por¢ao N-terminal da proteina afeta consideravelmente a conformagio e
propriedades dos dominios conservados, o que indica um papel altamente regulatorio
dessa por¢ao no que diz respeito a estrutura e fun¢do da proteina (LIZARBE et al.,
2013). Por fim, um poro hidrofilico parece emergir da estrutura enovelada da
protel'na, e muitos autores sugerem que esse poro seria o responsével pelo transporte
de fons Ca’" através da membrana, conferindo-a uma funcao adicional de canal
(HUBER; ROMISCH; PAQUES, 1990).
Além das caracteristicas estruturais notaveis observadas em moléculas
individuais de AnxA5, observa-se que a associagao dessas moleculas com membranas

negativamente carregadas ocorre de modo extremamente organizado.
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Figura 06 | Interacio de AnxA5 com membranas negativamente carregadas. (A)
Monomeros de AnxA5 em solugdao se associam em trimeros sobre a membrana a partir da
interagao com fons Ca’". A cristalizagdo pode seguir duas simetrias distintas, a depender das
condigdes do meio. (B) Esbogo da organizagao cristalina p6 (superior) e sua visualizagao por
microscopia de forga atomica (AFM). (C) Esbogo da organizagao cristalina p3 e sua visualizagao
por AFM. Fonte: Adaptado e traduzido livremente de (BOUTER etal., 2015; GERKE; CREUTZ;
MOSS, 2005; OLING; BERGSMA-SCHUTTER; BRISSON, 2001).

A Figura 06 ilustra o processo de ligagdio da AnxA5 com uma membrana

modelo. Sob condigdes favoraveis, a saber presenga de ions Ca’" e membranas
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negativamente carregadas, as moléculas de AnxA5 podem se auto-organizar de modo
a formar um arranjo cristalino bidimensional sobre estas membranas (BOUTER et
al., 2015). Nesse processo, moleculas de AnxA5 se ligam a superficie dessas
membranas na presenga de fons Ca*" e rapidamente se organizam em trimeros, que
sao os blocos construtores do arranjo bidimensional da proteina, que por sua vez,
pode apresentar duas simetrias principais: p6 e p3.

A simetria adotada pelo arranjo dos trimeros de AnxA5 ¢ determinada pela
concentragao de calcio no meio e pelo conteudo de PS na membrana. Em baixas
proporg¢des de PS (5 — 20%), predomina o arranjo hexagonal p6, poréem em altas
propor¢oes de PS (2 40%) e altas concentragdes de ions Ca’', a simetria p3 ¢
favorecida (GERKE; CREUTZ; MOSS, 2005). Estruturas auto-organizadas estao
frequentemente associadas a construgao de arranjos supramoleculares essenciais para
o bom funcionamento celular, como membranas e o aparato envolvido no processo
de divisao celular, por exemplo. Com a AnxA5 nao foi diferente, ja que vem sendo
mostrado que o seu arranjo bidimensional cristalino ¢ essencial no processo de reparo
de membranas celulares.

As membranas celulares consistem em barreiras fisicas que garantem a
heterogenia e especializagdo de espagos. De fato, a concentragao de ions Ca’"
intracelular gira em torno de alguns uM, enquanto a concentragdo do mesmo ion
extracelular ¢ da ordem de mM. Assim, quando a membrana plasmatica das celulas
¢ lesionada, o primeiro evento a ocorrer ¢ justamente o aumento na concentragao de
calcio intracelular, que ¢ o sinal para ativagao de mecanismos de reparo celular
(BOUTER etal., 2015).

Um dos primeiros estudos que associa a presenga de AnxA5 ao reparo celular
foi o realizado por Bouter e colaboradores (2011), que compararam a capacidade de
celulas perivasculares murinas de reparar membranas danificadas quando essas c¢lulas

eram capazes de expressar ou nao a AnxA5 (BOUTER et al., 2011). Os autores
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observaram que as c¢lulas capazes de produzir a proteina eram bem-sucedidas no
reparo dos defeitos de membrana induzidos, ao passo que as celulas incapazes de
produzir AnxA5 nao reparavam os mesmos defeitos. Alem disso, a adigao de AnxA5
no ensaio realizado com as celulas incapazes de reparar os defeitos fazia com que eles
comegassem a sofrer reparagao, e os autores observaram uma ligacao preferencial da
proteina nas areas danificadas da membrana plasmatica dessas celulas. Com base
nessas observagoes, os autores propuseram um mecanismo de reparo de membrana
mediado por AnxAS5 que permanece relevante até os dias atuais. A Figura 07

apresenta o referido mecanismo.
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Figura 07 | A¢ao da AnxA5 no reparo de membranas. (A) Moleculas de AnxA5
permanecem no meio intracelular em condigdes normais. (B) Ruptura da membrana promove
fluxo de fons Ca’" para dentro da célula. (C) AnxAS5 cristaliza nas bordas do defeito de membrana
até (D) circunda-lo completamente. (E) Vesiculas citoplasmaticas se fundem ao defeito para
promover o reparo da membrana. Fonte: Adaptado e traduzido livremente de (BOUTER et al.,

2011).
Inicialmente, as moleculas de AnxA5 encontram-se soltveis no citoplasma

celular. A partir da ruptura da membrana, a concentragao intracelular de ions Ca’"
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aumenta, o que ativa a mobilizagao das moléculas da proteina, que passam a se
arranjar na forma bidimensional nas redondezas do defeito. Bouter e colaboradores
(2011) tambem observaram que celulas capazes de expressar AnxA5, porém
incapazes de assumir a organizagao cristalina na membrana, nao exerciam efeito de
reparo (BOUTER et al., 2011). A cristalizagdo da proteina nas bordas do defeito
promove uma redugdo da tensdo gerada na membrana que tende a expandir esse
defeito, portanto, o arranjo 2D exerce um efeito estabilizante (BOUTER et al.,
2015). Por fim, vesiculas citoplasmaticas sao recrutadas para a area danificada, onde
se fundem e selam a abertura.

Além desse papel no reparo de membranas, acredita-se que a AnxA5
desempenhe um papel importante na mineralizagao 6ssea mediada por VMs, em
fungao da sua abundancia nessas vesiculas, e especialmente por ser a proteina mais
abundante no centro de nucleagdo de VMs nativas (WU et al., 1997). Especula-se o
seu papel tanto na primeira fase da mineralizagao, a nucleagao de mineral no limen
das VMs, quanto na segunda fase, a propaga¢ao de mineral na matriz extracelular
(BOTTINI et al., 2018; PLAUT et al., 2019).

Como citado na se¢ao anterior, acredita-se que a AnxA5 esteja envolvida na
captagdo e acimulo de ions Ca’" no interior das vesiculas da matriz, em fungao do
poro hidrofilico observado na sua estrutura tridimensional. De fato, a presenca da
proteina aumenta a velocidade de formagao de mineral induzido pelo centro de
nucleagdo, inclusive independente da membrana de VMs ou de qualquer canal de
calcio, o que torna questionavel a atuagdo da proteina como canal (WUTHIER;
LIPSCOMB, 2011). Wuthier e Lipscomb (2011) chamam atengao para o fato de que
a AnxA5 ndo apresenta dominios estruturais caracteristicos de porgoes
transmembranas, e se mostra bem menos eficiente no transporte de ions Ca”* quando
comparada com ionoforos especificos para calcio (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011).

Unido a isso, a grande quantidade de AnxA5 encontrada em VMs (maior que
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qualquer outro transportador identificado nas vesiculas) coloca em divida sua eficacia
como canal de calcio, caso esta seja sua principal fungao.

Por outro lado, as evidéncias de que a proteina estimula a formagao de mineral
sao observadas em varios estudos dedicados a analise dos centros de nucleacao
reconstituidos in vitro (GENGE; WU; WUTHIER, 2007, 2008). Isto sugere que a
AnxA5 pode estimular a produgao de mineral mesmo em um ambiente hostil para o
seu crescimento, como ¢ o caso da matriz extracelular o0ssea, que apresenta diversas
barreiras inibitorias para a forma¢do de fosfato de calcio, como discorrido
anteriormente.

As especulagdes a respeito de um possivel papel da AnxA5 na propagagao de
mineral ¢ embasada na afinidade por colageno do tipo Il e X observada para a proteina
em ensaios in vitro (BOLEAN et al., 2020; KIM; KIRSCH, 2008; VON DER MARK;
MOLLENHAUER, 1997). Uma vez que ambos os tipos de colageno estao associados
a formagdo de osso por meio de ossificagdo endocondral, a afinidade da AnxA5 por
essas moleculas sugere que a proteina pode direcionar as vesiculas da matriz para
sitios especificos da matriz extracelular do osso, onde elas podem liberar o seu
contetido mineral para que estes sejam propagados e cresgam de modo a dar origem

a0 0SSO propriamente dito.

1.5 | Modelos miméticos de membrana
Monocamadas sao formadas de maneira espontanea quando moléculas
anfifilicas insolaveis sao espalhadas em um meio aquoso. O controle desse fenomeno
foi inicialmente proposto a partir de uma metodologia desenvolvida por Irving
Langmuir no inicio do seculo XX (LANGMUIR, 1917). A formagao da monocamada
ocorre na interface entre o ar e a fase aquosa, de modo que qualquer alteragdo fisico-
quimica nessa regiao influencia a sua formagao. O que se entende por monocamada

¢ o resultado da organizagao orientada das moleculas anfifilicas, em resposta ao
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aumento de sua concentragao na interface, ou da redugao da area total dessa interface.

Monocamadas podem ser produzidas em um aparato elegante conhecido como cuba

de Langmuir, em homenagem ao seu idealizador. Neste aparato, uma plataforma rasa
/ 4 . . .

e com area ampla serve de reservatorio para o meio aquoso de interesse, a subfase.

Barreiras moveis controlam a area da interface, e consequentemente a organizagao

da monocamada. Todo o processo ¢ acompanhado por uma relagdo entre as tensoes

interfaciais (Y) da subfase pura e recoberta com os antfifilicos, que ¢ traduzida em
pressao superficial (7). A Figura 08 abaixo ilustra o funcionamento de uma cuba de

Langmuir, bem como os estagios de organizagao de moleculas anfifilicas insolaveis.
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Figura 08 | Esquema de funcionamento de uma cuba de Langmuir. (A) Um motor
movimenta a barreira movel de modo que a area total da interface diminui, provocando
aproximacao e orientacao das moleculas anfifilicas, cuja resposta reflete-se no aumento de pressao
superficial, detectada por um sensor, chamado balanga de Wilhelmy, previamente calibrado. (B)
Diagrama de fases decorrente da organizagao dos anfifilicos na monocamada. A transigao de fase
ocorre a partir de uma organizagao analoga a gasosa G (pouquissimas interagdes intermoleculares),
que passa para fases mais condensadas e organizadas, como liquido expandido LE, liquido
condensado LC e solida S. LC+LE indica coexisténcia de fases, caracteristica do comportamento
de alguns anfifilicos. Fonte: Autoria propria.

Monocamadas de Langmuir saio um modelo excelente para o estudo de
fenomenos de membrana, pois permitem a construgao de sistemas simplificados, que
tornam possivel o estudo focado em cada componente da interface. De fato, essas

monocamadas sao amplamente utilizadas em estudos de interagao de lipideos com
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peptideos, proteinas, acidos nucleicos, farmacos e outros compostos (CRUZ et al.,
2019; DERRADI et al., 2019). O uso das monocamadas apresenta ainda como
vantagem o detalhamento de dados termodinamicos e de interagao que podem ser
obtidos a partir de técnicas microscopicas e espectroscopicas facilmente acopladas a
cuba de Langmuir (STEFANIU; BREZESINSKI; MOHWALD, 2014).

Bicamadas lipidicas sdo modelos de membrana constituidos pela associagao de
duas monocamadas lipidicas. Elas podem ser produzidas tanto na forma planar quanto
na forma esférica. Bicamadas planares podem ser obtidas a partir de monocamadas
pré-existentes, por meio da imersio e emersaio de um suporte solido
perpendicularmente ao plano da monocamada (MONTAL; MUELLER, 1972).

Na sua forma esférica, bicamadas sao vesiculas por exceléncia, uma vez que
isolam uma parte do meio aquoso do restante. Essas vesiculas podem ser produzidas
em laboratorio por diversos metodos (hidratagio de filme, injecdao etanolica,
sonicagao etc.), que determinam tanto o niimero de lamelas (i.e., a quantidade de
“bicamadas” que a vesicula possui) quanto o tamanho da vesicula (HAS; SUNTHAR,
2020; PATIL; JADHAYV, 2014). Em termos de numero de lamelas, as vesiculas sdo
classificadas em unilamelares e multilamelares e, de acordo com o seu tamanho, sao
classificadas como pequenas, grandes ou gigantes (AKBARZADEH et al., 2013). A
Figura 09 que segue esboga as diferentes classes de vesiculas. Uma das principais
vantagens das vesiculas sintéticas ¢ a possibilidade de se estudar processos biologicos
em membranas que se encontram totalmente imersas em um meio aquoso. Assim,
alem da curvatura, essas membranas mimetizam um microambiente mais proximo
do biologico, a partir de uma interface totalmente liquida, diferente das
monocamadas, cuja interface ¢ partilhada entre um meio liquido e o ar. A utiliza¢ao
conjunta de monocamadas e bicamadas fornece dados complementares que

frequentemente permitem uma caracterizagao profunda de fenomenos interfaciais.
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MLV suv LUV GUvV
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Figura 09 | Classificagao de lipossomos baseada no tamanho e lamelaridade. Vesiculas
com mais de uma bicamada lipidica s3o ditas multilamelares, ao passo que as que possuem uma
tnica bicamada sao classificadas como unilamelares. De acordo com o tamanho, as vesiculas podem
ser classificadas como pequenas (< 100 nm), grandes (> 100 nm) ou gigantes (> 1000 nm). Da
esquerda para a direita: vesicula multilamelar (MLV), vesicula unilamelar pequena (SUV), vesicula
unilamelar grande (LUV) e vesicula unilamelar gigante (GUV). Fonte: Autoria propria
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O grupo tem estudado o papel da AnxA5 na mineralizagao ossea mediada por
vesiculas da matriz, essencialmente em modelos biomimeéticos dessas vesiculas.
Entretanto, um maior detalhamento acerca das interagdes que promovem a
mineralizagao na interface lipidica ainda ¢ necessario. Dessa forma, o objetivo geral
do trabalho foi avaliar a relevancia da AnxA5 como componente chave na mediagao
da formagao de mineral pelas vesiculas da matriz, especificamente a respeito do seu
efeito sobre a membrana em condi¢ées mineralizantes. Com intuito de atingir esse

objetivo, o trabalho foi dividido nos seguintes objetivos especificos:

e Estudar o efeito de ions Ca’" sobre membranas de composicio
simplificada semelhante a de vesiculas da matriz (fosfatidilcolina e
fosfatidilserina);

® Estudar o efeito da AnxAb5 sobre essas membranas e sua relacao com o
efeito exercido pelos fons Ca™";

® Avaliar a relevancia da AnxA5 como estabilizante de dominios lipidicos
ricos em fosfatidilserina e sua implicagdo no processo de

biomineralizacao ossea.
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Todos os reagentes utilizados neste trabalho estao listados na Tabela 01 abaixo,

salvo quando mencionados durante a descrigao de algum procedimento.

Tabela 01 | Relagdao dos principais reagentes utilizados.

Reagente Origem Pureza
HEPES SIGMA >99,5%
NaCl Merck > 99,5%
CaCl,.2H,O Spectrum > 99,0%
DPPC SIGMA 2 99,0%
DPPS SIGMA 2 99,0%
Cloroformio SIGMA-Aldrich 299,0%
Metanol J. T. Baker 99,9 %

3.1 | Obtengdo da proteina
A Anexina A5 humana foi expressa de acordo com procedimento descrito por
Logue e colaboradores (2009) e padronizado em nosso laboratorio (BOLEAN et al.,
2020, LOGUE; ELGENDY; MARTIN, 2009). O plasmideo utilizado
(pProEx.Htb.annexinV) foi gentilmente cedido pelo Prof. Seamus J. Martin (Dublin,
Irlanda) e expresso em E. coli. A quantificagao de proteina foi realizada de acordo
com protocolo estabelecido por Hartree (1972) na presenga de 2% de SDS

(HARTREE, 1972).
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3.2 | Monocamadas

3.1.1 | Isotermas de pressao superficial (T) versus area molecular
(A)

As monocamadas lipidicas foram produzidas em uma cuba de Langmuir
(Insight®, Brasil, com dimensdes de 219,5 mm x 98,5 mm e volume aproximado de
130 mL) a 25 °C. Solugdes lipidicas de DPPC e DPPS foram preparadas a partir da
dissolugao dos lipideos em uma mistura de cloroformio:metanol (3:1) de modo a

resultar em uma concentragao de 0,5 mM. As composi¢oes lipidicas utilizadas foram:

DPPC puro, DPPC:DPPS (9:1), DPPC:DPPS (8:2) e DPPS puro, sendo as

proporgdes mistas referentes a nimero de mol. Volumes de 50 UL de solugao lipidica
foram espalhados na interface ar/agua consistindo de tampao 50 mM HEPES pH 7,4
contendo 150 mM NaCl (tampao HBS), suplementado com calcio quando necessario
(5 mM). Deixou-se evaporar o solvente organico por 5 min antes de iniciar as
medidas. As compressoes foram realizadas de forma mecanica por uma barreira
movel numa taxa de 41,4 mm?/s. A coleta de dados ocorreu em intervalos de 2s, e
a isoterma T x A foi registrada. Isotermas na presenca de AnxA5 também foram
produzidas, de modo que a proteina foi misturada a subfase antes da dispersao dos

lipideos, numa proporgao 1:100 de proteina:lipideo, em niimero de mol.

3.1.2 | Estabilidade de monocamadas
Os ensaios de estabilidade de monocamadas foram realizados com
monocamadas pre-formadas com pressao superficial inicial de 30 mN/m (mesmo
procedimento de preparo descrito na se¢ao anterior). Neste ensaio, a barreira movel
da cuba de Langmuir comprime a monocamada até a pressao desejada e cessa seu
movimento, de modo que a pressao a partir deste ponto ¢ monitorada no decorrer
do tempo (SANTANA; CASELI, 2021). Os ensaios foram realizados na auséncia e

presenca de calcio (5 mM), utilizando-se as composi¢des citadas na se¢ao anterior.
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Para os ensaios na presenca de proteina, fez-se sua adi¢ao na subfase (proporgao 1:100
de proteina:lipideo, em nimero de mol) apos a monocamada atingir a pressao de 30

mN/m. A temperatura foi mantida em 25 °C.

3.1.3 | Microscopia de fluorescéncia

Para a obtengao das imagens de microscopia de fluorescéncia das
monocamadas utilizou-se um microscopio Olympus BX50 acoplado a uma cuba de
Langmuir. O preparo das monocamadas seguiu 0 mesmo procedimento descrito na
se¢ao 3.1.1 acima, utilizando-se as mesmas proporgoes lipidicas e condigoes de calcio
e proteina. A adigao de 1% (em mol) de uma sonda fluorescente NBD-HPC (Sigma-
Aldrich) foi feita a fim de distinguir entre regides condensadas e fluidas das
monocamadas (OKONOGI; MCCONNELL, 2004). A pressao superficial utilizada
foi de aproximadamente 10 mN/m. As imagens foram obtidas por uma camera
digital apos 5 minutos do preparo das monocamadas, para garantir a evaporagao

completa do solvente.

3.2 | Bicamadas
3.2.1 | Preparo de lipossomos (LUVs) e proteolipossomos

Foram preparados lipossomos consistindo nas seguintes composigoes: DPPC
puro; DPPC:DPPS (9:1) e DPPC:DPPS (8:2), sendo todas as propor¢des em
numero de mol. Massas pré-determinadas dos lipideos foram solubilizadas em uma
mistura de cloroformio:metanol (3:1) e misturadas nas propor¢oes especificadas,
quando necessario. As solugoes lipidicas resultantes foram secas sob fluxo continuo
de nitrogénio e agitagdo constante. Os filmes resultantes da secagem foram
armazenados em dessecador sob vacuo por um periodo de, no minimo, 1 hora, para
garantir a evaporagao total do solvente. Os filmes lipidicos foram entao ressuspensos

em tampao HBS pH 7,4 levando a formagao de vesiculas multilamelares grandes
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(MLVs). A ressuspensao foi realizada a 70 °C, por um periodo de 1 hora, com
agitagdo periodica em intervalos de 10 minutos. Posteriormente, a suspensio de
MLVs foi submetida a extrusao mecanica (Avanti) atraves de membrana de
policarbonato de porosidade 100 nm (Avanti), para gerar vesiculas unilamelares
grandes (LUVs), a partir daqui tratadas simplesmente como lipossomos (BOLEAN
et al., 2017). A adigao de calcio nas amostras, quando necessaria, foi feita apos
extrusao das vesiculas.

A intera¢do de lipossomos com AnxAS5 foi realizada a partir da mistura de
ambos os componentes de acordo com a proporgao proteina:lipideo de 1:100, em
numero de mol. Essas misturas serao referidas a partir daqui como proteolipossomos,
e foram preparadas tanto na auséncia de calcio quanto na presenca de 0,5 mM de

CaCl,. As amostras foram analisadas imediatamente apos o seu preparo.

3.2.2 | Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

Os ensaios de DSC dos lipossomos e proteolipossomos foram realizados em
um N—DSC II: Differential Scanning Calorimeter (Calorimetry Sciences Corporation).
A referéncia utilizada foi tampao HBS pH 7,4, suplementado com 0,5 mM, 2 mM ou
5 mM CacCl,, quando necessario. O tampao utilizado foi previamente desaerado por
20 minutos. A concentragao de amostra utilizada foi de 0,6 mg/mL. Os parametros
de varredura utilizados foram: velocidades de aquecimento e resfriamento iguais a

0,5 °C/min, num intervalo de temperatura de 10 a 70 °C. A pressao utilizada foi de

3 atm (BOLEAN etal., 2011).

3.2.3 | Ensaios de agregagao por espalhamento de luz dinamico
(DLS) e turbidimetria

Testes de agregagao/fusio de lipossomos por acio de fons Ca’" foram

realizados na presenca e auséncia de AnxA5. Para isso, lipossomos preparados de
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acordo com a se¢ao 3.2.1, numa concentragao de 20 uM foram incubados com ions
Ca”" (concentrac¢ao na faixa de 0 — 2 mM) e imediatamente submetidos a analise de
espalhamento dinamico de luz e turbidimetria. A adi¢ao de proteina foi realizada
numa proporg¢ao lipideo:proteina de 100:1. As medidas de diametro hidrodinamico
foram realizadas em triplicata em um Nano Zetasizer (Malvern Instruments), angulo
de incidéncia do laser de 173°, comprimento de onda de 532 nm (BOLEAN et al.,
2010). As medidas de turbidez foram realizadas em um leitor de placas SpectraMax

M3 (Molecular Devices), em comprimento de onda de 340 nm.

3.2.4 | Potencial zeta
Medidas de potencial zeta dos lipossomos e proteolipossomos foram realizadas
em agua por meio de um Nano Zetasizer (Malvern Instruments). Todas as medidas

foram realizadas em triplicata.
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 | Monocamadas
4.1.1 | Isotermas Tx A
As caracteristicas da interagao entre DPPC e DPPS na presenca e auséncia de
ions Ca’" foram primeiramente determinadas a partir do monitoramento da variagio
de pressao superficial de monocamadas produzidas nestas condigoes de interesse. A

Figura 10 abaixo apresenta as isotermas T x A obtidas para os ensaios de interagao.
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Figura 10 | Interacao de DPPC e DPPS em monocamadas de Langmuir. Isotermas T x
A de DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em propor¢oes molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e
20%DPPS, respectivamente) em subfase de tampao HBS (10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl)
na auséncia (A) e presenga (B) de 5 mM CaCl,. Fonte: Autoria propria.

A medida que a monocamada ¢ formada, as moléculas dispersas na interface
sdo constantemente aproximadas umas as outras devido a redugdo total da area
interfacial, o que implica um maior niimero de interagdes intermoleculares e permite
a transigao entre os diferentes niveis de organizagao molecular.

A partir dos graficos dispostos acima observa-se o comportamento padrao para o
DPPC puro, que consiste no aparecimento de uma regiao de platé (em torno de 10-

12 mN/m), atribuida ao estagio de transi¢do de uma organizagdo menos compacta
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(liquido-expandido, le) para uma organizagdo mais compacta (liquido-condensado
Ic), sendo, por isso, denominado de regidao de coexisténcia das fases le-lc
(MCCONLOGUE; VANDERLICK, 1997). Esse comportamento do DPPC ¢
bastante estabelecido na literatura e varios estudos ja mostraram a influéncia de
diversos ions, surfactantes, nanoparticulas e biomoleculas (proteinas, carboidratos,
lipideos e acidos nucleicos) sobre este estagio de organizacao, sugerindo uma
sensibilidade que o torna relevante para a avaliagdo da interagao do DPPC com
qualquer outra especie com que esteja em contato (JAVANAINEN et al., 2020;
MCCONLOGUE; MALAMUD; VANDERLICK, 1998; ROSS et al., 2001;
SANTANA; CASELI, 2021; SHIGENOBU; MCNAMEE, 2012).

Ainda, pelo grafico da Figura 10 pode-se observar pouca diferenga para o
comportamento do DPPC comparando-se a subfase desprovida de ions Ca’" ¢ a
subfase contendo 5 mM Ca’". Um estudo recente de Javanainen e colaboradores
(2020) mostrou, por meio de simulagdes de dinamica molecular e espectroscopia
vibracional de monocamadas, que a presenga de ions Na™ na interface nao afeta
significativamente o estruturamento da monocamada, ao passo que a presenga de fons
Ca’" exerce um efeito relevante em varios aspectos, como o grau de empacotamento
e a conformagdo adotada pelos lipideos (JAVANAINEN et al., 2020). E valido
ressaltar que a faixa de concentragio de Ca’" utilizada no estudo se encontra na ordem
de centenas de milimolar (300~800 mM), muito maior que a utilizada neste
trabalho, no entanto, as conclusées acerca dos mecanismos de interacao entre Ca’* e
DPPC sao pertinentes e serdo adotadas aqui.

Os autores observaram que a presenga de ions Ca”* promove uma redugao de
pressao superficial na regidao de coexisténcia da isoterma, alem de uma contragao
geral da monocamada, i.e., os ions Ca’" podem induzir um empacotamento mais

compacto dos lipideos, provavelmente por meio da associacao de orupos polares
P P > P P ¢ grupos p

carregados de varios lipideos (JAVANAINEN et al., 2018, 2020). Alem disso,
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considerando-se a diferenca de concentragao entre os cations Na™ (150 mM) e Ca*"
(5 mM) na subfase, era esperado que qualquer efeito proveniente da interagao
especifica dos fons Ca’" com a monocamada seria atenuado ou até mesmo blindado
pela presenga massiva de ions Na*, que pode dificultar o acesso aos sitios de interagao
na monocamada devido ao seu excesso, de forma que diferengas em termos de
pressio da monocamada seriam dificilmente notadas, como observado a partir dos
perfis das isotermas €Xpressos na Figura 10.

A Figura 10 mostra que, na auséncia de ions Ca’", a presenga de DPPS nas
monocamadas mistas exerce pouca influéncia no perfil da isoterma em comparagao
com a de DPPC puro, para as proporgoes de DPPS utilizadas. Esse comportamento
pode ser atribuido ao fato de que ambos os tipos lipidicos possuem cadeias carbonicas

. 14 7 .
saturadas e de mesmo comprimento, de modo que obstaculos estéricos quanto ao
. / ~ ~ . . .
empacotamento dos lipideos durante a compressao da monocamada sdo minimizados,
e o fator mais relevante na sua organizagao, nessas condicdes, torna-se a natureza das
suas porg¢des polares. Os grupos quimicos mais determinantes do carater polar destes
fosfolipideos sao o grupo fosfato, que participa da ligagéo fosfosdiester que une a
~ \ . A . !
por¢ao polar a cadeia carbonica das moleculas, e os grupos que conferem sua
identidade lipidica, a saber colina no caso do DPPC e serina no caso do DPPS. O
. ! . . . A

grupo colina apresenta carga liquida positiva, que ¢ contrabalanceada pela carga
liquida negativa do grupo fosfato de modo que as moleculas de DPPC possuem carga
liquida residual proxima da neutralidade na interface, onde existem na forma
zwitterionica. Ja o grupo serina apresenta carga liquida negativa e, portanto, as
moleculas de DPPS na interface possuem carga liquida residual negativa, como sera
observado em dados de potencial zeta apresentados mais adiante.

Uma diminui¢ao da pressao superficial na regiao de coexisténcia de fases, isto
¢, uma redugdo de tensoatividade da monocamada, ¢ observado na presenca de ions

Ca’". Além disso, este efeito parece estar diretamente associado a quantidade de
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DPPS na monocamada, ja que maiores propor¢des de DPPS implicam maiores
redugdes de pressao superficial nessa regiao das isotermas. Essas observagoes estao
de acordo com o que a literatura descreve, que ifons Ca’" e moléculas de DPPS
apresentam uma afinidade de interagao bastante significativa em comparagao com
DPPC, devido a diferenga de carga liquida que as moleculas apresentam na interface
(MELCROVA et al., 2016). Apesar de complexa, a interagao entre fosfolipideos e
ions Ca’" ¢ bastante estudada, em virtude da sua relevancia em processos biologicos.
Melcrova e colaboradores (2016) propuseram um esquema de ligagdo entre Ca*" e
por¢oes de fosfatidilcolina e fosfatidilserina, no qual assumem que os sitios mais
determinantes nesta interagao sao o grupo fosfato, no caso da fosfatidilcolina, e os
grupos fosfato e carboxilato, no caso da fosfatidilserina (MELCROVA et al., 2016).
Além disso, Adams e colaboradores (2016) observaram que a interagao entre ions
Ca’" e DPPC em concentragdes relativamente altas de calcio provocam condensagao
da monocamada, que ¢ acompanhada por uma diminui¢ao na pressao superficial da
regido de coexisténcia de fases. Eles assumem que os ifons Ca’" promovem a
desidratagao dos lipideos e formam complexos onde um ion Ca’" age como ponte
entre duas moléculas de DPPC e causa reorientagao dessas moléculas, que podem
assumir um arranjo mais compacto (ADAMS; CASPER; ALLEN, 2016). A partir
desse raciocinio, seria razoavel pensar em um mecanismo de interagao similar para
os casos em que DPPS esta presente, e o fato da redugao da pressao superficial ser
evidente nestes casos pode ser consequéncia da maior afinidade desse lipideo pelos
ions Ca’", que se mostra significativa mesmo na concentragao relativamente baixa de
calcio utilizada.

Numa tentativa de se compreender melhor a interagao dos lipideos com ions
Ca’" e seu efeito sobre a organizagdo da monocamada, foram analisadas as variagoes

de energia livre de mistura e de area molecular media a partir das isotermas dispostas
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na Figura 10. Os gréficos que contém esses parémetros estao agrupados na Figura

11, que segue.
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Figura 11 | Analise do comportamento de mistura das monocamadas em tampao
HBS. Areas moleculares médias em funcio da fragio molar de DPPS para as monocamadas
analisadas nas pressoes de 10 mN/m e 30 mN/m, na auséncia (A) e presenca (B) de 5 mM de
CaCl,. Energia livre de mistura para as monocamadas analisadas em fungao da fragao molar de
DPPS utilizada, para as pressdes de 10 mN/m e 30 mN/m, na auséncia (C) e presenca (D) de 5
mM de CaCl,. A subfase consistiu em tampao HBS pH 7,4. Em todos os casos, retas em preto
denotam comportamento ideal. Fonte: Autoria propria.

Em condigbes ideais, tanto a area quanto a contribui¢do energetica que os
componentes isolados fornecem para a mistura ¢ proporcional a fragao molar de cada
componente (GRADELLA VILLALVA et al., 2016). Assim, a area molecular media
para misturas ideais ¢ calculada de acordo com a Equagdo 1 abaixo.

Ag%eal = X14, + X4,
(1)
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A partir da mesma premissa, a energia livre de excesso de mistura ¢ calculada
de acordo com a Equacao 2 que segue.

T s T
AGGXC - j AlZdTC—le Aldﬂ_X2f Asz[
0 0

0
)

A literatura discorre sobre a possibilidade de se identificar desvios de
idealidade da mistura de componentes em monocamadas a partir da comparagao do
comportamento misto aferido experimentalmente com uma extrapolagao realizada a
partir da obten¢ao do comportamento empirico dos componentes puros, utilizando-
se as Equagdes 1 e 2. Alem disso, relata-se ainda a possibilidade de identificar a
natureza do efeito que provoca um determinado desvio de idealidade observado, i.
e., quais interagdes predominam entre os componentes da monocamada, com base
no tipo de desvio observado em relagdo ao comportamento ideal (GRADELLA
VILLALVA etal., 2016).

Os desvios observados em relagdo ao comportamento ideal (linear) predito
podem ser negativos ou positivos. Desvios positivos correspondem a valores de area
molecular media maiores do que seus correspondentes ideais, e sugerem a formagao
de agregados bidimensionais ¢/ou dominios caracterizados por interagdes repulsivas
entre os componentes da monocamada. Desvios negativos correspondem a valores
de area molecular menores do que seus correspondentes ideais, e, portanto, indicam
interagdes atrativas entre os componentes da monocamada (GRADELLA VILLALVA
etal., 2016; REHMAN et al., 2017).

Analogamente, desvios de idealidade da mistura podem ser avaliados pela
variagdo de energia livre de excesso de mistura, AG.,.. Uma mistura ideal deve
apresentar um valor de AG igual a 0, que significa que nenhum tipo de interagdo
entre os componentes ¢ mais ou menos favoravel que outro tipo, sendo todas as

interacdes equivalentes. Se AG < 0, interagdes atrativas ocorrem entre os
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componentes da mistura, ao passo que AG > 0 denota interagoes repulsivas entre os
componentes da mistura. Dessa forma, AG,, fornece informagio acerca da
estabilidade termodinamica de monocamadas mistas (DE PAULA RIGOLETTO et
al., 2011; GRADELLA VILLALVA et al., 2016).

A partir dos graficos apresentados na Figura 11A e 11B, observa-se um desvio
negativo de area para a monocamada em 10 mN/m, e um comportamento muito
proximo da idealidade na pressao de 30 mN/m, tanto na presenga quanto na ausencia
de fons Ca’". Essas observagdes sugerem interagdes atrativas entre as moléculas
constituintes da monocamada em 10 mN/m, o que ¢ razoavel, dado que esta pressao
corresponde a regiao de coexisténcia de fases e espera-se uma aproximagao entre
moléculas, que podem ou nao se associar de modo atrativo. A proximidade do
comportamento observado para a pressao de 30 mN/m do comportamento ideal
torna dificil qualquer consideragdo acerca das interagdes predominantes entre as
moléculas no plano da monocamada, e, portanto, passamos a analise das variagoes de
energia livre de excesso de mistura. Neste caso, o cenario se inverte, e os desvios na
pressio de 10 mN/m tornam-se inconclusivos. Entretanto, um desvio positivo
bastante pronunciado ¢ observado na pressao de 30 mN/m quando a monocamada ¢
formada na presenca de ions Ca’*. O desvio positivo sugere a predominancia de
interagdes repulsivas entre os lipideos, que podem ser atribuidas as interagoes DPPS-
DPPS, em razao da sua carga liquida negativa.

Um desvio positivo nessas condi¢oes pode indicar que mesmo em baixas
propor¢oes de DPPS na monocamada (10-20%), a presenga de ions Ca’" induz certo
ordenamento e agrupamento destes lipideos. Assim, para avaliar de forma mais
assertiva esse efeito, optou-se pelo preparo das monocamadas em agua pura, uma vez
que a alta concentragao salina do tampao HBS pode mascarar o efeito do calcio, como

ja mencionado anteriormente.
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A Figura 12 abaixo apresenta as isotermas T x A obtidas para os ensaios de

interagao nas monocamadas em subfase de agua pura.
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Figura 12 | Interagao de DPPC e DPPS em monocamadas de Langmuir. Isotermas T x
A de DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em propor¢des molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e
20%DPPS, respectivamente) em subfase de agua, na auséncia (A) e presenga (B) de 5 mM CaCls,.
Fonte: Autoria propria.

Comparando-se a Figura 12 com a Figura 10 observa-se um deslocamento das
isotermas para a esquerda, que parece estar associado a quantidade de DPPS presente
na monocamada, sugerindo que a presenga de DPPS, por si s6, promove contragao
da monocamada em agua pura. Este fenémeno muito provavelmente foi mascarado
pela alta forga i6nica do tampao HBS, o que explica sua auséncia na Figura 10. Alem
disso, observa-se também que a contragao da monocamada ¢ mais evidente na
presenga de fons Ca*", indicando um possivel efeito cumulativo/sinérgico de DPPS
e Ca”" sobre a sua organizagao.

Adams e colaboradores (2016) mostraram que ions Na* promovem expansao
de monocamadas constituidas por DPPC, assim como ions K™ e Mg’", ao passo que
ions Ca’* promovem contra¢ao nas mesmas condi¢oes (ADAMS; CASPER; ALLEN,
2016). Este estudo vai ao encontro com o demonstrado por Javanainen e
colaboradores (2020), cujo estudo, como mencionado, mostra pouca influéncia de

ions Na™ sobre o estruturamento da monocamada de DPPC, porém tal efeito ¢
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tambem de expansdo, ainda que em menor extensio (JAVANAINEN et al., 2020).
Dessa forma, pode-se assumir que ha uma competigao entre ions Ca’" e Na™ pelos
sitios de interagao na monocamada, que resulta nas isotermas apresentadas na Figura
10, como consequéncia da maior quantidade de ions Na™ na subfase.

A analise de mistura tambem foi realizada para as monocamadas preparadas em
agua pura, e os graficos que correspondem a essa avaliagao estao dispostos na Figura

13 que segue.
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Figura 13 | Analise do comportamento de mistura das monocamadas em agua. Areas
moleculares médias em fungao da fragao molar de DPPS para as monocamadas analisadas nas
pressoes de 10 mN/m e 30 mN/m, na auséncia (A) e presenca (B) de 5 mM de CaCl,. Energia
livre de mistura para as monocamadas analisadas em fungao da fragao molar de DPPS utilizada,
para as pressoes de 10 mN/m e 30 mN/m, na auséncia (C) e presenga (D) de 5 mM de CaCl,. A
subfase consistiu em agua pura. Em todos os casos, retas em preto denotam comportamento ideal.
Fonte: Autoria propria.
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Novamente, observa-se desvios negativos de area molecular na pressao de 10
mN/m, tanto na presen¢a quanto na auséncia de ions Ca’", para as monocamadas
preparadas em agua pura. Adicionalmente, observa-se um ligeiro desvio negativo de
area molecular na pressio de 30 mN/m, em ambas as condigées empregadas. Os
desvios negativos estao associados com um maior empacotamento lipidico da
monocamada, o que ¢ bastante razoavel nessas condigdes, em que a presenca
exclusiva de ions Ca’" promove uma contragao da monocamada (area molecular
maxima na Figura 12 ¢ reduzida de aproximadamente 104 A2/molécula para valores
entre 96 ¢ 100 A?/molécula). Analogamente, o perfil de desvios de idealidade
observados na Figura 11 para as monocamadas preparadas na presenga de ions Na™
reflete o efeito destes ions, isto ¢, de expansdo da monocamada, e, portanto, redugao
dos desvios negativos de idealidade associados a um maior empacotamento lipidico.

Com relagao as variagdes de energia livre de excesso (Figura 13C e 13D),
observa-se um desvio geral levemente positivo na pressio de 10 mN/m para as
monocamadas preparadas na auséncia de fons Ca’", ¢ um desvio de idealidade
inconclusivo para a pressao de 30 mN/m, como ocorrido na Figura 11C. Esse desvio
positivo na pressio de 10 mN/m indica que de fato a monocamada apresenta
interagoes repulsivas significativas, sugerindo proximidade de moleculas de DPPS no
plano da monocamada, sem cations para mediar suas interagdes. Na presenca de ions
Ca”" observa-se desvios de idealidade definitivamente negativos, que corroboram
ensaios prévios de interagio de monocamadas contendo DPPS com ions Ca’*
presentes na interface (ADAMS; CASPER; ALLEN, 2016). Esses desvios ressaltam
a prevaléncia de interagGes atrativas entre os componentes da monocamada, tanto na
pressao de 10 mN/m quanto na pressdo de 30 mN/m, indicando que os ions Ca’"
exercem efeito de estabilizacao das interagdes entre moleculas de DPPS tanto em
baixas pressGes quanto em pressGes tipicas de bicamadas/membranas biologicas

(MELCROVA et al., 2016). Esse fenémeno é especialmente relevante no contexto
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da mineralizagdo mediada por vesiculas da matriz, que envolve grande quantidade de
ions Ca’" associada a regides da membrana vesicular com abundancia de DPPS
(GENGE; WU; WUTHIER, 2008; WU et al., 1996)].

Por fim, o efeito da AnxA5 sobre a organizagao das monocamadas foi avaliado.
Neste contexto, optou-se pela subfase constituida por tampao HBS pH 7,4, uma vez
que o seu teor salino favorece a permanéncia da proteina em solugdo, disponivel para
interacao com a monocamada. A Figura 14, a seguir, expressa as isotermas T x A
para as monocamadas preparadas com AnxA5 na subfase, tanto na auséncia quanto

na presenca de 5 mM Ca’".
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Figura 14 | Interacio de DPPC, DPPS e AnxA5 em monocamadas de Langmuir.
Isotermas T x A de DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em propor¢ées molares de 9:1 e 8:2
(10%DPPS e 20%DPPS, respectivamente) em subfase de tampao HBS (10 mM HEPES pH 7,4,
150 mM NaCl) na auséncia (A) e presenca (B) de 5 mM CaCl,, e presenga de AnxA5 (proporgao
molar LIPIDEO:PROTEINA 100:1). Fonte: Autoria propria.

As isotermas apresentadas na Figura 14 possuem um perfil bastante similar ao
das isotermas obtidas para as monocamadas preparadas em tampao HBS na auséncia
de proteina, no entanto, observa-se um deslocamento para a direita, indicando
expansao das monocamadas preparadas na presenga de AnxA5. Baseado no que foi
discutido para as monocamadas preparadas em tampao HBS e agua, observa-se uma
provavel influéncia dos ions Na* sobre a organizagao da monocamada, que torna

complicado a identifica¢ao dos efeitos decorrentes da presenga da proteina, que pode
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também exercer um efeito sobre a monocamada similar ao efeito dos ions Na*. Na
presenca de ions Ca’" ¢ possivel observar uma influéncia sobre a tensoatividade da
regido de coexisténcia de fases que parece ser intermediaria entre a observada para as
Figura 10 e Figura 12. Isto indica que de alguma forma a presenga de AnxA5
intensifica o efeito provocado por ions Ca’" sobre a organizacdo da monocamada,
muito provavelmente devido a sua afinidade por esse cation em detrimento de ions
Na™. De fato, Mukhopadhyay e colaboradores (1996) observaram que a interagio de
AnxA5 com monocamadas anidnicas exerce um efeito sobre a pressao superficial
muito semelhante ao efeito exercido a partir da interagao das mesmas monocamadas
com fons Ca’* (MUKHOPADHYAY; CHO, 1996). Apesar da interagao de
monocamadas com AnxA5 em subfase aquosa contendo apenas CaCl, nao ter sido
avaliada neste trabalho, a interacio de membranas mistas de fosfatidilcolina e
fosfatidilserina com AnxA5 em interfaces contendo apenas sal de calcio foi
recentemente investigada por Ma e colaboradores (2020) por meio de espectroscopia
vibracional (MA et al., 2020). Neste estudo, os autores demonstraram que o
mecanismo pelo qual a proteina interage com a membrana anionica na auséncia de
fons Ca’" ¢ distinto do mecanismo de interagao na presenga desses ions (na presenga
de calcio a proteina se associa a membrana de modo muito mais organizado). Assim,
nao se descarta a possibilidade de comportamento semelhante ocorrer na interface
constituida por tampao HBS, ainda que em menor escala.

Os valores de area molecular media e energia livre de excesso de mistura para
as monocamadas preparadas na presenca deAnxA5 estao apresentados na Figura 15,

a seguir.
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Figura 15 | Analise do comportamento de mistura das monocamadas em tampao
HBS na presenca de AnxAS5. Areas moleculares médias em funcio da fragio molar de DPPS
para as monocamadas analisadas nas pressdes de 10 mN/m e 30 mN/m, na auséncia (A) e presenga
(B) de 5 mM de CaCl,, e presenga de AnxAS5 (proporgao molar LIPIDEO:PROTEINA de 100:1).
Energia livre de mistura para as monocamadas analisadas em fungao da fragdo molar de DPPS
utilizada, para as pressoes de 10 mN/m e 30 mN/m, na auséncia (C) e presenca (D) de 5 mM de
CaCl,, e presenga de AnxA5 (proporgio molar LIPIDEO:PROTEINA de 100:1). A subfase
consistiu em tampao HBS pH 7,4. Em todos os casos, retas em preto denotam comportamento

ideal. Fonte: Autoria propria.

A Figura 15A mostra que, diferentemente das situagdes anteriores, ou seja,
monocamadas preparadas em tampao HBS e agua, a presenga da AnxA5 provoca uma
inversao no desvio observado para os valores de area molecular média na pressao de
30 mN/m, enquanto o desvio negativo observado para a pressao de 10 mN/m, que

~ . / . . . ~ . /
sugere compactagao lipidica por meio de interagdes atrativas, esta de acordo com o

obtido para as demais condigdes. Na presenga de fons Ca’", observa-se a mesma
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tendéncia de desvio negativo das condigdes anteriores, refor¢ando o papel do calcio
na condensagao lipidica das monocamadas contendo DPPC e DPPS.

Esse comportamento oposto observado para a interagdo da AnxA5 com as
monocamadas mistas na auséncia e presenga de ions Ca’" na pressao de 30 mN/m
sugere uma possivel diferenga na forma como a proteina interage com a monocamada
nos dois casos. Como ja dito anteriormente, Ma e colaboradores (2020) observaram
diferengas no mecanismo de interagdo da AnxA5 com membranas constituidas por
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) e dioleoilfosfatidilserina (DOPS) na auséncia e
presenca de ions Ca’" (MA et al., 2020). Os autores propuseram que, na auséncia de
ions Ca’", as moléculas de AnxA5 sio adsorvidas de modo desordenado sobre a
membrana, e que a adi¢ao posterior de fons Ca’" promove reorganizagao da proteina,
que adota uma orientagao mais estavel a partir da formagao de complexos AnxA5-
Ca”"-PS. Na presenca de fons Ca’", as moléculas de AnxA5 ja se organizam na forma
mais estavel, por meio da formagio direta dos mesmos complexos AnxA5-Ca’"-PS,
sem passar por um estagio de organizagao intermediario (MA et al., 2020).

Outros trabalhos discorrem sobre a complexagio de fons Ca”” em membranas
sinteticas contendo fosfatidilserina, na auséncia de proteina. Sinn e colaboradores
(2006), em um estudo bastante cuidadoso de adsor¢ao de ions Ca** sobre membranas
mistas contendo fosfatidilcolina e fosfatidilserina, observaram que a ligagao de calcio
a essas membranas ocorre de forma espontanea e endotérmica, indicando um
processo entropicamente dirigido (SINN; ANTONIETTI; DIMOVA, 2006). Alem
disso, Melcrova e colaboradores (2016) observaram que os sitios de ligagdo na
membrana sdo dependentes tanto quantitativamente (nimero de sitios) quanto
qualitativamente (localizagdo/natureza dos sitios) da concentrag¢do de calcio. Em
baixas concentragdes de calcio (~0,1 M), os sitios preferenciais de ligagao nas
membranas mistas sao os grupos COO™ (n = 0,58), seguidos por PO,> (n = 0,38) e

C=0 (n = 0,34), sendo n o numero de coordena¢ao de ions Ca’" em cada um dos
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grupos. Em altas concentragdes de calcio (~0,7 M), uma alteragao nos nimeros de
coordenagdo ¢ observada, e estes tornam-se n = 0,68, n = 0,98 e n = 0,60 para
COO, PO,> e C=0, respectivamente (MELCROVA et al., 2016). Os autores
atribuem essa alteracio nos numeros de coordenagio a localizagao dos ions Ca’" na
monocamada, que ¢ determinada pelo grau de hidratagao da monocamada que, por
sua vez, depende da concentragao de calcio na interface.

Os graficos de energia livre de excesso de mistura dispostos na Figura 15C e
15D denotam comportamentos opostos em relacdo a presenga de ions Ca’" na
interface. Na auséncia de calcio, desvios positivos sio observados, indicando
predominancia de interagdes repulsivas. Para a pressao de 30 mN/m, observa-se
concordancia com o desvio de area molecular média, porém, para a pressao de 10
mN/m o comportamento ¢ oposto ao desvio de area, indicando que, apesar de
dominios condensados se formarem nesse estagio de organizagao da monocamada, as
interagdes predominantes sao repulsivas devido a uma provavel proximidade entre
moléculas de DPPS, mesmo na presenca de proteina. Na presenga de ions Ca’",
predominam as interagbes atrativas, que se mostram mais intensas com o aumento
da quantidade de DPPS na monocamada e na pressao de 30 mN/m, indicando que
nao soO a presenga simultanea de calcio e AnxA5 de fato reduzem a repulsao entre
moléculas de DPPS, mas que, alem disso, a predominancia de interagoes atrativas na
pressao de 30 mN/m pode decorrer de um arranjo distinto e mais favoravel das

moléculas de AnxAS5 na interface.

4.1.2 | Estabilidade de monocamadas
A estabilidade das monocamadas preparadas foi avaliada a partir da variagao da
pressao superficial no decorrer do tempo. As Figura 16, Figura 17 ¢ Figura 18 que

seguem ilustram a estabilidade das monocamadas preparadas em tampao HBS.
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Figura 16 | Estabilidade das monocamadas preparadas em tampao HBS. Variagao da
pressao superficial (mN/m) em fungao do tempo (s) das monocamadas constituidas por DPPC
puro, mistura de DPPC:DPPS em proporgoes molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 20%DPPS,
respectivamente) em subfase de tampao HBS (10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl) na auséncia
(A) e presenga (B) de 5 mM CaCl,. Fonte: Autoria propria.

A Figura 16 mostra que, tanto na auséncia quando na presenga de ions Ca’",
a monocamada constituida exclusivamente por DPPS se apresenta como a mais
estavel, ja que apresenta o menor declinio de pressio superficial, observado na
auséncia de calcio. Na presenca de calcio, a monocamada de DPPS puro se mantém
com pressao praticamente constante durante o todo o intervalo de tempo empregado
no ensaio, sugerindo que a diminuigao da pressao observada na auséncia de fons Ca’"
se deve a repulsao entre moleculas de DPPS, que sao minimizadas na presenca de
calcio.

A respeito das composi¢des mistas pode-se inferir que a repulsao entre
moléculas de DPPS tambem ¢ um fator determinante da diminui¢ao de pressao
superficial observada para essas monocamadas. Alem disso, nota-se que uma
diminui¢do mais acentuada da pressao superficial ocorre na monocamada que
apresenta maior quantidade de DPPS na sua constitui¢do e, novamente, a presenga
de calcio estabiliza ambas as monocamadas.

No caso da monocamada de DPPC, observa-se que, na auséncia de calcio ela

se apresenta mais estavel do que as mistas, reforcando o efeito desestabilizante
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desempenhado pelas moleculas de DPPS. Na presenca de calcio, observa-se uma
redugao da estabilidade da monocamada, diferente do que ocorre com as demais
composi¢des, evidenciando uma interagao oposta dos ions Ca** com DPPC e DPPS.
De fato, o efeito exercido pelo calcio sobre as monocamadas de DPPC puro ¢ de
expansao, ao passo que o efeito observado sobre as monocamadas de composigao
mista ¢ de contragao, como se pode notar a partir das isotermas apresentadas na
Figura 12, e em menor escala, na Figura 10.

A Figura 17 exibe o mesmo padrao de estabilidade observado na Figura 16,
porem o decaimento das curvas de estabilidade se da de forma menos suave,
indicando quedas buscas de estabilidade, que podem estar associadas a menor forga
ionica da subfase, que nao promove efeito de minimizagao de repulsao de cargas entre
as moléculas no plano da monocamada. Assim como na Figura 16, a presenca de ions
Ca’" na subfase estabiliza as composigoes contendo DPPS ao passo que desestabiliza
a monocamada formada por DPPC puro, refor¢ando o efeito distinto exercido sobre

estas composigoes.
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Figura 17 | Estabilidade das monocamadas preparadas em agua pura. Variagio da
pressao superficial (mN/m) em fungao do tempo (s) das monocamadas constituidas por DPPC
puro, mistura de DPPC:DPPS em propor¢oes molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 20%DPPS,
respectivamente) em agua na auséncia (A) e presenca (B) de 5 mM CaCl,. Fonte: Autoria propria.
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Por fim, a Figura 18 apresenta o efeito da AnxA5 sobre a estabilidade das
monocamadas estudadas. Nota-se que, na auséncia de ions Ca’", as monocamadas
contendo DPPS se mostram mais estaveis que a de DPPC puro, sugerindo que a
proteina interage preferencialmente com DPPS de modo a estabilizar essas

. !/ . !/ . /
monocamadas, mesmo sem o intermedio do calcio. Entretanto, a presenca de ions
Ca”" promove um maior relaxamento das monocamadas, o que vai de encontro com
o observado nas condig¢bes anteriores, em que estes ions tornavam as monocamadas

mais estaveis durante o intervalo de tempo observado.
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Figura 18 | Estabilidade das monocamadas preparadas em tampao HBS na presenca
de AnxAS5. Variagao da pressao superficial (mN/m) em fungdo do tempo (s) das monocamadas
constituidas por DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em proporg¢oes molares de 9:1 e 8:2
(10%DPPS e 20%DPPS, respectivamente) em subfase de tampao HBS (10 mM HEPES pH 7,4,
150 mM NaCl) contendo AnxA5 na proporgao proteina:lipideo 1:100 (em niimero de mol), na
auséncia (A) e presenca (B) de 5 mM CaCl,. Fonte: Autoria propria.

Com isso pode-se notar que, em termos gerais, na auséncia de calcio a AnxA5
promove uma ligeira estabilidade das monocamadas mistas, indicando interagao
significativa com DPPS nessas condi¢Ges, porém na presenca de fons Ca’" a proteina
nao afeta significativamente a estabilidade das mesmas monocamadas, assim como a

/ =+ ~ . A . ~
presenga de fons Na* nao parece exercer grande influéncia, ao menos nao o bastante

para que seja detectada por meio desta analise.
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4.1.3 | Microscopia de fluorescéncia

Numa tentativa de se compreender melhor como os lipideos poderiam estar
organizados nas diferentes condi¢oes empregadas, imagens de microscopia de
fluorescéncia no estagio de coexisténcia de fases le-lc das monocamadas foram
obtidas. A Figura 19 a seguir apresenta imagens referentes a todas as condigdes
empregadas. A sonda utilizada (NBD-HPC) permite a distingdo entre regides
compactas (liquido-condensado, areas escuras) e fluidas (liquido-expandido, areas
claras) da monocamada, uma vez que a sua fluorescéncia ¢ suprimida em
microambientes condensados (OKONOGI; MCCONNELL, 2004).

Na auséncia de fons Ca”", observa-se uma distribui¢ao homogénea de dominios
circulares para a monocamada de DPPC puro, que esta de acordo com resultados
previamente relatados para imagens obtidas no ponto inicial da regiao de coexisténcia
de fases (MCCONLOGUE; VANDERLICK, 1997; ROSS et al., 2001; SHIEH;
ZASADZINSKI, 2015). Para as composi¢oes mistas, observa-se que a presenga de
DPPS exerce pouco efeito sobre a formagao desses dominios, entretanto, na presenca
de 20%DPPS eles parecem possuir um diametro ligeiramente menor em relagao aos
observados para DPPC puro. Por fim, para DPPS puro observa-se um aumento no
diametro dos dominios lipidicos em relagao as outras composi¢oes. Estas observagoes
sugerem que a presenca de DPPS de fato pode alterar o modo como a transigao de
fase ocorre nas monocamadas, no entanto, esse efeito so deve ser significativo em
composi¢des de DPPS maiores que as utilizadas nas monocamadas mistas

apresentadas neste trabalho.
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DPPC 10%DPPS  20%DPPS DPPS

5 mM Ca? 0 mM Ca*
AnxA5 5mM Ca> AnxA5 0mM Ca*

Figura 19 | Microscopia de fluorescéncia das monocamadas preparadas. Imagens de
fluorescéncia das monocamadas compostas por DPPC puro, 10%DPPS, 20%DPPS e DPPS puro,
na auséncia e presenca de 5 mM Ca’* e AnxAS (proporgio molar LIPIDEO:PROTEINA de
100:1), na pressao de 10 mN/m (regido de coexisténcia de fases). Barras de escala brancas
correspondem a 160 nm (lente objetiva de 40x), ao passo que barras de escala laranjas
correspondem a 100 nm (lente objetiva de 20x). Setas indicam dominios lipidicos condensados.

Fonte: Autoria propria.

A presencga de AnxA5 na auséncia de calcio exerce pouca influéncia sobre a
formacao dos dominios observados. De fato, apenas uma ligeira perda de
homogeneidade dos dominios formados em DPPC puro foi observada, sem grandes
flutuagdes quanto aos seus diametros. Os dominios formados na presenga de ions
Ca’" se mostram ainda bastante semelhantes aos observados nas condi¢des anteriores,

sem grandes perturbagdes. Entretanto, a presenca de calcio alterou
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significativamente os dominios formados em DPPS puro, que se mostraram como
um emaranhado de regides condensadas de dificil visualizagdo, de modo que a sua
captura so foi possivel com nitidez razoavel pela lente objetiva de 20x.

Por fim, a presenca simultanea de AnxA5 e fons Ca*" levou a uma quebra da
homogeneidade dos dominios lipidicos tipicos observados, na qual dominios maiores
passaram a ser formados com tamanhos diferentes. As composi¢oes mistas parecem
ter apresentado um maior numero destes dominios maiores em detrimento dos
observados para DPPC puro. No caso do DPPS puro, o mesmo padrao de regies
condensadas emaranhadas foi observado, com a mesma dificuldade de captura
apresentada pela condigdo anterior.

A partir das imagens obtidas, algumas consideragdes podem ser feitas acerca
dos possiveis motivos das tendéncias observadas. Na auséncia de AnxA5, observou-
se pouca interferéncia sobre a organizagao tipica de DPPC na regiao de coexisténcia
de fases para as composi¢des mistas, sugerindo que, apesar das moleculas de DPPS
exercerem influéncia sobre a variagdo de pressiao superficial que acompanha o
processo de transigao de fase lipidica da monocamada, nenhum efeito significativo
parece ocorrer sobre a morfologia ¢ dimensio da fase condensada formada
inicialmente, tanto na presenga quanto na auséncia de calcio. Uma vez que a proteina
¢ inserida no sistema, mudangas significativas a respeito da dimensao e, em menor
grau, morfologia dos dominios lipidicos sao observadas na presenga de calcio,
reforcando a afinidade de interagao entre DPPS, fons Ca’" e AnxA5, que
provavelmente reconfiguram o padriao de formagao dos dominios lipidicos pela
associagdo em complexos DPPS-Ca’>*-AnxA5, como discutido na secao 4.2.1. De
fato, um comportamento similar a respeito da influéncia da AnxA5 sobre a
organiza¢ao de membranas contendo DPPS ja foi observado pelo grupo, por meio de

microscopia de forga atomica (BOLEAN et al., 2017).
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A associagao de DPPS, ions Ca’" e AnxA5 sdo a base para a formagao da
estrutura cristalina bidimensional da proteina ja descrita em ensaios de interagao com
membranas (BOLEAN et al., 2015, 2017; OLING; BERGSMA-SCHUTTER;
BRISSON, 2001). Assim, esse ordenamento pode ser a chave para a geracdo dos
dominios maiores observados, que podem inclusive apresentar uma quantidade de
DPPS diferente dos dominios tipicos formados nas demais condi¢es, em virtude da
necessidade de moléculas de DPPS para a geragao de complexos com calcio e
proteina.

A partir dos resultados discutidos ate aqui, observou-se que a presenga
concomitante de fons Ca’" e AnxAS5 exerce um efeito distinto e especifico sobre a
organizagao das monocamadas contendo DPPS nas condig¢des trabalhadas. Foi
possivel avaliar, até certo grau, como tal organizagdo se da em baixas pressoes
superficiais (~10 mN/m), no entanto, uma abordagem mais profunda ¢ necessaria
para entender o processo em pressoes maiores (~30 mN/m), dado que membranas
biologicas tipicamente apresentam pressao lateral em torno deste valor (MARSH,
1996), e as tecnicas empregadas no estudo de monocamadas neste trabalho permitem
uma melhor analise em valores de pressao superficial menores. Sendo assim, optou-
se por prosseguir a investigagdo do comportamento de interagao entre DPPS, Ca’" e
AnxA5 em lipossomos, que sdo passiveis de analises sensiveis a respeito de sua
constituigao lipidica, e alem disso, exibem pressao tipica de membranas biologicas,

tornando-os extremamente Uteis para as avaliagoes pretendidas.

4.2 | Bicamadas
4.2.1 | Calorimetria de varredura diferencial (DSC)
O comportamento térmico dos lipossomos constituidos pelas misturas em
questdo, bem como proteolipossomos contendo AnxA5 incorporada foi avaliado por

DSC, na presenca e auséncia de calcio, de modo a fornecer informagées quanto ao
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efeito de ions Ca*" na organizagao lipidica, bem como da proteina, e de ambos calcio
e proteina combinados. Os resultados estdo apresentados na Figura 20, e os
parametros de transi¢ao obtidos a partir dos termogramas estao ilustrados na Figura
21.

Analisando a Figura 20A nota-se que o lipossomo de DPPC puro na auséncia
de calcio e proteina expressa o padrao tipico de transi¢ao para DPPC, com uma regiao
de pre-transi¢ao bastante clara, em torno de 30-32 °C. Com relagao a temperatura
de transi¢ao do pico principal (Tt), observa-se uma redugdo em comparagao com a
temperatura de transigao tipica para DPPC, que ¢ de 41 °C (CHEN et al., 2018).
Esse efeito deve-se ao estresse osmotico que decorre da presenga de grande
concentragao salina nas vesiculas, que surge a partir da transigao da fase gel para uma
fase de organizagao intermediaria (ripple phase) entre gel e liquido-cristalino, atingida
durante a pre-transigao, onde o volume das vesiculas diminui, aumentando assim a
concentragdo salina intravesicular e deslocando a transicdo principal para
temperaturas menores (PERKINS et al., 1997).

Na presenca de proteina, observa-se o desaparecimento da regido de pre-
transi¢ao e a temperatura de transigao do pico principal ¢ deslocada de volta para um
valor proximo a temperatura de transi¢gao do DPPC, indicando que de alguma forma
a proteina inibe a formagao da fase de organizac¢ao intermediaria (ripple), reduzindo

o estresse osmotico sofrido pelas vesiculas.
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Figura 20 | Avaliagio do efeito da presenca de DPPS e AnxA5 no comportamento
termotropico das vesiculas na auséncia e presenca de calcio. Termogramas dos
lipossomos e proteolipossomos constituidos por DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em
proporgoes molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 20%DPPS, respectivamente) em tampao HBS (10
mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl) na auséncia (A, C, E) e presenca (B, D, F) de 0,5 mM Ca’".

Fonte: Autoria propria.
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Figura 21 | Parametros de transicio de fase lipidica dos lipossomos e

proteolipossomos obtidos por DSC. Variagao de entalpia de transi¢ao de fase, valores de

cooperatividade e temperatura de transi¢ao de fase de lipossomos e proteolipossomos (AnxA5)
constituidos de DPPC puro, 10%DPPS, 15%DPPS e 20%DPPS sao representados na auséncia

(laranja) e presenga (verde) de 0,5 mM de calcio. Fonte: Autoria propria.

Nota-se que os valores de entalpia (AH) e cooperatividade (t;,,) da Figura 21
relacionados a transi¢ao de fase do DPPC sofrem diminui¢oes quando a proteina esta
presente, indicando que a transi¢ao de fase ocorre de maneira mais cooperativa, em
uma temperatura maior. Na presenca de calcio (Figura 20B), observa-se que sem a
AnxA5 o sistema passa por um processo de transi¢do semelhante ao de quando a
proteina esta presente na auséncia de calcio, sugerindo que os ions Ca®" e AnxA5
exercem, isoladamente, um efeito similar sobre as vesiculas. De fato, a presenca de
calcio minimiza a pre-transi¢ao e desloca a transi¢ao principal para valores maiores
de temperatura. Na presenca de AnxA5 ocorre redugao dos valores de AH, porém
para valores pouco maiores que os observados para o proteolipossomo sem calcio, e
o valor de t;,, tambem diminui, para um valor proximo ao do proteolipossomo sem
calcio. Assim, a presenca simultanea de AnxA5 e calcio no sistema parece acrescentar

um pequeno obstaculo energetico para que a transi¢ao ocorra.
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Para os sistemas contendo DPPS, observa-se a reducao da regiao de pre-
transi¢ao em todos os sistemas, com deslocamento das temperaturas de transigao para
valores iguais ou maiores que a do DPPC, decorrente da influéncia do DPPS na

transi¢ao, que puro apresenta um valor de Tt de 55°C (GAESTEL etal., 1983). Pelos

valores de AH na Figura 21 nota-se que a energia necessaria para promover a
transicao de fase ¢ menor para lipossomos na presenca de calcio, e menor ainda
quando ha a presenca simultanea de calcio e AnxA5, de modo que na composigao de
20%DPPS estes valores sdo sempre menores em comparagdo com os respectivos
sistemas na auséncia de calcio.

A partir dos valores de temperatura de transi¢io de fase e unidade de
cooperatividade dispostos na Figura 21, observa-se um aumento gradativo na
temperatura de transi¢do conforme a quantidade de DPPS nas vesiculas aumenta, que
esta de acordo com o que ja ¢ relatado para misturas lipidicas, onde a temperatura de
transicao ¢ deslocada no sentido da transi¢ao do componente puro mais abundante
(WODLE] et al., 2019). A unidade de cooperatividade, ou simplesmente
cooperatividade, ¢ dada pela largura a meia altura dos picos nos termogramas e esta
relacionada com a quantidade de moléculas de lipideo que participam conjuntamente
na transi¢ao, sendo as transi¢des mais cooperativas aquelas que possuem menores
valores de t;,, (HEIMBURG, 2007). Assim, nota-se o aumento gradual nos valores
de cooperatividade para os sistemas contendo DPPS na presenca de calcio, ao passo
que na auséncia de ions Ca’" os sistemas apresentam flutuagoes em torno de um
mesmo valor, de modo que nao ha indicios de variagGes significativas do parametro.
Sendo assim, conforme a quantidade de DPPS aumenta, menos moléeculas participam
simultaneamente da transi¢ao, sugerindo que a transi¢ao ocorre a partir de diferentes
populagdes lipidicas, refor¢ando a ideia de que dominios ricos em DPPS sao induzidos
pela presenca de ions Ca’", uma vez que o alargamento do pico ocorre no sentido de

maior temperatura.
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Para melhor visualizagdo das transi¢oes e para facilitar a observagio de
transi¢oes multiplas, fez-se a deconvolugao de todos os termogramas apresentados na
Figura 20, de modo que os picos deconvoluidos, juntamente com os respectivos
picos originais estao apresentados na Figura 22 que segue. A Figura 23 expressa os
parametros de transigao obtidos a partir das deconvolugdes.

Na deconvolugao apresentada na Figura 22A observa-se dois picos, sendo que
o pico mais escuro corresponde a pre-transicao do DPPC na auséncia de calcio.
Observa-se também a redugdo desse pico quando a proteina esta presente, como ja
descrito, e tambem condizente com a Figura 23A. Na Figura 22B, que expressa
lipossomo de DPPC na presenca de calcio, nota-se a presencga de um pequeno pico
centrado préximo a uma temperatura de 45°C, e que, portanto, nao representa uma
situagdo de pre-transigao lipidica. Assim, acredita-se que esse pico remeta a algum
tipo de ordenamento mais rigido das moleculas de DPPC induzido por ions Ca’*, que
se intensifica na presenga da proteina, sugerindo que ela possa apresentar maior

afinidade por esse tipo de organizagao.
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Figura 22 | Avaliagio do efeito da presengca de DPPS e AnxA5 na formacao de
dominios lipidicos nas vesiculas. Deconvolugoes dos termogramas apresentados na Figura
20 para proteolipossomos (graficos superiores) e lipossomos (graficos inferiores) na auséncia (A,
C, E) e presenca (B, D, F) de 0,5 mM Ca’". Fonte: Autoria propria.
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i

Figura 23 | Parametros de transicio de fase lipidica dos termogramas
deconvoluidos de lipossomos e proteolipossomos. Os picos principais (preenchimento
mais claro na Figura 22 sio representados em laranja, enquanto os picos secundarios
(preenchimento mais escuro na Figura 22 sio representados em verde. Os sistemas sao
representados na auséncia (A) e presenca (B) de 0,5 mM de calcio. Fonte: Autoria propria.

Com relagao aos sistemas que possuem DPPS na sua composi¢ao, nota-se a
presenca de pequenos picos em temperaturas maiores que o pico de transigao
principal, tanto na auséncia quanto na presencga de calcio. Isso sugere que se tratam
de dominios ricos em DPPS, pois os mesmos nao aparecem na deconvolugio do

DPPC puro. Ademais, observa-se uma tendéncia de aumento na area desses picos na

presenga de calcio (como verificado a partir dos valores de AH na Figura 23B),
indicando que ocorre uma intensificagdo da formagao desses dominios induzidos pelo
ion. Ressalta-se ainda que o aumento de area dos picos secundarios parece se alinhar
a quantidade de DPPS presente no sistema, ja que a composi¢ao de 10%DPPS
apresenta os menores picos enquanto a composicao de 20%DPPS apresenta os
maiores. Adicionalmente, a presenga de AnxA5 promove um novo aumento desses
picos, corroborando a hipotese previamente levantada de que eles correspondam a
dominios mais ricos em DPPS, uma vez que a proteina apresenta alta afinidade de
interagao por DPPS na presenca de calcio (BOLEAN et al., 2015, 2017; LIZARBE

et al., 2013). Por fim, o alargamento pronunciado desses picos (representadas por
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ti/» na Figura 23A) reflete o fato de que essas transi¢des representam organizacoes
distintas da organizagao predominante (que se da provavelmente entre moleculas de
DPPC na sua maioria), fazendo com que a transi¢ao secundaria se estenda por um
amplo intervalo de temperatura.

Foi avaliado tambem o tamanho e o potencial zeta dos proteolipossomos
formados na presenca e auséncia de calcio, a fim de observar se houve influéncia da

protel'na nesses parémetros. A Figura 24 que segue expressa os resultados obtidos.
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Figura 24 | Analise de estabilidade coloidal dos lipossomos e proteolipossomos
preparados. Diametros hidrodinamicos (inferior) e potenciais zeta (superior) dos
proteolipossomos estao representados juntamente com seus respectivos lipossomos (DPPC puro,
10%DPPS, 15%DPPS e 20%DPPS). Denota-se ainda a auséncia (laranja) e presenca (verde) de
0,5 mM de calcio. Fonte: Autoria propria.

A partir da Figura 24 observa-se um leve aumento dos proteolipossomos em

~ . A . 4 . / . ~
relacao aos hpossomos na auséncia de calcio, ao passo que na presenga de calcio nao
houve variagao significativa do tamanho das vesiculas. Nota-se ainda uma diminuigao
do potencial zeta dos proteolipossomos com relagio aos respectivos lipossomos. Isso
sugere a interagdo da proteina com as vesiculas, uma vez que o potencial zeta da

proteina livre em pH 7,4 apresenta valor negativo da ordem de —25 mV (ndo
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mostrado). Na auséncia de calcio, o comportamento ¢ o oposto, havendo um
aumento do potencial zeta dos proteolipossomos em relagao aos lipossomos. Esse
efeito pode ser decorrente de uma baixa interagdo com a proteina, que apresenta uma

interagdo com membranas muito mais intensa na presenga de calcio (GERKE;

CREUTZ; MOSS, 2005; MA et al., 2020).

4.2.2 | Ensaio de agregacao
Apos a caracterizagao dos lipossomos e proteolipossomos a respeito da

organiza¢do das membranas lipidicas frente a presenca de ions Ca’", realizou-se o

;
estudo da estabilidade dessas vesiculas em solugao, por meio de medidas de tamanho
de particula e variagdes de turbidez das suspensdes nas condigdes de interesse. As
Figura 25 e Figura 26 que seguem expressam os resultados obtidos para as medidas
de diametro meédio e turbidez das suspensdes de vesiculas em diferentes
concentragoes de calcio.

A partir da Figura 25, nota-se que o lipossomo constituido por DPPC puro se
mantem estavel em toda a faixa de concentragao de calcio utilizada, sem agregacao
significativa, ao passo que ambas as composi¢oes contendo DPPS apresentam clara
agregagao, que se torna mais evidente a medida que a concentragao de calcio
aumenta. Este efeito desestabilizador sobre vesiculas contendo DPPS foi observado e
avaliado por Marr e colaboradores (2012), cujo trabalho mostra que os ions Ca’"
exercem um efeito significativo sobre o tamanho efetivo de moléculas de DPPS em
bicamadas a0 mesmo tempo que pouco efeito ¢ observado sobre moléeculas de DPPC
(MARR et al., 2012). Os autores propuseram um modelo que prevé a ruptura de
vesiculas contendo DPPS a partir da energia livre associada ao diametro dessas
vesiculas. Alem disso, atribuem o fenomeno de ruptura/fusao das bicamadas a um

aumento da tensdo lateral dos lipideos resultante da ligagao de ions Ca”". Essas

observagdes estao de acordo com o que foi discutido neste trabalho, cujas
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observagdes apontam para um acumulo localizado de DPPS nas membranas

preparadas quando submetidas a presenca de calcio.
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Figura 25 | Ensaio de agregacao por DLS dos lipossomos e proteolipossomos
preparados. Distribuicdio de didametros hidrodinamicos de lipossomos e proteolipossomos
(AnxA5) constituidos por DPPC puro (A e B, respectivamente), 10%DPPS (C e D,
respectivamente) e 20%DPPS (E F, respectivamente) na faixa de concentracao de fons Ca’* de

0,0 — 2,0 mM. Fonte: Autoria propria.
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Figura 26 | Ensaio de agregacao turbidimétrico dos lipossomos e proteolipossomos
preparados. Curvas de densidade Otica em fungdo da concentragio de fons Ca’" para as
composi¢des DPPC puro, 10%DPPS e 20%DPPS (percentuais molares) na auséncia (em laranja)
e presenga (em verde) de AnxA5 (proporgao proteina:lipideo 1:100). Fonte: Autoria propria.

Na presenca da proteina, observa-se agregacao das vesiculas compostas por
DPPC puro, e uma redugao marcante da agregagao sofrida pelas vesiculas contendo
DPPS. A agregacao observada para as vesiculas formadas por DPPC puro sugere que
possa ter havido associagdo de moléculas de proteinas adsorvidas em vesiculas
distintas, o que levaria a fusao dessas vesiculas. Alem disso, ressalta-se ainda o fato de
que a agregagao observada em todos os casos (lipossomos e proteolipossomos)
corresponde ao estagio inicial do fenomeno, ja que um niimero pequeno de vesiculas
esta, de fato, sofrendo agregagao, como observado a partir da distribuigao do nimero

de vesiculas em fun¢do dos diametros hidrodinamicos (ndo mostrado).
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A presenca de AnxAS foi capaz de estabilizar as vesiculas de composi¢ao mista,
apresentando um retardo expressivo de agregacao na faixa de concentragao de calcio
utilizada. Essa observagao sugere que a proteina de alguma forma ¢ capaz de reduzir
a tensao lateral da membrana, responsavel pela ruptura e fusdo das vesiculas. De fato,
esse dado esta em boa concordancia com outras observagdes realizadas a respeito da
implicagao da presenca da proteina no reparo de defeitos de membrana, sugerindo
que o efeito da proteina vai alem da estabiliza¢do da membrana (LIN; CHIPOT;
SCHEURING, 2020; MIYAGI et al., 2016).

Bouter e colaboradores (2011) observaram que a presenga de AnxA5 era
essencial para o reparo da membrana plasmatica de células perivasculares e, alem
disso, a capacidade de assumir a organizagao bidimensional caracteristica dessa
proteina era requisito para o processo de reparo (BOUTER et al., 2011). Os autores
relatam que o arranjo bidimensional da proteina, juntamente com o fluxo de ions
Ca’" atraves das regides danificadas da membrana plasmatica das células, ¢ essencial
para promover a redu¢ao da tensao na membrana, fazendo com que a ruptura nao se
torne propague, e permitindo que mecanismos adicionais de reparo sejam executados
(BOUTER et al., 2015). Um trabalho recente de Robinson e colaboradores (2020)
mostrou que membranas mistas de DOPC (80% mol) e DOPS (20% mol)
submetidas a danificagdo optotermal tiveram seus defeitos reparados por meio da
ligagao de AnxAS5 na presenca de fons Ca*". Além disso, a organizagao cristalina da
proteina foi detectada durante os ensaios realizados, refor¢ando sua importancia na
contengao da progressao do defeito.

Os graficos dispostos na Figura 26 expressam uma tendéncia muito
semelhante a observada na Figura 25, ja que a turbidez aumenta (indicando
agregagao) para o proteolipossomo contendo DPPC, ao passo que tende a diminuir
para os proteolipossomos que apresentam DPPS na sua constitui¢do. De fato, o efeito

de diminui¢ao da turbidez em suspensoes de vesiculas contendo PS por AnxA5 ¢ tao
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consolidado e caracteristico da interacdo com essa proteina, que esse tipo de ensaio
¢ inclusive empregado para se avaliar a integridade e identidade da proteina, ja que
as outras proteinas da familia das anexinas exibem comportamentos tipicamente
diferentes (BLACKWOOD; ERNST, 1990).

Com base nos resultados apresentados e discutidos para as bicamadas, nota-se
que a presenga de fons Ca’" realmente promove uma distribui¢ao heterogénea das
moleculas de DPPS, com um provavel agrupamento dessas moléculas que aumenta a
tensao lateral da membrana. A AnxA5, por sua vez, atua de modo a estabilizar essa
distribui¢ao, diminuindo a tensio da membrana por meio de um mecanismo de
interagdo que, apesar de ainda carecer de detalhes, depende da organizacao

bidimensional da prote{na.
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Os resultados de interagdo com monocamadas de Langmuir mostram que a
presenga de calcio ¢ capaz de induzir mudangas na organizagdio de monocamadas
contendo DPPS, tanto pelo observado a partir dos graficos T x area molecular e
analise de miscibilidade, quanto por meio das imagens de fluorescéncia, ainda que em
menor grau. Aléem disso, observou-se que a estabilidade desses dominios ¢ maior na
presenga de fons Ca’", sugerindo ligagao desses ions de modo a minimizar a repulsao
de cargas entre moleculas de DPPS.

A presenga de AnxA5 nas monocamadas reforga a interagao de ions Ca®" com
moléculas de DPPS, pelos mesmos parametros avaliados, e parece intensificar a
heterogenia de organizagao lipidica induzida, como observado nas imagens de
fluorescencia, que pode estar relacionada inclusive com o arranjo bidimensional da
proteina, capaz de estabilizar dominios negativamente carregados (BOUTER et al.,
2015, 2011).

Em pressdes de relevancia biologica (30 mN/m), mimetizadas por meio de
lipossomos, observou-se que a presenga de calcio de fato induz a formagdo de
dominios lipidicos enriquecidos em DPPS, e que a formacdo desses dominios
desestabiliza as vesiculas a ponto de causar a sua agregacao ou fusao. A presenga da
proteina estabiliza esses dominios de modo que uma concentragao maior de calcio ¢
necessaria para causar o mesmo efeito fusogenico/de agregagao. Assim, de posse de
todos os resultados, conclui-se que os ions Ca’" promovem a formagio de dominios
enriquecidos em DPPS, porem instaveis, enquanto a proteina estabiliza a sua
existéncia na membrana.

Essas observagdes vao ao encontro do que tem sido relatado acerca do papel

da AnxA5 no reparo celular, que admite o recrutamento e organizagao da proteina
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nas redondezas de defeitos de membrana. A presenca de PS e fons Ca’" sdo essenciais
para desencadear esse fenomeno, e neste trabalho foi possivel observar que as
condigbes experimentais empregadas sao suficientes para sustentar um fenomeno
semelhante. A presenca de calcio, que induz o agrupamento de DPPS e aumenta a
tensao lateral na membrana que ¢ responsavel por promover os eventos de agregagao,
¢ a mesma que fornece as condi¢des para que a AnxAS5 se ligue a membrana nas
regides de instabilidade e reduza a tensao lateral, retardando os mesmos eventos.
Pensando no contexto da biomineralizagdo, esse comportamento
desempenhado pela proteina pode ser essencial para a nucleagdo de mineral no
interior das VMs. Ja ¢ reconhecida a importancia de regides abundantes em DPPS na
membrana de VMs para a mineralizacdo (CRUZ et al., 2020), por serem areas de
actmulo de fons Ca’" capazes de atuar como centros de nucleagdo. Dessa forma, em
virtude da tendéncia de membranas ricas em DPPS serem rompidas na presenca de
concentragdes significativas de calcio, supbe-se que a AnxA5 atue de modo a prevenir
este tipo de evento, garantindo o acimulo suficiente de ions Ca** e PO, para que as
particulas de mineral sejam formadas sem que a vesicula se rompa durante o
processo. A abundancia de AnxAS5 nas vesiculas da matriz sugere que o papel da
proteina vai alem de simplesmente promover um possivel transporte de calcio para
o interior das vesiculas, e essa consideracao ja foi feita por Wuthier e Lipscomb
(2011), ambos grandes estudiosos dessas vesiculas (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011).
Assim, o presente trabalho, por meio desta nova abordagem, aponta na diregao
de estudos focados na formagao de mineral em interfaces negativamente carregadas
na presenga e auséncia de AnxA5, a fim de averiguar a consequéncia da organizagao
lipidica e promog¢ido de dominios lipidicos estaveis no acimulo de ions Ca™" e

posterior estabilizagao de nicleos minerais em regides especificas de membrana.
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