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RESUMO

Poli(etilenoglicol) (PEG) é um polimero neutro hidrossoluvel, e brometo de
dioctadecildimetilaménio (DODAB) e diododecildimetilaménio (DDAB) sé&o
surfactantes catidnicos dialquilados, Cis e Ci2, respectivamente, derivados da
amoénia quaternaria, formadores de vesiculas. As suas propriedades fisicas, em
solugdo aquosa, sao bem conhecidas. No entanto, as propriedades de misturas
desse polimero com esses surfactantes ndo o s&o. Investigamos a interagdo de PEG
com DODAB e DDAB em solugdo aquosa, numa faixa de concentragao total dos
componentes até 1% em peso, e construimos diagramas de fases, com especial
destaque para a fase vesicular. Utilizamos PEG com massa molecular entre 200 Da
e 2 MDa e os diagramas de fases foram construidos a 25°C, isto é, acima da
temperatura de transigao gel-liquido cristal (Tr,) de DDAB (T, = 16°C) e abaixo da T,
de DODAB (T, =45°C). DODAB e DDAB tém a caracteristica comum de formar
vesiculas unilamelares em baixas concentragbes do surfactante e vesiculas
multilamelares em concentracbes mais elevadas; em regides intermediarias,
vesiculas uni e multilamelares coexistem em equilibrio na solugdo. A fronteira entre
essas regides de vesiculas ndo € muito bem definida e observamos, neste estudo,
que o efeito de PEG na estrutura de agregados de DODAB e DDAB em agua
depende da massa molecular do polimero. Além disso, PEG favorece a formagao
de vesiculas unilamelares em concentracdes mais elevadas de DODAB e DDAB,
quando predominam as vesiculas multilamelares de DODAB puro (sem o polimero),
possibilitando a formagao de vesiculas mistas de DODAB/PEG e DDAB/PEG em
agua e concentragdes relativamente grandes desses surfactantes. Dentre os
meétodos experimentais empregados nesse estudo, destacamos, turbidimetria,
fluorescéncia de estado estacionario, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
por titulacdo isotérmica (ITC) e analise visual por polarizadores cruzados. Foram
feitos também testes da atividade bactericida em microrganismos de referéncia, de
vesiculas de DODAB 1 mM (sonicadas e nao sonicadas), na auséncia e presenga de
PEG200pa € PEGanmpa, utilizando o método dos cilindros carreadores. Como os testes
nao revelaram atividade nas formas puras, em 10 minutos de contato, tais sistemas

nao poderiam ser classificados como eficazes, por exemplo, para uso hospitalar.



ABSTRACT

Poly (ethyleneglycol) (PEG) is a water soluble neutral polymer, and
dioctadecyldimethylammonium (DODAB) and diododecyldimethylammonium (DDAB)
bromide are double chain cationic surfactants derived from the quaternary
ammonium that have been widely investigated due to their high application potential
in different areas of the science and technology. The physical properties of PEG,
DODAB and DDAB in aqueous solution are well-known. However, the properties of
mixtures of the polymer with those surfactants are not. We investigated the
interaction of PEG with DODAB and DDAB in aqueous solution, within a range of
total concentration of the components of 0-1 wt%, and the phase diagrams built up,
with special interest for the vesicular phases. We used PEG with molecular mass
between 200 Da and 2 MDa and the phase diagrams were built up at 25°C, that is,
above the melting temperature (T,,) of DDAB (T, = 16°C) and below T,, of DODAB
(Tm = 45°C). DODAB and DDAB have the common characteristic of forming
unilamellar vesicles at low surfactant concentrations and umultilamellar vesicles at
higher concentrations; at intermediate concentrations, uni- and multilamellar vesicles
coexist in solution. The borders of these different vesicle phases are not well defined.
We observed in this Thesis that the effect of PEG on the structures of DODAB and
DDAB aggregates in water depends on the molecular mass of the polymer. Besides,
PEG stabilizes the unilamellar vesicles at high concentrations of DODAB, where the
multilamellar vesicles are the dominant structures present in solution, thus allowing
the formation of mixed DODAB/PEG and DDAB/PEG vesicles in water at relatively
high concentrations of these surfactants. The experimental methods used in this
investigation include turbidimetry, steady-state fluorescence, differential scanning
calorimetry (DSC), isothermal titration calorimetry (ITC), and visual analysis by
crossed polaroids. It was also performed bactericidal activity tests for reference
microorganisms of 1 mM DODAB in sonicated and non-sonicated aqueous
dispersions, in the presence and absence of PEG2popa and PEGavpa. The effect was
made using the method of the cart road cylinders. It revealed no bactericidal activity
in the pure form within 10 minutes (or longer time) of contact, meaning that DODAB

or DODAB/PEG is not efficient as bactericidal agent for hospitable use.



INTRODUGAO

Vesiculas sao estruturas fechadas, formadas por bicamadas de surfactantes
em solugdo aquosa contendo um ambiente aquoso interno, separado do volume
aquoso externo pela bicamada. A estrutura das vesiculas tem sido muito investigada
como sistema mimético de membranas de fosfolipidios naturais e com relagao, por
exemplo, ao transporte de pequenas moléculas através da bicamada e ao transporte
de macromoléculas como o DNA através da corrente sanguinea (LASIC, 1988;
FENDLER, 1982).

O potencial de aplicacdo das vesiculas depende fundamentalmente do controle
de tamanho, densidade de carga elétrica e estabilidade. Numa tentativa de adquirir
conhecimento no processo de preparacado de vesiculas catidbnicas estaveis em
solugdo aquosa, propusemos investigar o efeito de co-solutos na formagao e
propriedades de vesiculas de DODAB em agua. Este surfactante € um dos mais
estudados, e suas vesiculas, formadas em solugdo aquosa, possuem diferentes
curvaturas e grau de estabilidade dependentes do método de preparagdo, como
sonicagao, extrusdo, injecdo ou mistura simples dos componentes (FEITOSA &
KARLSSON, 2005; FEITOSA, KARLSSON, & EDWARDS, 2005; FEITOSA &
BARRELEIRO, 2004; BENATTIlet al., 2001; FEITOSA, BARRELEIRO &
OLOFSSON, 2000). Porém, ha registro na literatura que as vesiculas com diametro
de até 400 ® sio instaveis abaixo de sua temperatura de transicdo e fundem-se
espontaneamente formando vesiculas maiores (LICHTENBERG et.al.,1981). Em
todos esses métodos, as vesiculas sdo preparadas acima da temperatura de
transicdo do estado gel liquido-cristalino (Tn,) das cadeias do surfactante.

Nos ultimos anos, o0 nosso grupo de pesquisa tem investigado extensivamente
as caracteristicas das vesiculas de DODAB em solucdo aquosa, formadas
espontaneamente por mistura simples, a ~60°C (isto é, acima da temperatura de
transicdo gel-liquido cristalina, T, 45°C para DODAB), de DODAB com o solvente
aquoso apropriado, e tem procurado formas alternativas de produzir essas vesiculas
com tamanho e estabilidades controladas. Dentre essas formas alternativas,
destacam-se a adicdo de co-surfactantes e co-solutos, por exemplo, surfactantes e
sais inorganicos (FEITOSA, BARRELEIRO & OLOFSSON, 2000; BARRELEIRO,
OLOFSSON & FEITOSA, 2000; BENATTI et al., 1999).



Nesta Introducao, discorremos, de maneira breve, sobre os conceitos basicos
de surfactantes, micelas, vesiculas, polimeros e interagdo polimero-surfactante,
além do método de construgdo de diagramas ternario de fases para representagao
grafica de misturas desses compostos, indicando as regides de diferentes fases do

sistema.

Surfactantes em solugao

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas contendo duas partes distintas: uma
hidrofilica, com grande afinidade por agua, ou outro solvente polar, e a outra
hidrofébica, com muita afinidade por solvente apolar. Detergente e lipidios sao
exemplos classicos de surfactante (TEXTER, 1999; JONSSON et al., 1998).

A pergunta que se faz é qual o comportamento dessas moléculas na presenca
de um solvente polar ou apolar, ou em uma mistura bifasica desses solventes?
Devido a caracteristica anfifilica dos surfactantes, naturalmente, eles tendem a se
localizar na regiao de interface entre as fases polar e apolar, reduzindo a tenséao
interfacial (trabalho reversivel necessario para aumentar a interface) do sistema.
Essas moléculas também sdo denominadas, em portugués, tensoativas (HIEMENZ,
1997).

Para um dado sistema binario solvente/surfactante sdo muitas as formas
possiveis de agregacdo de surfactantes, de modo a mantélos nas regides
interfaciais, energeticamente favoraveis, formando uma série de fases contendo
estruturas normais ou reversas, tais como as fases: micelar, cubica, hexagonal,
lamelar, vesicular, hexagonal reversa, cubica reversa, e micelar reversa (JONSSON
et al. 1998; SHINODA,1967). Esta sequéncia de fases € denominada diagrama de
Fontell, na qual a fase lamelar se encontra no centro do diagrama e, com o aumento
da concentracgao, as fases apresentam-se na seguinte ordem: monomérica < micelar
< hexagonal < lamelar < hexagonal reversa < micelar reversa, embora n&o
necessariamente formem todas essas fases, como no caso de DODAB que nao
forma as trés primeiras fases (JOHNSSON & EDWARDS, 2001; FONTELL, 1990).



Micelas

As micelas normais de surfactantes em agua sao pequenos agregados
esféricos e cilindricos, cujo interior é constituido pelo componente hidrofébico do
surfactante, semelhante a uma microrregido oléica, e na regiao da superficie micelar
encontram-se os grupos de extremidades polares dos surfactantes e, no caso de
surfactantes i0nicos, contraions misturados a moléculas de agua. O raio de
hidratacdo dessas micelas € da ordem do comprimento das caudas do surfactante
que as constituem (Figura 1) (MYERS, 1999; JONSSON et al., 1998).

Surfactante Micela

.

® O

Figura 1 — Esquema da estrutura de um tipico surfactante e uma micela, esférica ou
cilindrica, formada desse surfactante em solugdo aquosa, visto em corte. As cores
azul e amarela representam as porg¢des hidrofilica e hidrofébica do surfactante. Nota-
se que a geometria cdnica do surfactante € a mais apropriada para formar micelas

esféricas ou cilindricas.



As micelas sdo formadas espontaneamente quando a concentragdo de
surfactante em agua € igual ou maior que uma concentragao critica, denominada
concentragdo micelar critica (CMC). Acima e proximo da CMC, as micelas séo
aproximadamente esféricas e, muito acima dessa concentracao, elas tendem a se
alongar, tornando-se cilindricas, cujo comprimento aumenta com a concentragao de
surfactante até formar a fase hexagonal, que é viscosa e birrefringente a luz
polarizada (EVANS & WENNERSTROM, 1999; JONSSON et al., 1998).

Especial interesse tem sido dedicado ao estudo de micelas e vesiculas, que
sao as estruturas mais simples formadas por surfactantes em solugao (ZANA, 2002;
ALARGOVA et al., 1998).

Vesiculas

As vesiculas consistem de bicamadas fechadas de surfactantes, de modo a
reter uma porcéo do solvente no interior, onde podem ser solubilizadas moléculas de
pequeno e médio porte. O tamanho e a geometria das vesiculas variam, mas, em
geral, vesiculas pequenas tendem a ser esféricas, e as grandes facetadas. Os
surfactantes que formam vesiculas tém geometria aproximadamente cilindrica
regular ou cone truncado, e as vesiculas podem ser uni ou multilamelares
(FEITOSA, JANSSON & LINDMAN, 2005; BENATTI et al., 1999; FEITOSA &
BROWN, 1997). A Figura 2 mostra o desenho esquematico de uma tipica vesicula
unilamelar.

O volume da porgao hidrofébica é significativo e, muitos dos surfactantes que
formam vesiculas s&o pouco soluveis em agua, possuindo duas caudas, de modo
que as vesiculas, em geral, ndo se formam espontaneamente. E, portanto,
necessario usar um meétodo que force a solubilizacdo dos surfactantes no solvente
aquoso ou polar. Em alguns casos, a solubilizagcdo do surfactante no solvente
aquoso é facilitada aquecendo a mistura acima da T, do surfactante. Em muitos
casos, as moléculas do surfactante, apdés aquecidas, associam-se em vesiculas
multilamelares, a partir das quais pode-se obter vesiculas unilamelares sonicando ou
extrudando a disperséo de vesiculas multilamelares (FEITOSA, BARRELEIRO &
OLOFSSON, 2000; LASIC, 1988).
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Figura 2 — Esquema da estrutura de um tipico surfactante e uma vesicula em corte
formada desse surfactante em solugdo aquosa. As cores azul e amarela
representam as porgoes hidrofilica e hidrofébica do surfactante. Nota-se que a

geometria conica truncada do surfactante é a mais apropriada para formar vesiculas.

A concentragao de surfactante € um dos fatores que determinam o tipo de
vesicula formada, pois com o aumento da concentracdo de surfactante, aumenta o
numero de vesiculas na solugdo e a formagao de vesiculas no interior de vesiculas
ja existentes, conforme representadas esquematicamente nas Figura 3 . A interagao
entre as vesiculas multilamelares é facilitada pela grande dimensao das vesiculas
quando comparadas ao tamanho das micelas (MARQUES et al., 1999,1998).

As Figuras 3 e 4 mostram esquematicamente trés niveis de concentragao de
surfactante em solucdo, formando vesiculas unilamelares e multilamelares,
respectivamente para pequenas e grandes concentragbes. Em concentragdes
intermediarias encontram-se misturas de vesiculas uni e multilamelares. Esse € um
tipico comportamento de surfactantes formadores de vesiculas em solugao
(BENATTI et al., 1999; FENDLER, 1982).
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Figura 3 - Tipos de vesiculas: Vesiculas unilamelares pequenas (SUV), Vesiculas
unilamelares grandes (LUV), vesiculas multilamelares (MLV) e vesiculas

multiestruturais (MSV).

Figura4 - Classificacdo de vesiculas em funcdo de seu tmanho: Vesiculas
unilamelares pequenas (SUV), Vesiculas unilamelares grandes (LUV), vesiculas

multilamelares (MLV).
(www.tdx.cesca.es/TESIS_UB/AVAILABLE/TDX-061305-124641//2INTRODUCC.pdf)

Vesiculas de DODAB e DDAB em solugao aquosa

O objetivo geral da pesquisa do nosso grupo tem sido o de investigar as
propriedades de sistemas contendo vesiculas, em especial vesiculas catidnicas,

visando principalmente a sua estabilidade em diferentes ambientes. Muitos desses



ambientes sdo hostis para a estabilidade das vesiculas, apesar de benéficos para
outras macromoléculas. Por exemplo, a solugao fisiolégica, necessaria para o
funcionamento de muitas moléculas biologicas, € muitas vezes, agressiva para
vesiculas lipidicas, a estabilizagao destas vesiculas requer, geralmente, o uso de
aditivos (co-solutos, co-surfactantes etc.) e para esse fim, temos usado vesiculas de
DODAB puro ou misturado com outros surfactantes.

Neste trabalho, investigamos o efeito de PEG (co-soluto) com diferentes
massas molares, na estabilidade de vesiculas catibnicas de DDAB e DODAB,
surfactantes homoélogos que diferem apenas no comprimento das caudas. Eles tém
12 e 18 atomos de carbono em cada cauda, respectivamente, resultando na maior
hidrofobicidade de DODAB. Em agua, esses dois surfactantes formam, em
pequenas concentracdes, vesiculas unilamelares. O limite de concentracdo desses
surfactantes para a formacgao de vesiculas unilamelares ainda nao é bem conhecido,
provavelmente devido a polidisperidade dessas vesiculas, que dificulta a pesquisa
nesse campo.

No entanto, é sabido que, aumentando a concentragdo desses surfactantes,
formam-se vesiculas multilamelares (MARQUES et al., 1999, 1998). Além disso, ndo
existe estudo comparativo e detalhado do tamanho dessas vesiculas e de outras
propriedades, como a temperatura de transicdo do estado gel para o liquido
cristalino (Ty). Na fase vesicular, a T, de DDAB e DODAB ¢ 16 e 45°C,
respectivamente, significando que a temperatura ambiente (25°C) DDAB esta estado
liquido-cristalino e DODAB no estado gel, o que torna dificil uma comparagao direta
das propriedades das vesiculas desses surfactantes em diferentes estados a uma
dada temperatura. E importante, porém, lembrar que esses surfactantes sido
hidrossoluveis apenas acima de sua respectiva T, 0 que implica que as vesiculas
desses surfactantes sdo preparadas apenas acima da T,,. Apesar disso, nao existe
uma clara relagao entre a T, e a solubilidade desses surfactantes em particular.
Assim, as vesiculas de DDAB costumam ser preparadas a temperatura ambiente,
~25°C, enquanto que as de DODAB a ~60°C. Nao existe um estudo conclusivo
sobre o efeito da temperatura de preparagcdo dessas vesiculas nas suas
propriedades, principalmente no tamanho e estabilidade. Existem, no entanto,
estudos sobre o efeito do método de preparacido das vesiculas nas suas
propriedades (FEITOSA, KARLSSON & EDWARDS, 2005; FEITOSA, BARRELEIRO
& OLOFSSON, 2000); o que também dificulta um estudo comparativo destas



propriedades uma vez que, cada grupo de pesquisa adota um determinado método
de preparacgao.

Como DODAB €& menos soluvel em agua do que DDAB, a preparacédo de
vesiculas de DODAB requer métodos especiais, como sonicagao, extrusdo, inje¢cao
etc, ja DDAB forma vesiculas por diluicdo simples do surfactante, apesar de alguns
pesquisadores ainda utilizarem a sonicacio para preparar as vesiculas de DDAB,
provavelmente com o intuito, nem sempre alcangado, de formar vesiculas menores e
mais homogéneas. O nosso grupo foi um dos primeiros a reportar a formagao
espontanea de vesiculas de DODAB por diluigdo do surfactante a 60°C (acima da Tp,
de DODAB) e utilizar esse método com regularidade (FEITOSA, BARRELEIRO &
OLOFSSON, 2000).

As propriedades termotrépicas dessas vesiculas foram comparadas as
propriedades das vesiculas desse surfactante apds sonicagcdo e extrusdo das
dispersbes preparadas, espontaneamente (BENATTIet al., 2001; FEITOSA,
BARRELEIRO & OLOFSSON, 2000). Nesses trabalhos, Feitosa e cols reportaram
que a T, aumenta com o tamanho das vesiculas e que a sonicagédo aumenta a Tp,
indicando que o processo de sonicacido nao apenas aumenta a curvatura das
vesiculas, mas as destroi, rompendo-as e formando fragmentos de bicamada (com
raio infinito, ou curvatura zero), aumentando desse modo a Ty. E importante também
notar que as vesiculas de DODAB séo estaveis tanto no estado liquido-cristalino
(estado mais flexivel das caudas do surfactante) como no estado gel (cadeia do
surfactante em estado mais rigido e estendido (FEITOSA, BARRELEIRO &
OLOFSSON, 2000). No entanto, nesta tese, verificamos que as vesiculas de DDAB
ndo sdo estaveis a 5°C, enquanto que, nessa temperatura, as vesiculas de DODAB
(1 mM) permanecem estaveis por meses, enquanto que as vesiculas de DDAB néao
resistem 12 h, e formam cristais hidratados. E possivel que esta cristalizacéo esteja
relacionada a temperatura de Kraft (ponto de Kraft € a temperatura na qual a
solubilidade do soluto em um solvente formando uma solugéo é igual a concentragao
vesicular critica, CVC.) do DDAB. Esse assunto ainda tem sido pouco explorado na
literatura.

Assim, complementando o trabalho do nosso grupo, sobre o efeito de co-
surfactantes nas propriedades termotropicas de DODAB, investigamos o efeito de
PEG nas propriedades dessas vesiculas e comparamos, sempre que possivel, as

propriedades das vesiculas de DDAB. Esse estudo, inicialmente, foi feito no regime



diluido, onde ha predominancia de vesiculas unilamelares, e, posteriormente, para
concentragdes mais elevadas, até 1% p/p de surfactante, na qual predominam

vesiculas e estruturas multilamelares.

Vesiculas de DODAB

Surfactantes que formam bicamada em geral possuem extremidade polar com
pequena area e grande regido de hidrocarbonetos. Assim, surfactantes catiénicos
com duas cadeias alquilicas longas e um grupo iénico pequeno (extremidade polar)
tendem a formar vesiculas ou lipossomos (vesiculas multilamelares) em solugao
aquosa (KANO et al., 1979).

DODAB ¢é um surfactante catidnico dialquilado, que, em solucao aquosa, e
acima da T, 45 °C, forma estruturas lamelares em uma extensa faixa de
concentragao; sua organizagao molecular depende da concentragéo do surfactante,
da temperatura e do solvente, sendo insoluvel em agua a temperatura ambiente.
Para obtengao de vesiculas, requer, pois, métodos especiais de preparacao, tais
como: sonicagao, extrusdo, e dissolugdo em solvente organico apropriado
(cloroférmio, diclorometano ou etanol). Em todos esses métodos os surfactantes sdo
forcados a solubilizagdo no solvente aquoso, resultando em estruturas que diferem
de um método para outro (FEITOSA, BARRELEIRO & OLOFSSON, 2000;
NASCIMENTO et al., 1998; KUNITAKE & OKAHATA, 1977).

Dispersdes aquosas de DODAB preparadas sem sonicagdo ou extrusao
exibem uma rica variedade de estruturas de bicamadas, como vesiculas
unilamelares pequenas (até 90 nm de didmetro), grandes (cerca de 500 nm de
didametro) e gigantes (até 12.500 nm de dimensao), assim como, bicamadas abertas
e estendidas, vesiculas multilamelares e vesiculas multiestruturais, com o interior da
bicamada contendo estruturas vesiculares concéntricas ou ndo, além de estruturas
aglutinadas, consistindo de bicamada densamente empacotada e envolvida por uma
estrutura unilamelar gigante. Quando submetidas a extrusdo ou sonicagao, as
estruturas grandes e gigantes sao rompidas formando vesiculas pequenas e
achatadas (FEITOSA, BARRELEIRO & OLOFSSON, 2000). A Figura 4 mostra um

desenho esquematico de quatro tipos de estruturas de vesiculas.



Vesiculas de DDAB

Alguns aspectos interessantes do comportamento de fase de DDAB em agua
sdo evidenciados no diagrama ternario de fases (Figura 26). Em agua e a 25°C
DDAB se auto-agrega em duas fases lamelares, uma menos compacta, em
concentracao entre 3 e 30 % p/p e a outra, mais compacta entre 83 e 91 % p/p e
entre essas duas faixas de concentragdo. As duas fases coexistem em equilibrio,
sem separagao macroscopica das fases (MARQUES et al., 1999,1998). Ha também
formacao de uma pequena regiéo isotropica em baixas concentragdes (<0,15% p/p),
regido isotropica e lamelar (diluida) em concentragdes que variam entre 0,15 e 1,5 %
p/p e regiao lamelar (diluida) no intrevalo de 1,5 a 3 % p/p.

A regido vesicular de DDAB/agua obedece também o esquema mostrado nas
Figuras 3, ou seja, com o aumento da concentracido de DDAB, ocorre transigao de
estrutura unilamelar para multilamelar (MARQUES et al., 1999). As vesiculas de
DDAB em agua sao geralmente formadas em excesso de agua (por exemplo, 1-5
mM de DDAB) a temperatura ambiente, ou seja, acima da T, de DDAB, que é de

~16°C. Essas vesiculas sdo estaveis por meses ou anos.

Temperatura deTransicao de DODAB e DDAB (Tnm)

A preparacdo de vesiculas de DDAB e DODAB requer, portanto, o
conhecimento da T, e da concentracdo desses surfactantes no correspondente
solvente. Em agua, a T, 16 e 45 °C, respectivamente e abaixo da Tyesses
surfactantes sao muito pouco soluveis em agua, fazendo com que as vesiculas
sejam preparadas acima da T,. Na Figura 5 € apresentada a dependéncia da T,
com o comprimento das caudas de surfactantes homologos a DODAB ou DDAB. Em
geral, a T, depende da presenga de co-solutos, co-surfactante, da concentragdo de
DODAB e do método de preparagdo das vesiculas (FEITOSA, KARLSSON &
EDWARDS, 2006; FEITOSA & KARLSSON, 2006; FEITOSA, BARRELEIRO &
OLOFSSON, 2000). Abaixo da T, as caudas dos surfactantes em solugdo estdo no
estado gel (rigido e ordenado), e acima da Ty, elas estdo no estado liquido-cristalino
(fluido). A T, € a temperatura na qual esta transicdo de estado gel-liquido cristalina

das cadeias das moléculas surfactantes acontece. A rigor, a transigao ocorre em



uma faixa de temperatura, e a T, corresponde a temperatura intermediaria dessa
transicéo (Figura 6) (FEITOSA, JANSSON & LINDMAN, 2005; SOLTERO et al.,
2000).

Para uma série de surfactantes homadlogos, a T, aumenta com o numero de
carbonos nas caudas, como mostra a Figura 5 para surfactantes dialquilados
derivados da aménia quaternaria, e varia também com o tipo e dimensao da
estrutura formada (FEITOSA, JANSSON & LINDMAN, 2005;FEITOSA &
BARRELEIRO, 2004; FEITOSA, BARRELEIRO & OLOFSSON, 2000; JONSSON et
al., 1998; JUNGERMANN, 1970).

50

45

40

35

Tu (°C)

30

25

20

Numero de atomos de carbonos nas caudas (n)

Figura 5 — Temperatura de transicdo gel-liquido cristalino (T,), obtida por
calorimetria diferencial de varredura, em fungdo do numero de atomos de carbono
(n) nas caudas de surfactantes dialquilados derivados da amodnia quaternaria
(FEITOSA, JANSSON & LINDMAN, 2005).



Figura 6 - Transicdo de estado em uma bicamada entre a fase gel e liquido-
cristalina.
(www.tdx.cesca.es/TESIS_UB/AVAILABLE/TDX-061305-124641//2INTRODUCC.pdf)

Efeito histerese

Quando a temperatura de uma dispersao de vesiculas aproxima-se da Ty,
nucleos de dominios liquido-cristalino comegam a se formar na fase predominante
(gel). Conforme a temperatura é aumenta, esses nucleos se expandem, até que toda
a bicamada encontra-se no estado liquido-cristalino. A expansao dos nucleos se da
por meio de um efeito cooperativo, que se inicia pela rotagado das cadeias carbdnicas
quando no estado liquido-cristalino. O modelo para a formacao dos nucleos iniciais
nao é bem definido, porém sabe-se que é necessario um certo nimero de moléculas
pra iniciar o processo de nucleagédo (TSONG,1974).

O efeito histerese na transicao de fase gel liquido-cristalina de DODAB em
dispersdes vesiculares foi reportado na literatura (FEITOSA, BARRELEIRO &
OLOFSSON, 2000) e foi verificada histerese de cerca de 7°C para dispersao de
DODAB, porém quando se aumenta o tempo de equilibrio, a 60°C, apés uma medida
‘up-scan” (aquecimento), antes do down-scan (resfriamento) a ser realizado, o valor
da Ty, obtido n&o varia com o processo endo e exotérmico (para um tempo de espera
de 4 horas).Termogramas de DSC para dispersdes ndo sonicadas de DODAB
revelaram dois picos de transi¢ao (pré e principal) no primeiro “upscan”, ja no
segundo apenas um pico foi observado (principal).Para dispersées sonicadas houve
a presencga de um terceiro pico, que nao permaneceu bem definido no segundo
"upscan” (BENATTI et al., 1999).



Aplicagoes de surfactantes

S&o inumeras as aplicagbes de surfactantes em diferentes segmentos da
ciéncia e tecnologia, em particular, os agregados de surfactantes catiénicos (micelas
e vesiculas) tém sido especialmente aplicados no transporte de farmacos para
células do organismo e, os surfactantes derivados quaternarios de amonio,
empregados como bactericida (CARMONA-RIBEIRO, 2000; JONSSON et al.,1998;
MARTINS, MAMIZUKA & CARMONA-RIBEIRO,1997; JUNGERMANN, 1970).

Vesiculas catidnicas sdo excelentes hospedeiros de pequenas moléculas e
servem como veiculo de transporte dessas moléculas para a membrana celular, que
normalmente, por ser anibnica, repele a molécula hospedeira, também aniénica. O
sucesso da aplicagédo de micelas e vesiculas em areas meédicas e bioldgicas
depende do conhecimento detalhado de suas propriedades fisico-quimicas, assim
como do controle dessas propriedades (CARVALHO & CARMONA-RIBEIRO, 1998;
CARMONA-RIBEIRO & CHAIMOVICH, 1993; JUNGERMANN, 1970).

A estrutura dos agregados de surfactantes depende da concentracdo de
surfactantes na amostra, da temperatura, da forca ibnica e do pH. Suas
propriedades fisico-quimicas como grau de ionizagao (de surfactantes ibnicos),
numero de agregacgao, temperatura de turvagao (de surfactantes ndo-ionicos), entre
outras sao influenciadas pela geometria dos agregados. O conhecimento dessas e
outras propriedades € de fundamental importancia nas varias areas de aplicagcao de
surfactantes (FENDLER, 1980; JUNGERMANN, 1970).

Em 1997 Carmona-Ribeiro e cols. reportaram a acdo antimicrobiana das
vesiculas catidnicas de DODAB, em baixas concentragdes (5 |M). Para tanto, altas
concentracdes de microrganismos (10 bactérias/mL) foram submetidas as vesiculas
de DODAB por 5 horas, resultando em 0% de espécies sobreviventes (Escherichia
coli, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa).
Esses autores também reportaram que as dispersdes sonicadas de DODAB sao
mais eficientes na atividade bactericida do que as preparadas por outros métodos
(CAMPANHA, MAMIZUKA & CARMONA-RIBEIRO, 1999; MARTINS, MAMIZUKA &
CARMONA-RIBEIRO, 1997; CARMONA-RIBEIRO & CHAIMOVICH, 1993).



Polimeros em solugao

Polimeros s&o macromoléculas, naturais ou sintéticas, importantes em
inumeros campos de pesquisa cientifica e tecnoldogica. Os polimeros consistem de
dois (dimeros) ou mais tipos monémeros na cadeia (unidade repetitiva), ligados
covalentemente, em cadeia linear ou ramificada. O numero n de unidades repetitivas
denomina-se grau de polimerizacdo. A diferenca fundamental entre os mondémeros
de polimeros e de surfactantes € que nestes ultimos, os monémeros nos agregados
(p. ex, micelas ou vesiculas) estdo unidos por interagdes fisicas e nao quimicas.
Quando os mondmeros sio identicos, como no PEG, o polimero é denominado
homopolimero, enquanto que copolimero é caracterizado por ter mais de um tipo de
unidade quimica repetida em sequéncia irregular(HIEMENS, 1984)

Devido a polimolecularidade, a massa molecular dos polimeros varia conforme
o método utilizado na obtencgado. Os tipos de calculos para determinar a massa
molecular baseiam-se no numero e na massa molecular dos monémeros: massa
molecular numérica média (Mn) e massa molecular ponderal média (Mw ). Assim, n

€ a razdo entre a massa molecular do polimero (M.) e a massa moleculardo

mondémero (M1), portanto n = M. /M;.Na pratica, os polimeros de uma dada amostra
nao possuem uma unica massa molecular, mas sim uma distribuicdo de massas
moleculares, e a massa molecular média do polimero pode ser ponderada pela
massa ou pelo grau de polimerizagéo n. Assim, a massa molecular ponderal média
(Mw) depende do numero e da massa molecular dos monémeros, e é obtida através

da expressao:
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A massa molecular numérica média (M.) depende apenas do numero de
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onde M;é a massa molecular da i-ésima molécula e n; € o numero de moléculas com

massa M;.

A relacdo entre Muw/Mn é denominada polidispersdo, e sera tanto maior
quanto mais heterogéneas forem as massas moleculares. Quando os produtos sao
de composicao uniforme, o material é dito monodisperso; por exemplo, polimeros
naturais, como proteinas e acidos nucléicos. Quando ha variagdo nas massas
moleculares, € dito polidisperso, e esse € 0 caso mais comum nhos polimeros
sintéticos. A polidispersdo nos polimeros comuns €, em geral, proxima de dois, mas
pode atingir valores bem mais altos. Nos polimeros monodispersos a polidisperséo é
igual a unidade. A massa molecular numérica média € geralmente obtida através de
experimentos de crioscopia, destilagao isotérmica, osmometria ou determinagao dos
grupos terminais. Mw é normalmente obtido por experimentos de espalhamento
estatico de luz (SLADE, 1975).

As propriedades dos polimeros dependem principalmente de trés fatores: (a) da
natureza quimica dos monémeros, (b) da massa molecular e conformacédo dos
mondmeros, e (c) da técnica usada na sintese do polimero, que influenciam a
estrutura molecular (constituigdo e configuragdo) do polimero (MANO & MENDES,
2004).

Poli(etileno glicol) (PEG)

PEG (HO(CH2CH20),H) €& um homopolimero neutro, cujo grau de
polimerizagdo n varia de algumas unidades até milhares de unidades monomericas.
A caracteristica inerte do PEG se deve ao fato de ser completamente neutro, ter alto
momento de dipolo e ser fortemente solvatado em agua (MARTINS & CARDOSO,
2005).

Estudos demonstraram “in vitro“ e “invivo” que o PEG reduz o riscode
formacao de trombose, pois, suprime a adsor¢cao da proteina plasmatica e a adeséao
plaquetaria (BRADLEY, DEVINE & ANSEL, 1998). O PEG tem muitas propriedades
que o tornam excelente candidato a biomaterial, por ser soluvel em agua e em
muitos solventes organicos (por exemplo: tolueno, cloreto de metileno, etanol e
acetona), é atoxico e tem rapida absorgédo. Além da sua caracteristica de hidrogel,

como retentor de alto conteudo de agua, biocompatibilidade e estado elastico, tém



sido aprovado para muitas aplicacdes meédicas, sendo que uma das mais
importantes propriedades do PEG ¢é impedir o seu reconhecimento pelo sistema
imunolégico (KEYS, ANDREOPOULOS & PEPPAS, 1998).

Como resultado bem sucedido, as formulagdes com lipidios e lipopolimeros tém
sido desenvolvidas para transportar farmacos e a quantidade de PEG nestas
formulagdes deve ser otimizada, pois PEG em baixas concentragdes oferece baixo
efeito protetor da bicamada lipidica, enquanto que em altas concentracées pode
levar a desestabilizagao do sistema.

As vesiculas e lipossomos sao geralmente sensiveis a mudangas ambientais,
que é uma propriedade desejavel para explorar as muitas aplicagcdes biologicas e
farmacéuticas (ROVIRA, THOMPSON & SZLEIFER, 2002), mas muito indesejavel
também, pois em algumas variagbes do ambiente essas estruturas necessitam
permanecer estaveis. O PEG é capaz de estabilizar ou desestabilizar vesiculas,
dependendo da sua concentragao relativa e da temperatura (CARIA, REGEV &
KHAN, 1998)

Dados experimentais e tedricos descrevem que a quantidade de polimero
necessaria para desestabilizar uma bicamada planar esta relacionada a massa
molar do polimero, e medidas de potencial e pressao de superficie demonstraram
que PEG interage com as interfaces ar-agua e lipidio-agua e na auséncia de lipidios,
o PEG forma monocamada relativamente estavel na interface ar-agua, exceto para
massa molares muito baixas (<1000 Da) (ROVIRA, THOMPSON & SZLEIFER,
2002; LIN & FU-CHANG, 1996; WINTERHALTER et al., 1995).

O sistema por nos estudado envolve a interacdo, em solugdo aquosa, entre
PEG e bicamadas ou vesiculas de DDAB e DODAB a nomenclatura PEG

(-[CH2-CH2-0O-]5-CH2-CH2-OH) normalmente se refere aos polimeros de massa
molecular abaixo de 20 kDa, acima desse valor a nomenclatura PEO
(-[-CH2-CH2.0-]n-), poli(6xido de etileno) também referido como poli(oxietileno), é
utilizada) Com o objetivo de padronizar a linguagem, utilizamos nesta tese a sigla
PEG para todos os polimeros independentemente da massa molecular (MANO,
DIAS & OLIVEIRA, 2004; ISRAELACHVILI, 1997)



Interagao polimero-surfactante

A mistura de polimero com surfactante, constitui uma importante area de
pesquisa, cujo produto final, os complexos polimero-surfactante, tém propriedades
distintas das propriedades dos componentes individuais e, portanto, com diferente
potencial de aplicagdao da mistura em relagdao aos sistemas macromoleculares
simples, como por exemplo uma solugdo de micelas ou de polimero puro
(GODDARD & ANANTHAPADMANABHAN, 1993).

O mecanismo basico da interagdo de surfactante-polimero é razoavelmente
conhecido e as mudancas nas propriedades fisico-quimicas do sistema surfactante-
polimero, como por exemplo a CMC e o numero de agregagao do surfactante, a
viscosidade da solug¢ao do polimero e a T, s&o indicativos da interacdo e formacéao
de complexos. Esta interacdo pode ocorrer entre a molécula do surfactante, ou de
agregados micelares, ou vesiculares com a cadeia do polimero. As forcas que
controlam estas interacbes sao, basicamente, as forgcas de van der Waals, o efeito
hidrofébico, e as interagdes acido-base, dipolar e eletrostatica (JONSSON et al.,
1998; GODDARD & ANANTHAPADMANABHAN, 1993; FENDLER, 1980).

O modelo mais aceito para a interacdao polimero-surfactante é baseado na
sequéncia de etapas da ligagdo entre o mondémero do surfactante (S) e a cadeia do
polimero (P), com cada etapa regida pela Lei da Agdo das massas, com a constante

de ligagao (k;) controlando cada passo:

P+S5PS (ki)
PS +S 5 PSy(k2)
PS; +S 5 PSs(ks)

PSn1 +S 5 PSp(kn) (3)

Os valores das varias constantes de interacdo e sua dependéncia com as
condi¢des experimentais (temperatura, forca idbnica e pH) servem de base para a
descri¢cao do processo molecular envolvido na interagdo (MYERS, 1999).

Baseado na natureza polar dos monémeros, os polimeros e os surfactantes sao
classificados como: anibénicos, catiénicos, ndo-idnicos e anféteros ou zwitteridnicos e

cada tipo de polimero pode apresentar caracteristicas diferentes de interagdo com



cada classe de surfactantes, o que resulta em um vasto campo de investigagao
(JONSSON et al., 1998; FENDLER, 1980).

As interagdes normalmente sao muito fortes entre surfactantes e polimeros com
cargas opostas, fortes ou fracas quando um deles é neutro e o outro carregado, e
muito fracas ou inexistentes quando os dois sdo neutros. Em geral, a interagao de
surfactantes anidnicos € mais forte com polimeros neutros do que com os
surfactantes catibnicos (mantendo constantes o tamanho e o niumero de caudas)
(GODDARD & ANANTHAPADMANABHAN, 1993).

Os métodos experimentais utilizados para a investigacdo da interacao
polimero-surfactante sdo normalmente os mesmos empregados no estudo das
espécies (polimeros e surfactantes) individuais em solugdo, que podem ser
divididos em duas categorias: aqueles que medem as propriedades de transporte ou
de nao equilibrio do sistema (viscosidade, condutividade, espalhamento de luz,
fluorescéncia resolvida no tempo e tensado superficial etc.) e os que detectam
mudangas do sistema em niveis moleculares e no equilibrio (ressonancia magnética
nuclear ("HNMR), ressonancia paramgnética eletrénica (EPR) dicroismo circular,
fluorescéncia de estado estacionario etc.). Embora seja dificil comparar resultados
experimentais provenientes de diferentes técnicas, as manifestacdes fisicas da
interacdo ocorrem de maneira evidente e a combinagdo de técnicas e métodos
diferentes € muito importante no entendimento da interagao polimero-surfactante
(MYERS, 1999).

Diagrama Ternario de Fases

O fenbmeno de separacao de fases € comum nas solugdes de polimeros e
surfactantes, assim como em misturas de ambos e a observagdo do comportamento
de fases desses sistemas pode ser a indicagao preliminar do numero e do tipo de

fases presentes no sistema investigado.

A inspecao da amostra através de polarizadores cruzados permite observar a
ocorréncia de birrefringéncia (Qque é a propriedade das substancias exibirem
diferentes indices de refragcdo em diferentes diregdes). Tal comportamento pode ser
observado nas fases anisotrépicas liquido-cristalinas (fases hexagonal, lamelar e

liquido-cristalina) e em alguns cristais. Fases que tém aparéncia opaca sao



opticamente isotropicas ou n&o-birrefringentes (fases micelar e cubica). A
intensidade da birefringéncia pode ser observada quando a amostra estd em
repouso (birrefringencia estatica) ou submetida a um cisalhamento (birrefringéncia

por fluxo).

Para um estudo mais detalhado das fases ha a necessidade de empregar
outras técnicas como microscopia de luz polarizada, espalhamento de raios X a
baixos angulos (SAXS) ou 'HNMR (MARQUES et al., 1999,1998,1993; PICULELL,
LINDMAN & KARLSTROM, 1998; LINDMAN et al., 1998).

Birrefringéncia

A luz é uma onda eletromagnética que se move a uma certa velocidade
através de um meio. A velocidade da luz no vacuo é diferente e quando passa por
outro meio. A razao entre velocidade da luz no vacuo (¢,) € a velocidade da luz em

um certo meio (¢) é chamada de indice de refragao (n):

no= (4)

A velocidade da luz no vacuo € maior do que a velocidade em outro meio,
entdo (n) normalmente € maior do que 1.

No meio isotropico opticamente, a velocidade da luz € a mesma em todas as
direc¢des (x, y e z), entdo os resultados dos indices de refragdo sdo semelhantes
(nx = ny = ngz). Por outro lado, no meio anisotropico, a luz reage com diferentes
morfologias e como resultado a velocidade é diferente para cada direcao e indices
de refracao nao sao os mesmos. A direcao da luz pode ser perpendicular ou paralela

ao eixo optico. Portanto, dois indices de refracédo podem ser calculados:

Cy = Co/Ny e CL=co/n; (9)

A diferencga entre os indices de refragéo (paralelo e perpendicular) € chamado

de birrefringéncia do meio (A,) e é dada por:



An=ny—n (6)

Para sistemas coloidais a relagao € representada por:
An=Ans .¢ (7)

onde ¢ € a fungao/orientagéo, dado pela reagéo:
3 1
Q=|=.cos’(®)—— 8
[2 cos” (@) 2} (8)

onde ® é o angulo entre o centro da particula e a diregdo de orientagdo. E A ng

pode ser calculado para a solugao de surfactante com a equacgao:
ns = Ane— Any 9)

onde Ane é a birrefringéncia da molécula quando monémero e Ans € a birrefringéncia
da molécula agregada.

Se a solugdo com agregados lamelares for visualizada através de polarimetro
de luz cruzada, isto mostra birrefringéncia. A luz ndo polarizada (luz em todas as
diregcbes) pode ser filtrada por um polarizador e passar por uma unica diregdo. Esta
luz polarizada pode ser classificada com dois vetores que sao perpendiculares com
angulo de 90°. Estes dois componentes interagem com a solugao anisotropica e
pode resultar em dois diferentes indices de refragdo. Portanto, um tipo de mudancga
de fase é esperado (3). O grau da mudanca de fase depende da espessura do meio
anisotrépico (1) a propriedade 6ptica do meio e o comprimento de onda da luz

incidente (1) sdo descritos conforme a equacéo:
d =2n/L. An.t (10)
A luz polarizada linear torna-se eliptica depois da mudanca e entdo passa

pelo segundo polarizador e a solugao exibe birrefringéncia (MISHIMA, SATOH &
SUZUKI,1996).



Objetivos da tese

O objetivo desta pesquisa foi investigar o efeito de PEG (co-soluto), com
diferentes massas moleculares (200Da,12kDa,35kDa,100kDa e 2MDa) na formacgao
de vesiculas estaveis de DODAB e DDAB em agua, cujas propriedades fisico-
quimicas foram estudadas por técnicas espectroscopicas e calorimétricas, além de
investigar a atividade bactericida em microrganismos de referéncia, de vesiculas de

DODAB (sonicadas e ndo sonicadas), na auséncia e presenga de PEG,,,, €

PEG,,p,» Utilizando a técnica dos cilindros carreadores.

MATERIAIS E METODOS

Métodos

Investigamos as propriedades: (1) espectrofluorimétricas da sonda
trans,trans,1,4-difenil-1,3butadieno (DPB) em solugbes aquosas de DODAB, (2)
espectrofotométricas e (3) calorimétricas de vesiculas catibnicas de DODAB,
preparadas espontaneamente, na auséncia e presenca de PEGix e PEGssk. (4)
Também estudamos a estabilidade de dispersdes aquosas espontaneas de DODAB
1,0 mM e 0,5 mM sonicadas e nao-sonicadas, por medida de turbidez em funcédo do
tempo. (5). Construimos os diagramas de fases ternarios das vesiculas catidnicas de
DODAB e DDAB em solugédo aquosa, na auséncia e presenga de PEG com massas
molares de 200 Da, 12 kDa, 35 kDa, 100 kDa e 2 MDa.

Materiais

Poli(etileno glicol), HO(CH2CH»0),H (PEG), com massas moleculares de 200
Da, 12 kDa, 35 kDa, 100 kDa e 2 MDa foram adquiridos comercialmente,
(Fluka/Sigma) e utilizados sem purificacdo prévia. Para titulagdo das vesiculas com
solucao de PEG, nos experimentos de turbidez, foi preparada uma solugao estoque

20 mM. Utilizamos agua ultra-pura tipo Milli-Q na preparagao das amostras.



@) fluoréforo trans,trans,1,4-difenil-1,3butadieno (DPB),
(C,H,CH = CHCH = CHCH, ) (Massa Molecular = 206,28 g/mol) (Merk) foi diluido em
ciclohexano (Merk) antes de ser misturado as vesiculas. A Figura 7 mostra a

estrutura molecular do DPB.

DPB

Figura 7 - Estrutura molecular da sonda fluorescentetrans,trans,1,4-difenil-

1,3butadieno (DPB).

Brometo de dioctadecildimetiiaménio (DODAB) (Sigma) e brometo de
didodecildimetilaménio (DDAB) (Aldrich), foram utilizados conforme adquiridos do
fabricante. A férmula molecular de DODAB, (M = 631 g/mol) com 18 carbonos na
cauda, € mostrada na Figura 8. O homdlogo DDAB (Massa Molecular = 462,65

g/mol) contém apenas 12 carbonos.

NN
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D V2V Ve Ve Ve NV NV NV v \CH3

DODAB

Figura 8 — Estrutura molecular do brometo de dioctadecildimetilamonio (DODAB).



Preparagao das amostras

Preparacao das vesiculas

A preparagao das vesiculas e seu armazenamento a temperatura ambiente
foram padronizados para todos os experimentos, realizados sempre 24 horas apods a
preparagao das vesiculas, que foram formadas sempre acima da temperatura de
transicdo gel-liquido cristalina (T,,) desses surfactantes em agua: T, ~ 16 e 45°C,
respectivamente para DDAB e DODAB.

As dispersoes espontaneas (ou nao sonicadas) de DODAB ou DDAB foram
preparadas por dissolucdo simples das amostas a temperatura de alguns graus
acima da Ty, do respectivo surfactante em agua. Como a T, de DDAB esta abaixo
da temperatura ambiente, as dispersdes de DDAB foram preparadas a temperatura
ambiente (KONDO et al., 1993). Ja as dispersdes de DODAB exigiram aquecimento,
pois a Ty esta acima da temperatura ambiente. Nesse caso, uma mistura 5 mM
(solugdo estoque) de DODAB/agua foi aquecida até 60°C, homogeneizada e, entao,
resfriada a temperatura ambiente, sendo observado que apds resfriada, a amostra
permaneceu estavel (sem precipitagdo) por meses.

Apesar das vesiculas de DODAB e DDAB em agua poderem ser preparadas
espontaneamente, muitos pesquisadores preferem utilizar o método de sonicagao,
pois acreditam que formam vesiculas menores. Assim, para fins de comparacao, em
algumas situagdes trabalhamos com vesiculas de DODAB sonicadas. As amostras
sonicadas de DODAB foram preparadas a partir das dispersdes nao sonicadas, que
depois de preparadas e vedadas em frascos de vidro, foram expostas a ondas de
ultra-som, num sonicador tipo banho (Branson, modelo 1210), a 60 °C, até obter
uma solucdo mais clara e transparente, em relagdao a nao sonicada, e entao
resfriadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente, as quais ficam estaveis
por muito tempo (BRITO & MARQUES, 2005; FEITOSA, KARLSSON & EDWARDS,
2005; FEITOSA & KARLSSON, 2005;BENATTI et al, 2001; FEITOSA;
BARRELEIRO & OLOFSSON, 2000). Para o preparo das dispersoes, foi utilizada
balanga analitica de precisdo de 0,1 mg para pesagem da massa do surfactante (ou
aliquotas da solucéo estoque) e do polimero a serem solubilizadas em agua, de

forma a obter a concentracédo desejada.



Preparagao das vesiculas com sonda

As sondas DPB foram diluidas em ciclohexano (Merck) e incorporadas no
interior das vesiculas. Devido a natureza hidrofébida dessa sonda, ela muito
provavelmente se incorpora na regiao da bicamada das vesiculas. Para tanto, foram
adicionados 500 pL de solugéo organica da sonda de concentragéo de 4.4 uM em 2
mL da solugdo aquosa das vesiculas de DODAB 0,5 mM, que ficou sob agitacao
durante 12 horas a fim de incorporar a sonda e evaporar o solvente organico, sob
atmosfera de nitrogénio para nao oxidar a sonda(BARRELEIRO et al, 2002;
BENATTI et al, 1999).



Preparagao das solugdes do Polimero

Para os experimentos de espectrofluorimetria, turbidez e calorimetria foram
preparadas solugdes estoque de PEG12« e PEG3s¢ dissolvendo 24% p/p e 70% p/p

respectivamente, para obter solu¢gdes de concentragdo de 20 mM.

Preparagao das misturas de PEG/DODAB/agua

Partindo de solug¢des aquosas de DODAB 1,0 mM e de PEG 20 mM (PEG1« e
PEGg3si) foram preparadas solugdes de trabalho nas razées molares desejadas de
R = PEG/DODAB =0,5;1; 2; 5; 6; 8; 12 e 17, onde R = 0 corresponde a solucao de
DODAB sem PEG.

Construcdao dos Diagramas ternarios de fases do sistema

PEG/surfactante/agua.

Em nossos estudos, os diagramas de fases ternarios foram construidos para
misturas de DODAB ou DDAB com PEG 200 Da, 12k, 35k, 100k e 2M Da e agua,
para uma concentracdo maxima de surfactante e polimero de 1% em peso, de modo
que as porcentagens maximas de( polimero + surfactante) = 1 % e agua = 99 %.

Para construcdo dos diagramas de fases foram preparadas solugbes com
composi¢cdo de agua que variaram entre 0,1 e 1 % p/p de (PEG + surfactante),
pesando-se a massa correspondente de cada componente (surfactante, PEG e
agua), nas quantidades desejadas.

Foram preparadas cerca de 65 amostras de cada sistema PEG/DODAB/agua
para a constru¢cdo dos diagramas ternarios de fases. Para tanto, foram misturadas
quantidades adequadas de PEG (200 Da, 12k, 35k 100k e 2M Da), de DODAB e de
agua suficientes para a obtengéo de solugdes de composigao final entre 0,1 e 1%
p/p de (PEG + surfactante). A mistura dos componentes foi feita a 60 °C, conforme
descrito anteriormente.

Para o sistema PEG/DDAB/agua o procedimento foi o mesmo, porém a mistura
se deu a temperatura ambiente.

Todas as amostras foram pesadas e diluidas em tubos de vidro e vedadas com

tampas rosqueaveis ou seladas a fogo, e as diferentes fases foram identificadas e



os diagramas ternarios construidos. As coordenadas dos pontos de um diagrama de
fases sao dadas conforme mostrado na Figura 9, lembrando que os vérticies do
tridangulo correpondem a 100% em peso do componente correspondente, e que as
(trés) bases do tridngulo representam misturas binarias dos dois componentes dos
vértices unidos pela respectiva base.

As amostras foram analisadas visualmente e através de polarizadores

cruzados, para verificagao de birrefringéncia.



Figura 9 - Tridngulo de Gibbs para a constru¢éo de diagrama ternario de fases
esquematico de trés componentes: polimero, surfactante e agua a temperatura fixa.
As composig¢des dos diferentes componentes no ponto P sdo dadas pela distancia
da base oposta. A amostra representada pelo ponto P é composta de 70% de

polimero, 20% de agua e 10% de surfactante.
Métodos

Medidas de Turbidez

O negativo do logaritmo natural da razédo da intensidade de luz transmitida (1)
pela intensidade de luz incidente (Ip) € a absorbancia por unidade do caminho éptico,

ou turbidez, na auséncia de absorcdo de luz (Eespaihada)- Matematicamente
representada por (HIEMEZ & RAJAGOPALAN,1997):

I
& espalhada = — In ( ; IO ) 4)



Para material ndo absorvente,
It:IO_Iesp. (5)

onde Iesp € a intensidade de luz espalhada pela amostra em todas as diregdes.

Combinando as equacgdes 4 e 5, temos:

I I
—In(——=2 1 =) = In(1-—2)

0 I0

esp

I (6)
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Neste trabalho, as medidas de turbidez foram feitas variando o comprimento
de onda () de 200 a 600nm e a temperatura de 15 a 65°C, para as vesiculas ndo
sonicadas de DODAB, e descontando a linha de base ou turbidez do solvente. Foi
utilizado um espectrofotdmetro UV-visivel (Hitachi U-2001), equipado com cela de
quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.

Obtivemos com as medidas de turbidez em funcdo da temperatura da
amostras as T, de DODAB 1mM e dos sistemas PEG/DODAB, para PEGix e
PEGask, nas razbes molares testadas PEG/DODAB = 0,5; 1; 2; 6 e 12.

Para as medidas de turbidez em fung¢ao do tempo foi utilizado um turbidimetro
de comprimento de onda fixo (550 nm) e equipado com cela de quartzo com

caminho optico de 1 cm (Spectroquant-Merck-Nova 400)

Medidas de Fluorescéncia

Inicialmente foi investigado o efeito de DODAB no espectro de absorgao, na
presenca e auséncia de PEG, da sonda fluorescente DPB, a fim de verificar a
interacao polimero-surfactante, através do monitoramento da intensidade e da

posigcao dos picos caracteristicos da absorbancia do fluoréforo.



Na fluorescéncia, a relacdo de fétons emitidos por fotons absorvidos é

chamada de rendimento quéntico de fluorescéncia (®,), que tem valor proximo da

unidade para fluoréforos eficientes, e valores quase nulos para os fluoréforos pouco

eficientes. Se todas as moléculas excitadas fluorescem, (®.)= 1 e se nenhuma
fluoresce (®.)= 0. O tempo de vida de fluorescéncia (t:), que caracteriza o tempo

meédio de permanéncia do fluoréforo no estado excitado, e o rendimento quantico (¢s)
estao relacionados pela equacgao. (VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 1999):

ki =@, /1, (7)

onde k, = constante de velocidade com a qual os fétons sdo emitidos na

fluorescéncia.
O rendimento quantico de fluorescéncia da amostra foi calculado pela equagao
(BARRELEIRO et al, 2002):

<Df=[(1fc1>f0)/1fo][(1_1o o) (1-10 H ®

onde: @&, If, ® 1 € lrgp sdo o rendimento quantico de fluorescéncia e a intensidade de
fluorescéncia do fluoréforo na vesicula e na solugéao de referéncia, respectivamente.
E Ar e Ar sdo a absorbancia do fluoréforo na vesicula e na solugao de referéncia
medidas no comprimento de onda de excitagdo (A max) (BARRELEIRO et al, 2002).
0s nossos experimentos foi utilizada a sonda DPB/ciclohexano como referéncia com
® 1o~ 0,44 a 25 °C (ALLEN, MIOLA & WHITTEN,1988; ALLEN et al.,1987).

Mediu-se a absorcado da sonda incorporada nas vesiculas e no comprimento de
onda de maxima absorcao (Ar) que foi o utilizado para excitacdo das amostras e
medidas de emissdo de fluorescéncia a 25°C. Em seguida, numa cubeta com
ciclohexano contendo o mesmo volume da amostra vesicular, foi adicionada a sonda
referéncia até atingir o valor da absorbéancia préximo ao da amostra sonda/vesicula
(Afr) no mesmo comprimento de onda (Amax). Mediu-se entédo, a intensidade de
fluorescéncia da referéncia (lfo) € da amostra sonda-vesicula (Is). As medidas foram

feitas a 25+ 1 °C. Entre duas medidas consecutivas esperou-se 10 minutos, com



agitacdo magnética da amostra, para que a amostra atingisse a temperatura
desejada. Entao deixou-se 1 minuto em repouso para efetuar a leitura e em seguida
mais 1 minuto de repouso para efetivar a leitura. O controle de temperatura foi feito
usando um banho termostatizado (Fischer-Scientific) acoplado ao porta-cela do
espectrofluorimetro.

Nos experimentos de fluorescéncia foram utilizados 2,0 mL de solucédo de
DODAB 0.5 mM no qual foram adicionadas aliquotas de 20 yL de PEG1x 10 mM.
Para o calculo das razées PEG/DODAB foi considerado o efeito da diluigado pela
adicdo dos 600 yL de PEG em DODAB 0,5mM. A variagdo da concentragao da
sonda DPB e de DODAB pela diluigdo resultante da adicdo de PEG foi de
aproximadamente 23%. Dentro desta variagdo de concentragao, as propriedades
das vesiculas de DODAB variam muito pouco (FEITOSA, KARLSSON & EDWARDS,
2005; FEITOSA & KARLSSON, 2005; FEITOSA, BARRELEIRO & OLOFSSON,
2000).

As medidas de fluorescéncia foram realizadas, em duplicata, utilizando
espectrofluorimetro (Hitachi F 4500) equipado com cela de quartzo com caminho

Optico de 1 cm.

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A interagcdo entre polimeros e surfactantes pode ser estudada através das
técnicas calorimétricas: titulagao isotérmica (ITC) e calorimetria diferencial de
varredura (DSC). Como resultado imediato pode ser verificada a variacdo da
capacidade calorifica (Cp) em fungdo datemperatura ou concentragdo, obtida,
respectivamente, por DSC e ITC. Em ambos os casos pode-se verificar a variagéo
de energia envolvida no processo estudado (ALMEIDA et al.,2004; SILVA, LOH &
OLOFSSON, 2004; MARQUES, KHAN & LINDMAN, 2002; OLOFSSON &
WANG,1998; AOKI & KODAMA,1998; KODAMA,TSUTII & SEKI,1990).

Medidas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
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Figura 10 — Esquema de uma curva e DSC, indicando os parametros obtidos para
um sistema vesicular: T, T 12€ H (e Tonser)

Na Figura 10 destacamos a linha de base e a regido de temperatura antes e
depois do processo ou transicao estudado. Ao subtrair essas curvas obtém-se a
variagao da capacidade calorifica (ACp) da solugao, dada pela curva (termograma)
do processo. Os picos nas curvas estao relacionados a eventos de transi¢cao de
fases ou estruturais, e a area sob o pico (ou picos) € proporcional a variagcao da
entalpia AH da transicdo. O parédmetro AT, corresponde a largura da curva de DSC
referente a metade de AC»p e esta inversamente relacionado a cooperatividade dos
sistemas. (SILVA, LOH & OLOFSSON, 2004; BARRELEIRO et al, 2002; MARQUES,
KHAN & LINDMAN, 2002).

A transicdo dos sistemas pode ser visualizada através dos parametros
relacionados ao processo estudado, assim podemos optar por um dos dois pontos
caracteristicos das curvas de DSC: temperatura maxima (Ty) representada pela
altura maxima da curva e TonseT, representada pela intersecgéo entre a linha de
base e inclinagédo da curva (Figura10). Em nosso estudo optamos pela utilizagao da
Twm, visto que pode ser determinada com preciséo, nao tendo com fator limitante a
necessidade de linha de base bem definida (SILVA, LOH & OLOFSSON, 2004).

As medidas calorimétricas sao relativas a diferengca na capacidade calorifica

entre os volumes (fixos) da solugéo e do solvente em fungéo da temperatura e a



capacidade calorifica aparente é calculada como uma fung¢ao das diferencas de
temperatura entre a amostra e a referéncia (MARTHOT & BENOIST, 1994).

A alta sensibilidade do DSC favorece o estudo do efeito da temperatura nas
vesiculas e permite também observar as mudangas ocorridas no sistema (por
exemplo a transi¢ao de fase gel para liquido-cristalina). Além disso, obtem-se
valores de T, dados pelas posi¢cdes dos picos no termograma e pela intersec¢ao
rntre a linha de base e inclinagdo da curva (TonseT). A variagao de entalpia
associada a cada transi¢céo pode ser calculada integrando a curva através dos picos,
usando o software MicroCal Origin, v.5.0 (ALMEIDA et al.,2004; SILVA, LOH &
OLOFSSON, 2004; MARQUES, KHAN & LINDMAN, 2002; OLOFSSON &
WANG,1998; KODAMA, INOUE & TSUCHIDA, 1995).

Nas medidas de DSC a amostra € aquecida ou resfriada a uma taxa
constante de transferéncia de calor e a capacidade calorifica (Cp) do sistema é
determinada. Quanto menor a variagao de temperatura do sistema causada pela
transferéncia de uma determinada quantidade de calor, maior a sua capacidade
calorifica que pode ser definida como (ATKINS, 2003):

_dQ
C=3T )

A capacidade calorifica a pressao constante é definida por

aH)
P

Cp :( oT (10)

onde a entalpia H corresponde ao calor transferido a pressao constante. Para
uma variacao infinitesimal, em um processo a pressao constante, a equacao (10)

pode ser escrita como:

dH = Cp,dT (11)



Podemos assim, calcular a variagado de entalpia AH:

T2
AH = | deT

T (12)

A temperatura de transicao de fase T, de um processo corresponde a

posicao do pico de energia AH, e quando o pico € bem definido (estreito) a

transicao é cooperativa.

As medidas de DSC dos sistemas aqui estudados foram realizadas entre 15
e 65 °C, com taxa de variagao temporal de 1°C/min (razdo de aquecimento), e
obtivemos valores de T, para DODAB 1 mM e dos sistemas PEG/DODAB, para
PEG+2 e PEGssk nas razdes molares R = PEG/DODAB =0,5,1, 2,6 e 12.

Para os sistemas estudados (DODAB e PEG/DODAB), a técnica de DSC, foi
util para verificar a contribuicdo do polimero na interacdo com o surfactante e
consequente mudanga na Tr, em relagao a T, de DODAB em agua, permitindo
também a verificacdo da existéncia de vesiculas na solugdo (ALMEIDA et
al.,2004; SILVA, LOH & OLOFSSON, 2004; MARQUES, KHAN & LINDMAN,
2002; OLOFSSON & WANG,1998; KODAMA, INOUE & TSUCHIDA, 1995;
KODAMA & MIYATA, 1995).

Medidas de Calorimetria por titulagao isotérmica (ITC)

A técnica de ITC permite verificar a variagao do fluxo de energia durante um
processo de liberagdo ou absorgao de calor. Os calorimetros isotérmicos podem
ser chamados de calorimetros de condugao ou de fluxo de calor e, neste tipo de
equipamento, a energia € liberada (ou absorvida) na cela de reagéo para um
trocador de calor (que fica a sua volta). O fluxo de calor é registrado pelas
termopilhas posicionadas entre a amostra e o trocador de calor e a diferenga
entre a amostra e o trocador de calor gera um potencial elétrico (U) sobre a

termopilha. Considerando que a temperatura da cela da amostra e do trocador de



calor sao constantes, a poténcia térmica liberada na cela da reagao é calculada
através da equacédo (OLOFSSON & WANG,1998)

P = ¢[U + t(dU /dt)] (13)

onde ¢ € uma constante de calibragao, t € a constante de tempo do instrumento e

dU/dt é a derivada da poténcia térmica em fungdo do tempo.

O calorimero de alta sensibilidade (VP-ITC — MicroCal Northampton, MA) é
equipado com duas celas de 1.4 mL uma para conter, a referéncia (agua) e a
outra a amostra (vesiculas de DODAB). Para a titulagao de DODAB 1,0 mM
foram feitas adi¢des automaticas consecutivas de 3 a 15 pL de solugao 14,5 mM
de PEG12, em intervalos de 10 min, através de micro-seringas (Hamilton, com
capilar de ago) conectadas a um adicionador, interfaceado ao programa central de
controle do calorimetro, e sob agitagdo constante (limitada ente 20 e 120 rpm que

€ a faixa de trabalho do equipamento).

Nos experimentos de ITC mede-se diretamente a energia (troca de calor) a
temperatura constante e os resultados sao tratados em termos da entalpia em
funcdo da concentragdo do polimero (PEG2), permitindo a obtencdo do calor
envolvido no processo de interacdo de ligantes como o PEG com moléculas
receptoras (vesiculas de DODAB) (SILVA, LOH & OLOFSSON, 2004; SORAI, 2004).

A contribuicdo da entalpia e da entropia a uma interacdao pode fornecer
informagdes sobre 0 mecanismo desta ligagdo. A técnica de ITC tem sido um
método padrao para investigar tais interagées, com a vantagem de ser um método
direto e nado invasivo. A representagao grafica do calor envolvido no processo
fornece o grau de saturagao do ligante (PEG).

Apdbs cada adigao do titulante, na solugdo da macromolécula, o calor liberado
(exotérmico) ou absorvido (endotérmico) € medido contra a referéncia (solvente) e a
troca de calor € monitorada pela forga elétrica necessaria para manter uma pequena
diferengca de temperatura entre ambas as celas colocadas em uma camara
adiabatica, pois a quantidade disponivel de macromolécula ndo complexada
decresce progressivamente a cada adigao, e a magnitude do pico torna-se menor
até que a saturagdo seja alcangada (SILVA, LOH & OLOFSSON, 2004; SORAI,
2004; HEERKLOTZ, BINDDER & EPAND, 1999).



Avaliacao da Atividade Bactericida

A atividade bactericida foi avaliada para os sistemas DODAB/agua,
DODAB/PEG200pa € DODAB/PEGompa, (para 1 mM do surfactante, sonicado e nao
sonicado e 1% p/p dos polimeros), utilizando o método da Diluicédo de Uso e
Cilindros carreadores, segundo o Procedimento Operacional Padronizado
(POP:INCQS’ n° 65.3210.007) (BELOIAN, 1990), que estabelece a metodologia a
ser adotada para a avaliacdo da atividade bactericida de desinfetantes. Este
procedimento se aplica a analise microbiolégica dos desinfetantes classificados,
segundo a Portaria DISAD N° 15/88 (BRASIL, 1998), como desinfetantes de uso
geral, para industria alimenticia, para lactarios, hospitalar para superficies fixas e
hospitalar para artigos semi-criticos (para procedimentos n&o invasivos). Como
material de referéncia (microrganismos teste) foram utilizados Salmonella
choleraesuis (ATCC 10708),” Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442).”

*k
)

O preparo dos cilindros carreadores seguiram as seguintes etapas:
a) ferver os cilindros em agua destilada por 10 minutos;
b) mergulhar os cilindros em solugéo de hidroxido de sédio 1N e deixar durante
uma noite;
C) lavar abundantemente com agua da torneira até que a agua de lavagem nao
apresente pH basico. Medir o pH com fita indicadora de pH. Enxaguar, entdo 5
vezes com agua destilada;
d) colocar os cilindros em tubos de ensaio 25 mm x 200 mm com tampa de
rosca, na quantidade de 11 cilindros por tubo e cobrir com uma solugdo de
asparagina 0,1 % p/p. Esterilizar por autoclavagao a 121°C por 20 minutos. Guardar
a temperatura ambiente; e
e) triar os cilindros através do Método da Diluicdo de Uso, utilizando o S.aureus
(ATCC 6538) e uma solugao de 500 ppm de cloreto de alquil dimetil benzil ambnio.

Desprezar os cilindros que apresentarem crescimento neste ensaio de triagem. Nos
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" American Type Culture Collection.



ensaios com as amostras de desinfetantes, cilindros que apresentam crescimento

devem ser novamente triados e somente poderdo ser reutilizados se nao

apresentarem crescimento nesta nova triagem.

Para o preparo das culturas teste foram executados os seguintes

procedimentos sob condigbes assépticas:

a)

reconstituir uma ampola com o microrganismo liofilizado com caldo nutriente
especifico de cada microrgamismo (caldo nutriente D para Salmonella
choleraesuis e caldo soja tripticaseina (TSB: Triptic Soy Broth) para
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa);

proceder, a partir do crescimento no caldo especifico, a bacterioscopia
corando pelo método de Gram (onde devem ser observados bastonetes gram
negativos para Salmonella choleraesuis e Pseudomonas aeruginosa e cocos
gram positivos para Staphylococcus aureus);

verificar a pureza da cultura no caldo especifico e entdo escolher uma colbnia
isolada e semear em trés tubos com agar nutriente inclinado. Incubar por 48 h
a36+1°C;

agitar as culturas teste por 3 a 4 segundos e deixar em repouso por 10
minutos, a temperatura ambiente, antes de usar;

tranferir 10 cilindros estéreis, em solugdo de asparagina com gancho de
tranferéncia para 10 mL da cultura teste de 48-54 horas. Apds um periodo de
contato de 15 minutos, a temperatura ambiente, remover os cilindros e
coloca-los em posicao vertical sobre papel de filtro contido em uma placa de
Petri. Cobrir a placa e incubar a 36 + 1 °C, durante 40 minutos;

distribuir o desinfetante a ser testado em 60 tubos de 25 mm x 150 mm, na
quantidade de 10 mL por tubo identificando o primeiro tubo com o niumero 1 e
0 numero da amostra. Numerar o restante de 2 a 60.

colocar 10 tubos (a operagao devera ser repetida 6 vezes) em banho de agua
a 20 °C e deixar alcancar esta temperatura (aproximadamente 10 minutos);
adicionar, entdo, um cilindro contaminado e seco, a intervalos de um minuto,
cronometradamente a cada um dos dez tubos contendo o desinfetante;

girar o tubo suavemente trés vezes e recoloca-lo no banho de agua a 20 °C.
Logo, 10 tubos sdo semeados em 9 minutos, deixando 1 minuto de intervalo
antes da trasferéncia do primeiro cilindro carreador para o primeiro tubo de

subcultura, perfazendo 10 minutos de contato;



j) renover os cilindros dos tubos com desinfetante (ap6s 10 minutos de contato,
mantendo os intervalos constantes de um minuto entre cada tubo) para os
respectivos tubos com meio de subcultura identificados com o numero da
amostra e numerados de 1 a 10 (primeira bateria de subcultura);

k) transferir cada cilindro para outra série de tubos se subcultura, numerados de
1 a 10 acrescentando a letra R (re-subcultura) ao numero, 10 minutos apos a
transferéncia do ultimo cilindro do desinfetante para o meio de subcultura
(segunda bateria de subcultura ou re-subcultura)

[) realizar 6 vezes as etapas descritas nos itens g até k, na bateria de 10
cilindros, de forma a perfazer 60 cilindros; e

m) agitar todos os tubos de subcultura e incuba-los a 36 + 1° C, durante 48
horas.

Para avaliagao da atividade bactericida, leitura dos resultados e critérios para
ser considerado satisfatério, foram observados e descritos a presenca e a auséncia
de crescimento bacteriano. No caso das amostras testadas, DODAB/agua,
DODAB/PEG200 pa € DODAB/PEG2 mpa, (para 1 mM do surfactante, sonicado e nao
sonicado e 1% p/p dos polimeros) os resultados foram insatisfatérios e entao, foi
realizado um segundo ensaio para confirmagao, e o resultado final foi o obtido nos

dois ensaios, que foram coincidentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados de Turbidez

Investigamos inicialmente o efeito de PEG12x e PEG3sk na estabilidade e na Ty,
das vesiculas espontaneas de DODAB e, em alguns casos, nas vesiculas sonicadas
de DODAB.

Neste estudo referimos-nos as dispersdées sonicadas e ndo sonicadas, cujos
agregados tém, estrutura vesicular, ou bicamada e unilamelar fechada, e diametros
meédio, grande e pequeno, respectivamente (FEITOSA, BARRELEIRO &
OLOFSSON, 2000). As vesiculas espontdneas (nao sonicadas) sao
predominantemente esféricas, enquanto que as sonicadas tém formato achatado,

tipo lente.



Os estudos desenvolvidos por BENATTI et al., 2001 com marcadores de spin
em dispersdes sonicadas de DODAB (15 °C) indicaram a presenga de duas
populagdes distintas de agregados, uma densamente empacotada provavelmente,
no estado gel e outra populagdo em um estado mais fluido, ja a 50 °C os
marcadores de spin (EPR) incorporados nessas vesiculas mostraram uma
populagdo unica, caracteristica de dispersdo no estado liquido-cristalino. Para
dispersbées nao sonicadas de DODAB a 15 °C os mesmos experimentos indicaram
que os anfifilicos estavam densamente empacotados e a 50 °C apresentaram maior
mobilidade.

A Figura 11 mostra o efeito do tempo p6s-preparagao das vesiculas sonicadas
€ nao sonicadas na turbidez da amostra, indicando que ambas as amostras sao
relativamente estaveis por varios dias. As vesiculas sonicadas, no entanto,
apresentam menor estabilidade, pois a turbidez sofre maior aumento com o tempo,
indicando que elas tendem a agregar-se ou fundir-se na forma de vesiculas maiores.
O aumento na turbidez das amostras, no entanto, é relativamente lento, de modo
que, para fins de aplicagdes, essas vesiculas pode ser consideradas “estaveis”, na

verdade, elas sdao meta-estaveis.
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Figura 11 - Efeito do tempo na turbidez ( = 550 nm) de vesiculas de DODAB 1,0

mM (0,06 % p/p) sonicadas e ndo sonicadas em agua a 25 °C (curva normalizada).
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Figura12 - Efeito do tempo na turbidez ( = 550 nm) de vesiculas de DODAB 1,0

mM (0,06% p/p) nédo sonicadas em agua, e concentragdes crescentes de PEG,
para R = PEG/DODAB = 0; 1; 3; 5,3 € 10,4 a 25 °C (curvas normalizadas).



A interacdo de PEG com as vesiculas de DODAB em agua foi monitorada por
medidas de turbidez, fluorescéncia e DSC. Essas medidas deram informagdes sobre
a estabilidade do sistema, a T, de DODAB e a polaridade da regido de bicamada
das vesiculas, na auséncia e presenca de PEG. Solugdes estoques de DODAB 5,0
mM (0,31% p/p) e de PEG 20 mM (PEG12« 24% p/p e PEGssk 70% p/p) foram
preparadas e as solugbes misturadas de maneira a obter a concentracao final
desejada dos componentes. As medidas de turbidez em fungédo do tempo foram
iniciadas imediatamente apds a mistura das amostras (tempo zero). As Figuras 12 e
13 mostram as curvas de turbidez em fungdo do tempo, para diferentes
concentragdes de PEGix e DODAB 1 mM em dispersbes ndo sonicadas e
sonicadas, respectivamente. Assim como na auséncia do polimero, a turbidez da
mistura aquosa PEG/DODAB aumenta com o tempo. Esse aumento se deve,
possivelmente, a um processo lento de agregacédo de vesiculas ou agregados,
formando estruturas maiores, ou vesiculas multiliamelares co-existindo com as
vesiculas unilamelares predominantes nas dispersées de DODAB 1 mM.

De acordo com as medidas de turbidez, o tamanho das vesiculas, ou
complexos vesiculares de PEG/DODAB, varia pouco com a adicdo do polimero,
sugerindo que nao ocorrem mudancgas profundas na estrutura desses agregados, ou
complexos polimero-surfactante, uma vez que o efeito de PEG € aumentar,
discretamente, a T, de DODAB, conforme veremos a seguir. Sendo PEG um
polimero hidrossoluvel, provavelmente, ele interage com a regido da superficie das
vesiculas e ndo com o interior da bicamada, dessa forma variando de modo pouco
acentuado o estado conformacional das caudas dos surfactantes.

As curvas das Figuras 11; 12 e 13 foram normalizadas para efeito de
comparacgao, visto que as medidas de turbidez sao importantes para caracterizar os

agregados.
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Figura 13 - Efeito do tempo na turbidez (A = 550 nm) de vesiculas de DODAB 1,0

mM (0,06% p/p) sonicadas em agua, e concentragdes crescentes de PEG1k, para R
= PEG/DODAB =0; 1; 2; 4,9 e 10,1 a 25 °C (curvas normalizadas).



Alternativamente, nas Figuras 14 e 15 vemos o efeito da adicdo do PEG1 na
turbidez das vesiculas de DODAB 1 mM, medidas em diferentes tempos apés a
mistura dos componentes (150, 250 e 300 horas). Em ambas as figuras, observamos
que as curvas tendem a um patamar para a concentracido de PEG acima de 4 mM

(ou R > 4), indicando maior estabilidade do sistema.
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Figura 14 - Efeito da concentragcdo de PEG12« na turbidez (= 550 nm) de vesiculas

de DODAB 1,0 mM (0,06% p/p) n&o sonicadas em agua, a 25 °C, apos os tempos de
150, 250 e 300 horas conforme legenda.
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Figura 15 - Efeito da concentragdo de PEGk na turbidez (= 550 nm) de vesiculas
de DODAB 1,0 mM (0,06% p/p) sonicadas em agua, a 25 °C, apos os tempos de
150, 250 e 300 horas, conforme legenda.



Em seguida, monitoramos a 25°C a turbidez da amostra em fungao da razao de
concentragcao molar R = PEG1o«/DODAB pela adicao de PEGx a DODAB 1 mM
(0,06% p/p) as medidas foram feitas considerando o tempo zero da adi¢do de PEG
(Figura 16). O perfil desta curva revela a tendéncia de diminui¢&o inicial da turbidez,
passando por um valor minimo em R = 1,5 e um valor maximo em R = 4,0 (Figura
16). Apds a adicado de PEG12, o tamanho médio das vesiculas inicialmente diminui
até alcangar um valor minimo quando R = 1,5 (uma vez que o sistema néo flocula,
provavelmente tamanho das vesiculas diminui), que em seguida aumenta até um
valor maximo quando R = 4 quando passa entao, a diminuir novamente.

E dificil associar o comportamento da turbidez na Figura 16 ao tamanho dos
agregados sem resultados de medidas experimentais complementares usando
outras técnicas. Provavelmente, o polimero inicialmente envolve as vesiculas
(até R =1,5) afetando o estado das cadeias de DODAB na bicamada, tornando-as
mais rigidas, aumentando desse modo a T, , conforme mostraremos a seguir, € 0
tamanho médio das vesiculas diminui por efeito osmaético. Quando 1,5 <R <4, 0
aumento do tamanho médio das vesiculas se deve ao acumulo de polimero
envolvendo o complexo, e para R > 4,0, o PEG tem um efeito desestabilizador nas
vesiculas que diminuem de tamanho, sem, entretanto, alterar a Tn,, conforme
mostraremos a seguir, indicando que existem vesiculas integras nos complexos com
PEG. Cabe observar que a variacdo da turbidez ndo se deve necessariamente a
variagdo do tamanho das vesiculas, mas também a variagdo na estrutura das
vesiculas, por exemplo, formacao de vesiculas multilamelares ou multiestruturais.
Uma concluséo definitiva sobre a estrutura do agregado de DODAB-PEG formado
nao €& possivel com base apenas nos resultados experimentais que temos

disponiveis.
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Figura 16 — Efeito da razdo molar R = PEG,</DODAB na turbidez do sistema
DODAB/PEG12k/agua, para 1 mM de DODAB néo sonicada, a 25°C.

Monitoramos também a turbidez em fungao da temperatura para DODAB 1 mM
(R =0, sem PEG) nao sonicada, e razdes R = PEG12«/DODAB = 2 e 6 (Figura 17).
Em torno da Ty, a turbidez sofre uma grande diminui¢do. Acima da T, a turbidez
independe da presenca de PEG, porém, abaixo da Ty, a turbidez aumenta com a
temperatura apenas na presenga de PEG, permanecendo constante na auséncia de
PEG. As curvas mostram que a T, tende a aumentar com a concentracdo de PEG1
(ou R). Foram obtidos os seguintes valores de T.: 44,8; 46,2 e 47,1 °C,
respectivamente, para R = 0; 2,0 e 6,0 (Tabela 1). Essa dependéncia de T, com R
esta de acordo com a obtida por DSC, mostrados a seguir. A Tabela 2 resume os
valores da T, de DODAB, obtidos para R = 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 indicando a
tendéncia de aumentar com R. As curvas de turbidez para outras razées nao tiveram
0 mesmo comportamento, ou seja, n&o apresentaram a variagao esperada na regiao

da Ty, e, por isso, ndo sdo mostradas aqui.
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Figura17 — Turbidez ( = 500 nm) de DODAB 1 mM, na auséncia e presenca de

PEG12«, em func&o da temperatura, para as razées molares R = PEG1,«/DODAB =
0, 2 e 6. Amostra ndo sonicada.

A Tabela 1 mostra valores da T, obtidos das curvas de turbidez em funcéo da
razao R, mostradas na Figura 16, para diferentes comprimentos de onda (1) da luz
incidente na dispersao aquosa de DODAB 1mM. Observamos que a presenca do
PEG12 tende a aumentar a T, de DODAB (valor minimo obtido foi de 44,5°C para R
= 0) e verificou-se também que, dentro do erro experimental (+0,5), a T, independe
de



Tabela1 - Valores de T, do sistema PEG1,x/DODAB (dispersdes nao sonicadas)
para diferentes valores de R, obtidos por turbidez em diferentes comprimentos de

onda (1). Incerteza nas medidas: +0,5°C.

Tm (°C)
R
240 nm 300 nm 400 nm 500 nm
0 44 9 45,0 44 5 44 8
2,0 46,3 46,0 46,2 46,2

6,0 47,0 46,7 47,2 471




Resultados de fluorescéncia

A Figura 18 apresenta efeito de PEG12« no espectro de fluorescéncia da sonda
DPB em vesiculas nao sonicadas de DODAB 1 mM. A Figura 19 a intensidade de
fluorescéncia da sonda DPB, em funcdo da razdo molar R = PEG%/DODAB,
respectivamente. Esta técnica € comumente usada no estudo de co-solutos e co-
surfactantes na Ty, € na polaridade e micro-viscosidade da regiao da bicamada das
vesiculas (BARRELEIRO et al.,2002; FEITOSA, BARRELEIRO & OLOFSSON,
2000; BENATTI et al., 1999; FEITOSA & BROWN, 1997).

A intensidade de fluorescéncia depende do grau de liberdade do fluordforo e,
quando incorporado na bicamada da vesicula, abaixo da T, no estado de maior
rigidez das cadeias, o fluoroforo apresenta um baixo grau de liberdade e fluoresce
mais intensamente (aumenta o rendimento quantico de fluorescéncia). Acima da T,
a bicamada €& mais fluida, o grau de liberdade dos fluor6foros € maior e a
fluorescéncia diminui. A fluorescéncia é, portanto, regida pela viscosidade do
ambiente de solubilizacao do fluoréforo (BENATTI et al., 1999).

Os resultados de fluorescéncia exibem o mesmo perfil com o aumento da
concentragao de PEG. O aumento inicial na fluorescéncia até R~ 1,5 se deve,
provavelmente, a um rearranjo da sonda no interior da bicamada, cujas caudas dos
surfactantes se tornam mais rigidas, resultando no aumento da T,.. Apds atingir o
valor maximo a fluorescéncia diminui assintoticamente até um patamar quando R =~
10-12; essa diminui¢gdo se deve a um aumento continuo na maleabilidade da sonda
no interior da bicamada, resultado da interacdo de PEG com as vesiculas de
DODAB.
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Figura 18 - Efeito de PEG12« no espectro de fluorescéncia de DPB (Ayax = 330 nm)

em vesiculas ndo sonicadas de DODAB 1,0 mM (25 °C).
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Figura 19 - Intensidade de fluorescéncia de DPB (Ayax = 330 nm) em funcéo da

razao molar PEG12/DODAB, para vesiculas ndo sonicadas 1,0 mM (25 °C).



Resultados de DSC

Os termogramas DSC de DDAB e DODAB 5 mM em dispersdao aquosa néo-
sonicada sdao mostrados na Figura 20. Esta técnica é relevante no estudo da
transicao de fase gel-liquido cristalino, ao qual estda associado um pico no
termograma. Cada pico do termograma corresponde a uma transicdo de fase ou

estrutural especifica, que deve ser convenientemente identificada.
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Figura 20 - Termograma DSC de DODAB e DDAB 5 mM preparada
espontaneamente. Para fins de comparagdo, mostramos também o termograma

para o surfactante homodlogo Cis (brometo de dihexadecildimetilamodnio)nao

investigado nesta Tese.

A Figura 21 mostra os termogramas DSC de DODAB e PEG12/DODAB para as
razoes R =0, 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 12,0, mostrando a tendéncia de T,aumentar
com a concentracdo de PEG. O efeito da razao PEG/DODAB na T, € mostrado na

Figura 22 e na Tabela 2. Nesta Tabela também sdo mostrados os valores de Ty e



H para esse sistema. Ao contrario da Tm, que aumenta com a concentragcdo de
PEG até atingir um patamar, ndo observamos nenhuma clara dependéncia de Ti),
ou H com a concentragdo de PEG. Para o sistema PEG35/DODAB verificamos um

comportamento semelhante, e na Tabela 3 resumimos os valores de T,,, Ti2e H

para esse sistema.
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Figura 21 - Termograma de DSC de DODAB1mM em dispersao aquosa de vesicula

ndo-sonicada na auséncia e presencga de PEG+2 (R= 0, 0,5; 1,0; 4,0; 6,0 e 12,0).



Tabela 2 — Valores de Ty, AT12 € H para o sistema PEG12¢/DODAB (vesicula ndo

sonicada) para diferentes razées R = PEG12/DODAB, obtidas por DSC.

Incerteza nas medidas: + 0,1°C.

R Tm (°C) AT12 (°C) AH (kcal/mol)
0 45,0 1,0 8,3

0,5 45,7 1,0 10,1

1,0 47,9 2,8 5,6

4,0 48,2 3,1 2,6

6,0 47,7 1,3 1,0

12,0 48,6 1,0 3,9

Tabela 3 — Valores de Ty, AT12 € H para o sistema PEG35/DODAB (vesicula ndo
sonicada) para diferentes razées R = PEG/DODAB, obtidas por DSC.

Incerteza nas medidas: + 0,1°C.

R Tm (°C) ATz (°C) AH (kcal/mol)
0 45,0 1,0 8,3
0,5 43,5 1,3 11,7
1,0 47,6 1,3 4,4
2,0 46,3 1,0 2,7
4,0 46,7 1,5 3,8

6,0 46,5 1,3 3,6




50
] |
48 - S o GRELTEEL R E LR L EE T n__
/// [ |
O 46 )/
Q__ ) |
= 1 ™
44 -
42 -
40 T T T T T T T T T T T T T !
0 2 4 6 8 10 12
PEGQQDODAB

Figura 22 — Temperatura de transi¢ao (Ty), obtida por DSC, em fungao da razéo de

concentracdo molar R = PEG1,x/DODAB, para amostra ndo sonicada.



Resultados de calorimetria por titulagao isotérmica (ITC)

As medidas de ITC foram realizadas por titulagdo de uma dispersao aquosa
nao sonicada de DODAB 1,0 mM e do solvente (d4gua) por uma solugdo estoque
14,5 mM de PEG12, a 25°C e a 50°C.

A Figura 23 mostra uma curva tipica do calor de interagédo de PEGjx com
vesiculas espontaneas de DODAB 1,0 mM, correspondente a cada adicdo de
aliquotas da solugdo de PEG 14,5 mM, em intervalos de 10 min., obtidas a 25 °C,
indicando uma sequéncia de picos endotérmicos cujas areas sao proporcionais a
entalpia de interagcdo das moléculas de PEG com as vesiculas de DODAB. Uma
curva similar foi obtida para o mesmo sistema a 50°C (resultado ndo mostrado). A
energia (entalpia) de interagdo PEG-DODAB e PEG-agua, obtidas dos termogramas
a 25 e 50°C, respectivamente, em fungdo da concentragéo de PEG, é mostrado nas
Figura 24 e 25.

A entalpia de interagdo de PEG com as vesiculas de DODAB foi calculada pela
diferenga entre as entalpias de interagcdo de PEG com a dispersdo de DODAB e da
interagdo com a agua (solvente). A 25°C, a entalpia de interagdo diminui com o
aumento da concentracdo de PEG, de aproximadamente 20 kJ/mol para zero,
enquanto que a 50°C, a entalpia de interagdo de PEG com DODAB é praticamente
constante e igual a 15 kd/mol. Esses resultados indicam que existe uma interagéo
mais forte a 50°C (acima, portanto, da T, de DODAB), ou seja, no estado liquido-
cristalino, do que a 25°C (abaixo da Ty), no estado gel. Essa interagdo mais forte
pode estar relacionada a maior hidrofobicidade de PEG a 50°C do que a 25°C, que
induz uma interagdo maior da cadeia do polimero com a regido da bicamada das
vesiculas, que é facilitada pelo estado mais flexivel das cadeias do polimero e das
vesiculas nesta temperatura.

A diminuicdo da entalpia de interagéo, observada a 25°C, indica possivelmente
que um numero cada vez menor do polimero interage com a regido da bicamada das

vesiculas.
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Figura 23 — Calor de interagéo (25°C) de PEG12« com vesiculas (ndo sonicadas) de
DODAB 1,0 mM.
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Figura 24 — Variacao da entalpia medida em fungcao de PEG1« adicionado a
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20 -
10 4
0 -
% i —a— DODAB + PEGle
50 PEGlzK + agua
; | curva subtraida
= 207 nao sonicada
2 .30
I ]
< 404 .
- - .
504 \-/ "-,'-.'-..'_/'- ,_/"-'.' -".-"-'l-'--""-_"-.r.-"‘""-"-"'
] . .
-60 + ¢ \..o;. 00°%—g,0%00° ./o\./0~"°/°*’ °
| T T T T T T . T . |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5
[PEGmx] (mM)
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Diagramas ternarios de fases

Com o objetivo de identificar a regido de fase isotropica vesicular (ISO),
construimos diagramas de fases ternarios parciais (triangulo de Gibbs) até a
concentracdo de agua de 99% p/p, para os sistemas DDAB/PEG/agua e
DODAB/PEG/agua, para o polimero com massa molecular variando entre 200 Da e
2 MDa. As seguintes fases foram identificadas nesses diagramas, conforme
apresentadas nas Figuras 26 e 27:

e Fase isotropica (ISO), contendo vesiculas em solugao.

e Fase isotrdpica birrefringente por fluxo (ISO’), contendo vesiculas e estruturas
lamelares em solugao.

e Fase birrefringente (D4), contendo estruturas lamelares.

e Fase isotropica nao birrefringente, constituida de vesiculas multilamelares
(1SO”).

e Fase n&o isotropica e nao birrefringente, constituida de agregados (AG).

As Figuras 26 e 27 também sdo mostradas nas Figuras 28 e 35, juntamente
com os diagramas de fases correspondentes aos PEG com massas moleculares de
200 Da, 12 kDa, 35 kDa, 100 kDa.



Figura 26 — Diagrama ternario de fases do sistema PEG/DDAB/agua, para o PEG
com massa molecular de 2 MDa, 25°C.

Notacdo: I1SO, Isotropica contendo vesiculas emsolucdo; ISO’, isotrépica
birrefringente por fluxo contendo vesiculas e estruturas lamelares em solugao; D+,

birrefringente contendo estruturas lamelares.



Figura 27 — Diagrama ternario de fases do sistema PEG/DODAB/agua, para o PEG
com massa molecular de 2 MDa, 25°C.

Notagdo: ISO’, isotropica birrefringente por fluxo contendo estruturas uni e
multilamelares; [ISO”, isotropica nao birrefringente, contendo vesiculas
multilamelares (leitosa); AG, fase ndo isotropica e n&o birrefringente, constituida de

agregados.



Sistema PEG /DDAB/agua

Diagramas de fases dos sistemas PEG /DDAB/agua

A Figura 28 mostra os diagramas ternarios de fases dos sistemas PEG/DDAB/
agua, a 25°C, para PEG com massa molecular variando de 200 Da a 2 MDa, e
concentragédo maxima de surfactantes de 1,0% p/p, ou seja, 99% p/p de agua. Pode-
se observar, nesses diagramas, trés regides distintas:

(a) fase isotropica (ISO) consistindo de estruturas de vesiculas
predominantemente unilamelares, de cor azulada e nao birrefringente ocupando de
47,5 a 59,1 % da éarea total do diagrama de fases, dependendo da massa molecular
do PEG 200Da a 2MDg;

(b) fase intermediaria, também isotrépica (ISO), porém com caracteristica de
birrefringéncia por fluxo da amostra. Esta fase consiste da mistura de vesiculas uni e
multilamelares, com a tendéncia de formacado de fases lamelas sob agitagéo
mecanica; e

(c) a terceira regidao do diagrama consiste de duas fases, uma isotrépica e a
outra birrefringente caracteristica de fase lamelar (ISO + D;). Essa fase é
semelhante a de DDAB 1,0 % em agua descrita na literatura (MARQUES et al.,
1998; MARQUES et al., 1999). Observa-se que no sistema binario DDAB-agua, a
transicdo da fase ISO para a ISO + D1 ocorre em torno de 0,4% de DDAB, e os
sistemas ternarios DDAB/PEG 2«/agua essas fases sado estendidas, possibilitando a
formacéao de vesiculas com diferentes fragoes de polimero e surfactante. Observa-se
também que a fase ISO afunila quando a quantidade de surfactante e polimero
diminuem.

A Tabela 4 resume as areas das fases isotropicas vesiculares (ISO) nos
diagramas para as diferentes massas moleculares de PEG. As amostras nas trés
regides ficaram em repouso por meses a temperatura ambiente para garantia de
equilibrio da mistura. Além disso, uma vez preparadas, a temperatura ambiente e
resfriadas a 5°C, ou seja, abaixo da Ty, do sistema, as amostras se desestabilizaram,
com o surgimento de cristais hidratados. E importante observar que a fase das
vesiculas (ISO) ocupa cerca de 50-60% da area total do diagrama,
independentemente da massa molecular do PEG. Esses digramas de fases estdo de

acordo com o reportado na literatura para o sistema DDAB/PEGgpopa/agua (CARIA,



REGEV & KHAN, 1998). Neste trabalho, os autores mostraram que a fase de
vesiculas (ISO) se estende até aproximadamente 22% em peso de PEG. Além
disso, a fase vesicular € bem menor do que a encontrada por nés. Outra diferenga
observada é que, no diagrama de fases de Caria e cols., a fase vesicular ndo se
estende até o regidao binaria DDAB/agua, o que nao pode ser verdade, pois sabemos
que o sistema DDAB/agua forma vesiculas em excesso de agua (MARQUES et al.,
1999). Essa diferenca nos diagramas de fases do nosso trabalho e de Caria e cols.,
nao pode ser devido a massa molecular o PEG, pois, conforme vimos, PEG altera
muito pouco (Figura 28) o diagrama de fases, mas, provavelmente, devido ao tempo
de equilibrio que se mantém a amostra. Esse tempo de equilibrio pode variar de
amostra para amostra. Em nossos estudos, as amostras foram deixadas em repouso

por meses, sob observagao frequente.

Tabela 4 — Area das fases ISO, ISO” e ISO + D1 nos diagramas ternarios de fases

do sistema DDAB/PEG/agua.

Area ocupada pelas fases (%)

Polimero
ISO ISO’ ISO + D4
PEG200pa 59,1 4,1 36,8
PEG12« 50,6 8,6 40,8
PEG3sk 58,0 9,6 32,4
PEG1o0k 47,5 16,8 35,7
PEGampa 51,0 15,7 33,3

Notacdo: ISO, Isotropica contendo vesiculas em solugao; ISO’, isotrépica
birrefringente por fluxo contendo vesiculas e estruturas lamelares em solugao; D+,

birrefringente contendo estruturas lamelares.
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DSC para o sistema PEG /DDAB/agua

A fim de verificar a presenca de vesiculas na fase ISO dos diagramas de fases
dos sistemas PEG/DDAB/agua, mostrados na Figura 28, realizamos medidas de
DSC de uma amostra de cada diagrama, correspondente a um mesmo ponto, com a
seguinte composigcao (p/p): 0,1%/0,1%,99,8%. Os termogramas obtidos foram
comparados ao termograma do sistema binario DDAB/agua, na composi¢ao (p/p)
0,1%/99,9%. Esses termogramas s&o mostrados nas Figuras 29 e 30, e os
parametros T, AT12€e AH obtidos, estdo resumidos na Tabela 5. A presenca do pico
de transigcéo de fase gel-liquido cristalina em todas as amostras, indicam a presenca
de vesiculas complexadas com PEG, cuja Ty, € cerca de 1°C maior do que a T, das
vesiculas de DDAB em agua (sem PEG, que é igual a 14,7°C), independentemente
da massa molecular do polimero, conforme também observado para os sistemas
PEG/DODAB/agua descritos anteriormente. Na presenca de PEG, a largura do pico
de transi¢cado (AT42) diminui aproximadamente de 50% do valor inlcial, sem PEG,
indicando maior cooperatividade da transigao. Observamos também que a massa
molecular de PEG praticamente ndo afeta a largura do pico, mas o aumento da
entalpia de transicdo (AH) tende a estabilizar o estado gel. Com excecédo de PEG
200 Da, a entalpia da transicdo € maior do que na auséncia do polimero. Essa
comparagao, no entanto, fica um pouco prejudicada, pois, nesta concentragao (0,1%
~ 2,2 mM), o sinal do termograma de DDAB/agua é muito fraco, acarretando num
erro maior no calculo da area e, portanto, da entalpia. Surpreendentemente, a
entalpia para PEG 2MDa é muito elevada, o que nao pode ser explicado pela

simples variagdo da massa molecular do polimero.



Tabela 5 — Valores de T, ATiy2 € AH para o sistema PEG/DDAB/agua
(0,1%/0,1%/99,8%) para diferentes massas moleculares de PEG, obtidas por DSC.

PEG Tm (°C) ATz (°C) AH (kcal/mol)
Sem PEG 14,7 0,9 0,024
200Da 16,1 0,4 0,016
12k 16,0 0,4 0,071
35k 16,2 0,4 0,185
100k 16,0 0,5 0,093

2MDa 15,9 0,5 0,643
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Figura 29 - Termograma DSC, obtido por aquecimento da amostra, para o sistema

DDAB/agua (0,1%/99,9%).
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Figura 30- Termograma DSC, obtido por aquecimento das amostras, para os sistemas

PEG/DDAB/égua (0,1 %/0,1%/99,8), para PEGZOODa; PEG12K, PEG35K, PEG100K e PEGzMDa



Sistema PEG /DODAB/agua
Diagramas de fases dos sistemas PEG/DODAB/agua

A Figura 31 mostra os diagramas ternarios de fases do sistema
DODAB/PEG/agua, a 25°C, para o polimero (PEG) com massa molecular também
variando de 200 Da a 2 MDa, e concentragao maxima de surfactantes de 1,0% p/p,
ou seja, 99% p/p de agua. Pode-se observar nesses diagramas duas regioes
distintas:

(a) fase isotrépica birrefringente por fluxo com presenca de pequenas
quantidades de precipitados (ISO’ + AG) consistindo de estruturas uni e
multilamelares, de cor azulada, e ocupa de 80 a 98 % da area total do diagrama de
fases, (dependendo da massa molecular do PEG, de 200 Da a 2 MDa). Essa fase é
uma extensao da fase binaria observada para o sistema DODAB/agua, em excesso
de agua. Nota-se que na escala do diagrama nao é possivel observar a fase de
vesiculas unilamelares puras; e

(b) fase constituida de vesiculas multilamelares (leitosa) juntamente com
agregados (ISO” + AG), que aumentam com a concentragdo de DODAB. Observa-
se que no sistema binario DODAB/agua, a transicdo da fase ISO + AG para a fase
ISO” + AG ocorre em torno de 0,5% de DODAB, e para o sistema
DODAB/PEGssk/agua a fase AG é mais extensa em relagdo aos demais sistemas.

Para este sistema, ao contrario do sistema DDAB/PEG/agua, PEG né&o
favorece a formagao de vesiculas unilamelares, ndo servindo, portanto, para esse
fim.

A Tabela 6 resume os valores das areas das fases ISO + AG e ISO” + AG nos
diagramas, para as diferentes massas moleculares de PEG empregadas. As

amostras nas duas regides sao estaveis por meses a temperatura ambiente.



Tabela 6 - Area das fases ISO’ + AG e ISO’+ AG nos diagramas de fases
PEG/DODAB/agua.

Area ocupada pelas fases (%)

Polimero
ISO + AG ISO”+ AG
PEG200pa 92,0 8,0
PEG12« 96,6 3,4
PEGask 80,1 19,9
PEG100k 97,6 2,4
PEGampa 87,2 12,8

Notagdo: ISO’, isotropica birrefringente por fluxo contendo estruturas uni e
multilamelares; 1SO”, isotrépica nao birrefringente, contendo vesiculas
multilamelares (leitosa); AG, fase n&o isotropica e nao birrefringente, constituida de

agregados.
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Atividade Bactericida dos sistemas DODAB/agua e DODAB/PEG/agua

Utilizamos o Método da Diluigdo de Uso e Cilindros Carreadores (BELOIAN,
1990) para a avaliagdo da atividade bactericida dos seguintes sistemas DODAB,
PEG2000a/DODAB e PEGoupa/DODAB, para 1 mM do surfactante em agua, sonicado
e ndo-sonicado, empregando os seguintes microrganismos testes: Salmonella
choleraesuis, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. O cultivo foi
realizado apds o contato do microrganismo teste com o desinfetante, seguido da
verificacdo de microrganismos sobreviventes.

O resultado pode ser descrito como: presenca de crescimento bacteriano ou
Auséncia de crescimento bacteriano, sendo que, para o desinfetante ser
considerado satisfatorio, deve ser capaz de matar os microrganismos testes sobre
59 a 60 cilindros utilizados, de um total de 60, o que confere um nivel de confianca
de 95% (BELOIAN, 1990).

Em nosso estudo, nenhuma das amostras analisadas apresentou atividade
bactericida satisfatéria para os microrganismos de referéncia (microrganismos teste),
quando utilizadas na forma pura, em 10 minutos de contato.

O comportamento diferenciado do registrado na literatura (CAMPANHA,
MAMIZUKA & CARMONA-RIBEIRO, 1999; MARTINS, MAMIZUKA & CARMONA-
RIBEIRO, 1997) pode ser justificado pela diferenga dos métodos empregados na
avaliagdo da atividade bactericida, pois o método oficial (ROMAO et al., 1999;
BELOIAN, 1990) é muito rigoroso em relacdo ao tempo de contato (10 minutos)
enquanto que o descrito na literatura varia de 1 a 5 horas (CAMPANHA, MAMIZUKA
& CARMONA-RIBEIRO, 1999; MARTINS, MAMIZUKA & CARMONA-RIBEIRO,
1997). O resultado obtido pelo método oficial (BELOIAN, 1990) refere-se ao
crescimento ou nao de bactérias, observado pela turvacdo do meio de cultura em 10
minutos de contato, enquanto que os ensaios descritos na literatura (CAMPANHA,
MAMIZUKA & CARMONA-RIBEIRO, 1999; MARTINS, MAMIZUKA & CARMONA-
RIBEIRO, 1997) referem-se a contagem de unidades formadoras de colbnia (UFC)
em agua, apds o tratamento de uma quantidade conhecida de bactérias (2,5 x 10’
bactéria/mL) com solugdo aquosa de DODAB de concentragao entre 5 e 50 uM e
tempo de exposicado de 1 a 5 horas.

O rigor do método a que foram submetidos os sistemas testados é justificado,

uma vez que a redugao microbiana deve ser em niveis legalmente aceitaveis, para



que sejam conferidas atribuicbes de prevencgao da infecgao hospitalar, como um
beneficio para a saude publica (ROMAO et al., 2005; HERRUZO-CABRERA;
VIZCAINO-ALCAIDE & FERNANDEZ-ACENERO, 2004; McDONNELL & RUSSELL,
1999).

Em nosso estudo foi testada a atividade antibacteriana das vesiculas de
DODAB 1 mM, sonicada e ndo sonicada, na presenca e na auséncia de PEGyopa ©
PEG2awmpa, (1% p/p) utilizando o método dos cilindros carreadores (BILOIAN, 1990),
que é o método oficial para a classificagdo legal da categoria e aplicagédo do
surfactante como desinfetante. Como os testes nao revelaram atividade bactericida
para os microrganismos de referéncia (Salmonella choleraesuis, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa), quando utilizadas na forma pura, ou seja, 10
mL da solugdo aquosa de DODAB 1 mM e 10 mL de DODAB 1 mM com 1% p/p de
PEG200pa ou PEGampa em 10 minutos de contato, tais sistemas ndo poderiam, de
acordo com nossos estudos, ser classificados como eficazes, por exemplo, para uso
hospitalar (ROMAO et al., 2005).

Conclusoes

De acordo com o observado por Benatti et al. (1999), os termogramas DSC
para dispersdes nao sonicadas de DODAB 1,0 mM apresentam um unico pico bem
definido em 45,3 °C (T), que pode ser traduzido como comportamento de transi¢cao
cooperativa de fase gel-liquido cristalino das cadeias do surfactante, resultado este
de acordo com os obtidos por nés (T, = 45 °C), para os sistemas DODAB e
DODAB/PEG em solugao aquosa.

Com a adicdo de PEG observamos um aumento da T, até um valor limite,
sendo que os picos tendem a se alargar com relagéo ao obtido para DODAB 1 mM
nao sonicado, indicativo de menor cooperatividade da transicdo resultado da
interacdo das vesiculas de DODAB com PEG. Alternativamente, medidas de
fluorescéncia da sonda DPB em vesicula ndo-sonicada de DODAB 1,0 mM
revelaram que a intensidade de fluorescéncia diminui com o aumento da
concentracdo de PEG adicionado, confirmando também a interacdo de PEG com as
vesiculas de DODAB. Lembramos que um comportamento oposto foi observado
para o efeito de surfactante derivado de PEG, p.ex., Ci2Eg, que diminui a T, de
DODAB (BARRELEIRO et al., 2002.), sugerindo que PEG e CqEs interagemde



modo diferente com as vesiculas de DODAB. Alguns surfactantes catidnicos
monoalquilados, por exemplo, o brometo de octadeciltrimetilaménio (OTAB), tém o
potencial de aumentar a T,, de DODAB (BLANDAMER, et al., 1998), apesar de PEG
e OTAB aumentarem a T, de DODAB, o efeito de OTAB é muito mais intenso, mas
o resultado final é de estabilizar a fase gel, tornando as caudas mais distendidas.

A interagdo polimero-surfactante altera as caracteristicas micro e

macroscopicas do sistema, uma vez que o efeito do PEG é de aumentar a T, dE

DODAB, e sendo o PEG um polimero hidrossoluvel, provavelmente interage com a
regido da superficie das vesiculas e ndo com o interior da bicamada, estabilizando a
fase gel das caudas de DODAB no interior da bicamadas das vesiculas.

De acordo com as medidas de turbidez, o tamanho das vesiculas, ou
complexos vesiculares de PEG/DODAB, varia muito pouco e lentamente com a
adicdo do PEG, pois, de acordo com Feitosa, Barreleiro e Olofsson (2000),
vesiculas de DODAB 1,0 mM, preparadas espontaneamente, sdo grandes e
unilamelares, de modo que a variagao de tamanho dos complexos provavelmente

se deve a um processo de agregacgao das vesiculas e mudanga estrutural.

Com relagdo ao comportamento evidenciado no diagrama de fases dos
sistemas DODAB/PEG/agua, podemos destacar que ha predominéncia da fase
isotropica, birrefringente por fluxo, constituida de estruturas vesiculares uni e
multilamelares, e os agregados aumentam com a concentragdo de DODAB, até
ocorrer floculagéo. Na escala do diagrama, néo é possivel identificar as vesiculas
estaveis que s6 acontecem na regido muito diluida de quase 100% de agua. De
acordo com os diagramas de fases, PEG, no entanto, estabiliza as vesiculas de
DDAB, cuja regiao de vesiculas nos diagramas de fases ocupam de 50 a 60% da
area total dos digramas, mas forma agregados com DODAB. Esse fenbmeno nao
€ muito bem entendido, mas indica a importancia do comprimento das caudas do
surfactante na formacgao de vesiculas estaveis. A presenga de vesiculas na regiao
ISO do diagrama de fases de DDAB/PEG/agua foi confirmada por medidas de
DSC de amostras coletadas dessa fase.



A atividade bactericida de DODAB, em dispersbes sonicadas e nhao
sonicadas, e na auséncia e presenca de PEG, nao foi detectada pelo sistema
analisado, provavelmente devido ao rigor e sensibilidade do método oficial
empregado, quando comparado aos sistemas relatados na literatura, uma vez que o
meio liquido, como o utilizado no método oficial, da condigdes para as bactérias se
multiplicar e provocar turvagao, o que é facilmente visualizado. Além disso, 0 meio
liquido permite a recuperacdo de células injuriadas pela acdo do surfactante.
Portanto, se uma unica célula for recuperada, a amostra testada sera considerada
sem atividade bactericida para os microrganismos de referéncia, enquanto que o
meio solido, descrito por alguns autores, pode nao permitir o crescimento de
bactérias estressadas pela interagdo com o surfactante. Neste sentido, propomos
um estudo comparativo mais detalhado entre a metodologia empregada por alguns
pesquisadores e o0 método oficial em diferentes concentragcdes do surfactante,
utilizado nesta tese.
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