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PROPRIEDADES TERMOTROPICAS DE VESICULAS DE ANFIFILICOS
SINTETICOS PREPARADAS POR DIFERENTES METODOS. Tese de
Doutorado apresentada por Carlos Roberto Benatti a UNESP, campus de Sdo
José do Rio Preto, para a obten¢do do titulo de Doutor em Biofisica Molecular,
2000.

RESUMO

Ainda que dispersées do anfifilico catibnico brometo de
dioctadecildimetilaménio (DODAB) tenham sido muito estudadas, suas
propriedades ainda ndo sio completamente conhecidas. Sabe-se que a estrutura e
propriedades das vesiculas anfifilicos depende do método de preparagdo, da
concentra¢do de anfifilicos, for¢a idnica, temperatura, etc., mas pouco se sabe
sobre o efeito quantitativo desses parametros na estrutura das vesiculas. Neste

trabalho utilizamos ressondncia paramagnética eletronica (RPE), fluorescéncia de

estado esticionario e turbidez para investigar o comportamento termotrépico de

fase e a transi¢do de fase gel para liquido-cristalino (7;,) de DODAB em &gua, na
auséncia e presenca de D-glicose, sacarose, uréia e NaCl. As dispersdes foram
preparadas por sonica¢do a banho, injecdo cloroférmica e dilui¢do simples (ndo-
sonicac¢do), a fim de obter vesiculas unilamelares pequenas, grandes e gigantes,
respectivamente.

Os espectros RPE indicam que, abaixo da T;, ~ 42,7 °C, as vesiculas nio-
sonicada de DODAB consistem de uma uma unica fase (fase gel), enquanto que
as vesiculas sonicadas consistem de duas fases ou populagdes distintas, uma
similar a obtida para as ndo-sonicadas e a outra em um estado mais moével,
comparavel ao estado liquido-cristalino, com 77, ~ 39 °C. Os resultados de RPE e
fluorescéncia indicam que a 7, e a cooperatividade da transi¢do diminuem com o
tamanho das vesiculas. Solutos idnicos e ndo-idnicos produzem maior efeito na
T das vesiculas sonicadas do que na das ndo-sonicadas. Os resultados sugerem
que a densidade de empacotamento da bicamada das vesiculas de DODAB varia
de acordo com a seqiiéncia: sonicadas < injetadas < ndo-sonicadas, ou seja,

aumenta com o aumento do tamanho vesicular.
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THERMOTROPIC PROPERTIES OF VESICLES OF SYNTHETIC
AMPHIPHILIC PREPARED BY DIFFERENT METHODS. Doctor’s thesis
presented by Carlos Roberto Benatti to Universidade Estadual Paulista (UNESP),
campus of Sdo José do Rio Preto, State of Sdo Paulo, Brazil, to obtain the
Doctor’s Degree in Molecular Biophysics, 2000.

ABSTRACT

In spite of being widely investigated, the properties the cationic surfactant
dioctadecyldimethylammonium bromide (DODAB) dispersions are still not
completely understood. It is known that the structure and properties of the
amphiphilic vesicles depend on the preparation protocol, on the amphiphile
concentration, ionic strength, temperature etc. In this work we have used electron
paramagnetic resonance (EPR), steady-state fluorescence and turbidity methods to
investigate the thermotropic phase behavior and the gel to liquid-crystalline phase
transition temperature (Z.) of the cationic amphiphile
dioctadecyldimethylammonium bromide (DODAB) prepared in water, in the
absence and presence of D-glucose, sucrose, urea, and NaCl. Small, large and

giant unilamellar vesicles were prepared by bath-sonication, chloroform-injection

and simple dilution (non-sonication), respectively.

The EPR spectra indicate that below 7;, = 42.7 °C the non-sonicated
DODAB vesicles consist of a single (gel) phase, whereas DODAB sonicated
dispersions indicate the presence of two phases: the gel phase similar to that
obtained for the non-sonicated samples (77, =~ 39 °C), and the other one (liquid-
cristalline-like) in which the spin labels are more mobile within the investigated
temperatures (15 to 50 °C). The results indicate that 77, and the cooperativity of
the phase behavior tend to decrease when the vesicle size is augmented. Ionic and
non-ionic solutes have stronger effects on the sonicated than non-sonicated
vesicles. The results also indicate that the bilayer packing in DODAB vesicles
varies in the protocol sequence: sonicated < injected < non-sonicated, that is, it

increases with the vesicle size.
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Introducao

CAPITULO I

INTRODUCAO

I.1. Sistemas Anfifilicos

Os lipidios sdo os componentes que estruturam as membranas celulares
organizando-se em duas monocamadas justapostas, uma interna e a outra
externa, tornando as membranas celulares capazes de reter componentes
biol6gicos no seu interior. Como as células nio s3o sistemas isolados, o seu
interior comunica-se com o exterior por difusdo ou através de canais de proteinas.
Existe uma variedade de lipidios; porém, uma caracteristica comum entre eles é a
estrutura dual com diferentes polaridades, uma parte hidrofilica ou polar, provida
ou ndo de carga, e a outra parte hidrofébica ou apolar, geralmente formada por
cadeias de hidrocarbonetos. Devido a esta caracteristica bipolar, os lipidios sdo
denominados de moléculas anfipaticas (ou anfifilicas).

Langmuir foi o primeiro pesquisador a considerar a importincia de
interagbes entre lipidios na forma¢do de monocamadas. Seus contemporineos,
Gorter e Grendel, na década de 20, demonstraram que a estrutura bdsica das
membranas biologicas é provavelmente uma bicamada lipidica.' Dez anos depois,
em 1935, Danielli e Davison® propuseram o modelo da estrutura de bicamada, o
que levou Singer e Nicolson a estabelecer em 1972 o modelo do mosaico fluido,’
aceito até hoje, no qual a bicamada lipidica contém proteinas em seu interior,

Figura 1. Devido a importdncia dos lipidios nos sistemas bioldgicos e a
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complexidade das membranas celulares, foram desenvolvidos modelos para
facilitar o entendimento da estrutura e fun¢do das membranas celulares. Foi a
partir do trabalho de Bangham e cols.,* em 1965, que houve uma maior expansio
no estudo das propriedades desses sistemas-modelo para se estudar as membranas

biolégicas. Em 1976, Kunitake e cols.’ obtiveram pela primeira vez vesiculas

sintéticas de sais de amonio quaterndrio. A partir de entdo, muitos estudos foram
feitos com sistemas de anfifilicos sintéticos procurando correlacionar suas

propriedades com as dos sistemas lipidicos.

Figura 1: Modelo do mosaico fluido para a estrutura da membrana. (J. R. Holun,

Fundamentals of General, Organic, and Biological Chemistry, John. Wiley, Nova
Torque, 1995, p.180)

Assim como os lipidios, os anfifilicos sintéticos tém diferentes estruturas,
geralmente com uma ou duas cadeias alquilicas ligadas covalentemente ao grupo

polar. Quando hidratados, os anfifilicos podem se agregar em diferentes
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estruturas. Na presenca de agua, a regido polar (hidrofilica) tende a aumentar a
desordem local das moléculas de dgua e a regido apolar (hidrofébica) tem um
efeito de ordenar as moléculas de dgua proéximas. O efeito hidrofébico direciona a
formagdo e a manutengdo dos agregados.’ Os anfifilicos agregam-se de modo a
minimizar a drea de contato das caudas com a dgua, resultando em um aumento
na entropia, Figura 2. A hidratacdo dos anfifilicos, como de outras moléculas,
ocorre com a formagdo de varias camadas de moléculas de dgua sobre a molécula
hidratada, conhecidas como camadas de solvatagdo. O grau de liberdade das
moléculas de dgua ¢é diminuido quanto mais préximas estio da molécula
solvatada.

A estrutura formada pela agregacdo de anfifilicos em um dado solvente
depende da natureza dos anfifilicos e das caracteristicas do meio. Dentre os
fatores que afetam a estrutura dos agregados, destacamos: a) area da regido polar
dos anfifilicos; #) comprimento e volume das cadeias hidrocarbdnicas; ¢
caracteristicas do solvente e d) temperatura.” Os anfifilicos com uma tnica cadeia
alquilica, que apresentam a se¢do transversal da regido polar maior do que a da
cauda, tendem a agregar-se em micelas esféricas; anfifilicos com duas cadeias
alquilicas tendem a agregar-se em bicamadas planas, formadas por anfifilicos com
a se¢do transversal da regido polar igual a das cadeias hidrocarbdnicas, ou
bicamadas fechadas (vesiculas ou lipossomos), formadas pelos anfifilicos com a
se¢do transversal da regido polar maior do que a das cadeias hidrocarbdnicas,

como um cone truncado,® Figura 3.
Neste trabalho a estrutura mais investigada foi a vesicular, que apresenta

um grande potencial de aplicagdio bioldgica, farmacéutica e industrial. Por

0

exemplo, no encapsulamento de drogas,’ em catélises,'” como bactericidas,'

cosméticos,'? terapia génica," etc.
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Dispersiio dos
lipidios em HyO
Cada uma das
moléculas lipidicas
forga as moléculax de
H,0 que estlio ao redor
a tornarem-se
altamente ordenadas

Agregados de
moléculas lipidicas
Apenas a8 porghes
lipidicas rituadas nas
bordas do agregado &
que forgam o
ordenamento das
moléculande dgua. Um
nimero menor de
moléculas de HyO estio
ordenadas ¢ a entropia
estd aumentada

Micelas

Todos os grupos
hidrofdbicos estéo
escondidos da dgua; nio
estd presente 0
envoltério altamente
ordenado de moléculas
H,0 e a entropia est4
aumentada

&
DAL

Figura 2: Hidratag4o dos anfifilicos durante a formagio da estrutura micelar. (A. L.

Lehninger e cols. Principios de Bioquimica, Savier, Sdo Paulo, 1995, p.66)
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Figura 3: Agregados formados por anfifilicos de diferentes estruturas: micela (a),

Bicamada plana (b) e vesiculas (¢). (A.L. Lehningere cols. Principios de
Bioquimica, Savier, Sdo Paulo, 1995, p.190)

1.2. Anfifilicos Catidnicos

Algumas moléculas diminuem consideravelmente a tensdo superficial da
agua, e sio chamadas de surfactantes; por exemplo, sabdo e detergente.'
Dependendo da natureza elétrica da parte polar, os surfactantes podem ser
catiOnicos, anidnicos, nao-ibnicos ou zwiteribnicos. Os surfactantes catiénicos

derivados de sais de aménio quaternario sio muito explorados no estudo de

agregados supramoleculares.”®'%!"1>1 GQajs de aménio quaterndrio sio obtidos

pelo processo de exaustiva metilagdo usando uma amina primaria ou secunddria e
um cloreto de alquila. A formac¢do de anfifilicos derivados de sais de amOnio
quartenario ocorre com a ligacio de uma ou mais cadeias alquilicas ao
nitrogénio." A polaridade do meio, o tamanho da(s) cadeia(s) hidrocarbonica(s),
a temperatura e a sua estrutura molecular sio propriedades determinantes da
solubilidade dos anfifilicos em geral.”® Os anfifilicos derivados de sais de aménio

quaterndrio sdo soluveis em solventes organicos como o etanol, cloroférmio,
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acetato de etila, diclorometano, entre outros. A solubilidade em dgua diminui

com o tamanho e nimero da cadeia alquilica.

Neste trabalho investigamos basicamente dispersdes de brometo de
dioctadecildimetilaménio (DODAB) preparadas por diferentes métodos, Figura 4.
Em alguns experimentos também foram utilizados os surfactantes homoélogos

cloreto de dioctadecildimentilaménio (DODAC) e o brometo de
octadeciltrimetilamoénio (C,;3TAB) e o surfactante anidénico dihexadecil fosfato de
sodio (DHP). DODAB e DODAC sdo anfifilicos dialquilados que diferem apenas
pelo contra-ion (Br e CI) e C;sTAB é mono-alquilado. Esses surfactantes, ap6s
hidratados a uma dada temperatura e concentra¢io, tendem a agregar-se

formando vesiculas ou micelas.

Figura 4: Estrutura quimica do (a) brometo de octadeciltrimetilaménio (C,sTAB) e
(b) brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB).
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1.3. Vesiculas de Anfifilicos Sintéticos

A hidrofobicidade dos anfifilicos aumenta com o nimero e tamanho das
caudas.” Anfifilicos dialquilados sdo em geral pouco soliveis em 4gua e a

formacdo de vesiculas requer métodos especiais de preparagio. As vesiculas

podem ser esféricas ou nao-esféricas,”” com uma ou mais bicamadas (lamelas),

denominadas uni ou multilamelares.? Quando compostas de fosfolipidios
naturais, as vesiculas sio freqlientemente chamadas de lipossomos.

O tamanho e as propriedades das vesiculas em geral dependem do método
de preparacdo. Os métodos mais utilizados sdo: a) sonicagdo com ponta de
titdnio, no qual as ondas de ultra-som sio emanadas de uma ponta de titinio
diretamente na amostra;'*?! 5) sonicagdo a banho, que propaga ondas de ultra-
som através da amostra em banho-maria;*** ¢) injegdo cloroférmica, etanélica ou
diclorometano, no qual o surfactante diluido no solvente organico é injetado em
uma solugdo aquosa acima da temperatura de evaporagio do solvente;?"**? g)
extrusdo, no qual se faz passar repetidas vezes uma solu¢do aquosa do surfactante
acima da temperatura de solubilizagdo por uma membrana de ndilon de
porosidade conhecida;***® e €) ndo-sonica¢do, que consiste de simples dilui¢io do
surfactante em solugdo aquosa.???*%

A escolha do método de preparagdo depende da aplicagdo das vesiculas. A
sonica¢do com ponta de titdnio tem a desvantagem de contaminar a amostra com
particulas de titdnio, porém ¢é muito utilizada devido ao reduzido tempo de
exposi¢do ao ultra-som. Na sonica¢do a banho, a amostra fica vedada em um
frasco de vidro e isolada de impurezas, mas requer um tempo maior para a
obtencdo das vesiculas. A inje¢io com solvente organico, em geral deixa
resquicios do solvente na dispersdo. Vesiculas de tamanhos variados podem ser
preparadas por extrusdo, que apresenta pouco risco de contamina¢do durante o
preparo € cujo tamanho dos poros da membrana de ndilon pode limitar a
passagem de algumas moléculas no processo de encapsulamento. As vesiculas
formadas por simples dilui¢do (ndo-sonicadas) sdo grandes, o que pode facilitar o

encapsulamento de moléculas.
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Medidas de tamanho das vesiculas tém mostrado que o raio das vesiculas
sonicadas varia de 150 — 800 A,** o das vesiculas injetadas (cloroférmica ou
diclorometano) varia de 800 a 2000 A,2"* o das vesiculas extrudadas estd no
intervalo de variagdo entre as vesiculas sonicadas e as injetadas, porém, depende

da porosidade da membrana de néilon e das nio-sonicadas é maior que 2000 A >

I.4. Propriedades Termotropicas de Vesiculas

As vesiculas podem durar dias, semanas ou meses, dependendo das
condigdes do solvente e estocagem. Utilizando vesiculas pequenas de fosfolipidios
derivados de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), preparadas por extrusdo,
Lichtenberg e cols.”® observaram que as vesiculas com didmetro de até 400 A sdo
instaveis abaixo de sua temperatura de transicdo e fundem-se espontaneamente
formando vesiculas maiores. Yoger e cols.”’ estabeleceram condi¢des especificas
nas quais comprovaram que na presenca de Na,SO, vesiculas sonicadas de
DODAB fundem-se, acarretando uma diminui¢do na curvatura das vesiculas.
Carmona-Ribeiro e cols.® observaram que vesiculas pequenas de DODAC
preparadas pelo método de sonicagdo com ponta de Ti sdo meta-estaveis.
Estruturas estaveis foram observadas para as vesiculas grandes obtidas por injecdo
cloroférmica.®® Kodama e cols. demostraram que no sistema binério
DODAB/4agua, DODAB na fase gel estd no estado termodinimico meta-
estavel.”!

A composi¢do anfifilica e as condigdes do meio, tal como, o pH,* for¢a

24,33.35 36-39 15,17,40,41

idnica, presenca de solutos, a temperatura, etc., podem ser
sistematicamente controladas no estudo das propriedades fisico-quimicas de
vesiculas. Um processo que tem recebido grande atengdo nos sistemas de
anfifilicos ¢ o comportamento de fase da bicamada vesicular induzido pela

temperatura.
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Esforgos tém sido feitos para elucidar a correlagio entre a transi¢do gel <
liquido-cristalino com a estrutura e organizagdao dos anfifilicos em bicamadas
vesiculares.”*® A transi¢do de fase dos fosfolipidios tem atraido estudos te6ricos e
experimentais pois ela reflete as interagdes fosfolipidio-fosfolipidio e fosfolipidio-
solvente. As principais fases lamelares dos anfifilicos sdo a tipo s6lida com as
cadeias alquilicas no estado cristalino (ou estado gel, Lg) e a liquido anisotrépico
com as cadeias fluidas (estado liquido-cristalino, Z,).>**** No estado gel, a baixas
temperaturas, as cadeias anfifilicas estdo posicionadas perpendicularmente a
superficie da bicamada ou um pouco inclinadas (estado Lg), estando rigidas e
estendidas, enquanto que a elevadas temperaturas, estado liquido-cristalino, as
cadeias dos anfifilicos estio mais flexiveis. A transicdo entre esses dois estados se
d4d em uma estreita regido de temperatura, na temperatura de transicio de fase,

“melting temperature” (7;,), Figura 5. Variagbes no ntmero, tamanho e

composi¢io das cadeias alteram a 7;,.* Na transi¢do do estado gel para o liquido-

cristalino vérias alteragdes nos anfifilicos e conseqiientemente nas propriedades
das vesiculas tém sido reportadas para sistemas de fosfolipidios. Os fosfolipidios
sofrem uma variacdo conformacional resultando em uma redu¢io no volume

# e um aumento na 4drea ocupada pela regido polar

interno das vesiculas,*
anfifilica, acarretando um aumento no didmetro das vesiculas.”’**4 A hidratacio
dos fosfolipidios aumenta com a temperatura.”® Bagatolli e Gratton reportaram
que moléculas de agua devem penetrar na bicamada para acomodar o maior
didmetro vesicular correspondente a fase fluida.*

Durante a transi¢do de fase em membranas lipidicas, flutuagGes na entalpia
sdo maximizadas nas cadeias hidrocarbonicas resultando em uma pronunciada
maximiza¢do da capacidade calorifica. Uma transi¢io de baixa entalpia, abaixo
da T3, tem sido observada em membranas lipidicas para a fase ondulada (“ripple
phase”) na temperatura de pré-transicdo (7;).”"* A T, é consideravelmente menos
cooperativa do que a 7, e o intervalo de temperatura entre 7, e T
aparentemente depende do comprimento das cadeias. A 7}, aparenta depender do

55

estado de empacotamento dos anfifilicos.”” As membranas multilamelares

mostram uma 7, claramente distinguivel da 7;,, porém a 7, pode também ser
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detectada em sistemas unilamelares,”® para os quais o intervalo de temperatura

entre a 7, e a T, € menor do que para as membranas multilamenlares. A

existéncia da 7, é dependente do tamanho da regido polar dos anfifilicos,

diminuindo conforme aumenta a 4rea ocupada pela cabega polar.”’ A Lyea Iy

tém sido relacionadas também com a curvatura das vesiculas. Brumm e cols.*®
observaram que a curvatura de vesiculas fosfolipidicas influencia fortemente o
comportamento da transicio de fase das membranas, concluindo que a T
diminui com o aumento da curvatura da superficie vesicular. Célculos teéricos
sugerem que a varia¢do da 77, pode ser entendida como uma redugdo da pressdo

lateral na bicamada com o aumento da curvatura.*®

Figura 5: Ilusttragdo da bicamada de fosfolipidios, (a) acima e (5) abaixo da

temperatura de transi¢do. (D. Voet e J. G. Voet, Biochemistry, John Wiley &
Sons, Nova lorque, 1990, p.283)

O movimento das cadeias hidrocarbonicas de DODAB e DODAC ¢
restrito, mesmo acima da 7;,.*! Este movimento se deve a flexibilidade das cadeias
hidrocarbOnicas pela rotagdo das ligagdes, movimento térmico aleatério e
deslocamento lateral das moléculas.” No entanto, a bicamada vesicular é

comumente descrita como um meio fluido.
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Na Tabela 1 listamos alguns valores da T, obtidos por diferentes métodos e
grupos de pesquisa para vesiculas de DODAB e DODAC preparadas por
diferentes métodos. Observamos que os valores de 7;, obtidos por um dado
método diferem entre si, sugerindo que a 7;, ocorre em uma pequena faixa de

temperatura e depende do contra-ion.

Esta selecdo de resultados mostra que a transicio de fase em sistemas

vesiculares precisa ser melhor explorada para que se entenda a relagdo estrutura-
funcdo das vesiculas e a sua aplicagdo como sistemas miméticos de membranas
naturais. Uma descri¢do compreensiva do comportamento de fase dos anfifilicos é
dificil pois envolve varias interagdes que contribuem para o equilibrio das fases
(efeito hidrofébico, estérico, eletrostdtico, interagdes de van der Waals, etc.).

Tabela 1°: Valores da temperatura de transi¢io () para dispersdes de DODAB e
e DODAC preparadas por diferentes métodos.

Anfifilico  Solvente Meétodo de 75" T.” Metodologia Ref.
Preparagio C) (O

DODAC agua sonica¢do/Ti 35,1 46,8° turbidez 18
DODAC agua sonicagdo/Ti 35,5 polariz. fluoresc.
DODAC agua sonica¢do/Ti 38,0 viscosidade
DODAC colesterol 17%  sonicagdo/Ti 37,6 viscosidade
DODAC agua sonica¢do/Ti 36,2 42,9° reducgdo osmoét.
DODAC agua sonica¢do/Ti 37,0 anilagdo
DODAC NaCl50mM  sonicagdo/Ti 37,5 pressdo superficie
DODAC NaCl42mM  sonicagido/Ti 38,6 turbidez
DODAC agua sonica¢do/Ti 38,0 ESR
DODAC agua sonicag¢do/Ti 40,0 pireno
DODAC sonica¢do/Ti 37,5348 turbidez
DODAC injecdo/CHCl; 38,6 34,4 turbidez
DODAC injecdo/CHCl; 47,5 42,0 turbidez
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Anfifilico  Solvente Método de Tt y Metodologia
Preparagdo £C) . (C)
DODAC agua ndo-sonicagdio 46,0 DSC
DODAC agua ndo-sonicagdo 47,9 DSC
DODAC agua sonica¢do 47,8 DSC
DODAC agua extrusdo 200 nm 47,1 DSC
DODAB Hepes ndo-sonicagdo 47,8 DSC
DODAB agua sonicagdo/banho 45,0 espalham. de luz
DODAB agua sonica¢do/Ti 36,0 fluorescéncia
DODAB agua sonicagdo/Ti 36,0 anisotropia
DODAB agua sonicagdo 43,0 rendim. quantico
DODAB agua sonicagio/banho 36,0  40,3° DSC
DODAB agua ndo-sonicagdo 35,0 42,0° rendim. quantico
DODAB nio-sonicagdo 36,0 45,2°¢ DSC
DODAB agua ndo-sonicagdo 44,8 DSC
DODAB agua injedo/CHCl; 43,5 = 39,0 turbidez
DODAB agua sonica¢do/Ti 35,0 anisotropia
DODAB agua ndo-sonicagio 45,3 DSC
DODAB agua sonicag¢do 46,7 DSC
DODAB agua extrusdo 200 nm 44,8 DSC

* Tabela adaptada da Ref. 66 e complementada;
- medidas feitas por o aquecimento (a) ou resfrimento (5) da amostra,
(¢) segunda transi¢do observada.

A tabela acima mostra a dificuldade na obtenc¢do da 7, de DODAB e
DODAC, cujos valores flutuam em fun¢do ndo apenas do método de obtengido
como também do modo de preparar as vesiculas. O baixo valor obtido na T, de
DODAC podem ser explicados pela pequena presenca de cadeias C16 contida nos
anfifilicos de DODAC. Os fatores que influenciam a transi¢do de fase do estado

gel para o liquido-cristalino variam desde o método de preparo até o tamanho e

polidispersidade das vesiculas. Nosso trabalho reporta o efeito do método de

prepara¢do das vesiculas e de solutos nas suas propriedades termotrépicas.
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1.5. Efeito de Solutos em Vesiculas Sintéticas

Em meio liquido, moléculas do soluto difundem-se rapidamente e
interagem constantemente com as moléculas da vizinhanga. Geralmente as
moléculas do soluto causam uma perturba¢do local na ordem das moléculas do
solvente. A presenca de solutos pode alterar as propriedades do solvente, tal como
o momento de dipolo ou grau de ionizagdo e,’ portanto, alterar o empacotamento
das cadeias hidrofébicas e as propriedades das vesiculas.***

O efeito de solutos nas vesiculas depende diretamente das caracteristicas
dos mesmos. Solutos como sacarideos interagem mais com a regido da interface
vesicular,® enquanto que a uréia pode interagir com a regido hidrofébica da
bicamada.” Alguns autores tém reportado o efeito de solutos no comportamento
termotropico de vesiculas formadas por fosfolipidios de cadeias saturadas, como
DPPC.""" Variagdes da T;, de vesiculas em solutos para baixo ou para cima da
Tm de vesiculas em dgua sdo os mais pronunciados e detectaveis efeitos de solutos
no comportamento de fase dos anfifilicos. Analisando vesiculas unilamelares
extrudadas de DPPC em presen¢a de sacarideos como glicose, frutose, sacarose e
trealose, observou-se que a 7, aumenta,”’ porém com diferentes efeitos entre os
agucares.

Tem-se explorado muito pouco o efeito de solutos nas propriedades

termotropicas de vesiculas de anfifilicos derivados de aménio quaternario.

I.6. Técnicas Aplicadas ao Estudo do Comportamento

Termotropico de Vesiculas

Diversas técnicas tém sido aplicadas no estudo das propriedades de
vesiculas de anfifilicos naturais ou sintéticos, por exemplo, turbidez,

espalhamento de luz, fluorescéncia de estado estaciondrio e resolvida no tempo,
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ressonancia magnética nuclear (RMN), ressondncia paramagnética eletronica
(RPE), calorimetria diferencial de varredura (DSC), entre outras. Informacdes
sobre o grau de ordem ou fluidez da bicamada anfifilica podem ser obtidas por

técnicas  espectroscopicas, tais como fluorescéncia®’

€ ressonancia
paramagnética eletrdnica (RPE).”*”® Neste trabalho, utilizamos basicamente as
técnicas de RPE e fluorescéncia de estado estaciondrio para o estudo das
propriedades termotrépicas de vesiculas de DODAB.

As propriedades moleculares dependem das ligagdes formadas por seus
elétrons. A luz emitida por um feixe pode ser absorvida ou espalhada por uma
molécula que sofre transicio entre niveis discretos de energia. Em geral,
moléculas formadas por duplas ligagdes conjugadas possuem elétrons
desemparelhados capazes de sofrer transicio de um estado de baixa energia para
outro de energia maior ap0s absorverem luz na regido do visivel ou ultravioleta.

DODAX (X= Br ou CI) sio moléculas saturadas que nio possuem elétrons

capazes de softer transicio de estado. Por isso, a aplicagdo das técnicas de

fluorescéncia e RPE no estudo de vesiculas de DODAX requer o uso de sondas
ou marcadores.
A seguir apresentamos uma breve descricdo das técnicas utilizadas neste

trabalho. Detalhes do procedimento experimental é mostrado no Capitulo II.

I.6.1. Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

A técnica de RPE baseia-se no momento magnético de elétrons
desemparelhados e das suas propriedades magnéticas.”® Na maioria das moléculas
biolégicas os elétrons estio emparelhados e nio produzem sinal de RPE. A
técnica requer, portanto, o uso de sondas paramagnéticas ou marcadores de spin
(spin labels) end6genos ou exdgenos ao interior da macromolécula, possibilitando
o estudo da relagdo estrutura-funcio do micro-ambiente do marcador.
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Conseqiientemente, RPE tem tido grande aplicagdo em estudos biofisico-quimicos
e sistemas coloidais.®*™” A Figura 6 ilustra as partes funcionais de um
espectrOmetro de RPE, que consiste de uma fonte de microondas, uma cavidade
ressonante na qual a amostra é inserida em um recipiente de vidro ou quartzo, um
detector de microondas e um eletromagneto com um campo magnético variavel.
O espectro de RPE é obtido monitorando a absor¢do de microondas com a

variagdo do campo. Um tipico espectrdmetro de RPE é mostrado na Figura 6.

fonte de
microondas detector

detector

= sensivel

cavidade de == Bl afase
ressonancia s

modulagdo
de entrada

Figura 6: Apresentagdo esquematica de um espectrometro de RPE.
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Em presenca de um campo magnético externo, estitico, elétrons
desemparelhados com nimero quantico de spin S= %2 (m; = £ '2) movimentam-se
em torno do eixo do campo (eixo z) com uma componente do momento angular
de spin paralelo (m; = + '2) ou antiparalelo (m; = - '2) ao eixo z. Um campo
magnético oscilante perpendicular a0 campo magnético estatico, induz transigGes
entre os dois estados de spin quando a freqiiéncia do campo ¢ igual a freqiiéncia
de precessdo do dipolo magnético do elétron. Em um dado campo magnético, a
freqiiéncia de ressondncia de um elétron desemparelhado é 10° vezes maior do
que a freqiéncia do nucleo. Por isso, os experimentos de RPE requerem
freqiiéncias em torno de GHz (1 GHz = 10’ ciclos/seg = 10* MHz).”” O marcador
de spin mais usado é o radical nitr6xido, que possui uma intera¢do entre um
elétron desemparelhado e o nucleo do nitrogénio, com spin nuclear igual a 1

(interagdo hiperfina), podendo ser isotrépica (independente da orientagdo do

campo magnético aplicado, H) ou anisotropica (dependente da orientagdo de H

em relagdo a um eixo molecular).

O radical nitréxido é bastante estavel e inerte e sua intera¢do hiperfina
possui trés linhas da estrutura do nitrogénio (I = 1, m; = -1, 0 e +1).”* A estrutura
hiperfina (desdobramento hiperfino, A) do nitréxido varia com a orienta¢io do
campo magnético relativo ao eixo do nitroxido, intera¢do anisotroOpica. Esta
anisotropia espectral faz de RPE uma excelente técnica para o estudo de
movimentos moleculares em meios condensados. Por esta razdo, utilizamos
marcadores de spin com radical nitréxido, derivados do metil éster do acido
estearico, marcados no carbono 5 e 16 (5 e 16-MESL) e do acido estedrico,

também marcados no carbono 5 e 16 (5 e 16-SASL), Figura 7.
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Introducdo

Figura 7: Estrutura quimica dos marcadores. de spin 5-MESL e 16-SASL.

A anisotropia da interag¢do hiperfina nuclear surge da interacdo dipolar do
momento magnético do elétron com o momento magnético do nicleo. A
anisotropia do desdobramento hiperfino A, é caracterizada por trés valores
principais: Ay, Ayy € A;,. Atribui-se ao radical N-O o sistema de coordenadas
cartesianas (X, y e z), tal que o eixo-x esteja na dire¢do da ligagdo N-O e o eixo-z
ao longo do orbital 2pr do nitrogénio. Quando o campo magnético € aplicado na
dire¢do do eixo-z, o valor de A é maximo (A,;). A Figura 8 mostra os parametros
empiricos Apsx € Amn, valores maximo e minimo, respectivamente, do
desdobramento hiperfino obtido para o sistema estudado. A largura das linhas no
desdobramento hiperfino ¢é sensivel a velocidade de rotagdo do marcador. Quando
o movimento de rotacdo diminui, as linhas se alargam.”” Em meio altamente

rigido o movimento do marcador fica bastante lento, com uma distribui¢do
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aleatéria de orientagdo dos seus eixos moleculares. Nesse caso, cada molécula

contribui com um espectro, e o0 espectro resultante provém da soma de todas as

possiveis orienta¢des em relagdo ao campo magnético aplicado. Com a polaridade

constante, variagdes em Ay, se devem a mudangas no parametro de ordem ou ao
tempo de correlagdo (tc). Amsx €std somente relacionado a ordem quando o
movimento é rapido. Para movimentos lentos, Ans € uma mistura de ordem e
mobilidade.’

Figura 8: Espectro RPE de 5-SASL em vesiculas de DODAB a 15°C mostrando

0s parametros empiricos de fluidez Ay € Anin-
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Introdiiciio 19

Nas bicamadas vesiculares os anfifilicos apresentam certa mobilidade e
ordem, e o grau de organiza¢gdo e mobilidade podem ser avaliados

aproximadamente a partir da medida de parametros empiricos. Pela relagdo das

alturas das linhas de campo baixo (h,;), campo médio (hy) e campo alto (h,),
Figura 9, que engloba contribui¢des de ordem e mobilidade, obtemos o grau de
fluidez da bicamada.

Figura 9: Espectro RPE de 16-MESL em vesiculas de DODAB acima da T,
representa¢do dos pardmetros empiricos de mobilidade e organizagéo,
h.,, hy e h;, obtidos pela altura das linhas das interagdes hiperfinas do
radical nitroxido.
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1.6.2. Fluorescéncia de Estado Estacionario

Quando um feixe de luz monocromatica incide sobre uma molécula com
duplas ligagGes conjugadas, elétrons dessa molécula passam para um estado
eletrénico excitado (de maior energia). Fluorescéncia é a emissdo de foétons que
resulta do retorno de elétrons do estado excitado para o estado fundamental. Se o
processo de absor¢do de luz resulta na excitagdo de um elétron para um orbital
que retém um spin emparelhado, que é o mesmo spin de orientagdo do estado
fundamental, entdo a transi¢do é chamada singlet-singlet.”®

Moléculas que exibem significante fluorescéncia geralmente possuem
elétrons desemparelhados em duplas ligagdes conjugadas e sdo chamados de
fluoréforos. Um fluorédforo, apds absorver luz, passa para um estado eletrénico

excitado (S;’) e, ao retornar ao estado fundamental (S,), pode liberar energia

luminosa, fluorescéncia.” Na Figura 10 vemos que a fluorescéncia nio é o tnico

caminho pelo qual do estado excitado retorna-se para o estado fundamental. Nem
todos os fotons absorvidos por uma molécula fluorescente sio emitidos como
fluorescéncia, podendo ser emitidos como fosforescéncia, que resulta da transi¢do
entre estados de diferentes multiplicidades, geralmente de um estado excitado
triplet retornando para um estado fundamental singlet.

A intensidade de fluorescéncia depende do grau de liberdade do fluoréforo.
Quando incorporado na bicamada de vesiculas, abaixo da 7y, no estado de maior
rigidez das cadeias, o fluoréforo apresenta um baixo grau de liberdade e fluoresce
mais intensamente (isomerizagdo-zrans), tendo o rendimento qudntico de
isomerizag¢do (@;) diminuido em detrimento do aumento do rendimento quantico
de fluorescéncia (®y).” Acima da T;, a bicamada é mais fluida, o grau de liberdade
dos fluordforos ¢ maior e a fluorescéncia é diminuida. A fluorescéncia e a
isomerizagdo sdo, portanto, regidas pela viscosidade do ambiente de solubilizagdo
do fluoréforo.
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conversio
intema

cruzamento

inter-sistema
\\

fluorescéncia

hV"

fosforecéncia

Figura 10: Diagrama de Jablonski ilustrando o processo envolvido na criagdo de um
estado eletronicamente excitado singlet (S, e S,) por absor¢do optica (hv),
passando por um estado excitado singlet de menor energia (S,) ou triplet
(T)) e a subseqiiente emissdo de fluorescéncia (hv’) ou fosforescéncia
(hv").

Fluor6foros derivados de trans-difenilpolienos (#Dpo) tém sido muito
usados no estudo da microviscosidade de bicamadas de vesiculas.'”’®” Um fator
de importancia desses compostos € a capacidade de isomerizar nas duas

configuragdes estaveis cis e trans. Os tDpo apresentam absor¢io intensa e

fotoisomeriza¢do cis-trans quando irradiados no seu especifico comprimento de

onda de absor¢do. As suas propriedades fluorescentes sdo sensiveis ao
comportamento do meio no qual estio solubilizados. A Figura 11 ilustra as
configuragdes cis de difenil hexabutadieno (DPB) e difenil hexatrieno (DPH).
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W e

s-cis, s-cis-DPFH

Figura 11: Estruturas s-cis de difenilpolienos com duas e trés duplas

ligagGes conjugadas.

Neste trabalho utilizamos alguns fluoréforos derivados de #Dpo; os trans,
trans-1,4-difenil-1,3-butadieno (DPB) e trans, trans, trans1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH) e suas derivadas trans, trans-1-[4-(3-carboxi-propil)difenil]-6-(4-
butilfenil)-1,3,5-hexatrieno (4B4A) e trans, tranms, trans -1-[4-(3-carboxi-propil)-
fenil]-6-(4-butilfenil)-1,3,5-hexatrieno (4H4A), com duas e trés duplas ligagoes
conjugadas. A Figura 12 mostra as configuragGes trans dos derivados de #Dpo.
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Figura 12: Estruturas devivadas dos #Dpo (n =2 e 3).

A tabela abaixo, extraida do artigo de Allen e cols.,”” mostra algumas
propriedades espectroscopicas de DPB, DPH, 4B4A e 4H4A.

Tabela 2: Comprimento de onda de maxima absorgao (A.p,™), comprimento de onda
de maxima fluorescéncia (Agu™), rendimento quantico de fluorescéncia
(P9 etempo de vida de excitagdo (t7) de algumas moléculas derivadas de
+-Dpo em alguns solventes organicos.

sondas. A= Apam= ®; 1t,ns solvente
DPB 330 375 0,44 0,6 CH
4B4A 318 365 0,3 0,6 CH
DPH 358 455 0,78 ...13:1 CH
4H4A 366 455 0,89 8,7
CH = ciclohexano e MeCH = metanol
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1.6.3. Rendimento Quéintico de Fluorescéncia

O rendimento quéntico de fluorescéncia (@) ou eficiéncia de fluorescéncia
é a razdo do nimero de fétons emitidos por fotons absorvidos.” @, assume
valores de 1, para substdncias altamente fluorescentes a 0, para compostos ndo
fluorescentes.

Quando a isomerizag¢do se processa em um meio fluido, hd um aumento do
rendimento quantico de isomeriza¢do e diminui¢dio do rendimento quantico de
fluorescéncia. Por outro lado, quando a molécula encontra-se em um meio menos
fluido, a isomerizagdo é dificultada e o rendimento quantico de fluorescéncia
tende a 1. A isomerizacdio aumenta com a temperatura, uma vez que a
viscosidade do meio tende a diminuir com o aumento da temperatura. Em meios
micro-heterogéneos como o interior das micelas e vesiculas, a isomeriza¢do
depende da localiza¢io da sonda.””*

1.6.4. Anisotropia de Fluorescéncia

A anisotropia de fluorescéncia () é muito utilizada no estudo da fluidez de
membranas.”’”® Uma sonda excitada por uma luz polarizada terd emissdo
maxima se durante o tempo de vida do estado excitado singlet a sonda ndo variar
sua posi¢do ou orienta¢do, o que ocorre quando a sonda estd em um meio rigido.
Pois em meio fluido o movimento da sonda tenderd a tirar a orienta¢dio do
momento de dipolo imposta pela polarizacio de excita¢do.*

A luz polarizada excita preferencialmente os fluoréforos cujos eixos
moleculares estejam orientados paralelamente ao plano de polarizagdio. A
excita¢do seletiva de uma populagdo de fluoréforos parcialmente orientada (foto-
selecdo) resulta em emissio de fluorescéncia parcialmente polarizada. Os

momentos de transicio em relagdo a absor¢do e emissdo, tém orientacdo pré-
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determinada para cada fluoréforo, e o angulo relativo entre estes momentos
determina a anisotropia maxima medida.”® V4rios fatores diminuem a anisotropia,
sendo o mais comum a difusdo rotacional durante o tempo de vida do estado
excitado, deslocando a orientagdo do fluoréforo. Medidas de anisotropia sdo
muito utilizadas em estudos do comportamento de fase e temperatura de
transi¢do em membranas anfifilicas.'”””” A difusdo rotacional de fluoréforos que
determina a anisotropia, depende da viscosidade da regido na qual estdo
incorporados os fluor6foros. Variagdes na microviscosidade da bicamada
vesicular com a temperatura, pH, forca ilnica, etc., pode ser investigada

monitorando-se a anisotropia de fluorescéncia.

1.6.5. Intensidade das Bandas Vibrénicas 7 e L do Espectro de

Emissido do Pireno

O pireno (Py) é uma sonda fluorescente muito Gtil no estudo de sistemas
estruturados. A intensidade das bandas vibronicas do espectro de emissdo do Py é
sensivel a polaridade do meio.*' O pireno tem sido muito usado como sonda para
determinar a concentra¢do micelar critica (cmc) e o nivel de penetragdo de agua
em varias micelas.” A Figura 13 mostra o espectro de emissdo do Py em 4gua.

O espectro de fluorescéncia do Py depende da polaridade do meio. A
variagdo espectral se deve a intensificagio das bandas de simetrias proibidas. Este
fenémeno foi primeiro observado em benzeno por Ham* (Efeito Ham) e depois
em pireno por Nakajima,® sendo posteriormente comprovado por
Kalyanasundaram e Thomas.* A razdo 1,/ L, da intensidade do primeiro (%) pelo
terceiro (J;) picos vibronicos do espectro de emissdo do Py pode entdo ser usada
como um indice de polaridade do meio de solubiliza¢cdo do Py. Em vesiculas no
estado gel o pireno é solubilizado na bicamada anfifilica préximo a regido polar, e

no estado liquido-cristalino, o pireno move-se para a regido mais interna da
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bicamada, sendo sensivel a qualquer variagdo local.*! O estudo da polaridade é
importante pois a fun¢cdo de muitos sistemas bioldgicos varia com a polaridade do

meio.*”* Em 4gua a solubilizacio do pireno é ~ 2 x 10° M.%

Vérias moléculas derivadas do pireno foram sintetizadas aumentando ainda
mais a sua aplica¢dio. Rompimento de bicamadas, volume interno, fusio, difusio
em membranas, polaridade, comportamento termotrépico, sdo exemplos de

propriedades vesiculares geralmente monitoradas por pireno.

A (nm)

Figura 13: Bandas vibronicas do espectro de emissdo do Py (10°M) em agua.
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1.6.6. Turbidez

Um feixe de luz quando incide sobre uma molécula que nio absorve
energia eletromagnética, tem a luz transmitida ou espalhada. O espectrofotémetro
UV-visivel mede a razdo da intensidade de luz transmitida (/ ) pela intensidade de
luz incidente (Z). A absorbancia por unidade do caminho 6ptico é definida como®

Eaps = -In(L/ 1) 1)

Como a intensidade de luz transmitida é igual a intensidade de luz

incidente menos a intensidade de luz espalhada (Z),
hk=1-1 (2)

€., =—In Q =-In 1—-&"— z]—" 3)
1, L) 4

onde I representa a luz espalhada em todos os dngulos. Quando a atenuagdo da
luz se deve ao espalhamento, a razdo (%/ ) é chamada de turbidez.

temos,*

1.6.7. Condutividade

Os ions ligados a superficie de uma molécula podem permutar com ions

livres da solugdo e seu tempo de vida na superficie pode ser curto, préximo a 107

seg., ou tdo longo como muitas horas.” A carga na superficie é balanceada por um
nimero de carga igual, mas opostamente carregado, contra-ions-, alguns dos
quais ligados a superficie na camada de Stern, enquanto outros formam uma
atmosfera de ions em rdpido movimento térmico, conhecida como a dupla
camada elétrica difusa, Figura 14. O efeito da distribuicdo idnica em torno de
uma macromolécula pode ser investigado por condutimetria.

Uma célula de condutividade é ligada a uma ramificagdo de uma ponte de

resisténcias (ponte de Wheatstone), que é balanceada ajustando para zero, através
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de uma resisténcia varidvel (&;), o galvanémetro G. Nessas condi¢des determina-
se a resisténcia desconhecida (R,) quando a igualdade das razdes entre as
resisténcias da ponte é satisfeita,”’
Ry = Ry(R\/ R,) “)
A condutividade depende do nimero de ions na solu¢do e, portanto, do
grau de ionizagdo (o) do eletr6lito. Neste trabalho investigamos por
condutividade o efeito da temperatura no grau de ioniza¢do de vesiculas de

DODAB.

———fr
umada difusa
camada de Stern

Figura 14: Ilustragdo das camadas formadas pelos ions na
superficie de uma macromolécula.
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I.7. Objetivos

Apébs mais de duas décadas de estudos de vesiculas de anfifilicos derivados
de aménio quaterndrio, algumas de suas propriedades ainda precisam ser melhor
esclarecidas. As propriedades fisicas das vesiculas de anfifilicos sintéticos ou
naturais em geral dependem, dentre outras coisas, do método de preparagdo das
mesmas. O potencial de aplica¢do das vesiculas na mimetizagdo de membranas
naturais depende do conhecimento de suas propriedades fisicas, da
monodispersidade e estabilidade das dispersdes. Resultados da literatura mostram
valores discrepantes de propriedades fisicas de vesiculas preparadas por um
mesmo protocolo, tais como o tamanho® e a temperatura de transi¢do da fase gel
para a liquido-cristalina (7j,),****%¢" de modo que estudos de propriedades fisicas
e estruturais de vesiculas ainda sdo muito importantes. Os métodos de sonica¢do

com ponta de Ti e injecdo cloroférmica sio os mais utilizados no preparo das

vesiculas sintéticas, porém, a sonica¢do a banho, apesar de ter sido o primeiro

método usado na preparagdo dessas vesiculas, tem sido muito pouco explorado.
Nosso trabalho visa mostrar que a transicdo de fase em sistemas vesiculares
ainda é um assunto que precisa ser melhor explorado para que se entenda a
relacdo estrutura-fungdo das vesiculas e sua aplicagio como sistemas miméticos
de membranas naturais. Entender as mudangas estruturais que ocorrem nos
anfifilicos com a varia¢do da temperatura, do método de preparacdo das vesiculas
ou natureza do soluto, bem como suas causas e conseqiiéncias, ¢ um trabalho que

exige uma vasta investigacdo dada a complexidade do sistema.
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CAPITULO II

MATERIAIS E METODOS

II.1. Preparagao de Amostras

A preparagdo das vesiculas foi padronizada para todos os experimentos.
Utilizamos 4gua ultra-pura tipo Milli-Q, e os experimentos foram sempre
realizados 18 horas ap06s a preparagdo das vesiculas. As amostras sonicadas apos
preparadas e resfriadas foram filtradas através de uma membrana de néailon com
didmetro de poro de 0,45 um ou centrifugadas a 14.000 rpm por 20 min., para a
remoc¢do de possiveis agregados de vesiculas, e armazenadas a temperatura
ambiente. Para as medidas feitas com variagdo de temperatura, foi feito um
experimento padrio no qual se mediu a temperatura diretamente na cubeta, que
difere da temperatura do banho. Para o preparo das dispersGes, inicialmente foi
medido em uma balanga analitica a massa do anfifilico a ser adicionado junto a
solu¢do aquosa de forma a obtermos a concentragdo final desejada.

Brometo de dimetildioctadecilaménio (DODAB) (Estman Kodak), brometo
de octadeciltrimetilaménio (C;sTAB) (Sigma) e dihexadecil fosfato de sodio
(DHP) (Sigma), foram utilizados conforme adquiridos do fabricante. Brometo de
tetrametilamonio (Aldrich) foi recristalizado e, juntamente com o cloreto de
dimetildioctadecilaménio (DODAC), foi preparado a partir de DODAB (Kodak)
através de troca idnica,” e gentilmente cedidos pela Prof?. Dra. Iolanda Cuccovia,
IQ-USP de Sao Paulo.
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D-glicose, sacarose, uréia e NaCl (Merck) foram utilizados conforme
recebidos do fornecedor.

Foi feita uma andlise elementar do DODAB (Kodak) utilizado neste
trabalho, no Centro de Andlises do departamento de Quimica, USP, Sdo Paulo,
para nos certificarmos da pureza do produto. O resultado obtido em porcentagem
do carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) estd na Tabela 3, que é
comparado aos valores esperados (de acordo com 0 razdo PMeemento” PMmoiécuta),
onde PM,iemento € O peso molecular do elemento quimico presente na molécula e

PMmocuta € 0 peso molecular da molécula.

Tabela 3: Porcentagem do carbono (C), nitrogénio (N) e hidrogénio (H), na molécula
de DODAB obtida por anélise elementar e valores esperados.

Valores %C %H %N %Br
determinado
573 11,62 2,46
71,61 11,86 2.53

72,34 12,77 2,22

I1.1.1. Métodos de preparacio das vesiculas

DODAX (X = Br ou CI):
a) Vesiculas ndo-sonicadas, gigantes. Moléculas de DODAB 5,0 mM foram
diluidas em um tubo de ensaio contendo 5,0 ml de 4gua a 58 °C, sob agitagdo num
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agitador tipo “vortex” por 5 minutos, depois foi resfriada e deixada em repouso a
temperatura ambiente;

b) Vesiculas injetadas ou cloroférmicas, grandes. DODAB foi diluida em 1,0 ml
de cloroférmio (ponto de ebuligdo 61 °C) e a solugdo foi injetada em uma cela de
vidro contendo 5,0 ml de 4gua e conectada a um banho a 70 °C sob um fluxo
constante de N,, obtendo a concentra¢io média final de DODAB 2,0 mM, sendo
depois resfriada e deixada em repouso a temperatura ambiente;

o) Vesiculas sonicadas a banho, pequenas. A dispersdo preparada conforme o item
(a), vedada, foi exposta a ondas de ultra-som num sonicador tipo banho (Branson,
1210), por 90 minutos a 58 °C, depois foi resfriada e deixada em repouso a
temperatura ambiente;

d) Vesiculas sonicadas com ponta de titdnio (Ti), pequenas. O procedimento
inicial é o mesmo descrito no item (¢), exceto que neste caso foi utilizado um

sonicador tipo ponta de Ti (Fisher Scientific - Dismembrarer 50) e o tempo de

sonica¢do foi de 20 e 30 minutos. Apds a sonicacio a amostra foi resfriada e

deixada em repouso por trés horas, sendo entdo centrifugada a 14000 rpm por 20

min. e deixada em repouso a temperatura ambiente.

DHP:

Vesiculas sonicadas a banho, conforme descrito no item (d) acima. Moléculas
de DHP 5,0 mM foram diluidas num tubo de ensaio em solu¢io tampdo Hepes
50,0 mM pH 8,0 a 75 °C, a dispersao foi sonicada a banho por 90 minutos a 75 °C.

Resfriada e deixada em repouso a temperatura ambiente.

C;sTAB
As micelas foram preparadas por dilui¢do de C;sTAB 5,0 mM em 5,0 ml de
agua a 40 °C em um tubo de ensaio, apés resfriada foi estocada a temperatura

ambiente..
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I1.1.2. Sondas Fluorescentes

Os fluoréforos trans-trans-1,4-difenil-1,3-butadieno (DPB) e trans-trans-
trans-1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Merck) foram recristalizados em
acetona” e suas sondas derivadas trans-trans-1-[4-(3-carboxi-propil)difenil]-6-(4-
butilfenil)-1,3,5-hexatrieno (4B4A) e trans-trans-trans-1-[4-(3-carboxi-propil)-fenil]-
6-(4-butilfenil)-1,3,5-hexatrieno (4H4A) foram sintetizadas e gentilmente cedidas
pelo Prof. Dr. Laerte Miola. As sondas DPB e DPH foram diluidas em
ciclohexano (Merck) e as 4B4A e 4H4A em cloroférmio (Merck). Pireno (Sigma)

foi recristalizado e dissolvido em metanol.

I1.1.3. Marcadores de Spin (Spin Jabels):

Os marcadores de spin 5- e 16-SASL e 5- e 16-MESL (Sigma), derivados do
acido estearico e do metil éster, respectivamente, e marcados no 5° e 16° carbonos,

foram utilizados conforme recebidos do fornecedor e diluidos em clorof6rmio.

I1.2. Parte Experimental

I1.2.1. Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE):

Experimento:
Os experimento de RPE foram feitos em um espectrOmetro Bruker EMX.
Em um pequeno frasco de vidro foi depositado o marcador de spin diluido em

cloroféormio, de forma que a concentra¢io final do marcador na amostra

AVA
ATAVA

1 2 5 4 5 6 7 unespw 11 12 13 14 15 16 17



Materiaisy e Métodos 34

sonda/vesicula ndo ultrapassasse 1% da concentra¢iao do anfifilico (5,0 mM). Este
volume foi evaporado sob fluxo de N, e o filme formado foi colocado em vacuo
por 2 horas. Sobre o filme adicionou-se a dispersdo vesicular que ficou sob
agitacdo num agitador tipo “vortex”, por 5 min. A solugdo com sonda (~60 pl) foi
entdo transferida para uma cela de quartzo e inserida na cavidade do
espectrometro para as medidas. O espectro RPE foi obtido para diferentes
temperaturas, controlada por um termémetro Fluke 51 K/J, com a sonda
colocada logo acima da cavidade de ressonancia; entre duas medidas consecutivas
era aguardado 5 min. O ajuste do aparelho foi mantido nos seguintes padrdes:
campo magnético de 3356,77 G, medido com um Bruker ER 035 NMR
Gaussmeter, resolugdao de 1024 pontos, poténcia de micro-ondas de 10,107 mW,
ganho de 7E+5 e freqiiéncia de modulagio de 100 kHz. Quando desejado, o
espectro foi convertidlo para uma escala de valor-g com o programa
computacional Winepr (Bruker). Dependendo da concentragio de anfifilico na

amostra, foram feitas cinco ou dez leituras dos espectros e estas somadas

automaticamente pelo aparelho.

Pardmetros de RPE

As analises dos espectros RPE foram feitas utilizando os parametros
empiricos Apsx € as razdes entre as alturas das interagdes hiperfinas h,, hy e h,,,
diretamente medidos do espectros RPE, conforme descritos no capitulo anterior
(vide Figura 8). AH, foi medido diretamente no espectro pela largura da segunda
linha hiperfina. A constante hiperfina isotrépica (a,) que mede a polaridade do
meio de solubilizag¢do da sonda, também medida diretamente dos espectros RPE,
para os espectros de 16-MESL e 16-SASL, foi obtida medindo-se a distdncia entre
0 primeiro e o terceiro pico para y=0 (no ponto onde o sinal passa de positivo para
negativo). Para os espectros anisotrépicos obtidos por 5-MESL e 5-SASL, a, pode
ser calculado dos valores principais do tensor hiperfino obtido pelo espectro de
uma simulacdo tedrica, a,=(1/3)(AxtAyy+A,,). Para a simulagdo espectral nos
88-90

utilizamos o programa de computador NLSL desenvolvido por Freed e colbs.

Os parametros usados tém sido extensamente discutidos em seus artigos, e os
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pontos mais relevantes para fazer a simulagdo tém sido recentemente revisado. Os
componentes do tensor-g foram mantidos como gy, = 2,0089, g,, = 2,0058 € g,, =
2,0021.°%°! O tensor de interagdo hiperfina foi considerado para ser axial, A, =
Ay, = A, e os valores de A, e A,, foram permitidos para variar dentro de um

intervalo razoavel.’!

I1.2.2. Fluorescéncia:

Rendimento Quantico (@) As sondas fluorescentes diluidas em solvente
orgénico, foram depositadas num pequeno frasco de vidro e o solvente evaporado
sob fluxo de N,. Em seguida foi adicionada a dispersdo vesicular na concentragdo
desejada, ficando a mistura sob lenta agitagdo com uma barra magnética por 18
horas. Em alguns experimentos, a sonda 4H4A foi diluida em metanol e
adicionada diretamente na amostra.

Mediu-se a absor¢io (Espectrofotémetro UV-visivel Cary-1E) da sonda
incorporada na vesicula e o comprimento de onda (L) correspondente ao pico de
absor¢ao (Agnda) Usado na excitagdo para as medidas de emissdo de fluorescéncia
(25 °C). Em seguida, numa cubeta com ciclohexano contendo 0 mesmo volume
da amostra vesicular, foi adicionado a sonda referéncia até atingir um valor da
absorbancia proximo ao da amostra sonda/vesicula (A, no mesmo comprimento
de onda do pico encontrado. Mediu-se entio a intensidade de fluorescéncia
(Fluorimetro Hitachi-F4500) da referéncia (Z) 3 mesma temperatura e da amostra
sonda-vesicula (Z,n4,) entre 15 e 66°C, em intervalos de 5°C, ou de 3°C na
vizinhan¢a da 7;,. Entre duas medidas consecutivas esperou-se 20 min. para que a
amostra atingisse a temperatura desejada. O controle de temperatura foi feito
usando um banho termostatizado (Fisher-Scientific) acoplado ao porta cela do

espectrofluorimetro. Cada medida foi feita trés vezes e a média desses valores

usada nos calculos de ®; através da equacgio’
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!souda°(bref 5 1—10_4";
s reil =105

®, = (5)

onde @, é 0 rendimento quantico da sonda referéncia (DPH ou DPB).
A obtengdo do valor da 7, e da T;, nos gréficos de @ versus temperatura foi

feita pelo intercepto das curvas lineares de melhor ajuste aos pontos do grafico.

Anisotropia (<r>). A incorporagdo das sondas nas vesiculas foi feita
conforme descrito no item anterior. Usamos as seguintes combinag¢bes dos
angulos de excitacdo e emissdo (EX-EM) dos polarizadores para as medidas das
intensidades de emissdo: 0-0 (Z,), 90°0 (z), 90°-90° (7,) e 0-90° (L). A
temperatura da amostra foi variada nas mesmas condi¢des das medidas de @;. Os
comprimentos de onda de excitagio (Agx) € de emissdo (Agv) das sondas
incorporadas nas vesiculas foram obtidos dos valores maximos dos espectros de
fluorescéncia de emissdo e excitagdo, respectivamente. Foram feitas trés medidas,

e o valor médio obtido foi aplicado a equagdo ™

I;r E G!J. 6
T.+2G], 6)

onde G é um fator de compensac¢do das diferengas na resposta instrumental da luz

<Fr>=

polarizada vertical e horizontalmente, dado pela razdo G = 7./7,.”

Para as sondas DPB e 4B4A, Agx = 321 nm e Agy = 365 nm e para DPH e
4H4A, Agx = 360nm e Agy = 428. A concentragdo das sondas utilizadas nas
medidas de anisotropia depende da razdo sonda:anfifilico. Usamos 1:200 para
DPB e 4B4A e 1:165 para DPH e 4H4A.

A obtencdo do valor da T;, para os graficos de anisotropia vs. temperatura

foram feitas através do valor médio entre os dois patamares da curva sigmoide de

melhor ajuste aos pontos do grafico.

Razado dos Picos Vibrénicos I, e Iy do Espectro de Emissdao do Pireno
(Py): Os espectros do Py foram obtidos para Agx = 310 nm e janela de leitura com
abertura entre 320 e 500 nm. Na regido de 450 nm observa-se a forma¢do de uma

banda larga correspondente a excimeros (complexos de Py) quando formados. O
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espectro de emissdo tipico do Py contém 4 picos vibrénicos. A razdo dos picos /; e
L é sensivel a polaridade da regido de solubiliza¢do do Py. Todos os experimentos
foram feitos para Py ~10° M, diluido em metanol e adicionado a dispersdo alguns

minutos antes das medidas.

I1.2.3. Turbidez (g,3,)

As dispersées de DODAB foram preparadas em dgua ou solugdo aquosa de
D-glicose, sacarose ou uréia até 0,4 M, e de NaCl até 2,0 mM, isomolar. Antes
dos experimentos as dispersdes de vesiculas foram filtradas em uma membrana de
néilon com 0,45 um de didmetro de poro, para retengdo de possiveis agregados
muito grandes. As medidas de turbidez foram feitas variando-se o comprimento
de onda () de 220 a 400 nm para as vesiculas sonicadas de DODAB e descontado

a linha de base ou turbidez do solvente.

I1.2.4. Condutividade (o):

A resisténcia elétrica das soluges vesiculares foram medidas com um
condutivimetro Hanna HI-9032, contendo uma célula de 4 anéis de platina com
constante de cela igual a 0,1 cm”. A temperatura da amostra foi monitorada
através de um eletrodo ligado ao aparelho que dispée de uma compensagdo

automatica de varia¢do da temperatura.
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CAPITULO III

RESULTADOS E DISCUSSAO

III.1. EFEITO DA TEMPERATURA

III.1.1. Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

Investigamos o comportamento termotrdépico de fase das dispersdes
sonicadas e ndo-sonicadas de DODAB, e alguns de seus surfactantes homologos,
DODAC e CyTAB, por ressondncia paramagnética eletrénica (RPE) dos
marcadores de spin (spin labels)n-SASL, n-MESL (n = 5 e 16), derivados de acido
estedrico e de metil éster, respectivamente, em concentragdes menores do que 1 %

da concentragio de anfifilicos, e temperaturas entre 15 e 55 °C.

Dispersoes ndo-sonicadas de DODAB

A Figura 15 mostra os espectros RPE de 5- e 16-SASL e 5- e 16-MESL em
dispersdes ndo-sonicadas de DODAB 5,0 mM em quatro diferentes temperaturas.
A 15 °C (abaixo da T;,) o espectro RPE dessas sondas exibem um alargamento das
intera¢Ges hiperfinas, indicando que os anfifilicos estdo densamente empacotados.
A 50 °C (acima da 7p,), as linhas das interagbes hiperfinas sio mais estreitas,

mostrando maior mobilidade dos anfifilicos. Nas temperaturas intermedidrias
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observam-se dois sinais sobrepostos, um mais estreito e o outro mais alargado,

tipicos de mistura de duas fases, com graus de fluidez distintos.

a) 5-MESL b) 5-SASL
T (°C)
15

38

42

¢) 16-MESL d) 16-SASL
T (°0)

15

Figura 15: Espectros RPE de 5- e 16-MESL e 5- e 16-SASL 0,7 uM em vesiculas
ndo-sonicadas de DODAB 5,0 mM em diferentes temperaturas.
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Considerando que as bicamadas anfifilicas apresentam um gradiente de
flexibilidade na dire¢io do seu centro,® e usando o parimetro externo do

desdobramento hiperfino de RPE A, (Figura 8), que aumenta com a viscosidade

ou empacotamento do meio no qual se encontra o marcador de spin,”’ notamos

que a 15 °C, 5-MESL (A = 61,4 G) seguido do 5-SASL (Ansx = 60,4 G) se
localizam mais préximos da interface vesicular e 16-MESL (Ans = 47,3 G) e 16-
SASL (Amix = 45,0 G) estdo mais internamente na bicamada. Sabendo que o valor
maximo permitido para Ans; € de 64,0 G correspondente a meio imével, esses
resultados indicam um meio densamente empacotado nas proximidades da
interface e mais fluido na regido interna da bicamada.

A 50 °C os espectros de 16-MESL e 16-SASL nas vesiculas nio-sonicadas
de DODAB sdo tipicos de regides de maior movimento rotacional dos marcadores
de spin e com um baixo pardmetro de ordem. Porém, as moléculas marcadas no
carbono 5 exibem um sinal de RPE caracteristico de movimento rdpido mas
altamente ordenado. A Figura 16 compara os espectros de 5-SASL a 50 °C em (a)
agua, (b) micelas de C,sTAB e (¢) vesiculas n3o-sonicadas de DODAB. A
simulagdo teérica do espectro de 5-SASL (50 °C) (linhas pontilhadas, Figura 16¢)
indica que o movimento do marcador é relativamente rdpido e altamente
ordenado, como evidenciado pelo baixo tempo de correlagdo (principalmente um
baixo 1,,). Os espectros (5) e (¢) sdo obtidos por movimentos anisotropicos rapidos
e altamente ordenado do marcador de spin. Notamos que os resultados obtidos
para as dispersdes de DODAB com movimentos altamente ordenados na 52
posicdo da cadeia e movimento mais desordenado na 162 posi¢do, sdo tipicos de

estruturas de bicamada no estado liquido-cristalino, e ndo de micelas.
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¢) vesiculas ndo-
sonicadas de DODAB

Figura 16: Espectros RPE (50 °C) de 5-SASL em (a) 4gua, (5) micelas de C,sTAB 5,0
mM e (¢) vesiculas ndo-sonicadas de DODAB 5,0 mM. As linhas

pontilhadas representam a simulagdo espectral para as vesiculas de
DODAB.

| AVA
| ATAYA

cm 1 2 5 4 5 6 7 unespw 11 12 13 14 15 16 17



Resuldtados e Discussao EPR 42

E interessante notar que na fase gel os derivados de 4cidos estedricos
(SASL) estdo em uma posi¢do na bicamada mais interior (menor A,s) do que os
metil éster (MESL). Porém, na fase liquido-cristalina a relativa posi¢cdo dos
marcadores ¢ invertida, pois 5-SASL exibe um espectro mais anisotrépico do que
5-MESL. A fim de comparar as duas espécie de marcadores é importante lembrar
que 5- e 16-SASL estdo deprotonados na presenga das vesiculas catiGnicas de
DODAB, e esperariamos que estes marcadores estivessem ancorados mais a
superficie vesicular, independentemente da temperatura, devido a atragdo
eletrostitica entre o nitrogénio quaterndrio e a hidroxila do marcador. Um
movimento vertical de MESL (neutro) na regido de transi¢do (gel—liquido-
cristalino) foi observado em vesiculas anidnicas de fofolipidios de Dimiristoil
fosfatidilglicerol (DMPG) em medidas preliminares de K. A. Riske e M. T. Lamy-
Freund (resultados ndo publicados).

A Figura 17 mostra a razdo entre as amplitudes das linhas hiperfinas

correspondentes ao nimero de spin do nitrogénio m; = +1 e m; = 0 (h,;/hp) e m; =
-1 e my = 0 (h,,/hy), acima da 7;, de DODAB. E evidente que os derivados de

SASL e MESL monitoram diferentes posi¢des na bicamada das vesiculas e que o
microambiente sentido pelos marcadores na bicamada é mais viscoso do que o
interior das micelas de C;TAB. Considerando que a constante hiperfina
isotrépica (a,) aumenta com a polaridade do microambiente do marcador de
spin,”” a Figura 17¢ indica que a polaridade da bicamada sentida por 16-SASL e
16-MESL é menor do que a sentida pelos mesmos marcadores em micelas de
C,;sTAB, e que a polaridade da bicamada é maior nas vesiculas sonicadas do que
nas ndo-sonicadas de DODAB, mostrando que micelas e vesiculas de surfactantes
homoélogos possuem diferentes microambientes apolares e um maior
empacotamento da bicamada de DODAB nas vesiculas ndo-sonicadas

relativamente as sonicadas.
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Figura 17: Efeito da temperatura na razdo de amplitude das linhas hiperfinas correspondentes
ao nimero de spin do nitrogénio (a) m; = +1 e m; = 0 (h.,/hy), () my=-lem; =
=0 (h,,/ho) e (¢©) na constante hiperfina isotrépica (a,) de 16-SASL em 4gua (X),
em vesiculas sonicadas (@) e ndo-sonicadas (M) de DODAB e em micelas de
Ci;sTAB (A), e de 16-MESL em vesiculas sonicadas (O) e ndo-sonicadas ([1) de
DODAB e em micelas de C,sTAB (A).
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Como mencionado anteriormente, os espectros RPE em vesiculas nio-
sonicadas na regido de 40 °C, pouco abaixo da T, sugerem a existéncia de duas
fases: uma fase gel e a outra liquido-cristalina. Heimburg sugere um modelo de
bicamada no estado gel, no qual durante 0 aumento da temperatura alguns
fosfolipidios passam ao estado liquido-cristalino, e o estado de co-existéncia de
dois estados é chamado de estado ondulado.>® Este resultado nos leva a supor que
uma das hipoteses da co-existéncia de duas fases na dispersdo nio-sonicada de
DODAB ¢ observada devido aos marcadores de spin estarem incorporados em
regides da bicamada onde os anfifilicos se encontram nos estados gel e liquido-
cristalino, em temperaturas préximas a 40 °C.

A transi¢do de fase, no entanto, exibe um efeito de histerese, mostrando que
no resfriamento predomina a fase liquido-cristalina. Para monitorar a transi¢do de
fase, determinou-se a razio das amplitudes b e a (Figura 18), em fun¢ido da
temperatura, Figura 19a. Para as vesiculas ndo-sonicadas, 7, = 42,7 e 39,5 °C

obtidas por aquecimento e resfriamento, respectivamente (histerese de 3,2 °C).
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T=40°C
16-MESL

aquecimento

resfriamento

Figura 18: Espectros RPE de 16-MESL em vesiculas ndo-sonicadas de DODAB 5,0 mM
a40°C, obtidos por aquecimento seguido de resfriamento da dispersdo no

intervalo de temperatura de 15 a 55 °C.

Um outro pardmetro empirico do espectro de RPE que d4 para monitorar a
transicdo de fase de DODAB ¢é a largura da segunda linha hiperfina

correspondente a0 nimero de spin do nitrogénio m; = 0 (AH,). O efeito da

temperatura na razdo b/a e em AH, de 16-MESL em vesiculas ndo-sonicadas de
DODAB (Figura 19), confirma a histerese observada pelos espectros, Figura 18
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T(C)

Figura 19: (a) Efeito da temperatura na razao b/a das amplitudes dos picos do espectro de RPE de 16-
MESL em vesiculas de DODAB 5,0 mM ndo-sonicadas, obtido por aquecimento (M) e
resfriamento (M) e sonicadas, por aquecimento (@). (5) Efeito da temperatura na largura da
segunda linha hiperfina (AH,) do espectro de RPE de 16-SASL em vesiculas de DODAB
5,0 mM ndo-sonicadas (O) e sonicadas (0), obtido por aquecimento, e de 16-MESL em

vesiculas ndo-sonicadas obtido por aquecimento (M) e resfriamento (M) em vesiculas
sonicadas por aquecimento (®).

AVA
ATAVA

1 2 5 4 5 6 7 unespw 11 12 13 14 15 16 17



Resudtados e DisCussao

Dispersées sonicadas de DODAB

Diferentemente das dispersdes nio-sonicadas, os marcadores de spin em
dipersdes sonicadas de DODAB (15 °C) indicam a presenga de duas populagées
distintas de agregados. Uma densamente empacotada, provavelmente no estado
gel, evidenciado pelos espectros RPE de 5- e 16-MESL (veja setas na Figura 20¢),
porém, menos evidente nos espectro de 5- e 16-SASL, e outra populagdo em um
estado mais fuido, indicado pela parte mais estreita da interagdo hiperfina de 16-
MESL. A menor evidéncia da populagdo no estado gel observado pelos
marcadores 5- e 16-SASL, abaixo da 7, indica que esses marcadores se
incorporam na populagdo mais fluida. Como a dispersio ndo-sonicada de
DODAB a 50 °C, os marcadores de spin incorporados nas vesiculas sonicadas
mostram uma popula¢do Unica, caracteristico de dispersio no estado liquido-
cristalino.

Na Figura 195, vemos que para as vesiculas sonicadas de DODAB AH, é o
mesmo obtido por aquecimento e resfriamento da amostra, indicando auséncia de
histerese, conforme ja observado pelos nossos resultados de anisotropia de
fluorescéncia.™

Os parametros h,;/h, e h,/h, para sondas marcadas no carbono 16

incorporadas em vesiculas sonicadas de DODAB, acima da T;,, sdo similares aos

obtidos para as vesiculas nio-sonicadas, Figura 15. E claro que existem algumas

diferencas estruturais entre os agregados presentes nas duas preparagdes, pois seus
espectros RPE ndo sdo idénticos. Nas vesiculas sonicadas as moléculas de
DODAB estdo menos empacotadas do que nas ndo-sonicados, pois a razdo h.,/h,
~ 1 e, portanto, mais polar (maior a,). Os espectros de 5-SASL nas dispersdes
sonicadas e ndo-sonicadas de DODAB (Figuras 156 e 205) sdo similares,
enquanto que os de 5-MESL claramente indicam que a dispersdo sonicada é mais
fluida, Figura 20a.
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a) 5-MESL

T(C)

15

¢) 16-MESL
T(C)

15

b) 5-SASL

Figura 20: Espectros RPE de 5- e 16-MESL, e 5- e 16-SASL 0,7 uM em vesiculas
sonicadas de DODAB 5,0 mM para quatro diferentes temperaturas.
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A identificagdo dos dois tipos de agregados (ou fases) abaixo da T, ndo é

simples como mencionado acima, o marcador mais hidrofébico 16-MESL

monitora os dois agregados (veja setas na Figura 20¢), enquanto que 16-SASL
particiona-se preferencialmente no meio mais fluido. A Figura 22 compara o
espectro de 16-MESL em vesiculas sonicadas (a) e ndo-sonicadas (5) de DODAB
a 35 °C, e a subtragdo (¢), correspondendo a 22 % de (a). O espectro de 16-MESL
em vesiculas sonicadas de DODAB assemelha-se a soma do espectro em vesiculas
ndo-sonicadas (popula¢do mais rigida) abaixo da 7,, mais o espectro em micelas
ou bicamadas no estado liquido-cristalino (populagdo mais fluida), Figura 21d. A
possivel existéncia de micelas de DODAB ndo é confirmada, pois o espectro de
16-MESL em micelas de C;3sTAB é caracteristico de meio desordenado, Figura
21d. Portanto, o espectro altamente anisotrépico de 5-SASL em vesiculas
sonicadas de DODAB abaixo da T, (Figura 21&), comparado ao de 5-SASL em
micelas de CTAB (Figura 21f ), indica que nas temperaturas medidas as
moléculas de DODAB em dispersdes sonicadas e ndo-sonicadas estdo organizadas

em bicamadas e nio em micelas.
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a) sonicada

b) ndo-sonicada

¢) diferenga

d) micela

e) sonicada

Figura 21: Espectros RPE de 16-MESL a 35 °C em dispersdes sonicadas (a) e ndo-
sonicadas (b) de DODAB; (c) diferenca dos espectros (a) menos (5) e em
micelas de C;sTAB (d). Espectros de 5-SASL em dispersdes sonicadas (¢€)
e micelas de C;;TAB (f).
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A T, de DODAB em dispersées ndo-sonicadas pode ser monitorada pela
razdo b/a do espectro de 16-MESL, Figura 18. Porém, em dispersdes sonicadas,
provavelmente devido a presenca de duas espécies a baixas temperaturas, a
transicdo de fase é menos cooperativa e a 7, menos definida. Além disso,
nenhuma histerese foi detectada para as dispersdes sonicadas. Menor ordem e
misturas de agregados devem, portanto, influenciar a auséncia de histerese nas
vesiculas sonicadas.

As amostras das dispersdes sonicadas de DODAB foram dialisadas por
uma membrana de celulose com porosidade de 14000 D, e observamos que a
estrutura mais fluida dos agregados presentes na dispersdo sonicada estd presente
também em amostras dialisadas, na mesma propor¢do encontrada antes da dialise,

sugerindo a presenga dessas populagdes em equilibrio na dispersdo.

Dispersoes sonicadas de DODAC

A mudan¢a do contra-ion de DODAB para DODAC, altera pouco os
espectros RPE de n-MESL, e n-SASL (n = 5 e 16) em vesiculas sonicadas. A 15

°C, no estado gel, assim como para a dispersdo sonicada de DODAB, DODAC

também forma duas popula¢des de agregados, uma menos fluida no estado gel, e
a outra mais fluida no estado liquido-cristalino, Figura 22. Porém, pelos espectros
de 5- e 16-MESL abaixo da 7p,, Figura 22a e ¢, a dispersio de DODAC tem a
populagdo de agregados no estado menos fluido maior do que a observada para
DODAB, indicando que no estado gel, CI favorece mais do que Br a formagdo da
populagcdo menos fluida. O parametro empirico Ay, obtido de 5- e 16-MESL,
indica que a bicamada de DODAC ¢é mais empacotada do que as de DODAB, o
que provavelmente contribui para o maior valor da 7;, de DODAC do que
DODAB.* Resultado semelhante foi obtido por Nascimento e cols.* Esses
pesquisadores relataram também que o contra-ion brometo gera menor repulsdo
eletrostatica entre as regides polares dos anfifilicos adjacentes, favorecendo o

menor empacotamento das cadeias hidrofébicas.
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A 50 °C, o espectro de 16-MESL e 16-SASL nas vesiculas sonicadas de
DODAC sdo caracteristicos de regides de menor viscosidade e desordem. Nesta

mesma temperatura, um meio de maior ordem nas vesiculas sonicadas de
DODAC é mostrado por 5-MESL e 5-SASL, que deve estar incorporado na regido

da bicamada vesicular mais préxima a interface. Esses resultados sdo similares aos

encontrados para as vesiculas de DODAB na mesma temperatura.
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¢) 16-MESL

T

(0)

15

b) 5-SASL

d) 16-SASL

Figura 22: Espectros RPE de 5- e 16-MESL, e 5- e 16-SASL em vesiculas sonicadas de
DODAC 5,0 mM em quatro diferentes temperaturas.
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I1I.1.2. Intensidade de Fluorescéncia

As cadeias hidrocarbbnicas dos anfifilicos sdo sensiveis a varia¢do de
temperatura, e sondas fluorescentes incorporadas nesta regido podem monitorar o
comportamento das cadeias. As sondas DPB, DPH e suas derivadas 4B4A e
4H4A (Figura 12) tém sido muito exploradas no estudo do microambiente da
bicamada de vesiculas. Devido ao seu carater hidrofébico, essas sondas tendem a
incorporar na regido hidrofébica das vesiculas onde elas monitoram propriedades
locais como ordem e fluidez.

Em geral, estudos de fluorescéncia sdo feitos através do espectro de emissdao
de fluoréforos. O comprimento de onda de excitagdo depende das propriedades do
meio de solubilizagio do fluoréforo, como polaridade ou viscosidade.” Na Figura

23 vemos que A4, (360 nm) de DPH incorporado na bicamada de vesiculas de

DODARB ¢é ~ 7 nm maior do que 0 A4,™* em ciclohexano (353,2 nm). Os fatores

que contribuem para o deslocamento de A4, ™" sdo: viscosidade do meio de

solubilizagdo, mudan¢a no momento de dipolo do fluor6foro excitado,
reorienta¢do das moléculas de solvente na vizinhanga do fluor6foro, polaridade e
interagdes especificas entre o fluoréforo e moléculas do solvente, como ponte de
hidrogénio e formagio de complexo de transferéncia de carga.”” Uma descrigdo
quantitativa de todos esses processos e seus efeitos nio sio convenientemente

avaliaveis .
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320 360 400 440

Figura 23: Espectro de absor¢do de DPH 2,2 uM em ciclohexano (a) e em vesiculas
sonicadas de DODAB 0,5 mM () a 25 °C.

O espectro de emissdo de fluorescéncia depende da estrutura quimica do
fluoréforo e do solvente no qual esta diluido. Em geral, o espectro de excitag¢do de
um fluoréforo em solugdo diluida se assemelha ao espectro de absor¢do deste
fluoréforo. Sob as mesmas condigbes, o espectro de emissdo de fluorescéncia
independe do comprimento de onda de excitagdo devido a dissipagdo parcial da
energia de excitagdo durante o tempo de vida do estado excitado.” As Figuras 24
e 25 mostram os espectros de excitagdo e emissio de quatro sondas #Dpo em
diferentes ambientes de solubiliza¢io.
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fluorescéncia

DPB/CH

1. (normalizada)

4B4A/CHCI,
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Figura 24: Espectros de excitagdo (—) e emissdo (—) de fluorescéncia

de DPB e 4B4A em ciclohexano (CH) e cloroférmio.
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b
4H4A/CHCI,

I. (normalizada)

I 4 I . 1 2 1 % I - I ¥
300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 25: Espectros de excitagdo (—) e emissdo (—) de fluorescéncia
de DPH e 4H4A em ciclohexano (CH) e cloroférmio.
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fluorescéncia

\ “‘,_'
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40
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Figura 35 : Efeito da temperatura na anisotropia de DPH (O, A e [J) e 4H4A (@, A c W)
em vesiculas (a) sonicadas, () injetadas e (¢) ndo-sonicadas de DODAB.
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Figura 36 : Efeito da temperatura na anisotropia de DPB (O, A e (1) e 4B4A (@, A ¢ W)
em vesiculas (a) sonicadas, (b) injetadas e (¢) ndo-sonicadas de DODAB.
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O perfil das curvas de anisotropia (Figuras 35 e 36) mostram a
tendéncia da cooperatividade da transicdo aumentar com o tamanho vesicular,
sugerindo que moléculas de DODAB empacotam-se diferentemente nas estruturas

sonicadas, injetadas e ndo-sonicadas.

Table 5 — Valores de T;, obtidos por anisotropia de DPB, 4B4A, DPH and 4H4A em
vesiculas sonicadas, injetadas e ndo-sonicadas de DODAB, obtidas das
Figuras 35 e 36.

amostra

sonicada
injetada

nao-sonicada

Efeito de Histerese

As Figuras 37 e 38 mostram o efeito do aquecimento, seguido de
resfriamento, de dispersdes sonicadas e nao-sonicadas de DODAB 0,5 mM, na
anisotropia de DPH e 4H4A. Para as vesiculas sonicadas investigadas por DPH, o
processo € reversivel, porém, com uma histerese de 5,2 °C (73, = 38,3 e 33,1 °C, no
aquecimento e resfriamento, respectivamente). A histerese em vesiculas sonicadas
de DODAB ndo foi observada por 4H4A, provavelmente por esta sonda estar
incorporada mais na superficie, onde ha um maior grau de empacotamento e
menor mobilidade do meio, Figura 375.

Dispersdes n3o-sonicadas de DODAB 0,5 mM usando DPH e 4H4A,
apresentam histerese minima, Figura 38. Para DPH, Figura 38a, os valores da 7;,

obtidos no aquecimento e resfriamento foram de 40,3 e 39,7 °C, respectivamente,
e para 4H4A, Figura 385, T;, = 40,7 e 39,0 °C, com histerese de 0,6 e 1,7 °C,
obtida por DPH e 4H4A, respectivamente.
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40
T (C)

Figura 37 : Efeito da temperatura na anisotropia de (a) DPH e () 4H4A em vesiculas
sonicadas de DODAB, obtido por aquecimento (@ e @) e resfriamento (O
e O) da amostra.
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T

Figura 38 : Efeito da temperatura na anisotropia de (a) DPH e (5) 4H4A em vesiculas
ndo-sonicadas de DODAB, obtido por aquecimento (Il e H) e resfriamento

resfriamento (0J e () da amostra.
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Eferto da Sonicagcdo

O tempo de sonica¢do ¢ um fator importante na determina¢io da curvatura
das vesiculas, e da microviscosidade da bicamada. A T;, de DODAB diminui com
o tempo de sonicagdo com ponta de Ti, Figura 29. Para 0, 20 e 30 minutos de

sonica¢do, 7., = 40,7, 38,2 e 36,9 °C, respectivamente. A Figura 39, mostra
claramente que abaixo da T;,, no estado gel, a microviscosidade da bicamada
diminui com o aumento do tempo de sonica¢ido, favorecendo uma conformagio
mais flexivel. Acima da T;,, quando as cadeias estdo relaxadas e desordenadas, a
microviscosidade da bicamada é basicamente a mesma, independente do tempo

de sonicacdo.

Figura 39 : Efeito da temperatura na anisotropia de DPH em vesiculas sonicadas com

ponta de Ti por diferentes tempos.
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Posicdo da Sonda na Bicamada

A diferenca observada nos valores da 7, se deve provavelmente a
localizagdo e mobilidade das sondas no interior da bicamada. A sonda 4H4A por
estar desprotonada deve estar localizada mais pr6ximo da superficie da bicamada
de DODAB carregada positivamente.” A interagdo eletrostatica de 4H4A com a
superficie, bem como sua pequena cauda, limitam sua mobilidade. DPH, por ser

eletricamente neutro, deve localizar-se mais no interior da bicamada e ter maior

mobilidade.” A Figura 40 compara o efeito da temperatura na anisotropia de
DPH e 4HA4A incorporados nas vesiculas sonicadas de DODAB e DHP 1,0 mM.
Observa-se que para todos os valores de temperatura estudados, a anisotropia de
fluorescéncia de 4H4A ¢é maior do que a de DPH em vesiculas de DODAB,
indicando que 4H4A sente na bicamada um ambiente mais rigido.

A T, de DHP obtida foi de 66 °C. Abaixo da 7, a microviscosidade da

bicamada é constante (Figura 405), pois, a anisoi;ropia de fluorescéncia de DPH e

4H4A ndo varia entre 15 e 60 °C. Em 60 °C inicia uma brusca queda de <r>com
a temperatura, indicando uma mudan¢a no estado conformacional das caudas e
alterando a microviscosidade da bicamada.

Abaixo da T, de DHP, a microviscosidade da bicamada obtida pelas duas
sondas € basicamente a mesma, mostrando que ambas as sondas “sentem” o
mesmo ambiente e possuem a mesma mobilidade. Acima da 7;,, a anisotropia de
DPH indica uma anisotropia menor (meio mais fluido) do que 4H4A devido a
maior liberdade de rota¢do e mobilidade de DPH, que n3o tem ramifica¢ées em

suas extremidades.
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L)

Figura 40: Efeito da temperatura na anisotropia de DPH (@ e O) e 4H4A (@ ¢ O) em
vesiculas sonicadas de () DODAB 1,0 mM e (5) DHP 1,0 mM.
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III.1.5. Supressdao de Fluorescéncia

Devido a efeitos hidrofébicos ou eletrostaticos, como visto na se¢do
anterior, DPH e 4H4A estdo incorporados em diferentes posi¢des na bicamada
das vesiculas de DODAB, de modo que essas sondas monitoram diferentes
microambientes. Medidas de supressio da fluorescéncia por nitrometano
dissolvido em metanol mostram que DPH, por ser mais hidrofébico, incorpora
mais ao interior da bicamada de DODAB do que 4H4A. Antes do experimento de
supressdo de fluorescéncia, observamos por medidas de turbidez que o
microvolume de metanol adicionado as dispersdes sonicadas de DODAB nio
afeta a estrutura das vesiculas, caso contrdrio os experimentos de supressio e
cinética de incorpora¢do das sondas seriam inviabilizados.

A Figura 41 mostra o efeito da concentragdo de nitrometano na razio das
intensidades de fluorescéncia (%/%) de DPH e 4H4A 2,2 uM na auséncia (%) e
presenca () do supressor, nas vesiculas sonicadas de DODAB 0,5 mM. L/
aumenta com a concentra¢do de nitrometano para DPH mas ndo para 4H4A, que
oscila em torno de um valor médio constante, sugerindo que por ser apolar o
nitrometano incorpora na regido mais interna da bicamada vesicular causando a
supressdao de fluorescéncia somente de DPH que é mais apolar. Outro efeito
possivel € a supressdo estdtica indicada pelo efeito de nitrometano em 4/ de
4H4A. A supressdo estatica ocorre com 4H4A que estd incorporado mais na
superficie da bicamada, possibilitando a formag¢do de complexos com
nitrometano, 0 mesmo ndo ocorrendo com DPH que estd incorporado mais no

interior da bicamada.
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[nitrometano] (10° M)

Figura 41: Efeito do nitrometano na supressdo de fluorescéncia de DPH e 4H4A em
vesiculas sonicadas de DODAB 0,5 mM. I e ksdo, respectivamente, a

intensidade de fluorescéncia sem e com o supressor. O nitrometano 10° M

previamente diluido em metanol foi adicionado a4 amostra (0,5 mM).
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ITI.1.6. Solubilizagao do Pireno em Vesiculas de DODAB

A constante dielétrica da bicamada anfifilica é menor no interior do que na
regido da interface.”® Conseqiientemente, a medida da polaridade da bicamada
depende da posi¢cdo de solubilizagdo da sonda na bicamada. A polaridade na
regido da interface da bicamada é um importante parimetro pois determina a
ligacdo de pequenas moléculas, ions ou proteinas, bem como a curvatura e fusio
das membranas.*

A Figura 42 mostra os espectros de emissao do pireno (Py) 10° M em égua,
solu¢do aquosa de NaBr 1,0 mM e vesiculas sonicadas de DODAB 0,9 mM em
agua, excitado a 310 nm e 25 °C. O espectro do Py nas vesiculas é menos intenso
do que em agua e os picos estdo deslocados, indicando a incopora¢do do pireno

na regido da bicamada. Br tem um efeito supressor,”® e nenhum deslocamento dos

picos foi observado. A incorporagdo do Py na bicamada pode também ser

observada pela razdo 1,/ L dos picos vibrénicos do espectro de emissdo do Py, que
¢ proporcional a polaridade do meio, 4,/F é igual a 1,9 (agua), 1,8 (NaBr) e 1,4
(vesiculas); o menor valor de /;/; mostra que o pireno estd em meio mais apolar,
1.6, na bicamada. Os valores de 7,/ ; acima foram obtidos dos espectros da Figura
2%
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Figura 42: Espectros de emissdo do pireno 10® M em 4gua, NaBr e vesiculas sonicadas
de DODAB 0,9 mM (25 °C).

Nossas medidas de anisotropia de fluorescéncia de #Dpo em dispersdes de
DODAB indicam que as caracteristicas termotrépicas das vesiculas dependem do
método de preparagdo. A Figura 43 mostra o efeito da concentragio de DODAB
na razdo 5;/L do Py 10° M a 25 °C. 1,/ inicialmente diminui até atingir um
patamar em ~ 1,3 e 1,5 nas concentragées de DODAB ~ 0,1 e 0,6 mM, para as
dispersdes sonicadas e ndo-sonicadas, respectivamente, sugerindo que o Py

particiona mais no interior da bicamada das vesiculas sonicadas do que das ndo-

sonicadas, ou seja, os anfifilicos nas vesiculas sonicadas estdo menos empacotados

do que nas ndo-sonicadas, facilitando a incorporagdo do Py. Como a bicamada
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das vesiculas ndo-sonicadas é mais empacotada, a incorporagio do Py ¢é
dificultada, ficando mais exposto as moléculas do solvente, resultando em valores
maiores de 7;/ L. Esses resultados concordam com os obtidos por anisotropia de

fluorescéncia (Figura 36) e por RPE (Figura 17), e estio de acordo com o

observado por Abuin e cols.”’ com pireno em vesiculas d&e DODAB e DODAC .

O maior empacotamento da bicamada das vesiculas ndo-sonicadas reduz o
nimero de moléculas de solvente na interface da bicamada, diminuindo a
polaridade nesta regido relativamente as vesiculas sonicadas (menos

empacotadas).

I
0,0 0,2 0,4
[DODAB] (mM)

I
0,6 0,8 1,0

Figura 43: Razio (/;/ k) dos picos vibronico de emissdo de fluorescéncia do pireno
em vesiculas sonicadas (@) e ndo-sonicada (M) de DODAB a 25 °C.
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O efeito da temperatura na razido 1/ do Py 10® M ¢é diferente para as
dispersdes sonicadas e ndo-sonicadas de DODAB, Figura 44. 1,/ para as
vesiculas sonicadas diminui suavemente até atingir um patamar a ~ 43 °C,
indicando que a 7;, é menos cooperativa do que para as vesiculas ndo-sonicadas
que exibem dois patamares, um acima e o outro abaixo da 7, = 39 °C. Dois
fatores colaboram para a variagdio do comportamento termotrépicas das
dispersdes de DODAB: a) a presenca de duas fases no estado gel das vesiculas
sonicadas, e 5) a maior curvatura das vesiculas sonicadas que resulta em uma
menor pressdo entre os anfifilicos da bicamada.”

Nossos resultados de anisotropia de fluorescéncia mostram que acima da
T a microviscosidade na bicamada de DODAB ¢é aproximadamente a mesma
para as vesiculas sonicadas e ndo-sonicadas. Provavelmente, acima da T, o Py
esta solubilizado mais internamente na bicamada das vesiculas sonicadas e nio-

sonicadas, e 7,/ 1; é aproximadamente constante com o aumento da temperatura e

levemente menor para as vesiculas nio-sonicadas, mostrando a menor polaridade

na bicamada destas vesiculas. A variagdo de /;/J; com a temperatura mostra que o
pireno experimenta diferentes posicdes na bicamada com a variagio da
temperatura.’"” Abaixo da 7j, o Py estd incorporado na regiio da interface

vesicular.
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T(°C)

Figura 44: Efeito da temperatura na razdo £/% dos picos vibronicos de emissdo de

fluorescéncia de Py 10° M em dispersdo de vesiculas sonicadas (@) e nio-
sonicada (M) de DODAB 0,5 mM. Adaptado da referéncia 54.
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ITI1.1.7. Condutividade de Dispersdes de DODAB

Investigamos o efeito da temperatura na condutividade das dispersGes
sonicadas e ndo-sonicadas de DODAB através da diferenca das curvas
normalizadas de condutividade das vesiculas sonicadas e ndo-sonicadas de
DODAB 5,0 mM pela curva normalizada de condutividlade de brometo de
tetrametilamoénio 1,0 mM (homoélogo ao grupo da cabega polar de DODAB),
Figura 45. Estas curvas foram obtidas subtraindo das curvas normalizadas de
condutividade das dispersdes vesiculares a curva normalizada de condutividade
do brometo de tetrametilamo6nio. O comportamento da curva de Gyes - O(cH3uN+Br)
vs. temperatura das dispersdes sonicadas e ndo-sonicadas de DODAB, mostra
uma diminui¢do inicial da densidade de contra-ions com a temperatura até a T,
no ponto de variacdo das curvas em 36,0 e 39,0 °C, respectivamente. Isso indica
que com a varia¢do da temperatura ocorrem mudangas eletrostaticas na camada
de Stern das vesiculas de DODAB, originando um aumento na ioniza¢do das
vesiculas durante a transi¢do de fase. Acima da 7,, a queda dos pontos da curva
mostra um efeito contrario ao observado no estado gel, indicando uma
diminui¢do na ionizagdo da interface vesicular, provavelmente devido a uma
tendéncia de acomodac¢do das cargas na interface apés a transi¢do de fase. Esses
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos neste trabalho através das
técnicas anisotropia de fluorescéncia, 7,/ 5 e RPE, mostrando o comportamento
diferenciado existente na transi¢do de fase de vesiculas sonicadas e ndo-sonicadas
de DODAB. Vale ressaltar que a importancia destes resultados ndo estd em obter
o valor da 7;,, mas observarmos o comportamento eletrénico na superficie

vesicular durante a transi¢ao de fase.
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T

sonicada
ndo-sonicada

40
T (C)

Figura 45: Efeito da temperatura na subtragdo da condutividade normalizada da
dispersdo sonicada (®) e nio-sonicada () de DODAB 5,0 mM pela

condutividade normalizada de brometo de tetrametilaménio ((CH,)*N*
Br) 1,0 mM.
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III.2. EFEITO DA TEMPERATURA E DE SOLUTOS

II1.2.1. Rendimento Quantico de Fluorescéncia (®y)

O efeito da temperatura no rendimento quantico de fluorescéncia de DPH
2,22 uM foi determinado para vesiculas sonicadas de DODAB 0,5 mM
preparadas em diferentes solutos. Nenhum efeito de D-glicose foi observado em @5
de DPH em vesiculas sonicadas de DODAB 0,5 mM. Sacarose causa uma
pequena variacdo em @y, e induz a formagdo da fase Ly ou pré-transicdo, como
relatado por Perkins e cols.”® em vesiculas de DPPC.

Valor menor da 7, para as vesiculas de DODAB foi obtido na presenca de
agua e D-glicose, 42 °C, relativamente a 7;, de vesiculas em sacarose e uréia (43
°C). Somente pelos resultados de rendimento -quantico ndo podemos precisar o

efeito dos solutos na bicamada vesicular, Figura 46.
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@, (normalizado)

Figura 46: Efeito da temperatura no rendimento quantico de fluorescéncia
normalizado de DPH 2,22 uM em vesiculas sonicadas de DODAB
0,5 mM preparadas em 4gua e diferentes solutos a 0,4 M.
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I1I1.2.2. Anisotropia de Fluorescéncia (r)

DPH

Na Figura 47 vemos o efeito da temperatura na anisotropia de DPH e
4H4A 2,2 uM em dispersdes sonicadas de DODAB 0,5 mM preparadas em D-
glicose, sacarose e uréia 0,4 M isomolar. Dentre estes solutos a uréia afeta mais
intensamente o comportamento termotrépico de fase das vesiculas sonicadas de
DODAB, seguida da sacarose. Abaixo da 7;,, a anisotropia de DPH em vesiculas
sonicadas de DODAB em 4gua ¢é ~ 0,3, indicando uma regido com pouca
mobilidade e altamente ordenada. Na presen¢a de uréia e sacarose, <r> = 0,24,
mostrando um aumento na mobilidade das cadeias hidrocarbonicas. A presenca
de uréia 0,4 M em dispersdes sonicadas de DODAB 0,5 mM muda o estado
conformacional das cadeias hidrocarbdnicas, tornando-as menos ordenadas e
mais fluidas, Figura 47a. Sugerindo que a uréia interage mais com a interface das
vesiculas, alterando a morfologia das cadeias hidrocarbdnicas e afetando a 7p,.

Segundo Alonso-Romanowski a interagdo de D-glicose e sacarose com vesiculas

de fosfolipidios ocorre unicamente na regido da interface vesicular.”” No entanto,

a uréia pode também interagir diretamente com a regido hidrofébica das

3670 e na regido polar provoca um maior espacamento entre 0s grupos

vesiculas,
aménio de DODAB ou DODAC,” afetando de forma mais acentuada a 7.
Efeito analogo foi observado nas vesiculas de fosfolipidios.””*’ Simula¢des de
mecanica estatistica mostram que a uréia pode também interagir diretamente com
grupos hidrofébicos e com a interface dos agregados.”®” A T;, de DODAB em
dispersdes sonicadas com uréia 0,4 M é de 35,2 °C, com uma diminui¢do de ~ 3
°C relativo a DODAB em 4gua pura (7, = 37,9 °C). Na presenga de sacarose 0,4
M, abaixo da T, a variagdo em <r> é aproximadamente a mesma do observado
com a uréia, mas o efeito na 7, é menor (7, = 37,8 °C). Uréia e sacarose 0,4 M
causam maior perturba¢do na bicamada vesicular do que D-glicose que ndo afeta
a microviscosidade da bicamada das vesiculas sonicadas de DODAB 0,5 mM,
sendo a varia¢do da anisotropia com a temperatura semelhante ao de DODAB em

agua. Nas dispersdes sonicadas, a T, na presen¢a de D-glicose é de 38,8 °C, 1°C
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acima da 7;, em agua. Acima da 7;,, no estado liquido-cristalino, as cadeias

anfifilicas apresentam a mesma fluidez para todos os solutos. Esse resultado

provém da desordem natural das caudas no estado liquido-cristalino que é pouco

afetada pelo soluto na interface vesicular.

A anisotropia de fluorescéncia de 4H4A 2,2 uM em vesiculas sonicadas de
DODAB indica que D-glicose, sacarose e uréia 0,4 M isomolar altera muito
pouco a conformagdo das cadeias na regido mais proxima da interface vesicular,
no estado gel das vesiculas sonicadas de DODAB, Figura 47b. A variagdo da T,
de DODAB obtida por anisotropia de 4H4A em vesiculas sonicadas é similar a
observada por DPH. Dentro do erro experimental, a 7;, de DODAB (sonicada) é

a mesma para D-glicose e sacarose, mas diminui para a uréia 0,4 M (Tabela 6).

Tabela 6: T;, de vesiculas sonicadas de DODAB 0,5 mM preparadas em
diferentes solutos. Valores obtidos da Figura 48.

T (°C)
solutos (0,4 M) DPH 4H4A
sem soluto 37,9 38,1
D-glicose 38,8 38,1
sacarose 37,8 38,9
uréia 35,2 36,5
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Figura 47: Efeito da temperatura na anisotropia de (2) DPH e (5) 4H4A em vesiculas
sonicadas de DODAB 0,5 mM preparadas em (preto) agua, (vermelho) D-

glicose, (azul escuro) sacarose e (azul claro) uréia 0,4 M.
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Da anisotropia de DPH em vesiculas sonicadas de DODAB 1,0 mM
preparadas em D-glicose, sacarose e uréia 0,4 M (Figura 48), notamos uma
variagdo na cooperatividade da transi¢do de fase com a natureza do soluto. D-
glicose causa uma maior diminui¢do na 7, (~ 4 °C). Para a dispersdo sonicada de
DODAB 0,5 mM, em D-glicose 0,4 M, ndo observamos alteragGes significativas
no comportamento termotrépico (Figura 47), mas a 7T, diminui relativamente a
1,0 mM de DODAB. Uma suave dependéncia da 7;, com a concentragdo de
DODAB na auséncia de solutos foi observado pelos nossos resultados de @y para
concentragdes maiores (Figura 32) e por Feitosa e cols.*® usando calorimetria
diferencial de varredura (DSC). A presenga de D-glicose pode estar interferindo na
solvatacdo dos anfifilicos, variando a conformagdo das caudas de DODAB. No
estado liquido-cristalino, no qual a sonda tem maior liberdade, dentro do erro
experimental, um mesmo comportamento pode ser observado no micro-ambiente

da bicamada para todos os solutos.

O efeito de D-glicose na anisotropia de 4H4A em vesiculas sonicadas de

DODAB 1,0 mM ¢é mostrado na Figura 485. D-glicose a 7;, € a cooperatividade
da transi¢do ndo variam com a concentra¢do de D-glicose até 0,1 M, mas diminui
acima desta concentragao.

Crowe e Crowe’' observaram um efeito diferenciado de glicose na 7;, de
vesiculas de DPPC, quando comparados a outros agucares como sacarose, frutose
e trealose. Até 1,5 M glicose tem dois efeitos nas propriedades de transi¢do de fase
de DPPC. Em concentra¢des menores de glicose, os lipidios tém uma transi¢do
suave e a T, menor do que a de DPPC em 4gua. Estes resultados corroboram com
nossos resultados de DODAB.

A Tabela 8 mostra o efeito da concentragdo de D-glicose na 77, de vesiculas
sonicadas de DODAB 1,0 mM. Como observado na Tabela 7 e 8, as vesiculas
sonicadas de DODAB 0,5 e 1,0 mM preparadas em agua, sacarose e uréia,
apresentam a mesma varia¢do nos valores da 7p,, exceto D-glicose que diminui a
T de DODAB 1,0 mM. Para concentra¢des de D-glicose maiores do que 0,1 M
em DODAB 1,0 mM, observamos uma leve dependéncia da 7, com a

concentra¢do de D-glicose.
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a

solutos
agua
D-glicose
sacarose
uréia

[D-glicose]
0
0,05 M
0,1M
02M
0,3M
04M

T (°C)

Figura 48: Efeito da temperatura na anisotropia de DPH em vesiculas sonicadas de
DODAB 1,0 mM, (a) preparadas em agua e diferentes solutos 0,4 M e ()

diferentes concentra¢des de D-glicose.
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Tabela 7: T;, obtida por anisotropia de DPH em vesiculas sonicadas de DODAB

1,0 mM, preparadas em diferentes solutos e diferentes concentragées de
D-glicose, extraida da Figura 49.

Solutos (0,4 M) T, (°C) [D-glicose] (M) T (°C)

0,05 38,5
sem soluto 38,3 0,1 7.1
D-glicose 33,2 0,2 36,4
sacarose 38,5 0,3 35,7
uréia 35,9 0,4 33,2

As vesiculas ndo-sonicadas de DODAB 0,5 mM tém uma superficie com

baixa curvatura e um maior empacotamento das cadeias hidrocarbénicas.’®*! D-

glicose e uréia 0,4 M altera muito pouco a mobilidade das caudas na bicamada,
Figura 49. A T, de DODAB nas vesiculas ndo-sonicadas em 4gua, D-glicose,
sacarose e uréia, sio 40,7; 39,9; 37,8 e 40,7 °C, respectivamente. Sacarose 0,4 M

exerce um efeito maior nas vesiculas nao-sonicadas.
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agua
D-glicose
sacarose
uréia

Figura 49: Efeito da temperatura na anisotropia de DPH, em vesiculas ndo-sonicadas
de DODAB 0,5 mM, preparadas em agua e 0,4 M de diferentes solutos.

NaCl tem um grande efeito nas interagdes inter e intra-vesiculares. Em
vesiculas sonicadas de DODAB 0,5 mM, abaixo da T, a mobilidade da sonda
aumenta com a concentra¢gdo de NaCl 0,5, 1,0 e 2,0 mM (Figura 50), mas

permanece constante acima da 7;,. Na presenga de NaCl 0,5 e 1,0 mM, a rigidez

da bicamada diminui, ocasionando uma queda de 1,5 °C na T, (= 36,4 °C) com
relagdo a T, das vesiculas em agua; na presenc¢a de NaCl 2,0 mM, abaixo da T, a
bicamada ¢ ainda mais fluida no estado gel. Nesta concentragdo de sal a 77, = 35,8
°C, 2 °C abaixo da observada para a dispersdo sonicada em dgua. Acima da 7, a
sonda experimenta uma alta mobilidade.

Medidas de anisotropia sozinhas ndo nos permite descever a regido externa

da bicamada. Sabemos que em presenga de sal ha um acimulo de contra-ions
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proximo das superficies vesiculares que contribui para mudar as propriedades das
interfaces e, portanto, da regido da bicamada, como sugerem os resultados de
anisotropia. A adicdo de sal também favorece a fusdo ou agregagio das
vesiculas,® e altera a estrutura da bicamada devido & mudanga na curvatura da
superficie vesicular.

Mudangas no tamanho das vesiculas e/ou no método de preparagdo, em
gera, alteram suas propriedades de interface e da bicamada. A adigdo de eletrélitos
monovalentes, tipo NaCl até 2,0 mM, altera pouco a fluidez e a mobilidade de
DODAB da bicamada das vesiculas n3o-sonicadas, Figura 50. A curva de
anisotropia em fung¢do da temperatura revela uma pequena diminui¢do da rigidez
das caudas na bicamada no estado gel com o aumento da for¢a i6nica. Nesse caso,
como nas vesiculas pequenas, NaCl diminui a rigidez das cadeias de DODAB.
Carmona-Ribeiro e Chaimovich,” reportaram que vesiculas grandes
(cloroférmicas) de DODAC apresentam uma maior resisténcia ao efeito da adi¢do
de NaCl do que as vesiculas pequenas (sonicadas). NaCl 1,0 e 2,0 mM nio altera
os valores da 7}, das vesiculas ndo-sonicadas em agua, sendo praticamente igual a
40,7 °C, estranhamente uma queda mais acentuada no valor da T, foi observado
para NaCl 0,5 mM, com 7;, igual a 36,7 °C. Neste caso, a diminui¢do da 7, ndo

implica na diminuicdo na cooperatividade da transicio. Cuccovia e cols.!

mostraram que as vesiculas maiores de DODAB e DODAC estdo mais blindadas
do que as menores, 0 que corrobora os nossos resultados de anisotropia, nos quais
as vesiculas ndo-sonicadas de DODAB sofre um menor efeito de NaCl, pois estdo
mais blindadas.

A fusdo de vesiculas sonicadas de DODAB induzida por Na,SO, foi
observada por Guillame e cols.,” formando vesiculas com maior curvatura.
Resultados de anisotropia de 4H4A 2,2 uM, que monitora a regido mais proéxima
da interface da bicamada, mostram um aumento da 7;, de vesiculas sonicadas e
ndo-sonicadas de DODAB 0,5 mM na presenc¢a de NaCl 0,5 mM isoosmolar ( 7,
= 40,5 e 41,9 °C, respectivamente), indicando que o aumento da for¢a i6nica
diminui a mobilidade préximo da interface, provavelmente provocada pela menor
distancia entre as cabegas polares dos anfifilicos causada pelo efeito de blindagem

eletrostética, Figura 51.
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sonicada

ndo-sonicada

TLd)

Figura 50: Efeito da temperatura na anisotropia de DPH em vesiculas sonicadas (a)

e ndo-sonicadas (b)) de DODAB 0,5 mM, preparadas em agua (@),
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sonicada

ndo-sonicada
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Figura 51: Efeito da temperatura na anisotropia de 4H4A em vesiculas sonicadas (a) e
ndo-sonicadas () de DODAB 0,5 mM, preparadas em agua (@) e NaCl

0,5 mM (@).
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II1.2.3. Efeito de Solutos na Solubilizacio de Pireno

A formagdo e propriedades de agregados de DODAB s3o regidas por
interagbes anfifilico-dgua, anfifilico-anfifilico.*® A presenca de solutos altera as
propriedades das vesiculas, seja pela variagio do nimero de moléculas de dgua de
hidratacdo das vesiculas ou pela mudang¢a na ionizagdo do meio. Solutos nao-

16nicos alteram a polaridade da regido de interface vesicular, enquanto que NaCl

muda o potencial de superficie devido ao efeito de blindagem eletrostatica.’

A Figura 52 mostra o efeito da concentra¢des de DODAB em dispersdes
sonicadas preparadas em dagua (25 °C) na razdo ;/L. Acima de 0,1, L/L é
constante, ~ 1,3, indicando uma alta polaridade da bicamada das vesiculas
sonicadas de DODAB.

L
.
________ ...-'.____-._.-_.,.‘-.,.0.,‘,)....-_

0:5 ' 110
[DODAB] (mM)
Figura 52: Efeito da concentragdo de DODAB na razio 4/ dos picos vibronico de

emissio do pireno 10° M em dispersdo sonicada em agua, a 25 °C.
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O efeito da concentragdo de DODAB na razdio /5 em dispersdes
sonicadas foi também investigado para as vesiculas preparadas em D-glicose,
sacarose e uréia 0,4 M e NaCl 2,0 mM, Figura 53. Nenhuma varia¢do acentuada
ocorre na razdo /;/L em vesiculas sonicadas em presenga destes solutos,
mostrando que 0,4 M de solutos nio-idnicos e até 2,0 mM de NaCl ndo alteram a
polaridade da bicamada.

T

b) sacarose

[DODAB] (mM)

Figura 53: Efeito da concentragdo de DODAB na razdo dos picos vibronico de emissao

de fluorescéncia / e L do pireno 10® M em dispersdo sonicada em diferentes
solutos ndo-i6nicos 0,4 M e NaCl 2,0 mM, a 25 °C.
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I11.2.4. Turbidez

As medidas de anisotropia mostram que a presen¢a de solutos alteram a
mobilidade das cadeias hidrocarbonicas. Medidas de turbidez sio usadas para
estimar a variagio do tamanho das vesiculas. Investigamos por medidas de
turbidez (A = 300 nm) a varia¢do do tamanho das vesiculas sonicadas de DODAB
preparadas em 4gua e alguns solutos. Para cada série de medidas foi feita uma
linha de base no aparelho com o solvente correspondente. A interacio desses
solutos com a bicamada das vesiculas ocorre predominantemente na interface da
bicamada, alterando ou ndo o tamanho vesicular. Em uma primeira aproximacio,
a turbidez é proporcional ao tamanho vesicular.”””° D-glicose e sacarose 0,4 M
ndo alteram significativamente o tamanho das vesiculas sonicadas de DODAB,
Figura 54. Uréia e NaCl tendem a aumentar o tamanho das vesiculas, devido

provavelmente a fusio ou lenta agregagao das vesiculas.®!

Turbidez (300 nm) (u.a.)

15 20
[DODAB] (mM)

Figura 54: Efeito da concentragdo de DODAB na turbidez de vesiculas sonicadas de
DODAB, preparadas em agua, D-glicose, sacarose e uréia 0,4 M e
NaCl 2,0 mM (25 °C).
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CAPITULO IV

CONCLUSOES

IV.1 Consideragdes Finais

No estudo das propriedades termotrépicas das dispersdes de DODAB
preparadas por diferentes métodos, observamos que algumas técnicas
experimentais mostraram-se eficientes e outras ndo tanto. Neste contexto,
destacamos RPE e anisotropia de fluorescéncia e a baixa confiabilidade nos dados
obtidos por rendimento quantico de fluorescéncia. Os resultados de RPE foram
altamente relevantes dada a sensibilidade da técnica. Os diferentes marcadores de
spin utilizados possibilitou-nos 0 monitoramento de toda a bicamada vesicular,
cujas conclusdes ratificaram os resultados obtidos por outras técnicas, fornecendo
dados ainda ndo explorados na literatura. Resultados ndo menos importantes
foram obtidos por anisotropia de fluorescéncia. Medidas do espectro de emissdo
do pireno e condutividade serviram para complementar os resultados obtidos
pelas demais técnicas utilizadas. O rendimento quantico de fluorescéncia mostrou-
se pouco sensivel as variacdes da bicamada vesicular de DODAB e as conclusdes
destes resultados dependem do auxilio de outras técnicas.

A seguir, destacamos algumas das conclusdes deste trabalho.

Os resultados de RPE mostraram que abaixo da 7p,, as dispersdes sonicadas
de DODAB possuem duas popula¢des de agregados, uma no estado gel e a outra
no estado liquido-cristalino, e a dispersdo ndo-sonicada exibe uma populag¢do mais

uniforme no estado mais rigido (gel) e duas populagdes (gel, liquido-cristalino) na
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regido da Ty, sugerindo a presenca da fase ondulada, Lg..”

Os resultados de anisotropia de fluorescéncia indicam que a localizag¢do das
sondas fluorescentes com duas e trés duplas ligacGes conjugadas derivadas de ~
Dpo, em vesiculas de DODAB no estado gel tem a posi¢do de solubiliza¢do na
bicamada dependente da carga vesicular. A 7;, diminui com o tamanho das
vesiculas, que diminui com os métodos de prepara¢io de acordo com: nio-
sonica¢do > injecdo > sonica¢do. Varios autores tém relacionado mudangas no
empacotamento dos anfifilicos com o método de preparo ou curvatura
vesicular.?**>*® Observamos que a cooperatividade da transi¢io de fase e o
empacotamento da bicamada tendem a aumentar com o tamanho das vesiculas,
enquanto que a polaridade da bicamada diminui com o0 aumento do tamanho.

Os dados enunciadas acima possibilitam-nos concluir que ap6s a sonicagao,
existem duas formas nas quais os anfifilicos de DODAB se agregam: a) em

vesiculas esféricas co-existindo com bicamadas com alta curvatura ou fragmentos

de vesiculas,”® em um estado liquido-cristalino ou &) vesiculas em forma de

lentes,"” onde, abaixo da Tj,, os anfifilicos na regido central estdo no estado gel e
os das bordas, com alta curvatura, na fase liquido-cirstalina.

No estado gel, a presenga de solutos ndo i6nicos como D-glicose, sacarose e
uréia 0,4 M altera a ordem e a mobilidade da bicamada vesicular, o0 mesmo ndo
ocorre no estado liquido-cristalino, devido a desordem natural dos anfifilicos neste
estado. O efeito de solutos nas propriedades termotrépicas de DODAB é menor
nas dispersdes ndo-sonicadas do que nas sonicadas, provavelmente devido ao
estado mais compacto da bicamada das vesiculas ndo-sonicadas, permitindo uma
menor interacdo do soluto com a interface da bicamada.

De acordo com os resultados de RPE, a mudanga do contra-ion Br para CI
na dispersdo sonicada de dioctadecildimentilam6nio ndo altera de forma
acentuada o estado de agregacdo das dispersdes sonicadas.

A tabela abaixo mostra os valores da Tp, de vesiculas de DODAB em 4gua
preparadas por diferentes métodos, obtidas neste trabalho. Desconsiderando os
valores obtidos por rendimento qudntico, que apresentam baixa confiabilidade,
obtemos valores médios de 7p, iguais a 38, 39 e 40 °C, para as vesiculas sonicadas,
injetadas e ndo-sonicadas de DODAB, respectivamente. Estas médias mostram
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que os nossos valores de 7;, das dispersdes de DODAB, obtidos por diferentes

técnicas, ndo apresentam discrepancia e ratificam a tendéncia da 77, aumentar

com o tamanho das vesiculas.

Tabela 8: Valores de 7;, de DODAB em 4gua obtidos neste trabalho por vérias técnicas

e métodos de preparo das vesiculas.

Método de T (°C)
Preparacdo

Metodologia

sonicacao 39,0
43
44

37,3

35,3

38,1

39,8

36

injecdo/CHCl, 46
42
38,3
38,2
40,8
38,3

nao-sonica¢ao 42,7
47
42

40,7

39,1

39,3

40,3

39,0
39

RPE
rendimento quéntico
idem
anisotropia de fluorescéncia
idem
idem
idem
condutividade

rendimento quéntico
idem
anisotropia de fluorescéncia
idem
idem
idem

RPE
rendimento quéntico
idem
anisotropia de fluorescéncia
idem
idem
idem
pireno
condutividade
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IV.2 Trabalhos Futuros

Nossa tentativa de um maior entendimento das propriedades termotrdpicas
das vesiculas de DODAB preparadas por diferentes métodos abriu novas
perspectivas de debates servindo de base para que novos estudos possam ser feitos.

Alguns pontos de nosso estudo, no entanto, devem ainda ser melhor esclarecidos.
O estudo das estruturas das vesiculas de DODAB pode ser aprofundado,

por RPE, DSC e espalhamento de luz. Alguns resultados ddo indicio da formag¢do
de multilamelas na estrutura nio-sonicada. De fato, E. Feitosa em seus estudos
com este método de preparo, com resultados ainda ndo publicados, tem observado
a formacgdo de estruturas unilamelares a baixas concentra¢ées de DODAB (abaixo
de = 2,0 mM) e estruturas multilamelares para concentra¢des maiores. S0 varios

os fatores que contribuem para a transicdo de fase e um maior entendimento da

contribuicdo de cada um dos fatores ainda é passivel de estudo.

O efeito de solutos nas propriedades de vesiculas ainda ndo estd bem
esclarecido. Pretendemos ainda esclarecer por que D-glicose provoca uma
mudanga tdo abrupta na 7;, de DODAB 1,0 mM, e usar outras técnicas para
melhor elucidar o efeito de solutos nos sistemas anfifilicos.

Apesar das dificuldades naturais existentes no estudo das propriedades
termotropicas das vesiculas de DODAB, encerramos nosso trabalho com a
expectativa de missdo cumprida, porém, com um vasto campo ainda a ser

explorado.
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