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RESUMO 

 

Ferreira, C. R. Efeito da Anexina A5 na interação entre íons Ca2+ 
membranas contendo DPPS. 2021. 89p. Dissertação – Programa de Pós-
Graduação em Química. Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo. 

 

A mineralização do osso é um processo dirigido por vesículas da matriz (VMs), que 
produzem e liberam as primeiras partículas de mineral na matriz extracelular 
colagenosa. Acredita-se que a Anexina A5 (AnxA5) desempenhe um papel 
importante na nucleação de mineral dentro das VMs influenciada por cálcio e PS. O 
trabalho buscou avaliar a estabilidade de membranas compostas por DPPC e DPPS 
em meios contendo íons Ca2+, assim como o efeito da AnxA5 sobre essa estabilidade 
e sua relevância para o processo de mineralização óssea. O efeito de íons Ca2+ sobre 
membranas constituídas por DPPC puro, 10%DPPS, 20%DPPS (porcentagens 
molares) e DPPS puro foi avaliado a partir de monocamadas de Langmuir (isotermas 
π-A e microscopia de fluorescência) e lipossomos (calorimetria de varredura 
diferencial, DSC; e espalhamento dinâmico de luz, DLS). Os dados obtidos por meio 
de DSC e DLS mostram que concentrações de cálcio na faixa de 0,5-2,0 mM induzem 
a formação de domínios lipídicos ricos em DPPS e que promovem a agregação/fusão 
de lipossomos. No entanto, o efeito fusogênico promovido pelos íons Ca2+ é 
minimizado na presença de AnxA5 (fusão que outrora ocorria em 0,5 mM passa a 
ocorrer a partir de 1,0 mM na presença da proteína). As imagens de microscopia 
mostram a formação de pequenos domínios lipídicos em monocamadas de DPPC 
puro em meio contendo íons Ca2+, que se tornam maiores na presença de DPPS e 
ainda maiores na presença de AnxA5. Os resultados indicam que a AnxA5 pode ser 
fundamental para a nucleação de mineral dentro de VMs, atuando na estabilização de 
regiões abundantes em DPPS para que ocorra acúmulo suficiente de cálcio e fosfato, 
necessários para a formação e crescimento do mineral. 
 
 
 
Palavras-chave: Anexina A5; Cálcio; DPPS 
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ABSTRACT 

 

Ferreira, C. R. Effect of Annexin A5 in the interaction between Ca2+ ions 
and DPPS-containing membranes. 2021. 89p. Dissertação – Programa de Pós-
Graduação em Química. Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, 
Universidade de São 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 
Ca2+ 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 π-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 Ca2+ while in the absence of protein it started at 
0.5 mM Ca2+. 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 AnxA5 facilitates the nucleation, growth and 
release of mineral. 
 
 
 
Keywords: Annexin A5; Calcium; DPPS 
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1 | INTRODUÇÃO 

1.1 | Biomineralização 

O termo biomineralização faz referência a todo e qualquer processo que resulte 

na formação de mineral por ação de um organismo. Este processo leva à formação 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 período Pré-Cambriano, como resultado 

do intenso movimento das placas tectônicas, que promoveu um aumento expressivo 

da concentração de minerais solúveis nos mares (MURSHED, 2018). A 

supersaturação atingida em presença de biomacromoléculas é a condição essencial 

para a precipitação de biominerais. Dessa forma, organismos marinhos teriam 

desenvolvido exoesqueletos primitivos constituídos principalmente de carbonato e 

fosfato de cálcio, que por sua vez, permitiram que tais organismos apresentassem 

melhores condições de sobrevivência. 

 

Figura 01 | Estruturas mineralizadas em diferentes organismos. (A) Imagem do 
cocolitóforo Emiliania huxleyi (alga unicelular) obtida por microscopia eletrônica de transmissão, 

barra de escala igual a 3μm; (B) Ilustração de fêmur humano; (C) Exemplo de estrutura 
mineralizada em moluscos; (D) Ilustração de um ouriço-do-mar, cujas espículas são mineralizadas; 
(E) Ilustração de um besouro-hércules (Dynastes hercules), cujo exoesqueleto é revestido por uma 
membrana mineralizada. Fonte: Google Imagens e (BROWNLEE; WHEELER; TAYLOR, 2015).
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Por outro lado, revestimentos mineralizados também impunham algumas 

limitações aos organismos, frequentemente relacionadas aos seus tamanhos, grau de 

locomoção e sensibilidade superficial. Assim, a internalização de estruturas 

mineralizadas por parte dos organismos emergiu como uma vantagem adaptativa 

central, estabelecendo um marco fundamental na evolução 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, além de viabilizar a presença de superfícies externas sensíveis ao 

ambiente (WAGNER; ASPENBERG, 2011). 

 

1.2 | Mineralização óssea 

O processo de (bio)mineralização óssea pode ser definido como a sequência de 

eventos bioquímicos e biofísicos necessários à calcificação da matriz orgânica do 

tecido ósseo, ocorrendo em todos os vertebrados. Esse processo inicia com a síntese 

de matriz extracelular rica em colágeno a partir de células osteogênicas (e.g. 

osteoblastos e condrócitos), que também secretam proteoglicanos e proteínas não-

colagenosas que participam da regulação do processo (LACRUZ et al., 2017; 

MURSHED, 2018; WEINER; WAGNER, 1998). 

A condição basal para a formação de mineral ósseo é a presença de íons cálcio 

(Ca2+) e fosfato (Pi) em quantidades adequadas na matriz extracelular. Ambos são 

espécies fundamentais no metabolismo de todos os tipos celulares, atuando em vias 

de sinalização, regulação e metabolismo energético (GIORGI; MARCHI; PINTON, 

2018; MICHIGAMI et al., 2018). Em função disso, não é surpreendente que estes 

íons estejam distribuídos em concentrações significativas por todo o organismo. De 

fato, fluidos circulantes de pessoas saudáveis e com nutrição adequada são ricos em 

Ca2+ e Pi, o que implica a necessidade de um mecanismo de inibição sistêmica para 

controle de mineralização no organismo. Assim, a formação óssea em tecidos duros 
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ocorre por meio da remoção local controlada de inibidores de mineralização 

(REZNIKOV et al., 2020). 

Um dos principais inibidores sistêmicos da precipitação de fosfato de cálcio no 

organismo é o pirofosfato (PPi) que, além do papel inibitório, também atua como 

reserva de Pi, juntamente com polifosfatos (poliPi), que são polímeros maiores de 

fosfato capazes de quelar íons Ca2+ (REZNIKOV et al., 2016). Na matriz extracelular 

do osso, proteínas não-colagenosas inibem localmente a formação de mineral, com 

destaque para a osteopontina (OPN) e fetuína A (que também ocorre 

significativamente na corrente sanguínea). O poder inibitório da OPN está associado 

à presença de resíduos de aminoácidos cujas cadeias laterais são fosforiladas, enquanto 

a fetuína A inibe a nucleação de mineral a partir do sequestro de íons Ca2+ e Pi, que 

são imobilizados na forma de complexos coloidais (REZNIKOV et al., 2016). 

Após a síntese da matriz extracelular, as células osteogênicas ativam 

mecanismos de quebra da barreira inibitória da mineralização, comumente tratada 

como razão Pi/PPi, cujo valor pode determinar o tipo de mineral formado, variando 

de apatita/fosfato de cálcio, para razões maiores que 140, a minerais de pirofosfato 

de cálcio, para razões abaixo de 6 (THOUVEREY et al., 2009). Tais mecanismos se 

baseiam na degradação enzimática de PPi (que aumenta a relação Pi/PPi, favorecendo 

o mineral adequado) e inibidores proteicos. A partir do controle inibitório, a 

formação adequada de mineral pode ocorrer na matriz que, à essa altura, apresenta 

arranjos densos estruturalmente hierárquicos de fibrilas de colágeno, fundamentais 

para a deposição e direcionamento do mineral. 

Além de orientar a deposição do mineral, a estrutura suprafibrilar da matriz 

de colágeno configura um ambiente tridimensional altamente complexo, que 

proporciona ambientes confinados determinantes de características do mineral como 

tamanho, estrutura e distribuição, por exemplo (WANG et al., 2012). Com relação 

ao mineral propriamente dito, ainda não foram totalmente compreendidas todas as 
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suas características estruturais e de composição no osso maduro, apesar de ser 

consensual que o mineral final assume estrutura cristalina semelhante à da 

hidroxiapatita (HAp), porém deficiente em íons Ca2+ e PO4
3-, que são substituídos 

por íons Na+ e Mg2+; e íons HPO4
2-, CO3

2- e Cl-, respectivamente, de forma que foi 

consolidada na literatura especializada a referência ao mineral do osso como apatita 

carbonatada, ou apatita biológica (VON EUW et al., 2019). 

A associação extremamente organizada entre a matriz orgânica do osso e a fase 

mineral confere a esse tecido as propriedades notáveis de resistência, rigidez e 

flexibilidade observadas (MORGAN; UNNIKRISNAN; HUSSEIN, 2018). Na 

descrição mais recente da estrutura do osso, foi sugerida uma organização hierárquica 

de doze níveis, que abarcam desde a escala nanométrica de estruturamento, onde 

triplas-hélices de colágeno se arranjam em fibrilas e o mineral surge de modo a formar 

agregados orientados, até o nível micrométrico e milimétrico, onde arranjos 

concêntricos de estruturas densas de colágeno mineralizado formam os ósteons, que 

determinam ranhuras macroscópicas na superfície do osso (REZNIKOV et al., 

2018). Essa complexidade estrutural reforça 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 é 

permeado por diversos modelos e hipóteses, está relacionado em maior ou menor 

grau. 

Além das condições extracelulares, a formação óssea é altamente regulada a 

nível celular, cuja divisão se dá em dois processos: ossificação intramembranosa e 

ossificação endocondral. O primeiro é o processo pelo qual o osso é formado 

diretamente, a partir de um tecido conectivo primitivo de origem mesenquimal, que 

comumente forma ossos chatos como a mandíbula, a maxila e os ossos do crânio; 

enquanto o segundo é o processo em que o tecido ósseo substitui um molde 

cartilaginoso pré-formado (SETIAWATI; RAHARDJO, 2019). Em ambos os 
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processos, os mesmos tipos celulares controlam a formação dos ossos. As células 

envolvidas na osteogênese são os osteoblastos, osteócitos e condrócitos, que são 

responsáveis principalmente pela formação de ossos e cartilagem e possuem origem 

mesenquimal, ao passo que as células responsáveis pela reabsorção óssea, os 

osteoclastos, possuem origem hematopoiética (SALHOTRA et al., 2020). 

Os osteoblastos são as células que iniciam a formação do osso, sendo 

responsáveis pela síntese da matriz extracelular (rica em colágeno do tipo I, bem 

como em proteínas não-colagenosas que regulam a formação de mineral na matriz). 

A diferenciação das células mesenquimais em osteoblastos começa a partir da 

expressão de SOX9, que determina o seu compromisso com uma linhagem 

osteoprogenitora (SALHOTRA et al., 2020). A expressão desse fator de transcrição 

também estimula a diferenciação de células mesenquimais em condrócitos, que são 

células encontradas em cartilagem saudável e que produzem matriz cartilaginosa 

(colágeno tipo II e proteoglicanos). A expressão dos fatores de transcrição RUNX2, 

e posteriormente, OSX (ou SP7), induz a diferenciação de células osteoprogenitoras 

em uma linhagem pré-osteoblástica e finalmente, osteoblástica (SOLTANOFF et al., 

2009). A síntese de matriz extracelular pelos osteoblastos faz com que parte deles 

sejam embebidos dentro dessa matriz, tornando-se osteócitos, que coordenarão a 

manutenção da integridade óssea por meio da interação com osteoblastos e 

osteoclastos (COMPTON; LEE, 2014). 

O processo de ossificação intramembranosa é iniciado a partir de uma 

população de células mesenquimais que se mobilizam de modo a formar o que é 

conhecido como blastema ósseo. As células nessa região se diferenciam em 

osteoblastos (RUNX2) e passam a produzir matriz extracelular e, portanto, 

estabelecem um centro de ossificação primária, que é justamente o local em que o 

crescimento do osso irá ocorrer (ALLEN; BURR, 2019). A matriz óssea inicial é 

produzida muito rapidamente, de modo que o osso formado nesse estágio é pouco 
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organizado e deve ser posteriormente substituído por osso mais estruturalmente 

organizado que é chamado de osso lamelar (PERCIVAL; RICHTSMEIER, 2013). 

Alguns ossos formados por esse processo de ossificação podem apresentar cavidades 

medulares para que haja nutrição adequada dos osteócitos aprisionados na matriz 

óssea, como observado na mandíbula, por exemplo (ALLEN; BURR, 2019). A 

Figura 02 abaixo ilustra o processo de ossificação intramembranosa. 

 

Figura 02 | Ossificação intramembranosa. (A) O processo inicia com o agrupamento de 
células mesenquimais e sua posterior diferenciação em osteoblastos, que secretam matriz 
extracelular e constituem o blastema ósseo. (B) Micrografia óptica de uma ilhota óssea em 
formação por ossificação intramembranosa (coloração realizada com Hematoxilina-Eosina). 
Fonte: Adaptado de (ALLEN; BURR, 2019). 

Os ossos longos são tipicamente formados por meio do processo de ossificação 

endocondral, que envolve a criação de um molde de cartilagem hialina que determina 

o formato do osso final. Esse processo também inicia com a condensação de células 

mesenquimais, no entanto, são diferenciadas a condroblastos (estímulo de SOX9), e 

não osteoblastos, como na ossificação intramembranosa (MACKIE et al., 2008). 
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Os condroblastos produzem matriz cartilaginosa que, assim como na 

ossificação intramembranosa, aprisiona algumas células, que são diferenciadas a 

condrócitos. Esse molde cartilaginoso é revestido por uma membrana fibrosa/celular 

chamada pericôndrio, cujas células são diferenciadas a osteoblastos (estímulo por 

RUNX2) de modo que a primeira formação óssea observada nesse molde ocorre na 

forma de uma circunferência localizada na porção central do molde (diáfise), 

denominada colar ósseo (ALLEN; BURR, 2019). 

O colar ósseo é constituído por osso lamelar e, uma vez formado, estimula a 

proliferação de células osteoprogenitoras nos seus arredores e o pericôndrio passa a 

ser chamado de periósteo. A presença e desenvolvimento do colar ósseo limita a 

difusão de nutrientes no interior da matriz, promovendo sua calcificação. Esse 

fenômeno limita ainda mais a nutrição dos condrócitos que estão retidos no interior 

do molde cartilaginoso, que podem até morrer. Essa sequência de eventos sinaliza a 

necessidade de invasão vascular do colar ósseo e estimula sua penetração por vasos 

sanguíneos que adentram a matriz calcificada e restabelecem o suprimento de 

nutrientes paras as células da matriz. Além disso, a vascularização abre caminho para 

a entrada de osteoclastos que reabsorvem a matriz calcificada, dando origem ao canal 

medular e constituindo o centro de ossificação primária, que é um sítio de atividade 

celular coordenada responsável pelo desenvolvimento posterior do osso (MACKIE 

et al., 2008). 

A ossificação por esse mecanismo ocorre do centro do molde em direção às 

suas extremidades, no entanto, a maioria dos ossos formam centros de ossificação 

secundária nessas extremidades (epífises), de modo muito semelhante ao que foi 

descrito para a formação do centro de ossificação primária diafisário. Esses ossos 

podem formar um ou dois centros de ossificação secundária. 

À medida que o centro de ossificação primária se expande axialmente, 

estendendo o canal medular ao longo do eixo do osso em formação, ele chega a 
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calcificar cerca de um terço do osso, enquanto os centros de ossificação secundária se 

expandem radialmente para formar osso nas extremidades do molde. 

Eventualmente, os centros de ossificação secundária ficam separados do centro 

primário por uma camada de cartilagem que recebe o nome de disco epifisário ou 

placa de crescimento, que é responsável pelo crescimento longitudinal do osso até 

atingir seu tamanho final, que é atingido somente na fase adulta (ALLEN; BURR, 

2019). A Figura 03 abaixo ilustra um osso formado pelo processo de ossificação 

endocondral com destaque para a placa de crescimento. 

 

Figura 03 | Ossificação endocondral. (A) Esquema de ossificação endocondral em estágio 
avançado, onde uma das placas de crescimento já está completamente mineralizada, substituída 
por linha epifisária. (B) Micrografia óptica de uma placa de crescimento ósseo. (C) Esquema da 
constituição das diferentes zonas celulares observadas em placas de crescimento ósseo. (D) 
Vesículas da matriz são liberadas a partir de brotamento da membrana plasmática de condrócitos 
hipertróficos e promovem a mineralização da matriz extracelular na zona hipertrófica da placa de 
crescimento ósseo. Fonte: Adaptado e traduzido livremente de (ALLEN; BURR, 2019). 

A placa de crescimento é composta por cinco zonas morfologicamente 

distintas e que são classificadas de acordo com os principais eventos celulares de cada 
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uma. Estas zonas são divididas em: zona de reserva, zona proliferativa, zona 

hipertrófica, zona de cartilagem calcificada e zona de ossificação (Figura 03). 

A zona mais distante do centro de ossificação primária é chamada de zona de 

reserva e é caracterizada pela presença de condroblastos e matriz cartilaginosa de 

hialina. Essas células produzem continuamente a matriz extracelular rica em colágeno 

do tipo II, que aprisiona algumas dessas células no processo (tornam-se condrócitos, 

porém continuam produzindo matriz). Os condrócitos dessa região são 

morfologicamente similares a condrócitos encontrados em outras regiões do corpo 

(EMONS et al., 2011).  

A segunda zona é chamada de zona proliferativa e é caracterizada por uma 

intensa atividade mitótica de condrócitos. A divisão celular dessas células parece 

ocorrer ao longo de eixos longitudinais paralelos ao comprimento do osso, de modo 

que essa região é facilmente identificada pelo aspecto oval e empilhado das células. 

Além disso, as células continuam produzindo matriz extracelular, em quantidade que 

podem chegar até cerca do dobro do volume celular (EMONS et al., 2011).  

A terceira zona, a zona hipertrófica, pode ser subdividida em outras duas, a zona 

pré-hipertrófica, em que os condrócitos cessam a divisão celular acelerada e passam 

a aumentar de tamanho, até que finalmente chegam ao seu tamanho final na zona 

hipertrófica (em torno de 10x o tamanho original) e morrem. A hipertrofia estimula 

ainda mais a produção de matriz extracelular, que é inicialmente rica em colágeno do 

tipo II, porém passa a ser abundante em colágeno do tipo X quando os condrócitos 

se tornam hipertróficos. Uma consequência importante da diferença entre o colágeno 

produzido por condrócitos hipertróficos do colágeno produzido antes desse estágio é 

que o colágeno do tipo X forma fibras (LUO et al., 2017). Assim, a matriz 

extracelular nessa região passa a ser mais densa e a difusão de nutrientes se torna mais 

difícil, além da estrutura fibrilar tornar a mineralização mais “rígida”.  
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A quarta zona, onde calcificação da cartilagem pode ser observada, é chamada 

de zona de calcificação da cartilagem, e é caracterizada pela presença de condrócitos 

mortos ou em processo de apoptose decorrente da falta de nutrientes. A calcificação 

da cartilagem ocorre a partir de vesículas que são liberadas pelos condrócitos 

hipertróficos e que possuem fosfatase alcalina, ATPases e outras enzimas que clivam 

cálcio e fosfato do ambiente ao redor (ANDERSON; GARIMELLA; TAGUE, 2005; 

GOLUB, 2009). 

A calcificação da cartilagem intensifica a perda celular e, portanto, estimula a 

vascularização da região adjacente e reabsorção da cartilagem calcificada por 

condroclastos, que atuam como os osteoclastos, porém são específicos para a 

remoção de cartilagem calcificada. A última zona observada é a zona de ossificação, 

onde o osso final é inicialmente formado. Essa região envolva a ação de osteoblastos 

que sintetizam osso com baixa organização estrutural (imaturo) que é posteriormente 

substituído por osso lamelar com auxílio de osteoclastos. 

Uma vez que o osso atinge seu tamanho final, ocorre senescência das células 

que constituem a zona de reserva e o crescimento do osso cessa. Após essa parada, a 

placa de crescimento sofre ossificação, deixando apenas uma região mineralizada em 

forma de disco que separa a epífise da diáfise, conhecida como linha epifisária 

(ALLEN; BURR, 2019). 

 

1.3 | Vesículas da matriz 

Uma das teorias de mineralização do tecido ósseo admite que a formação do 

mineral é iniciada no interior de vesículas extracelulares que são secretadas na matriz 

extracelular por células osteogênicas tanto em condições de mineralização saudável 

(e.g. condrócitos, osteoblastos, odontoblastos), quanto ectópica (como ocorre em 

células vasculares de músculo liso). Essas vesículas são conhecidas como vesículas da 

matriz (VMs) e foram primeiramente identificadas por Anderson e Bonucci, 
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concomitantemente, no final da década de 60 (ANDERSON, 1967; BONUCCI, 

1967; PLAUT et al., 2019). 

As VMs possuem diâmetro que varia entre 100-300 nm e surgem por 

brotamento a partir da membrana plasmática de células mineralizantes, sendo, 

portanto, frequentemente classificadas como microvesículas, em oposição a 

exossomos, ambos grupos de vesículas extracelulares (BOTTINI et al., 2018; VAN 

NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Particularmente, as VMs se destacam pela 

sua elevada afinidade por colágeno e capacidade de induzir mineralização in vitro 

(BOTTINI et al., 2018; PLAUT et al., 2019), o que indica seu papel na 

mineralização. 

As células que secretam VMs o fazem em seus estágios finais de 

desenvolvimento. De fato, observa-se que apenas osteoblastos que atingiram 

maturidade liberam estas vesículas, da mesma forma que condrócitos só passam a 

secretá-las quando alcançam o estado de hipertrofia, característica que marca o 

prelúdio da apoptose nestas células (WUTHIER et al., 1985). É comumente aceito 

que as VMs são liberadas a partir de regiões específicas da membrana plasmática das 

células, em razão do contraste observado entre a composição lipídica e proteica das 

vesículas e suas células progenitoras. Vesículas da matriz possuem abundância de 

colesterol (Chol), esfingomielina (SM) e fosfatidilserina (PS), o que sugere seu 

brotamento a partir de regiões especializadas da membrana associadas à formação de 

lipid rafts, cuja constituição é abundante em Chol e SM, conferindo grande afinidade 

para o recrutamento de proteínas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (SIMÃO et 

al., 2019), como é o caso da fosfatase alcalina de tecido não-específico (TNAP), 

presente em concentração 10x maior em vesículas da matriz quando comparado à 

membrana plasmática das células progenitoras (ANDERSON; GARIMELLA; 

TAGUE, 2005). 
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As VMs são responsáveis por fornecer as condições espaço-temporais 

adequadas para que ocorra acúmulo suficiente de íons cálcio (Ca2+) e fosfato 

inorgânico (Pi), resultando na posterior precipitação de mineral. Para isso, dispõem 

de um maquinário bioquímico sofisticado que regula tanto a captação de íons quanto 

a nucleação primária do mineral. A Figura 04 esquematiza a constituição geral de 

uma vesícula da matriz. 

 

Figura 04 | Esquema geral de uma vesícula da matriz. As enzimas NPP1, TNAP e 
PHOSPHO1 participam da homeostase de fosfato na vesícula. AnxA6 pode favorecer o influxo de 
cálcio para o seu lúmen, juntamente com transportadores de cálcio não-identificados. AnxA5 
promove entrada de Ca2+ e a nucleação de mineral por permitir a sua concentração local. A 
atividade da nSMase2 gera fosfocolina a partir da degradação enzimática da esfingomielina, que é 
uma fonte de fosfato intravesicular. PiT-1 e PiT-2 são transportadores de fosfato presentes em 
VMs. Fonte: Autoria própria. 

Como mencionado anteriormente, a matriz orgânica do osso apresenta grande 

quantidade de inibidores de mineralização, dentre os quais destaca-se o PPi. Um 

papel fundamental das VMs, especialmente em estágios iniciais da mineralização, é 

exercer controle sobre a razão Pi/PPi de forma a vencer essa barreira inibitória. Tal 

regulação é desempenhada por ectoenzimas chaves dessas vesículas: a TNAP catalisa 
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a reação que cliva monoésteres de fosfato, como ATP e PPi, gerando Pi; em 

contrapartida, a ectonucleotídeo 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 é transportado para o lúmen das vesículas por 

transportadores específicos (PiT-1 e PiT-2) (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011), e 

provavelmente exercem controle de promoção de mineral na segunda fase da 

mineralização, em que o mineral deixa o meio intravesicular e passa a ser submetido 

às condições bioquímicas/biofísicas da matriz extracelular. 

A respeito do cálcio, o protagonismo proteico é atribuído às anexinas 

(especialmente à anexina A5, AnxA5), que constituem uma família de proteínas com 

a capacidade de se ligar a fosfolipídeos ácidos, como é o caso da fosfatidiserina (PS), 

de forma dependente de cálcio (BOLEAN et al., 2015, 2017). Assim, a AnxA5 (~35 

kDa), pode mobilizar cálcio em regiões das VMs ricas em PS, o que reforça seu 

envolvimento na nucleação de mineral intravesicular, além de um possível canal de 

cálcio (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011). Recentemente foi sugerido que a anexina 

A6 (AnxA6, ~68 kDa) também pode participar na nucleação de mineral e na 

homeostase de cálcio das VMs, por meio de um mecanismo que envolve a 

translocação da proteína pela membrana de forma sensível ao pH local (VESCHI et 

al., 2020). 

 

1.4 | Anexina A5 e seu papel na mineralização 

As anexinas constituem uma família de proteínas que devem desempenhar 

duas características principais: primeiro, uma anexina deve ser capaz de se ligar a 

fosfolipídeos negativamente carregados de forma dependente de íons Ca2+; segundo, 

uma anexina deve possuir um domínio estrutural conservado (denominado de 

repetição de anexina, em tradução livre), de cerca de 70 resíduos de aminoácidos, 
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que aparece em 4 repetições, na maioria dos casos (GEISOW et al., 1986; 

SWAIRJO; SEATON, 1994). 

Essa família de proteínas possui diversos membros, cuja identificação ocorreu 

principalmente nas décadas de 1970 e 1980, como resultado de uma intensa busca 

por proteínas que pudessem atuar como “pontes” (GERKE; MOSS, 2002). As 

anexinas receberam diversos nomes não-relacionados durante esse período de 

descobrimento, já que não havia uma relação direta traçada entre os diferentes 

componentes dessa família, e a maioria desses nomes fazia referência às propriedades 

bioquímicas dessas proteínas, como synexin (agregação de grânulos (CREUTZ; 

PAZOLES; POLLARD, 1978), chromobindins (proteínas que se ligam a grânulos 

cromafins (CREUTZ et al., 1987), calcimedins (proteínas mediadoras de sinais de 

cálcio (MOORE; KRAUS-FRIEDMANN; DEDMAN, 1984), lipocortins (inibidores 

de lipase induzidos por esteroide (FLOWER, 1986) e calpactins (proteínas que se 

ligam a íons Ca2+, fosfolipídeos e actina (GLENNEY; TACK; POWELL, 1987). 

Assim, o termo anexina foi cunhado para descrever uma família de proteínas 

multigênicas capaz de unir estruturas biológicas, 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, já que nenhuma proteína é atribuída 

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 resíduos 

de aminoácidos que se repete 4 vezes em cada uma das proteínas (exceção é a AnxA6, 

que possui 8 repetições), e que é altamente conservado, mas também possuem uma 

região N-terminal (frequentemente referida como cauda) altamente variável em 

sequência de aminoácidos e comprimento da cadeia, que confere a identidade de cada 

membro da família [(SWAIRJO; SEATON, 1994).  
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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; RÖMISCH; PAQUES, 1990). A Figura 05 que segue ilustra a estrutura 

tridimensional da AnxA5. Observa-se que a proteína apresenta quatro domínios 

equivalentes que são conservados e comuns a todos os membros da família. Além 

disso, estes domínios se arranjam de forma que a proteína apresenta uma 

conformação planar-curvada, com uma face côncava e outra convexa (GERKE; 

MOSS, 2002). 

 

Figura 05 | Estrutura tridimensional da AnxA5 humana. A estrutura foi obtida por meio 
de difração de raios-X e depositada por Huber e colaboradores no Protein Data Bank em 
out/1991. Quatro domínios estruturais característicos de anexinas são observados, arranjados de 
forma a permitir um espaço central hidrofílico na estrutura da proteína. Fonte: Protein Data Bank. 

Já foi observado que esta conformação de “disco dobrado” da proteína faz com 

que todos os sítios de interação com cálcio fiquem voltados para o lado convexo da 

estrutura (os domínios conservados são predominantemente hidrofóbicos) e que, 

portanto, pode mediar a interação da AnxA5 com membranas, e a região N-terminal, 

voltada para o lado côncavo. Além disso, análises cristalográficas sugerem que a 

porção N-terminal da proteína afeta consideravelmente a conformação e 

propriedades dos domínios conservados, o que indica um papel altamente regulatório 

dessa porção no que diz respeito à estrutura e função da proteína (LIZARBE et al., 
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2013). Por fim, um poro hidrofílico parece emergir da estrutura enovelada da 

proteína, e muitos autores sugerem que esse poro seria o responsável pelo transporte 

de íons Ca2+ através da membrana, conferindo-a uma função adicional de canal 

(HUBER; RÖMISCH; PAQUES, 1990). 

Além das características estruturais notáveis observadas em moléculas 

individuais de AnxA5, observa-se que a associação dessas moléculas com membranas 

negativamente carregadas ocorre de modo extremamente organizado.  

 

Figura 06 | Interação de AnxA5 com membranas negativamente carregadas. (A) 
Monômeros de AnxA5 em solução se associam em trímeros sobre a membrana a partir da 
interação com íons Ca2+. A cristalização pode seguir duas simetrias distintas, a depender das 
condições do meio. (B) Esboço da organização cristalina p6 (superior) e sua visualização por 
microscopia de força atômica (AFM). (C) Esboço da organização cristalina p3 e sua visualização 
por AFM. Fonte: Adaptado e traduzido livremente de (BOUTER et al., 2015; GERKE; CREUTZ; 
MOSS, 2005; OLING; BERGSMA-SCHUTTER; BRISSON, 2001). 

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

modelo. Sob condições favoráveis, a saber presença de íons Ca2+ e membranas 

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, moléculas de AnxA5 se ligam à superfície dessas 

membranas na presença de íons Ca2+ e rapidamente se organizam em trímeros, que 
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são os blocos construtores do arranjo bidimensional da proteína, que por sua vez, 

pode apresentar duas simetrias principais: p6 e p3. 

A simetria adotada pelo arranjo dos trímeros de AnxA5 é determinada pela 

concentração de cálcio no meio e pelo conteúdo de PS na membrana. Em baixas 

proporções de PS (5 – 20%), predomina o arranjo hexagonal p6, porém em altas 

proporções de PS (≥ 40%) e altas concentrações de íons Ca2+, a simetria p3 é 

favorecida (GERKE; CREUTZ; MOSS, 2005). Estruturas auto-organizadas estão 

frequentemente associadas a construção de arranjos supramoleculares essenciais para 

o bom funcionamento celular, como membranas e o aparato envolvido no processo 

de divisão celular, por exemplo. Com a AnxA5 não foi diferente, já que vem sendo 

mostrado que o seu arranjo bidimensional cristalino é essencial no processo de reparo 

de membranas celulares. 

As membranas celulares consistem em barreiras físicas que garantem a 

heterogenia e especialização de espaços. De fato, a concentração de íons Ca2+ 

intracelular gira em torno de alguns µM, enquanto a concentração do mesmo íon 

extracelular é da ordem de mM. Assim, quando a membrana plasmática das células 

é lesionada, o primeiro evento a ocorrer é justamente o aumento na concentração de 

cálcio intracelular, que é o sinal para ativação de mecanismos de reparo celular 

(BOUTER et al., 2015).  

Um dos primeiros estudos que associa a presença de AnxA5 ao reparo celular 

foi o realizado por Bouter e colaboradores (2011), que compararam a capacidade de 

células perivasculares murinas de reparar membranas danificadas quando essas células 

eram capazes de expressar ou não a AnxA5 (BOUTER et al., 2011). Os autores 

observaram que as células capazes de produzir a proteína eram bem-sucedidas no 

reparo dos defeitos de membrana induzidos, ao passo que as células incapazes de 

produzir AnxA5 não reparavam os mesmos defeitos. Além disso, a adição de AnxA5 

no ensaio realizado com as células incapazes de reparar os defeitos fazia com que eles 
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começassem a sofrer reparação, e os autores observaram uma ligação preferencial da 

proteína nas áreas danificadas da membrana plasmática dessas células. Com base 

nessas observações, os autores propuseram um mecanismo de reparo de membrana 

mediado por AnxA5 que permanece relevante até os dias atuais. A Figura 07 

apresenta o referido mecanismo. 

 

Figura 07 | Ação da AnxA5 no reparo de membranas. (A) Moléculas de AnxA5 
permanecem no meio intracelular em condições normais. (B) Ruptura da membrana promove 
fluxo de íons Ca2+ para dentro da célula. (C) AnxA5 cristaliza nas bordas do defeito de membrana 
até (D) circundá-lo completamente. (E) Vesículas citoplasmáticas se fundem ao defeito para 
promover o reparo da membrana. Fonte: Adaptado e traduzido livremente de (BOUTER et al., 
2011). 

Inicialmente, as moléculas de AnxA5 encontram-se solúveis no citoplasma 

celular. A partir da ruptura da membrana, a concentração intracelular de íons Ca2+ 

aumenta, o que ativa a mobilização das moléculas da proteína, que passam a se 

arranjar na forma bidimensional nas redondezas do defeito. Bouter e colaboradores 

(2011) também observaram que células capazes de expressar AnxA5, porém 

incapazes de assumir a organização cristalina na membrana, não exerciam efeito de 
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reparo (BOUTER et al., 2011). A cristalização da proteína nas bordas do defeito 

promove uma redução da tensão gerada na membrana que tende a expandir esse 

defeito, portanto, o arranjo 2D exerce um efeito estabilizante (BOUTER et al., 

2015). Por fim, vesículas citoplasmáticas são recrutadas para a área 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 mineralização óssea mediada por VMs, em 

função da sua abundância nessas vesículas, e especialmente por ser a proteína mais 

abundante no centro de nucleação de VMs nativas (WU et al., 1997). Especula-se o 

seu papel tanto na primeira fase da mineralização, a nucleação de mineral no lúmen 

das VMs, quanto na segunda fase, a propagação de mineral na matriz extracelular 

(BOTTINI et al., 2018; PLAUT et al., 2019).  

Como citado na seção anterior, acredita-se que a AnxA5 esteja envolvida na 

captação e acúmulo de íons Ca2+ no interior das vesículas da matriz, em função do 

poro hidrofílico observado na sua estrutura tridimensional. De fato, a presença da 

proteína aumenta a velocidade de formação de mineral induzido pelo centro de 

nucleação, inclusive independente da membrana de VMs ou de qualquer canal de 

cálcio, o que torna questionável a atuação da proteína como canal (WUTHIER; 

LIPSCOMB, 2011). Wuthier e Lipscomb (2011) chamam atenção para o fato de que 

a AnxA5 não apresenta domínios estruturais característicos de porções 

transmembranas, e se mostra bem menos eficiente no transporte de íons Ca2+ quando 

comparada com ionóforos específicos para cálcio (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011). 

Unido a isso, a grande quantidade de AnxA5 encontrada em VMs (maior que 

qualquer outro transportador identificado nas vesículas) coloca em dúvida sua eficácia 

como canal de cálcio, caso esta seja sua principal função.  

Por outro lado, as evidências de que a proteína estimula a formação de mineral 

são observadas em vários estudos dedicados à análise dos centros de nucleação 
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reconstituídos in vitro (GENGE; WU; WUTHIER, 2007, 2008). Isto sugere que a 

AnxA5 pode estimular a produção de mineral mesmo em um ambiente hostil para o 

seu crescimento, como é o caso da matriz extracelular óssea, que apresenta diversas 

barreiras inibitórias para a formação de fosfato de cálcio, como discorrido 

anteriormente.  

As especulações a respeito de um possível papel da AnxA5 na propagação de 

mineral é embasada na afinidade por colágeno do tipo II e X observada para a proteína 

em ensaios in vitro (BOLEAN et al., 2020; KIM; KIRSCH, 2008; VON DER MARK; 

MOLLENHAUER, 1997). Uma vez que ambos os tipos de colágeno estão associados 

à formação de osso por meio de ossificação endocondral, a afinidade da AnxA5 por 

essas moléculas sugere que a proteína pode direcionar as vesículas da matriz para 

sítios específicos da matriz extracelular do osso, onde elas podem liberar o seu 

conteúdo mineral para que estes sejam propagados e cresçam de modo a dar origem 

ao osso propriamente dito. 

 

1.5 | Modelos miméticos de membrana 

Monocamadas são formadas de maneira espontânea quando moléculas 

anfifílicas insolúveis são dispersas em um meio aquoso. O controle desse fenômeno 

foi inicialmente proposto a partir de uma metodologia desenvolvida por Irving 

Langmuir no início do século XX (LANGMUIR, 1917). A formação da monocamada 

ocorre na interface entre o ar e a fase aquosa, de modo que qualquer alteração físico-

química nessa região influencia a sua formação. O que se entende por monocamada 

é o resultado da organização orientada das moléculas anfifílicas, em resposta ao 

aumento de sua concentração na interface, ou da redução da área 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 

e com área ampla serve de reservatório para o meio aquoso de interesse, a subfase. 
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Barreiras móveis controlam a área da interface, e consequentemente a organização 

da monocamada. Todo o processo é acompanhado por uma relação entre as tensões 

interfaciais (γ) da subfase pura e recoberta com os anfifílicos, que é traduzida em 

pressão superficial (π). A Figura 08 abaixo ilustra o funcionamento de uma cuba de 

Langmuir, bem como os estágios de organização de moléculas anfifílicas insolúveis. 

 

Figura 08 | Esquema de funcionamento de uma cuba de Langmuir. (A) Um motor 
movimenta a barreira móvel de modo que a área total da interface diminui, provocando 
aproximação e orientação das moléculas anfifílicas, cuja resposta reflete-se no aumento de pressão 
superficial, detectada por um sensor, chamado balança de Wilhelmy, previamente calibrado. (B) 
Diagrama de fases decorrente da organização dos anfifílicos na monocamada. A transição de fase 
ocorre a partir de uma organização análoga à gasosa G (pouquíssimas interações intermoleculares), 
que passa para fases mais condensadas e organizadas, como líquido expandido LE, líquido 
condensado LC e sólida S. LC+LE indica coexistência de fases, característica do comportamento 
de alguns anfifílicos. Fonte: Autoria própria. 

Monocamadas de Langmuir são um modelo excelente para o estudo de 

fenômenos de membrana, pois permitem a construção de sistemas simplificados, que 

tornam possível o estudo focado em cada componente da interface. De fato, essas 

monocamadas são amplamente utilizadas em estudos de interação de lipídeos com 

peptídeos, proteínas, ácidos nucleicos, fármacos e outros compostos (CRUZ et al., 

2019; DERRADI et al., 2019). O uso das monocamadas apresenta ainda como 

vantagem o detalhamento de dados termodinâmicos e de interação que podem ser 
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obtidos a partir de técnicas microscópicas e espectroscópicas facilmente acopladas à 

cuba de Langmuir (STEFANIU; BREZESINSKI; MÖHWALD, 2014). 

Bicamadas lipídicas são modelos miméticos de membrana mais fiéis e 

sofisticados, constituídos pela associação de duas monocamadas lipídicas. 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 imersão e 

emersão de um suporte sólido perpendicularmente ao plano da monocamada 

(MONTAL; MUELLER, 1972). 

Na sua forma esférica, bicamadas são vesículas por excelência, uma vez que 

isolam uma parte do meio aquoso do restante. Essas vesículas podem ser produzidas 

em laboratório por diversos métodos (hidratação de filme, injeção etanólica, 

sonicação etc.), que determinam tanto o número de lamelas (i.e., a quantidade de 

“bicamadas” que a vesícula possui) quanto o tamanho da vesícula (HAS; SUNTHAR, 

2020; PATIL; JADHAV, 2014). Em termos de número de lamelas, as vesículas são 

classificadas em unilamelares e multilamelares e, de acordo com o seu tamanho, são 

classificadas como pequenas, grandes ou gigantes (AKBARZADEH et al., 2013). A 

Figura 09 que segue esboça as diferentes classes de vesículas. Uma das principais 

vantagens das vesículas sintéticas é a possibilidade de se estudar processos biológicos 

em membranas que se encontram totalmente imersas em um meio aquoso. Assim, 

além da curvatura, essas membranas mimetizam um microambiente mais próximo 

do biológico, a partir de uma interface totalmente líquida, diferente das 

monocamadas, cuja interface é partilhada entre um meio líquido e o ar.  
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Figura 09 | Classificação de lipossomos baseada no tamanho e lamelaridade. Vesículas 
com mais de uma bicamada lipídica são ditas multilamelares, ao passo que as que possuem uma 
única bicamada são classificadas como unilamelares. De acordo com o tamanho, as vesículas podem 
ser classificadas como pequenas (< 100 nm), grandes (> 100 nm) ou gigantes (> 1000 nm). Da 
esquerda para a direita: vesícula multilamelar (MLV), vesícula unilamelar pequena (SUV), vesícula 
unilamelar grande (LUV) e vesícula unilamelar gigante (GUV). Fonte: Autoria própria 
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2 | OBJETIVOS 

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a relevância da AnxA5 como 

componente chave na mediação da formação intravesicular de mineral nas vesículas 

da matriz. Com intuito de atingir esse objetivo, o trabalho foi dividido nos seguintes 

objetivos específicos: 

• Estudar o efeito de íons Ca2+ sobre membranas de composição 

simplificada semelhante à de vesículas da matriz (fosfatidilcolina e 

fosfatidilserina); 

• Estudar o efeito da AnxA5 sobre essas membranas e sua relação com o 

efeito exercido pelos íons Ca2+; 

• Avaliar a relevância da AnxA5 como estabilizante de domínios lipídicos 

ricos em fosfatidilserina e sua implicação no processo de 

biomineralização óssea. 
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3 | MATERIAIS E MÉTODOS 

Todos os reagentes utilizados neste trabalho estão listados na Tabela 01 abaixo, 

salvo quando mencionados durante a descrição de algum procedimento. 

Tabela 01 | Relação dos principais reagentes utilizados. 

Reagente Origem Pureza 

HEPES SIGMA > 99,5% 

NaCl Merck > 99,5% 

CaCl2.2H2O Spectrum > 99,0% 

DPPC SIGMA ≥ 99,0% 

DPPS SIGMA ≥ 99,0% 

Clorofórmio SIGMA-Aldrich ≥ 99,0% 

Metanol J. T. Baker  99,9 %  

 

3.1 | Obtenção da proteína 

A Anexina A5 humana foi expressa de acordo com procedimento descrito por 

Logue e colaboradores (2009) e padronizado em nosso laboratório (BOLEAN et al., 

2020; LOGUE; ELGENDY; MARTIN, 2009). O plasmídeo utilizado 

(pProEx.Htb.annexinV) foi gentilmente cedido pelo Prof. Seamus J. Martin (Dublin, 

Irlanda) e expresso em E. coli. A quantificação de proteína foi realizada de acordo 

com protocolo estabelecido por Hartree (1972) na presença de 2% de SDS 

(HARTREE, 1972). 
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3.2 | Monocamadas 

3.1.1 | Isotermas de pressão (π) versus área molecular (A) 

As monocamadas lipídicas foram produzidas em uma cuba de Langmuir 

(Insight®, Brasil, com área superficial de 216 cm² e volume aproximado de 130 mL) 

a 25 ºC. Soluções lipídicas de DPPC e DPPS foram preparadas a partir da dissolução 

dos lipídeos em uma mistura de clorofórmio:metanol (3:1) de modo a resultar em 

uma concentração de 0,5 mM. As composições lipídicas utilizadas foram: DPPC 

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

mistas referentes a número de mol. Volumes de 50 μL de solução lipídica foram 

espalhados na interface ar/água consistindo de tampão 50 mM HEPES pH 7,4 

contendo 150 mM NaCl (tampão HBS), suplementado com cálcio quando necessário 

(5 mM). Deixou-se evaporar o solvente orgânico por 5 min antes de iniciar as 

medidas. As compressões foram realizadas de forma mecânica por uma barreira 

móvel com velocidade de 0,42 mm/s. A coleta de dados ocorreu em intervalos de 

2s, e a isoterma π x A foi registrada. Isotermas na presença de AnxA5 também foram 

produzidas, de modo que a proteína foi misturada à subfase antes da dispersão dos 

lipídeos, numa proporção 1:100 de proteína:lipídeo, em número de mol. 

 

3.1.2 | Estabilidade de monocamadas 

Os ensaios de estabilidade de monocamadas foram realizados com 

monocamadas pré-formadas com pressão superficial inicial de 30 mN/m (mesmo 

procedimento de preparo descrito na seção anterior). Neste ensaio, a barreira móvel 

da cuba de Langmuir comprime a monocamada até a pressão desejada e cessa seu 

movimento, de modo que a pressão a partir deste ponto é monitorada no decorrer 

do tempo (SANTANA; CASELI, 2021). Os ensaios foram realizados na ausência e 

presença de cálcio (5 mM), utilizando-se as composições citadas na seção anterior. 

Para os ensaios na presença de proteína, fez-se sua adição na subfase (proporção 1:100 
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de proteína:lipídeo, em número de mol) após a monocamada atingir a pressão de 30 

mN/m. A temperatura foi mantida em 25 ºC. 

 

3.1.3 | Microscopia de fluorescência 

Para a obtenção das imagens de microscopia de fluorescência das 

monocamadas utilizou-se um microscópio Olympus BX50 acoplado a uma cuba de 

Langmuir. O preparo das monocamadas seguiu o mesmo procedimento descrito na 

seção 3.1.1 acima, utilizando-se as mesmas proporções lipídicas e condições de cálcio 

e proteína. A adição de 1% (em mol) de uma sonda fluorescente NBD-HPC (Sigma-

Aldrich) foi feita a fim de distinguir entre regiões condensadas e fluidas das 

monocamadas (OKONOGI; MCCONNELL, 2004). A pressão superficial utilizada 

foi de aproximadamente 10 mN/m. As imagens foram obtidas por uma câmera 

digital após 5 minutos do preparo das monocamadas, para garantir a evaporação 

completa do solvente.  

 

3.2 | Bicamadas 

3.2.1 | Preparo de lipossomos (LUVs) e proteolipossomos 

Foram preparados lipossomos consistindo nas seguintes composições: DPPC 

puro; DPPC:DPPS (9:1) e DPPC:DPPS (8:2), sendo todas as proporções em 

número de mol. Massas pré-determinadas dos lipídeos foram solubilizadas em uma 

mistura de clorofórmio:metanol (3:1) e misturadas nas proporções especificadas, 

quando necessário. As soluções lipídicas resultantes foram secas sob fluxo contínuo 

de nitrogênio e agitação constante. Os filmes resultantes da secagem foram 

armazenados em dessecador sob vácuo por um período de, no mínimo, 1 hora, para 

garantir a evaporação total do solvente. Os filmes lipídicos foram então ressuspensos 

em tampão HBS pH 7,4 levando à formação de vesículas multilamelares grandes 

(MLVs). A ressuspensão foi realizada a 70 ºC, por um período de 1 hora, com 
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agitação periódica em intervalos de 10 minutos. Posteriormente, a suspensão de 

MLVs foi submetida à extrusão mecânica (Avanti) através de membrana de 

policarbonato de porosidade 100 nm (Avanti), para gerar vesículas unilamelares 

grandes (LUVs), a partir daqui tratadas simplesmente como lipossomos (BOLEAN 

et al., 2017). A adição de cálcio nas amostras, quando necessária, foi feita após 

extrusão das vesículas. 

A interação de lipossomos com AnxA5 foi realizada a partir da mistura de 

ambos os componentes de acordo com a proporção proteína:lipídeo de 1:100, em 

número de mol. Essas misturas serão referidas a partir daqui como proteolipossomos, 

e foram preparadas tanto na ausência de cálcio quanto na presença de 0,5 mM de 

CaCl2. As amostras foram analisadas imediatamente após 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 referência utilizada foi tampão HBS pH 7,4, suplementado com 0,5 mM, 2 mM ou 

5 mM CaCl2, quando necessário. O tampão utilizado foi previamente desaerado por 

20 minutos. A concentração de amostra utilizada foi de 0,6 mg/mL. Os parâmetros 

de varredura utilizados foram: velocidades de aquecimento e resfriamento iguais a 

0,5 ºC/min, num intervalo de temperatura de 10 a 70 ºC. A pressão utilizada foi de 

3 atm (BOLEAN et al., 2011). 

 

3.2.3 | Ensaios de agregação por espalhamento de luz dinâmico 
(DLS) e turbidimetria 

Testes de agregação/fusão de lipossomos por ação de íons Ca2+ foram 

realizados na presença e ausência de AnxA5. Para isso, lipossomos preparados de 

acordo com a seção 3.2.1, numa concentração de 20 µM foram incubados com íons 
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Ca2+ (concentração na faixa de 0 – 2 mM) e imediatamente submetidos à análise de 

espalhamento dinâmico de luz e turbidimetria. A adição de proteína foi realizada 

numa proporção lipídeo:proteína de 100:1. As medidas de diâmetro hidrodinâmico 

foram realizadas em triplicata em um Nano Zetasizer (Malvern Instruments), ângulo 

de incidência do laser de 173º, 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 água por meio de um Nano Zetasizer (Malvern Instruments). Todas as medidas 

foram realizadas em triplicata.  
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4 | RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 | Monocamadas 

4.1.1 | Isotermas π x A 

As características da interação entre DPPC e DPPS na presença e ausência de 

íons Ca2+ foram primeiramente determinadas a partir do monitoramento da variação 

de pressão superficial de monocamadas produzidas nestas condições de interesse. A 

Figura 10 abaixo apresenta as isotermas π x A obtidas para os ensaios de interação. 

 

Figura 10 | Interação de DPPC e DPPS em monocamadas de Langmuir. Isotermas π x 
A de DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em proporções molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 
20%DPPS, respectivamente) em subfase de tampão HBS (10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl) 
na ausência (A) e presença (B) de 5 mM CaCl2. Fonte: Autoria própria. 

À medida que a monocamada é formada, as moléculas dispersas na interface 

são constantemente aproximadas umas às outras devido à redução total da área 

interfacial, o que implica um maior número de interações intermoleculares e permite 

a transição entre os diferentes níveis de organização molecular.  

A partir dos gráficos dispostos acima observa-se o comportamento padrão para 

o DPPC puro, que consiste no aparecimento de uma região de platô (em torno de 

10-12 mN/m), atribuída ao estágio de transição de uma organização menos compacta 

(líquido-expandido, le) para uma organização mais compacta (líquido-condensado,



43 
4 | RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 lc), sendo, por isso, denominado de região de coexistência das fases le-lc 

(MCCONLOGUE; VANDERLICK, 1997). Esse comportamento do DPPC é 

bastante estabelecido na literatura e vários estudos já mostraram a influência de 

diversos íons, surfactantes, nanopartículas e biomoléculas (proteínas, carboidratos, 

lipídeos e ácidos nucleicos) sobre este estágio de organização, sugerindo uma 

sensibilidade que o torna relevante para a avaliação da interação do DPPC com 

qualquer outra espécie 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 gráfico da Figura 10 pode-se observar pouca diferença para o 

comportamento do DPPC comparando-se a subfase desprovida de íons Ca2+ e a 

subfase contendo 5 mM Ca2+. Um estudo recente de Javanainen e colaboradores 

(2020) mostrou, por meio de simulações de dinâmica molecular e espectroscopia 

vibracional de monocamadas, que a presença de íons Na+ na interface não afeta 

significativamente o estruturamento da monocamada, ao passo que a presença de íons 

Ca2+ exerce um efeito relevante em vários aspectos, como o grau de empacotamento 

e a conformação adotada pelos lipídeos (JAVANAINEN et al., 2020). É válido 

ressaltar que a faixa de concentração de Ca2+ utilizada no estudo se encontra na ordem 

de centenas de milimolar (300~800 mM), muito maior que a utilizada neste 

trabalho, no entanto, as conclusões acerca dos mecanismos de interação entre Ca2+ e 

DPPC são pertinentes e serão adotadas aqui.  

Os autores observaram que a presença de íons Ca2+ promove uma redução de 

pressão superficial na região de coexistência da isoterma, além de uma contração 

geral da monocamada, i.e., os íons Ca2+ podem induzir um empacotamento mais 

compacto dos lipídeos, provavelmente por meio da associação de grupos polares 

carregados de vários lipídeos (JAVANAINEN et al., 2018, 2020). Além disso, 

considerando-se a diferença de concentração entre os cátions Na+ (150 mM) e Ca2+ 
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(5 mM) na subfase, era esperado que qualquer efeito proveniente da interação 

específica dos íons Ca2+ com a monocamada seria atenuado ou até mesmo blindado 

pela presença massiva de íons Na+, que pode dificultar o acesso aos sítios de interação 

na monocamada devido ao seu excesso, de forma que diferenças em termos de 

pressão da monocamada seriam dificilmente notadas, como observado a partir dos 

perfis das isotermas expressos na Figura 10. 

A Figura 10 mostra que, na ausência de íons Ca2+, a presença de DPPS nas 

monocamadas mistas exerce pouca influência no perfil da isoterma em comparação 

com a de DPPC puro, para as proporções de DPPS utilizadas. Esse comportamento 

pode ser atribuído ao fato de que ambos os tipos lipídicos possuem cadeias carbônicas 

saturadas e de mesmo comprimento, de modo que obstáculos estéricos quanto ao 

empacotamento dos lipídeos durante a compressão da monocamada são minimizados, 

e o fator mais relevante na sua organização, nessas condições, torna-se a natureza das 

suas porções polares. Os grupos químicos mais determinantes do caráter polar destes 

fosfolipídeos são o grupo fosfato, que participa da ligação fosfosdiéster que une a 

porção polar à cadeia carbônica das moléculas, e os grupos que conferem sua 

identidade lipídica, a saber colina no caso do DPPC e serina no caso do DPPS. O 

grupo colina apresenta carga líquida positiva, que é contrabalanceada pela carga 

líquida negativa do grupo fosfato de modo que as moléculas de DPPC possuem carga 

líquida residual próxima da neutralidade na interface, onde existem na forma 

zwitteriônica. Já o grupo serina apresenta carga líquida negativa e, portanto, as 

moléculas de DPPS na interface possuem carga líquida residual negativa, como será 

observado em dados de potencial zeta apresentados mais adiante.   

Uma diminuição da pressão superficial na região de coexistência de fases, isto 

é, uma redução de tensoatividade da monocamada, é observado na presença de íons 

Ca2+. Além disso, este efeito parece estar diretamente associado à quantidade de 

DPPS na monocamada, já que maiores proporções de DPPS implicam maiores 
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reduções de pressão superficial nessa região das isotermas. Essas observações estão 

de acordo com o que a literatura descreve, que íons Ca2+ e moléculas de DPPS 

apresentam uma afinidade de interação bastante significativa em comparação com 

DPPC, devido à diferença de carga líquida que as moléculas apresentam na interface 

(MELCROVÁ et al., 2016). Apesar de complexa, a interação entre fosfolipídeos e 

íons Ca2+ é bastante estudada, em virtude da sua relevância em processos biológicos. 

Melcrová e colaboradores (2016) propuseram um esquema de ligação entre Ca2+ e 

porções de fosfatidilcolina e fosfatidilserina, no qual assumem que os sítios mais 

determinantes nesta interação são o grupo fosfato, no caso da fosfatidilcolina, e os 

grupos fosfato e carboxilato, no caso da fosfatidilserina (MELCROVÁ et al., 2016). 

Além disso, Adams e colaboradores (2016) observaram que a interação entre íons 

Ca2+ e DPPC em concentrações relativamente altas de cálcio provocam condensação 

da monocamada, que é acompanhada por uma diminuição na pressão superficial da 

região de coexistência de fases. Eles assumem que os íons Ca2+ promovem a 

desidratação dos lipídeos e formam complexos onde um íon Ca2+ age como ponte 

entre duas moléculas de DPPC e causa reorientação dessas moléculas, que podem 

assumir um arranjo mais compacto (ADAMS; CASPER; ALLEN, 2016). A partir 

desse raciocínio, seria razoável pensar em um mecanismo de interação similar para 

os casos em que DPPS está presente, e o fato da redução da pressão superficial ser 

evidente nestes casos pode ser consequência da maior afinidade desse lipídeo pelos 

íons Ca2+, que se mostra significativa mesmo na concentração relativamente baixa de 

cálcio utilizada. 

Numa tentativa de se compreender melhor a interação dos lipídeos com íons 

Ca2+ e seu efeito sobre a organização da monocamada, foram analisadas as variações 

de energia livre de mistura e de área molecular média a partir das isotermas dispostas 

na Figura 10. Os gráficos que contêm esses parâmetros estão agrupados na Figura 

11, que segue. 
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Figura 11 | Análise do comportamento de mistura das monocamadas em tampão 
HBS. Áreas moleculares médias em função da fração molar de DPPS para as monocamadas 
analisadas nas pressões de 10 mN/m e 30 mN/m, na ausência (A) e presença (B) de 5 mM de 
CaCl2. Energia livre de mistura para as monocamadas analisadas em função da fração molar de 
DPPS utilizada, para as pressões de 10 mN/m e 30 mN/m, na ausência (C) e presença (D) de 5 
mM de CaCl2. A subfase consistiu em tampão HBS pH 7,4. Em todos os casos, retas em preto 
denotam comportamento ideal. Fonte: Autoria própria. 

Em condições ideais, tanto a área quanto a contribuição energética que os 

componentes isolados fornecem para a mistura é proporcional à fração molar de cada 

componente (GRADELLA VILLALVA et al., 2016). Assim, a área molecular média 

para misturas ideais é calculada de acordo com a Equação 1 abaixo. 

𝐴12
𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙 = 𝑋1𝐴1 + 𝑋2𝐴2 

           (1) 

A partir da mesma premissa, a energia livre de excesso de mistura é calculada 

de acordo com a Equação 2 que segue. 
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∆𝐺𝑒𝑥𝑐 = ∫ 𝐴12𝑑𝜋 − 𝑋1∫ 𝐴1𝑑𝜋
𝜋

0

− 𝑋2∫ 𝐴2𝑑𝜋
𝜋

0

𝜋

0

 

           (2) 

A literatura discorre sobre a possibilidade de se identificar desvios de 

idealidade da mistura de componentes em monocamadas a partir da comparação do 

comportamento misto aferido experimentalmente com uma extrapolação realizada a 

partir da obtenção do comportamento empírico dos componentes puros, utilizando-

se as Equações 1 e 2. Além disso, relata-se ainda a possibilidade de identificar a 

natureza do efeito que provoca um determinado desvio de idealidade observado, i. 

e., quais interações predominam entre os componentes da monocamada, com base 

no tipo de desvio observado em relação ao comportamento ideal (GRADELLA 

VILLALVA et al., 2016). 

Os desvios observados em relação ao comportamento ideal (linear) predito 

podem ser negativos ou positivos. Desvios positivos correspondem a valores de área 

molecular média maiores do que seus correspondentes ideais, e sugerem a formação 

de agregados bidimensionais e/ou domínios caracterizados por interações repulsivas 

entre os componentes da monocamada. Desvios negativos correspondem a valores 

de área molecular menores do que seus correspondentes ideais, e, portanto, indicam 

interações atrativas entre os componentes da monocamada (GRADELLA VILLALVA 

et al., 2016; REHMAN et al., 2017). 

Analogamente, desvios de idealidade da mistura podem ser avaliados pela 

variação de energia livre de excesso de mistura, ∆Gexc. Uma mistura ideal deve 

apresentar um valor de ∆G igual a 0, que significa que nenhum tipo de interação 

entre os componentes é mais ou menos favorável que outro tipo, sendo todas as 

interações equivalentes. Se ∆G < 0, interações atrativas ocorrem entre os 

componentes da mistura, ao passo que ∆G > 0 denota interações repulsivas entre os 

componentes da mistura. Dessa forma, ∆Gexc fornece informação acerca da 
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estabilidade termodinâmica de monocamadas mistas (DE PAULA RIGOLETTO et 

al., 2011; GRADELLA VILLALVA et al., 2016). 

A partir dos gráficos apresentados na Figura 11A e 11B, observa-se um desvio 

negativo de área para a monocamada em 10 mN/m, e um comportamento muito 

próximo da idealidade na pressão de 30 mN/m, tanto na presença quanto na ausência 

de íons Ca2+. Essas observações sugerem interações atrativas entre as moléculas 

constituintes da monocamada em 10 mN/m, o que é razoável, dado que esta pressão 

corresponde a região de coexistência de fases e espera-se uma aproximação entre 

moléculas, que podem ou não se associar de modo atrativo. A proximidade do 

comportamento observado para a pressão de 30 mN/m do comportamento ideal 

torna difícil qualquer consideração acerca das interações predominantes entre as 

moléculas no plano da monocamada, e, portanto, passamos à análise das variações de 

energia livre de excesso de mistura. Neste caso, o cenário se inverte, e os desvios na 

pressão de 10 mN/m tornam-se inconclusivos. Entretanto, um desvio positivo 

bastante pronunciado é observado na pressão de 30 mN/m quando a monocamada é 

formada na presença de íons Ca2+. O desvio positivo sugere a predominância de 

interações repulsivas entre os lipídeos, que podem ser atribuídas as interações DPPS-

DPPS, em razão da sua carga líquida negativa. 

Um desvio positivo nessas condições pode indicar que mesmo em baixas 

proporções de DPPS na monocamada (10-20%), a presença de íons Ca2+ induz certo 

ordenamento e agrupamento destes lipídeos. Assim, para avaliar de forma mais 

assertiva esse efeito, optou-se pelo preparo das monocamadas em água pura, uma vez 

que a alta concentração salina do tampão HBS pode mascarar o efeito do cálcio, como 

já mencionado anteriormente. 

A Figura 12 abaixo apresenta as isotermas π x A obtidas para os ensaios de 

interação nas monocamadas em subfase de água pura. 
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Figura 12 | Interação de DPPC e DPPS em monocamadas de Langmuir. Isotermas π x 
A de DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em proporções molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 
20%DPPS, respectivamente) em subfase de água, na ausência (A) e presença (B) de 5 mM CaCl2. 
Fonte: Autoria própria. 

Comparando-se a Figura 12 com a Figura 10 observa-se um deslocamento das 

isotermas para a esquerda, que parece estar associado à quantidade de DPPS presente 

na monocamada, sugerindo que a presença de DPPS, por si só, promove contração 

da monocamada em água pura. Este fenômeno muito provavelmente foi mascarado 

pela alta força iônica do tampão HBS, o que explica sua ausência na Figura 10. Além 

disso, observa-se também que a contração da monocamada é mais evidente na 

presença de íons Ca2+, indicando um possível efeito cumulativo/sinérgico de DPPS 

e Ca2+ sobre a sua organização. 

Adams e colaboradores (2016) mostraram que íons Na+ promovem expansão 

de monocamadas constituídas por DPPC, assim como íons K+ e Mg2+, ao passo que 

íons Ca2+ promovem contração nas mesmas condições (ADAMS; CASPER; ALLEN, 

2016). Este estudo vai ao encontro com o demonstrado por Javanainen e 

colaboradores (2020), cujo estudo, como mencionado, mostra pouca influência de 

íons Na+ sobre o estruturamento da monocamada de DPPC, porém tal efeito é 

também de expansão, ainda que em menor extensão (JAVANAINEN et al., 2020). 

Dessa forma, pode-se assumir que há uma competição entre íons Ca2+ e Na+ pelos 
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sítios de interação na monocamada, que resulta nas isotermas apresentadas na Figura 

10, como consequência da maior quantidade de íons Na+ na subfase. 

A análise de mistura também foi realizada para as monocamadas preparadas em 

água pura, e os gráficos que correspondem a essa avaliação estão dispostos na Figura 

13 que segue. 

 

Figura 13 | Análise do comportamento de mistura das monocamadas em água. Áreas 
moleculares médias em função da fração molar de DPPS para as monocamadas analisadas nas 
pressões de 10 mN/m e 30 mN/m, na ausência (A) e presença (B) de 5 mM de CaCl2. Energia 
livre de mistura para as monocamadas analisadas em função da fração molar de DPPS utilizada, 
para as pressões de 10 mN/m e 30 mN/m, na ausência (C) e presença (D) de 5 mM de CaCl2. A 
subfase consistiu em água pura. Em todos os casos, retas em preto denotam comportamento ideal. 
Fonte: Autoria própria. 

Novamente, observa-se desvios negativos de área molecular na pressão de 10 

mN/m, tanto na presença quanto na ausência de íons Ca2+, para as monocamadas 

preparadas em água pura. Adicionalmente, observa-se um ligeiro desvio negativo de 
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área molecular na pressão de 30 mN/m, em ambas as condições empregadas. Os 

desvios negativos estão associados com um maior empacotamento lipídico da 

monocamada, o que é bastante razoável nessas condições, em que a presença 

exclusiva de íons Ca2+ promove uma contração da monocamada (área molecular 

máxima na Figura 12 é reduzida de aproximadamente 104 Å²/molécula para valores 

entre 96 e 100 Å²/molécula). Analogamente, o perfil de desvios de idealidade 

observados na Figura 11 para as monocamadas preparadas na presença de íons Na+ 

reflete o efeito destes íons, isto é, de expansão da monocamada, e, portanto, redução 

dos desvios negativos de idealidade associados a um maior empacotamento lipídico. 

Com relação às variações de energia livre de excesso (Figura 13C e 13D), 

observa-se um desvio geral levemente positivo na pressão de 10 mN/m para as 

monocamadas preparadas na ausência de íons Ca2+, e um desvio de idealidade 

inconclusivo para a pressão de 30 mN/m, como ocorrido na Figura 11C. Esse desvio 

positivo na pressão de 10 mN/m indica que de fato a monocamada apresenta 

interações repulsivas significativas, sugerindo proximidade de moléculas de DPPS no 

plano da monocamada, sem cátions para mediar suas interações. Na presença de íons 

Ca2+ observa-se desvios de idealidade definitivamente negativos, que corroboram 

ensaios prévios de interação de monocamadas contendo DPPS com íons Ca2+ 

presentes na interface (ADAMS; CASPER; ALLEN, 2016). Esses desvios ressaltam 

a prevalência de interações atrativas entre os componentes da monocamada, tanto na 

pressão de 10 mN/m quanto na pressão de 30 mN/m, indicando que os íons Ca2+ 

exercem efeito de estabilização das interações entre moléculas de DPPS tanto em 

baixas pressões quanto em pressões típicas de bicamadas/membranas biológicas 

(MELCROVÁ et al., 2016). Esse fenômeno é especialmente relevante no contexto 

da mineralização mediada por vesículas da matriz, que envolve grande quantidade de 

íons Ca2+ associada a regiões da membrana vesicular com abundância de DPPS 

(GENGE; WU; WUTHIER, 2008; WU et al., 1996)]. 
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Por fim, o efeito da AnxA5 sobre a organização das monocamadas foi avaliado. 

Neste contexto, optou-se pela subfase constituída por tampão HBS pH 7,4, uma vez 

que o seu teor salino favorece a permanência da proteína em solução, disponível para 

interação com a monocamada. A Figura 14, a seguir, expressa as isotermas π x A 

para as monocamadas preparadas com AnxA5 na subfase, tanto na ausência quanto 

na presença de 5 mM Ca2+. 

 

Figura 14 | Interação de DPPC, DPPS e AnxA5 em monocamadas de Langmuir. 
Isotermas π x A de DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em proporções molares de 9:1 e 8:2 
(10%DPPS e 20%DPPS, respectivamente) em subfase de tampão HBS (10 mM HEPES pH 7,4, 
150 mM NaCl) na ausência (A) e presença (B) de 5 mM CaCl2, e presença de AnxA5 (proporção 
molar LIPÍDEO:PROTEÍNA 100:1). Fonte: Autoria própria. 

As isotermas apresentadas na Figura 14 possuem um perfil bastante similar ao 

das isotermas obtidas para as monocamadas preparadas em tampão HBS na ausência 

de proteína, no entanto, observa-se um deslocamento para a direita, indicando 

expansão das monocamadas preparadas na presença de AnxA5. Baseado no que foi 

discutido para as monocamadas preparadas em tampão HBS e água, observa-se uma 

provável influência dos íons Na+ sobre a organização da monocamada, que torna 

complicado a identificação dos efeitos decorrentes da presença da proteína, que pode 

também exercer um efeito sobre a monocamada similar ao efeito dos íons Na+. Na 

presença de íons Ca2+ é possível observar uma influência sobre a tensoatividade da 

região de coexistência de fases que parece ser intermediária entre a observada para as 
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Figura 10 e Figura 12. Isto indica que de alguma forma a presença de AnxA5 

intensifica o efeito provocado por íons Ca2+ sobre a organização da monocamada, 

muito provavelmente devido à sua afinidade por esse cátion em detrimento de íons 

Na+. De fato, Mukhopadhyay e colaboradores (1996) observaram que a interação de 

AnxA5 com monocamadas aniônicas exerce um efeito sobre a pressão superficial 

muito semelhante ao efeito exercido a partir da interação das mesmas monocamadas 

com íons Ca2+ (MUKHOPADHYAY; CHO, 1996). Apesar da interação de 

monocamadas com AnxA5 em subfase aquosa contendo apenas CaCl2 não ter sido 

avaliada neste trabalho, a interação de membranas mistas de fosfatidilcolina e 

fosfatidilserina com AnxA5 em interfaces contendo apenas sal de cálcio 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 proteína interage com a membrana aniônica na ausência de 

íons Ca2+ é distinto do mecanismo de interação na presença desses íons. Assim, não 

se descarta a possibilidade de comportamento semelhante ocorrer na interface 

constituída por tampão HBS, ainda que em menor escala. 

Os valores de área molecular média e energia livre de excesso de mistura para 

as monocamadas preparadas na presença deAnxA5 estão apresentados na Figura 15, 

a seguir. 
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Figura 15 | Análise do comportamento de mistura das monocamadas em tampão 
HBS na presença de AnxA5. Áreas moleculares médias em função da fração molar de DPPS 
para as monocamadas analisadas nas pressões de 10 mN/m e 30 mN/m, na ausência (A) e presença 
(B) de 5 mM de CaCl2, e presença de AnxA5 (proporção molar LIPÍDEO:PROTEÍNA de 100:1). 
Energia livre de mistura para as monocamadas analisadas em função da fração molar de DPPS 
utilizada, para as pressões de 10 mN/m e 30 mN/m, na ausência (C) e presença (D) de 5 mM de 
CaCl2, e presença de AnxA5 (proporção molar LIPÍDEO:PROTEÍNA de 100:1). A subfase 
consistiu em tampão HBS pH 7,4. Em todos os casos, retas em preto denotam comportamento 
ideal. Fonte: Autoria própria. 

A Figura 15A mostra que, diferentemente das situações anteriores, ou seja, 

monocamadas preparadas em tampão HBS e água, a presença da AnxA5 provoca uma 

inversão no desvio observado para os valores de área molecular média na pressão de 

30 mN/m, enquanto o desvio negativo observado para a pressão de 10 mN/m, que 

sugere compactação lipídica por meio de interações atrativas, está de acordo com o 

obtido para as demais condições. Na presença de íons Ca2+, observa-se a mesma 
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tendência de desvio negativo das condições anteriores, reforçando o papel do cálcio 

na condensação lipídica das monocamadas contendo DPPC e DPPS. 

Esse comportamento oposto observado para a interação da AnxA5 com as 

monocamadas mistas na ausência e presença de íons Ca2+ na pressão de 30 mN/m 

sugere uma possível diferença na forma como a proteína interage com a monocamada 

nos dois casos. Como já dito anteriormente, Ma e colaboradores (2020) observaram 

diferenças no mecanismo de interação da AnxA5 com membranas constituídas por 

dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) e dioleoilfosfatidilserina (DOPS) na ausência e 

presença de íons Ca2+ (MA et al., 2020). Os autores propuseram que, na ausência de 

íons Ca2+, as moléculas de AnxA5 são adsorvidas de modo desordenado sobre a 

membrana, e que a adição posterior de íons Ca2+ promove reorganização da proteína, 

que adota uma orientação mais estável a partir da formação de complexos  AnxA5-

Ca2+-PS.  Na presença de íons Ca2+, as moléculas de AnxA5 já se organizam na forma 

mais estável, por meio da formação direta dos mesmos complexos AnxA5-Ca2+-PS, 

sem passar por um estágio de organização intermediário (MA et al., 2020).  

Outros trabalhos discorrem sobre a complexação de íons Ca2+ em membranas 

sintéticas contendo fosfatidilserina, na ausência de proteína. Sinn e colaboradores 

(2006), em um estudo bastante cuidadoso de adsorção de íons Ca2+ sobre membranas 

mistas contendo fosfatidilcolina e fosfatidilserina, observaram que a ligação de cálcio 

a essas membranas ocorre de forma espontânea e endotérmica, indicando um 

processo entropicamente dirigido (SINN; ANTONIETTI; DIMOVA, 2006). Além 

disso, Melcrová e colaboradores (2016) observaram que os sítios de ligação na 

membrana são dependentes tanto quantitativamente (número de sítios) quanto 

qualitativamente (localização/natureza dos sítios) da concentração de cálcio. Em 

baixas concentrações de cálcio (~0,1 M), os sítios preferenciais de ligação nas 

membranas mistas são os grupos COO- (n = 0,58), seguidos por PO4
3- (n = 0,38) e 

C=O (n = 0,34), sendo n o número de coordenação de íons Ca2+ em cada um dos 
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grupos. Em altas concentrações de cálcio (~0,7 M), uma alteração nos números de 

coordenação é observada, e estes tornam-se n = 0,68, n = 0,98 e n = 0,60 para 

COO-, PO4
3- e C=O, respectivamente (MELCROVÁ et al., 2016). Os autores 

atribuem essa alteração nos números de coordenação à localização dos íons Ca2+ na 

monocamada, que é determinada pelo grau de hidratação da monocamada que, por 

sua vez, depende da concentração de cálcio na interface. 

Os gráficos de energia livre de excesso de mistura dispostos na Figura 15C e 

15D denotam comportamentos opostos em relação a presença de íons Ca2+ na 

interface. Na ausência de cálcio, desvios positivos são observados, indicando 

predominância de interações repulsivas. Para a pressão de 30 mN/m, observa-se 

concordância com o desvio de área molecular média, porém, para a pressão de 10 

mN/m o comportamento é oposto ao desvio de área, indicando que, apesar de 

domínios condensados se formarem nesse estágio de organização da monocamada, as 

interações predominantes são repulsivas devido à uma provável proximidade entre 

moléculas de DPPS, mesmo na presença de proteína. Na presença de íons Ca2+, 

predominam as interações atrativas, que se mostram mais intensas com o aumento 

da quantidade de DPPS na monocamada e na pressão de 30 mN/m, indicando que 

não só a presença simultânea de cálcio e AnxA5 de fato reduzem a repulsão entre 

moléculas de DPPS, mas que, além disso, a predominância de interações atrativas na 

pressão de 30 mN/m pode decorrer de um arranjo distinto e mais favorável das 

moléculas de AnxA5 na interface.   

 

4.1.2 | Estabilidade de monocamadas 

A estabilidade das monocamadas preparadas foi avaliada a partir da variação da 

pressão superficial no decorrer do tempo. As Figura 16, Figura 17 e Figura 18 que 

seguem ilustram a estabilidade das monocamadas preparadas em tampão HBS. 
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Figura 16 | Estabilidade das monocamadas preparadas em tampão HBS. Variação da 
pressão superficial (mN/m) em função do tempo (s) das monocamadas constituídas por DPPC 
puro, mistura de DPPC:DPPS em proporções molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 20%DPPS, 
respectivamente) em subfase de tampão HBS (10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl) na ausência 
(A) e presença (B) de 5 mM CaCl2. Fonte: Autoria própria. 

A Figura 16 mostra que, tanto na ausência quando na presença de íons Ca2+, 

a monocamada constituída exclusivamente por DPPS se apresenta como a mais 

estável, já que apresenta o menor declínio de pressão superficial, observado na 

ausência de cálcio. Na presença de cálcio, a monocamada de DPPS puro se mantém 

com pressão praticamente constante durante o todo o intervalo de tempo empregado 

no ensaio, sugerindo que a diminuição da pressão observada na ausência de íons Ca2+ 

se deve a repulsão entre moléculas de DPPS, que são minimizadas na presença de 

cálcio. 

 A respeito das composições mistas pode-se inferir que a repulsão entre 

moléculas de DPPS também é um fator determinante da diminuição de pressão 

superficial observada para essas monocamadas. Além disso, nota-se que uma 

diminuição mais acentuada da pressão superficial ocorre na monocamada que 

apresenta maior quantidade de DPPS na sua constituição e, novamente, a presença 

de cálcio estabiliza ambas as monocamadas.  

No caso da monocamada de DPPC, observa-se que, na ausência de cálcio ela 

se apresenta mais estável do que as mistas, reforçando o efeito desestabilizante 
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desempenhado pelas moléculas de DPPS. Na presença de cálcio, observa-se uma 

redução da estabilidade da monocamada, diferente do que ocorre com as demais 

composições, evidenciando uma interação oposta dos íons Ca2+ com DPPC e DPPS. 

De fato, o efeito exercido pelo cálcio sobre as monocamadas de DPPC puro é de 

expansão, ao passo que o efeito observado sobre as monocamadas de composição 

mista é de contração, 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 padrão de estabilidade observado na Figura 16, 

porém o decaimento das curvas de estabilidade se dá de forma menos suave, 

indicando quedas buscas de estabilidade, que podem estar associadas a menor força 

iônica da subfase, que não promove efeito de minimização de repulsão de cargas entre 

as moléculas no plano da monocamada. Assim como na Figura 16, a presença de íons 

Ca2+ na subfase estabiliza as composições contendo DPPS ao passo que desestabiliza 

a monocamada formada por DPPC puro, reforçando o efeito distinto exercido sobre 

estas composições. 

 

Figura 17 | Estabilidade das monocamadas preparadas em água pura. Variação da 
pressão superficial (mN/m) em função do tempo (s) das monocamadas constituídas por DPPC 
puro, mistura de DPPC:DPPS em proporções molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 20%DPPS, 
respectivamente) em água na ausência (A) e presença (B) de 5 mM CaCl2. Fonte: Autoria própria. 
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Por fim, a Figura 18 apresenta o efeito da AnxA5 sobre a estabilidade das 

monocamadas estudadas. Nota-se que, na ausência de íons Ca2+, as monocamadas 

contendo DPPS se mostram mais estáveis que a de DPPC puro, sugerindo que a 

proteína interage preferencialmente com DPPS de modo a estabilizar essas 

monocamadas, mesmo sem o intermédio do cálcio. Entretanto, a presença de íons 

Ca2+ promove um maior relaxamento das monocamadas, o que vai de encontro com 

o observado nas condições anteriores, em que estes íons tornavam as monocamadas 

mais estáveis durante o intervalo de tempo observado. 

 

Figura 18 | Estabilidade das monocamadas preparadas em tampão HBS na presença 
de AnxA5. Variação da pressão superficial (mN/m) em função do tempo (s) das monocamadas 
constituídas por DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em proporções molares de 9:1 e 8:2 
(10%DPPS e 20%DPPS, respectivamente) em subfase de tampão HBS (10 mM HEPES pH 7,4, 
150 mM NaCl) contendo AnxA5 na proporção proteína:lipídeo 1:100 (em número de mol), na 
ausência (A) e presença (B) de 5 mM CaCl2. Fonte: Autoria própria. 

Com isso pode-se notar que, em termos gerais, na ausência de cálcio a AnxA5 

promove uma ligeira estabilidade das monocamadas mistas, indicando interação 

significativa com DPPS nessas condições, porém na presença de íons Ca2+ a proteína 

não afeta significativamente a estabilidade das mesmas monocamadas, assim como a 

presença de íons Na+ não parece exercer grande influência, ao menos não o bastante 

para que seja detectada por meio desta análise.  
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4.1.3 | Microscopia de fluorescência 

Numa tentativa de se compreender melhor como os lipídeos poderiam estar 

organizados nas diferentes condições empregadas, imagens de microscopia de 

fluorescência no estágio de coexistência de fases le-lc das monocamadas foram 

obtidas. A Figura 19 a seguir apresenta imagens referentes a todas as condições 

empregadas. A sonda utilizada (NBD-HPC) permite a distinção entre regiões 

compactas (líquido-condensado, áreas escuras) e fluidas (líquido-expandido, áreas 

claras) da monocamada, uma vez que a sua fluorescência é suprimida em 

microambientes condensados (OKONOGI; MCCONNELL, 2004). 

Na ausência de íons Ca2+, observa-se uma distribuição homogênea de domínios 

circulares para a monocamada de DPPC puro, que está de acordo com resultados 

previamente relatados para imagens obtidas no ponto inicial da região de coexistência 

de fases (MCCONLOGUE; VANDERLICK, 1997; ROSS et al., 2001; SHIEH; 

ZASADZINSKI, 2015). Para as composições mistas, observa-se que a presença de 

DPPS exerce pouco efeito sobre a formação desses domínios, entretanto, na presença 

de 20%DPPS eles parecem possuir um diâmetro ligeiramente menor em relação aos 

observados para DPPC puro. Por fim, para DPPS puro observa-se um aumento no 

diâmetro dos domínios lipídicos em relação às outras composições. Estas observações 

sugerem que a presença de DPPS de fato pode alterar o modo como a transição de 

fase ocorre nas monocamadas, no entanto, esse efeito só deve ser significativo em 

composições de DPPS maiores que as utilizadas nas monocamadas mistas 

apresentadas neste trabalho. 
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Figura 19 | Microscopia de fluorescência das monocamadas preparadas. Imagens de 
fluorescência das monocamadas compostas por DPPC puro, 10%DPPS, 20%DPPS e DPPS puro, 
na ausência e presença de 5 mM Ca2+ e AnxA5 (proporção molar LIPÍDEO:PROTEÍNA de 
100:1), na pressão de 10 mN/m (região de coexistência 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).  Fonte: Autoria própria. 

A presença de AnxA5 na ausência de cálcio exerce pouca influência sobre a 

formação dos domínios observados. De fato, apenas uma ligeira perda de 

homogeneidade dos domínios formados em DPPC puro foi observada, sem grandes 

flutuações quanto aos seus diâmetros. Os domínios formados na presença de íons 

Ca2+ se mostram ainda bastante semelhantes aos observados nas condições anteriores, 

sem grandes perturbações. Entretanto, a presença de cálcio alterou 
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significativamente os domínios formados em DPPS puro, que se mostraram como 

um emaranhado de regiões condensadas de difícil visualização, de modo que a sua 

captura só foi possível com nitidez razoável pela lente objetiva de 20x. 

Por fim, a presença simultânea de AnxA5 e íons Ca2+ levou à uma quebra da 

homogeneidade dos domínios lipídicos típicos observados, na qual domínios maiores 

passaram a ser formados com tamanhos diferentes. As composições mistas parecem 

ter apresentado um maior número destes domínios maiores em detrimento dos 

observados para DPPC puro. No caso do DPPS puro, o mesmo padrão de regiões 

condensadas emaranhadas foi observado, com a mesma dificuldade de captura 

apresentada pela condição anterior. 

A partir das imagens obtidas, algumas considerações podem ser feitas acerca 

dos possíveis motivos das tendências observadas. Na ausência de AnxA5, observou-

se pouca interferência sobre a organização típica de DPPC na região de coexistência 

de fases para as composições mistas, sugerindo que, apesar das moléculas de DPPS 

exercerem influência sobre a variação de pressão superficial que acompanha o 

processo de transição de fase lipídica da monocamada, nenhum efeito significativo 

parece ocorrer sobre a morfologia e dimensão da fase condensada formada 

inicialmente, tanto na presença quanto na ausência de cálcio. Uma vez que a proteína 

é inserida no sistema, mudanças significativas a respeito da dimensão e, em menor 

grau, morfologia dos domínios lipídicos são observadas na presença de cálcio, 

reforçando a afinidade de interação entre DPPS, íons Ca2+ e AnxA5, que 

provavelmente reconfiguram o padrão de formação dos domínios lipídicos pela 

associação em complexos DPPS-Ca2+-AnxA5, como discutido na seção 4.2.1. 

  A associação de DPPS, íons Ca2+ e AnxA5 são a base para a formação da 

estrutura cristalina bidimensional da proteína já descrita em ensaios de interação com 

membranas (BOLEAN et al., 2015, 2017; OLING; BERGSMA-SCHUTTER; 

BRISSON, 2001). Assim, esse ordenamento pode ser a chave para a geração dos 
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domínios maiores observados, que podem inclusive apresentar uma quantidade de 

DPPS diferente dos domínios típicos formados nas demais condições, em virtude da 

necessidade de moléculas de DPPS para a geração de complexos com cálcio e 

proteína. 

A partir dos resultados discutidos até aqui, observou-se que a presença 

concomitante de íons Ca2+ e AnxA5 exerce um efeito distinto e específico sobre a 

organização das monocamadas contendo DPPS nas condições trabalhadas. Foi 

possível avaliar, até certo grau, como tal organização se dá em baixas pressões 

superficiais (~10 mN/m), no entanto, uma abordagem mais profunda é necessária 

para entender o processo em pressões maiores (~30 mN/m), dado que membranas 

biológicas tipicamente apresentam pressão lateral em torno deste valor (MARSH, 

1996), e as técnicas empregadas no estudo de monocamadas neste trabalho carecem 

de sensibilidade para estudos em pressões desta magnitude. Sendo assim, optou-se 

por prosseguir a investigação do comportamento de interação entre DPPS, Ca2+ e 

AnxA5 em lipossomos, que são passíveis de análises sensíveis a respeito de sua 

constituição lipídica, e além disso, exibem pressão típica de membranas biológicas, 

tornando-os extremamente úteis para as avaliações pretendidas. 

 

4.2 | Bicamadas 

4.2.1 | Calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

O comportamento térmico dos lipossomos constituídos pelas misturas em 

questão, bem como proteolipossomos contendo AnxA5 incorporada foi avaliado por 

DSC, na presença e ausência de cálcio, de modo a fornecer informações quanto ao 

efeito de íons Ca2+ na organização lipídica, bem como da proteína, e de ambos cálcio 

e proteína combinados. Os resultados estão apresentados na Figura 20, e os 

parâmetros de transição obtidos a partir dos termogramas estão ilustrados na Figura 

21. 
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Analisando a Figura 20A nota-se que o lipossomo de DPPC puro na ausência 

de cálcio e proteína expressa o padrão típico de transição para DPPC, com uma região 

de pré-transição bastante clara, em torno de 30-32 ºC. Com relação à temperatura 

de transição do pico principal (Tt), observa-se uma redução em comparação com a 

temperatura de transição típica para DPPC, que é de 41 ºC (CHEN et al., 2018). 

Esse efeito deve-se ao estresse osmótico que decorre da presença de grande 

concentração salina nas vesículas, que surge a partir da transição da fase gel para uma 

fase de organização intermediária (ripple phase) entre gel e líquido-cristalino, atingida 

durante a pré-transição, onde o volume das vesículas diminui, aumentando assim a 

concentração salina intravesicular e deslocando a transição principal para 

temperaturas menores (PERKINS et al., 1997). 

Na presença de proteína, observa-se o desaparecimento da região de pré-

transição e a temperatura de transição do pico principal é deslocada de volta para um 

valor próximo à temperatura de transição do DPPC, indicando que de alguma forma 

a proteína inibe a formação da fase de organização intermediária (ripple), reduzindo 

o estresse osmótico sofrido pelas vesículas. 
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Figura 20 | Avaliação do efeito da presença de DPPS e AnxA5 no comportamento 
termotrópico das vesículas na ausência e presença de cálcio. Termogramas dos 
lipossomos e proteolipossomos constituídos por DPPC puro, mistura de DPPC:DPPS em 
proporções molares de 9:1 e 8:2 (10%DPPS e 20%DPPS, respectivamente) em tampão HBS (10 
mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl) na ausência (A, C, E) e presença (B, D, F) de 0,5 mM Ca2+. 
Fonte: Autoria própria. 
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Figura 21 | Parâmetros de transição de fase lipídica dos lipossomos e 
proteolipossomos obtidos por DSC. Variação de entalpia de transição de fase, valores de 
cooperatividade e temperatura de transição de fase de lipossomos e proteolipossomos (AnxA5) 
constituídos de DPPC puro, 10%DPPS, 15%DPPS e 20%DPPS são representados na ausência 
(laranja) e presença (verde) de 0,5 mM de cálcio. Fonte: Autoria própria. 

Nota-se que os valores de entalpia (ΔH) e cooperatividade (t1/2) da Figura 21 

relacionados à transição de fase do DPPC sofrem diminuições quando a proteína está 

presente, indicando que a transição de fase ocorre de maneira mais cooperativa, em 

uma temperatura maior. Na presença de cálcio (Figura 20B), observa-se que sem a 

AnxA5 o sistema passa por um processo de transição semelhante ao de quando a 

proteína está presente na ausência de cálcio, sugerindo que os íons Ca2+ e AnxA5 

exercem, isoladamente, um efeito similar sobre as vesículas. De fato, a presença de 

cálcio minimiza a pré-transição e desloca a transição principal para valores maiores 

de temperatura. Na presença de AnxA5 ocorre redução dos valores de ΔH, porém 

para valores pouco maiores que os observados para o proteolipossomo sem cálcio, e 

o valor de t1/2 também diminui, para um valor próximo ao do proteolipossomo sem 

cálcio. Assim, a presença simultânea de AnxA5 e cálcio no sistema parece acrescentar 

um pequeno obstáculo energético para que a transição ocorra. 
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Para os sistemas contendo DPPS, observa-se a redução da região de pré-

transição em todos os sistemas, com deslocamento das temperaturas de transição para 

valores iguais ou maiores que a do DPPC, decorrente da influência do DPPS na 

transição, que puro apresenta um valor de Tt de 55ºC (GAESTEL et al., 1983). Pelos 

valores de ΔH na Figura 21 nota-se que a energia necessária para promover a 

transição de fase é menor para lipossomos na presença de cálcio, e menor ainda 

quando há a presença simultânea de cálcio e AnxA5, de modo que na composição de 

20%DPPS estes valores são sempre menores em comparação com os respectivos 

sistemas na ausência de cálcio. 

A partir dos valores de temperatura de transição de fase e unidade de 

cooperatividade dispostos na Figura 21, observa-se um aumento gradativo na 

temperatura de transição conforme a quantidade de DPPS nas vesículas aumenta, que 

está de acordo com o que já é relatado para misturas lipídicas, onde a temperatura de 

transição é deslocada no sentido da transição do componente puro mais abundante 

(WODLEJ et al., 2019). A unidade de cooperatividade, ou simplesmente 

cooperatividade, é dada pela largura a meia altura dos picos nos termogramas e está 

relacionada com a quantidade de moléculas de lipídeo que participam conjuntamente 

na transição, sendo as transições mais cooperativas aquelas que possuem menores 

valores de t1/2 (HEIMBURG, 2007). Assim, nota-se o aumento gradual nos valores 

de cooperatividade para os sistemas contendo DPPS na presença de cálcio, ao passo 

que na ausência de íons Ca2+ os sistemas apresentam flutuações em torno de um 

mesmo valor, de modo que não há indícios de variações significativas do parâmetro. 

Sendo assim, conforme a quantidade de DPPS aumenta, menos moléculas participam 

simultaneamente da transição, sugerindo que a transição ocorre a partir de diferentes 

populações lipídicas, reforçando a ideia de que domínios ricos em DPPS são induzidos 

pela presença de íons Ca2+, uma vez que o alargamento do pico ocorre no sentido de 

maior temperatura. 
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Para melhor visualização das transições e para facilitar a observação de 

transições múltiplas, fez-se a deconvolução de todos os termogramas apresentados na 

Figura 20, de modo que os picos deconvoluídos, juntamente com os respectivos 

picos originais estão apresentados na Figura 22 que segue. A Figura 23 expressa os 

parâmetros de transição obtidos a partir das deconvoluções. 

Na deconvolução apresentada na Figura 22A observa-se dois picos, sendo que 

o pico mais escuro corresponde à pre-transição do DPPC na ausência de cálcio. 

Observa-se também a redução desse pico quando a proteína está presente, como já 

descrito, e também condizente com a Figura 23A. Na Figura 22B, que expressa 

lipossomo de DPPC na presença de cálcio, nota-se a presença de um pequeno pico 

centrado próximo a uma temperatura de 45ºC, e que, portanto, não representa uma 

situação de pré-transição lipídica. Assim, acredita-se que esse pico remeta a algum 

tipo de ordenamento mais rígido das moléculas de DPPC induzido por íons Ca2+, que 

se intensifica na presença da proteína, sugerindo que ela possa apresentar maior 

afinidade por esse tipo de organização. 
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Figura 22 | Avaliação do efeito da presença de DPPS e AnxA5 na formação de 
domínios lipídicos nas vesículas. Deconvoluções dos termogramas apresentados na Figura 
20 para proteolipossomos (gráficos superiores) e lipossomos (gráficos inferiores) na ausência (A, 
C, E) e presença (B, D, F) de 0,5 mM Ca2+. Fonte: Autoria própria. 
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Figura 23 | Parâmetros de transição de fase lipídica dos termogramas 
deconvoluídos de lipossomos e proteolipossomos. Os picos principais (preenchimento 
mais claro na Figura 22 são representados em laranja, enquanto os picos secundários 
(preenchimento mais escuro na Figura 22 são representados em verde. Os sistemas são 
representados na ausência (A) e presença (B) de 0,5 mM de cálcio. Fonte: Autoria própria. 

Com relação aos sistemas que possuem DPPS na sua composição, nota-se a 

presença de pequenos picos em temperaturas maiores que o pico de transição 

principal, tanto na ausência quanto na presença de cálcio. Isso sugere que se tratam 

de domínios ricos em DPPS, pois os mesmos não aparecem na deconvolução do 

DPPC puro. Ademais, observa-se uma tendência de aumento na área desses picos na 

presença de cálcio (como verificado a partir dos valores de ΔH na Figura 23B), 

indicando que ocorre uma intensificação da formação desses domínios induzidos pelo 

íon. Ressalta-se ainda que o aumento de área dos picos secundários parece se alinhar 

à quantidade de DPPS presente no sistema, já que a composição de 10%DPPS 

apresenta os menores picos enquanto a composição de 20%DPPS apresenta os 

maiores. Adicionalmente, a presença de AnxA5 promove um novo aumento desses 

picos, corroborando a hipótese previamente levantada de que eles correspondam à 

domínios mais ricos em DPPS, uma vez que a proteína apresenta alta afinidade de 

interação por DPPS na presença de cálcio (BOLEAN et al., 2015, 2017; LIZARBE 

et al., 2013). Por fim, o alargamento pronunciado desses picos (representadas por 
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t1/2 na Figura 23A) reflete o fato de que essas transições representam organizações 

distintas da organização predominante (que se dá provavelmente entre moléculas de 

DPPC na sua maioria), fazendo com que a transição secundária se estenda por um 

amplo intervalo de temperatura. 

Foi avaliado também o tamanho e o potencial zeta dos proteolipossomos 

formados na presença e ausência de cálcio, a fim de observar se houve influência da 

proteína nesses parâmetros. A Figura 24 que segue expressa os resultados obtidos. 
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Figura 24 | Análise de estabilidade coloidal dos lipossomos e proteolipossomos 
preparados. Diâmetros hidrodinâmicos (inferior) e potenciais zeta (superior) dos 
proteolipossomos estão representados juntamente com seus respectivos lipossomos (DPPC puro, 
10%DPPS, 15%DPPS e 20%DPPS). Denota-se ainda a ausência (laranja) e presença (verde) de 
0,5 mM de cálcio. Fonte: Autoria própria. 

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

relação aos lipossomos na ausência de cálcio, ao passo que na presença de cálcio não 

houve variação significativa do tamanho das vesículas. Nota-se ainda uma diminuição 

do potencial zeta dos proteolipossomos com relação aos respectivos lipossomos. Isso 

sugere a interação da proteína com as vesículas, uma vez que o potencial zeta da 

proteína livre em pH 7,4 apresenta valor negativo da ordem de –25 mV (não 
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mostrado). Na ausência de cálcio, o comportamento é o oposto, havendo um 

aumento do potencial zeta dos proteolipossomos em relação aos lipossomos. Esse 

efeito pode ser decorrente de uma baixa interação com a proteína, que apresenta uma 

interação com membranas muito mais intensa na presença de cálcio (GERKE; 

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

 

4.2.2 | Ensaio de agregação 

Após a caracterização dos lipossomos e proteolipossomos a respeito da 

organização das membranas lipídicas frente a presença de íons Ca2+, realizou-se o 

estudo da estabilidade dessas vesículas em solução, por meio de medidas de tamanho 

de partícula e variações de turbidez das suspensões nas condições de interesse. As 

Figura 25 e Figura 26 que seguem expressam os resultados obtidos para as medidas 

de diâmetro médio e turbidez das suspensões de vesículas em diferentes 

concentrações de cálcio. 

A partir da Figura 25, nota-se que o lipossomo constituído por DPPC puro se 

mantém estável em toda a faixa de concentração de cálcio utilizada, sem agregação 

significativa, ao passo que ambas as composições contendo DPPS apresentam clara 

agregação, que se torna mais evidente à medida que a concentração de cálcio 

aumenta. Este efeito desestabilizador sobre vesículas contendo DPPS foi observado e 

avaliado por Marr e colaboradores (2012), cujo trabalho mostra que os íons Ca2+ 

exercem um efeito significativo sobre o tamanho efetivo de moléculas de DPPS em 

bicamadas ao mesmo tempo que pouco efeito é observado sobre moléculas de DPPC 

(MARR et al., 2012). Os autores propuseram um modelo que prevê a ruptura de 

vesículas contendo DPPS a partir da energia livre associada ao diâmetro dessas 

vesículas. Além disso, atribuem o fenômeno de ruptura/fusão das bicamadas a um 

aumento da tensão lateral dos lipídeos resultante da ligação de íons Ca2+. Essas 

observações estão de acordo com o que foi discutido neste trabalho, cujas 
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observações apontam para um acúmulo localizado de DPPS nas membranas 

preparadas quando submetidas à presença de cálcio.   

 

Figura 25 | Ensaio de agregação por DLS dos lipossomos e proteolipossomos 
preparados. Distribuição de diâmetros hidrodinâmicos de lipossomos e proteolipossomos 
(AnxA5) constituídos por DPPC puro (A e B, respectivamente), 10%DPPS (C e D, 
respectivamente) e 20%DPPS (E e F, respectivamente) na faixa de concentração de íons Ca2+ de 
0,0 – 2,0 mM. Fonte: Autoria própria. 
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Figura 26 | Ensaio de agregação turbidimétrico dos lipossomos e proteolipossomos 
preparados. Curvas de densidade ótica em função da concentração de íons Ca2+ para as 
composições DPPC puro, 10%DPPS e 20%DPPS (percentuais molares) na ausência (em laranja) 
e presença (em verde) de AnxA5 (proporção proteína:lipídeo 1:100). Fonte: Autoria própria. 

Na presença da proteína, observa-se agregação das vesículas compostas por 

DPPC puro, e uma redução marcante da agregação sofrida pelas vesículas contendo 

DPPS. A agregação observada para as vesículas formadas por DPPC puro sugere que 

possa ter havido associação de moléculas de proteínas adsorvidas em vesículas 

distintas, o que levaria à fusão dessas vesículas. Além disso, ressalta-se ainda o fato de 

que a agregação observada em todos os casos (lipossomos e proteolipossomos) 

corresponde ao estágio inicial do fenômeno, já que um número pequeno de vesículas 

está, de fato, sofrendo agregação, como observado a partir da distribuição do número 

de vesículas em função dos diâmetros hidrodinâmicos (não mostrado). 
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A presença de AnxA5 foi capaz de estabilizar as vesículas de composição mista, 

apresentando um retardo expressivo de agregação na faixa de concentração de cálcio 

utilizada. Essa observação sugere que a proteína de alguma forma é capaz de reduzir 

a tensão lateral da membrana, responsável pela ruptura e fusão das vesículas. De fato, 

esse dado está em boa concordância com outras observações realizadas a respeito da 

implicação da presença da proteína no reparo de defeitos de membrana, sugerindo 

que o efeito da proteína vai além da estabilização da membrana (LIN; CHIPOT; 

SCHEURING, 2020; MIYAGI et al., 2016).   

Bouter e colaboradores (2011) observaram que a presença de AnxA5 era 

essencial para o reparo da membrana plasmática de células perivasculares e, além 

disso, a capacidade de assumir a organização bidimensional característica dessa 

proteína era requisito para o processo de reparo (BOUTER et al., 2011). Os autores 

relatam que o arranjo bidimensional da proteína, juntamente com o fluxo de íons 

Ca2+ através das regiões danificadas da membrana plasmática das células, é essencial 

para promover a redução da tensão na membrana, fazendo com que a ruptura não 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 à danificação optotermal tiveram seus defeitos reparados por meio da 

ligação de AnxA5 na presença de íons Ca2+. Além disso, a organização cristalina da 

proteína foi detectada durante os ensaios realizados, reforçando sua importância na 

contenção da progressão do defeito. 

Os gráficos dispostos na Figura 26 expressam uma tendência muito 

semelhante a observada na Figura 25, já que a turbidez aumenta (indicando 

agregação) para o proteolipossomo contendo DPPC, ao passo que tende a diminuir 

para os proteolipossomos que apresentam DPPS na sua constituição. De fato, o efeito 

de diminuição da turbidez em suspensões de vesículas contendo PS por AnxA5 é tão 
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consolidado e característico da interação com essa proteína, que esse tipo de ensaio 

é inclusive empregado para se avaliar a integridade e identidade da proteína, já que 

as outras proteínas da família das anexinas exibem comportamentos tipicamente 

diferentes (BLACKWOOD; ERNST, 1990). 

Com base nos resultados apresentados e discutidos para as bicamadas, nota-se 

que a presença de íons Ca2+ realmente promove uma distribuição heterogênea das 

moléculas de DPPS, com um provável agrupamento dessas moléculas que aumenta a 

tensão lateral da membrana. A AnxA5, por sua vez, atua de modo a estabilizar essa 

distribuição, diminuindo a tensão da membrana por meio de um mecanismo de 

interação que, apesar de ainda carecer de detalhes, depende da organização 

bidimensional da proteína. 
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Os resultados de interação com monocamadas de Langmuir mostram que a 

presença de cálcio é capaz de induzir mudanças na organização de monocamadas 

contendo DPPS, tanto pelo observado a partir dos gráficos π x área molecular e 

análise de miscibilidade, quanto por meio das imagens de fluorescência, ainda que em 

menor grau. Além disso, observou-se que a estabilidade desses domínios é maior na 

presença de íons Ca2+, sugerindo ligação desses íons de modo a minimizar a repulsão 

de cargas entre moléculas de DPPS. 

A presença de AnxA5 nas monocamadas reforça a interação de íons Ca2+ com 

moléculas de DPPS, pelos mesmos parâmetros avaliados, e parece intensificar a 

heterogenia de organização lipídica induzida, como observado nas imagens de 

fluorescência, que pode estar relacionada inclusive com o arranjo bidimensional da 

proteína, capaz de estabilizar domínios negativamente carregados (BOUTER et al., 

2015, 2011).  

Em pressões de relevância biológica (30 mN/m), mimetizadas por meio de 

lipossomos, observou-se que a presença de cálcio de fato induz a formação de 

domínios lipídicos enriquecidos em DPPS, e que a formação desses domínios 

desestabiliza as vesículas a ponto de causar a sua agregação ou fusão. A presença da 

proteína estabiliza esses domínios de modo que uma concentração maior de cálcio é 

necessária para causar o mesmo efeito fusogênico/de agregação. Assim, de posse de 

todos os resultados, conclui-se que os íons Ca2+ promovem a formação de domínios 

enriquecidos em DPPS, porém instáveis, enquanto a proteína estabiliza a sua 

existência na membrana. 

Essas observações vão ao encontro do que tem sido relatado acerca do papel 

da AnxA5 no reparo celular, que admite o recrutamento e organização da proteína 
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nas redondezas de defeitos de membrana. A presença de PS e íons Ca2+ são essenciais 

para desencadear esse fenômeno, e neste trabalho foi possível observar que as 

condições experimentais empregadas são suficientes para sustentar um fenômeno 

semelhante. A presença de cálcio, que induz o agrupamento de DPPS e aumenta a 

tensão lateral na membrana que é responsável por promover os eventos de agregação, 

é a mesma que fornece as condições para que a AnxA5 se ligue à membrana nas 

regiões de instabilidade e reduza a tensão lateral, retardando os mesmos eventos. 

Pensando no contexto da biomineralização, esse comportamento 

desempenhado pela proteína pode ser essencial para a nucleação de mineral no 

interior das VMs. Já é reconhecida a importância de regiões abundantes em DPPS na 

membrana de VMs para a mineralização (CRUZ et al., 2020), por serem áreas de 

acúmulo de íons Ca2+ capazes de atuar como centros de nucleação. Dessa forma, em 

virtude da tendência de membranas ricas em DPPS serem rompidas na presença de 

concentrações significativas de cálcio, supõe-se que a AnxA5 atue de modo a prevenir 

este tipo de evento, garantindo o acúmulo suficiente de íons Ca2+ e PO4
3- para que as 

partículas de mineral sejam formadas sem que a vesícula se rompa durante o 

processo. A abundância de AnxA5 nas vesículas da matriz sugere que o papel da 

proteína vai além de simplesmente promover um possível transporte de cálcio para 

o interior das vesículas, e essa consideração já foi feita por Wuthier e Lipscomb 

(2011), ambos grandes estudiosos dessas vesículas (WUTHIER; LIPSCOMB, 2011). 

Assim, o presente trabalho, por meio desta nova abordagem, aponta na direção 

de estudos focados na formação de mineral em interfaces negativamente carregadas 

na presença e ausência de AnxA5, a fim de averiguar a consequência da organização 

lipídica e promoção de domínios lipídicos estáveis no acúmulo de íons Ca2+ e 

posterior estabilização de núcleos minerais em regiões específicas de membrana.
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