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Resumo

Utilizamos as técnicas de espectrofotometria UV-visivel (turbidez), a calorimetria
diferencial de varredura (DSC), fluorescéncia de estado estacionario e
ressonancia paramagnética eletronica (EPR), a fim de investigar mudancas
estruturais em vesiculas de anfifilicos sintéticos catidnicas de brometo de
didodecildimetilaménio, DDAB, e haletos de dioctadecildimetilaménio, DODAX
(X= CI ou Br’), anibnicas de dihexadecil fosfato, DHP, e zwitteridnicas de DL - a
dipalmitoil fosfatidilcolina, DPPC, na auséncia e na presenca de surfactantes
nao-idnicos etileno glicol n - dodecil mono éter, C12E, (n = 5, 7 e 8), e
zwitteribnico 1 - (N — hexadecil, N N’ dimetilaménio) — propano, 3, sulfonato,
HPS, formadores de micelas.

Observamos que a transicdo vesicula-micela causada pela adicdo de
surfactantes monoalquiladas as vesiculas depende da natureza do contra-ion de
DODAX (X= CI ou Br’), do método de preparacao das vesiculas e do co-soluto.
Para todos os sistemas investigados, determinamos a temperatura de transi¢éo
da fase gel para liquido-cristalina (T, e as raz6es de concentracdes criticas dos
surfactantes na mistura, Rsat € Rsol, N0 processo de transi¢cdo estrutural. Os
resultados desse trabalho sdo coerentes com o0s reportados na literatura para

sistemas analogos.



Abstract

Structural change processes in vesicular systems made up of synthetic cationic
double chain amphiphiles didodecyldimethylammonium bromide, DDAB,
dioctadecyldimethylammonium halide, DODAX (X = CI or Br), anionic
dihexadecyl, DHP, and zwitterionic DL - a dipalmitoyl phosphatidylcholine,
DPPC, have been investigated by UV-visible (turbidity) spectroscopy, differential
scanning calorimetric (DSC), steady-state fluorescence and electron
paramagnetic resonance (EPR) in the absence and presence of nonionic
ethylene glycol n - dodecyl monoether, C12E, (n =5, 7 and 8), and zwitterionic 1-
(N - hexadecyl, N N’ dimethylammonium) — propane, 3, sulphonate, HPS,
surfactants.

The addition of single chain surfactant to the vesicle dispersion caused
vesicle-micelle transition. We observed that DODAX vesicle counterion shows
distinguished interaction and define the extent of the surfactant solubilization.
The effects of the vesicles preparation protocol, relative concentration of the
surfactant species and co-solutes on the vesicle-micelle transition have been
investigated.

We determined the gel to liquid crystalline phase transition temperature
(T) and the surfactant critical molar concentration ratios Ra: and Rso in the
vesicle-micelle transition. Results of the present work are consistent with others

for similar systems reported elsewhere.



1. Introducéo
Ha anos estudos bioquimicos e biofisicos, que enfocam a aplicacdo de
surfactantes como potencial de incorporacdo de drogas em vesiculas tém sido
realizados, a fim de diminuir a dosagem e os efeitos colaterais de drogas no
organismo vivo! O surfactante pode modificar as propriedades das membranas,
como a permeabilidade, fluidez, potencial eletrostatico e suas funcdes
biolégicas.! O transporte através de uma membrana sé é possivel se, de um
lado, houver um liquido que solubiliza a parede da membrana e, do outro lado,
um liquido no qual o componente transportado seja miscivel. Surfactantes
formadores de micelas sdo extensamente utilizados em membranologia e
distribuicdo de droga mediada por lipossomos, incluindo a desintegracdo das
biomembranas em misturas com micelas no processo de extragcao e purificacéo
de proteinas de membranas.t3

A mistura de surfactantes com lipidios naturais é muito explorada na
formacédo de vesiculas, e tem mdltiplas aplicacdes. Na extracdo de proteina de
membrana (Fig. 1), o surfactante deve ter grande poder de solubilizagdo dos
lipidios e baixo potencial de desnaturacdo protéica. O estudo da interacao
proteina/surfactante e lipidio/surfactante &, portanto, relevante na bioquimica de

membranas naturais?*

detergente-lipidio

micela CIES

"
micela mista

membrana

y detergente
o

i
_L,-gj_fr{i proteina reconstituida
{ proteclipossomo)

Figura 1 — Processo de solubilizacdo da membrana biol6gica por surfactante na

extracdo e purificacdo de proteinas de membranas.*



1.1. Micelas
As micelas sdo agregados supramoleculares de surfactantes, ou moléculas
tensoativas, que tém estruturas RX, onde R representa uma Unica cadeia
hidrocarbénica, que contém no minimo 8 carbonos, um radical alquil benzeno,
ou outras cadeias hidrofébicas, e X € um grupo hidrofilico i6nico, ndo-ibnico ou
zwitteriénicos.”

A baixas concentracdes, surfactantes em solugdo aquosa comportam-se
como eletrolitos fortes e encontram-se na forma de monémeros; em
concentracbes maiores, eles se auto-associam em micelas, numa estreita faixa
de concentracdo, denominada concentracdo micelar critica (CMC), na qual se
verifica uma mudanca abruspta nas propriedades fisicas da solu¢cdo, como a
condutividade, tenséo superficial, turbidez, etc® A micelizacdo &, em geral, um
processo cooperativo e a CMC é bem definida e dependente da estrutura do
surfactante, temperatura, presséo e da presenca de co-solutos.®

O aumento do comprimento da cadeia hidrofébica do surfactante diminui
a sua solubilidade em agua (mas aumenta em solvente organico) e aumenta o
seu ponto de ebulicdo e a tendéncia para formar micelas, diminuindo a CMC.” A
micelizacao se baseia na baixa solubilidade dos surfactantes em agua, que leva
ao efeito hidrofébico.2 O tamanho das micelas é determinado pela interacéo
repulsiva entre as cabecas polares, e o diametro das micelas esféricas é limitado
pelo comprimento da cadeia hidrocarbdnica do surfactante. A Fig. 2 mostra a
estrutura molecular dos surfactantes néo-idnicos Ci2E, e zwitterionico HPS

usados neste trabalho.

NN OO

C12En
CH,

/\/\/\/\/\/\/\/—I‘Li“:HECHE‘ 3
&,
HPS
Figura 2 — Estrutura molecular de C,E, (n =5, 7 e 8) e HPS.



Segundo o modelo classico proposto por Hartley® (Fig. 3a), as micelas em
solucéo diluida sdo agregados esféricos constituido de trés regides distintas:
uma regido hidrofébica constituida pelas cadeias hidrocarbdnicas dos
surfactantes, que formam o nucleo da micela, uma regido contendo grupos
polares dos surfactantes e contra-ions aglomerados ao redor da micela (camada
de Stern), cuja espessura depende do tamanho do grupo polar e uma dupla
camada elétrica de Gouy-Chapman, contento os contra-ions dissociados. Em
concentracdes maiores de surfactantes, as micelas adquirem a forma cilindrica,
podendo haver transicdo da fase isotropica para a hexagonal ou lamelar (Fig.
3b).2° Em concentracdes elevadas, ie., na presenca de pouca agua, estruturas

reversas hexagonais e micelares podem ser formadas.
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Figura 3 — (a) Representacdo esquematica e uma micela anibnica esférica e (b)

mudancas na forma e estrutura micelar com aumento da concentracdo de surfactante.’



A formagdo dos agregados depende da estrutura dos surfactantes, da
concentragdo, temperatura, pH, salinidade, entre outras. Existem compostos que
exercem uma modificacdo estrutural da &gua, sendo classificados como
estruturantes (ex: xilose e frutose) ou desestruturantes (ex: uréia e formamida)
da agua. Os compostos desestruturantes aumentam a CMC e os estruturantes
diminuim.

Essas estruturas sdo frequentemente formadas pelo mesmo surfactante,
sendo que transicao estrutural pode ser induzida por uma simples mudanca na

concentracao do tensoativo em solucéo.

1.2. Vesiculas
As membranas biolégicas sdo constituidas basicamente por lipidios, proteinas e
glicidios (Fig. 4)*'*® Os fosfolipidios constituem um grupo de compostos que,
apesar de quimicamente diferentes entre si, exibem uma certa insolubilidade em
agua, por apresentarem uma parte hidrofilica e outra hidrofébica, e formam
bicamada em meio aquoso que funciona como barreira ao fluxo de moléculas
polares. O interior da membrana é fluido devido as intera¢des lipideo-lipideo e
lipideo-proteina ndo serem covalentes, permitindo que as moléculas individuais
dos lipideos e das proteinas se movam lateralmente no plano da membrana.
Embora as membranas biologicas seja meta estavel, elas sdo dindmicas
e suficientemente flexiveis para permitir a fusdo com outras membranas e
interacdo com macromoléculas biolégicas!* As caudas hidrofébicas estdo em
movimentacdo constante devido a livre rotacdo das ligacbes simples carbono-

carbono das cadeias alquilicas.
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Figura 4 — Modelo do mosaico fluido da membrana biolégica. **

O grau de fluidez das membranas depende da composicéo lipidica e da
temperatura. Em baixas temperaturas ha pouca movimentacdo lipidica,
mantendo-se quase que cristalina (estado gel). Acima de uma certa temperatura
os lipideos apresentam grande movimentacéo (estado liquido-cristalino), e, em
geral, a transicdo entre esses dois estados ocorre numa temperatura bem
determinada.

Além da migracdo lateral dos componentes da membrana e da
flexibilidade das cadeias alquilicas, existe uma terceira espécie de movimento
restrito, a difusdo “basculante” (“flip flop”) do lipidio de uma face da bicamada
para a outra.'®

Devido as dificuldades em estudar as membranas naturais in vivo, as
vesiculas tém sido usadas como sistemas miméticos de membranas
biolégicas.!® Vesiculas zwitteridnicas de 1,2 - dipalmitoil - sn - glicero - 3 -
fosfocolina, DPPC, catidnicas de brometo e cloreto de dioctadecildimetilaménio,
DODAB, e DODAC, e anidnicas de fosfato de dihexadecil, DHP (Fig. 5), com

duas longas cadeias hidrocarbonicas, tém sido muito investigadas.*’*®

Quando
dispersos em meio aquoso, essas moléculas tendem a formar estruturas de

bicamada ou vesiculas.
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Figura 5 — Estrutura molecular dos surfactantes formadores de vesiculas: catidnicos
DDAB, DODAB e DODAC, anibnico DHP e zwitteribnico DPPC.

Moléculas anfifilicas sdo encontradas tanto em membranas celulares
como em formulac¢des tecnoldgicas, despertando grande interesse em diversas
areas como na bioquimica, biofisica, fisico-quimica, farmacologia, medicina,
indUstria de alimentos, entre outras.®

Vesiculas sado estruturas de bicamada que possuem em seu interior um
compartimento aquoso. A formacéo de vesiculas ocorre quando os lipidios séo
dispersos em meio aquoso, formando bicamada lipidica separando o
compartimento aquoso interno da fase aquosa externa (Fig. 6).13

Nas vesiculas os grupos polares dos lipideos ficam expostos as fases
aguosa interna e externa, e as cadeias hidrocarbbnicas voltadas para o interior
do ndcleo, formando a bicamada lipidica (Fig. 6). Esses sistemas chamam a
atencdo por conduzirem naturalmente a compartimentalizacdo de reagentes
localizados na regido da bicamada, da interface externa e interna, ou na fase
aquosa interna e externa. As interacdes hidrofébicas favorecem o
empacotamento das caudas, minimizando o niumero de cadeias hidrocarbodnicas
expostas em meio aquoso. As interacdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio

entre as cabecas polares e as moléculas de agua ajudam a estabilizar a



estrutura vesicular. Possivelmente as primeiras células vivas assemelham-se a

lipossomos, segregando o contetido aquoso, como uma concha hidrofébica.'?

bicamada lipidica
ido
cavidade aquosa (regifio apolar)
(fase intemna) 4

meio aquoso
(fase externa)

““““

(@) (b) (c)

Figura 6 — Modelos de agregados supramoleculares de surfactantes em meio agquoso
(a) bicamada, (b) vesicula e (c) micela.*®

Em geral, moléculas lipidios que apresentam duas cadeias alquilas
possuem unidades individuais cilindricas (a area da seccdo transversal da
cabeca polar é igual & da cadeia alquilica), podendo formar bicamadas ou
vesiculas, e anfifilicos em forma de cone, com secc¢ao transversal da cabeca

polar maior do que a da cadeia alquilica, formam micelas (Fig. 6).1

1.3. Temperaturade transicao de fase gel-liquido cristalina (T)
Dependendo da temperatura do meio onde se encontra, a bicamada lipidica
pode estar no estado gel (rigido ordenado) ou no estado liquido-cristalino
(fluido). A temperatura na qual esta transicdo de fase ocorre denomina-se
temperatura de transicdo de estado gel liquido-cristalino (ou transic&o principal),
Tm que, em geral, € maior quando obtida por aquecimento do que por
resfriamento (efeito histerese). A rigor, a transicdo ocorre em uma faixa de
temperatura, e Ty corresponde a temperatura na qual se tem o maximo da
transicéo.?*®

Calorimetria diferencial de varredura, DSC, € um dos métodos muito

usados para determinar a T, que depende de fatores como o comprimento da



cadeia alquilica, insaturacéo, natureza da cabeca polar, etc.?%-223 Medidas de
Tm e fluidez de bicamadas lipidicas séo importantes na preparacéo e exploracao
de vesiculas como agentes miméticos, pois estdo relacionadas a propriedades
como permeabilidade, fusdo, agregacao e ligacdo com proteinas; propriedades
essas relevantes na estabilidade, estrutura e funcdo dos lipidios ha membrana
celular®

As cadeias hidrocarbdnicas dos anfifilicos sé@o flexiveis e podem existir
em um grande numero de conformacdes, pois cada ligacdo simples entre C-C
tem completa liberdade de rotacdo. A conformacdo mais provavel (de energia
minima) é a completamente estendida (conformacédo anti), que tende a adotar
uma conformacéo flexivel, ougauche (Fig. 7) com o aumento da temperatura.

Ao ocorrer mudanca conformacional anti-gauche da cadeia
hidrocarbénica do lipidio, aumenta o espaco ocupado pelas cadeias reduzindo a
espessura da bicamada (Fig. 8).2 Para DPPC, a transicdo da fase gel para a
liqguida-cristalina ocorre em duas etapas: a pré-transicdo aproximadamente 5 °C
abaixo da transicéo principal (T, = 41 °C) e faz mudar a orientagdo do grupo de
cabeca polar. Entre essas duas transicbes, a membrana adota uma aparéncia
ondulada com uma periodicidade regular.® Para DODAB, a pré-transicdo e a
transicdo principal sdo aproximadamente 36 e 45 °C, respectivamente. DODAC

ndo apresenta pré-transicdo, mas apenas transicéo principal em torno de 49 °C.

&
Of% 0

0=

r 'frj X

'r c
(a) conformagao (b) conformacgao
anti gauche (+g)

@) (b)
Figura 7 — Cadeias hidrocarbbnicas de fosfatidilcolina nas conformacdes (a) anti e (b)

gauche ™
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Figura 8 — Representagdo estrutural da bicamada lipidica entre a pré-transicdo e a

transicdo de fase principal.®

1.4. Formacdao de agregados por moléculas anfifilicas

Existe uma variedade de formas de agregacdo de moléculas anfifilicas em meio
aquoso devido ao favorecimento do efeito hidrofébico, que tende a diminuir a
area interfacial por molécula (regido polar) e a aumentar essa area (regiao
apolar), e outros tipos de interagbes mais complexas, tais como repulsdo
eletrostatica e de hidratacdo e impedimento estérico.

Sugere-se que, nas condicdes de equilibrio termodinémico, para
moléculas anfifilicas se auto-agregarem € necessario apresentar uma area
superficial ideal a, da regido da cabeca polar, com uma energia de interacao
minima, e, assumindo que as cadeias hidrocarbbnicas se comportem como
fluidos, ou seja, que seu volume v seja constante a uma temperatura fixa,
podemos definir um pardmetro, denominado “parametro de empacotamento
critico”, vlagl;, onde I € o comprimento maximo ou critico da cadeia
hidrocarbénica. Especificando o valor desse parametro para uma determinada
molécula anfifilica, é possivel estimar o tipo de agregacéo dessas moléculas.’

Moléculas anfifilicas em meio aquoso tendem a formar agregados como
micelas ou vesiculas, e assumir diferentes formas, tais como: micelas esféricas

ou cilindricas, bicamada flexiveis ou vesiculas, bicamadas planares, micelas
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inversas, etc. As formas de empacotamento possiveis, de acordo com Tanford e
Israelachvili (1992)° sdo mostradas na Tab.1.

Deve-se também considerar o efeito do método de preparacdo e o
solvente no qual sdo preparados esses agregados como em meio de co-
solutos.® Existem varios métodos de preparacédo de vesiculas, tais como: método
espontaneo, sonicacdo em banho ou ponta de titdnio, injecdo ou extrusao.
Esses procedimentos podem produzir vesiculas de diferentes formas e tamanho
(Fig. 9) e podem ser classificados como vesiculas pequenas unilamelares
(SUV), vesiculas intermediarias unilamelares (IUV), vesiculas grandes
unilamelares (LUV), vesiculas gigantes unilamelares (GUV) e vesiculas

multilamelares (MLV).>



Tabela 1 — Formas de empacotamento possiveis de moléculas tensoativas em fungéo

do valor do parametro de empacotamento critico.”

Parametro de Forma do

empacotamento empacotamento Estruturas

Tensoativo
formadas

Critico (v/ay1) Critico

Tensoativos de Cone
cadeia simples com Micelas esféricas

Jiy
areas de cabega /‘ ;
polar grandes <1/3 R ﬁ)‘%
{ex.: SDS em Vo—— ; bé}j?

presenca de baixos
teores de sal)

&

Tensoativos de

cadeia simples com Cone truncado Ill':'h;e_las
areas de cabega (T cilindricas
polar pequenas 1/3-1/2 g oony
fex.: SDS em

presenca de altos
teores de sal)

Cone truncado

Bicamadas

Tensoativos de m flexiveis,
cadeias duplas com vesiculas
areas de cabeca 1721 a
polar grandes ¢
{ex.: fosfatidilcolina) ﬁ%ﬁ
Tensoativos de i Bicamadas
gadeias duplas com Glinden planares
areas de cabecga - - Besinaa rF*fJ .
o [l

ex.: | Hithiin
fosfatidiletanolamina) !UUUHUEBL@M&

Tansoativos de Cone truncado  Micelas inversas

cadeias duplas com invertido
areas de cabecga - r"‘-,
polar pequenas

fosa U
fosfatidiletanolamina) .
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Figura 9 — Tamanhos relativos de vesiculas unilamelares e configuracdes de vesiculas

multilamelares.*#

1.5. Mistura de solugdes de vesiculas e micelas
E grande o interesse pelo uso de moléculas tensoativas interagindo com
membranas naturais e sintéticas, pois causam mudancas estruturais que podem
afetar a fluidez e permeabilidade da membrana, alterando (em geral diminuindo)
a temperatura de transicdo de fase Tp afetando, portanto, 0 mecanismo de
transporte e encapsulamento de drogas e aplicacées quimicas em geral. 24

A mistura de espécies tensoativas pode levar a transi¢do vesicula-micela
e vice-versa. Na adicdo de surfactante em dispersdes de vesiculas, a transicao
vesicula-micela pode ocorrer em trés estagios, dependendo da concentracdo do
surfactante: (1) a baixas concentracbes o surfactante é solubilizado pelas
vesiculas, formando vesiculas mistas, (2) a concentracdes intermediarias tém-se
uma mistura de micelas e vesiculas, e, (3) a elevadas concentracdes, micelas
mistas s&o formadas (Fig. 10).2° 32

O tamanho e a forma das estruturas intermediarias dependem da
estrutura molecular dos componentes anfifilicos, e do método utilizado na
obtencdo das vesiculas, ou seja, da estrutura inicial das vesiculas. A acdo do
surfactante na transicdo morfologica das vesiculas é usualmente investigado

com relacdo a estabilidade das vesiculas, permeabilidade, fusdo ou agregacao.
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o= PC

Rsﬁ o~ surfactante

Figura 10 - Modelo de trés estagios de transicdo vesicula-micela em mistura de
fosfatidilcolina (PC) com surfactante: (a) vesicula de PC, (b) vesicula mista (1), (c)
vesicula e micela mistas, (d) desintegracdo das vesiculas mistas (2) e (e) micelas

mistas (3).%

Figura 11 — Imagens de cryo-TEM de mudanga morfoldgica de dispersdes vesiculares
de DODAB 5,0 mM, (a) em &gua, (b) em solucdo de NaCl 20 mM (25 °C),** e (c) i
dipersdo de DTAC 10 mM e ii com a mistura de DTAC/DDAB, para %pss = 0,15.°

Escala bar = 100 nm.

As técnicas mais usadas para investigar variacdo morfologica de

vesiculas, na auséncia ou presenca de aditivos em geral, sdo: espalhamento
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dindmico e estatico de luz, NMR, ESR, calorimetria diferencial de varredura
(DSC), andlise termogravimétrica isotérmica, microscopia de transmisséo
eletronica por criogénese (cryo -TEM) Fig.11,3* fluorescéncia, tenséo superficial e

viscosidade,? 4253466

1.6. Absorbéancia e turbidez

Medidas de espalhamento de luz séo relevantes na determinacdo do tamanho,
forma e interagdes de particulas.®® A turbidez € uma grandeza definida de
maneira idéntica a absorbancia, e que pode ser determinada em qualquer
espectrofotometro. A diferenca entre a turbidez e a absorbéncia € o seguinte: no
primeiro caso, a transmitancia é reduzida pelo espalhamento da luz, no segundo
caso, é reduzida pela absorcéo da luz.

Embora a turbidez seja uma grandeza facil de medir, ela é extremamente
poderosa no estudo de dispersdes de agregados complexos como de vesiculas
e micelas.

Por medidas de turbidez podemos verificar mudangas estruturais de
vesiculas, pela deliniacdo na mudanca da propriedade da turbidez em func¢édo do
aumento da razdo molar [surfactante/anfifilico], extrapolando os resultados em
baixas e altas concentracdes do surfactante para dois pontos de interseccao,
que se dé a Rsa € Rsol, cOmo no processo de transicao vesicula-micela (Fig.12).

O processo inicia com adicdo de surfactante ndo-ibnico as vesiculas de
DODAB, altera a turbidez do sistema; inicialmente a turbidez aumenta até a
razdo [surfactante/anfifilico] maxima de saturacdo (Rsat). Nesta regido o tamanho
das vesiculas tende a aumentar. Acima de Rsat as vesiculas sdo desintegradas
num processo dependente do sistema, até a completa transicdo vesicula-micela,

que ocorre na razéo de solubilidade do surfactante (Rs). >3
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Figura 12 — O modelo de trés estagios de transicdo vesicula-micela em misturas de
vesiculas e micelas, observada pela turbidez em funcdo da razdo molar
[surfactante/anfifilico].>3*

A razdo da intensidade de luz transmitida (;) pela intensidade de luz

incidente (l,), e a absorbéancia por unidade do caminho Optico €4 (ou turbidez,
na auséncia de absorcao) estéo relacionadas pela equacéo:’

€s = - IN(1 7 15) (1)

Para material ndo absorvente,

I, = 1o~ 1o ®)

onde Ies|O € a intensidade de luz espalhada por uma particula em todas as
direcdes. Combinando as equacdes 1 e 2,

I, 0 |
_ &P @ esp.

l, 8 |,

&ly- 14,0 S
€. = - Ingl—wp'g:- Ingl
0

(3)

Somando para todas as particulas no volume de espalhamento, temos:
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que relaciona a turbidez () a intensidade de luz espalhada.

1.7. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
DSC é muito utilizado no estudo do comportamento termotrépico de fases de
sistemas anfifilicos para obter a T, de vesiculas na auséncia e presenca de

aditivos como drogas, surfactantes, polimeros e outros (Fig. 13).20:343¢38

N
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Figura 13 — DSC de DPPC 1.0 mM (MLV) pH = 4,5 com efeito da adi¢cdo da droga

cloropromazine (CPZ).®

As propriedades térmicas em sistemas estruturados de moléculas
anfifilicas naturais ou sintéticas em dispersfes aquosas sdo importantes, a
temperatura de transicao, é analoga ao ponto de fusdo dos acidos graxos. Essa
mudanca de fase é devido a alteracdo do grau de interagdo das cadeias de

hidrocarbonica constituintes da bicamada.
O entendimento das transicbes de fase e da fluidez das membranas

lipidicas é relevante tanto na preparacdo quanto no uso das vesiculas, desde
que o comportamento de uma membrana determina as propriedades como a
permeabilidade, fusdo, agregacédo e sua ligacao a proteina. Todas podem afetar
a estabilidade das vesiculas ou lipossomos e seu comportamento em sistemas

biolégicos.
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A temperatura de transi¢do da fase gel para a liquido-cristalina (T,) € uma
caracterisca especifica da molécula anfifilica que forma o sistema vesicular em
estudo. Essa propriedade indica se ha formacdo de estruturas organizadas
(bicamadas) no processo de hidratacdo de moléculas anfifilicas puras ou em
misturas, como no caso de lipidios/surfactante, pois estas interacbes modificam
as propriedades como o potencial da membrana e a permeabilidade afetando o
mecanismo de acdo de drogas como o0s anestésicos locais a fendmenos de
transporte através da membrana.®

Em medidas de microcalorimetria (DSC) a amostra em estudo é aquecida
ou resfriada a uma valor constante de transferéncia de calor e a capacidade
calorifica (C,) do sistema é determinada.®®

Para uma definicdo geral da capacidade calorifica (Cp), observa-se que o
calor é freqientemente visto em relacdo aos seus efeitos sobre um sistema,
para o qual ele transfere ou recebe calor, medindo assim a C, do sistema.
Quanto menor a variacao de temperatura do sistema causada pela transferéncia
de uma determinada quantidade de calor, maior a sua capacidade calorifica. A

capacidade calorifica (capacidade térmica), pode ser definida como:

dQ
CTar ®
A capacidade calorifica a pressdo constante é definida por:>83°
alHo
Cp= o2
Y 175, (6)

A C, esta, relacionado a uma taxa de variagdo da entalpia com a
temperatura. Para uma variagao infinitesimal com temperatura, em um processo

a pressao constante, a equacao (6) pode ser escrita como:

dH = deT (P constante) (7)
donde, podemos calcular a variagdo de entalpia DH:
T2
DH = OdeT (P constante) (8)

T
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Onde essa transicao de fase T, esta associada ao pico de energia DH, e quando
0 pico € bem definido (estreito) a transi¢do é cooperativa (lipidio/agua).

Varias substancias solliveis na fase hidrofébica das vesiculas sao
capazes de diminuir a Ty, de acordo com o mesmo principio termodinamico que
causa 0 abaixamento do ponto de fusdo de um cristal comum quando um aditivo

comum esté presente na fase liquida.

1.8. Fluorescéncia

1.8.1. Processos fotofisico e fotoquimico

Nas moléculas, a absorcdo (Abs) de um quantum resulta em uma transicdo do
estado fundamental singlete (S,) a um dos estados excitados singlete (S1 ou Sy),
onde todos os spins estdo emparelhados. A conversao do estado fundamental
singlete (Sy) ao primeiro triplete excitado (T1) é de probabilidade extremamente
pequena e somente é atingido por processos indiretos*°

A dissipacdo de energia da molécula eletronicamente excitada pode
ocorrer por processos fotofisicos e fotoquimicos. No primeiro caso ocorre uma
conversao entre estados, com transferéncia de energia e dissipacao radiativa e,
no outro, ocorre a formacdo de radicais livres, ciclizagcdo e rearranjo
intramolecular.*

Um fluoréforo excitado nos niveis eletrdnicos S; ou S, tem suas moléculas
em fases condensadas que relaxam rapidamente para o nivel vibracional mais
baixo. Este processo, ndo radiativo, chamado conversao interna, ocorre em ~10"
12’5, O excesso de energia vibracional que as moléculas adquirem é dissipado
sob forma de calor através de colisbes com moléculas adjacentes, ocorrendo a
relaxacao vibracional.

A partir do estado S; a molécula pode decair através de varios processos,
perdendo energia e voltando a Sp por emissao de radiagdo em um comprimento
de onda apropriado, num processo chamado fluorescéncia, com tempos de vida
de 107-107 s. Pode também perder energia como calor e retornar a S, processo
nao radiativo, reagir quimicamente (fotoquimica do S;) ou sofrer transicdo sem

emissao de radiagcdo, com alteracdo do spin, indo a T; (0 primeiro estado
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excitado triplete) no processo de cruzamento entre sistemas, com tempo de vida
~10"11-107 s, suficientemente rapido para competir com a fluorescéncia para
desativacéo do S;.4°

O cruzamento entre sistemas seguidos de conversdo interna € um
processo exotérmico. O tempo de vida € maior no estado T; do que o estado S;.
A emissio de radiacéo associada & conversdo T, ® Sy da-se a fosforescéncia.
As conversodes (T1® S,) tém, assim como as conversdes (S1® T;), probabilidade
muito pequena de ocorrer.*® Em geral, a emisséo de fluorescéncia é definida por
uma transicdo entre estados de mesma multiplicidade (S® S) e fosforescéncia
por uma transicao entre estados de diferentes multiplicidades (T® S). Estes dois
processos sdo radiativos e resultam na emissao de luz, que ocorre sempre do
nivel vibracional mais baixo do estado excitado para os niveis vibracionais do

estado eletronico fundamental (Fig. 14).

wr

Figura 14 — Diagrama de Jablonsky de processos fotofisicos e fotoquimicos.

Na fluorescéncia, a relacdo de fotons emitidos por fétons absorvidos é
chamada de rendimento quantico de fluorescéncia (F5), que tem valor préximo
da unidade para fluoréforos eficientes. Se todas as moléculas excitadas

fluorescessem, o rendimento quantico seria unitario %42

1.8.2. Fluorescéncia de trans-difenilpolienos
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Os trans-difenilpolienos (t-Dpo), Fig.15, e seus derivados sdo compostos que
possuem ligacdes duplas conjugadas responsaveis pela absor¢cdo de luz e
emissao de fluorescéncia, resultado da excitacdo de um elétron, que retém seu
spin segundo orientacdo do estado fundamental, e sua emissdo de luz é
sensivel ao meio ambiente no qual se encontram, pois a intensidade de
fluorescéncia é funcdo da micro-viscosidade.**“®

Sondas fluorescentes, como, DPB e DPH, tém sido estudadas como
modelo de comportamento fotoquimico e fotofisico em sistemas micro-
heterogéneos, como as micelas e vesiculas, os quais influenciam suas
propriedades fotoquimicas.*® Estas sondas possuem grande potencial de

solubilizacdo em meios apolares, como as bicamadas das vesiculas ou interior o

interior micelar.

©@

(DPB)

(4H4A) (B4A)
Figura 15 - Estrutura molecular de sondas fluorescentes trans-difenilpolienos (t-Dpo).

As bandas do espectro de absor¢cdo destas sondas se encontram na
regido do UV-Vis. Os diferentes comprimentos de onda de asor¢cdo obtidos
para as sondas se referem ao aumento de duplas conjugadas no cromaéforo,

efeito batocromico (deslocamento do | max para o vermelho), com aumento da

intensidade de absor¢cdo e absortividade molar (€). Estas caracteristicas

atribuem a tais compostos excelentes propriedades fotoquimicas. Com absorgéo
de luz pela dupla ligacdo ocorre interconversdao do isbmero trans a cis
(fotoisomerizagdo), uma vez que esses isbmeros sdo termicamente estaveis a
temperatura ambiente.*?



Os t-Dpo e seus derivados s&o muito usados no estudo de vesiculas?*°

pois fotoisomerizam quando expostos a luz ultravioleta, permitindo ser
monitorados como sondas fluorescentes*® A isomerizacado fotoquimica cis-trans
da dupla ligagdo C=C em polienos conjugados € de grande importancia, por
exemplo, em estudos de polienos biolégicos, como retinol, b-caroteno e vitamina
D.®% Os t-Dpo, podem ser usados como moléculas-modelo para estes
processos, pois a intensa de fluorescéncia, e o tempo de vida séo relativamente
longos e apresentam sensibilidade ao micro-ambiente, tornando assim,
compativeis com as bicamadas lipidicas, onde sdo incorporadas.*-434°
Dependendo do meio no qual se encontram, ocorre uma competicdo entre
a isomerizacéo e a fluorescéncia das moléculas expostas & luz UV.**** Em meio
de baixa viscosidade ocorre um aumento na isomerizacdo, que tende a 1, mas
guando a molécula se encontra em meio rigido, a isomerizagéo € dificultada e a
fluorescéncia tende a 1. O aumento da velocidade de rotacdo no estado excitado
trans-cis € provocado pelo aumento da temperatura, da polaridade do solvente e
diminuicdo da micro-viscosidade do meio. Esses fatores sdo responsaveis no

processo de izomerizacdo da molécula.*?*?

1.8.3. Anisotropia de fluorescéncia
Informacdes sobre o grau de ordem ou fluidez, de bicamada lipidicas séo dadas
por técnicas espectroscopicas como fluorescéncia e EPR. 449

Uma das técnicas mais usadas na medida de fluidez de membrana é a de
polarizacdo de fluorescéncia, na qual as emissbes de fluorescéncia de
polarizacdo de cromoforos incorporados as membranas s&o usadas como
medida da intensidade do movimento ao acaso da sonda, durante o seu tempo
de vida no estado excitado, que é limitado pelo grau da ordem das cadeias
hidrocarbbnicas. O método fornece uma medida da ordem da cadeia
hidrocarbénica.*#>4849

A luz polarizada excita preferencialmente os cromdéforos cujos eixos
moleculares estéo orientados em uma dire¢éo particular em relacdo ao plano de

polarizacdo. Se o croméforo permanecer imovel durante o seu tempo de vida do
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estado excitado, a luz fluorescente sera também altamente polarizada. Se o
cromoforo girar durante o tempo de vida de fluorescéncia, a fluorescéncia

.41-43,50-52 Esse

resultante torna-se bem menos polarizada (anisotropica)
movimento relativo depende da viscosidade do meio e do tamanho e formato
das sondas.

A anisotropia de fluorescéncia, <r>, € uma média da taxa de rotacdo da
molécula em estudo. Durante o tempo de vida no estado excitado, <r> decresce
com a livre rotac&o do cromoforo.41-50-52

<r> ¢ definido pela eq. 9.51:°2

[ = [, - Gl. @

|, +2Gl,

onde, | /] € | . s#o as intensidades de fluorescéncia medidas através de um
polarizador orientado paralelamente e perpendicularmente ao plano da radiacéo
de excitacdo.

Para medida de <r> em um fluorimetro com um Unico canal de emissao
(formato em “L"), utilizamos um fator de corre¢cdo (G) eq. 10 das lentes
polarizadoras, dado pela relacdo entre as intensidades de luz polarizada

verticalmente e horizontalmente:*>*

1.
G=— (10)

I//

1.9. Ressonéancia paramagnética eletrénica (EPR)

O paramagnetismo € um fendmeno que envolve elétrons desemparelhados. Os

niveis de energia do elétron em um campo magnético B s&o:

1
Ers = G B, m=z:3 (11)

onde nmy € o magnéton de Bhor e ge = 2,0023 é rotacao radial (fator radial do

elétron com o campo magnético).
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Moléculas que possui elétrons desemparelhados na presenca de um
campo magnético, 0s seus spin eletrénicos alinham-se com o campo de forma
quantizada em dois estados energéticos diferentes, e com duas orientacdes
possiveis em relacdo ao campo aplicado: a energia de um elétron a (ms = + 1/2)
aumenta (spin antiparalela) e a de um elétron b (ms = -1/2) diminui (spin
paralela), quando a intensidade do campo magnético aumenta, chamado de
efeito Zeeman, e essa separacao entre os niveis € dado como:

DE = E, - E, = g.mB (12)

Quando a amostra é exposta a radiacdo eletromagnética a freqiéncia n, a
absorcdo ressonante ocorre na condicdo de ressonancia hn = gemB.> A
ressonancia do spin do elétron de moléculas ou ions com elétrons
desemparelhados, se da pela presenca de radiacdo eletromagnética
monocromatica. Os campos magnéticos usados sado da ordem de 0,3 T e
correspondem a ressonancias com campos eletromagnéticos de frequéncias de
9 GHz e comprimento de onda de 3 cm.>®

Um espectrdmetro de EPR consiste de uma fonte de microondas
(Klystron), uma cavidade que recebe a amostra num vaso de vidro ou de
quartzo, um detector de microondas e um eletroima (Fig. 16). O espectro de
EPR é obtido pelo registro da absorcdo de microondas em fungdo do campo
magnético.®

A técnica € insensivel a moléculas normais com spin emparelhados e
requer, portanto, o uso de sondas paramagnéticas ou marcadores de spin (spin
labels) no interior da macro-molécula. Como exemplo, a molécula 16-MESL (Fig.
17), possibilita o estudo da relacdo estrutura — funcdo do micro-ambiente do
marcador. A aplicacdo da técnica de EPR é relevante em estudos biofisico-

quimicos em sistemas coloidais.>*>°
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Klystron Detector

Cavidade
da amostra

Eletroima [

Entrada da  Detector sensivel
modulacao a lases

Figura 16 — Esquema de um espectrdmetro EPR.>®

HsC CH3

o NO
HBC\></\/\/\/\/\/\/YO\CH3

o

Figura 17 — Estrutura quimica do marcador de spin 16-MESL.>®

A “estrutura hiperfina” é a interacdo magnética do spin do elétron com os
momentos de dipolo magnético dos nucleos do radical.®® O radical nitroxido é
muito estavel e inerte, e sua interacao hiperfina possui trés linhas da estrutura
do nitrogénio (I = 1, m;= -1, 0 e +1).>**® O desdobramento hiperfino, A, do
nitroxido (NO) varia com a orientacdo do campo magnético relativo ao eixo do
NO (interacdo anisotropica). A anisotropia da interacdo hiperfina nuclear surge
da interacdo dipolar do momento magnético do elétron com o momento
magnético do nucleo e € caracterizada por trés valores: Ax, Ay € A, onde o
eixo-x da a direcdo da ligagdo NO e o eixo-z estd ao longo do orbital 2pp do

nitrogénio.
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Figura 18 — Espectros de EPR de 5-SASL em vesiculas de DODAB em agua, abaixo da

Tm (45 °C) do surfactante, indicando os parametros de fluidez Amax € Awin. >

Quando o campo magnético é aplicado na direcdo z, o valor de A é
maximo (Az;). Os parametros Amax © Amin, SA0 mostrados na Fig.18 para o
espectro de 5-SASL em vesiculas de DODAB. A largura das linhas no
desdobramento hiperfino € sensivel a velocidade de rotacdo do marcador;

quando o movimento de rotacdo diminui, em meio rigido, as linhas se alargam,

pois o movimento do marcador é lento ¢’

Espectro de EPR. =HL
1o estado zel 7 iadk

™

Wy, @b

fluido I\

Figura 19 - Espectros EPR de 5-MESL, (i) abaixo 15 °C e (ii) acima 50 °C da T,,~ 42,7
°C de vesicuas espontaneas de DODAB 5,0 mM.°’
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O espectro resultante provém da soma de todas as possiveis orientagdes
em relacdo ao campo magnético aplicado, e Ansx € uma mistura de ordem e
mobilidade.

Em bicamadas vesiculares, as moléculas anfifilicas apresentam certa
mobilidade e ordem, e o grau de organizacdo e mobilidade podem ser avaliados
também pela largura da segunda linha (hiperfina), ?H,, que corresponde ao
namero de spin m; = 0 do nitrogénio, e pela razdo b/a das amplitudes, em funcéo
da temperatura (Fig. 19).%

2. Objetivos

Os objetivos gerais desta tese séo:

- Investigar a transicdo vesicula-micela em dispersdes mistas de surfactantes
dialquilados catiénicos DODAC, DODAB e DDAB, aniénico DHP e zwitteriénico
DPPC, com surfactantes monoalquilados nao-iénicos GzE, (n =5, 7 e 8) e
zwitteribnico, HPS,

- Monitorar a transi¢éo vesicula-micela pela adicao de Ci2En e HPS a vesiculas
catibnicas e anibnicas usando métodos espectroscopicas e calorimétricos, e
verificar o efeito de eletrdlitos nessa transicéo e na Ty, das vesiculas catidnicas,

- Determinar a T, e as concentracdes criticas de surfactantes nas quais ocorre

mudanca estrutural nas vesiculas devido a adicdo de surfactante monoalquilado.

3. Materiais e métodos
3.1. Reagentes
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As vesiculas foram preparadas usando DDAB (Kodak), DODAC, DODAB, DHP
(Sigma) e DPPC (Avanti). DODAC foi obtido de DODAB por troca ibnica; ambos
recristalizados. HPS (Sigma) recristalizado, foi gentiimente cedidos pela Dra.
lolanda M. Cuccovia (IQUSP). Amberlyst A-26 (Aldrich), DPB (Aldrich), Ci2Es
C2E7 e Ci2Es (Nikko Chemicals, Japéo), HEPES (Sigma), NaCl (Merck), D(+)-
glicose anidra (Merck), sacarose (Merck) P.A., uréia (Merck), acetona (Merck),
metanol (Merck), 16—MESL (Sigma) e P,0s (Carlo Erba), foram usados
conforme adquiridos. Agua bidestilada e deionizada, com baixa condutividade

(18,2 mW/cm) foram usada na preparacdo das amostras.

3.1.1. Obtencao de DODAC por trocaidnica e recristalizagcao

Pesou-se 10 g da resina de troca idbnica Amberlyst A-26 (Aldrich) e hidratou a em
agua bidestilada. Em seguida retirou-se, a vacuo, o ar adsorvido pela resina, e
depois levou-se para uma coluna cromatografica, que foi submetida a 500 ml de
solugdo de NaCl 1 M, e lavouse exaustivamente a resina em coluna com agua
bidestilada até ndo observar mais (por condutividade) a presenca de ions CI
dispersos no eluente. Logo apos, lavou-se a resina em coluna cromotografica
novamente com eluente metanol até homogeneizar e compactar a resina na
coluna. Diluiuse 2 g de DODAB em metanol e submeteu-se esta amostra na
coluna com adicao sucessiva do eluente metanol. Evaporouse o eluente colhido
em um evaporador rotatério, e obteve a amostra de DODAC. Recristalizou-se
DODAC em acetona em banho-maria a 50 °C até total dissolucdo dos cristais
adicionando algumas gotas de metanol. Deixou-se a solugdo de DODAC em
repouso por aproximadamente 15 h. para a formag¢do dos cristais que foram
filtrados a vacuo. Os cristais de DODAC foram secados sob pressdo reduzida

em um dessecador contendo P 50s.

3.2. Preparo das vesiculas
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As vesiculas espontaneas (ndo-sonicadas): foram preparadas por diluicdo
simples do surfactante no solvente adequado, acima da T, do surfactante.
Vesiculas de DODAX e DDAB foram preparadas em agua ou NaCl 1,0 mM,
sacarose, glicose e uréia 100 mM. Vesiculas de DHP foram preparadas em
tampdo HEPES 10 mM, pH 8,0. DPPC foi diluido em cloroférmio, que foi
evaporado sob fluxo de N, formando um filme transparente do surfactante no
fundo do recipiente, que foi deixado sob vacuo em um dessecador por ~12 horas
para total remocdo do cloroférmio. Em seguida, adicionouwse um volume
adequado de tampéao fosfato, pH = 7,4 e agitou-se a amostra em banho-maria
com a temperatura acima de 20 °C de sua T, @41 °C, e assim para todas as
outras vesiculas em seus solventes adequados (agua e tampao). As dispersodes
estoques foram diluidas, para a concentracdo desejada, para medidas de
turbidez e DSC. Para medidas de DSC, as amostras foram desgaseificadas
(thermo Vac MicroCal) por 8 min. a 25 °C antes de serem injetadas na cela do

calorimetro.

Vesiculas extrudadas: As dispersfes de vesiculas espontaneas de DODAX e
DHP 1,0 mM foram extrudadas (Avanti mini-extruder) por 15 vezes, a 55 °C
(acima, portanto, da T, = 45 °C) e DHP a 70 °C. A dispersdo passou, sob
pressdo manual, com o auxilio de duas seringas, uma de cada lado da
membrana de extrusdo lentamente por uma membrana de policarbonato com
didmetro de poro definido 0.1 nm (Avanti). Apds a extrusao, diluirse a dispersao
extrudada para 1,0 mM, e verificou-se, por medidas de turbidez a formacéo de
vesiculas menores do que as ndo-extrudadas (as extrudadas tém menor
turbidez).

3.3. Preparo de vesicula com sonda fluorescente

Preparou-se uma solucao cloroférmica da sonda fluorescente (DPB, B4A ou
4H4A). Evaporou-se o cloroférmio, sob fluxo continuo de N, e obteve-se um
filme no fundo do frasco (tubo de ensaio). Em seguida, adicionouse um volume
adequado de solucao vesicular de DODAX (X = CI e Br) 1,0 mM, de DHP 1,0



mM ou DPPC 1,0 mM. Essas misturas foram agitadas em banho-maria em 60 °C
por aproximadamente 2 horas para facilitar a incorporacdo da sonda nas
vesiculas. Depois de preparadas, deixaram-se as dispersdes em repouso
protegidas da luz por 24 horas. Para a preparagdo da solugédo vesicular de
referéncia (sem a sonda), o procedimento foi 0 mesmo do item 3.2.

Vesiculas sonicadas a banho: A dispersdao de DODAX, com e sem a sonda
DPB, é levada ao um sonicador tipo banho (thorton). A sonicagdo a banho foi
realizadas 20 °C acima da Ty, do surfactante por 20 a 30 min. até obter uma

disperséo de vesiculas oticamente transparente.

3. 4. Medidas de Turbidez

As medidas de turbidez foram realizadas nos comprimentos de onda (I ) de 200
até 500 nm (T @25 °C), para as vesiculas de DODAX (X = Cl e Br), DHP, DPPC
e de DDAB a 1,0 mM, na auséncia e presenca de Ci2E(n =5, 7 e 8) ou HPS.
Usou-se um espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2001. Qualitativamente, a
turbidez € proporcional ao tamanho das vesiculas, podendo ser usada para

observar mudancas morfolégicas das vesiculas induzidas por surfactante.

3.5. Medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Usamos um microDSC de alta sensibilidade (MicroCal, modelo VP-DSC),
equipado com duas celas gémeas de 0,5 ml cada, para as vesiculas e solvente
(referéncia) e um programa (Origin) para aquisicao e analise dos resultados. O
calorimetro mede a poténcia necessaria para manter as celas da amostra e da
referéncia a mesma temperatura, enquanto elas sdo aquecidas (upscan) ou
resfriadas (dowscan) a uma taxa constante de 60 °C/h. A andlise térmica de
referéncia para ambas as celas preenchidas com o solvente, € obtido sob as
mesmas condi¢des. A baixas concentragcdes, DODAX com alto grau de pureza
apresenta um pico simples correspondente a transi¢do principal, ie., centrado
em Tn>® As medidas de DSC foram realizadas no laboratério do Dr. Watson

Loh, Instituto de Quimica, Unicamp.
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3.6. Determinacéo do rendimento quéantico de fluorescéncia (F+)

O rendimento quantico de fluorescéncia da amostra (F¢) foi calculado pela
42,43

equacao:

Fis = [(IF 0)/ro] [(1-107)/(1-1079] (13)
onde A, e As sdo as absorbancias de DPB, respectivamente em ciclo-hexano e
na amostra, obtidas no mesmo | ma, do espectro da sonda, F,*>*1e I e

(o), séo as intensidades de fluorescéncia, respectivamente da amostra e da
referéncia excitados medidas da no mesmo | max. Fi1o @0,44 é o rendimento
quantico de DPB em ciclo-hexano usado como referéncia a 25°C,*435! e as
medidas de fluorescéncia foram realizadas a 30 °C, usando um

espectrofluorimetro Hitachi-F4500.

3.7. Anisotropia de fluorescéncia, <r>

As condi¢fes e procedimentos experimentais usados nas medias de <r> foram
as mesmas usadas na determinacdo de F+. <r> foi calculado através da Eq. 18.
®152 com os polarizadores dispostos em posicées adequadas nas direcdes dos

feixes de excitacdo e emissao de fluorescéncia.

3.8. Medidas de EPR
Em um frasco contendo o marcador de spin 16-MESL 1% da concentracdo de
DODAB 5 mM em agua ou em solucao iso-osmolar de NaCl 1 mM, adicionou-se
a cloroféormio que foi evaporado sob fluxo de N formando um filme, que foi
colocado em véacuo por 2 horas. Sobre o filme adicionou-se a dispersdo de
DODAB 5 mM, e a mistura foi agitada em banho-maria a 20 °C acima da T, por
um tempo suficiente, para a incorporacdo da sonda na bicamada das vesiculas.
Transferiu-se entdo 60 i da amostra para uma cela de quartzo tipo um capilar e
inseriu-se na cavidade do espectrometro para as medidas de EPR.

Os espectros de EPR foram obtidos em diferentes temperaturas,
controladas por um termoémetro Fluke 51 K/J, e a amostra colocada logo acima

da cavidade de ressonancia, e as medidas realizadas a cada 10 minutos. O
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ajuste do aparelho foi o seguinte: campo magnético 3348,0 G, medido com um
Bruker ER 035 NMR, resolugdo de 1024 pontos, poténcia de microondas de
10,107 mW, ganho de 7,1E+4 e frequiéncia de modulagédo de 100 KHz.*® Os
resultados foram tratados usando o software Winepr (Bruker). As medidas forma
realizadas no laboratério de Biofisica e Fisica Médica — IFUSP sob a supervisdo

da Profa. Dra. Maria Teresa Lamy Freund.

4. Resultados e discusséo

4.1. Turbidez: Efeito de co-soluto e co-surfactante nas propriedades de
vesiculas

Vesiculas catibnicas DODAX espontaneas - A Fig. 20 mostra o efeito do tempo
na turbidez das vesiculas em agua e solucdo de NaCl 1, 5, 10, 20 mM, para
dois comprimentos de onda (240 e 400 nm). Verificamos que as vesiculas
mostra ser estaveis até dez dias, ap0s esses dias observamos um aumento da
turbidez na presenca de 20 mM de NaCl, provavelmente devido a fusdo das
vesiculas.

Resultados anteriores de cryo-TEM mostraram o fendbmeno de reagregacao dos
mondmeros em vesiculas espontaneas de DODAB 5,0 mM, quando se aumenta
a concentracao de sal (NaCl) diminuindo o tamanho e variando a forma das

vesiculas.3*
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Figura 20 - Turbidez em funcdo do Tempo apdés a preparacdo das vesiculas
espontaneas de DODAB 1,0 mM, em diferentes concentragcdes de NaCl, ? = 240 nm (a)
e 400 nm (b).

O aumento da concentracdo de surfactante em agua também altera a

estrutura das vesiculas espontaneas de DODAB. Para 1,0 mM as vesiculas de



DODAB séo grandes, mas em concentra¢cdes maiores que 5,0 mM prevalece a
estrutura lame lar estendida e gigantes34°°

A adicdo de micelas de CiyEgas vesiculas de DODAB e DODAC induz
transicdo vesicula-micela.>*®° Por medidas de turbidez verificou-se que C1En (n
=5 e 7) e HPS também induzem esta transicdo, porém, com efeitos distintos
como mostram as Figs. 21 e 22. Na Tab. 2 sdo apresentados valores das razdes
criticas de concentragdo molar de saturagdo (Rsat) € solubilizacdo (Rso) obtidas
para essas misturas, para os tempos de 5 e 15 min. de espera entre duas
medidas consecutivas.

Verificamos que Rsa; tende a diminuir com o tempo de espera,
favorecendo o processo de solubilizacdo do surfactante na bicamada das
vesiculas, formando vesiculas mistas maiores. Este efeito é, em geral, mais
pronunciado para as vesiculas de DODAB, do que para as vesiculas de
DODAC. A mesma tendéncia foi também observada para Reg.

Medidas realizadas ap6s 5 e 15 min. de espera mostram que Rsat € Rsol
variam de acordo com a natureza dos surfactantes, indicando que o tempo de
equilibrio do sistema depende da caracteristica do surfactante. Entretanto, para
as amostras aqui investigadas, o tempo de 15 min. é suficiente para os sistemas
alcancar o equilibrio. Os contra-ions CI" e Br’, o tamanho da cabeca polar e das
cadeias hidrocarbonicas também influenciam a solubilizacdo dos surfactantes na
vesicula, conforme reportado em outros trabalhos .>*%°

C1oEs por ter menor cabeca polar, e baixa CMC (~65 mM),5°2
relativamente aos homologos CioE7 € CioEg (CMC = 70-100 mMl),! o efeito
da solubilizacdo de DODAX por Ci2Es tende a ser maior, independentemente do
contra-ion (Tab. 2).

Em geral, ha uma tendéncia da solubilizacdo de DODAB pelos co-
surfactantes obedecer a sequéncia GEs > Ci2E7 > CioEg > HPS, e, para um
dado co-surfactante, DODAB < DODAC (Figs. 21 e 22). Ou seja, 0 processo de
micelizacdo do sistema € mais rapido para Ci,Es refletidos nos valores menores

de Rsq (Tab. 2), que varia de acordo com a seqiiéncia acima. Para um dado co-



surfactante, a transi¢cdo para micelas tende a ser mais rapido para DODAC do
que para DODAB.%’

Turbidez (240nm)
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Figura 21 — Turbidez de vesiculas espontaneas de DODAC 1,0 mM, em fun¢éo da
razdo molar surfactante/DODAC, para CpE, (n = 5, 7 e 8) e HPS, medidas com

intervalo de tempo de 5 (a) e 15 min. (b).
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Figura 22 - Turbidez de vesiculas espontaneas de DODAB 1,0 mM, em fun¢édo da

razdo molar surfactante/DODAB, para CpE, (n = 5, 7 e 8) e HPS, medidas com

intervalo de tempo de 5 (a) e 15 min. (b).
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Tabela 2 — Valores de Rg, € Re, das vesiculas espontaneas de DODAX (X = CI e Br)
1,0 mM, com CE, (n =5, 7 e 8) e HPS, para dois diferentes intervalos de tempo de

espera entre as medidas

Tempo de espera (min.) Rsat Rsol
Sistemas

C1,Es/DODAC 5 0,3 3,2
C,,E,/DODAC 5 0,5 5,6
C1,Es/DODAC 5 0,3 51
HPS/DODAC 5 0,2 ~11
C1,Es/DODAC 15 03 3,5
C1,E,/DODAC 15 0,3 3,8
C1,Es/DODAC 15 0,3 51
HPS/DODAC 15 0,2 ~11
C1:Es/DODAB 5 0,2 3,2
C1,E,/DODAB 5 0,2 5,6
C1,Es/DODAB 5 05 6,2
HPS/DODAB 5 05 ~12
C1,Es/DODAB 15 0,2 34
C1,E7/DODAB 15 0,2 51
C1,Es/DODAB 15 0,3 6,2
HPS/DODAB 15 04 12,5

HPS tém um efeito menor na solubilizagdo de DODAX,
relativamente a Ci2E,, observado pelo maior valor de Rso (Tab. 2). Ja o
processo de saturacdo das vesiculas pelos surfactantes exibe pouca variagdo
entre os sistemas, e Rs4 Varia muito pouco, apenas de 0,2 a 0,5.

Comparando os valores das Tabs. 2 e 3, observamos, em geral, um
pequeno efeito do tamanho das vesiculas de DODAX em Ry € Ry Assim,
regra geral, a curvatura da bicamada das vesiculas tem pequeno efeito na

solubilizacdo de DODAX pelos co-surfactantes aqui investigados.

Vesiculas de DODAX extrudadas — A Fig. 23 mostra os espectros de turbidez de

vesiculas de DODAB extrudadas e espontaneas em diferentes concentracdes. A



mudan¢ca na curva de espalhamento de Iluz (indice de refragdo) em

concentragfes mais elevadas sugere mudanca estrutural nos agregados de
DODAB.

5,0 mM espontanea|
® 5,0 mM extrudada

1,0 mM espontéanea
1,0 mM extrudada

1,6 H

14

Turbidez (u.a.)

T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
I (nm)

Figura 23 - Turbidez, em funcdo do comprimento de onda da radiag¢éo incidente, de
vesiculas espontaneas e extrudadas (F = 0.1 nm) de DODAB 1,0 e 5,0 mM.

As vesiculas extrudadas (F = 0.1 nm) de DODAX sao unilamelares (LUV),
menores do que as correspondentes espontaneas, porém, maiores do que as
sonicadas (SUV), essas, além de pequenas, sdo menos uniformes e tém a
forma de lentes, enquanto que as extrudadas tendem ao formato
ESfériCO.18’36'37’63’64

Observamos (Fig. 24a) que Ry das vesiculas extrudadas de DODAB
variam de 4 a 6, de acordo com a sequéncia HPS>C 1,Eg>C,Es Ci12E7, €, para
as vesiculas de DODAC (Fig.24b), os surfactantes HPS, Cj2Eg e Ci2E7 ndo
ividéncia a total solubilizacdo da vesicula como ocorre para G:Es, verificada
pelas medidas de turbidez. Esses valores estdo préximos aos das vesiculas
sonicadas de DODAX, obtido por fluorescéncia, apesar de mostrar

independentemente da técnica um valor da Rsg ndo muito definido para as
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vesiculas de DODAX quando estao interagindo com C;E, ou devido a erros
experimentais (vide Fig. 47 e tab. 22).
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Figura 24 — Efeito da razdo molar surfactante/DODAX na turbidez de vesiculas
extrudadas (F = 0.1 mm) de DODAB (a) e DODAC 1,0 mM (b) paraC;E, (n=5,7€e 8) e

HPS, medidas com intervalo de tempo de 5 min.



Tabela 3 — Valores de Rq, € Ry das vesiculas extrudadas (F = 0.1 nm) de DODAB e
DODAC 1,0 mM, com Cy,E, (n =5, 7 e 8) e HPS, obtidos por medidas de turbidez em

intervalos de 5 min. de mistura.

Rsat Rsol
Sistema

C.,Es/DODAB 0,3 4,5
C.,E/DODAB 0,1 4,3
C.,E{/DODAB 0,2 ~8
HPS/DODAB 0,8 ~12
C1,Es/DODAC 0,5 7,0
C,E//DODAC 0,2 4,1
C1,E¢/DODAC 0,2 3.2
HPS/DODAC 0,3 ~11

Para as vesiculas extrudadas de DODAB, Rsa € maior para HPS a (Rsat —
0,8, Tab. 3), provavelmente por ter cadeia hidrofébica maior interagindo mais
com a bicamada da vesicula do que com os ndo-idnicos, ou devido a interacao
da carga negativa do surfactante (grupo SOs;) com a carga positiva
R2(CH3).N*Br, aumentando R4 e dificultando o processo de transicéo vesicula-
micela, ou devido ao efeito do contra-ion das vesiculas (Br ou CI), pois, para as
vesiculas de DODAC extrudadas ou espontaneas, independentemente do
surfactante  (surfactante/DODAC) a Rsyz nd0 mostra  mudancas
significativamente, (ver Tab.2 e Tab. 3).

Observamos que GCzEs solubiliza mais rapidamente na bicamada das
vesiculas extrudadas de DODAB e DODAC (< Ra), do que os surfactantes
homélogos mais hidrofilicos (n = 7 e 8). A menor hidrofilicidade de Ci.Es
faworece a formacao de micelas em fase aquosa (CMC ~ 65 niM), aumentando a
interacdo com as vesiculas de DODAB e, portanto, o poder de solubilizacdo de
DODAB (Fig. 24a e Tab. 3).
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uréia 100 mM
glicose 100 mM

sacarose 100 mM
H,0

Turbidez (240 nm)

CE,/DODAB

Figura 25 — Efeito de uréia, glicose e sacarose na trbidez de vesiculas espontaneas
de DODAB 1,0 mM, em funcdo da razdo molar para C;,Es/DODAB, medidas com

intervalo de tempo de 5 min.

Efeito de co-solutos em vesiculas espontaneas de DODAB - Os co-
solutos NaCl, uréia, sacarose e glicose modificam as propriedades do solvente
e, portanto, influenciam a estrutura e estabilidade das vesiculas, via interagédo
com a regido da superficie vesicular. O efeito desses co-solutos na turbidez das
vesiculas de DODAB, na auséncia e presenca de surfactante, € mostrado nas
Figs. 25 e 26 e nas Tabs. 4 e 5.

Todos 0s co-solutos (idnicos e néao-idnicos) diminuem Ry (solubilizam
menos nas vesiculas) e aumentam Rgy (Solubilizam mais lentamente as
vesiculas), mas tornam os valores de Rso menos definidos néo evidenciando o
modelo de trés estagios verificado na Fig. 25 e 26 indicado pelas setas, ou seja,
a transicéo vesicula-micela ocorre em uma regido de maior de concentracdo dos
co-surfactantes. Esses resultados sugerem que os co-solutos favorecem a fusdo
de vesiculas mistas enm uma concentracdo intermediaria de co-surfacatantes,

retardando a transi¢éo para micela.
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Tabela 4 — Efeito de co-solutos em Ry e Ry, de C,Es/DODAB/agua em vesiculas

espontaneas de DODAB 1,0 mM obtidos por medidas de turbidez.

Rsat Rsol
Soluto
(agua) 0,5 6,2
NaCl (1 mM) 0,3 >40
Uréia (100 mM) 0,1 11,5
Glicose (100 mM) 0,2 11-15
Sacarose (100 mM) 0,3 11-15
12E5
12E7
12E8
HPS
€
c
o
N
N
S
o]
5
|_
(I) Elr 1|0 l|5 2|0 2|5 3IO 3|5 4IO

Surfactantes/DODAB

FIGURA 26 - TURBIDEZ DE VESICULAS ESPONTANEAS DE DODAB 1,0 MM, EM
SOLUCAO DE NACL 1,0 MM, EM FUNCAO DA RAZAO MOLAR
SURFACTANTE/DODAB PARA Cy,Ey (N =5, 7 E 8) E HP S, MEDIDAS COM
INTERVALO DE TEMPO 5 MIN.



Tabela 5 — Valores de Rsa € Rso de vesiculas espontaneas de DODAB 1,0 mM, em
solucdo de NaCl 1,0 mM, com GE, e HPS, obtidos por medidas de turbidez. Os
valores entre parénteses sao em agua.

. Rsal RSOI
Sigema
C1.Es/DODAB 0,1(0,2) >15 (3,2)
C.,.E,/DODAB 0,1(0,2) 9,0 (5,6)
C1,Es/DODAB 0,3(0,5) >40 (6,2)
HPS/DODAB 0,2 (0,5) ~30 (12)

—&—H20
—e—uréia
glicose
—v¥—sacarose
NaCl 1 mM

Tubidez/u.a.

T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
I (nm)

Figura 27 — Turbidez, em funcdo do comprimento de onda da radiacdo incidente, de
vesiculas espontédneas de DODAB 1,0 mM em agua e em solucdo de NaCl 1,0 mM e

uréia, sacarose e glicose 100 mM

A turbidez das vesiculas espontaneas de DODAB 1,0 mM em &gua é

menor do que em solucdo de NaCl 1,0 mM, uréia, glicose ou sacarose 100 mM

(Fig. 27). Esses co-solutos favorecem a auto-agregacdo dos surfactantes



(favorece a fusdo de vesiculas), e por isso a solubilizacdo das vesiculas ocorre
em concentra¢des maiores de surfactante ®

Vesicula aniénica de DHP espontanea e extrudada - A Fig, 28 mostra as
curvas de turbidez de vesiculas espontaneas de DHP em diferentes
concentragcdes. A turbidez aumenta consideravelmente com o aumento da
concentracao de DHP, sugerindo uma mudanca estrutural em concentraces
maiores, provavelmente formando vesiculas multilamelares grandes (MLV).
Essa mudanca estrutural foi observada recentemente por Feitosa e Amaral,
através de SAXS? para as vesiculas de DODAB e DHP.

1.4+
1.3
1.2

—s—0,1mM
—e—0,2mM
1_1_: 0,4mM
10, —v—0,5mM

\

0.9-'\ N 0,6mM
0.8 . . —+—0,8mM
0.7 , 1mM
0'6:\ S .

Turbidez / u.a.

0.5 \
0.4

0.3 ~
0.24 —
0.1
0.0 T y T y T y T
250 300 350 400 450 500

I (nm)

0

Figura 28 — Turbidez, em funcé&o do comprimento de onda, da radiacédo incidente, de
vesiculas espontaneas de DHP em tampao HEPES 10,0 mM, pH = 8,0, para diferentes

concentracdes de DHP.

Na Fig. 29a vemos o efeito de C2E,, (n = 5, 7 8) na turbidez das vesiculas
espontaneas de DHP 1,0 mM. Em geral, Rsa: diminui e Ryo aumenta para todos
os sistemas surfactante/DHP com o aumento do tempo. Rg varia de acordo

com a sequéncia Ci2Es>C12E7 >C12Eg>HPS (Fig. 29 e Tab. 6), ou seja, o efeito



da concentracdo de surfactante na solubilizagdo de DHP segue a mesma
sequéncia do efeito em DODAX.

Turbidez (240 nm)
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Surfactantes/DHP
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0 5 10 15 20 25
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Figura 29 - Turbidez de vesiculas espontaneas de DHP 1,0 mM em tampédo HEPES
10,0 mM, pH = 8,0, em funcdo da razdo molar surfactante/DHP, para C,E,(n =5, 7, e

8) e HPS, medidas nos intervalos de tempo de 5 (a) e 15 min. (b).

Tabela 6 — Valores de Ry € R, obtidos por medidas de turbidez, das vesiculas
espontaneas de DHP 1,0 mM em solug&o tampdo HEPES 10,0 mM pH = 8,0, com C;E,

(n =5, 7 e 8) e HPS, para diferentes intervalos de tempo entre as medidas.

_ tempo de espera (min.) Rsat Rl
Sdema
C1,Es/DHP 5 0,2 79
C12E7/DHP 5 - 910
C1,E¢/DHP 5 - 9,3
HPS/DHP 5 0,3 16,3
C1,Es/DHP 15 0,1 9,3
C.,E;/DHP 15 - 13,6
C1,Es/DHP 15 - 13,6
HPS/DHP 15 0,2 16,3
1,0
0,9—-
0,8—-
g 0,7 4
o
?\lj 0,6 4
B 054
s ]
o
5 04
- ]
0,34
0,2—-

Surfactante/DHP
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Figura 30 — Efeito da razdo molar surfactante/DHP na turbidez de vesiculas extrudadas
(f =0.1 mm) de DHP 1,0 mM para CE, (n =5, 7 e 8) e HPS, medidas com intervalo de

tempo de 5 min.

Independentemente dos surfactantes, as vesiculas extrudadas de DHP
1,0 mM mostram ser mais solubilizadas (Fig. 30 e Tab. 7). E o esperado quando
comparamos com as vesiculas espontaneas (MLV)*® em relacio as extrudadas
(LUV) de DHP 1,0 mM, a Rsl segue a sequéncia de Ci2E7>C12Es>C12Es>HPS.
N&o observamos grandes variacbes nos valores da Ry ~ 6,0 — 7,0 para as
vesiculas extrudadas com o Cy2E, (Tab. 7), como também verificamos para as
espontaneas de DHP (Tab. 6), medidas no mesmo intervalo de tempo (5 min.)
(C12En/DHP ™ 8,0 —9,0).

Tabela 7 — Valores de R, € Ry, de vesiculas extrudadas (f = 0.1 nm) de DHP 1,0 mM,

em solucéo tampédo HEPES 10,0 mM pH = 8,0, com Cy,E, e HPS, obtidos por medidas
de turbidez com intervalo de tempo de 5 min.

Rsat RSOI

Sigema
C1,EJ/DHP - 7,0
C,,E,/DHP 0,04 5,6
C1,E¢/DHP 0,04 6,2
HPS/DHP 0,1 8,2

Vesiculas espontaneas zwiteribnica de DPPC - O efeito de co-
surfactantes nas vesiculas ziwtteribnicas espontaneas de DPPC, investigado
neste trabalho, serve para comparar com o das vesiculas de DODAX e DHP.
Para os sistemas C3,En/DPPC (n =5, 7 e 8), Fig. 31, ndo observamos Ry, €,
curiosamente, G2Es ndo solubiliza as vesiculas de DPPC. Apoés sete dias de
estocagem das vesiculas de DPPC, verificamos que o perfil da curva de turbidez
se altera muito pouco, indicando estabilidade das vesiculas espontaneas de
DPPC no periodo. ApGs esse periodo, Rsat continua ndo existindo e Ry Se torna

menor e mais definida (Fig. 31 e Tab. 8). A solubilidade das vesiculas de DPPC



aumenta apds sete dias de estocagem. A auséncia de Rsy NOS sistemas
surfactantes surfactante/DPPC (Fig. 31) pode estar relacionado a estrutura
multilamelar das vesiculas de DPPC. A fim de confirmar esta afirmativa,
estudaremos o efeito de surfactante nas vesiculas extrudadas (unilamelares) de

DPPC.

Turbidez (240 nm)

Surfactantes / DPPC

(a)

Tubidez (240 nm)
o
T

o
~
1

0.2

Surfactantes / DPPC
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(b)

FIGURA 31 - TURBIDEZ DE VESICULAS ESPONTANEAS DE DPPC 1,0 MM EM
TAMPAO FOSFATO, PH = 7,4, EM FUNCAO DA RAZAO MOLAR
SURFACTANTE/DPPC PARAC;Ey (N =5, 7 E 8) E HPS, MEDIDAS COM
INTERVALOS DE TEMPO 5 MIN., E APOS 1 (A) E 7 (B) DIAS DO PREPARO DAS
VESICULAS.

Tabela 8 — Valores de R € R, das vesiculas espontaneas de DPPC 1,0 mM em
tampéo fosfato 0,1 M, pH = 7,4, para C;E, (n =5, 7 € 8) e HPS.

tempo (dias) Rsol
Sgema

C,,E5/DPPC 1 -
C,,E-/DPPC 1 7,0
C,E¢/DPPC 1 9,3
HPS/DPPC 1 6,3
C,Es/DPPC 7 -
C,,E-/DPPC 7 4,2
C,E¢/DPPC 7 4,3
HPS/DPPC 7 3,6

Vesiculas de DDAB - Para as vesiculas espontaneas de DDAB 1,0 e 5,0
mM, em agua, a turbidez da amostra em 24 horas € menor do que a turbidez
medida em 10 min. apds a preparacdo das vesiculas (Fig. 32a), mostrando que
elas sdo meta-estaveis. Em outro trabalho, foi observada por Cryo-TEM uma
mudanca no tamanho dos agregados de DDAB puro, de 1 para 2 dias apos o
preparo das vesiculas.®®

Obtivemos, por DSC, T, = 15,7 °C para as vesiculas espontaneas de
DDAB 54 mM em agua, confirmando a existéncia de vesiculas nessa
concentracdo. DDAB possui uma CMC em torno de 50 uM.%":8
Para os sistemas co-surfactante/DDAB/agua, a transicdo vesicula-micela ocorre
em dois estagios (Fig. 32b), com Ry, ~ 0,8 e Rso) = 0 para todos os surfactantes
investigados, C12E, (n =5, 7 e 8) e HPS.
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Figura 32 — (a) Turbidez em funcdo do comprimento de onda da radiacéo incidente,
para diferentes tempos e concentragdo de DDAB. (b) Turbidez em fungédo da razéo
molar co-surfactante/DDAB, realizadas em intervalos de 5 min. ap6s cada

mistura.
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Estes resultados estdo de acordo com os reportados anteriormente pelo
grupo (R~ 0,4 a 0,6), usando um tempo de mistura da amostra de 15 min.®

Comparando os resultados para DDAB e DODAB, observamos que, para
todos os surfactantes adicionados, Ry, aumenta com o0 aumento da dupla cadeia
hidrocarbbnica, ou seja, a solubilizacdo das \esiculas aumenta inversamente
proporcional ao comprimento da dupla cadeia hidrocarboénica. Por outro lado,
Rsat tem um comportamento inverso, aumenta com o0 aumento da cadeia.
Observamos ainda que, ao contrario de DODAB, R para DDAB independe do

surfactante adicionado.

4.2. DSC. Efeito de co-solutos e co-surfactantes nas propriedades de
vesiculas
Sistema DODAB/agua — Os parametros obtidos nas curvas de DSC, ?H, ?Ty» €
Tm (Fig. 33 e Tab. 9) mostram que as propriedades termotropicas, relacionadas
a transicdo da fase gel-liquido cristalina (T), das vesiculas espontaneas de
DODAB, em geral variam muito pouco com a concentracdo do anfifilico, até 5
mM, e em 15 mM em relacdo a Tm, mostrando que, apesar de existir mudancas
estruturais nesta faixa de concentracdo, ja relatado em outro trabalho como
estruturas uni para multilamelar, o valor da T, ndo varia muito.*?

Somente o valores de ?H e 7Ty, para DODAB 15,0 mM € menor em
relacdo a 1,0 e 5,0 mM, e assim como a capacidade calorifica também é muito
pequena’’ Esta variacdo deve estar relacionada a fusdo de vesiculas com

formacédo de estruturas macroscopica.
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Figura 33 — Curvas DSC de aquecimento (up-scan), de vesiculas esponténeas de

DODAB em dispersédo aquosa, em diferentes concentragdes.

Tabela 9 — Valores de T,, ?H e ?Ty, de vesiculas espontaneas de DODAB em

diferentes concentracdes.

Amostra / [DODAB] (mM) ?H (kcal/mol) ?Tie Tn (°C)
1,0 10,7 1,0 45,0
5,0 111 1,0 45,1
15,0 04 0,5 444

O efeito histerese na transicdo de fase gel liquido-cristalina de DODAX

em dispersdes vesiculares tem sido reportado na literatura,*® mas ainda é pouco

entendido. Verificamos que quando se aumenta o tempo de equilibrio, a 60 °C,

apés uma medida “up-scan” (aquecimento), antes do down-scan (resfriamento)

ser realizado, o valor da T, obtido ndo varia com o processo endo e exotérmico,

ou seja, a histerese ndo varia, para um tempo de espera de até 4 horas (Fig. 34

e Tab. 10).
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Figura 34 — Curvas de aquecimento e resfriamento DSC, de vesiculas espontaneas de

DODAB 5,0 mM, em diferentes tempos de equilibrio antes da obtencdo da curva de

resfriamento, para os tempos de equilibrio de 0,1 a 4 h.

As medidas DSC de vesiculas fornecem a energia de interacdo entre as
caudas hidrofébicas na mudanca de fase gel a liquida-cristalino, que esta
associada a propriedade do surfactante que forma determinada sistema
vesicular em estudo. O efeito de NaCl nas vesiculas de DODAB ja foi
investigado anteriormente por medidas de Cryo-TEM e DSC, e também
verificado por medidas de turbidez (item 4.1), que a turbidez aumenta com o
aumento da concentracdo de NacCl, por ocorrer formagcédo de vesiculas uni, bi e

trilamelares.3*



Tabela 10 — Valores de T, ?H e ?T,,, das vesiculas espontaneas de DODAB 5,0 mM

em diferentes tempo de equilibrio a 60 °C, obtidos por aquecimento (up-scan) e
resfriamento (dow-scan) da amostra a taxa de 60 °C/h. O sinal negativo na entalpia
indica que o processo € exotérmico no resfriamento.

Modo (tempo, hora) ?H (kcal/mol) ?Tw T. (°C)
aquecimento (0) 47,4 1.0 45,1
resfriamento (0) -61,0 1,3 39,0
aquecimento (1) 55,7 1,0 451
resfriamento (1) -52.5 1,3 38,9
aquecimento (4) 56,6 1,0 451
resfriamento (4) -56,4 15 38,9

Sistema DODAB/NaCl/agua — Verificamos por medidas de DSC que a Tn,
das vesic ulas espontaneas de DODAB 5,0 mM aumenta com a concentracédo de
NaCl (Fig. 35, Tab. 11). Esse aumento foi confirmado por medidas de EPR (Fig.
49a e b, Tab. 23) e por outras técnicas para as vesiculas de DODAX 34637071
Este aumento da Ty, € esperado, pois, em excesso de NaCl, DODAB comporta-
se como DODAC, pois ocorre um aumento na concentracédo de ClI" que compete
com Br na regido da interface das vesiculas.

Os parametros associados a transi¢éo de fase gel ligido-cristalino obtidos
dos termogramas DSC sdo mostrados na Tab.11l. Além da T,, ?Ti», e ?H
também aumentam com a concentracdo de NaCl. Esse aumento ocorre,
provavelmente porque as moléculas de agua na regido das interfaces das
vesiculas difundem para o meio aquoso devido a competicdo com o contra-ion,
deixando as interfaces mais desidratadas e, portanto, mais hidrofébica,
favorecendo a interacéo de van der Waals.*
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Figura 35 — Curvas de aquecimento DSC, de vesiculas espontaneas de DODAB 5,0
mM em 4gua (a) e em solucéo de NaCl 1,0 (b), 10,0 (c) e 20.0 mM (d).

Nas curvas de DSC de DODAB 5,0 mM puro e em solucdo de NaCl (Fig.
35) apresentam pequenos picos antes da temperatura de transicdo de fase
principal (Ty), indicados pelas setas (pré-transicées). Elas mostram um
deslocamento desses picos de 36 a 41 °C com o aumento da concentracdo de
NaCl, indicando a mudanca estrutural nessas vesiculas, conforme reportado em

trabalhos anteriores.

Tabela 11 — Parametros associados a transicéo de fase das vesiculas espontaneas de
DODAB 5,0 mM em agua e em solucdo de NacCl.

[NaCl] mM ?H(kcal/mol) ?Tw (°C) Tm (°C)
0 9,6 10 45,1
10 9,2 15 44,8
10,0 10 1,6 46,0
20,0 10,9 2,1 46,4

Sistemas surfactante/DODAX/agua — As curvas DSC das vesiculas

espontaneas de DODAX, na auséncia e presenca de Ci.Es (Fig. 36 e Tabs. 12 e



13), mostram que a total solubilizagédo das vesiculas, ocorre para Ry entre 4 e
4,6, quando o pico da temperatura de transicdo de fase (T.) desaparece,

indicando que o pico se alarga assimetricamente, sugerindo a co-existéncia de
estruturas com transicdes de fase menores.

Cp (kcal/mol/°C)

20 25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (C)

(a)

Cp (kcal/molfC)

20 30 40 50 60

Temperatura ("C)

(b)
Figura 36 — Curvas de aquecimento DSC, de vesiculas espontaneas de DODAB (a) e
DODAC (b) 1,0 mM, na presenca e auséncia de Cy;Es. R = C,Es/DODAX.
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Tabela 12 — Pardmetros associados a transi¢cdo de fase de vesiculas espontaneas de

DODAB 1,0 mM na auséncia e presenca de Ci,Es.

CLEJ/DODAB  ?H (kcallmol)  ?T., (°C) T CC)
0 10,7 1,0 45,0
0,1 10,3 14 43,2
0,2 6,6 2.2 41,4
04 11,3 2,6 41,4
05 6,2 2.4 40,0
1,2 6,4 15 37,3
2,0 3,6 1,5 36,1
3,0 4.7 15 35,6
35 5,1 1,5 35,1
4,0 4.4 1,5 35,0

Tabela 13 — Parametros associados a transi¢éo de fase de vesiculas espontaneas de

DODAC 1,0 mM na auséncia e presenca de Ci,Es.

CwEJ/DODAC _ ?H (kcallmol)  ?T., (C) T (°C)
0 113 08 48,8
0,1 9,5 15 47,4
0,2 10,0 1,8 46,8
0,5 8,3 2.1 44,1
12 7,6 25 42,8
2,0 4,0 23 39,6
22 4,8 23 39,4
23 5,4 2,6 40,5
2,6 2,9 23 38,1
28 3,8 4,1 37,6
3,0 3,0 28 37,4
35 3,6 3.4 35,3
4,0 2,5 3,6 33,5
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Figura 37 — As curvas de aquecimento DSC, de vesiculas espontaneas de DODAB (a)
e DODAC (b) 1,0 mM, na presenca e auséncia de C;,E;. R = C;,E/DODAX.
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Comparando os resultados de DSC das Figs. 34a e b e Tabs. 12 e 13
com os resultados de turbidez (Figs. 21 e 22, Tab. 2), verificamos que R tende
a ser maior quando as medidas sao realizadas por DSC (Rso ~ 4 — 4,5) do que
por turbidez (Rso < 4,0). Isso se deve a maior sensibilidade de DSC, que
consegue detectar transicdo de fase diferentes em pequenas fracbes de
estruturas lamelares existentes na mistura.

A Fig. 37 mostra o efeito de Cy2E7 na curva de DSC de DODAX, onde
observamos que o pico da transicdo principal desaparece para R entre 3 e 3,5,
indicando que Rso encontra-se nesta faixa de R. Por medidas de turbidez
encontramos R ~ 4 -5 (vide Figs. 21 e 22, Tab. 2) para um tempo de mistura de
15 min. De novo, esses valores ndo concordam entre sim, provavelmente por
problemas de equilibrio dos componentes na mistura. Apesar da maior
sensibilidade de DSC, as medidas de turbidez permitem avaliar um maior
namero de amostras, tornando o valor da transicdo melhor definido. A entalpia
da transicdo tende a diminuir e a largura do pico a aumentar com o0 aumento de
R, que esta relacionada com a total solubilizagc&o das vesiculas de DODAX pelos

co-surfactantes (Tabs. 14 e 15).

Tabela 14 — Parametros associados a transicdo de fase de vesiculas espontaneas de

DODAB 1,0 mM na auséncia e presenca de Ci,E-.

CLE,/DODAB __ ?H(kcal/mol) ?Tu2 (°0) Tm CC)

0 10,7 1,0 45,0
0,1 8,7 1,3 43,6
0,2 8,5 1,7 42,7
04 8,3 2,2 41,3
06 7,0 1,8 41,6
1,2 6,0 1,5 39,1
15 4,6 1,5 38,4
20 3,5 2,3 37,8
24 0,4 1,0 38,4
3.0 0,6 2,3 36,4




Para os sistemas HPS/DODAX/agua, Rso ndo é bem definido, pois a
transicdo vesicula-micela ocorre de maneira mais suave (Fig. 38). A longa
cadeia hidrocarbonica (C16) de HPS, que favorece a micelizacdo, a cabeca
polar volumosa e a carga negativa do grupo SO3, pode ser a causa deste
comportamento. Estes resultados de DSC confirmam os de turbidez de que a
solubilizacdo das vesiculas de DODAX por HPS é menor do que pelos ndo-
ibnicos (Tab. 16 e 17). Assim como para 0S outros sistemas investigados, Tn
diminui e ?H e ?Ty» aumentam, indicando a presenca de diferentes populacdes

de vesiculas mistas menores com o0 aumento da concentracdo de HPS.

Tabela 15 — Parametros associados a transicdo de fase de vesiculas espontaneas de

DODAC 1,0 mM na auséncia e presenca de C,E-.

C,,E;/DODAC ?H(kcal/mol) 2T (°C) T, CC)
0 11,3 0,8 48,8
0,1 8,0 1,3 47,7
0,5 8,8 15 45,6
12 7,6 7,9 43,1
20 7,4 9,7 384
2,2 7,4 10,0 38,1
24 5,6 7,7 374
3.0 6,7 9,6 36,2

Em geral, as vesiculas espontaneas de DODAC tendem a ser mais
solubilizadas pelos surfactantes ndo-iénicos e zwitteribnico, do que as vesiculas
de DODAB. O raio de hidratacdo (1,82 A) e a polarizabilidade (3,01 A) de CI" sdo
menores do que de Br (2,06 e 4,27 A, respectivamente),*” o que sugere maior
afinidade de Br as interfaces das vesiculas catibnicas e, portanto, uma
compactacdo maior da bicamada das vesiculas de DODAB (menor T, e
potencial de superficie) do que de DODAC®" interferindo, assim, na
solubilidade dessas vesiculas pelos surfactantes.
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Figura 38 — Curvas de aquecimento DSC, de vesiculas espontéaneas de DODAB (a) e
DODAC (b) 1,0 mM, na presenca e auséncia de HPS. R = HPS/DODAX.
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Tabela 16 — Parametros associados a transicdo de fase de vesiculas espontaneas de

DODAB 1,0 mM na auséncia e presencga de HPS.

HPS/DODAB ?H(kcal/mol) ?T.2 (°C) T CC)

0 10,7 1,0 45,0
0,6 10,4 1,0 44,8
1,0 9,5 1,0 443
2,6 9,6 1,3 43,3
47 9,2 1,3 425
8,0 7.6 1,3 41,5
9,0 2.4 31 39,0
11,0 6,7 9,6 36,2

Tabela 17 — Parametros associados a transicdo de fase de vesiculas espontaneas de

DODAC 1,0 mM na auséncia e presenca de HPS.

HPS/DODAC  ?H (kcal/mol) ?T12 (°C) Tm (°C)

0 11,3 0,8 48,8
0,1 11,4 15 48,1
0,3 11,3 15 48,1
1,0 10,0 1,3 48,0
2,6 8,1 2,0 47,4
4,7 9,5 2,8 46,8
75 7,9 31 46,3
8,0 115 10,8 33,4
11,0 4,1 3.9 32,4

DSC de vesiculas espontaneas de DHP e DDAB - Os resultados de DSC
(Fig. 39, Tab. 18) de vesiculas anibnicas espontaneas de DHP em tampéao
HEPES 10 mM pH = 8,0, mostram uma tendéncia de ?H, T, e ?Ty» aumentar
com a concentracdo de DHP. Esses resultados sdo caracteristicos de bicamada
e, de acordo com as medidas de turbidez mostradas acima, possivelmente o

aumento de concentracdo de DHP favorece a formacdo de vesiculas



multilamelares, resultando, por razdes ainda ndo claras para nds, no aumento da
Tm Essa tendéncia ndo foi observada para as vesiculas espontaneas de
DODAB em &gua, cuja Ty, independe da concentracédo de DODAB < 10 mM.*" E
possivel que, ao contrario de DODAB, DHP forma vesiculas multilamelares em
concentragcbes maiores (DODAB tende a formar bicamadas extendidas e

agregados de bicamada).

Cp (kcal/mol/C)

0,6 mM

1mM
2mM

5mM

T T T T T T T T T T T 1
55 60 65 70 75 80 85

Temperatura (°C)

Figura 39 — Curvas de aquecimento DSC de vesiculas espontaneas de DHP em

tampéo HEPES 10 mM, pH = 8,0, a diferentes concentracdes DHP.

Uma observacado muito interessante é que, assim como as vesiculas de
DODAX, as vesiculas de DHP 5,0 mM séo estaveis por muito tempo (meses) a
temperatura ambiente e, ao contrario de DODAX, permanecem estaveis a 5 °C,

guando armazenadas em geladeira.
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Figura 40 — Curvas de aquecimento DSC de vesiculas espontaneas de DHP 0,6 mM
em tampdo HEPES 10 mM, pH = 8,0. O pico em azul representa DHP puro e em
vermelho DHP com sonda 4H4A a 3,0 uM.

Tabela 18 — Parametros associados a transicdo de fase de vesiculas espontaneas de
DHP em tampéao HEPES 10,0 mM pH = 8,0.

[DHP] mM ?H(kcal/mol) ?Ty, (°C) T (°C)
0,6 8,2 34 66,8
1,0 7,9 18 67,3
2,0 17,1 1,3 68,9
50 38,9 18 70,4

Comparando os resultados de DSC das vesiculas espontaneas de DHP
0,6 mM com e sem a sonda 4H4A, veificamos que as propriedades
termotropicas para essas vesiculas ndo variam muito, conforme esperado, ou
seja, a sonda ndo altera os valores de ?H, ?T12 e Ty (Fig. 40 e Tab. 20), pois no
inicio deste trabalho foi verificamos por F¢ e <r> de fluorescéncia da sonda 4H4A
incorporado nesse sistema vesicular de DHP 0,6 mM o valor da T, @70 °C,

apesar de mostrar nas duas curvas com e sem a sonda, diferentes picos



sobrepostos, evidenciando que existem estruturas vesiculares diferentes e a

sonda aumenta esse efeito.

Cp (kcal/mol/C)

Temperatura (C)

Figura 41 — Curvas de aquecimento DSC de vesiculas espontaneas de DHP 1,0 mM
em tampdo HEPES 10,0 mM, pH = 8,0, na auséncia e presenca de C;E;. R =
C,E;/DHP.

Para as vesiculas espontaneas de DHP 1,0 mM (Fig. 41 e Tab. 19), com
e sem Ci2E7, ndo foi possivel verificar, até 0 momento, todos os valores da Rgg,
ja realizadas por medidas de turbidez, a fim de comparar com esta técnica
(DSC), mas verificamos que para Rso = 1,2 ndo mostra a presenca de vesiculas
com estruturas grandes, mas sim, possivelmente a presenca de de vesiculas
mistas menores. Até hoje o sistema surfactante/DHP n&o foi muito estudado,
(mas apenas verificado DHP em agua tende a se agregar em estruturas
multilamelares).® Esse sistema (surfactante/DHP) sera investigado com mais

rigor em futuros trabalhos.



Tabela 19 — Pardmetros associados a transicdo de fase de vesiculas espontaneas de

DHP 1,0 mM em tampdo HEPES 10,0 mM, pH = 8,0, na presenca e auséncia de C,E-.

CE; ?H(kcal/mol) ?T1, (°C) T (°C)
0 8,4 18 67,1
12 5,7 14,6 65,6

Cp (kcal/molfC)

30 40 50

Temperatura (C)

Figura 42 — Curva de aquecimento DSC, de vesiculas espontédneas de DPPC 1,0 mM
em tampé&o fosfato 0,1 M, pH =7,4.

O termograma DSC de aquecimento para as vesiculas espontaneas de
DPPC 1,0 mM (Fig. 42) mostra um pico da temperatura de transicdo de fase (Tn,
= 41,3 °C), préximo da temperatura de transicdo das vesiculas de DPPC
formadas por métodos convencionais, confirmando, portanto, a formacdo de
estruturas de bicamada*?**"*’* Os parametros obtidos do pico de transic&o,
?Ti2 € ?H, Tab. 20 mostram que o pico € bem definido, indicando transicao
cooperativa.*® Observamos também que existem outras formas transicdes de
fases responsaveis pela presenca de pequenos picos antes e ap0s a transicao
principal (Tn) indicado pelas setas na Fig. 42.
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Fizemos medida de calorimetria para as dispersdes espontaneas de
DDAB 5,4 mM (bem acima, portanto, da CMC ~ 50 uM), e o termograma DSC,
Fig. 43 e Tab. 20, mostra um pico bem definido de transi¢do de fase em torno de
Tm = 15,6 °C, devido a formacdo de bicamadas ou vesiculas. Em trabalhos
anteriores foi verificada a presenca de vesiculas de DDAB em agua 1,0 e 2,0
mM, por medidas de Cryo-TEM, mostrando a presenca de vesiculas, e foi
observado que, quando se aumenta a concentracdo de DDAB elas tendem a
aumentar de tamanho, formando estruturas mais complexas.®® Quanto ao valor
da T, ser muito baixo relativo ao DODAB se deve ao menor tamanho da cadeia
hidrocarbénica (C 1,) de DDAB.

DDAB/H.O “

Cp (kcal/mol/C)

10 15 20

Temperatura (°C)

Figura 43 — Curva de aquecimento DSC de vesiculas espontaneas de DDAB 5,4 mM

em meio aquoso.



Tabela 20 — Valores de ?H, ?Ty, e T, das vesiculas espontaneas de DHP 0,6 mM em
tampdo HEPES 10,0 mM, pH = 8,0, com e sem a sonda fluorescente 4H4A 3,0 uM,
DPPC em tampao fosfato 0,1 M, pH = 7,4, e DDAB 5,4 mM.

Anfifilico ?H(kcal/mol) ?T12 (°C) Tm (°C)
DHP 47,5 34 66,8
DHP/4H4A 47,6 3,8 67
DPPC 7,2 10 41,3
DDAB 1,6 0,8 15,7

4.3. Fluorescéncia. Efeito de C12E, € HPS nas vesiculas de DODAX e DPPC
Sistemas sufactante/DODAX/sonda/dgua - A Fig. 44 mostra os espectros de
emissdo de fluorescéncia de DPB em vesiculas espontaneas de DODAX 1,0
mM, na auséncia e presenca de C;,E;, obtidas a 30 °C. A transicdo vesicula-
micela nos sistemas C;,E;/DODAX/agua € sugerida pela mudanca espectral de
DPB incorporado nesses sistemas.

O comprimento de onda maximo ( max) € a intensidade de fluorescéncia
variam com a razao de concentracao co-surfactante/DODAX, com uma grande
diminuigédo da intensidade na regido de Rgy. O deslocamento de | s, apesar de
muito pequeno (deslocamento para o azul, de 3 - 4 nm), com 0 aumento de R,
evidencia uma mudanca do meio micro-heterogéneo mais ordenado (vesicula)
para menos ordenado (micela). Em geral, quando sondas tDpo séo
solubilizadas em um meio homogéneo (solvente apolar) e, depois, em meio
micro-heterogéneo, menos ordenado (micela ou vesicula acima da Ty,), verifica-
se um deslocamento do | max para o azul, e, gquando em meio micro -heterogéneo,
mais ordenado (vesiculas abaixo da T,), ocorre o deslocamento de | ns para o
vermelho, indicando que a micro-viscosidade em meios micro-heterogéneos
difere dos homogéneos, onde esta relacionada também com a mudanca de
polaridade do meio polar (meio aquoso) e apolar na bicamada da vesicula ou em

micela, %372
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As Figs. 45 e 46 indicados pelas setas mostram o efeito da razdo de
concentracdo molar co-surfactante/DODAX na anisotropia e rendimento quantico
de fluorescéncia, F: das sondas DPB e B4A em vesiculas espontaneas de
DODAX 1,0 mM, obtidos a 30 °C. Das medidas de F¢ de DPB, incorporado nas
vesiculas de DODAX, na presenca de Ci2Es, obtivemos Rigt =1 e R — 4 - 7,
independentemente do contra-ion (CI ou Br’). Na presenca de HPS obtivemos
Rsat ~ 1 e de Rsq ~ 8 - 10. Estes valores estdo préximos dos obtidos por turbidez
e DSC.

900 1

—R=10
R=26
—R=41
R=9,0

I (u.a)

T T T T T 1
400 420 440 460 480 500

I (nm)

(a)

700 DPB

I (u.a.)

(b)
Figura 44 — Espectros de emisséo de fluorescéncia de DPB em vesiculas espontaneas
de DODAB (a) e DODAC (b) 1,0 mM, na auséncia e presenca de C;,E; (30 °C).
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Figura 45 — Rendimento quantico de fluorescéncia de DPB e B4A em vesiculas
espontaneas de DODAB (a) e DODAC (b) 1,0 mM, em funcdo da razdo co-
surfactante/DODAX (30 °C).
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Figura 46 — Anisotropia de fluorescéncia de DPB em vesiculas espontaneas de DODAB
(a) e DODAC (b) 1,0 mM, em funcéo da razdo co-surfactante/DODAX (30 °C).
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Para todos os sistemas co-surfactante/DODAX, Ra = 0,5 - 1, enquanto
que, para alguns desses sistemas Rsy ndo € bem definido, dificultando a
comparacao do efeito desses surfactantes (C12E, e HPS) em Ry, das vesiculas
de DODAX. Em alguns casos, a sonda usada pode ndo ser apropriada.
Repetimos, entdo, alguns experimentos e esse comportamento persistiram,
provavelmente devido a posicdo de sua localizagdo nas vesiculas. Como B4A
fica ancorado na interface o valor de Rso para Ci2Eg/DODAX s&o maiores, em
relacdo aos obtidos por DPB, que € mais hidrofébica e mostra valores de Ryl
menores, dificultando a andlise dos resultados. Para Ci2E7, medidas de F¢ e <r>
resultaram em Rsat = 0,5- 1,0 € Rsoi ~ 4 - 5,5 para DODAC e DODAB (Figs. 44 e
46, Tab. 21).

De acordo com estes resultados, a solubilizacdo das vesiculas
espontaneas de DODAX por surfactante tende a obedecer a sequéncia C2Es >

CE7 > C12Eg > HPS, independentemente do contra-ion (CI ou Br).

Tabela 21 — Valores de Rgy; € R, das vesiculas espontaneas de DODAX 1,0 mM com
C1:E, e HPS, obtidos por medidas de F ¢ (RQ) e<r> (AF) de DPB.

Sistema Rsat (RQ)  Rea (AF) R (RQ)  Ruoi (AF)
C.,Es/DODAC/DPB 1,0 05 5-7 57
C.,E;/DODAC/DPB 1,0 0,6 44 4.1

C,Es/DODAC/sonda*  0,7(B4A) 0,5(DPB) ~7 (B4A) 5,5 (DPB)
HPS/DODAC/DPB 1,0 0,7 8-10 ~11
C.,Es/DODAB/DPB 1,0 0,7 5-7 3,9
C.,E;/DODAB/DPB 0,9 0,6 45 4,1-55

C,Es/DODAB/sonda*  0,9(B4A) 1,0(DPB) ~8(B4A) 6,5 (DPB)
HPS/DODAB/DPB 0,8 0,7 8-10 ~10

*Valores de F; e <r> obtidos com sondas diferentes.
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Figura 47 — (a e ¢) Rendimento quantico de DPB em fungéo de surfactante/DODAX; (b
e d) Anisotropia de DPB em func¢éo de surfactantes/DODAX (30 °C).
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Com excecdo de C;,Eg/DODAB (Rsa: ~ 0,5, Fig. 47c), verificamos, para as
vesiculas sonicadas de DODAX (Figs. 47a, b e d), um pequeno aumento de F e
<r> no inicio da adi¢do do surfactante. Isso se deve porque as vesiculas sdo
menores e fragmentadas e apresentam diferentes formas

estruturais ,18,36,37,57,60,63

e favorecendo a distribuicAo dos surfactantes na
bicamada das vesiculas de DODAX, e o processo vesicula-micela ocorre a uma
concentragdo menor de surfactante. Para vesiculas sonicadas obtivemos Rsa —
0,1-0,5e Rsq~ 2-5,5,quando investigada por DPB (Tab. 22 e Fig. 47).

Os valores de Rsat € Rso Obtidos por medidas de F¢ e <r> (Fig. 47), para
os sistemas surfactante/DODAX, em vesiculas sonicadas, sdo coerentes com 0s
obtidos pelo grupo para os sistemas CiEg/DODAX® por medidas de

fluorescéncia.

Tabela 22 - Valores de R.; € Ry, das vesiculas sonicadas de DODAX 1,0 mM com
C1,E, e HPS, obtidos por medidas de F ; (RQ) e<r> (AF) da sonda DPB.

surfactante/DODAX R (RQ) Rsat (AF) Rsol (RQ) Rsol (AF)

C1.Es/DODAC 0,1 0,1 4 3,8
C1,E;//DODAC 0,1 0,1 3,8 2,6
C1,Es/DODAC 0,1 0,1 4 3,7
HPS/DODAC 0,1 0,1 4,6 4,6
C1,Es/DODAB - 0,2 4,8 4,0
C1,E;/DODAB - 0,3 4,2 4
C1,Es/DODAB 0,5 0,4 4,2 4
HPS/DODAB - 0,1 6 55

Vesiculas espontaneas de DPPC — A fim de verificar o efeito de co-
surfactante nas vesiculas de DPPC, preparadas espontaneamente em tampao
fosfato, investigamos o efeito da temperatura na anisotropia e rendimento
quantico de fluorescéncia de DPB nessas vesiculas (Fig. 48). Essas medidas
confirmaram o valor da T, de DPPC 1,0 mM, igual a 42,2 °C, em bom acordo
com os reportados na literatura para as vesiculas de DPPC preparadas por
outros métodos, T, ~ 41 °C.38424373.74 Essy pequena diferenca no valor da T,
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de DPPC deve estar relacionada ao empacotamento dos lipidios na bicamada
das vesiculas devido as diferentes estruturas existentes nessas dispersoes,

principalmente estruturas pequenas e grandes, uni- e multi-lamelares.

1 T,~-422°C
m \
0.151 DPPC/DPB ||
0,14
0,13
0,12
0,11
0,10
T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70

Temperatura ('C)

(a)

0,24

DPPC/DPB |

0,22

T ~43°C

/

0,20

<r>

0,18

0,16

ovt—uao--+r—v-v--+—"-——
20 30 40 50 60 70

Temperatura ('C)

(b)
Figura 48 — Efeito da temperatura no rendimento quéantico (a) e anisotropia de
fluorescéncia (b) de DPB 6,5 nM em vesiculas espontaneas de DPPC 1,0 mM em

tampéao fosfato pH = 7,4.
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4. 4. EPR de vesiculas espontaneas de DODAB. Efeito de NaCl
Obtivemos a T, das vesiculas espontaneas de DODAB 5,0 mM em agua e em
solucdo iso-osmolar de NaCl 1,0 mM, através de medidas de EPR, por

aquecimento e resfriamento da amostra (Fig. 49).
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Figura 49 - Variacdo (a) da largura do espectral (?H,) e (b) da razdo b/a dos espectro
RPE de 16-MESL em DODAB/agua 50 mM e em NaCl 1,0 mM, em fungdo da
temperatura por aguecimento e resfriamento.



Dos espectros RPE de 16-MESL em vesiculas de DODAB/agua e em
NaCl 1,0 mM, obtivemos a largura da segunda linha (hiperfina) o ?H,, e a razédo
b/a das amplitudes, em funcdo da temperatura (Fig. 19) e determinamos a Tp.>’
Monitoramos esses parametros variando a temperatura, por aguecimento e
resfriamento, da amostra, e observamos um efeito de histerese Fig. 49a e b,
Tab. 23).

De acordo com a Fig. 49 e Tab. 23, NaCl aumenta a T, das vesiculas de
DODAB, e a T, € sempre menor quando obtida por resfriamento do que por
aguecimento da mostra (efeito histerese). Os valores da T, obtidos por este
meétodo (Tab. 23) estdo em bom acordo entre s e com 0s obtidos por outros
métodos. A rigor, os valores de T, obtidos pelo monitoramento da razdo b/a é
cerca de 3 °C menor que dos obtidos através da medida de ?H,. Esse trabalho
em solucbes de NaCl serd a continuidade de futuros trabalhos em
concentracdes maiores para dispersbes de DODAB 5,0 mM, a fim de verificar o

efeito histerese.

Tabela 23 — T,, (°C) obtida dos espectros RPE de 16-MESL em vesiculas espontaneas

de DODAB 5,0 mM em agua e em NaCl. Valores obtidos por aquecimento e

resfriamento.
[NaCl] T (de ?H,) T (de ?H,) Tm (de b/a) T (de b/a)
(mM) (aquecimento)  (resfriamento) (agquecimento) (resfriamento)
0 39,2 38,0 43,5 40,4
1,0 42,0 38,3 44,2 43,6

5. Conclusdes

O conjunto das medidas apresentadas nesta tese indica que a transicao
vesicula-micela dos sistemas vesiculares catiénicos apresenta diferentes valores
de Rsat € Rsoi @analizada por diferentes técnicas (Tab. 24), mais coerentes com 0s

vabres de outros trabalhos ja relatados para sistemas semelhante a esse &
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Tabela 24 — Resumo dos valores de Ry € Ry, de DODAX, na presenca de Ci,E,, (n =5,

7 e 8) e HPS, obtidos por diferentes métodos.

DODAC DODAB
Surfactante
Rsat Rsol Rsat Rsol
S N i N AT O el A Bl B s
Ci2E5 0,3 1 0,5 | 32 46 ~6 57 0,2 1 0,7 3,2 46 ~6 39
CoEv 0,3 1 06 |56 35 44 41 | 02 0,9 0,6 5,6 40 44 -5
Ci2Esg 0,3 0,7 05 |51 57 ~7 55 0,5 0,9 1 6,2 6,7 ~8 65
HPS 0,2 1 0,7 (~11 125 ~9 ~11| 05 0,8 0,7 ~12 13 ~9 -~10
*Valor extraido da Ref. 60.

A partir desses resultados, enumeramos as seguintes conclusoes:

A transicao vesicula-micela ocorre em dois (para DDAB e DPPC) ou trés
estagios (para DODAX). Para DHP nao é muito definido.

Os surfactantes Cj2E, solubiliza mais as vesiculas catidnicas (DODAX) e
anidnicas (DHP) do que HPS, e a zwiteribnica (DPPC) néo é solubilizada
somente pelo CpEs, mesmo em diferentes tempos de mistura do
surfactante.

A solubilizacdo das vesiculas de DODAX e DHP por G:E, tende a
diminuir com o aumento de n.

Observamos que, apés a mistura dos surfactantes, o tempo necessério
para o sistema alcancar o equilibrio € menor do que 10 min., e depende
da natureza dos surfactantes, e as medidas devem ser realizadas na
condicao de equilibrio.

O efeito da extrusdo aumenta a solubilidade de DHP pelos surfactantes
ndo-ibnicos e zwiteridnicos. Para DODAX esse efeito &€ menor.

O efeito do co-soluto estabiliza as misturas de vesiculas e micelas em
solucéo, retardando a transicdo para micela.
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O tamanho das cadeias hidrocarbonicas dos surfactantes cationicos
(DDAB e DODAB) tem grande efeito na solubilizacdo das vesiculas,
independentemente da espécie do surfactante (ndo-iénico e zwitteriénico)
adicionada. Quanto maior a cadeia, menor éa solubizacdo (maior Rsq).
As vesiculas espontaneas de DODAC sao solubilizadas mais facilmente
do que as de DODAB, independentemente do surfactante nao-iénico ou
zwitteridnico adicionado, indicando diferente afinidade dos contra-ions Br
e CI as vesiculas (Br tem maior afinidade).

Para todas as vesiculas de DODAX, independentemente do co-
surfactante (Ci2E, ou HPS), verificamos por medidas de DSC uma
mudanca estrutural de vesicula-micela na mistura, quando mostra um
alargamento nos picos das curvas de DSC, assim como para Ci2E7/DHP.
Por medida de turbidez essa transicdo é evidente pela diminuicdo do

valor medido.
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