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RESUMO 
 

 

Os glicosídeos da estévia apresentam potencial terapêutico anti-diabetogênico e anti-
hipertensivo. Porém, não há um consenso na literatura quanto ao mecanismo de 
transporte dos glicosídeos da estévia e suas agluconas através de membranas 
celulares. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o transporte das agluconas 
esteviol, isoesteviol e do glicosídeo esteviolbiosídeo através da bicamada lipídica por 
meio de espectroscopia de fluorescência. Lipossomas (large unilamellar vesicles - 
LUVs) de egg-PC foram formados por extrusão. As sondas fluorescentes piranina 
(sensível a pH) e calceína foram encapsuladas nas LUVs, enquanto que a sonda FPE 
(sensível a cargas de superfície) foi inserida seletivamente na monocamada externa 
da bicamada lipídica. As soluções estoque dos produtos da estévia foram preparadas 
em DMSO ou em BSA (2 mol de produto:1mol de BSA). A ligação dos produtos da 
estévia a BSA foi caracterizada pela fluorescência intrínseca da BSA (resíduos de 
triptofano). O raio hidrodinâmico das LUVs foi medido pela técnica de DLS (Dynamic 
light scattering). A ligação dos produtos da estévia à BSA foi evidenciada pela 
supressão da fluorescência intrínseca da BSA. A constante de ligação à 37 °C, 
calculada a partir dos dados experimentais, indicaram uma maior afinidade do 
esteviolbiosídeo pela BSA. Entretanto, o esteviol e isoesteviol, promoveram um 
deslocamento hipsocrômico (blue shift) no espectro de emissão da BSA, indicativo do 
aumento na hidrofobicidade ao redor dos resíduos de triptofano. O esteviol e o 
isoesteviol promoveram uma rápida (em segundos) redução e recuperação da 
fluorescência do FPE, condizentes com a ligação da forma ionizada e carregada 
negativamente à monocamada externa seguida de sua difusão (flip-flop), 
respectivamente. Nos ensaios com piranina, o esteviol, isoesteviol e em menor 
extensão o esteviolbiosídeo, causaram uma rápida (em segundos) redução da 
fluorescência da piranina, um indicativo de acidificação do meio intravesicular. Esses 
dados refletem a difusão da forma protonada dos produtos da estévia através da 
bicamada lipídica, com o posicionamento dos grupamentos ionizáveis na interface 
água/membrana e entrega de prótons para interior das LUVs. Os produtos da estévia 
não afetaram o raio hidrodinâmico das LUVs e não induziram o vazamento de calceína 
encapsulada, ou seja, não alteraram a organização estrutural da bicamada lipídica que 
justificassem a difusão transmembrana dessas moléculas assim como o vazamento 
das sondas FPE e piranina. Portanto, os resultados apresentados, inéditos na 
literatura, indicam que as agluconas esteviol e isoesteviol são capazes de se ligarem e 
atravessarem membranas lipídicas por difusão simples e que a permeabilidade da 
bicamada lipídica ao esteviolbiosídeo é bastante reduzida.  

 

Palavras-Chave: Bicamada lipídica. Estévia. FPE. Piranina. Transporte.     
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ABSTRACT 
 
 

 
 

 

The stevia glycosides present anti-diabetogenic and antihypertensive actions. 
However, there is no consensus in the literature regarding the transport mechanism of 
glycosides and their aglucones across cell membranes. Thus, the objective of this work 
was to evaluate the transmembrane transport of the steviol, isoesteviol and 
steviolbioside by means of fluorescence spectroscopy. Liposomes (large unilamellar 
vesicles - LUVs) of egg-PC were prepared by extrusion. Pyranin (pH probe) and 
calcein were encapsulated in LUVs. FPE (charge surface probe) was selectively 
inserted into the outer monolayer of the lipid bilayer. Stock solutions of stevia products 
were prepared in DMSO or BSA (2 mol of product: 1 mol of BSA). The binding of stevia 
products to BSA was characterized by the BSA intrinsic fluorescence (tryptophan 
residues). The hydrodynamic radius was measured by DLS (Dynamic light scattering). 
The binding of the stevia products to BSA caused fluorescence suppression. The 
steviolbioside binding constant at 37 °C, calculated from the experimental data, was 
higher than those calculated for steviol and isoesteviol. Furthermore, the aglucones 
induced a blue shift in the BSA emission spectrum probably due to an increase in 
hydrophobicity around the tryptophan residues. In the FPE assay, steviol and isosteviol 
promoted a rapid (in seconds) reduction in FPE fluorescence followed by a recovery 
towards to the base line. These results are explained by the binding and flip-flop of the 
ionized molecules. In the piranine assay, steviol, isosteviol and, to a lesser extent, 
steviolbioside, caused a rapid (in seconds) reduction of the pyranin fluorescence 
without recovery when BSA was used as vehicle. These results reflect the binding and 
flip-flop of the protonated molecules, with delivery of protons to the LUVs interior. The 
stevia products did not affect the LUV hydrodynamic radius and did not induce calcein 
leakage. These results indicate that the structural organization of the lipid bilayer was 
not affected by the binding of stevia products. Therefore, this study indicate that steviol 
and isosteviol are able to bind and cross lipid membranes by simple diffusion and the 
permeability of lipid bilayer to steviolbioside is quite reduced. 

 

Keywords: FPE. Lipid bilayer. Pyranin. Stevia. Transport.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Nas últimas décadas, com o avanço da obesidade e o do diabetes, houve um 

aumento na quantidade de alimentos e bebidas adoçados com edulcorantes 

sintéticos não calóricos (SARTORELLI; FRANCO, 2003; POPKIN; NIELSEN, 2003; 

MATTES; POPKIN, 2009; SYLVETSKY; ROTHER; BROWN, 2011).  A Food and 

Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos aprova atualmente o uso de seis 

edulcorantes sintéticos, sendo eles: acesulfame de potássio, aspartame, sacarina, 

sucralose, neotame e o advantame (FDA, 2016).  

Entretanto, os riscos associados ao consumo a longo prazo de edulcorantes 

sintéticos ainda são desconhecidos (WHITEHOUSE; BOULLATA; MCCAULEY, 

2008;  MATTES; POPKIN, 2009; HORIO et al., 2014).  Em estudos mais recentes, 

há o relato de que o uso contínuo desses produtos pode levar à alteração da 

microbiota intestinal, impactando no metabolismo do hospedeiro (PAYNE; 

CHASSARD; LACROIX, 2012; SUEZ et al., 2014).  

Devido à toxicidade associada aos edulcorantes sintéticos, a indústria 

alimentícia tem se dedicado ao desenvolvimento de edulcorantes de origem natural, 

supostamente mais seguros. Entre os poucos edulcorantes naturais disponíveis, os 

glicosídeos extraídos das folhas da Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni estão 

ganhando cada vez mais espaço devido a alta estabilidade em uma ampla faixa de 

pH e temperatura (JOOKEN et al., 2012), doçura intensa (SOEJARTO; KINGHORN; 

FARNSWORTH, 1982), grandes quantidades nos extratos da planta (KOYAMA et 

al., 2003a) e efeitos sinérgicos com outros edulcorantes (KROYER, 2010).  

Além da capacidade edulcorante, os glicosídeos da estévia possuem ações 

biológicas já conhecidas há alguns anos. Entre elas, destaca-se a ação anti-

hiperglicêmica do esteviosídeo, rebaudiosídeo A e do esteviol por estímulo da 

secreção de insulina pelas células β-pancreáticas (JEPPESEN et al., 2000) e 

modulação da translocação de GLUT2 via PI3K/Akt (ABUDULA et al., 2004; RIZZO 

et al., 2013). O esteviosídeo é capaz de reduzir a pressão sanguínea em indivíduos 

hipertensos (JEPPESEN et al., 2003; CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009) e 

tem potencial como agente contraceptivo (MELIS, 1999). Ações anti-inflamatória, 

anticancerígena e imunomodulatória também são atribuídas aos glicosídeos da 

estévia (NAKAMURA; SAKIYAMA; TAKENAGA, 1995; SEHAR et al., 2008; 
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YASUKAWA; KITANAKA; SEO, 2009).  

Como apresentado na FIG.1, os glicosídeos da estévia possuem em comum a 

aglucona esteviol, a qual glicosilada, dá origem aos diferentes glicosídeos da estévia 

(BRANDLE; TELMER, 2007). Entre os glicosídeos, o esteviosídeo e rebaudiosídeo A 

são os mais comumente empregados como edulcorantes, sendo o esteviosídeo 

encontrado em maior quantidade nas folhas da estévia (DE OLIVEIRA et al., 2007; 

GALLO et al., 2017).    

Quando ingeridos, os glicosídeos da estévia não são absorvidos na forma 

intacta. A microbiota presente no trato gastrointestinal remove os resíduos de glicose 

(RENWICK; TARKA, 2008), sendo o esteviol a principal, senão a única espécie 

absorvida (GARDANA et al., 2003; KOYAMA et al., 2003b). No fígado, o esteviol é 

rapidamente metabolizado em esteviol glucoronídeo, que é excretado pelos rins 

(KOYAMA et al., 2003a. WHEELER et al., 2008). Embora não existam estudos que 

relatem o papel das β-glicosidases humanas presentes no trato gastrointestinal no 

processo de hidrólise dos glicosídeos da estévia, há relatos demonstrando a ação 

dessas enzimas na degradação de flavonoides glicosídicos, estruturalmente 

semelhantes aos glicosídeos da estévia (DAY et al., 1998; NÉMETH et al., 2003). 

Os glicosídeos da estévia possuem regiões polares (resíduos de glicose) e 

apolares (conjuntos de anéis da aglucona esteviol) (TANAKA, 1982). A aglucona 

esteviol e seu isômero isoesteviol, produzido por hidrólise ácida (WOOD JR et al., 

1955), são mais hidrofóbicos que os glicosídeos por serem desprovidos de 

moléculas de glicose, apesar do grupamento polar carboxila. Mesmo com moléculas 

de glicose na sua constituição, os glicosídeos da estévia são pouco solúveis em 

água. Por exemplo, a solubilidade do rebaudiosídeo A e do esteviosídeo, em meio 

aquoso e temperatura ambiente, é de 1,3 g/L e 8 g/L, respectivamente, enquanto 

que a solubilidade da glicose é de 830g/ L à temperatura de 17 °C (KINGHORN, 

2003; CARAKOSTAS et al., 2012. MARTINS; LOPES; DE ANDRADE, 2013).  

Portanto, presume-se que o particionamento dos glicosídeos da estévia em 

membranas biológicas, um meio altamente hidrofóbico, seria favorável. Embora esse 

parâmetro físico-químico não tenha sido diretamente medido, é possível inferi-lo por 

meio de softwares, como o ChemAxon (Budapeste, Húngria, 2017) e o ALOGPS 2.1 

(Virtual Computational Chemistry Lab, 2005). Por exemplo, o LogPoctanol/água 

(logarítmo na base 10 do coeficiente de partição octanol/água) do esteviol e 
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isoesteviol são de 3,65 e 4,13, respectivamente. Já o LogPoctanol/água para  o 

esteviolbiosídeo é de -0,05 (FOODB, 2017; CHEMSPIDER, 2017).  

  

 

 
 
Figura 1 - Estrutura da aglucona esteviol e seus glicosídeos presentes nas folhas da Stevia 
rebaudiana (Bert.) Bertoni. Em vermelho, são indicados os grupamentos OH

- 
e em cinza é possível 

observar os grupamentos H
+
.
 
 

 
FONTE: adaptado de ChemSpider (2017) 
 

Entretanto, alguns dados na literatura indicam ausência de efeito biológico 

dos glicosídeos da estévia em relação a aglucona, fato esse explicado por 

diferenças de permeabilidade celular entre esses compostos. Por exemplo, a 

inibição da gliconeogênese e ativação da glicogenólise pelo isoesteviol e ausência 

de efeito pelo esteviosídeo (ISHII; SCHWAB; BRACHT, 1987), a não metabolização 

do esteviosídeo pelo tecido hepático (ISHII-IWAMOTO; BRACHT, 1995) e a baixa 

absorção dos glicosídeos pelo intestino de ratos em relação ao esteviol (KOYAMA et 

al., 2003a).  

De fato, os poucos estudos que relatam medidas de permeabilidade apontam 

uma menor permeabilidade dos glicosídeos em relação à aglucona. Por exemplo, 
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em sacos evertidos do duodeno e ceco de ratos, demonstrou-se que o esteviol 

rapidamente atravessa a camada mucosa e atinge o fluido em contato com a 

camada serosa. Entretanto, a maior parte dos glicosídeos (93%) permaneciam em 

contato com a mucosa (KOYAMA et al., 2003a). Já em outro estudo com 

monocamadas de células Caco-2, o coeficiente de permeabilidade aparente no 

sentido absortivo do esteviosídeo e rebaudiosídeo A foram de 0,16 x 10-6 e 0,11 x 

10-6 cm/s, respectivamente. Por outro lado, o valor reportado para o esteviol foi de 

31,9 x 10-6 cm/s, aproximadamente 200 vezes maior que a dos glicosídeos (GEUNS 

et al., 2003).  

A permeabilidade das células Caco-2 aos glicosídeos da estévia são menores 

que os reportados para a glicose em eritrócitos humanos (2 x 10-4 cm/s), onde a 

glicose é transportada pelo GLUT 1, e em bicamadas lipídicas (2,4 x 10-10 cm/s), 

sistemas onde não há transportadores (MACHADO, 1998). Adicionalmente, a 

permeabilidade do esteviol é consideravelmente menor que ao ácido oléico (1,6 

cm/s) (KAMP; HAMILTON, 2006), uma molécula com um elevado coeficiente de 

partição membrana/água.  

Tem-se atribuído aos transportadores de ânions orgânicos renais hOAT 

(Human Organic Anion Transporter), mais especificamente a isoforma hOAT3, o 

transporte de esteviol glucoronídio, metabólito hepático do esteviol (WANG et al. 

2015). Adicionalmente, o esteviol, mas não o esteviosídeo, é capaz de inibir o 

transporte pelo hOAT1 e o hOAT3, o que poderia comprometer a depuração renal 

de medicamentos e seus metabólitos (SRIMAROENG et al., 2005a. SRIMAROENG 

et al., 2005b).  

A compreensão do mecanismo de transporte transmembrana da aglucona 

esteviol e seus glicosídeos, assim como a interação dessas moléculas com as 

membranas celulares precisam ser esclarecidos para maior compreensão de 

mecanismos de ação biológicos e toxicológicos atribuídos aos glicosídeos da 

estévia. Algumas ações biológicas dos glicosídeos da estévia ocorrem na membrana 

celular em interações com transportadores de glicose (TOSKULKAO et al., 1995). 

Outras ações são atribuídas a interação com sítios intracelulares, como as ações 

anti-hiperglicêmicas (RIZZO et al., 2013).  

Porém, o exato mecanismo de transporte transmembrana dos glicosídeos da 

estévia (caso ocorra) e da sua aglucona esteviol ainda é uma incógnita. Até a data 

não há estudos na literatura que abordem diretamente o mecanismo de transporte. 
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Hipóteses sugerindo a difusão simples (GEUNS et al., 2003) e um transporte 

mediado do metabólito esteviol glucoronídio foram sugeridas (WANG et al., 2015). 

Entretanto, nenhum dos trabalhos citados mediu realmente o transporte 

transmembrana dos glicosídeos da estévia, mas sim a captação celular. 

Neste estudo, a metodologia com sondas fluorescentes utilizada em estudos 

de transporte transmembrana de ácidos graxos (BRUNALDI et al., 2007) foi utilizada 

para  “rastrear” a movimentação dos grupamentos ionizáveis ao longo da bicamada 

lipídica de lipossomas de fosfatidilcolina de ovo (egg-PC) do tipo LUVs (large 

unilamellar vesicles) (FIG.2).  

O transporte de ácidos graxos de cadeia longa através de modelos de 

membrana ou membranas biológicas pode ocorrer por um processo de difusão 

passiva, sendo este dividido em três etapas: adsorção, movimento transmembrana e 

desorção. Entretanto, existem proteínas capazes de catalisar o transporte 

transmembrana de ácidos graxos, porém são necessários mais estudos que ilustrem 

até que ponto a presença/ausência dessas proteínas limita o transporte dessas 

moléculas em diferentes tipos celulares (HAMILTON et al., 2001).   

A sonda sensível a cargas de superfície FPE, localizada especificamente na 

monocamada externa da bicamada lipídica, fornece informações sobre a ligação dos 

glicosídeos à membrana. Por sua vez, a sonda fluorescente sensível a pH piranina, 

encapsulada, reporta a chegada dos produtos da estévia à monocamada interna da 

bicamada lipídica, ou seja, a difusão transmembrana (flip-flop). 
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Figura 2 - Estruturas das sondas fluorescentes. Sondas utilizadas nos estudos de rastreamento de 
cargas (FPE), pH (piranina) e integridade de membrana (calceína).  
 
FONTE: elaborada pela autora (2017) 

  

Adicionalmente, a sonda calceína, também encapsulada, foi utilizada para 

avaliar a ocorrência de alterações na organização da membrana (SIMARD; KAMP; 

HAMILTON, 2008), uma vez que muitas substâncias possuem a capacidade de 

causar “perturbações” na bicamada lipídica, levando, por exemplo, à transição de 

fase lipídica e formação de poros  C E    -BOCZULA et al., 2014; TOLEDO-

FUENTES; LIS; CECCHET, 2016), alterações de permeabilidade, perda da função 

de barreira a até mesmo ruptura da membrana celular (CRISTIANI et al., 2007). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar o transporte do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo através da 

bicamada lipídica de lipossomas (large unilamellar vesicles- LUVs) de fosfatidilcolina 

de ovo (egg-PC) e possíveis alterações na organização estrutural da bicamada 

lipídica. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar espectrofotometricamente a ligação entre a albumina sérica 

bovina e o esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo por meio da fluorescência 

intrínseca da BSA; 

 

 Determinar a cinética de ligação do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo à 

bicamada lipídica por meio da sonda sensível à cargas de superfície FPE; 

 

 Determinar a cinética de translocação do esteviol, isoesteviol e 

esteviolbiosídeo através da bicamada lipídica por meio da sonda sensível à 

pH piranina; 

 

 Determinar o efeito do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo sobre a 

permeabilidade da bicamada lipídica por meio do vazamento de calceína; 

 

 Determinar o efeito do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo sobre o 

tamanho (raio hidrodinâmico) de LUVs de egg-PC.  
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3. MÉTODOS 
 

 

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Ciências Fisiológicas 

(DFS), no Complexo Central de Apoio à Pesquisa (COMCAP) e no Núcleo de 

Pesquisa em Sistemas Fotodinâmicos (NUPESF) alocado no Departamento de 

Química (DQI) da Universidade Estadual de Maringá (UEM). Os produtos da estévia 

(esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Drº. 

Sílvio Cláudio da Costa, que faz parte do Departamento de Bioquímica da UEM 

(COSTA et al., 2005). Na FIG. 3 é possível observar o cromatograma do esteviol 

obtido após a extração das folhas, indicando 99,9 % de pureza. Assim como o 

esteviol, o isoesteviol e o esteviolbiosídeo foram obtidos com o mesmo grau de 

pureza do esteviol (cromatogramas não mostrados).  A albumina sérica bovina 

defatada (Bovine Serum Albumin- BSA), fosfatidilcolina de ovo (egg-PC), o 

Sephadex- G25, ácido oleico (ácido octadec-9-enóico) e o dimetilsulfóxido (DMSO) 

foram adquiridos da Sigma (Brasil). O miniextrusor, a membrana de policarbonato de 

100 nm e os suportes para membrana foram obtidos da Avanti Polar Lipids (USA). 

 

Figura 3 – Cromatograma do esteviol. Concentração de esteviol: 1 mg/mL. Grau de pureza: 99,9%  
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3.1 PREPARO DAS SOLUÇÕES ESTOQUE DOS PRODUTOS DA ESTÉVIA 
 

 

Para garantir a adequada solubilização dos produtos da estévia no meio 

aquoso, a albumina bovina defatada (Bovine serum albumin - BSA) foi utilizada 

como veículo, pois a presença de agregados ou precipitados no tampão gera 

artefatos, comprometendo as medidas de fluorescência e de espalhamento de luz.  

Soluções estoques a 10 mM de esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo em 5 

mM de BSA em água foram preparadas da seguinte forma: uma alíquota de 25 μ  

de uma solução estoque dos produtos da estévia a 0,4M em DMSO foi adicionada a 

1 ml da solução de BSA a 5 mM em água deionizada. No final, as soluções estoques 

apresentaram uma razão de 2 mols de produtos da estévia para 1 mol de BSA, 

sendo armazenadas à 4ºC.  

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO ESPECTROFOTOMÉTRICA DA LIGAÇÃO DOS 
PRODUTOS DA ESTÉVIA À BSA 

 
 

A ligação dos produtos da estévia à BSA foi monitorada pela emissão de 

fluorescência dos resíduos de triptofano presentes na BSA. Alíquotas consecutivas 

de 5 μ  das soluções estoques dos produtos da estévia em DMSO  1, 2, 4, 8, 16 e 

40 mM) foram adicionadas a 2 ml de BSA a 10 μM em PBS  pH 7,4). As 

concentrações finais dos produtos da estévia foram 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 100 e 200 

µM. BSA foi excitada a 295 nm e a emissão foi coletada a 340 nm por meio de um 

espectrofluorímetro Cary Eclipse (Varian) no modo Scan. Os ensaios foram 

realizados a 27, 32 e 37 ºC.  

A constante de supressão da fluorescência, também denominada de 

constante de Stern-Volmer, foi determinada pela Equação de Stern-Volmer 

(Equação 1), onde F0 e F representam a fluorescência do fluoróforo (BSA) na 

ausência e na presença do supressor Q  “quencher”, ou seja, dos produtos da 

estévia), respectivamente. KSV é a constante de Stern-Volmer. Kq é a constante de 

extinção bimolecular, que reflete a eficiência do processo de supressão ou a 

acessibilidade dos fluoróforos aos supressores de fluorescência. Q é a concentração 

do supressor e τ0 é o tempo de meia-vida do fluoróforo (BSA) (LAKOWICZ, 2006).  
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                            (F0/F) = 1 + Kqτ0[Q] = 1 + KSV [Q]                         (Equação 1) 

 

De acordo com a Equação 1, o valor de Ksv corresponde ao coeficiente 

angular obtido da regressão linear dos dados de F0/F versus concentração dos 

produtos da estévia.  

A constante de ligação (Kb) e o número de sítios de ligação (n) da BSA 

ocupados pelos produtos da estévia foram determinados pela Equação 2, na qual Kb 

é a constante de ligação, n é o número de sítios de ligação ocupados e [Q] é a 

concentração do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo: 

 

                             log[(F0 – F)/F] = logKb + nlog[Q]                      (Equação 2) 

 

Os valores de Kb e n foram obtidos como os coeficientes linear e angular de 

log[(F0 – F)/F] em função do log da concentração dos produtos da estévia, 

respectivamente. 

 

3.3 PREPARO DAS LUVs 
 
 

LUVs (large unilamellar vesicles) de egg-PC (fosfatidilcolina de ovo), com 

diâmetro médio de aproximadamente 130 nm, foram formadas por extrusão, como 

descrito previamente (BRUNALDI et al., 2007). De modo sucinto, um filme lipídico foi 

preparado pela adição de clorofórmio (2-4 mL) à 10-20 mg de egg-PC foram 

pesados com uma balança analítica (Shimadzu – BR), seguido de evaporação do 

solvente por meio de um evaporador rotativo (Fisatom Equipamentos Científicos 

Ltda) e hidratação com 5 mL de um tampão de hidratação (pH 7,4) por 1 hora à 

temperatura ambiente ou durante a noite a 4ºC, no escuro. Nos ensaios com 

calceína e piranina, o filme lipídico foi hidratado com um tampão de hidratação 

acrescido de 70 mM e 0,1 mM de cada sonda, respectivamente. Para a calceína, o 

tampão de hidratação utilizado foi 50 mM KCl e 20 mM NaH2PO4 enquanto que para 

a piranina foi utilizado Hepes à 25 mM. A etapa de hidratação nos ensaios com FPE, 

Laurdan e raio hidrodinâmico foi realizada com Hepes 25 mM sem a adição de 

sondas fluorescentes. Como descrito adiante, FPE foi adicionado às LUVs já 

formadas.  

Para melhor assegurar o encapsulamento da piranina e calceína, a 
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suspensão de egg-PC foi submetida a um ciclo de 5 

congelamentos/descongelamentos com nitrogênio líquido. Essa etapa não foi 

realizada no preparo de LUVs com FPE. Em seguida, foram realizados 15 ciclos de 

extrusão (membrana de policarbonato de 100 nm) por meio de um miniextrusor 

(Avanti Polar Lipids). A remoção das sondas não encapsuladas foi realizada por 

meio de filtração em gel com Sephadex G100 (calceína) ou G25 (piranina), 

hidratados previamente no mesmo tampão de hidratação. 

Para o preparo de LUVs com FPE, inicialmente uma alíquota da solução 

estoque de FPE em clorofórmio e metanol (5:1 v:v) foi evaporada com gás 

nitrogênio. A quantidade de FPE obtida era de 0.5 mol% em relação à egg-PC. Em 

seguida, o FPE foi ressuspenso em 10 a 20 µL de DMSO e adicionado a 1 mL de 

LUVs. A incubação foi realizada por 1 hora, à temperatura ambiente e no escuro.   

Não foi necessário separar o FPE não incorporado, pois trata-se de uma 

molécula altamente hidrofóbica que se particiona preferencialmente na bicamada 

lipídica. Devido a difusão transmembrana do FPE ser lenta (t1/2 de dias), na escala 

temporal do experimento, o FPE ficou restrito à monocamada externa da bicamada 

lipídica (BRUNALDI et al., 2007). 

Nos ensaios com calceína e piranina, a concentração de egg-PC em mM foi 

estimada como: 

[Egg-PC] = (((MEggPC/M.W.)/Vhidratação) x Vcoluna)/Vcoletado) x 1000 

 

Onde: 

MEggPC: massa em mg de egg-PC (10 mg) 

M.W.: massa molar de egg-PC (760) 

Vhidratação: volume do tampão de hidratação em mL (5 mL) 

Vcoluna: volume de LUVs adicionado à coluna (1 mL) 

Vcoletado: volume de LUVs coletado após a filtração (2 mL) 

  

3.4 MEDIDAS DE FLUORESCÊNCIA 
 
 

As medidas de fluorescência foram realizadas com espectrofluorímetro Cary 

Eclipse (Varian). Para tal, 2 mL de LUVs (0,5 mM em egg-PC) foram adicionadas a 

uma cubeta de poliestireno, sob agitação e à temperatura ambiente. Espectros de 
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emissão e excitação foram registrados no início de cada experimento. Em seguida, 

alíquotas dos produtos da estévia, em DMSO ou em BSA, foram adicionadas às 

LUVs e a intensidade da fluorescência foi monitorada por 10 a 20 minutos no modo 

Kinetics. O FPE foi excitado a 490 nm e a sua emissão coletada a 520 nm. A 

piranina foi excitada a 455 nm e a sua emissão coletada a 509 nm. A calceína foi 

excitada a 490 nm e sua emissão foi coletada a 520 nm.  

Como controle das sondas FPE e piranina, ácido oleico na concentração de 

200 µM (20 µL de uma solução estoque em DMSO para os ensaios com a piranina e 

8 µL de uma solução estoque em álcool etílico absoluto para os ensaios com o FPE) 

foi adicionado à 2 mL de LUVs. A intensidade de fluorescência do FPE e da piranina 

são reduzidas mediante a ligação e translocação de ácidos graxos através da 

bicamada lipídica, respectivamente (BRUNALDI et al., 2007).   

Nos ensaios de vazamento de calceína, a quantidade de calceína liberada 

para o tampão externo foi calculada por meio da Equação 3, onde onde I é a 

intensidade da emissão da fluorescência antes (I0) e após a adição dos produtos da 

estévia (Iest), e após a permeabilização completa das LUVs com triton-X 20% (IT):  

 

                                    % liberação = (Iest –I0)/ (IT –I0)                      (Equação 3) 

 

Para a permeabilização das  UVs, foram adicionadas alíquotas de 20 μ  de 

triton-X 20% ao final de cada ensaio realizado.  

A alta concentração de calceína presente no interior das LUVs leva a uma 

supressão da sua fluorescência. Se uma via de permeabilidade é gerada na 

bicamada lipídica, calceína é liberada ("vazamento") para o tampão externo. Neste 

caso, a concentração de calceína no meio aquoso é reduzida, levando a um 

aumento da fluorescência (dequenching) (MAHERANI et al., 2013). 

 
3.5 DETERMINAÇÃO DO RAIO HIDRODINÂMICO  
 

 

O tamanho das LUVs, também conhecido como raio hidrodinâmico, foi 

determinado pela técnica de Dynamic Light Scattering (DLS) por meio de um 

analisador de nanopartículas e potencial zeta (NanoPlus®). Os registros foram 

obtidos após a adição de alíquotas consecutivas de uma solução estoque de 

produtos da estévia em BSA (10 mM produtos da estévia em 5 mM BSA) a 1 mL de 
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LUVs (0.5 mM em egg-PC) contidos em uma cubeta de quartzo. Como controle, foi 

adicionado apenas BSA as LUVs. Três preparações lipossomais em tampão Hepes 

(pH 7,4), em três dias diferentes, foram utilizadas nesses ensaios. Para cada 

alíquota adicionada, o raio hidrodinâmico dos lipossomas foi medido três vezes.  

 

3.6 ANÁLISE DOS DADOS  

 

Os resultados foram plotados com a utilização dos softwares GraphPad Prism 

versão 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Regressões lineares 

foram realizadas no GraphPad Prism para obtenção dos parâmetros associados à 

ligação dos produtos da estévia com a BSA.  

Os resultados de raio hidrodinâmico e índice de polidispersividade foram 

apresentados como média e desvio padrão de três ensaios independentes e 

submetidos à análise estatística ANOVA one-way.  
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4. RESULTADOS 

 
4.1 CARACTERIZAÇÃO ESPECTROFOTOMÉTRICA DOS COMPLEXOS DE 
PRODUTOS DA ESTÉVIA COM A ALBUMINA SÉRICA BOVINA (BSA) 

 

4.1.1 SUPRESSÃO DE FLUORESCÊNCIA 

 

As FIG. 4, 5 e 6 mostram o espectro de emissão da BSA frente a 

concentrações crescentes de produtos da estévia. A fluorescência da BSA foi 

reduzida pelo esteviol e isoesteviol a 27, 32 e 37 ºC, com deslocamento 

hipsocrômico (blue shift) dos espectros de emissão. Contudo, a supressão foi mais 

intensa pelo isoesteviol do que pelo esteviol em todas as temperaturas 

experimentais, um indicativo de uma maior afinidade do isoesteviol pela BSA. Já, o 

esteviolbiosídeo reduziu muito pouco a fluorescência da BSA a 27°C, não tendo 

efeito a 32 °C (FIG. 4 e 5). Entretanto, a 37 °C (FIG. 6), o esteviolbiosídeo 

promoveu uma supressão significativa da fluorescência da BSA sem deslocamento 

do pico de emissão. DMSO, no volume utilizado ao final de cada ensaio (40 µL), 

não afetou a fluorescência da BSA (dados não mostrados).  
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Figura 4 - Espectro de emissão da BSA na presença de isoesteviol, esteviol e esteviolbiosídeo 

a 27 °C. Alíquotas consecutivas de 5 µL dos produtos da estévia em DMSO (soluções estoques a 1, 

2, 4, 8, 16 e 40 mM) foram adicionadas a 2 mL de BSA à 10 µM (tampão PBS, pH 7.4). As 

concentrações finais dos produtos foram 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 100 e 200 µM. Como controle, foi 

realizado o registro na presença de 40 µL de DMSO (volume máximo adicionado na concentração de 

200 µM de produtos da estévia, gráfico não mostrado). BSA foi excitada em 295 nm e os slits de 

excitação e emissão foram 2,5 e 5 nm, respectivamente. Na parte superior está representado o 

gráfico da concentração de produtos da estévia em relação a intensidade da fluorescência medida 

em 340 nm (pico de emissão).  
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Figura 5 - Espectro de emissão da BSA na presença de isoesteviol, esteviol e esteviolbiosídeo 
a 32 °C. Alíquotas consecutivas de 5 µL dos produtos da estévia em DMSO (soluções estoques a 1, 
2, 4, 8, 16 e 40 mM) foram adicionadas a 2 mL de BSA a 10 µM (tampão PBS, pH 7.4). As 
concentrações finais dos produtos foram 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 100 e 200 µM. Como controle, foi 
realizado o registro na presença de 40 µL de DMSO (volume máximo adicionado na concentração de 
200 µM de produtos da estévia, gráfico não mostrado). BSA foi excitada em 295 nm e os slits de 
excitação e emissão foram 2,5 e 5 nm, respectivamente. Na parte superior dos espectros da BSA 
está representado o gráfico da concentração de produtos da estévia em relação a intensidade da 
fluorescência medida, em aproximadamente, 340 nm (pico de emissão).  
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Figura 6 - Espectro de emissão da BSA na presença de isoesteviol, esteviol e esteviolbiosídeo 
a 37 °C.  Alíquotas consecutivas de 5 µL dos produtos da estévia em DMSO (soluções estoques a 1, 
2, 4, 8, 16 e 40 mM) foram adicionadas a 2 mL de BSA a 10 µM (tampão PBS, pH 7.4). As 
concentrações finais dos produtos foram 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 100 e 200 µM. Como controle, foi 
realizado o registro na presença de 40 µL de DMSO (volume máximo adicionado na concentração de 
200 µM de produtos da estévia, gráfico não mostrado). BSA foi excitada em 295 nm e os slits de 
excitação e emissão foram 2,5 e 5 nm, respectivamente. Na parte superior dos espectros da BSA 
está representado o gráfico da concentração de produtos da estévia em relação a intensidade da 
fluorescência medida em 340 nm (pico de emissão).  



 28 

4.1.2 DETERMINAÇÃO DO MECANISMO DE SUPRESSÃO DA FLUORESCÊNCIA 

 

Para determinar o mecanismo de supressão da fluorescência da BSA pelo 

esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo, as constantes de supressão ou de Stern-

Volmer foram obtidas pela equação de Stern-Volmer (Equação 1), onde, F0 e F são 

as intensidades de fluorescência da BSA na ausência e presença do supressor 

(produtos da estévia), respectivamente. Kq é a constante de velocidade bimolecular 

de supressão, τ0 é o tempo de meia-vida do fluoróforo (triptofanos da  BSA) na 

ausência de supressor, [Q] é a concentração do supressor (produtos da estévia). O 

produto Kqτ0 corresponde a constante de Stern-Volmer (KSV) (LAKOWICZ, 2006): 

      

(F0/F) = 1 + Kqτ0[Q] = 1 + KSV [Q]                           (Equação 1) 

 

Como observado na FIG. 7, a relação entre F0/F e a concentração das 

moléculas estudadas foi linear, sendo o Ksv determinado pelo coeficiente angular. 

Na TAB.1, os valores de Ksv para o esteviol foram muito próximos em todas 

as temperaturas testadas. Já, para o isoesteviol foi observado um aumento de 10 

vezes nos valores de Ksv quando a temperatura era elevada de 27 para 32 ou 37 °C, 

sendo que nestas temperaturas os valores de Ksv não diferiram consideravelmente. 

A Ksv para o esteviolbiosídeo foi apenas determinada na temperatura de 37 °C, pois 

não foi observada supressão da fluorescência nas temperaturas de 27 e 32 °C.  

Ao se comparar as agluconas, os valores de Ksv a 32 e 37 °C obtidos com 

isoesteviol foram 10 vezes maiores do que os valores obtidos para o esteviol, 

indicando uma maior acessibilidade do isoesteviol pela BSA. 

Como não foi possível estabelecer uma relação entre Ksv e temperatura, não 

se pode concluir o mecanismo de supressão da fluorescência da BSA pelos 

produtos da estévia: dinâmico (Ksv aumenta com a temperatura) ou estático (Ksv 

diminui com o aumento da temperatura). 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 29 

E s te v io l

[E s te v io l]  (1 0
-6

m o l L
-1

)

F
0

/F

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0

1 .0

1 .2

1 .4

1 .6

1 .8

2 .0

Is o e s te v io l

[ Is o e s te v io l]  (1 0
-6

m o l L
-1

)

F
0

/F

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0

0

1

2

3

4

5

6

7

8

E s te v io lb io s íd e o

[E s te v io lb io s íd e o ] (1 0
-6

 m o l L
-1

)

F
0

/F

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0

0

2

4

6

8

1 0

  3 2  ° C

  3 7  ° C

  2 7  ° C

 
 
 
Figura 7 - Gráficos de Stern-Volmer da interação da BSA com esteviol, isoesteviol e 
esteviolbiosídeo. BSA (10 µM) em tampão PBS, pH 7,4. 
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Tabela 1 - Constantes de Stern-Volmer obtidas para o esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo a 27, 32 
e 37°C 
 

Molécula Ksv (mol
-1 

L)  
(27 °C) 

Ksv (mol
-1 

L)  
(32 °C) 

Ksv (mol
-1 

L)  
(37 °C) 

Esteviol 3,66 x 10
-3

  3,41 x 10
-3 

3,13 x 10
-3 

Isoesteviol 7,68 x 10
-3 

3,33 x 10
-2 

1,97 x 10
-2

  

Esteviolbiosídeo * * 4,5 x 10
-2 

 
NOTA: *não houve supressão da fluorescência. 

 
 
4.1.3 DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE ASSOCIAÇÃO E NÚMERO DE 
SÍTIOS DE LIGAÇÃO 
 
 

A constante de associação (Kb) do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo com 

a BSA foi calculada pela Equção 2 onde F0 e F são as intensidades de fluorescência 

da BSA na ausência e presença do supressor (produtos da estévia), 

respectivamente. Kb é a constante de associação, n é o número de moléculas por 

sítio de ligação e [Q] é a concentração dos produtos da estévia (LAKOWICZ, 2006).   

 

                            log[(F0 – F)/F] = logKb + nlog[Q]                           (Equação 2)  

 

Como ilustrado na FIG. 8, as relações entre log(F0-F)/F e log das 

concentrações do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo para cada temperatura 

foram lineares, sendo os coeficientes linear e angular correspondentes ao Kb e n, 

respectivamente. Os valores de Kb e n são apresentados na TAB. 2. 
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Figura 8 - Gráficos de log [(F0-F)/F] em função do log das concentrações do esteviol, 
isoesteviol e esteviolbiosídeo em 27, 32 e 37 °C. BSA (10 µM) em tampão PBS, pH 7,4. 
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A Kb e o n do esteviol diminuíram com a temperatura. Já, a Kb do isoesteviol a 

27 e 37 °C foram equivalentes, sendo que a 37 °C foi verificado um aumento no n. 

Entretanto, a Kb do isoesteviol a 32 °C foi 10 vezes maior em relação às outras 

temperaturas. Entre as agluconas, para as temperaturas de 32 e 37 °C, a Kb do 

isoesteviol foi aproximadamente 10 vezes maior do que a do esteviol, corroborando 

os dados de supressão de fluorescência que indicam uma maior acessibilidade do 

isoesteviol pela BSA do que o esteviol.  

Por outro lado, o esteviolbiosídeo, comparado às agluconas, apresentou um 

Kb consideravelmente elevado (1000 e 10000 vezes maior em relação ao esteviol e 

isoesteviol, respectivamente), assim como um maior número de moléculas por sítio 

de ligação (TAB. 2).  

 

 
Tabela 2- Log de Kb, constantes de associação (Kb) e número de moléculas obtidas por sítio de 
ligação (n) para o esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo em 27, 32 e 37°C 
 
 

Molécula 

27 °C 32 °C 37 °C 

Log 

Kb 

Kb (mol
-1 

L) n Log 

Kb  

Kb (mol
-1 

L) n Log 

Kb 

Kb (mol
-1 

L) N 

Esteviol 3,50 3,18 x 10
3 

0,96 3,07 1,17 x 10
3 

0,84 2,75 5,5 x 10
2 

0,76 

Isoesteviol 3,39 2,49 x 10
3 

0,83 4,89 7,87 x 10
4 

1,12 3,95 9,27 x 10
3 

0,92 

Esteviolbiosídeo * * * * * * 6,63 4,29 x 10
6 

1,32 

 
NOTA: * não houve supressão da fluorescência  
 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA LIGAÇÃO DO ESTEVIOL E ISOESTEVIOL A BICAMADA 

LIPÍDICA PELA SONDA SENSÍVEL A CARGAS DE SUPERFÍCIE FPE 

 

A sonda fluorescente FPE é um fosfolipídeo com uma fluoresceína ligada ao 

grupamento polar. Por se tratar de uma molécula grande e altamente hidrofóbica, se 

particiona seletivamente na monocamada externa da bicamada lipídica com a 

fluoresceína posicionada na interface água/membrana (BRUNALDI et al., 2007). A 

inserção de cargas negativas ou positivas na membrana leva a uma redução ou 

aumento da fluorescência do FPE, respectivamente (BRUNALDI et al., 2007; WALL 

et al., 1995; O’TOO E; MORR SON; CHERRY, 2000). A FIG. 9 representa o 

espectro de emissão e excitação do FPE incorporado a LUVs de egg-PC. O pico de 
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excitação e de emissão foram 490 e 520 nm, respectivamente, de acordo com o 

reportado na literatura (BRUNALDI et al., 2007). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 - Espectro de excitação (em cima) e emissão (embaixo) da sonda FPE incorporada a 
monocamada externa da bicamada lipídica de LUVs de egg-PC. A concentração de egg-PC foi 
de 0,5 mM e a concentração de FPE foi de 0.5 mmol% em relação a quantidade de egg-PC. A 
excitação foi realizada à 490 nm e emissão do FPE foi coletada à 520 nm e as fendas de excitação e 
emissão foram de 5 nm. 
 

Em um experimento representativo ilustrado na FIG. 10, a adição de esteviol 

e isoesteviol a LUVs com FPE promoveu uma redução imediata, em segundos, da 

fluorescência do FPE (t1/2<1 s), seguida de uma recuperação da fluorescência 

também em segundos. Estes dados indicam a inserção de cargas negativas na 

monocamada externa da bicamada lipídica (redução da fluorescência) seguida pelo 

“desaparecimento” dessas cargas  retorno à linha de base).  
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Figura 10. Efeito do esteviol e isoesteviol, solubilizados em DMSO, sobre a emissão do FPE 
inserido na monocamada externa de LUVs de egg-PC. Adição (setas) de 50 μM esteviol e 
isoesteviol (2 µL de uma solução estoque a 0,4 M em DMSO) a 2 mL de LUVs com FPE (500 µM de 
egg-PC e 0,5 mol% de FPE em relação à egg-PC) em tampão Hepes 25 mM, pH 7,4. FPE foi 
excitado a 494 nm e a emissão coletada em 517 nm. Fendas de excitação e emissão de 5 nm.  

 

Nos ensaios com FPE, BSA não foi empregada como veículo pois, como 

mostrado na FIG.11, as cargas negativas da BSA interferem na fluorescência do 

FPE. Ainda, o volume da alíquota da solução estoque em DMSO de esteviol e 

isoesteviol foi fixado em 2 µL. Testes controles mostraram que até 10 µL de DMSO 

não era observada alteração da fluorescência do FPE (dados não mostrados). 
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Figura 11 - Efeito da albumina sobre a emissão do FPE inserido na monocamada externa de 
LUVs de egg-PC. Adição (seta) de 10 µL de uma solução estoque de BSA à 5 mM levando ao 
incremento de 25 μM de BSA à LUVs de egg-PC (500 µM) suspensas em 2 mL de tampão Hepes 
25 mM, pH 7,4 com 0,5 mol % de FPE, em relação à quantidade de egg-PC, inserido na 
monocamada externa. FPE foi excitado a 494 nm e a emissão coletada em 517 nm. Fendas de 
excitação e emissão de 5 nm.  
 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA DIFUSÃO DO ESTEVIOL, ISOESTEVIOL E 

ESTEVIOLBIOSÍDEO ATRAVÉS DA BICAMADA LIPÍDICA PELA SONDA DE pH 

PIRANINA 

 

No experimento representativo ilustrado na FIG. 12, a adição dos produtos da 

estévia, complexados à BSA, promoveram uma redução em segundos da 

fluorescência da piranina (t1/2 < 1segundo) encapsulada em LUVs de egg-PC. Esses 

resultados indicam a entrega de prótons ao interior das LUVs pelos grupamentos 

ionizáveis do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo. A cinética da redução da 

fluorescência equivale às etapas combinadas de dissociação dos produtos da 

estévia da BSA, ligação à monocamada externa da bicamada lipídica, difusão 

através da bicamada lipídica (flip-flop) e eventualmente dissociação (desorção) em 

direção ao compartimento intravesicular. 

A segunda adição de esteviol produziu uma redução da fluorescência da 

piranina menor em magnitude, quando comparada à primeira adição (resultados 
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semelhantes encontrados para as outras moléculas) provavelmente, devido ao fato 

do interior das vesículas já estarem acidificadas pela adição prévia.  

Finalmente, os resultados apresentados na FIG. 12 indicam uma menor 

permeabilidade da bicamada lipídica ao esteviolbiosídeo, um glicosídeo do esteviol. 

Para uma mesma concentração de produtos da estévia e de LUVs, o 

esteviolbiosídeo promoveu uma redução menos intensa da fluorescência, quando 

comparado às agluconas esteviol e isoesteviol. Por sua vez, apenas com o 

esteviolbiosídeo observou-se uma recuperação parcial e mais lenta da fluorescência 

em direção à linha de base. 

Inicialmente, os ensaios com piranina foram realizados com os produtos da 

estévia dissolvidos em DMSO. Entretanto, precipitados/agregados em solução eram 

observados, principalmente com concentrações dos produtos acima de 500 µM. Ao 

se elevar a concentração de LUVs, o aspecto da solução melhorava, mostrando 

claramente o limite de solubilidade dessas moléculas no meio aquoso. 

A resposta típica observada com os produtos da estévia em DMSO é ilustrada 

por um experimento representativo na FIG. 13. Mediante a adição de esteviol e 

esteviolbiosídeo às LUVs, observou-se uma redução imediata da fluorescência 

seguida de uma recuperação à linha de base em segundos, semelhante ao 

reportado com FPE. Entretanto com o isoesteviol, a primeira dose adicionada 

causou uma redução da fluorescência sem retorno à linha de base, semelhante ao 

resultado com BSA. A partir da segunda adição de isoesteviol era observado um 

retorno parcial da fluorescência. Apesar de não ter sido detectado visualmente a 

presença de precipitados/agregados em solução, a presença dos mesmos não 

poderia ser descartada. 

Comparando os dados obtidos com DMSO e BSA, para uma mesma 

concentração de produtos da estévia e LUVs, foi observado que: i) as cinéticas de 

redução inicial da fluorescência da piranina foram praticamente idênticas (t1/2< 1 

segundo), o que indica que a dissociação dos produtos da BSA não é a etapa 

limitante no transporte através da bicamada lipídica; ii) a magnitude da redução 

inicial da fluorescência da piranina foi maior com BSA do que com DMSO, o que 

provavelmente reflete a maior eficiência da BSA como veículo, gerando uma 

concentração efetiva de produtos da estévia maior no meio aquoso e na bicamada 

lipídica. 
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Como controle dos experimentos com piranina, a responsividade desta sonda 

foi verificada frente a adição de ácido oleico  BRUNA D  et al., 2007. BRUNA D  et 

al., 2010. SIMARD; KAMP; HAMILTON, 2008) e ao NH4Cl. A FIG. 14 reporta uma 

redução imediata da fluorescência da piranina  t1 2<1 segundo) ap s a adição de 

ácido oleico a LUVs com piranina encapsulada. Este resultado indica a chegada de 

pr tons ao meio intravesicular, os quais foram transportados pela forma protonada 

do ácido oléico, ou seja, pela dissociação do grupamento carboxila posicionado na 

interface água membrana interna. Portanto, a fluorescência da piranina estava 

respondendo na direção esperada e de fato, encapsulada no interior das  UVs.  

Como esperado, a piranina respondeu com um aumento da sua fluorescência 

frente a adição de NH4Cl ao tampão externo. Em solução, o íon NH4
+  espécie 

ionizada) encontra-se em equilíbrio com NH3  espécie neutra). Entretanto, a 

permeabilidade da membrana ao NH3 é maior do que ao NH4
+. Uma vez no interior 

das LUVs, o NH3 atinge um novo equilíbrio de ionização se combinando com um 

pr ton para a formação de NH4
+. Portanto, neste processo é gerado uma 

alcalinização do meio interno. O experimento controle com NH4Cl indica a 

integridade da bicamada lipídica.  
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Figura 12 - Efeito do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo, complexados a albumina, sobre a 
fluorescência da piranina encapsulada em LUVs de egg-PC.  Adição (setas) de 50 μM de esteviol, 
isoesteviol e esteviolbiosídeo complexados à BSA (2 mol de BSA: 1 mol de produto da estévia) a 2 
mL de LUVs de egg-PC (500 µM) encapsuladas com piranina (100 µM). O tampão utilizado foi Hepes 
25 mM, pH 7,4. Piranina foi excitada a 458 nm e a emissão coletada em 510 nm. Fendas de excitação 
e emissão de 5 e 10 nm, respectivamente. 
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Figura 13 - Efeito do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo solubilizados em DMSO sobre a 
fluorescência da piranina encapsulada em LUVs de egg-PC.  Adição (setas) de 50 μM de esteviol, 
isoesteviol e esteviolbiosídeo (10 µL de uma solução estoque a 10 mM em DMSO) a LUVs de egg-PC 
(500 µM) encapsuladas com piranina (100 µM). O tampão utilizado foi Hepes 25 mM, pH 7,4. Piranina 
foi excitada a 458 nm e a emissão coletada em 510 nm. Fendas de excitação e emissão de 5 e 10 
nm, respectivamente. 
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Figura 14 - Efeito do ácido oleico e do NH4Cl sobre a emissão de fluorescência da piranina 
encapsulada em LUVs de egg-PC. Adição de uma alíquota de 200 μM de ácido oleico em DMSO 
(seta) e de uma alíquota de NH4Cl (20 µL de uma solução estoque a 50 mM. Concentração de egg-
PC: 500 µM. Concentração de piranina encapsulada: 100 µM. Fendas de excitação e emissão: 5 e 10 
nm, respectivamente.  Tampão Hepes, 25 mM, pH 7,4.  

 

4.4 EFEITO DOS PRODUTOS DA ESTÉVIA SOBRE O RAIO HIDRODINÂMICO DE 

LUVs 

 

As FIG. 15 e 16 representam os valores médios com o desvio padrão dos 

raios hidrodinâmicos e dos índices de polidispersividade de três preparações 

independentes de LUVs de egg-PC (500 µM) frente a concentrações crescentes de 

produtos da estévia (0 a 300 µM), respectivamente.  

Os dados apresentaram distribuição normal e o tamanho das LUVS (121,8 a 

141,8 nm) não foi alterado significativamente pelos produtos da estévia, assim como 

pela BSA não complexada (controle) (p > 0,05). Ao se comparar os diferentes 

produtos para uma mesma concentração, não foi observada diferença significativa 

no tamanho das LUVs (p > 0,05).  

Já, o índice de polidispersividade aumentou significativamente com o 

aumento da concentração de produtos da estévia (p < 0,05). Essa diferença 

provavelmente está associada à maior concentração de BSA em solução devido a 

presença de subpopulações em torno de 9 a 10 nm (dados não mostrados) (TAHA et 
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al., 2015). Não foi observada diferença entre os índices de polidispersividade para 

uma mesma concentração de produtos e consequentemente de BSA. 
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Figura 15 – Efeito dos produtos da estévia sobre o raio hidrodinâmico de LUVs de egg-PC. 
Concentrações crescentes dos produtos de esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo (0 a 300 µM) foram 
adicionadas em 1 mL de suspensão de LUVs de egg-PC (500 µM em tampão Hepes 25 mM pH 7,4). 
BSA (0 – 150 µM) foi utilizada como controle dos experimentos. O raio hidrodinâmico médio de três 
medidas é apresentado acima em conjunto com ± desvio padrão. Tampão Hepes, 25 mM, pH 7,4. 
 
*Nível de significância p > 0,05.   
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Figura 16 – Efeito do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo sobre o índice de 
polidispersividade de LUVs de egg-PC. Concentrações crescentes dos produtos de esteviol, 
isoesteviol e esteviolbiosídeo (0 a 300 µM) foram adicionadas em 1 mL de suspensão de LUVs de 
egg-PC (500 µM em tampão Hepes 25 mM pH 7,4). BSA (0 – 150 µM) foi utilizada como controle dos 
experimentos. O índice de polidispersividade e o raio hidrodinâmico é apresentado como média ± 
desvio padrão de três medidas independentes.  
   
*Nível de significância p < 0,05.   
 

 

4.5 EFEITO DOS PRODUTOS DA ESTÉVIA SOBRE O VAZAMENTO DE 

CALCEÍNA  

  

O ensaio de calceína é baseado em um fenômeno de autossupressão da 

fluorescência ocasionada pela elevada concentração de calceína encapsulada. 

Entretanto, mudanças na permeabilidade e integridade da bicamada lipídica podem 

induzir o vazamento da calceína para o tampão externo, o que é detectado como um 

aumento da fluorescência (HAMANN et al., 2002). 
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Como apresentado na FIG. 17, o esteviol, isoesteviol e esteviosídeo não 

causaram vazamento de calceína para o tampão externo, ou seja, não promoveram 

alterações na permeabilidade da bicamada lipídica. A concentração de produtos da 

estévia, a cada adição, foi de 20 µM de produtos da estévia complexados a 10 µM 

de BSA enquanto que a concentração em egg-PC foi de 150 µM. Como controle, foi 

realizado a adição de três alíquotas de 10 µM de BSA, não sendo observado 

vazamento de calceína. Ao final de cada registro, as LUVs eram permeabilizadas 

com Triton-X 20% (100% de fluorescência). 

Os resultados com calceína eliminaram a possibilidade de artefatos 

relacionados ao vazamento de piranina e das outras sondas fluorescentes devido a 

alterações de permeabilidade da bicamada lipídica. Os produtos da estévia estavam 

à 13 mol % em relação à quantidade de egg-PC, razão semelhante à utilizada nos 

ensaios com a piranina e o FPE (10 mol % de produto em relação ao egg-PC). 
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Figura 17 - Efeito do esteviol, isoesteviol, esteviosídeo e da albumina sobre a fluorescência da 
calceína encapsulada em LUVs de egg-PC. Adição (setas) de 20 µM de esteviol, isoesteviol e 
esteviolbiosídeo complexados a 10 µM de BSA (20 µL de uma solução estoque a 2 mM produtos da 
estévia e 1 mM de BSA defatada) e 10 µM de BSA a 2 mL de LUVs de egg-PC (150 µM) 
encapsuladas com calceína (70 mM). O tampão utilizado foi 100 mM de KCl e 20 mM de NaHPO4. A 
permeabilização total das LUVs representa 100% de fluorescência e foi alcançada pela adição, ao 
final do experimento, de 10 µL de triton X a 20%. Calceína foi excitada em 490 nm e a emissão 
coletada em 520 nm. As fendas de excitação e emissão foram 2,5 nm, respectivamente. As setas 
indicam o momento da adições dos produtos, os quais foram: 98, 206 e 292 segundos para o 
esteviol; 117, 186 e 239 segundos para o isoesteviol e 65, 173 e 237 segundos para o esteviosídeo. 
Para a BSA, as adições foram realizadas em 39, 248 e 318 segundos.  
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 TRANSPORTE DE ESTEVIOL, ISOESTEVIOL E ESTEVIOLBIOSÍDEO 

ATRAVÉS DA BICAMADA LIPÍDICA 

 

As propriedades biológicas e o potencial terapêutico dos glicosídeos da 

estévia são amplamente reportados (CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009. 

JEPPESEN et al., 2000). Entretanto, a interação dessas moléculas com membranas 

celulares, sob um ponto de vista biofísico, ainda são inconclusivas (GEUNS et al., 

2003).  

Portanto, no presente estudo, os seguintes questionamentos foram 

abordados: (1) os produtos da estévia se ligam e atravessam a bicamada lipídica? 

(2) a permeabilidade da membrana ao esteviol (aglucona) e aos seus derivados 

glicosídicos é diferente? (3) os glicosídeos da estévia podem alterar a estrutura 

organizacional da bicamada lipídica?  

A metodologia empregada para a avaliação do transporte transmembrana dos 

produtos da estévia baseou-se no monitoramento dos grupamentos carboxila e 

hidroxila do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo na membrana plasmática por 

meio de sondas fluorescentes sensíveis a cargas de superfície (FPE) e de pH 

(piranina). 

Os resultados indicaram que o esteviol, isoesteviol e o esteviolbiosídeo 

rapidamente (em segundos) se ligam e atravessam a bicamada lipídica (FIG. 10, 12 

e 13). O mecanismo de transporte é por difusão simples pois, as LUVs de egg-PC 

eram livres de proteína. Ainda, como previsto, a permeabilidade da membrana às 

agluconas foi maior do que ao glicosídeo esteviolbiosídeo. Por sua vez, como 

demonstrado pelos resultados de raio hidrodinâmico (FIG. 15 e 16) e vazamento de 

calceína (FIG. 17), os produtos da estévia não promoveram alterações significativas 

na integridade da bicamada lipídica.  

 

5.2 LIGAÇÃO DO ESTEVIOL E ISOESTEVIOL À BICAMADA LIPÍDICA 

 

A ligação do esteviol e isoesteviol à bicamada lipídica foi avaliada por meio da 

sonda fluorescente sensível a cargas de superfície FPE. Quando inserido na 
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monocamada externa da bicamada lipídica, o FPE reporta a inserção de cargas 

negativas (redução da fluorescência) ou positivas (aumento da fluorescência) na 

superfície de LUVs (BRUNALDI et al., 2007) 

O esteviol e o isoesteviol promoveram uma redução imediata seguida da 

recuperação da fluorescência do FPE, em segundos (FIG. 10). Esses resultados são 

interpretados como inserção e “desaparecimento” de cargas negativas na superfície 

externa da bicamada lipídica, respectivamente. Portanto, conclui-se que há na 

membrana espécies ionizadas carregadas negativamente e que o FPE reporta a 

ligação (redução da fluorescência) e difusão transmembrana (recuperação da 

fluorescência) dessas espécies. 

De acordo com a natureza apolar do esteviol e isoesteviol, pode-se prever um 

elevado coeficiente de partição membrana/água, com os grupamentos polares 

carboxila e hidroxila se posicionando na interface água/membrana voltada para o 

tampão externo e os anéis apolares interagindo com as caudas acila da 

fosfatidilcolina. Estudos utilizando métodos de abordagem computacional predizem 

coeficientes de partição (LogP = Log [molécula]octanol/[molécula]água) de aproximadamente 3 

para o esteviol e isoesteviol e de -0.05 para o esteviolbiosídeo (FOODB, 2017). 

Estes valores indicam que as agluconas possuem uma afinidade pelo solvente 

orgânico apolar de pelo menos 1000 vezes maior do que pela água. Por outro lado, 

o valor de LogP para esteviolbiosídeo sugere uma alta afinidade desse glicosídeo 

pela fase aquosa. A análise do equilíbrio de ionização do esteviol e isoesteviol em 

solução e na membrana é um outro ponto importante na interpretação dos 

resultados com FPE. Um pKa de aproximadamente 5 é reportado para essas 

moléculas, também a partir de simulações computacionais (FOODB, 2017). 

Portanto, conclui-se que nas condições experimentais de pH 7,4, a maior 

parte das agluconas encontram-se ionizadas em solução. Por outro lado, o pKa de 

moléculas em solução pode ser diferente do pKa no ambiente hidrofóbico da 

membrana. Por exemplo, o pKa de ácidos graxos em água é de aproximadamente 5 

enquanto que em membranas é 7.6 (KAMP; HAMILTON,1992; KAMP et al, 1995).  

Como os resultados com FPE indicam a presença de cargas negativas na 

membrana (pelo menos transitoriamente), pode-se inferir que o pKa do esteviol e do 

isoesteviol na membrana é menor ou igual a 7,4. Caso contrário, teríamos o 

predomínio da espécie protonada (neutra) na membrana sem alterações 
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significativas na fluorescência. Por sua vez, a espécie ionizada, predominante em 

solução (pKa<7,4), ao se particionar na membrana reduziria a fluorescência do FPE. 

Portanto, neste cenário, em um primeiro momento, é desenvolvido um 

gradiente de concentração transmembrana para a espécie ionizada, o qual é 

dissipado à medida que essas espécies alcançam a monocamada interna da 

bicamada lipídica. Em outras palavras, a recuperação da fluorescência reporta o flip-

flop da forma ionizada, o qual ocorre com uma cinética um pouco mais lenta que a 

etapa de ligação (provavelmente alguns milisegundos).  

Não se pode excluir a possibilidade de que a cinética de recuperação da 

fluorescência reporte também a etapa de desorção da membrana. Porém, discutido 

anteriormente, a natureza apolar das agluconas provavelmente não favoreceria esse 

processo.  

Finalmente, o retorno da fluorescência à linha de base indica que, pelo menos 

a monocamada externa, não apresenta mais cargas negativas. Porém, os dados 

com FPE não permitem concluir se houve uma completa ou parcial depleção de 

moléculas ou excluir a possibilidade de que espécies protonadas encontrem-se 

particionadas na membrana, as quais não seriam detectadas pelo FPE. 

 

5.3 FLIP-FLOP DO ESTEVIOL, ISOESTEVIOL E ESTEVIOLBIOSÍDEO  

 

As agluconas e em menor extensão o esteviolbiosídeo, promoveram uma 

redução, em segundos, da fluorescência (t1/2 < 1segundo) da piranina encapsulada 

em LUVs (FIG. 12 e 13). Esses resultados indicam a entrega de prótons ao interior 

das LUVs pelos grupamentos ionizáveis carboxila do esteviol, isoesteviol e 

esteviolbiosídeo que alcançaram a monocamada interna.  

A cinética da redução da fluorescência da piranina equivale às etapas 

combinadas de dissociação dos produtos da estévia da BSA (quando esse veículo 

era utilizado), ligação e difusão através da bicamada lipídica. Eventualmente, os 

produtos da estévia poderiam se dissociar da membrana e atingir o equilíbrio de 

ionização no interior aquoso das LUVs. Entretanto, considerando-se que essas 

moléculas, principalmente as agluconas, particionam-se preferencialmente em 

membranas, a desorção seria mínima. 

A partir dos resultados com piranina conclui-se que há na membrana espécies 

protonadas, além da espécie ionizada, como concluído pelos experimentos com 
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FPE. Entretanto, há um predomínio da espécie protonada, caso contrário, a 

fluorescência da piranina aumentaria (alcalinização). Adicionalmente, a presença 

das espécies ionizadas foi demonstrado pela menor redução da fluorescência frente 

a adições subsequentes de produtos da estévia (FIG. 12) Nestas condições, a 

acidificação prévia do interior das LUVs suprime a ionização do grupamento 

carboxila, como já reportado para ácidos graxos (KAMP; HAMILTON, 1992). 

Em conjunto, os resultados com piranina e FPE apontam para um aumento do 

pKa dos produtos da estévia no ambiente hidrofóbico da membrana comparado ao 

da solução, favorecendo a espécie protonada. Com base no modelo de flip-flop para 

ácidos graxos (KAMP; HAMILTON, 1992; KAMP et al., 1995) e portanto, 

considerando um pKa para os produtos da estévia menor ou próximo a 7,4 no 

ambiente da membrana, haveria, no interior da bicamada lipídica, uma concentração 

de espécies protonadas e neutras maior ou igual à concentração das espécies 

ionizadas e carregadas negativamente. As espécies neutras atravessariam a 

bicamada lipídica com maior facilidade. Uma vez na monocamada interna, se 

dissociariam liberando prótons para o interior das LUVs. A espécie neutra não 

necessitaria deixar a membrana para acidificar o volume intravesicular. 

A difusão transmembrana dos produtos da estévia gera um gradiente 

eletroquímico de prótons, ao qual está associado um potencial de equilíbrio, positivo 

no interior das LUVs. Por definição, no equilíbrio, os gradientes químico e elétrico 

são iguais e opostos, sendo o fluxo resultante de cargas através da membrana zero 

(KANDEL et al., 2014). 

O influxo da espécie protonada é impulsionado pelo gradiente de 

concentração, enquanto que o efluxo é impulsionado pelo gradiente de prótons 

(maior concentração no interior), ao qual está associado um gradiente elétrico. A 

espécie protonada está em equilíbrio através da membrana e o seu fluxo resultante 

seria zero. Esta condição seria observada ao final da redução da fluorescência da 

piranina (menor valor da fluorescência). 

Entretanto, paralelamente tem-se a difusão da espécie ionizada, movida tanto 

pelo gradiente químico e elétrico. À medida que as espécies ionizadas alcançam a 

monocamada interna e se combinam com os prótons, o gradiente elétrico é 

dissipado (condição de curto-circuito). A espécie protonada agora não está mais em 

equilíbrio. Há um fluxo constante de prótons e de ânions para o interior das LUVs, 
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carreados pelas espécies protonada e ionizada, respectivamente. Para cada carga 

positiva há uma negativa sendo transportada através da membrana. 

Portanto, a fase de estabilização da fluorescência da piranina pode ser 

interpretada como uma condição de equilíbrio estacionário. Neste caso, a presença 

de BSA no tampão externo é importante pois, ao assegurar uma concentração 

constante dos produtos em solução, a BSA mantém o gradiente de concentração 

através da membrana  BSA como um “sink ou reservat rio”) e consequentemente, o 

aporte de espécies protonadas e ionizadas para a membrana. Na sua ausência, os 

fluxos das espécies ionizada e protonada tenderiam a igualar as concentrações dos 

produtos da estévia entre o meio externo e o interior da LUV, como será discutido 

adiante. 

O valor final da fluorescência da piranina no equilíbrio estacionário é um 

balanço entre o fluxo das espécies protonada e ionizada e consequentemente das 

permeabilidades da membrana a essas espécies. Como o resultado é uma redução 

da fluorescência da piranina, presume-se que a permeabilidade da membrana à 

forma protonada e neutra seja maior do que à forma ionizada. 

Os resultados com piranina para o esteviolbiosídeo e as agluconas esteviol e 

isoesteviol, de certa forma, corroboram os estudos com sistemas biológicos 

conduzidos por Geuns et al. (2003) (células Caco-2) e Koyama (2003) (saco 

invertido de intestino delgado), os quais reportam uma permeabilidade celular mais 

elevada para o esteviol e praticamente nula para os glicosídeos esteviosídeo e 

rebaudiosídeo. Porém, o transporte mediado para glicosídeos da estévia não pode 

ser completamente descartado. Por exemplo, Thompson et al. (2015) reportaram 

inibição do GLUT1 e GLUT5 pelo glicosídeo rubusosídeo, um adoçante natural 

extraído da planta Rubus suavissmus e que apresenta uma estrutura química muito 

semelhante aos glicosídeos da estévia. 

Conclui-se, ainda, que a taxa de flip-flop da forma protonada do 

esteviolbiosídeo é da mesma ordem de magnitude das agluconas, como observado 

pelas cinéticas de redução da fluorescência da piranina, que em ambos os casos 

eram de segundos (FIG. 12 e 13). Por outro lado, a recuperação parcial e mais lenta 

da fluorescência medida para o esteviolbiosídeo provavelmente revela a difusão 

transmembrana da espécie ionizada. Os resíduos de glicose aumentam o tamanho e 

a polaridade da molécula tornando a difusão através do ambiente hidrofóbico da 

membrana energeticamente menos favorável. Com o esteviol e isoesteviol a 
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estabilização da fluorescência foi imediata, indicando que as espécies protonada e 

ionizada apresentam taxas de flip-flop semelhantes mas, como discutido 

anteriormente, com permeabilidade maior para a forma protonada.  

Quando os produtos da estévia eram utilizados em DMSO verificou-se em 

alguns registros um padrão de resposta semelhante ao do FPE (FIG. 13): redução 

da fluorescência, interpretada como flip-flop da forma protonada com entrega de 

prótons para o interior das LUVs e depois recuperação completa ou parcial da 

fluorescência dada pela ligação aos prótons com a forma ionizada que se difundiu 

para a monocamada interna da bicamada lipídica (flip-flop da forma ionizada).   

Apesar do fato de que a suspensão de LUVs, visualmente apresentou-se 

límpida, não se pode descartar a possibilidade de que resultado com DMSO ser um 

artefato experimental, relacionado à baixa solubilidade dos produtos da estévia no 

tampão. A concentração de 50 µM, empregada nos ensaios com FPE e piranina, 

está muito próximo do limite de solubilidade em água previsto para o isoesteviol, 

porém abaixo dos valores para o esteviol (0.0158 mg/ml; massa molar de 318.45) e 

esteviolbiosídeo (1.37 mg/ml; massa molar de 642.73) (FOODB, 2017). 

Na ausência da BSA no tampão externo, as concentrações de produtos da 

estévia entre os dois lados da membrana, ou entre as duas monocamadas da 

bicamada lipídica, se igualariam no equilíbrio (fluorescência de volta à linha de 

base). A espécie ionizada acompanha a espécie protonada. Em outras palavras, a 

difusão transmembrana da espécie protonada gera o gradiente elétrico que 

impulsiona a difusão da espécie ionizada. 

O efeito do gradiente de elétrico sobre o fluxo das espécies ionizadas pode 

ser verificado no registro do isoesteviol em DMSO (FIG. 13). A primeira dose de 

isoesteviol adicionado às LUVs causou uma redução rápida da fluorescência da 

piranina. A cinética dessa resposta foi semelhante à obtida com isoesteviol em BSA, 

com exceção de que a magnitude da redução da fluorescência foi menor do que 

com BSA. Interessantemente, adições subsequentes da mesma concentração de 

isoesteviol, produziram reduções da fluorescência seguidas de recuperação parcial 

da mesma. Nestas condições, o gradiente elétrico gerado pela primeira adição de 

isoesteviol favorece o flip-flop da espécie ionizada enquanto restringe o da espécie 

protonada. No equilíbrio, o nível da fluorescência alcançado é sempre menor do que 

a inicialmente registrada, logo após a adição de isoesteviol. 
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Comparando as FIG. 12 e 13, verifica-se que as cinéticas de redução inicial 

da fluorescência da piranina com BSA e DMSO eram praticamente idênticas (t1/2< 1 

segundo). Esses dados sugerem que a dissociação da BSA não é a etapa limitante 

no transporte dos produtos da estévia através da bicamada lipídica. Por outro lado, 

para uma mesma concentração de produtos e LUVs, a magnitude da redução da 

fluorescência da piranina foi sempre maior na presença da BSA. Este resultado 

indica que a BSA entregou mais moléculas às membranas do que o DMSO, 

produzindo uma concentração de produtos efetiva na membrana muito maior, o que 

explicaria a maior acidificação. 

Os espectros de emissão da BSA (FIG. 4, 5 e 6) mostram claramente a 

ligação dos produtos da estévia a esta proteína. Portanto, a concentração livre de 

produtos da estévia em solução, em equilíbrio com LUVs, deve ser menor quando o 

veículo BSA é utilizado, quando comparada ao DMSO. Contudo, esta comparação 

só é válida se os produtos adicionados em DMSO estiverem completamente 

dissolvidos no meio, ou seja, não agregados. Se este for o caso, a concentração de 

produtos da estévia disponível para o particionamento na membrana seria muito 

reduzida na ausência de BSA. 

A utilização de BSA seria vantajosa porque aumentaria a solubilidade dos 

produtos em água e ao mesmo tempo, os entregaria rapidamente à membrana. A 

BSA atuaria como um reservatório de moléculas: à medida que as moléculas se 

ligam, atravessam e eventualmente se dissociam da membrana para o interior das 

LUVs, mais moléculas de dissociariam da BSA até um novo equilíbrio ser 

estabelecido. Desta forma, o equilíbrio químico seria favorecido em direção às LUVs, 

ou seja, a membrana sempre estaria “carregada” com produtos da estévia e a 

fluorescência se manteria estável. 

 

5.4 EFEITO DO ESTEVIOL, ISOESTEVIOL E ESTEVIOLBIOSÍDEO SOBRE A 

ORGANIZAÇÃO ESTRUTURAL DA BICAMADA LIPÍDICA 

 

Os resultados com calceína indicam que os produtos da estévia (pelo menos, 

o esteviol e isoesteviol) não alteram a organização estrutural da bicamada lipídica ao 

ponto de induzirem um aumento da permeabilidade inespecífica da membrana e 

comprometimento da integridade da bicamada. Entretanto, o resultado com o 
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esteviosídeo pode apenas refletir a baixa afinidade desse glicosídeo pela 

membrana. 

Por sua vez, o raio hidrodinâmico das LUVs não foi alterado pela 

incorporação dos produtos da estévia à bicamada lipídica. Quando combinados, os 

resultados com calceína e raio hidrodinâmico forneceram melhor embasamento para 

os estudos de transporte transmembrana. Se a estrutura da bicamada lipídica 

estivesse comprometida, as sondas fluorescentes encapsuladas, como a calceína e 

a piranina, poderiam vazar para o meio externo e introduzir artefatos nas medidas de 

fluorescência. Adicionalmente, a difusão transmembrana dos produtos da estévia 

poderia ser catalisada pela indução de “defeitos”  flutuações) na bicamada lipídica. 

 

5.5 INTERAÇÃO DO ESTEVIOL, ISOESTEVIOL E ESTEVIOLBIOSÍDEO COM A 

ALBUMINA BOVINA SÉRICA (BSA) 

 

A BSA é uma proteína globular que consiste em uma cadeia polipeptídica 

com 580 aminoácidos. Ela possui 3 domínios homólogos (I, II e III) com dois 

subdomínios A e B, os quais contém resíduos de triptofano, os quais conferem 

fluorescência intrínseca a BSA. Os dois resíduos de triptofano (Trp) enontram-se 

localizados no subdomínio IA (Trp-134), mais próximo da superfície da proteína e 

menos hidrofóbico, e no subdomínio IIA (Trp-212), um bolsão hidrofóbico da BSA 

(FIG. 18) (KRAGH-HANSEN, 1981; PETER, 1985; TAYEH; RUNGASSAMY; 

ALBANI, 2009).  

Entre os glicosídeos da estévia, o rebaudiosídeo A forma complexos com a 

BSA, tornando a aglucona esteviol menos acessível às papilas gustativas (MUDGAL 

et al., 2016). Entretanto, não há na literatura estudos que abordem a termodinâmica 

da interação da BSA com os outros glicosídeos e agluconas da estévia. 
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Figura 18 - Representação do arcabouço proteico da albumina sérica bovina (BSA). Nela estão 
ilustrados os domínios e subdomínios, destacando a localização dos resíduos de triptofano.  
 
FONTE: adaptado de Moreira et al., 2015 
 

Os resultados apresentados nas FIG. 4, 5 e 6, indicam claramente a ligação 

do esteviol, isoesteviol e esteviolbiosídeo a BSA, causando supressão da 

fluorescência, provavelmente, por contato direto com os subdomínios IIA ou IB da 

BSA (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013) ou indiretamente via alterações na 

conformação da proteína, expondo os resíduos de triptofano a um microambiente 

com menor polaridade (SPECTOR, 1975).  

A supressão de fluorescência pode ser induzida por uma variedade de 

interações moleculares com o supressor (produtos da estévia). Na supressão 

dinâmica, há a colisão do supressor com o fluoróforo no estado excitado. É 

observado um aumento da Ksv com a temperatura (maior número de colisões). Por 

sua vez, na supressão estática, há a interação do supressor com o fluoróforo no 

estado fundamental. A Ksv diminui com a temperatura devido a uma maior 

dissociação do supressor do fluoróforo (LAKOWICZ, 2006). 

Não foi possível determinar a dependência do Ksv com a temperatura para o 

esteviol, isoesteviol e esteviolbiosideo e consequentemente, o mecanismo de 

supressão da fluorescência. Isso provavelmente ocorreu pela restrição da faixa de 

temperatura utilizada: temperaturas menores que 27 °C ou maiores que 37 °C 

poderiam ocasionar alterações na conformação da BSA.  
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É amplamente conhecida a capacidade da albumina (BSA ou HSA) de se ligar 

a uma variedade de moléculas hidrofóbicas, assegurando a solubilidade dessas 

moléculas no plasma (KANAI; RAZ; GOODMAN, 1968; KRATZ, 2008).   A afinidade 

da BSA é maior quanto mais hidrofóbica a molécula for. Por exemplo, a Kb da BSA 

por ácidos graxos aumenta com o comprimento da cadeia hidrocarbônica 

(SPECTOR; JOHN; FLETCHER, 1969; SPECTOR, 1975).   

Portanto, esperaria-se uma maior afinidade da BSA pelas agluconas do que 

pelo esteviolbiosídeo. Os valores de Log Poctanol/água para essas moléculas, inferidos 

a partir de softwares de modelagem molecular, indicam que isoesteviol e esteviol são 

mais hidrofóbicos do que esteviolbiosídeo (Log Poctanol/água do isoesteviol, esteviol e 

esteviolbiosídeo são 4.13, 3.65 e 0.11, respectivamente) (FOODB, 2017; 

CHEMSPIDER, 2017).  

De fato, os valores de Kb e n calculados para o isoesteviol a 32 e a 37 °C 

foram maiores do que os calculados para o esteviol. Este resultado indica uma maior 

afinidade do isoesteviol pela BSA, provavelmente um reflexo da sua maior 

hidrofobicidade. Adicionalmente, os resultados apontam para uma menor 

estabilidade do complexo esteviol/BSA já que a Kb e o n diminuíram com o aumento 

da temperatura. 

Contudo, a Kb do esteviolbiosídeo pela BSA a 37 °C foi na ordem de 1000 a 

10000 vezes maior do que pelas agluconas (TAB 2), apontando para a formação de 

um complexo de BSA e esteviolbiosídeo mais estável (HU et al., 2005). A Kb do 

esteviolbiosídeo (4,29x106 mol-1L) é da mesma ordem de magnitude da Kb reportada 

para o ácido láurico (2,4x104 mol-1L), um ácido graxo de hidrofobicidade 

intermediária quando comparado aos ácidos graxos de cadeia longa (SPECTOR, 

1969). 

O resultado obtido com o esteviolbiosídeo é contrário ao observado com os 

compostos fenólicos genisteína e daidzeína, cujas agluconas apresentam uma maior 

afinidade pela BSA do que os glicosídeos devido ao impedimento estérico causado 

pela inserção de moléculas de glicose (ZHAO; REN, 2009).   

As diferenças de afinidades das agluconas e esteviolbiosídeo pela BSA 

podem refletir a interação dessas moléculas com domínios distintos na proteína. A 

supressão da fluorescência pelo esteviol e o isoesteviol foi acompanhado de um 

deslocamento hipsocrômico (blue shift) no espectro de emissão da BSA, o que é 

explicado pelo aumento na hidrofobicidade ao redor dos resíduos de triptofano e o 
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provável rearranjo da proteína em uma conformação mais compacta (LAKOWICZ, 

2006; ZHAO; REN, 2009). Assim, é possível que as agluconas tenham se ligado ao 

subdomínio IIA, mais interno e mais hidrofóbico em relação ao subdomínio IA 

(SUŁ OWS A, 2002), o que está de acordo com a maior hidrofobicidade dessas 

moléculas.   

Por sua vez, seria lógico supor que o esteviolbiosídeo se associaria ao 

subdomínio IA hidrofóbico e mais superficial da BSA, assegurando, dessa forma a 

interação da sua parte hidrofóbica (conjunto de aneis da aglucona) e hidrofílica 

(resíduos de glicose) com a proteína e com o meio aquoso, respectivamente. A 

maior supressão da fluorescência pelo esteviolbiosídeo se daria pela facilidade de 

acesso ao sítio mais superficial, o que seria favorecido pelo aumento da temperatura 

(maior número de colisões intermoleculares) (PETERS JR, 1995; ATKINS; PAULA, 

1999).  

Entretanto, não se pode descartar a possibilidade do esteviol, isoesteviol e 

esteviolbiosídeo interferirem indiretamente na fluorescência do triptofano dos 

sudomínios IA e IIA ao induzir uma mudança conformacional na proteína dada por 

uma interação com outros domínios da proteína como é o caso dos ácidos graxos 

(SPECTOR, 1975) 

A ausência de supressão da fluorescência da BSA pelo esteviolbiosídeo a 23 

e 32 °C pode ser atribuída ao tempo inadequado de incubação entre a adição das 

alíquotas de produto e o registro dos espectros. Para todas as concentrações, o 

tempo entre cada adição de produto e sua respectiva leitura foi de cinco minutos 

cronometrados. Porém, durante o preparo de soluções estoque de esteviolbiosídeo 

em BSA (foram utilizadas nos ensaios com piranina e FPE), foi observado a 

formação de uma “nuvem” na solução, que ap s aproximadamente 30 minutos se 

dissipava com a solução tornando-se límpida.  

Resumidamente, os resultados apontam para a ligação do esteviol, isoesteviol 

e esteviolbiosídeo a BSA (80% de homologia com a HSA) (MAJOREK et al., 2012). 

Tendo em vista que os glicosídeos da estévia são convertidos em esteviol por 

bactérias do trato gastrointestinal, o qual é prontamente absorvido (GARDANA et al., 

2003; RENWICK; TARKA, 2008), pode-se supor que a maior parte do esteviol 

plasmático estará complexado a HSA antes da sua metabolização hepática em 

esteviol glucoronídeo (KOYAMA et al., 2003a. WHEELER et al., 2008). 

Adicionalmente, a ligação da BSA aos produtos da estévia comprova a eficácia da 
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BSA como veículo dessas moléculas nos estudos de transporte transmembrana 

realizados nesse trabalho. 
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6. CONCLUSÃO 
 

 

Os resultados apresentados neste trabalho mostram, pela primeira vez na 

literatura, que as agluconas esteviol e isoesteviol se ligam e atravessam membranas 

lipídicas por difusão simples, sem promover alterações na organização estrutural da 

bicamada lipídica, ao menos nas concentrações aqui avaliadas. Ainda, que a 

permeabilidade da bicamada lipídica ao glicosídeo esteviolbiosídeo é bastante 

reduzida, podendo se estender aos outros glicosídeos da estévia. Os resultados em 

conjunto indicam que as ações biológicas das agluconas possam vir a ocorrer no 

ambiente intracelular, enquanto para os glicosídeos da estévia, as interações 

estariam mais restritas à superfície celular. 
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