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Resumo

AOKI, P.H.B., Sistemas Bioinspirados Aplicados no Estudo de Interacio e
Sensoriamento de Derivados Xanténicos. 2014. 145f. Tese (Doutor em Ciéncias e

Tecnologia de Materiais) - UNESP, Presidente Prudente, 2014.

Nesta tese de doutorado foram apresentadas duas vertentes de trabalho. A primeira trouxe os
resultados referentes a fabrica¢do de filmes finos (nanémetros de espessura) de fosfolipidios
utilizando as técnicas Layer-by-Layer (dipping e spray) e Langmuir-Blodgett (LB). Os
objetivos principais foram: i) otimizar o crescimento dos filmes finos contendo diferentes
arquiteturas moleculares; ii) explorar a eficiéncia destas diferentes arquiteturas moleculares na
detec¢do de derivados xanténicos em solugdes diluidas; iii) investigar a influéncia de filmes
contendo fosfolipidios como matrizes para a imobilizacdo de enzimas na construcdo de
biossensores. Na segunda vertente do trabalho foi abordado o estudo de interagdo entre o
derivado xanténico eritrosina ¢ sistemas miméticos de membrana biologica baseados em
filmes de Langmuir e¢ vesiculas unilamelares gigantes (GUV). Arquiteturas moleculares
significativamente distintas foram obtidas dependendo da técnica empregada no crescimento
dos filmes (LB, dipping- e spray-LbL). Essas diferentes arquiteturas moleculares mostraram-
se fundamentais para a resposta dos sensores e, consequentemente, sobre as discriminagdes
das solugdes. Além disso, matrizes formadas por filmes de fosfolipidios demonstraram-se
superiores para a imobilizacdo de enzimas na construgdo de biossensores, possivelmente por
apresentar um ambiente biologicamente compativel para a adsor¢do de biomoléculas. Em
termos de interacdo, o derivado xanténico eritrosina apresentou interacdes com a membrana
lipidica, principalmente quando formada por fosfolipidios insaturados. De particular
relevancia, os efeitos da oxidagdo lipidica em GUV, gerados pela foto-ativagdo do xanténico,
foram relacionados a intera¢des entre os oxigénios singletos e as insaturagdes das cadeias dos

fosfolipidios.



Abstract

AOKI, P.H.B., Bioinspired Systems Applied on the Interaction and Sensing Studies of
Xanthene Derivatives. 2014. 145f. Thesis (Doctor in Science and Technology of Materials) -
UNESP, Presidente Prudente, 2014.

In this thesis we have presented two pathways of work. The first one brought the results of the
phospholipid immobilization as thin films (nanometer thickness) by using the Layer-by-Layer
(dipping and spray) and Langmuir-Blodgett (LB) techniques. The main goals were to: 1)
optimize the thin film growth toward different molecular architectures; ii) explore the
efficiency of these different molecular architectures to detect xanthenes derivatives in diluted
water solutions; iii) investigate the influence of phospholipids matrices for the immobilization
of enzymes in the design of biosensors. In the second pathway, we have addressed the
interaction study between the xanthene erythrosine and Langmuir films and giant unilamellar
vesicles (GUV) as mimetic systems of biological membrane. Significantly different molecular
architectures were obtained depending on the technique used in the growth of the films (LB,
dipping- and spray-LbL). These different molecular architectures have shown to be essential
for the response of the sensing units and, therefore, to the discrimination of the solutions. In
addition, matrices composed by phospholipid films were proved be superior for the
immobilization of enzymes in the design of biosensors, possibly due to a more biologically
friendly environment to adsorb biomolecules. Interactions were observed between the
xanthene erythrosine and the lipid membrane, especially when composed by unsaturated
phospholipids. The effects of lipid oxidation in GUV, generated by the xanthene photo-
activation, were assigned to the interaction between singlet oxygen and unsaturations of

phospholipid chains.
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Apresentacgdo

Apresentacao

Esta tese de doutorado teve origem na conclusdo do meu mestrado, realizado junto a
FCT/UNESP, onde fosfolipidios passaram a ser utilizados como elementos transdutores em
unidades sensoriais caracterizadas por espectroscopia de impedancia. A inser¢do dos
fosfolipidios teve como motivagdo principal a possibilidade de que a interagdo
fosfolipidio/analito leve a um melhor desempenho das unidades sensoriais. Os fosfolipidios
sdo largamente utilizados como sistemas miméticos de membranas biolégicas' e podem
apresentar afinidade por moléculas bioativas, tanto naturais (peptideos, proteinas, DNA,
carboidratos, etc.) como sintéticas (farmacos, corantes-marcadores, etc). O estudo da
interagdo entre farmacos e biomembranas tem por finalidade avancar na compreensido do
mecanismo de acdo dos farmacos para melhorar sua eficicia e minimizar seus efeitos
colaterais através do desenho racional de novos farmacos com atividade especifica ou através
da sua veiculagdo controlada.

No quesito inovador do tema, vale destacar alguns aspectos em que avangamos nesta
area como resultado direto dos projetos de IC ¢ Ms por mim desenvolvidos e que foram
publicados em uma sequéncia de artigos que retratam a evolucdo dos trabalhos. Inicialmente,
foi constatado o melhor desempenho das unidades sensoriais de fosfolipidios na detec¢do do
fenotiazinico azul de metileno (AM) quando comparadas a outros materiais como
ftalocianinas, perilenos e 4cido estearico.” Nesse trabalho os filmes de fosfolipidios (DPPG e
DPPC) foram depositados na forma de monocamadas pela técnica de Langmuir-Blodgett
(LB). Na busca por filmes contendo multicamadas, foram fabricados filmes nanoestruturados
contendo multicamadas dos fosfolipidios DPPC e DPPG utilizando a técnica layer-by-layer
(LbL). Neste caso, os fosfolipidios foram depositados em camadas alternadas do polieletrélito
polialilamina hidroclorada (PAH), produzindo estruturas do tipo [PAH/DPPG], ¢
[PAH/DPPC],.*> Posteriormente, nanoparticulas de prata (AgNP) foram incorporadas aos

filmes LbL,* viabilizando a utiliza¢do da técnica de espalhamento Raman amplificado em
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superficie (SERS) em analises sensoriais envolvendo sistemas diluidos (< 10 mol/L).* De
maneira complementar, filmes LB contendo multicamadas de DPPG foram produzidos a
partir da dissolugdo de baixas concentragdes de PAH na subfase aquosa, estratégia baseada
nos filmes LbL.’

A importancia do desenvolvimento de filmes finos contendo multicamadas de
fosfolipidios, tanto LbL como LB, se da pois a grande maioria dos fosfolipidios possibilita a
fabricagdo de filmes LB contendo apenas mono ou bicamadas. Esta baixa concentragdo de
material limita as técnicas de caracterizacdo destes sistemas, gerando a necessidade de
metodologias que permitam a fabricacdo de filmes finos contendo multicamadas. Nesse
contexto, esta tese apresentard novas estratégias para a deposicdo de multicamadas de
fosfolipidios, principalmente através da técnica LbL. em suas duas abordagens experimentais:
dipping6'7 e spray-LbL.} O fluxograma na Figura 1 ilustra o panorama geral englobado por

esta tese.

Figura 1: fluxograma apresentando a estruturag@o desta tese de doutorado.

As diferentes arquiteturas moleculares geradas pelas diferentes técnicas de fabricagio
dos filmes finos (filmes LB, dipping- e spray-LbL) foram testadas em dois sistemas de
detecgdo: (i) aplicagdo sensorial visando a detec¢do dos xanténicos eosina e eritrosina em

solugdes aquosas diluidas (~ 10® mol/L); (ii) aplicacdo biossensorial visando & detecc¢do do
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composto fendlico catecol em solugdes aquosas altamente diluidas (~ 102 mol/L). Em ambos
0s casos, mais que a capacidade de detec¢do dos diferentes analitos, foram investigados os
efeitos das diferentes arquiteturas moleculares no desenvolvimento e otimizag¢do de sensores ¢
biossensores.

Em uma segunda vertente do trabalho, filmes de Langmuir de fosfolipidios foram
aplicados como modelos miméticos de membranas bioldgicas no estudo de interagdo com os
derivados xanténicos. O estudo de interacdo foi complementado utilizando como sistema
biomimético vesiculas unilamelares gigantes (GUV), i.e., estruturas lipidicas com arquitetura
molecular distinta dos filmes de Langmuir. A escolha dos corantes xanténicos como
moléculas alvo de nosso estudo se deu porque, apesar de serem aplicadas como agentes
farmacoldgicos e haver um numero significativo de trabalhos nesta area, os estudos
relacionados ao sensoriamento ¢ interagdo membrana/xanténicos nestes sistemas ainda sdo
pouco explorados.

Esta tese esta estruturada em oito capitulos. O capitulo I apresenta uma introdugdo
mostrando a motivac¢do para o trabalho usando sistemas miméticos de membrana bioldgica.
Os conceitos teoricos envolvidos na automontagem de estruturas lipidicas e técnicas
microscopicas de caracterizacdo sdo apresentados no capitulo II. O capitulo III apresenta os
procedimentos experimentais. A discussdo dos resultados ¢ realizada nos capitulos IV, V, VI
e VII. O capitulo IV aborda a imobilizacdo de vesiculas lipidicas de DPPG em camadas
alternadas do polieletrolito PAH, através da técnica LbL via dipping e spray. Neste capitulo o
enfoque maior é dado ao desenvolvimento e otimizacdo de um sistema experimental para a
deposicdo dos filmes spray-LbL. de PAH/DPPG. No capitulo V s3o avaliadas as diferentes
arquiteturas moleculares obtidas por filmes dipping- ¢ spray-LbL quando o polieletrolito PAH
¢ substituido por vesiculas lipidicas de DODAB em multicamadas de DODAB/DPPG. No
capitulo VI os filmes obtidos em (IV e V) sdo aplicados em unidades sensoriais para a

detec¢do dos derivados xanténicos através de medidas de espectroscopia de impedancia.
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Nesta se¢@o ainda relatamos o efeito da imobilizagdo da enzima tirosinase (Tyr) em filmes
dipping-LbL com diferentes arquiteturas moleculares para a detecg¢do de catecol. O capitulo
VII apresenta o estudo da interagdo entre eritrosina ¢ modelos de membranas bioldgica
baseados em filmes de Langmuir e GUV. As conclusdes sdo descritas no capitulo VIII, além

de algumas considerag¢des finais.
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Capitulo 1

1. Introducao

1.1. Membrana celular

"Life in all its diversity became possible after nature had found the trick with the membrane".’

—FErich Sackmann

O que é membrana celular? “4 membrana celular, também denominada

membrana plasmdtica, é uma camada muito fina que circunda a célula, envolve o
citoplasma e separa a célula do seu ambiente circundante. Como componente basico
de todas as células, membranas celulares sdo muito mais que simples fronteiras. Sdo
uma parte de funcionamento ativo das células vivas que regulam a passagem de
moléculas para o meio intra e extracelular, mantém gradientes de concentracdo
relevantes e realizam uma série de atividades metabdlicas e biossintéticas, tais como
aderéncia e sinalizagdo.”

—Traduzido e adaptado de Becker ez al. 10

O primeiro modelo para a estrutura da membrana foi proposto por Singer e Nicholson
(modelo S-N) em 1972,'' chamado “mosaico-fluido”. Neste modelo, a membrana celular é
constituida principalmente por uma bicamada lipidica (fosfolipidios, glicolipidios,
esfingolipidios e esterdis, como o colesterol, por exemplo), nas quais as proteinas,
responsaveis pela sua funcionalizacdo, se inserem na bicamada covalentemente ou por
interagdes intermoleculares. O avanco das pesquisas durante essas quatro décadas mostrou

que o modelo S-N néo pode ser aplicado para a interpretagdo das propriedades fisico-quimicas



Figura 2: membrana celular representada
pelos modelos (a) de "mosaico-fluido (S-N)"
e b) versdo atualizada baseada no conceito
"Membranes are More Mosaic than Fluid'
(Nature, 2005). Reproduzido de [12]
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e bioldgicas numa membrana.'**° Ha menor

fluidez (difusdo) e distribui¢do nos

componentes de membrana, formando
padrées especificos de proteinas no nivel
molecular e clusters em nivel
submicrométrico, dependendo do tipo de
célula e de seu meio ambiente”’ A

existéncia de dominios, mais tarde

denominados "rafts”, >’

também contradizem
o modelo S-N. Portanto, a maioria das
proteinas inseridas na membrana ndo se
difundem irrestritamente por difusdo lateral.
Em vez disso, as proteinas podem se

difundir por mecanismos mais complexos,

que levam em conta a heterogeneidade da

estrutura da membrana em escala nanométrica. Mediante essas evidéncias, Engelman et al.'?

apresentam uma versdo atualizada do modelo S-N, sendo a membrana “mais mosaico que

fluido”. As Figuras 2a e 2b apresentam o modelo de mosaico-fluido (S-N) e a versdo

atualizada de Engelman.

De particular relevancia ¢ o estudo de farmacos e drogas cuja acdo depende da

interagdo com membranas celulares, seja destruindo-as ou por elas passando para agir no

nucleo celular, ou interagindo com moléculas inseridas nas membranas que atuam na

sinalizacdo celular de fendmenos bioquimicos. Apesar da agdo farmacoldgica de muitas

drogas e farmacos ser conhecida, o0 mecanismo no nivel molecular em geral ndo é entendido.

Portanto, a dificuldade evidente em utilizar as membranas in vivo para investigagcdes no nivel
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molecular tem despertado um grande interesse nos modelos biomiméticos de membranas,

como & o caso das monocamadas de Langmuir,”*** filmes LB,” LbL’ e vesiculas gigantes.”

1.2. Vesiculas unilamelares gigantes (GUV)

Vesiculas gigantes sdo formadas basicamente por um entorno de apenas uma ou
poucas bicamadas lipidicas, t€ém dimensdes variando de 50 a 100 um e t€ém se mostrado como
um dos melhores modelos primarios de células em termos de tamanho, composicdo de
membrana e capacidade de encapsular moléculas bioldgicas.”® Em 1986, Angelova e Dimitrov
et al”’ reportaram pela primeira vez a formagdo de vesiculas unilamelares gigantes (GUV)
pela aplicagdo de um campo elétrico continuo (DC). Esse método, chamado de

eletroformacdo, permitiu a producdo de GUV de maneira controlada, sendo bastante aplicada

25, 28-29 30-32

em estudos de modelos de membranas. Entretanto, experimentos posteriores
mostraram que sdo poucos os fosfolipidios que formam GUYV pela aplicagdo de um campo
elétrico DC, provavelmente porque o campo estatico exerce apenas um efeito de ordenacdo
sobre as moléculas de fosfolipidios. Essa limitacdo foi superada pela abordagem experimental

reportada por Angelova er al.”

em que um campo elétrico alternado (AC) ¢ utilizado na
formagdo de GUV. O campo AC, devido a mudanga permanente de direcdo ¢ magnitude da
intensidade, além do efeito de ordenagdo também forca as moléculas a se moverem, o que
pode ajudar o empacotamento dos fosfolipidios em bicamadas e a formagdo de estruturas
unilamelares. Esse método permite a formacéo de vesiculas gigantes utilizando uma variedade
de misturas de lipidios, possibilitando estudar diferentes propriedades de membranas.”®

A introdugdo de um campo elétrico AC como método de formagdo de GUV abriu
caminho para a produg¢do de vesiculas gigantes a partir de misturas de fosfolipidios, que pode
gerar uma formacdo de dominios com propensdo natural para a separacdo de fases.** Essa

ultima pode ser facilmente observada em misturas bindrias de fosfolipidios, quando os

componentes da mistura possuem diferentes temperaturas de transicdo de fase. Dessa forma,
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quando a temperatura definida para o sistema esta entre o intervalo da temperatura de
transicdo de fase dos componentes, a separagdo de fases podera ocorrer visto que um dos
fosfolipidios estara em sua fase gel e o outro em sua fase 11'quido-cristalino.35 Com base na
termodinamica da mistura lipidica, a capacidade de prever a formacdo de dominios lipidicos
especificos ¢ de particular interesse.’® Porém, bicamadas formadas a partir de uma mistura
binaria de lipidios ndo sdo totalmente similares as membranas de células eucaridticas, que
também apresentam em sua estrutura moléculas de colesterol e esfingomielina.™
Recentemente, sistemas ternarios lipidicos envolvendo fosfolipidios e colesterol foram
estabelecidos como importantes sistemas miméticos simulando de maneira aproximada as
propriedades interfaciais da biomembrana.”” A origem dessa fenomenologia encontra-se em
um complexo comportamento de fase observado pela adicdo de colesterol em uma mistura
fosfolipidica. Devido a presenca de fosfolipidios insaturados e da grande quantidade de
colesterol, ao invés das fases gel ou liquido-cristalina, sdo observadas as fases liquido-
ordenada e liquido-desordenada.”® Esses dominios lipidicos tém sido amplamente estudados
em modelos de membrana devido seu potencial para varios mecanismos celulares, incluindo
transducdo de sinal, transporte celular e fusdo de membrana.’* **?° Além disso, o sistema
ternario de lipidios ¢ colesterol pode ser aplicado em estudos de interagdo com moléculas
biologicamente ativas, uma vez que o equilibrio desse sistema pode ser alterado em fungéo

. ~ . 4042
dessas interagdes.

1.3. Filmes layer-by-layer (LbL): dipping vs spray

O método de deposi¢io de camadas alternadas foi inicialmente proposto por Iler” em
1966 para particulas coloidais de cargas opostas. Duas décadas mais tarde, Netzer ¢ Sagiv**
propuseram um método para a deposi¢do de multicamadas baseado em auto-associagdo ¢
auto-organizagdo através de interacdes quimicas, geralmente ligagbes covalentes, entre as

camadas depositadas. No inicio de 1990, Decher et al®’ reportaram a deposicdo de
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multicamadas através do processo de auto-montagem com adsor¢do alternada de
polieletrdlitos catidnicos e anidnicos em superficies carregadas, o que mais tarde foi estendido
por Ferreira et al.45para poliions conjugados e por Cheung et al para polimeros condutores.
Essa técnica foi denominada layer-by-layer (LbL) e vem sendo aplicada para diferentes tipos
de sistemas e materiais.* **° No entanto, esta metodologia apresenta limitagdes praticas,
principalmente relacionadas a longos periodos de tempo para a completa adsorg¢do das
camadas e a pequenas areas de recobrimento. Estas limitacdes foram superadas em 2000 por
Schlenoff et al®, com uma abordagem ndo convencional em que as solucdes sdo
alternadamente depositadas via spray sobre um substrato, ao invés de imergir o substrato nas
solugdes, formando os chamados filmes spray-LbL. Em 2005 Izquierdo et al. *° reportaram
um estudo mais detalhado sobre a fabricacdo de filmes contendo multicamadas de
polieletrdlitos comparando ambas as abordagens, dipping e spray-LbL. Tornou-se claro que o
método spray € tdo geral como o dipping-LbL, porém muito mais rapido (um fator de até 500

50-51

vezes mais rapido foi relatado” ') e aplicavel no recobrimento de superficies maiores,

ampliando a possibilidade de aplicagdes. Hoje em dia, o método spray-LbL comega a ser

utilizado na fabricagdo de filmes finos de diferentes classes de materiais, tais como

53-55 56-57

inorganicos,” coloides e polimeros condutores, nanotubos de carbono e grafeno,”®

considerando aplicagdes distintas. Durante este periodo, uma evolu¢do do sistema
. . 0 . . cr o~ .
experimental foi observada® *° e sistemas totalmente automatizados j& sdo produzidos,

permitindo um melhor controle do crescimento dos filmes.”

1.4. Derivados xanténicos
Os derivados xanténicos s@o uma das mais utilizadas classes de fluoroforos orgénicos

1-62 . . ’ -64
6162 6 no sensoriamento de biomoléculas.®** Apresentam elevada

aplicadas como marcadores
secdo de choque para absor¢do de radiacdo (visivel), alto rendimento quéntico de

fluorescéncia,” elevado efeito SERS® e possibilidade de se ligar a biomoléculas.®” Também
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devido a sua elevada luminescéncia, alguns desses corantes s3o usados como padrdes
luminescentes e outros aplicados como indicadores fluorescentes em ambientes
microscopicos, principalmente em estudos envolvendo enzimas,®® hemoglobina69 e
membranas.”’ Alguns derivados xanténicos também sdo utilizados como firmacos no
.. , . A 71 . A T2 g . . .
tratamento quimioterapico do cancer,” terapia fotodindmica’ e inibidores da tripanotiona

3
redutase.’

Por outro lado, as industrias alimenticia, cosmética e téxtil também utilizam os
derivados xanténicos como pigmentos,74 tendo como finalidade aumentar a atratividade e a
aceitabilidade dos produtos frente ao consumidor. O uso de corantes tem o objetivo de
compensar a perda de cor durante o processamento industrial e estocagem, uniformizar e dar
cor a produtos originalmente incolores. Entretanto, do ponto de vista ambiental, a utilizacdo
de corantes gera residuos com elevada carga de compostos organicos € com intensa colorago.
Esses compostos ndo sdo biodegradados pelos sistemas de tratamento, sendo entdo langados
em efluentes receptores. Devido aos seus efeitos de acumulag@o, podem atingir concentragdes
superiores a dose letal de alguns organismos.”””® Além disso, efluentes com colora¢io podem
interferir fortemente nos processos fotossintéticos por causar a diminui¢@o da transparéncia da
agua, impedindo a plena penetragdo da radiacdo solar, o que provoca graves alteragdes no
ecossistema aquatico.”” Dessa forma, a deteccdo desses compostos para o controle de
qualidade dos efluentes industriais mostra a importdncia do seu monitoramento para a

garantia de ndo contaminagdo dos recursos hidricos.

Objetivos gerais

Esta tese de doutorado tem como objetivo geral a fabricagfo de filmes LbL (dipping e
spray) e LB contendo fosfolipidios para aplicagdo no sensoriamento de corantes do tipo
xanténicos. No caso do sensoriamento, o objetivo foi explorar a influéncia das diferentes

arquiteturas moleculares dos filmes LbL e LB no desempenho de unidades sensoriais, as quais
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foram caracterizadas via espectroscopia de impedancia, sendo tais filmes os elementos
transdutores de sinal. De modo geral, nos filmes LB os fosfolipidios organizam-se na forma
de camadas estendidas enquanto nos filmes LbL eles sdo transferidos aos substrato na forma
de vesiculas.*> 7® Tais arquiteturas podem também propiciar (ou privilegiar) determinadas
interagdes entre os xanténicos e os fosfolipidios quando estes sdo aplicados como sistemas
miméticos de biomembranas.

Paralelamente, um estudo de caso foi realizado visando investigar a influéncia de
diferentes arquiteturas moleculares de filmes LbL contendo fosfolipidios, como matrizes para
a imobilizagdo de enzimas na construgdo de biossensores. Sabe-se que biomoléculas
(enzimas, por exemplo) devem ser imobilizadas sobre plataformas adequadas para que
mantenham suas respectivas fung¢des. Filmes de fosfolipidios poderiam desempenhar esta
funcdo de substrato, pois representam ambientes biologicamente compativeis para a adsor¢do
de biomoléculas. Dai o interesse em identificar e entender os mecanismos de sua interagéo
com as biomoléculas imobilizadas. De fato, trabalhos recentes tém demonstrado um melhor
desempenho de unidades sensoriais contendo fosfolipidios em experimentos de detecg¢do de
biomoléculas ativas.” A adequacdo dos fosfolipidios como matrizes para a imobilizagdo de
biomoléculas na construgdo de biossensores também tem proporcionado um melhor
desempenho destes dispositivos, uma vez que as biomoléculas mantém suas atividades
biologicas.*"**

As intera¢cdes membrana/xanténicos também foram objeto de estudo, durante o
periodo sanduiche realizado no periodo de junho/2012 a junho/2013 sob orientagdo do
professor Dr. Carlos M. Marques, especialista em sistemas miméticos de biomembranas no
Instituto Charles Sadron, Universidade de Strasbourg, Franga. Nessa ocasifio, o objetivo foi
aplicar técnicas microscopicas para analise da interagdo entre fosfolipidios estruturados na
forma de GUV e xanténicos. Filmes de Langmuir de fosfolipidios foram usados como sistema

complementar para as analises de interagoes.
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Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta tese contemplam as seguintes atividades:

1) Fabricagdo de filmes contendo multicamadas LbL e LB de fosfolipidios, controlando o
crescimento via espectroscopia de absor¢do no UV-Vis e micro-balanga de cristal de
quartzo (QCM).

ii)  Desenvolvimento e otimiza¢do de um sistema para a deposi¢do dos mesmos materiais,
porém via spray-LbL, que ¢ uma técnica alternativa ao método dipping-LbL
(convencional).

iii) Investigar a morfologia dos filmes fabricados em escala micrométrica via microscopia
optica e espalhamento micro-Raman e em escala de nanometros via microscopia de
forga atomica (AFM).

iv)  Verificar como as arquiteturas moleculares induzidas nos filmes LB, dipping- ¢ spray-
LbL de fosfolipidios influenciam no desempenho das unidades sensoriais via medidas
de espectroscopia de impedancia para solugdes de derivados xanténicos com
concentracdes variando de 10° mol/L a 10" mol/L.

v) Investigar a influéncia de diferentes arquiteturas moleculares de filmes dipping-LbL
contendo fosfolipidios como matrizes para a imobiliza¢do de enzimas na construgio de
biossensores. A enzima escolhida foi a tirosinase (Tyr), conhecida por ser eficaz na
detec¢cdo de compostos fenolicos, tais como catecol, clorofenol e fenol.

vi) Investigar as interagdes entre eritrosina e filmes de Langmuir de fosfolipidios anidnicos
e zwiteridnicos, pela adi¢do de diferentes concentragdes do analito a subfase aquosa

vii) Investigar as intera¢des entre eritrosina e GUV pela adi¢do de diferentes concentragdes
do analito ao meio exterior que envolve as GUV. De particular interesse, sera investigar
os efeitos causados pela foto-ativagdo do xanténico, utilizando para as analises

microscopias de contraste de fase, fluorescéncia e confocal.
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Capitulo 2

2. Conceitos tedricos

2.1.Processos de absorcao, emissao de luz e geraciao de oxigénios

singletos (102)

A Figura 3 apresenta o diagrama de Jablonski onde sdo visualizados os processos de
absor¢do de fbétons, conversdo interna, fluorescéncia, cruzamento intersistema e

fosforescéncia

S;—

cruzamenio
Intersistema
Y - > -

=‘J
=

S "

Absorgao = 1
i o T1 02
Fluorescéncia

Fosforescéncia

Su Y L4

Figura 3: diagrama de Jablonski ilustrando os processos de absor¢do de fotons, conversio
interna, fluorescéncia, cruzamento intersistema, fosforescéncia e geracdo de oxigé€nios
singletos ('05). Adaptado de [85].

A absor¢do eletronica ocorre pela excitagdo da molécula com uma quantidade de
energia equivalente a diferenca entre seu estado excitado e fundamental. Uma vez que uma
molécula estd em um estado excitado, varias sdo as possibilidades para retornar ao seu estado
fundamental, sendo elas:

- Fluorescéncia: em estados singletos excitados (S), o elétron no orbital excitado

esta desemparelhado (spin oposto) com relagdo ao segundo elétron no orbital do

estado fundamental. Consequentemente, o retorno para o estado fundamental (Sy) ¢
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permitido e ocorre por emissdo de um foton. As moléculas excitadas podem ficar em
S; de algumas dezenas de picossegundos a algumas centenas de nanossegundos,

. . 85-86
dependendo da molécula e do meio.

- Conversio interna: é uma transi¢do ndo radiativa entre dois estados eletronicos.
Apbs a absor¢do de luz, ha muitas vezes relaxamento vibracional para o mais baixo

, . . A - 85-86
nivel vibracional do estado eletronico.

- Cruzamento intersistema: ¢ uma segunda possibilidade de relaxacdo nfo radiativa
do estado excitado S; para o estado tripleto (T;). Em principio, o cruzamento entre os
estados de multiplicidade diferentes é proibido, mas o acoplamento spin-Orbita pode

ser grande o suficiente para torna-lo possivel.*

- Fosforescéncia: ¢ a emissdo de luz a partir do estado excitado T; para o estado
fundamental Sy e é deslocada para maiores comprimentos de onda (menor energia) em
relagdo a fluorescéncia. A transi¢do de T para Sy é proibida devido a paridade dos
spins, e como resultado, as taxas de emiss@o sdo mais lentas. O tempo de vida de um
estado tripleto varia de microssegundos a segundos, sendo mais longo do que em um

estado singleto.85 86

- Geracio de oxigénio singleto ('O,): devido ao longo tempo de vida do estado Ty, a
molécula no estado excitado pode interagir com outras moléculas presentes no meio.
Por exemplo, uma transferéncia de energia pode ocorrer entre T; e o oxigénio
molecular. A molécula volta ao seu estado fundamental excitando o oxigénio tripleto

s A . 1 , ;. . . -
(*0,) para oxigénio singleto ('O,), que é uma espécie muito reativa.**°



Conceitos tedricos

2.2. Automontagem de estruturas fosfolipidicas

Intera¢des hidrofobicas induzem a atracdo entre as caudas alifaticas, de modo a
diminuir a interface agua/cadeias carbonicas. Por outro lado, devido a repulsdo estérica e/ou
eletrostatica, as cabegas hidrofilicas tendem a se separar umas das outras, de modo a aumentar
a sua area de contato com a agua. Dessa forma, a micelizagio ¢é o resultado dessas duas forgas
competitivas. A energia atrativa é proporcional a area a ocupada pelo grupo hidrofilico. A

energia repulsiva é inversamente proporcional a 4rea a. Israclachvili er al.®’

apresentam a
energia total do sistema ¢ demonstram a presenca de um minimo para uma area de superficie

otima ay, conforme exibido na Figura 4.

ot

ene“{’
energia minima
a=ag <

/ energia de repulséo

Energia livre de interacao

energia de atracao

Area superficial por molécula
Figura 4: area de superficie 6tima ay encontrada para o ponto de minima energia total,

resultado do balango entre a energia atrativa (interacdo hidrofobica entre as cadeias) e
repulsiva (repulsdo entre as cabecas polares). Adaptado de [87].

Considerando um lipidio com uma area 6tima ay e cadeias carbonicas de comprimento

Vo, .
[ que ocupam um volume ¥, o valor de empacotamento (ou fator de estrutura¢cdo) — indicara
a,

o tipo de estrutura automontada.®” A Figura 5 apresenta as diferentes possibilidades para o

fator de estruturagdo e as diferentes estruturas automontadas.
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micela esférica micela cilindrica

. . s Vv .
Figura 5: diferentes possibilidades para o fator de estruturagdo — e suas respectivas
a,

estruturas automontadas. Adaptado de [87].

Dependendo principalmente dos pardmetros geométricos, os fosfolipidios podem se
automontar na forma de vesiculas. As vesiculas podem ser multilamelares ou unilamelares.
Estas ultimas ainda sdo divididas em trés classes, de acordo com o tamanho:

* Vesiculas Unilamelares Pequenas (Small Unilamellar Vesicles - SUV) ou lipossomos
de 20 nm a 100 nm.

* Vesiculas Unilamelares Grandes (Large Unilamellar Vesicles - LUV) de 100 nm a 500
nm.

* Vesiculas Unilamelares Gigantes (Giant Unilamellar Vesicles - GUV) de 500 nm a

100 zm.
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Embora o mecanismo de formagdo de vesiculas ainda ndo esteja completamente
elucidado, tem sido observado que vesiculas multilamelares (MLV) formam-se
espontaneamente a partir da hidratac@o de filmes fosfolipidicos, ou pela simples solubilizagio
dos fosfolipidios em agua. Por outro lado, vesiculas unilamelares s@o predominantemente
formadas sob a agdo de uma energia externa.* O mecanismo é representado na Figura 6.
Geralmente, sonicag@o e extrusdo sdo usadas para a formagdo de SUV enquanto GUV sido
obtidas por eletroformagdo. Este ultimo método tem se mostrado eficaz no crescimento de

GUYV em solugdes de baixa forca idnica, e foi o método adotado neste trabalho.

O

o LUV

SUV

extrusdo
sonicagao

GUV

eletroformacgéo

formacao
espontanea

filme fosfolipidico crescimento
Figura 6: diferentes mecanismos para a formagao de vesiculas. Adaptado de [88].
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As dimensdes das SUV sdo pequenas para serem observadas por meios opticos. As
técnicas usuais utilizadas para a sua caracterizagdo sdo: raios-X, dispersio de néutrons,
microscopia de for¢a atomica (AFM) e espalhamento dindmico de luz (DLS). Kunding e? al®’
relataram uma nova metodologia baseada em fluorescéncia para determinar quantitativamente
as dimensdes de uma unica SUV. Ja as GUV apresentam dimensdes maiores e podem ser

observadas diretamente por meios Opticos, como por exemplo: microscopia de contraste de

fase, fluorescéncia, RICM (Reflection Interference Contrast Microscopy) e confocal.

2.3. Métodos opticos

2.3.1. RICM (Reflection Interference Contrast Microscopy)

A técnica RICM permite acompanhar as flutuagdes da membrana na proximidade do
substrato,” revelando o nivel de tensdo das GUV e o seu grau de ades@o a superficie. A
técnica ainda permite a andlise de fenomenos dindmicos e pode fornecer medidas

o o A 90-91
quantitativas, em escala nanométrica, da distancia entre o substrato e a amostra. Os

fundamentos opticos da técnica RICM s@o exibidos na Figura 7.

13
\membrana /’/

imagem de interferéncia

objetiva

|

luz imagem de
monocromatica  interferéncia

Figura 7: principio de funcionamento da técnica RICM e imagem de interferéncia gerada
pela observagdo de uma GUV nas proximidades do substrato. Adaptado de [92].
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A luz monocromatica incidente de intensidade Iy é parcialmente refletida na interface
vidro/liquido (I;) e parcialmente transmitida para dentro da célula. A segunda reflexdo parcial
na interface liquido/amostra (I;) também € coletada pela objetiva. Os raios I; e I, interferem
uns com os outros ¢ formam uma imagem de interferéncia na fronteira da amostra. A

intensidade total da luz apds a interferéncia pode ser expressa como:

I=1+1, +2\/Ecos[2kh(x)+¢]

27n,

O ntmero de onda k é dado por k= sendo A o comprimento de onda. ¢ ¢ um

deslocamento de fase que geralmente € igual a . O termo h(x) indica a distancia vertical entre
0 objeto e o substrato em uma dada posi¢do lateral x. Considerando a observa¢do de uma
vesicula gigante nas proximidades de um substrato de vidro, as intensidades I; e I, dependem
do indice de refragdo do vidro (ny = 1,49), solugdo aquosa (n; = 1,33) e membrana
fosfolipidica (n, = 1,5). Assim, para uma amostra homogénea, as varia¢des dos tons de cinza
com o tempo de observagdo, ou ao longo da posi¢do lateral, correspondem a variacdes na
distancia entre o substrato e a amostra.
2.3.2. Microscopia de fluorescéncia e confocal

Atualmente, a iluminagdo e observacdo por fluorescéncia € uma das técnicas
microscopicas mais aplicadas em analises de sistemas biol(')gicos.93'94 O principio de
funcionamento baseia-se na marcacdo do material de interesse com uma molécula
fluorescente. A amostra ¢ iluminada com luz de um comprimento de onda especifico para
excitagdo do marcador. A fluorescéncia emitida pelo processo de relaxacdo do fluordforo € a
origem das imagens geradas. Na pratica, a frequéncia da luz emitida pela fonte luminosa é
selecionada por um filtro de "excitagdo" que corresponde a excitagdo espectral do fluordforo.
Essa luz ¢ refletida por um espelho dicrdico até a amostra. A luz emitida por fluorescéncia ¢

coletada pela objetiva do microscopio. Em seguida, passa pelo mesmo espelho dicrdico e
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finalmente ¢ separada da luz de excitacdo através do filtro de emissdo. O principio de
funcionamento da microscopia de fluorescéncia ¢ exibido na Figura 8a. A microscopia
confocal também ¢ baseada na observagdo por fluorescéncia. Comparada & microscopia de
fluorescéncia convencional, a microscopia confocal combina iluminagdo pontual com a
captacdo da luz emitida pela amostra através de um orificio de abertura (pinhole). Essa
combinag@o permite eliminar a luz proveniente de regides fora do plano focal, deixando a
imagem com melhor defini¢do, conforme exibido na Figura 8b. Outra vantagem sobre a
microscopia de fluorescéncia ¢ a capacidade que o confocal tem de realizar imagens em
secgdes Opticas para amostras com maior espessura, possibilitando a posterior sobreposi¢do
destas imagens para a formacdo de uma imagem em 3D. Porém, como apenas um ponto na
amostra ¢ iluminado por vez, as imagens 2D ou 3D exigem a digitalizacdo através de uma
varredura pontual, o que faz com que a aquisi¢cdo de imagens seja mais longa. Dessa forma, a

microscopia confocal € limitada ao estudo de amostras imdveis ou que evoluem lentamente.

0 amostra inhole
(a) ; (b) ? :
objetiva II'I \
A o I'.
filtro de iy
excitagao v |
3 y/  espelho TR
et dicroico e
filtro de \ ‘ | -
—— 3
emissao
+ S——

camera @/
ccb ] plano focal

Figura 8: (a) principio de funcionamento de um microscépio de fluorescéncia. (b) sistema de
pinhole utilizado na microscopia confocal. A definicdo de uma imagem no plano focal

(vermelho) é aumentada pela eliminag¢do da luz proveniente de regides fora do plano focal
(verde). Adaptado de [92].
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Capitulo 3

3. Materiais e métodos

3.1. Materiais
O fosfolipidio anionico dipalmitoil glicerofosfato-rac glicerol (DPPG) foi
comprado da Genzyme Pharmaceuticals. Os demais fosfolipidios foram
comprados da Avanti Polar Lipids Inc e usados sem purificagdo adicional.
* Fosfolipidios zwiterionicos: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1-

palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (POPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-

fosfocolina (DOPC).
* Fosfolipidio anionico: 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-glicerol (DOPG).

* Fosfolipidio biotinilado:  1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N -

[biotinil(polietileno glicol)-2000] (DSPE-PEG(2000) Biotina).

* Fosfolipidios fluorescentes: 1,2-dioleoil-sn-glycero-3-fosfoetanolamina-N-(lissamina
rodamina B sulfonil) (Liss Rod PE - A 560 nm; A, 583 nm) e 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3- fosfoetanolamina-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) (NBD - Aex 460 nm;
Aem 535 nm).

O lipidio cationico brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB), o polieletrdlito catidnico
poli alilamina hidroclorada (PAH), o polieletrélito anidnico poli estireno sulfonato de sédio
(PSS), a enzima tirosinase (Tyr), os xanténicos eosina Y e eritrosina B foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. O catecol foi adquirido da Panreac. Todos os produtos foram usados sem

purificacdo adicional. As estruturas moleculares sdo apresentadas na Figura 9.
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Figura 9: estruturas moleculares dos materiais utilizados

3.2. Fabricacao dos filmes layer-by-layer (LbL)

3.2.1. Filmes dipping-LbL

Os filmes LbL foram crescidos utilizando soluc¢des ¢ dispersdes preparadas com agua
ultrapura (18,2 MQ.cm e pH 6,2), obtida a partir de um sistema Milli-Q, modelo Simplicity. A
concentragdo de 0,74 mg/mL (1,0x10° mol/L) das dispersdes de DPPG ¢ DPPC foram
preparadas sem nenhum procedimento especial: o pd foi simplesmente adicionado a agua
ultrapura € a solugdo foi cuidadosamente agitada a temperatura ambiente (22°C). A mesma
metodologia foi aplicada para preparar as solucdes de PAH e PSS, ambas a 1,0 mg/mL. A
concentragdo de 0,63 mg/mL (1,0x10” mol/L) da dispersdio de DODAB foi preparada
seguindo a metodologia apresentada por Feitosa ef al.””: o p6 de DODAB foi adicionado a
agua ultrapura e a mistura foi aquecida, sob agitacdo moderada, a 60 °C (acima da Tm do
DODAB = 45 ° C) durante alguns minutos. Em seguida, a dispersdo de DODAB foi resfriada

a temperatura ambiente (22 °C). Em pH 6,2 as solu¢des dos fosfolipidios anidnicos estdo
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9697 o segundo o trabalho de Sainz et al”® o carater zwiteridnico do

altamente ionizadas
fosfolipidio DPPC ¢ de aproximadamente 97,6% em pH 10, 99,9% em pH 7 e 86.3% em pH
4,5. Estas caracteristicas sdo importantes porque as interagdes eletrostaticas podem
desempenhar um papel relevante no crescimento dos filmes.

Os filmes dipping-LbL de PAH/DPPG foram fabricados imergindo o substrato de
interesse em diferentes solugdes de acordo com a seguinte sequéncia:® solugdo de PAH por 3
minutos = agua ultrapura para remover o excesso de PAH adsorvido por 1 minuto -
dispersdo de DPPG por 3 minutos - agua ultrapura para remover o excesso de DPPG
adsorvido por 1 minuto. Apos isso, a primeira bicamada de PAH/DPPG ¢é formada ¢ com a
repeticdo dessa sequéncia, multicamadas do filme dipping-LbL sdo obtidas. Os filmes LbL de
DODAB/DPPG foram produzidos pelo mesmo procedimento, substituindo a solugdo de PAH
pela dispersdo de DODAB. A mesma metodologia foi aplicada para crescer filmes dipping-
LbL de PAH/PSS, sendo o DODAB substituido por PAH e DPPG por PSS.

Considerando a aplicagdo em biossensores descrita na se¢do 6.3, a enzima Tyr foi
sempre imobilizada sobre a ultima camada dos filmes dipping-LbL. A Tyr foi dissolvida em
tampéo fosfato (0,01 mol/L e pH = 7,1) numa concentragio de 0,0175 mg/mL (1,36x10”
mol/L), onde os filmes LbL foram deixados imersos durante 15 minutos para adsor¢do da Tyr.

3.2.2. Filmes spray-LbL

A fabricagdo de filmes spray-LbL de PAH/DPPG” foi feita borrifando alternadamente
a dispersdo de DPPG e a solucdo de PAH utilizando a configuracdo experimental exibida na
Figura 10a e 10b. Os filmes foram fabricados usando um sistema constituido por aerografos
modelo BD-123A fabricados pela LEEpro tools, com agulha de 0,3 mm de didmetro e copo
para fluido de 7 mL. Um regulador da marca ARPREX foi utilizado para controlar a pressio
de spray proveniente de um compressor de ar fabricado pela DRIMEL, modelo TD 2025 com

reservatorio de 24 L e pressdo maxima de 120 psi. Para a deposic¢do por spray, uma orientagdo
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perpendicular entre o eixo do spray e o substrato foi montada a 30 cm de distancia entre os
mesmos. Os aerografos foram completados com solugdes de PAH e dispersdes de DPPG e
borrifados com uma pressdo constante de 10 psi por 2 s. Todos os pardmetros mencionados
foram definidos apds testes com diferentes combinagdes de pressdo (10, 20 e 30 psi) e tempo
de spray (2, 4 € 6 s). A configuragdo final usada permitiu a formacdo de uma fina camada na
superficie, a qual adsorve em poucos segundos. O mesmo procedimento foi utilizado para o

crescimento dos filmes spray-LbL de PAH/PSS e DODAB/DPPG.

Jr et

lavagem
lavagem

(a) Método spray-LbL

(b) Sistema experimental
regulador de

pressio

st ol

ﬂ=_-

COMPressor -

Figura 10: (a) metodologia experimental aplicada na fabricagdo dos filmes spray-LbL; (b)
fotografia do sistema experimental utilizado na fabrica¢do dos filmes spray-LbL. O zoom
mostra em detalhes o posicionamento dos aerdgrafos em relagdo ao substrato.
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3.3.Filmes de Langmuir e Langmuir-Blodgett (LB)

3.3.1. Filmes de Langmuir

Os filmes de Langmuir foram fabricados utilizando uma cuba de Langmuir KSV 2000
(50 x 315 mm / 40 mL), em subfase de agua ultrapura, espalhando 15 pL da solugdo de
DPPG, DOPG, DPPC e DOPC todas a mesma concentragdo de 10° mol/L dissolvidas em
cloroférmio, com excecdo do DPPG que foi dissolvido em metanol/cloroféormio (1/9 em
volume). As monocamadas de Langmuir foram caracterizadas por isotermas n-A a 23°C
usando o método Wilhelmy. A monocamada foi comprimida simetricamente a uma
velocidade constante de 10 mm/min. Para os estudos de interagdo, diferentes concentragdes
(10, 107 ¢ 10° mol/L) de eritrosina foram adicionadas a subfase aquosa, sobre a qual foram

espalhadas as solugdes de fosfolipidios.

3.3.2. Filmes de Langmuir-Blodgett (LB)

Os filmes LB foram fabricados utilizando uma cuba de Langmuir KSV 2000 (530 x
150 mm / 1300 mL). Filmes de Langmuir foram produzidos em uma subfase aquosa contendo
0,01 mg/mL de PAH, espalhando 150 pL da solucdo de DPPG a uma concentragdo de 0,74
mg/mL. As monocamadas de Langmuir foram caracterizadas por isotermas n-A a 23°C
usando o método de Wilhelmy. A monocamada foi comprimida simetricamente a uma
velocidade constante de 10 mm/min. Os filmes LB contendo multicamadas foram obtidos
transferindo as monocamadas de Langmuir de DPPG da interface ar/agua diretamente sobre o
substrato. Estes filmes serdo designados como filmes LB de (DPPG+PAH).” A pressio de
superficie foi mantida constante em 25 mN/m, a velocidade das barreira a 10 mm/min
(compressao simétrica) e as velocidades de emersdo do substrato foram de 0,5 a 3,0 mm/min.
Durante a deposicéo, tal velocidade foi variada dentro destes intervalos para manter a taxa de
transferéncia (TR) proxima de 1,0. Sob estas condigdes filmes LB do tipo Z (deposi¢do da

monocamada durante a retirada do substrato da subfase aquosa) foram obtidos.
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3.4. Andlises sensoriais

3.4.1. Aquisicdo dos dados experimentais

Medidas de espectroscopia de impedéancia foram realizadas com um analisador de
impedancia Solartron 1260A. Espectros de impedéancia foram adquiridos na faixa de
frequéncia de 1 Hz a 1 MHz, usando 50 mV de amplitude, com os dados analisados em
termos da capacitancia real. Os eletrodos interdigitados utilizados (Au ou Pt) sdo formados
por 100 digitos (50 pares) separados entre si por 10 um, adiquiridos comercialmente do
Centro de Pesquisas Renato Archer (Cenpra). As dimensdes de cada digito sdo de 0,5 mm de
comprimento, 10 pm de largura ¢ 100 nm de altura. Antes da deposi¢do dos filmes, varios
eletrodos foram imersos em agua ultrapura ¢ submetidos a medidas de impedancia a fim de
verificar a reprodutibilidade do sinal, de modo a assegurar que as principais alteracdes
observadas nas respostas elétricas sejam atribuidas a presenca dos filmes depositados e ndo a
diferencas de um eletrodo para outro. As unidades sensoriais foram deixadas imersas nas
solugdes por 20 minutos antes da aquisi¢do dos dados, para a estabilizagdo do sinal elétrico.'®
Trés medidas consecutivas foram realizadas com as unidades sensoriais imersas nas solugdes
de interesse. A sequéncia das medidas comega com a amostra de referéncia (agua ultrapura ou
solugdo tampao) seguida pela amostra de mais baixa para a de mais alta concentracdo do
analito de interesse. A cada conjunto de medidas envolvendo uma solug¢do especifica, as
unidades sensoriais foram cuidadosamente lavadas para remogdo de possiveis moléculas do
analito adsorvidas nos filmes. Conjuntos distintos de unidades sensoriais foram fabricados
para cada analito detectado conforme descrito a seguir.

6)] Detecgdo de eosina. Conjunto de sensores composto por 4 unidades sensoriais:

um eletrodo interdigitado de Pt sem recobrimento e eletrodos interdigitados de Pt recobertos
com 5 bicamadas dipping-LbL de (PAH/DPPG)s, 5 bicamadas spray-LbL de (PAH/DPPG)s e
5 camadas LB de (PAH+DPPG)s. O eletrodo de Pt sem recobrimento foi usado para

monitorar qualquer alteracdo na resposta elétrica causada pela presenca dos filmes finos. As
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medidas foram realizadas em 4gua ultrapura e em solu¢des aquosas de eosina a 10°, 10”7 e 10°
% mol/L.

(i)  Deteccdo de eritrosina. Conjunto de sensores composto por 6 unidades

sensoriais: um eletrodo interdigitado de Pt sem recobrimento e eletrodos interdigitados de Pt
recobertos com 5 bicamadas dipping-LbL de (PAH/PSS)s, 5 bicamadas dipping- e spray-LbL
de (PAH/DPPG)s e 5 bicamadas dipping- e spray-LbL de (DODAB/DPPG)s. As medidas
foram realizadas em agua ultrapura, e em solugdes aquosas de eritrosina a 10°, 107, 10°, 107
e 10 mol/L.

(ii1))  Deteccdo de Tirosinase (Tyr). Conjunto de biossensores composto por 4

unidades sensoriais: um eletrodo interdigitado de Au sem recobrimento e eletrodos
interdigitados de Au recobertos com 5 bicamadas dipping-LbL. de (PAH/PSS)s/PAH/Tyr,
(PAH/DPPG)s/PAH/Tyr ¢ (DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr. Este conjunto de unidades
sensoriais permite explorar o desempenho de biossensores considerando a imobilizacdo da
enzima Tyr sobre uma matriz de polieletrdlitos ou lipidios. Num segundo conjunto de
experimentos, foi comparado o desempenho de um sensor composto pelo filme LbL de
(DODAB/DPPG)s/DODAB e um Dbiossensor composto pelo filme LbL de
(DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr, a fim de verificar a importancia da enzima Tyr. As medidas
foram realizadas em solucdo tampdo, utilizada como referéncia, e em solugdes de catecol a
102, 5x10™"%, 10", 5x10™, 10", 5x10"° e 107 mol/L. Nido foram realizados testes
sistematicos de estabilidade para as unidades sensoriais. Porém, em trabalhos semelhantes na
literatura tem sido demonstrado que biossensores feitos com enzimas imobilizadas em filmes

x o 101-102
LbL séo estaveis por 4-6 semanas. 01-10

3.4.2. Analise de dados com projecées multidimensionais

A grande quantidade de dados gerados em experimentos com sensores € biossensores

trouxe a necessidade de utilizar métodos estatisticos e computacionais para o tratamento dos
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dados. De fato, muitas questdes relacionadas ao desenvolvimento de sensores e classificacio
de amostras semelhantes sdo agora tratadas utilizando o conceito de quimiometria,'® ciéncia
dedicada a extrair informagdo (e conhecimento) a partir de um amplo conjunto de dados.
Dentro das areas de quimiometria, talvez o método mais relevante para a deteccio € a analise
multivariada, que inclui Analise de Componentes Principais (PCA).'" Essa ¢ uma técnica de
projecdo, em que uma nova base ortogonal de dimensdo inferior ¢ obtida por meio de
combinagdes lineares da varidncia dos dados. Em um PCA os eixos sdo nomeados como
primeira (PC1), segunda (PC2) ou terceira (PC3) componentes principais, que representam a
maior parte da variancia nos dados. Neste trabalho, os dados de espectroscopia de impedancia
para as diversas unidades sensoriais foram tratados com PCA e com as técnicas de proje¢do
multidimensional descritas a seguir.

Técnicas de projegdo multidimensional mapeiam instancias de dados de um espago
multidimensional em elementos graficos em um espago visual de forma que a proximidade
entre esses elementos reflita em algum tipo de relacionamento entre as instdncias de dados,

. e . 105
normalmente relacionamentos de similaridade.

Algumas técnicas de projecdo
multidimensionais sdo baseadas na defini¢do da semelhanga/dessemelhanga por alguma
funcdo de distancia no espago dos dados de elevada dimensionalidade. Nestes métodos, dados
do espago original - no nosso caso, curvas de capacitincia vs frequéncia - sio mapeados em
um diagrama 2D, numa tentativa de posicionar os dados de amostras similares proximos entre
si. Formalmente, o conjunto de dados pode ser representado por X = {Xy,Xa,..,Xn} com (Xi, X;)
sendo a dissimilaridade (distdncia) entre duas instdncias de dados i e j. Os valores
correspondentes de X para projecdo dos pontos no plano sdo representados por Y =

{¥1,¥2,-..¥n}, determinado por meio de uma fung¢do injetora f: X—Y que minimiza |5(xi, X;) -

d(f(x;).f(y;))| = 0, Vx;, xj€ X,'% onde d(yi,y;) ¢ a fungdo de distancia entre os pontos no plano
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projetado. Em outras palavras, tenta-se preservar no espac¢o projetado a semelhanga das
instancias de dados no espaco multidimensional original.

Estas técnicas de projecdo podem ser classificadas em métodos lineares e ndo lineares,
dependendo da fung¢io de mapeamento /'’ Diferentes formulagdes da fungdo de erro e as
diferentes abordagens para sua minimizagdo resultam em varias escolhas possiveis para a
funcdo de mapeamento /- A fungfo de erro é uma medida da perda de informagao no processo
de projegdo. Particularmente uteis para aplicacdes sensoriais sdo os métodos ndo lineares
Interactive Document Map (IDI\/MP)]OS € 0 mapeamento Sammon.'” Para o mapeamento

Sammon, a fung¢do de erro usada na minimizacéo ¢ dada por:

. 1 (d(yi’yj)_é('xi’xj))z
Ssam = Zé‘(xl.,xj)Z S(x,,x,)

i<j

Onde ¢ ¢ d sdo as fungdes de distancia definidas acima

Para o IDMAP, a fun¢do de erro usada na minimizagéo é dada por:

S _ é‘(xiﬂxj)_é‘min —d( )
mMAP =T T s VisY;

onde Oyin, and .y sd0 as distdncias minima e maxima entre as amostras.

Na tentativa de melhorar o desempenho de sensores e biossensores, Paulovich ez al.’!”"
T demonstraram que as técnicas lineares podem nfo conseguir capturar caracteristicas dos
dados que dependem de relagdes ndo lineares com as concentracdes dos analitos. Dessa
forma, os melhores resultados foram obtidos com técnicas nfo lineares, embora as razdes
precisas para esse achado ainda ndo foram determinadas. Para mais detalhes sobre discussoes

e aplicagdes de diferentes técnicas de projecdes, veja Oliveira ef al.''?
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3.5. Técnicas de caracterizacao

Para todas as técnicas de fabricacdo de filmes finos (LB, dipping e spray-LbL), o
numero de camadas ou bicamadas depositadas e o tipo de substrato foram escolhidos de
acordo com a técnica de caracterizagdo. Os filmes foram crescidos em substratos de quartzo
para espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, em cristais de quartzo (corte-AT) recobertos com
placas de Au para medidas de QCM, em ZnSe para medidas de FTIR e em vidro
termicamente tratado (600°C por 2 horas) para medidas de AFM. Todos os substratos foram
limpos previamente com detergente neutro, sendo extensivamente lavados com agua ultrapura
seguida de acetona (5 minutos de sonicagdo) e cloroférmio (5 minutos de sonicacfo). Este
procedimento ¢ suficiente para ativar a superficie do substrato evitando o uso de qualquer
outro tratamento mais drastico como a solug¢do piranha (uma mistura de acido sulfurico
concentrado e peroxido de hidrogénio).

O crescimento dos filmes LbL (dipping e spray) foi monitorado via absor¢do no UV-
Vis utilizando um espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 50, 190-1100 nm, e adsor¢do de
massa utilizando uma QCM Stanford Research Systems Inc., modelo QCM 200. Nas medidas
de QCM, variagdes na frequéncia do cristal de quartzo foram monitoradas continuamente,
sendo a variagdo em massa obtida a partir da equacdo de Sauerbrey:''® AF= (—2,3x10° F,*
Am)/A, onde AF ¢ a variagdo da frequéncia (em Hz), Fy é a frequéncia do eletrodo sem
recobrimento ¢ A ¢ a area do eletrodo (0,4 cmz). Os espectros Raman e as imagens Opticas
foram obtidos utilizando um espectrografo micro-Raman Renishaw modelo in-Via equipado
com microscopio 6tico Leica, detector CCD, lasers em 514,5; 633 e 785 nm, redes de difragio
com 1200 e 1800 linhas/mm, polarizadores e base automatica de suporte de amostra com
movimentacdo em X, Y e Z para a obten¢do de mapeamentos Raman (obtencdo de espectros
ponto a ponto com resolugdo espacial de cerca de 1 pm?). Todas as medidas foram realizadas

a temperatura ambiente utilizando uma lente objetiva de 50x (NA de 0,75), que gera areas de
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espalhamentos de 1 pm®. A aquisicdo e tratamento dos dados foram feitos no programa WIRE.
Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando um espectrometro Bruker, modelo Vector 22.
As imagens de AFM exibidas pelas Figuras 15 e 20 foram obtidas através de um
microscopio Digital Instrument modelo Nanoscope V. Todas as demais foram adquiridas em
um microscopio Nanosurf, modelo easyScan 2. As medidas foram realizadas com uma ponta

de nitreto de silicio no modo fapping.

3.6. Vesiculas unilamelares gigantes (GUYV)

3.6.1. Eletroformacao de GUV

As GUV foram crescidas através do método de eletroformacdo, cuja metodologia
basica ¢ ilustrada na Figura 11. Solugdes estoques foram preparadas dissolvendo os
fosfolipidios em cloroférmio com concentragdes de 10~ mol/L. Em seguida essas solug¢des
foram espalhadas em um substrato de vidro recoberto com o6xido de estanho dopado com
indio (ITO) e secadas a vacuo por 20 min. Uma segunda placa de vidro idéntica foi usada para
cobrir uma camara de incubagio delimitada por um anel de Sigillum wax (Vitrex,
Copenhagen, Dinamarca), ou espacador de teflon, e preenchido com uma solu¢@o de sacarose
a 0,2 mol/L preparada em agua ultrapura (Milli-Q). Finalmente uma tensdo AC de 1,0 V a
uma frequéncia fixa de 10 Hz foi aplicada através da cdmara por no minimo 2h. Vale ressaltar
que a técnica de eletroformacdo deve ser aplicada aos fosfolipidios em sua fase liquida. No
caso do DPPC, a fase liquida € obtida para temperaturas superiores a 41 °C de modo que as
GUV foram crescidas em uma estufa a 50 °C. O mesmo procedimento é aplicado para
formacdo de GUV a partir das misturas ternarias de fosfolipidios e colesterol. Para o
crescimento de GUV biotiniladas, diferentes razdes molares de DSPE-PEG(2000) biotina
foram adicionadas as solugdes dos fosfolipidios zwiterionicos (DPPC, POPC e DOPC). As
imagens de fluorescéncia foram obtidas pela adicdo de 0,5 mol% dos fosfolipidios

fluorescentes.
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Figura 11: método utilizado para a eletroforma¢do onde os fosfolipidios de interesse sdo
espalhados em uma célula para a eletroformacdo (1V, 10Hz) de GUV.

As vesiculas foram diluidas (6 vezes) em solucdo de glicose a 0,2 mol/L. As
osmolaridades das solugdes de sacarose e glicose foram cuidadosamente medidas com um
osmometro (cryoscopic osmometer Osmomat 030) a fim de evitar os efeitos de pressdo
osmotica. A pequena diferenga entre os valores de densidade e indice de refra¢do entre a
sacarose ¢ a glicose ¢é suficiente para dirigir as vesiculas para a superficie inferior da célula de
observacdo e permitir um melhor contraste por microscopia de contraste de fase. Para as
vesiculas biotiniladas, o mesmo procedimento foi adotado, substituindo a solugdo de glicose

por solugéo tampao fosfato-salino (PBS) a 0,2 mol/L.

3.6.2. Observacio e irradiacao

Inicialmente as vesiculas foram transferidas para uma célula de observagdo formada
por um espagador de borracha (2,0 mm de espessura) previamente selado sobre uma ldmina
de vidro. Em seguida, diferentes concentragdes de eritrosina (15 — 50 pmol/L) foram
adicionadas as vesiculas, a partir de uma solugdo estoque a 10 mol/L. A cAmara de
observacdo foi entdo selada com uma segunda ldmina de vidro para reduzir a um nivel
minimo os efeitos de convecc¢do. Para analise de adesdo das vesiculas biotiniladas, a 1dmina
inferior da cdmara foi substituida pela 1amina modificada com estreptavidina, descrita no item
3.6.3. A Figura 12 mostra a fotografia de uma célula de observacdo contendo trés

compartimentos para a adi¢ao de diferentes amostras.
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Figura 12: célula de observacdo contendo trés compartimentos para a observagao das GUV.

A irradiagdo ¢ a observagdo das GUV foram realizadas sob um microscopio invertido,
TE200 (Nikon, Japdo), equipado com objetivas de 40%, 60x e¢ 100x (imersdo em O6leo).
Imagens confocais foram adquiridas utilizando um microscopio invertido, modelo TE2000,
(Nikon, Japao), equipado com linhas de laser em 488, 514 e 542 nm. Imagens 3-dimensionais
foram projetadas a partir de imagens confocais coletadas em diferentes planos focais, com
resolucdo de até 0,1 um entre um plano e outro. Todas as imagens foram coletadas com uma
camera digital Diagnostic Instruments NDIAG 1800 e analisadas utilizando um programa
desenvolvido pelo proprio grupo. Foram utilizados os modos de RICM,” contraste de fase e
fluorescéncia.

O modo de observagdo RICM funciona com luz monocromatica, selecionada por um
filtro (narrow-band) a partir de uma lampada de mercurio de 100 W. Dois filtros foram
utilizados: um azul e um verde (Melles Griot - largura de banda de 10 nm) com maximos de
emissdo em 436 ¢ 543 nm, respectivamente. O filtro azul possibilita a observagdo RICM sem
perturbagdo da vesicula, uma vez que a absorg¢do eletronica da eritrosina em 436 nm é muito
baixa.'"A radiagdo em 543 nm esta em ressondncia com a absor¢do eletronica da eritrosina.
Dessa forma, o filtro verde foi utilizado para a observacdo RICM da membrana, durante a
foto-ativagdo da eritrosina. A densidade total de energia para o comprimento de onda 543 nm
estd em torno de 10 W/cm®. A mesma radiagio em 543 nm foi utilizada para a observacio da
membrana durante a foto-ativacdo da eritrosina nos modos de contraste de fase e

fluorescéncia.



Materiais e métodos

3.6.3. Funcionalizacio de superficie com estreptavidina

E conhecido que a estreptavidina apresenta uma forte afinidade de ligagdo para a
biotina.'"> Nesta secdo descrevemos como preparar superficies funcionalizadas com
estreptavidina para futura adesdo de GUV biotiniladas. A superficie funcionalizada ¢
composta de trés camadas: silano, glutaraldeido e estreptavidina. Os detalhes envolvidos no

preparo de cada etapa sdo descritos a seguir:

* Limpeza das laminas de vidro: os substratos foram previamente imersos em solucdo
piranha (50% de H,SO4 ¢ 50 % de H,0;) por 30 min. Em seguida as 1aminas foram lavadas
com agua ultrapura em abundancia. As laminas foram entdo imersas, sucessivamente, em

etanol para remover os vestigios de 4gua remanescentes.

* Silaniza¢do: um volume 2 mL de 3-aminopropil-trietoxi-silano (APTES, 98%, Fluka)
destilado foi adicionado a 100 mL de etanol absoluto (99,8%, Sigma-Aldrich) sob agitagdo.
As laminas foram imersas na solu¢do de APTES por 5 minutos, ¢ entdo lavadas em etanol
para a remog¢ao do excesso de APTES. A camada de silano depositada ¢ estabilizada a 110 °C
durante 15 minutos. A estrutura das monocamadas depende fortemente das condi¢cdes de

- . . ~ 116-11
reacdo, tais como a natureza e qualidade do solvente, temperatura e tempo de reagdo. !

* Glutaraldeido: a solug@o de glutaraldeido (4%, Polysciences) foi depositada sobre as
laminas silanizadas e incubada durante lh para a ativacdo das superficies com grupos
aldeidos. As amostras foram entdo imersas em agua ultrapura para a remog¢do do excesso de

glutaraldeido depositado e secas com nitrogénio.

* Estreptavidina: solug¢des de estreptavidina (Sigma-Aldrich) a 0,05 mg/mL preparadas
em solugdo tampdo fosfato-salino (PBS) foram depositadas sobre as laminas e incubadas
durante 1h. As amostras foram entdo lavadas com PBS, evitando sempre secar a amostra
durante o procedimento. Para as imagens de fluorescéncia da camada de estreptavidina, 10
mol% de neutravidina modificada com rodamina (Neutravidina ®-tetrametilrodamina
conjugada - A, 543 nm; Aey 578 nm - Sigma-Aldrich) foram adicionados as solugdes de

estreptavidina.
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Capitulo 4

4. Crescimento e caracterizacdo de filmes spray-LbL de PAH/DPPG

Apesar do relativo avanco no desenvolvimento da técnica de deposicdo de filmes LbL
via spray, estudos envolvendo a imobiliza¢do de moléculas biologicas, ainda sdo pouco
explorados. Por exemplo, a imobilizacdo de vesiculas lipidicas é uma tarefa dificil, pois as
vesiculas podem colapsar devido a pressio de spray. Michel er al.''® demonstraram que
vesiculas dos fosfolipidios palmitoil oleoil fosfatidilcolina (POPC) e palmitoil oleoil
fosfatidilglicerol (POPG), quando enrijecidas com colesterol e estabilizadas com poli-(D-
lisina) (PDL), matem sua forma apos a deposicdo via spray-LbL. As vesiculas foram
depositadas por spray formando duas camadas distintas separadas por varias bicamadas de
polieletrdlitos, para melhorar a estabilidade das vesiculas. Nesse capitulo, um passo a frente ¢
dado pela possibilidade de crescimento de filmes spray-LbL contendo camadas alternadas do
polieletrdlito PAH e vesiculas do fosfolipidio DPPG. Os principais objetivos foram: (i) a
otimizagdo das condig¢des de crescimento dos filmes spray-LbL de PAH/DPPG, o que inclui o
desenvolvimento do préprio aparato experimental ja que o mesmo ainda ndo ¢ disponivel
comercialmente e (ii) a comparacdo entre os filmes dipping- e spray-LbL em termos das
arquiteturas moleculares (morfologia da superficie, rugosidade, espessura ¢ estruturagdo das

vesiculas de DPPG).
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4.1. Otimizacao dos filmes spray-LbL

4.1.1. Pressao de spray
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Figura 13: wvariagdo da massa (QCM)

depositada por bicamada para filmes spray-LbL 2 s. O crescimento dos filmes spray-LbL
de PAH/DPPG crescidos sob diferentes

pressdes (10, 20 e 30 psi). de (PAH/DPPG), foi monitorado pela
técnica de QCM e a massa depositada por bicamada ¢é exibida na Figura 13. Os filmes foram
crescidos em triplicatas e os resultados mostraram-se reprodutiveis. Um crescimento
aproximadamente linear de massa foi medido em funcdo das bicamadas depositadas,
sugerindo que quantidades semelhantes de material sdo depositadas a cada etapa,
independentemente da pressdo aplicada. Além disso, aumentando a pressdo, a massa média
depositada por bicamada também aumenta, o que esta de acordo com os resultados reportados
por Nogueira et al.”’ e por Fukao et al.®° trabalhando com filmes spray-LbL de TiO,/SiO, e
PAH/PAA, respectivamente. Sabe-se que o fosfolipidio DPPG se estrutura na forma de
vesiculas multilamelares quando disperso em meio aquoso, sendo estruturas bastante frageis.”
"9 Dessa forma, a pressdo de 10 psi foi escolhida para o crescimento dos filmes spray-LbL,

evitando assim uma possivel destruicdo das vesiculas de DPPG durante o processo de

deposigao.
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4.1.2. Tempo de spray
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depositada por bicamada para filmes spray-
LbL de PAH/DPPG crescidos sob diferentes

tempos de spray (2,4 ¢ 6 5). tempo de spray. No entanto, a linearidade

observado que a massa média

depositada por bicamada aumenta com o

no crescimento ¢ perdida para os filmes crescidos com 4 e 6 s, revelando um crescimento néo
controlado.

De maneira complementar, a morfologia dos filmes spray-LbL contendo 10 bicamadas
de PAH/DPPG depositadas em 2, 4 e 6 s foi analisada via AFM e os resultados sdo exibidos
nas Figuras 15a, 15b e 15c, respectivamente. Nesse caso o objetivo foi analisar a
uniformidade morfolégica dos filmes, sendo os detalhes relacionados as estruturas das
vesiculas de DPPG (tamanho ¢ forma), assim como sua distribui¢do espacial, discutidos na
secdo 4.2.3. A uniformidade dos filmes spray-LbL diminui a medida que o tempo de spray
aumenta, possivelmente pelo crescimento ndo linear observado para tempos de spray
superiores a 2 s, conforme discutido (Figura 14). Isso fica evidente analisando os valores de
rugosidade RMS (root mean square), que aumentam de 3, 15 e 40 nm para os filmes
fabricados com 2, 4 e 6 s, respectivamente. Assim, considerando a configuragio experimental
aplicada, 10 psi de pressdo e 2 s de tempo de spray foram escolhidos para crescer os filmes

spray-LbL de (PAH/DPPG),.
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Figura 15: imagens de topografia AFM obtidas para filmes spray-LbL contendo 10
bicamadas de PAH/DPPG fabricados com (a) 2 s, (b) 4 s e (c) 6 s de tempo de spray.

4.1.3. Lavagem entre as camadas

O efeito da etapa de lavagem na deposicdo spray-LbL de (PAH/DPPG), também foi
investigado. Para isso, 10 psi de pressdo ¢ 2 s de spray foram utilizados na deposi¢do de cada
camada, com e sem a ctapa de lavagem, sendo os resultados de QCM exibidos na Figura 16a.
Foi observado que a etapa de lavagem nfo causa mudangas significativas na massa média
depositada por bicamada de PAH/DPPG. Isto indica que essa etapa pode ser omitida,
acelerando o processo de deposicdo spray-LbL, o que esta de acordo com o reportado por
Izquierdo et al. *° para filmes spray-LbL de PAH/PSS crescidos sem o processo de lavagem
entre as camadas. A Figura 16b mostra que a frequéncia relativa QCM diminui linearmente
para cada etapa de deposi¢do. Essa diminuigdo estd relacionada ao crescimento linear da
massa em fungdo do nimero de bicamadas depositadas. Ao final de 20 ciclos, a diminuigéo
total da frequéncia foi de 750 Hz, o que equivale a aproximadamente 5,3 ug de material

depositado (total).
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Figura 16: (a) variacdo de massa (QCM) para o crescimento de 20 bicamadas spray-LbL
depositadas com e sem a etapa de lavagem entre as camadas de PAH e DPPG; (b) frequéncia
relativa QCM em fungdo do tempo para a deposicdo de 16 bicamadas spray-LbL de
PAH/DPPG. A inser¢do mostra o zoom da frequéncia relativa para a primeira bicamada
depositada.

A variagdo da frequéncia relativa QCM permite o monitoramento em tempo real de
cada etapa envolvida no processo spray-LbL. O zoom para a primeira bicamada depositada é
dado na inser¢io da Figura 16b, onde é possivel observar uma drastica diminui¢do da
frequéncia relativa QCM quando a solugdo de PAH ¢ borrifada. Em seguida, a frequéncia
aumenta até atingir um platd, o que indica a evaporagdo da agua (secagem) e a formagdo da
camada de PAH. O mesmo comportamento é observado quando a dispersdo de DPPG ¢é
borrifada. Fukao et al.*® foram os primeiros a relatar a técnica de QCM aplicada ao

monitoramento em tempo real do crescimento de filmes spray-LbL, o que permite um elevado

controle da deposigdo via spray produzindo filmes de elevada qualidade.

4.2. Comparacao entre filmes dipping e spray-LbL de PAH/DPPG

4.2.1. Crescimento LbL monitorado via absor¢ao no UV-Vis e QCM

A Figura 17a exibe os espectros de absor¢do no UV-Vis para o filme spray-LbL de
(PAH/DPPG),, cujo perfil é bastante similar aos espectros obtidos para os filmes dipping-

LbL.> Segundo Duarte er al.,'*’

o espectro de absor¢do do DPPG apresenta uma banda
principal com maximo em 138 nm atribuida a transicdo mco> m*co. Uma segunda banda

menos intensa também & observada em 147 nm atribuida a absorcdo do grupo fosfato.'*
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Considerando o espectro do PAH, uma forte banda é observada em 172 nm atribuida a
absorcdo dos grupos nitrogenados.'?’ Dessa forma, para ambos DPPG e PAH aqui estudados
ndo se observam as bandas de absor¢do por estarem abaixo da resolugdo apresentada pelo
espectrofotometro utilizado. O aumento nos valores de absorbdncia observado para os
espectros da Figura 17a esta relacionado com o aumento do espalhamento de luz.

Os valores de absorbancia para os filmes dipping-LbL sdo ligeiramente maiores que os
dos filmes spray-LbL, conforme exibido na Figura 17b. A mesma tendéncia ¢ observada na
Figura 17c, em que a massa depositada por bicamada para os filmes dipping ¢ spray-LbL é
comparada. No entanto, deve-se considerar que no método spray-LbL as bicamadas de
PAH/DPPG siao depositadas apenas em um lado do substrato, enquanto no método dipping-
LbL as bicamadas sdo depositadas em ambos os lados do substrato. Portanto, considerando os
procedimentos experimentais adotados em ambos os casos, a massa média depositada por
bicamada no método spray-LbL ¢ maior que no dipping-LbL. A massa média depositada por

bicamada nos filmes dipping ¢ spray-LbL é de 0,14 ¢ 0,28 pg, respectivamente.
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Figura 17: (a) espectros de UV-Vis para 12 bicamadas spray-LbL de PAH/DPPG.
Dependéncia linear da (b) absorbancia em 200 nm ¢ (¢) massa (medidas de QCM) em fungéo
do nimero de bicamadas depositadas para os filmes dipping e spray-LbL de PAH/DPPG.
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4.2.2. PAH-DPPG - intera¢des moleculares via FTIR

A técnica FTIR foi aplicada para investigar possiveis interagdes entre as camadas de
DPPG e PAH que permitam o crescimento dos filmes spray-LbL. Os espectros FTIR para a
regido entre 600 ¢ 4000 cm™ e para a regido abaixo de 1900 cm™ sdo mostrados na Figura 18a

e 18b, respectivamente. As atribuigdes'>'"*

para as principais bandas vibracionais do DPPG
¢ PAH s3o dadas na Tabela 1. O objetivo é comparar o espectro FTIR do filme spray-LbL
com os espectros dos filmes casting de PAH ¢ DPPG. Como tendéncia geral, observa-se que
as bandas encontradas para os filmes spray-LbL sio praticamente uma simples superposi¢io
dos espectros dos filmes casting de PAH e DPPG, conforme exibido na Figura 18a para 12
bicamadas spray-LbL de PAH/DPPG. Isso indica uma fraca interagdo entre as camadas de
PAH e DPPG. Por exemplo, nenhuma mudanga espectral foi observada para bandas a
elevados nimeros de onda, tais como 2850, 2910 e 2953 ¢cm', atribuidos ao estiramento C-H
da cadeia alifatica, quando comparados aos filmes casting de DPPG e spray-LbL (Figura
18a). Além disso, considerando as interacdes eletrostaticas entre os grupos carregados, as
bandas em 1509 ¢ 1609 cm™ atribuidas ao grupo catiénico NH;" sdo encontradas nos mesmos
numeros de onda para os filmes casting de PAH e spray-LbL, conforme exibido na Figura
18b. O mesmo comportamento é observado para as bandas em 1054 ¢ 1096 cm™ atribuidas ao
estiramento do grupo anidénico PO4 do DPPG. Apenas poucas mudancas espectrais foram
observadas, tais como a diminuicdo da intensidade relativa das bandas em 1220 cm™ ¢ 1096

-1 . P, e, . . .
cm (estiramento antissimétrico e simétrico do P=0, respectivamente), analisando o filme

spray-LbL em relagdo ao filme casting de DPPG.
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Figura 18: espectro de FTIR para 12 bicamadas spray-LbL de PAH/DPPG depositadas sobre
ZnSe nas regides de (a) 600-4000 cm™ e (b) abaixo de 1900 cm™. Os espectros FTIR dos
filmes casting de PAH e DPPG séo dados como referéncias.

Considerando os filmes dipping-LbL de PAH/DPPG’ ¢ os filmes LB de
(PAH+DPPG)’, as variagdes espectrais (FTIR) observadas foram mais significativas do que
as encontradas para os filmes spray-LbL. Isso sugere interacdes mais fortes entre DPPG e
PAH na formacgao dos filmes LB e dipping-LbL. Para uma melhor comparagéo, a Figura 19
mostra os espectros FTIR para os trés filmes em questdo: filme LB com 17 camadas de
(PAH+DPPG), filme dipping-LbL com 21 bicamadas de PAH/DPPG e filme spray-LbL com

12 bicamadas de PAH/DPPG.



Crescimento e caracterizagdo de filmes spray-LbL de PAH/DPPG

Filme LB de (PAH+DFPPG);-

Filme dipping-LbL de (PAH/DPPG);;

Transmitancia(u.a.)

=
[}
(o]

Filme spray-LbL de (PAH/DPPG);,
200 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Numero de onda (em™)

Figura 19: espectros FTIR para 17-camadas LB de (PAH+DPPG), 21 bicamadas dipping-
LbL e 12 bicamadas spray-LbL.

Tabela 1. Atribui¢des das principais bandas FTIR dos filmes casting de PAH e
DPPG21-124

DPPG (cm™)  PAH (cm’) Atribui¢do
2953 (ombro) CHj; estiramento antissimétrico
2910 CH, estiramento antissimétrico
2850 CH, estiramento simétrico
1739 Estiramento do grupo carbonila
1609 NH; “deformagdo angular antissimétrica
1509 NH;" deformagio angular simétrica
1465 CH; scissoring
1220 P=0 estiramento antissimétrico (grupo POy)
1096 P=0 estiramento simétrico (grupo POy
1054 Estiramento C-O-C

No caso dos filmes LB, as bandas do grupo NH;" sdo deslocadas para 1540 ¢ 1649 cm™
(contra 1509 e 1609 cm’ para o filme casting de PAH). O estiramento antissimétrico P=0 foi
deslocado para 1205 cm™ para ambos os filmes dipping-LbL e LB (contra 1220 cm™ para o
filme casting de DPPG). A similaridade encontrada para todos os filmes (LB, dipping e

spray-LbL) foi a diminuicdo da intensidade relativa da banda em 1096 cm™ (estiramento
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simétrico P=0) em relag¢@o ao filme casting de DPPG. Dessa forma, interagdes eletrostaticas
entre os grupos NH;" e PO, ndo sdo as principais forgas envolvidas no crescimento dos
filmes spray-LbL de PAH/DPPG, ao contrario do observado para os filmes a’lpping-LbL3 e
LB’. Assim, no crescimento de filmes LbL contendo fosfolipidios ndo se deve assumir que a
deposicdo via dipping e spray é regida pelas mesmas for¢as. Um estudo complementar
envolvendo as interagdes envolvidas no crescimento dos filmes spray-LbL sera apresentado

na secdo 5.1.2.
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4.2.3. Morfologia via AFM e mapeamento SERS

Em termos de morfologia, as Figuras 20a e 20b mostram imagens AFM (2 e 3
dimensodes, respectivamente) para um filme spray-LbL contendo 10 bicamadas de

PAH/DPPG.

Morfologia AFM - filme spray-LbL de (PAH/DPP() 10
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Figura 20: imagens de topografia AFM para 10 bicamadas spray-LbL de PAH/DPPG
exibidas em (a) 2 e (b) 3 dimensdes. (c) Perfil de uma vesicula de DPPG e (d) histograma com
a distribuicdo de diametro (nm) de vesiculas encontradas no filme spray-LbL.

A presenca de vesiculas de DPPG ¢ evidenciada pelas estruturas esféricas presentes no
filme, revelando que apesar da press@o aplicada durante a deposi¢do por spray, as vesiculas
DPPG néo sdo destruidas. A Figura 20c mostra o perfil de uma vesicula com um didmetro de

350 nm, destacada na Figura 20a. Conforme o histograma da Figura 20d, as vesiculas de

DPPG depositadas em camadas de PAH apresentam uma distribui¢do de tamanho em torno de
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175 nm, semelhante ao observado para os filmes dipping-LbL.> Complementarmente, as
imagens de AFM foram caracterizadas via rugosidade (RMS, do inglés root mean square) ¢

altura média (diferenca de altura entre picos e vales). A rugosidade RMS ¢ dada pelo desvio

Y (z,-zy - .
padrdo de acordo com a equacdoR, = % onde Z ¢ a média dos valores de Z

dentro da area determinada, Z, ¢ a altura do enésimo pixel e N € o numero de pixels
considerado, enquanto a altura média ¢ simplesmente a média aritmética das alturas medidas.
Observou-se que a altura média dos filmes dipping-LbL esta em torno de 21,5 nm diminuindo
para 6,3 nm nos filmes spray-LbL. O mesmo comportamento ¢ observado para os valores de
rugosidade RMS diminuindo de 10 nm (dipping-LbL) para 3 nm (spray-LbL) comparando
areas de mesmo tamanho. Essas alteragdes podem estar relacionadas a pressdo que o PAH e
as vesiculas de DPPG sdo submetidos durante a deposi¢do por spray, o que pode estruturar o
filme de maneira diferente. Por exemplo, a pressdo de spray pode afetar a forma das
vesiculas. A altura maxima das vesiculas indicadas no perfil da Figura 20c nao coincide com
os valores de didmetro, o que pode indicar a formagfo de estruturas esferoidais, discutidas em
detalhes na secdo 5.2. Além disso, as imagens de AFM sugerem que as vesiculas de DPPG
ndo recobrem completamente as camadas de PAH nos filmes spray-LbL (distribui¢do espacial
das vesiculas).

As espessuras dos filmes dipping e spray-LbL também foram medidas. As Figuras 21a
e 21b apresentam imagens de AFM mostrando os perfis ao longo de um degrau feito pela
remocdo de material com uma agulha nos filmes dipping e spray-LbL contendo 10 bicamadas

de PAH/DPPQG, respectivamente.
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Figura 21: imagens topograficas de AFM mostrando o perfil ao longo de um degrau feito

pela remogéo de material com uma agulha nos filmes (a) dipping e (b) spray-LbL contendo 10
bicamadas cada.

Os filmes dipping-LbL mostraram uma espessura variando entre 35 ¢ 60 nm e os
spray-LbL entre 50 e 85 nm. Esses foram os menores e maiores valores de altura encontrados
analisando o perfil de todo degrau para ambos os filmes dipping ¢ spray-LbL. A maior
espessura dos filmes spray-LbL esta de acordo com dados de UV-Vis e QCM, que também
demonstraram uma maior adsor¢do de material por bicamada. De acordo com a literatura,® *°
a morfologia dos filmes spray-LbL pode ser diferente, principalmente em termos da
rugosidade superficial, altura média e espessura em relagdo aos filmes dipping-LbL.
Entretanto, ndo ha um padrio que relaciona altura média, rugosidade e espessura. [zquierdo et
al. *° demonstraram que a espessura ¢ a rugosidade superficial dos filmes spray-LbL de
PAH/PSS estio diretamente relacionadas a pardmetros experimentais, tais como a
concentragdo da solucdo, tempo de spray e a distdncia entre o substrato ¢ o spray. Neste

caso,” as condi¢des experimentais permitiram a obten¢do de filmes spray-LbL menos
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espessos ¢ com menor rugosidade superficial do que os filmes dipping-LbL, considerando
solugdes com a mesma concentracdo. Felix ef al. >' também determinou que os filmes spray-
LbL dos polieletrolitos PAH/PSS sd@o menos rugosos e 30% menos espessos do que os filmes
dipping-LbL. Por outro lado, Schlenoff ef al. ® demonstraram que os filmes dipping e spray-
LbL de PDAD/PSS apresentam rugosidade e espessura similares.

Em trabalhos anteriores,'”” o fenomeno de espalhamento Raman amplificado em
superficie (SERS)'? foi aplicado para investigar a estruturagdo dos filmes dipping-LbL de
PAH/DPPG. O objetivo foi combinar o farmaco azul de metileno (AM) e nanoparticulas de
prata (AgNP) para crescer tetracamadas estruturadas como PAH/DPPG/AM/AgNP e
PAH/AgNP/DPPG/AM, variando assim a distancia entre a molécula alvo (AM) e as AgNP.
As Figuras 22a e 22b ilustram as arquiteturas moleculares utilizadas. As AgNP apresentam os
plasmons de ressonancia localizados em superficie (localized surface plasmon resonances —
LSPR),'* que ¢ uma condicdo necessaria para ativar o efeito SERS. Entretanto, o efeito SERS
¢ altamente dependente da distdncia entre a superficie das nanoparticulas metalicas ¢ a
molécula alvo,'? sendo suprimido para distincias superiores a 15 nm. Dessa forma, a
presenga das vesiculas de DPPG entre as AgNP ¢ o AM ¢ suficiente para ndo ativar o efeito
SERS do farmaco (Figura 22a). Portanto, a auséncia de sinal SERS ao longo do filme
significa que as vesiculas DPPG recobrem completamente a camada de PAH nos filmes

dipping-LbL. de PAH/DPPG.
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(b) SERS

hicamada o -
- < ]

lipidica
DPPG AgNP PAH Azul de metileno (AM)

Figura 22: arquitetura molecular para tetracamadas dipping-LbL estruturadas como (a)
PAH/AgNP/DPPG/AM e (b) PAH/DPPG/AM/AgNP.

Essa mesma estratégia foi aplicada para investigar a estrutura dos filmes spray-LbL de
PAH/DPPG. O xanténico eosina ¢ AgNP (coloides) foram combinados com PAH ¢ DPPG
formando  tetracamadas  depositadas por spray em  diferentes  sequéncias:
PAH/DPPG/AgNP/eosina ¢ PAH/AgNP/DPPG/eosina. A eosina apresenta elevada se¢do de
choque para o efeito SERS,®"'?’ ¢ foi escolhida pois também ser4 utilizada em experimentos
de detec¢do, apresentados na sec¢do 6.1. De acordo com a discussio anterior, espera-se que o
efeito SERS da eosina seja ativado quando as AgNP estiverem proximas o suficiente
(distancias < 15 nm). Por outro lado, a presen¢a das vesiculas de DPPG entre a eosina e as
AgNP deve ser suficiente para suprimir o sinal SERS da eosina. Os resultados mostraram que
espectros SERS da eosina foram coletados para ambas as estruturas de tetracamadas:
PAH/DPPG/AgNP/eosina ¢ PAH/AgNP/DPPG/eosina. Para ambas as estruturas existem

eosina ¢ AgNP préximas o suficiente, sugerindo que as vesiculas de DPPG ndo recobrem
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totalmente a camada de PAH ao formar os filmes spray-LbL. Este resultado ¢ consistente com

a distribuicdo espacial das vesiculas de DPPG observada via AFM.
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Figura 23: espectros Raman ¢ SERS para o filme spray-LbL contendo 1 tetracamada de
PAH/AgNP/DPPG/eosina. A inser¢do mostra o mapeamento Raman para uma area de 80 um
x 80 um coletando espectros com passo de 2 pum (total de 1681 espectros) e plotando a
intensidade da banda em 1502 cm . O espectro Raman foi selecionado de um ponto escuro e
o espectro SERS de um ponto claro do mapeamento.

A Figura 23 mostra espectros Raman e SERS coletados para a estrutura
PAH/AgNP/DPPG/eosina. A inser¢do na Figura 23 mostra um mapeamento em darea
construido coletando espectros Raman ponto a ponto ao longo de uma area de 80 pm x 80 um
com passo de 2 um levando a um total de 1681 espectros. Em seguida, a intensidade da banda
em 1502 cm™ foi plotada ao longo da 4drea mapeada, onde pontos mais claros referem-se a
maiores intensidades. A banda em 1502 cm™ & atribuida ao estiramento do grupo C=C da
molécula de eosina.®” '*” Observa-se que a intensidade desta banda varia significativamente
de um ponto para outro, o que ¢ uma consequéncia direta da distribui¢do espacial das AgNP
(quanto mais proxima a cosina da AgNP, maior o sinal SERS). Existem alguns pontos

escuros, onde as vesiculas de DPPG podem estar posicionadas entre as moléculas de eosina e

as AgNP, suprimindo assim o sinal SERS.
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Uma estimativa do fator de amplificacdo pode ser feita considerando a relacdo de
intensidade entre um ponto claro e um ponto escuro,'’’ o que levou a um fator de cerca de
10*. Isto estd em bom acordo com os fatores de amplificacdo previstos para SERS
considerando o mecanismo eletromagnético, ou seja, a amplificagdo ¢ basicamente produzida
pelo campo eletromagnético amplificado em torno da superficie das nanoparticulas metalicas,
ao invés de mudangas na polarizabilidade da cosina.'” A similaridade (nimeros de onda e
perfil de intensidade relativa) entre os espectros Raman (ampliado na Figura 23 para melhor
visualizacdo) ¢ SERS corroboram com o mecanismo eletromagnético de amplificagdo, ou

seja, a adsor¢do da eosina na superficie da AgNP ¢ fisica.



Arquitetura molecular em filmes dipping- e spray-LbL contendo vesiculas
de DODAB/DPPG

Capitulo 5

5. Arquitetura molecular em filmes dipping- e spray-LbL contendo
vesiculas de DODAB/DPPG

ma caracteristica dos filmes spray-LbL ¢ que a arquitetura molecular pode ser
Udiferente dos filmes dipping-LbL correspondentes,” o que requer mais
pesquisas tanto em termos da caracterizagcdo dos filmes, como na identificagdo de novas
aplicacdes. Neste capitulo, construido com base no capitulo anterior, filmes dipping- e spray-
LbL contendo vesiculas de DODAB/DPPG foram crescidos ¢ suas arquiteturas moleculares
comparadas. Usando uma combinagdo de métodos experimentais, serda demonstrado que a

arquitetura molecular dos filmes spray-LbL difere consideravelmente dos filmes dipping-

LbL.



Arquitetura molecular em filmes dipping- e spray-LbL contendo vesiculas
de DODAB/DPPG

5.1. Crescimento dos filmes dipping- e spray-LbL de DODAB/DPPG

5.1.1. Monitoramento via absor¢iao no UV-Vis e QCM

Um crescimento aproximadamente linear foi observado para os filmes dipping- ¢
spray-LbL de (DODAB/DPPG),, segundo os espectros de absor¢do no UV-Vis e os dados de
QCM exibidos na Figura 24. A massa média depositada por bicamada é maior para os filmes
spray-LbL (0,26 pg) em relacdo aos filmes dippig-LbL (0,17 pg). Vale ressaltar que os
valores de absor¢do e massa exibidos na Figura 24 sdo ligeiramente maiores para os filmes
dipping-LbL, uma vez que a adsor¢do dos materiais ocorre em ambos os lados do substrato, o

que esta de acordo com o discutido na secdo 4.2.1.
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Figura 24: espectros UV-Vis para os filmes (a) dipping- ¢ (b) spray-LbL. de DODAB/DPPG
depositados até 12 bicamadas. Dependéncia aproximadamente linear da (c¢) absorbancia em
200 nm e (d) massa (medidas de QCM) em func¢do do nimero de bicamadas depositadas para
os filmes dipping e spray-LbL de DODAB/DPPG. A absorbancia em (c) e massa em (d)
referem-se ao material adsorvido em ambos os lados dos substratos para os filmes de dipping-
LbL.
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bicamadas spray-LbL, de DODAB/DPPG. A frequéncia relativa para as duas primeiras
inser¢do mostra o zoom da frequéncia relativa

para as primeiras 2 bicamadas bicamadas depositadas. Uma diminui¢do

média de frequéncia de 17 Hz foi encontrada
a cada camada depositada de DODAB, o que corresponde a cerca de 0,12 pg de DODAB
sendo depositado por bicamada. Com relagdo as camadas de DPPG, cerca de 0,16 ug ¢
depositado a cada bicamada. Esta quantidade de massa depositada tanto para o DODAB
quanto para o DPPG ¢ equivalente em termos de nimero de moléculas, ou seja, em média
1,14x10%° moléculas de DODAB e 1,29x10*° moléculas de DPPG sdo depositadas por
bicamada.
5.1.2. DODAB-DPPG - interacdes moleculares via FTIR e QCM
Em analogia ao apresentado na se¢do 4.2.2 para os filmes LbL de PAH/DPPG, a
espectroscopia de absorcdo FTIR foi utilizada para investigar possiveis interagdes entre as
camadas de DODAB e DPPG, que possam determinar o crescimento dos filmes. Os espectros

121-124

FTIR sdo mostrados na Figura 26, com as principais atribui¢des apresentadas na Tabela

2. De modo geral, as bandas vibracionais observadas para os filmes dipping- e spray-LbL sdo
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praticamente uma simples superposicdo dos espectros obtidos para os filmes casting de
DODAB ¢ DPPG.

Nao foram observadas alteragdes espectrais (deslocamento de bandas e/ou variagdes
de intensidade relativa) para bandas em niimeros de onda mais elevados (2850, 2910 e 2953
cm™), atribuidas ao estiramento C-H das cadeias alifaticas, comparando os filmes casting de
DODAB e DPPG com o filme spray-LbL (Figura 26a). Além disso, considerando as
interagdes eletrostaticas entre os grupos carregados, a banda em 1490 cm™ atribuida a
deformagio angular CH3-N" é encontrada nos mesmos niimeros de onda, tanto para o filme
casting de DODAB quanto para o filme spray-LbL, como mostrado na Figura 26b. O mesmo
comportamento é encontrado para as bandas em 1054 ¢ 1096 cm™ atribuidas ao estiramento
POy, isto é, elas se encontram nos mesmos numeros de onda para o filme casting de DPPG ¢
spray-LbL. Foram observadas apenas algumas alteracdes espectrais, tais como uma
diminuicdo na intensidade relativa das bandas em 1054 ¢ 1096 cm™ para o filme spray-LbL
em relacdo ao filme casting de DPPG, como mostrado na Figura 26b. A Figura 26¢ mostra
uma comparagdo entre os espectros FTIR de ambos os filmes dipping- e spray-LbL.
Considerando os filmes dipping-LbL, o espectro FTIR ¢ muito semelhante ao do filme spray-
LbL, apresentando apenas algumas alteragdes espectrais em relagdo ao filme casting de
DPPG. A pequena diferencga entre os filmes casting e LbL podem indicar fraca interagdo entre
DODAB ¢ DPPG. Portanto, as interagdes eletrostéticas entre os grupos CH3-N" (DODAB) ¢
PO4 (DPPG) parecem nio ser a principal forca envolvida no crescimento de filmes dipping- e
spray-LbL de DODAB/DPPG. Isto esta em contraste com os resultados obtidos para os filmes
LbL de PAH/DPPG,’ em que interacdes eletrostiticas mais intensas entre DPPG e PAH
levaram a mudancas espectrais maiores para os filmes dipping-LbL, em comparacdo com os

filmes spray-LbL.
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Um ombro em 1717 cm™ foi observado apenas para os filmes spray-LbL e pode ser
atribuido a ligagdes de hidrogénio entre os grupos éster COO e glicerol OH das moléculas
adjacentes de DPPG. No trabalho de Dicko ef al.'? um ombro na regido de 1720 cm’ foi
observado por espectroscopia de absorcdo-reflexdo no infravermelho com modulacdo da
polarizagdo (PM-IRRAS) para monocamadas de Langmuir formadas por DPPG. Os autores
propdem que a ligagdo de hidrogénio ¢ favorecida a baixas pressdes de superficie devido a
maior desordem no filme de Langmuir de DPPG, e, por conseguinte, pode-se supor que os
agregados de vesiculas no filme spray-LbL. de DODAB/DPPG poderiam levar a uma maior

desordem. Este ultimo foi observado por AFM e SERS e serdo discutidos na se¢ao 5.2.

Tabela 2. Atribuicdo das principais bandas FTIR para os filmes casting de
DODAB e DPPG.

DPPG (cm™) DODAB (cm™) Atribuicdes
2953 ombro 2953 CH; estiramento antissimétrico
2910 2910 CH, estiramento antissimétrico
2850 2850 CH; estiramento simétrico
1490 CH3-N" deformagdo angular
1470 1470 CH,; scissoring
909 estiramento C-N

718 deformagéo angular CH,
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Figura 26: (a) espectro FTIR para 28 bicamadas spray-LbL de DODAB/DPPG depositadas
em Ge. Os espectros FTIR para os filmes casting de DODAB e DPPG s3o dados como
referéncias; (b) zoom da regido abaixo de 1900 cm’! exibida em (a); (c) espectros FTIR para
28 bicamadas dos filmes dipping- e spray-LbL de DODAB/DPPG.
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Para complementar a discussdo sobre as interagdes moleculares que determinam o
crescimento dos filmes LbL, experimentos auxiliares envolvendo distintos lipidios e
polieletrdlitos mostraram que filmes spray-LbL podem crescer ndo apenas com materiais de
cargas opostas, mas também com materiais de mesma carga. Em contrapartida, filmes
dipping-LbL ndo puderam ser crescidos por materiais de mesma carga ou com apenas um
unico componente. No caso dos fosfolipidios zwiterionicos, o crescimento de filmes dipping-
LbL de PAH/DPPC foi limitado a 13 bicamadas.’ Filmes spray-LbL contendo multicamadas
de PAH(+)/DPPG(-), DODAB(+)/DPPG(-), PAH(+)/DPPC(zwiterionico) e

PAH(+)/DODAB(+) foram crescidos com sucesso, conforme exibido na Figura 27a.

55 1 5454
501 Y PAH/DPPG .® S R i -
1514 DODAB/DPPG <Yes_a| 5] T DODAB -
L] 1 ¥ P ™ ¥
. 4.01e PAH/DPPC n : ¢ " — 4,07 . i
= Ao Bl ]l e P - v .
235|m PAHDODAB _45°." %357 ®DPPG P e
= 3.0 i = 3,01 T e e
@25 by " % 2,51 u Tia" e®
=20 ik =201 e
1.5 I!I x 1,5 o E:,-"
1.0 & 1.0 !!E'l'"..
0.5 l.' 0,51 _ﬂgﬁl!'
LAy NEPUUPIRSIRRN (L | [ .- S ORISR
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Nimero de bicamadas Nimero de camadas

Figura 27: dados de QCM para o crescimento de filmes spray-LbL contendo bicamadas de
(a) PAH(+)/DPPG(-), DODAB(+)/DPPG(-), = PAH(+)/DPPC  (zwiteriénico) e
PAH(+)/DODAB(+). (b) Camadas de PAH, DODAB, DPPC e DPPG depositadas
individualmente.

Para os materiais de cargas opostas, a quantidade de massa depositada por bicamada ¢
maior do que a soma das massas depositadas para as camadas individuais, conforme exibido
na Figura 27b para filmes crescidos utilizando apenas um componente. Fica claro na Tabela 3,
que a massa depositada por bicamada de PAH/DPPG e DODAB/DPPG ¢ cerca de 20% e 30%
maior do que a soma das massas dos materiais depositados individualmente (PAH+DPPG e
DODAB+DPPQG), respectivamente. No caso do fosfolipidio zwiteridbnico DPPC a massa

depositada por bicamada foi praticamente a mesma que a soma das camadas individuais
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(PAH+DPPC). Quanto ao filme spray-LbL obtido com materiais igualmente carregados, o
que ¢ em si demonstragdo de que as interagdes eletrostaticas ndo regem o crescimento do
filme, a massa depositada por bicamada é cerca de 20% menor do que a soma das camadas
individuais depositadas (DODAB+PAH). Note que a Tabela 3 traz apenas os dados para
filmes spray-LbL, uma vez que filmes dipping-LbL ndo puderam ser crescidos com um tnico

componente.

Tabela 3. Massa média depositada por camadas individuais e bicamadas spray-LbL

Filme spray-Lb. Massa média (ng) Filme spray-LbL. Massa média (ng)

DODAB(+) 0,11 PAH/DPPG 0,26
PAH(+) 0,14 DODAB/DPPG 0,26
DPPG(-) 0,08 PAH/DPPC 0,23

DPPC(zwiteri6nico) 0,09 PAH/DODAB 0,20

Em resumo, estes resultados indicam que interagdes eletrostaticas desempenham um
papel, mas ndo sdo a Unica interagdo relevante para a constru¢do de filmes spray-LbL aqui
estudados. A natureza exata das forgas envolvidas no crescimento dos filmes spray-LbL ainda
ndo ¢ conhecida. Porém, verificou-se que as forcas envolvidas no crescimento de filmes
dipping- e spray-LbL contendo os mesmos materiais podem ser diferentes. A importancia da
arquitetura molecular também fica evidente analisando os dados disponiveis na literatura. Por
exemplo, Porcel et al. 128 relata que filmes spray-LbL contendo acido poli-glutamico (PGA) e
PAH n2o foram crescidos quando apenas uma solugdo (polidnion ou polication) foi
pulverizada sobre o substrato. Este experimento foi realizado em condigdes experimentais
diferentes do que aqui relatados, gerando uma arquitetura molecular onde a interagdo

eletrostatica ¢ crucial para o crescimento dos filmes.
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5.2. Arquitetura dos filmes dipping e spray-LbL

Medidas de AFM foram usadas para investigar a morfologia dos filmes dipping- e
spray-LbL de DODAB/DPPG. As imagens AFM nas Figuras 28a e 28b coletadas para 10
bicamadas dipping- e spray-LbL indicam que a maior parte das vesiculas nido foram
destruidas sob as condi¢Ges experimentais utilizadas. A presenca de vesiculas de DODAB e
DPPG ¢ evidenciada pelas estruturas esféricas, com didmetro que varia de 50 a 250 nm para
os filmes dipping-LbL e de 50 a 150 nm para filmes spray-LbL. De acordo com os perfis das
Figuras 28c ¢ 28d e os histogramas com a distribuicdo dos didmetros na Figura 28e¢ ¢ 28f, o
diametro médio das vesiculas ¢ de aproximadamente 200 nm e 100 nm para os filmes
dipping- ¢ spray-LbL, respectivamente.

Concluiu-se que a maioria das vesiculas foram preservadas com base ndo sé nas
imagens de AFM, mas também em evidéncias anteriores em que as vesiculas mantém sua fase
aquosa interna nos filmes LbL.> °> Algumas das vesiculas podem, contudo, terem sido
destruidas pela pressdo de spray, uma vez que menos vesiculas sido encontradas no filme
spray-LbL, o que ¢ consistente com o observado para os filmes spray-LbL. de PAH/DPPG. A
forma das vesiculas foi afetada consideravelmente para o filme spray-LbL, com um
decréscimo de cerca de uma ordem de grandeza na altura maxima, Figuras 28c e 28d,
variando entre 3 ¢ 6 nm para os filmes spray-LbL. A altura medida aqui ndo coincide com o
raio da vesicula, provavelmente porque as vesiculas podem estar embebidas no filme e os
perfis sendo medidos acima do equador da vesicula. No entanto, devido a pressdo aplicada
durante a deposi¢do, as vesiculas podem ser estruturadas como esferoides, como representado
na Figura 29. Pelo mesmo motivo, a rugosidade RMS diminuiu de 8,3 nm para 0,6 nm
considerando areas de mesmo tamanho para os filmes dipping-LbL e spray-LbL,
respectivamente, o que esta de acordo com o observado na se¢do 4.2.3. Tais diferencas na
morfologia entre filmes dipping- e spray-LbL tem sido observada na literatura, considerando

diferentes sistemas.® >°
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Figura 28: imagens topograficas de AFM em 2 e 3 dimensdes para 10 bicamadas de
DODAB/DPPG depositadas via (a) dipping- ¢ (b) spray-LbL. Perfis de vesiculas tragados
para os filmes (c) dipping- e (d) spray-LbL. Histogramas de distribui¢do de didmetro (nm) de
vesiculas encontradas nos filmes (e) dipping- e (f) spray-LbL.

As imagens AFM sugerem que as vesiculas de DODAB e DPPG néo sdo depositadas

em camadas estratificadas nos filmes spray-LbL, em contraste com os filmes dipping-LbL,

também ilustrado na Figura 28.

Filme dipping-LbL de (DODAB/DPPG)
Forma esférica

DPPG DODAB

Filme spray-LbL de (DODAB/DPPG)

Forma esferoidal

DPPG DODAB

Figura 29: possiveis arquiteturas moleculares em filmes dipping- e spray-LbL de
DODAB/DPPG. Filmes dipping-LbL: camadas estratificadas com DODAB e DPPG
formando estruturas esféricas semelhantes. Filmes spray-LbL: camadas nao-estratificadas
com DODAB e DPPG formando esferoides.
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Mais evidéncias para a estratificacdo (ou ndo) das multicamadas nos filmes LbL sio
obtidas por analises SERS, em analogia ao que foi demonstrado na se¢do 4.2.3, para filmes
LbL de PAH/DPPG. Tetracamadas com diferentes arquiteturas moleculares foram fabricadas,
com uma camada contendo uma molécula alvo cujo sinal SERS pode ser diferenciado de
contribui¢cdes das outras camadas. A molécula alvo utilizada foi o xanténico eritrosina, que

apresenta elevada se¢do choque para SERS,®" 177

e foi escolhida pois também sera utilizada
em experimentos de deteccdo. Filmes dipping- e spray-LbL foram construidos contendo
tetracamadas em duas sequéncias: DODAB/DPPG/AgNP/eritrosina e
DODAB/AgNP/DPPG/eritrosina. Se os filmes forem estratificados, o efeito SERS sera
observavel apenas na primeira sequéncia, uma vez que nesta ultima sequéncia a distdncia
entre as AgNP e eritrosina prejudicaria o efeito SERS. Por outro lado, se o efeito SERS ¢
obtido para a segunda sequéncia, entdo a tetracamada ndo é estratificada.

Em experimentos de controle, o efeito SERS foi observado para a tetracamada
DODAB/DPPG/AgNP/eritrosina em ambos os filmes dipping- ¢ spray-LbL, uma vez que a
camada de eritrosina ¢ adjacente as AgNP (resultados ndo mostrados). Para a tetracamada
DODAB/AgNP/DPPG/eritrosina, no entanto, a Figura 30a mostra que o efeito SERS sé foi
obtido para o filme spray-LbL. Para o filme dipping-LbL, o sinal foi muito fraco, o que
corresponde ao espalhamento Raman convencional. O sinal pode, contudo, ser atribuido a
eritrosina pela semelhan¢a das bandas com o espectro SERS, conforme indicado pelo espectro
ampliado na Figura 30a, marcado com uma seta.

Portanto, para o filme dipping-LbL, as vesiculas de DODAB e DPPG sdo de fato
depositadas em camadas estratificadas, como indicado no desenho da Figura 29. Em
contrapartida, a ilustracdo dos filmes spray-LbL descreve camadas ndo estratificadas, o que
esta de acordo com as imagens de AFM (Figura 28) e os resultados obtidos para os filmes

spray-LbL. de PAH/DPPG (secdo 4.2.3).
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Figura 30: (a) espectros Raman convencional ¢ SERS coletados para filmes dipping- e spray-
LbL contendo ambos a tetracamada DODAB/AgNP/DPPG/eritrosina. A inser¢do mostra o
mapeamento Raman para uma area de 80 um x 80 um coletando espectros com passo de 2 um
(total de 1681 espectros) e plotando a intensidade da banda em 1500 cm . (b) Estruturas
moleculares propostas para filmes dipping- e spray-LbL

Intensidade x 10° (counts)

A insercdo na Figura 30a mostra um mapeamento Raman construido através de
espectros coletados ponto-a-ponto ao longo de uma area de 80 um x 80 pm, com passo de 2
pum, que leva a um total de 1681 espectros obtidos para a tetracamada depositada por spray-
LbL. A intensidade da banda em 1500 cm™ (estiramento C = C) foi plotada ao longo da 4rea
mapeada, onde regides mais claras referem-se a intensidades mais elevadas. A intensidade da
banda varia significativamente de local para local devido a distribuicdo espacial da AgNP
(maior a proximidade eritrosina-AgNP, mais intenso o sinal SERS). Existem algumas regides
escuras onde as vesiculas de DPPG podem estar posicionadas entre eritrosina ¢ AgNP,
suprimindo o sinal SERS, levando a espectros Raman convencionais. Uma estimativa do fator
de amplificagdo pode ser feita considerando a relacdo de intensidade entre um ponto claro e

119

4
um ponto escuro, ~ o que levou a um fator de cerca de 10", de acordo com o observado na

secdo 4.2.3. Mais uma vez, a amplificacdo é produzida basicamente pelo aumento do campo

) . . ~ . o . . 12
eletromagnético local ao invés de alteragdes na polarizabilidade da eritrosina.'?
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Capitulo 6

6. Aplicacao sensorial

concepg¢do de novas estruturas supramoleculares tem estado na linha de frente
da ciéncia dos materiais, especialmente no desenvolvimento de
nanotecnologias. Muitos sdo os métodos para produzir tais estruturas, mas uma énfase tem
sido dada a técnicas de fabrica¢do que permitem o controle de arquiteturas moleculares, como

129139 o Layer-by-Layer (LbL).” Tais técnicas

as técnicas de Langmuir-Blodgett (LB)
permitem a combinag@o de materiais distintos em uma unica arquitetura molecular, buscando
sinergia entre os componentes do filme. A importancia do controle de arquiteturas levou a

cunhagem do termo nanoarquitetdnica (nanoarchitectonics),"' '+

que ¢ definida por Ariga et
al."** como:
“a technology system to be used for arranging nanoscale structural units, i.e.
the nanostructure unit as a group of atoms or molecules in a pre-designated
configuration”.
Inumeros materiais podem ser explorados dentro do paradigma da nanoarquitetonica,
de materiais orgdnicos a componentes inorganicos.** Igualmente amplo ¢ o espectro de

135-137 incluindo sensores e biossensores. Com tal variedade de materiais

aplicacdes possiveis,
e finalidades, a otimizagdo das propriedades de materiais nanoestruturados em diferentes
arquiteturas moleculares torna-se crucial. Isto exige, nfo s6 métodos experimentais para
caracterizar as propriedades do sistema, mas também técnicas para analisar grandes
quantidades de dados, normalmente gerados no processo de caracterizacdo. Neste capitulo,
mais que a capacidade de deteccdo de diferentes analitos (xanténicos e fenois), sera avaliado o

efeito de materiais distintos estruturados em diferentes arquiteturas moleculares na resposta

das unidades sensoriais.
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6.1. Deteccao de eosina

O desempenho dos filmes spray-LbL de PAH/DPPG como transdutores em um
sistema de lingua eletronica (e-tongue) foi verificado para solugdes aquosas contendo eosina
em diferentes concentragdes. O conjunto de sensores foi formado por 1 eletrodo interdigitado
de Pt sem recobrimento e 3 eletrodos interdigitados de Pt recobertos com 5 camadas LB de
(PAH+DPPG), 5 bicamadas dipping-LbL. de PAH/DPPG ¢ 5 bicamadas spray-LbL de
PAH/DPPG. Este conjunto permite uma comparagdo direta entre as unidades sensoriais em
relagdo ao efeito das arquiteturas moleculares de cada filme sobre a resposta de impedancia.
No caso dos filmes LB, o DPPG ¢ estruturado em monocamadas depositadas alternadamente
com algumas moléculas de PAH.” Nos filmes dipping e spray-LbL o DPPG & estruturado em
vesiculas formando camadas alternadas com PAH. Porém, nos filmes dipping-LbL as
vesiculas de DPPG recobrem completamente a camada de PAH.> A Figura 31a e 31b
apresentam uma ilustracdo da arquitetura molecular para os filmes dipping e spray-LbL de
PAH/DPPG, respectivamente. A Figura 31c mostra a arquitetura molecular de uma
monocamada LB de DPPG enquanto a Figura 31d a arquitetura dos filmes LB de

(PAH+DPPG).
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Figura 31: arquitetura molecular para os filmes dipping- (a) e spray-LbL (b) de PAH/DPPG
contendo o fosfolipidio DPPG estruturado em vesiculas multilamelares (MLV). Arquitetura
molecular para (c) monocamadas LB de DPPG e multicamadas LB contendo (PAH+DPPG).

A Figura 32 exibe as curvas de capacitincia em funcdo da frequéncia da tenso
alternada coletadas para cada unidade sensorial em solugdes de eosina com concentracdes de

10°, 107 ¢ 10° mol/L, além das medidas em 4gua ultrapura.
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Figura 32: medidas de espectroscopia de impedancia (capacitincia vs frequéncia) coletadas
para diferentes unidades sensoriais em agua ultrapura antes ¢ apds a imersdo em diferentes
concentragdes de solugdo de eosina (107, 107 ¢ 10 mol/L).

Algumas caracteristicas podem ser extraidas: i) em contraste com o eletrodo de Pt sem
recobrimento, diferengas sdo observadas nas curvas de capacitancia, revelando o efeito do
filme sobre a resposta elétrica dos eletrodos interdigitados. Isto fica ainda mais claro na
Figura 33, onde sdo mostradas as curvas de capacitancia vs frequéncia obtidas para todas as
unidades sensoriais imersas em agua ultrapura. A inser¢do da Figura 33 apresenta um circuito

elétrico equivalente adaptado de Taylor et al.’”

, que descreve as caracteristicas elétricas de

um eletrodo metalico recoberto com um material fracamente condutor imerso em um
r1: 1 , .

eletrolito. De acordo com o modelo,'™ de 50 a 100 Hz a resposta ¢ basicamente governada

pela dupla camada formada na interface eletrodo/eletrdlito. De 10° a 10° Hz a resposta

depende fortemente das propriedades dos filmes.
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Figura 33: medidas de capacitidncia vs
frequéncia para eletrodos interdigitados de Pt
recobertos com filmes LB, dipping e spray-
LbL imersos em agua ultrapura. A insercdo
mostra um circuito elétrico equivalente que
modela o sistema eletrodo/filme/dupla
camada/eletrélito, onde Cg é a capacitancia
geométrica do eletrodo, Cd e Gd estio
relacionados aos efeitos de dupla camada na
interface eletrodo / eletrolito, Gt representa
processos de transferéncia de carga, ¢ Cb ¢
Gb representa o filme que recobrem o
eletrodo.

0 que aponta para as diferentes arquiteturas
moleculares obtidas pelas diferentes técnicas
de fabricagdo de filmes finos (LB, dipping e
spray-LbL). iii) Foi observado, a partir das
medidas em agua ultrapura, que as curvas de
capacitancia sdo muito préximas antes e
depois de expor as unidades sensoriais a
solugdes de eosina, sugerindo uma interagdo fraca entre a eosina ¢ as unidades sensoriais.

Os dados obtidos foram ainda avaliados de modo a identificar a contribui¢do de cada
uma das unidades sensoriais na capacidade de distingdo. A Figura 34 mostra o grafico onde os
dados de capacitincia da Figura 32 foram tratados utilizando a projecdo multidimensional
Sammon.'” A resposta elétrica de cada unidade sensorial para cada solugdo analisada &
plotada individualmente, demonstrando a capacidade de disting@o das solugdes de eosina para
cada sensor. As cores dos circulos identificam a unidade sensorial. Considerando que quanto
maior a proximidade dos circulos maior a similaridade das respostas elétricas, observa-se que

as unidades sensoriais compostas por filmes LbL (dipping e spray) sdo mais semelhantes
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entre si do que o filme LB e o eletrodo de Pt sem recobrimento, complementar ao observado

em (ii).
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Figura 34: mapeamento Sammon para as medidas de impedancia obtidas em diferentes
concentragdes de solucdo de eosina (107, 107 e 10° mol/L), a partir das diferentes unidades
sensoriais identificadas pelas cores destacadas.

A alta sensibilidade esperada a partir das curvas de capacitancia na Figura 32 também
foi confirmada pela analise de componentes principais (PCA)."*> Os PCAs foram plotados
tomando valores de capacitincia em uma frequéncia fixa para cada uma das unidades
sensoriais.” A frequéncia escolhida para as curvas de capacitincia estd geralmente na regido
governada pelas propriedades dos filmes finos (10°-10° Hz), onde a capacitancia tem maior
variagdo com as concentragoes das solugdes. A Figura 35a mostra o PCA plotado levando em
consideracdo os valores de capacitincia para todas as unidades sensoriais. As frequéncias nas
quais foram coletados os valores de capacitancia para cada uma das unidades sensoriais sdo

exibidas pelas linhas tracejadas na Figura 32. Uma distin¢do das solugdes de eosina e agua

ultrapura foi encontrada, assim como uma correlagdo entre PC1 e as concentragdes das
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solucdes de eosina. Os clusters de eosina mais concentrados foram deslocados para a direita
do eixo de PC1, enquanto as adguas iniciais e finais ficaram proximas umas das outras. Além
disso, a Figura 35b mostra uma grafico de loading, que exibe as unidades sensoriais em um
grafico 2D de acordo com suas semelhangas. Quanto mais proximas as unidades sensoriais
em um grafico de loading, maior a similaridade em termos de suas respostas elétricas.
Observa-se que as unidades sensoriais compostas por filmes LbL (dipping e spray) sdo mais
semelhantes entre si do que o filme LB e o eletrodo de Pt sem recobrimento. Este resultado
destaca o efeito da arquitetura molecular neste tipo de sensor, o que € consistente com o que

foi discutido para as Figuras 33 e 34.
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Figura 35: (a) PCA plotado considerando os resultados de todas as unidades sensoriais. (b)
Loadings para PC1 vs PC2.
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6.2. Detecgao de eritrosina

Eritrosina em solugdo aquosa foi detectada por unidades sensoriais fabricadas com
filmes dipping- e spray-LbL de DODAB/DPPG depositados sobre os eletrodos interdigitados
de Pt. Para efeito de comparagio, também foram utilizados eletrodos de Pt sem recobrimento
e recobertos com filmes dipping-LbL de PAH/PSS, dipping- e spray-LbL de PAH/DPPG.
Além do efeito da arquitetura molecular, esse conjunto de sensores permite avaliar o efeito
dos materiais (polieletrélitos e lipidios) utilizados sobre a resposta de impedancia. Devido as
propriedades elétricas de interfaces solido/liquido serem altamente sensiveis a qualquer
mudan¢a no meio liquido, a incorporacdo de quantidades crescentes de eritrosina causou

alteracdes nas curvas de capacitancia vs frequéncia, tal como indicado na Figura 36.
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Figura 36: espectroscopia de impedancia (capacitancia vs frequéncia) coletada para unidades
sensoriais distintas imersas em agua ultrapura e solugdes de eritrosina em diferentes
concentragdes (107, 107 10, 10° e 10 mol/L).
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A inspecdo visual dos dados da Figura 36 aponta para habilidades distintas das
diferentes unidades sensoriais em detectar eritrosina. Isso pode ser visualizado de forma mais
clara na projecdo multidimensional Sammon'"’ da Figura 37, onde séo apresentados apenas os
dados para as concentragdes mais diluidas, por serem as mais dificeis de distinguir.
Significativamente, a unidade sensorial contendo o filme spray-LbL de DODAB/DPPG ¢
superior as demais, uma vez que as distancias entre os conjuntos de diferentes concentracdes

de eritrosina s3o muito maiores do que para as outras unidades sensoriais.

Eletrodo de Pt
Filme spray-LbL de (DODAB/DPPG);
Filme spray-LbL de (PAH/DPPG);
Filme dipping-LbL de (PAH/PSS);
Filme dipping-LbL de (PAH/DPPG);
Filme dipping-LbL de (DODAB/DPPG);

Figura 37: mapeamento Sammon para as medidas de impedancia obtidas em diferentes
concentragdes de solu¢do de eritrosina (10'9, 107 ¢ 10° mol/L), a partir das diferentes
unidades sensoriais identificadas pelas cores na insercéo.

As diferengas resultantes das distintas arquiteturas moleculares séo corroboradas pelos
PCAs obtidos com valores de capacitancia tomados em uma frequéncia fixa para cada

unidade de detec¢do (1 kHz), a semelhanca de trabalhos anteriores.> > % A Figura 38a

mostra um grafico de PCA em que a resposta combinada das unidades sensoriais, pode
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distinguir solugdes de eritrosina até 10 mol/L. De modo a avaliar a importancia de cada
unidade sensorial para a elevada sensibilidade global, um teste empirico foi feito onde PCAs
foram obtidos através da elimina¢do de uma das unidades sensoriais. > > Os graficos foram
ligeiramente afetados quando excluidas as unidades sensoriais formadas pelos filmes dipping-
LbL de PAH/DPPG, PAH/PSS e DODAB/DPPG (resultados ndo mostrados). No entanto, os
PCAs foram significativamente afetados pela remocdo do filme spray-LbL de
DODAB/DPPG, como mostrado na Figura 38b, seguido pelo filme spray-LbL de PAH/DPPG
(resultado ndo apresentado). De fato, mais de 99% dos dados sdo explicados por PC1 ¢ PC2
quando a unidade sensorial formada pelo filme spray-LbL. de DODAB/DPPG ¢ removida.
Este aumento na correlagdo entre PC1 e PC2, em relagdo aos PCAs obtidos considerando
todas as unidades sensoriais (Figura 38a), indica que a unidade sensorial composta pelo filme
spray-LbL. de DODAB/DPPG apresenta maior dispersdo dos dados de capacitancia. Este
ultimo esta de acordo com os graficos de loadings exibidos na Figura 38c e 38d.* % Verifica-
se que as unidades sensoriais constituidas pelos filmes spray-LbLL. de DODAB/DPPG e
PAH/DPPG sio as unidades sensoriais mais diferentes em relagdo as demais. Além disso, ha
uma tendéncia das unidades sensoriais serem agrupadas de acordo com a técnica empregada
na fabrica¢fo dos filmes (dipping- ou spray-LbL filmes), destacando-se o efeito da arquitetura
molecular. A Figura 38d mostra uma regido ampliada, onde todas as unidades sensoriais

compostas por filmes dipping-LbL sio agrupadas.
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Figura 38: PCA plotado para valores de capacidade coletados a 1kHz para (a) todas as
unidades sensoriais e (b) excluindo a unidade sensorial formada pelo filme spray-LbL de
(DODAB/DPPG)s. (¢) Loadings de PC1 e PC2; (d) zoom da regido circulada pela linha
tracejada em (c).

A resposta das varias unidades sensoriais foram combinadas em um sistema de
lingua eletronica, tal como indicado nos resultados apresentados na Figura 38, onde as
diferentes concentrag¢des foram distinguidas, de forma semelhante aos resultados apresentados
na Figura 37. No entanto, em experimentos de controle notamos que o espectro de impedancia
para a agua ultrapura, depois de uma série de medigdes em solugdes de eritrosina, nio
retornou aos valores originais. Isto significa que os filmes foram afetados pela eritrosina de

forma que até mesmo varios processos de lavagem ndo foram suficientes para limpar os

eletrodos.
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A razdo para as mudangas irreversiveis na resposta elétrica das unidades sensoriais
deve estar relacionada a adsor¢do de moléculas de eritrosina sobre os filmes, a semelhanga de

35, 99, 140 - :
’ Esta hipotese foi confirmada com

relatos na literatura para outros analitos.
mapeamentos micro-Raman feitos antes e apo6s as unidades sensoriais serem expostas a
solugdes de eritrosina. Dominios sobre a superficie dos filmes foram encontrados em todas as
unidades sensoriais, como mostrado pela microscopia optica na Figura 39a para a unidade
sensorial formada pelo filme spray-LbLL. de DODAB/DPPG. A identificagdo quimica dos
dominios foi feita pela sobreposicdo de um mapeamento Raman a microscopia Optica na
Figura 39b. O mapeamento foi obtido através de espectros coletados ponto a ponto ao longo
de uma area de 80 um x 80 um, com passo de 2 um, que leva a um total de 1681 espectros. A
intensidade da banda em 1500 cm™ (estiramento C = C) foi plotada ao longo da 4rea
mapeada, onde regides mais claras referem-se a intensidades mais elevadas. Os espectros

~ g N e 1414142
Raman coletados sio atribuidos a eritrosina,

consistente com o espectro coletado para o
p6 da eritrosina exibido pela Figura 39c. E importante ressaltar que o DODAB ¢ DPPG
possuem baixas sec¢des de choque para o espalhamento Raman utilizando a linha de laser em
633 nm e ndo apresentam espectros detectaveis para estes filmes finos.> 7% 119143

A intensidade da banda Raman em 1500 cm™ para o dominio micrométrico de
eritrosina segue a distribui¢do espacial do dominio de acordo com a de imagem Optica, ou
seja, o sinal Raman ¢ mais forte onde o dominio de eritrosina ¢ claramente visto na imagem
optica. Portanto, esta mudanca morfoldgica na superficie dos filmes induzida pela adsor¢do de
moléculas de eritrosina é responsavel tanto pela alta sensibilidade atingida pelas unidades
sensoriais quanto pelas alteragdes irreversiveis na resposta elétrica. No caso do sistema de
detec¢do utilizado na se¢do anterior (secdo 6.1.) a adsor¢do de moléculas de eosina sobre os

filmes que compdem as unidades sensoriais também ¢ observada. Porém, essa adsorgdo ¢

menos intensa do que o observado para as moléculas de eritrosina, possibilitando respostas
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elétricas reversiveis apds a lavagem das unidades sensoriais. Essa diferenga deve estar
relacionada as concentra¢des das solugdes que as unidades sensoriais foram expostas. As
solucdes mais concentradas de eritrosina (10'4 mol/L) devem proporcionar uma maior

interacdo com os filmes, aumentando o efeito de adsor¢io sobre as unidades sensoriais.
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Figura 39: (a) imagem Optica e (b) mapeamento Raman de area (sobreposta) coletado para a

unidade sensorial composta pelo filme spray-LbL de (DODAB/DPPG)s apds a exposi¢do a

solugdes de eritrosina. (¢) Espectro Raman da eritrosina extraido da area mapeada mostrado

em (b). Na parte inferior ¢ dado um espectro Raman coletado para o pd da eritrosina. Todos

os espectros foram obtidos usando a linha de laser em 633nm.
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6.3. Deteccao de catecol

A forte dependéncia da matriz para imobilizacdo de enzimas em biossensores ¢
conhecida. Porém, quantificar a importancia relativa dos diferentes componentes do filme
ainda ¢ um desafio. Nesta se¢do relatamos arquiteturas moleculares obtidas pela técnica
dipping-LbL, utilizadas na detecc¢do de catecol por medidas de espectroscopia de impedancia.
Um conjunto de sensores foi fabricado com filmes dipping-LbL de materiais distintos, a fim
de otimizar a sensibilidade de biossensores. Em particular, foi comparado o desempenho de
dois tipos de arquiteturas moleculares, uma das quais inclui uma enzima capaz de interacdes
especificas com catecol. A importancia da detec¢do de catecol ja foi destaque na literatura,
como compostos fenolicos amplamente utilizados na prote¢do da madeira, té€xteis, herbicidas

144-145

o . : (o 144-146 . . .
e pesticidas, além de ser um potencial poluente de agua. A enzima escolhida foi a

tirosinase (Tyr), que €é conhecida por ser eficaz na deteccdo de compostos fendlicos, tais como

catecol, clorofenol e fenol.'*

A fim de atingir alto desempenho, a Tyr foi imobilizada sobre
filmes LbL contendo vesiculas lipidicas de DODAB e DPPG, ja apresentados nas segdes
anteriores. Além de demonstrar uma maior sensibilidade para os biossensores, possivel com a

utilizagdo de métodos de visualizacdo de informacdo''™ '

para processar os dados de
espectroscopia de impedancia, discutimos como o desempenho dos biossensores pode ser

otimizado.

6.3.1. Imobilizacao otimizada de tirosinase (Tyr)

Em espectroscopia de impedancia aplicada a filmes finos a intera¢do do analito em
solu¢do com a camada superior do filme é um fator bastante relevante. Assim optou-se em
adsorver Tyr apenas na ultima camada dos filmes LbL com o monitoramento via adsor¢do de
massa. Apos a imobiliza¢do da Tyr, os filmes LbL foram lavados utilizando tanto agua
ultrapura quanto solugdo tampdo, como mostrado na Figura 40. Observou-se que 100% de

Tyr € removida do filme LbL de (PAH/PSS)s/Tyr quando lavado em agua ultrapura (Figura
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40a). Por outro lado, 45% (em massa) de Tyr permanece no filme LbL de (PAH/PSS)s/Tyr
quando lavado em solugdo tampdo (Figura 40b). Esta ultima pode aumentar para 60% de
massa remanescente de Tyr, se imobilizada sobre PAH, formando um filme LbL de
(PAH/PSS)s/PAH/Tyr (Figura 40c). Substituindo PSS por DPPG, ou seja, em um filme LbL
de (PAH/DPPG)s/PAH/Tyr, a massa remanescente de Tyr atingiu 80%, como mostrado na

Figura 41a. Uma ligeira diminui¢do para 75% foi observada substituindo o PAH por DODAB

no filme LbL de (DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr, como mostrado na Figura 41b.
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Figura 40: dados de QCM para (a) filme LbL contendo até 5 camadas de (PAH/PSS)5/Tyr,
lavado com agua ultrapura apos a imobilizacdo de Tyr. Filmes LbL contendo 5 bicamadas de
(b) (PAH/PSS)5/Tyr e (c) (PAH/PSS)S/PAH/Tyr, ambos lavados em solugdo tampao.

A grande diferenca de massa entre os dados nas Figuras 40a, 40b e 40c se deve aos
procedimentos utilizados para representar graficamente os dados. Na Figura 40a, a massa foi

medida a cada bicamada, de modo que o filme teve de ser seco a cada medida. Nas Figuras
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40b e 40c, o filme LbL foi crescido ininterruptamente ¢ ao final da 5 bicamada foi entdo seco

para a medida de massa.
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Figura 41: dados de QCM para filmes LbL contendo 5 bicamadas de (a)
(PAH/DPPG)s/PAH/Tyr e (b) (DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr, ambos lavados em solugdo
tampao apods a imobilizagdo de Tyr.

A eficacia do processo de adsor¢do da Tyr ¢ a sua estabilidade no filme LbL
dependem claramente da escolha de arquiteturas moleculares, além do pH das solucdes de
lavagem. Essa dependéncia esta relacionada a interagdes eletrostaticas entre os polieletrolitos,
DPPG e Tyr, cujo ponto isoelétrico esta em torno de 4,7 — 5. Dessa forma, em pH 6,2 (agua
ultrapura) a Tyr esta carregada negativamente. Em pH 7,1 (tamp&o) a Tyr esta ainda mais
carregada negativamente, enquanto o PAH esta altamente ionizado em ambos os pHs (6,2 e
7,1)."* No entanto, as interagdes secundarias certamente devem ter um papel a fim de
permitir a imobilizagdo de Tyr carregada negativamente sobre PSS ou DPPG. A Figura 42
ilustra a arquitetura molecular dos filmes (PAH/PSS)s/PAH/Tyr, (PAH/DPPG)s/PAH/Tyr ¢

(DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr, aplicados posteriormente como biossensores.
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Figura 42: arquiteturas moleculares propostas para os filmes LbL contendo Tyr, sempre
imobilizada sobre a tltima camada dos filmes.

6.3.2. Efeito da matriz para imobilizacido de enzimas em biossensores

A Figura 43 exibe as curvas de capacitancia vs frequéncia para o eletrodo de Au e as
unidades sensoriais (PAH/PSS)s/PAH/Tyr, (PAH/DPPG)s/PAH/Tyr,
(DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr imersas em diferentes concentra¢des de catecol (1072 5x10°
210", 5x10™, 10, 5x10™°, 10° mol/L) e em solugdo tampdo. A inspecdo visual da Figura
43 ndo permite inferir se € possivel distinguir as amostras com diferentes concentragdes de
catecol. A capacidade de distingdo é demonstrada pelo tratamento dos dados de capacitancia
da Figura 43, utilizando a técnica de projecio multidimensional IDMAP," cujos resultados

sdo apresentados na Figura 44.
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Figura 43: curvas de capacitincia (real) vs frequéncia obtidas para o eletrodo de Au e as
unidades  sensoriais formadas pelos filmes LbL de (PAH/PSS)s/PAH/Tyr,
(PAH/DPPG)s/PAH/Tyr e (DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr, imersos em diferentes
concentragdes de catecol (10'12, 5x10™"2, 10", 5x10™", 107, 5x107°, 107 mol/L) e em
solugdo tampdo. Os experimentos foram realizados partindo sempre da menor para a maior
concentracao.

Fica claro que a lingua eletronica pode facilmente distinguir as solugdes de catecol até
o limite de 10™"? mol/L. Ao nosso conhecimento, esta ¢ a menor concentra¢io de catecol ja
detectada. Em uma busca na literatura encontramos relatos de sensores eletroquimicos com

deteccdo de catecol na faixa de 107 mol/L até 107" mol/L."** '*'152 No trabalho de Zucolotto

14
1,146

et a medidas de absor¢do Optica e espectroscopia de impedéancia foram utilizadas para

diferenciar concentracdes da ordem de 107 mol/L de catecol. A diferenca entre o ultimo

146

trabalho ™ e este estd na otimizagdo da arquitetura molecular dos filmes utilizados nos



Aplicagdo sensorial

biossensores, além do processamento dos dados de espectroscopia de impedancia, que passam

a levar em consideragdo a curva toda de capacitancia ao invés de um unico ponto.

5x10-2mol/L
L]
bﬂ
L]
s °
10-2mol/L. o
10"'mol/L 10%molL. ©
[&]
&
Sx10-" mol/L
]
Tampio

] 10 mol/L

Sx10 " maol/L

Figura 44: projecdo multidimensional IDMAP agrupando os resultados por diferentes
concentragdes de catecol (10'12, 5x10'12, 10'“, 5x10'“, 10'10, 5x10'1°, 10” mol/L),
considerando os dados medidos com todas as unidades sensoriais.

Os dados obtidos foram ainda avaliados de modo a identificar a contribui¢do de cada
uma das unidades sensoriais na capacidade de distingdo, o que é importante para otimizar o
conjunto de sensores. A Figura 45 mostra o grafico onde os dados de capacitancia da Figura
43 foram tratados utilizando a proje¢do multidimensional Sammon.'” As respostas elétricas
de cada unidade sensorial para cada solug@o analisada sdo plotadas individualmente. As cores
dos circulos identificam a unidade sensorial. Considerando que quanto maior a proximidade
dos circulos, maior a similaridade das respostas elétricas, a melhor capacidade de distingdo é
exibida pela unidade sensorial formada pela matriz lipidica, filme LbL de
(DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr, tendo em vista que os circulos vermelhos estdo mais

espalhados no diagrama. Em contraste, o eletrodo de Au ndo foi capaz de distinguir as

solugdes, como esperado (ver circulos azuis). Estes resultados confirmam a importancia ndo
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s6 dos filmes ultrafinos depositados sobre os eletrodos interdigitados, mas também as

caracteristicas das moléculas que constituem a matriz onde a biomolécula ¢ imobilizada.
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Figura 45: mapeamento Sammon para as medidas de impedancia obtidas em diferentes
concentragdes de catecol (10'12, 5x1012, 10, 5x107M, 1071, 5x107'°, 10”? mol/L), a partir das
diferentes unidades sensoriais identificadas pelas cores na insercao.

A importancia da matriz onde a enzima ¢ imobilizada ainda foi investigada utilizando
um novo conjunto de unidades sensoriais (chamado de conjunto 2), uma vez mais utilizando
catecol como o analito de interesse. A Figura 46 mostra as respostas elétricas (capacitancia vs
frequéncia) para um sensor ¢ Dbiossensor formados pelos filmes LbL de
(DODAB/DPPG)s/DODAB e (DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr, respectivamente. A Figura 47

mostra o grafico onde os dados de capacitincia da Figura 46 foram tratados utilizando a

projecdo multidimensional IDMAP. No lado esquerdo do diagrama nota-se que a distingéo
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das varias amostras foi relativamente menos eficiente para o sensor, em compara¢do com a
distincdo mais eficaz obtida com biossensor, cujos dados aparecem no lado direito do

diagrama. Dessa forma, a interacdo especifica entre Tyr e catecol tende a conduzir a uma

maior sensibilidade dos biossensores.
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Figura 47: projecdo multidimensional IDMAP considerando as unidades de deteccdo
(DODAB / DPPG)s/DODAB/Tyr e (DODAB / DPPG)s/DODAB.

O papel fundamental desempenhado pela matriz onde a enzima ¢ imobilizada pode
ainda ser analisada com a Figura 48, que mostra os dados de capacitancia coletados para todas

as unidades sensoriais previamente discutidas nesta se¢do (experimentos com conjuntos 1 e
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2), projetadas por IDMAP. O desempenho das seguintes unidades sensoriais pdde ser
comparado: eletrodo de Au, (DODAB/DPPG)s/DODAB (duplicatas), (PAH/PSS)s/PAH/Tyr,

(PAH/DPPG)s/PAH/Tyr e (DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr (duplicatas).
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Figura 48: projecdo multidimensional IDMAP para as medidas obtidas nos conjuntos de
dados 1 e 2.

Os biossensores (DODAB/DPPG)s/DODAB/Tyr apresentaram melhor desempenho,
de acordo com as discussdes anteriores. Outra caracteristica importante ¢ o desempenho
similar do sensor com (DODAB/DPPG)s/DODAB (vermelho) e o biossensor
(PAH/PSS)s/PAH/Tyr (azul claro). Apesar da presenca de Tyr, sua estabilidade foi
determinada baixa (secdo 6.3.1), e, por conseguinte, o desempenho na detec¢do ndo foi
significativamente melhor do que o filme LbL correspondente sem Tyr. O desempenho
intermediario do biossensor (PAH/DPPG)s/PAH/Tyr, que contém uma mistura de

polieletrdlito e de lipidios, € consistente com esta discussao.
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Enquanto o melhor desempenho das unidades sensoriais contendo Tyr pode ser
atribuido a interagdo especifica com o catecol, as razdes pelas quais a matriz também ¢
relevante s@o mais dificeis de estabelecer. O fator mais importante ¢ a preservacdo da
atividade enzimatica, e isto ¢ altamente dependente da matriz. Por exemplo, a imobilizacdo
em filmes LbL tem sido amplamente explorada devido as condi¢des mais brandas para a
fabricacdo dos filmes e a reteng¢do de agua, que ajuda a preservar a atividade de biomoléculas
(para uma revisao sobre este tema ver Siqueira e? al.*’). De fato, em muitos casos a utilizacdo
de filmes LbL demonstrou ser superior a outros processos de imobiliza¢do.* Comparando as
unidades sensoriais contendo Tyr imobilizados em matrizes distintas, foi observado um
melhor desempenho para o filme LbL contendo uma matriz lipidica. As interagdes entre Tyr e
os outros componentes dos filmes incluem intera¢des eletrostaticas, ligacdes de H e forgas
hidrofobicas que podem ocorrer para os polieletrolitos, bem como para os lipidios. A
vantagem de matrizes lipidicas pode estar relacionada a um ambiente mais biologicamente
favoravel, mas a razdo exata para esse efeito ainda ndo foi determinada. Outro processo de
imobilizagdo ¢ a técnica de Langmuir-Blodgett (LB), onde as enzimas sdo incorporadas a
matrizes lipidicas, também adequadas para a preservacio de atividade. ¥'** 1% No que diz
respeito a arquitetura molecular, a otimiza¢do do desempenho pode ser alcangcada com
enzimas imobilizadas em todas as bicamadas do filme LbL"*® ou apenas na Gltima camada."’

1. 1 A . . . . - .
No tltimo caso,"”’ a deposi¢do de varias camadas de enzima dificulta a difusdo do analito ¢ o

transporte de elétrons para o eletrodo em medidas eletroquimicas.
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Capitulo 7

7. Estudo da interacdo entre o derivado xanténico eritrosina e
modelos de membrana bioldgica.

investigacdo sobre filmes organicos nanoestruturados vem servindo a muitas

finalidades, incluindo o desenho de superficies funcionalizadas que podem ser
aplicadas em dispositivos biomédicos, de engenharia de tecidos e para o estudo de
processos fisioldgicos dependendo da interagdo com as membranas celulares. De especial
relevancia sdo monocamadas de Langmuir e vesiculas unilamelares gigantes (GUV),
usadas para simular interfaces biologicas. A hidroperoxidacdo lipidica, um resultado
metabodlico natural da vida em oxigénio sob luz, ¢ uma reacdo de oxida¢do proeminente
em tratamentos de fotomedicina. Este capitulo aborda o estudo de interagdo entre o
derivado xanténico eritrosina ¢ sistemas miméticos de membrana bioldgica baseados em
filmes de Langmuir e vesiculas gigantes. Particularmente, serdo investigados os efeitos
microscopicos causados pela foto-oxidagdo lipidica em GUV gerada pela ag¢do do

xanténico.
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7.1. Estudo da interacao entre o derivado xanténico eritrosina e modelos

de membrana: filmes de Langmuir

Nesta se¢do, avaliamos as interagcdes entre o derivado xanténico eritrosina com
modelos de membrana baseados em filmes de Langmuir compostos por fosfolipidios
espalhados na interface ar/agua. Tendo vista que a fragdo lipidica da membrana bioldgica é
formada por fosfolipidios com diferentes cadeias e carater idnico, foram selecionados para o
estudo fosfolipidios anidnicos e zwiteridonicos com cadeias alifaticas saturadas e insaturadas.
Filmes de Langmuir formados por fosfolipidios saturados (DPPG/anionico e
DPPC/zwiterionico) e insaturados (DOPG/anionico e DOPC/zwiterionico) foram fabricados
na tentativa de verificar a sensibilidade das isotermas m-A a presen¢a do xanténico eritrosina,
adicionada em diversas concentracdes a subfase aquosa. Por meio de deslocamentos nas
isotermas ¢ possivel identificar mudangas no empacotamento das moléculas de fosfolipidios,
nos seus diversos estagios de compressdo, em fungdo da concentracdo de xanténico. As
Figuras 49a ¢ 49b apresentam, respectivamente, as isotermas w-A de DPPG e DPPC
fabricadas em subfase de 4gua ultrapura e em solugdes de eritrosina a 10, 10” ¢ 10° mol/L.
Estruturas moleculares dos fosfolipidios insaturados (DOPC e DOPG), saturados (DPPC e
DPPG) e derivado xanténico (eritrosina) s3o reproduzidas na Figura 49c. A elevada
solubilidade em agua das moléculas de eritrosina ndo permite a formagdo de filmes de

Langmuir quando somente as solu¢des do xanténico sdo comprimidas.
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Figura 49: isotermas n-A de (a) DPPG e (b) DPPC em subfase de agua ultrapura e em
solugdes de eritrosina a 10™, 10° ¢ 10 mol/L. (c) Estruturas moleculares dos fosfolipidios
insaturados (DOPC e DOPG), saturados (DPPC ¢ DPPG) e derivado xanténico (eritrosina).

De modo geral, pode-se observar que o aumento de concentragdo de eritrosina na
subfase provoca um deslocamento das isotermas n-A para maiores areas, resultante da
interagdo entre as moléculas de fosfolipidio e eritrosina. Este efeito torna-se significativo para
concentragdes acima de 10™ mol/L e 10 mol/L considerando os filmes de DPPG ¢ DPPC,
respectivamente. No caso do DPPG, tal deslocamento ¢ observado apenas quando os filmes
de Langmuir se encontram em sua fase liquida, onde as moléculas de fosfolipidios ndo se

encontram totalmente empacotadas. Uma vez que um elevado empacotamento molecular é
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atingido, correspondente a fase condensada da monocamada, as isotermas m-A sdo
coincidentes com aquelas coletadas sem a presenga de eritrosina.

Segundo o trabalho de Batistela et al.”*®

a eritrosina em pH 5,6 se encontra na forma
dianidnica. Considerando o carater anidonico do DPPG, a repulsdo eletrostatica existente entre
estas moléculas é consideravel, fazendo com que as moléculas de eritrosina ndo se liguem
fortemente as moléculas dos fosfolipidios. A partir do momento em que a fase condensada é
atingida, a pressdo de superficie ¢ suficiente para se sobrepor a interacdo entre eritrosina e
fosfolipidios, fazendo com que as moléculas de eritrosina sejam expelidas da interface ar/agua
e, por consequéncia, as isotermas tendem a se sobrepor.

Considerando os filmes de Langmuir de DPPC (Figura 49b), o aumento da
concentragdo de eritrosina na subfase resulta em deslocamentos mais significativos das
isotermas 7m-A em dire¢do a maiores areas moleculares. A eritrosina pdde ser incorporada a
monocamada ndo s6 em sua fase liquida, mas também em sua fase condensada, considerando
concentragdes superiores a 10 mol/L. Nesse caso, o grupo carregado positivamente (N*) do
fosfolipidio zwiterionico DPPC deve favorecer intera¢des eletrostaticas (atrativas) com o
xanténico eritrosina. Essa interagdo ¢ suficientemente forte para que a eritrosina na interface
ar/agua resista a pressdo de superficie exercida quando as moléculas de fosfolipidio se
encontram em sua fase condensada (concentracdes acima de 10 mol/L), fazendo com que as
isotermas se desloquem para regides de maiores areas em seus diversos estagios de
compressdo. Outra evidéncia é a mudanca do valor da pressdo de colapso da monocamada
com a incorporagdo do xanténico (aumentando cerca de 10 mN/m, Fig. 49b), ou seja, a forga
por area molecular a ser aplicada de modo a destruir a monocamada aumenta com a presencga

da eritrosina adicionada a subfase.
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As Figuras 50a ¢ 50b mostram as isotermas n-A de DOPG e DOPC obtidas em
subfase de 4gua ultrapura e em solu¢des de eritrosina a 107, 10° ¢ 10° mol/L,

respectivamente.
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Figura 50: isotermas n-A de (a) DOPG e (b) DOPC em subfase de agua ultrapura e em
solugdes de eritrosina a 10*,10° ¢ 10° mol/L

A exemplo do que foi discutido nas Figuras 49a e 49b, o aumento de concentracdo de
eritrosina na subfase provoca um deslocamento das isotermas m-A para maiores areas
moleculares, resultante da interagdo entre as moléculas de fosfolipidio e eritrosina. Este efeito
torna-se significativo para concentragdes superiores a 10” mol/L em ambos os filmes de
DOPG e DOPC. A eritrosina foi incorporada a monocamada de DOPG em suas fases liquida
e condensada, diferente das monocamadas de DPPG, onde a pressdo de superficie na fase
condensada foi suficiente para expelir as moléculas de eritrosina de volta para a subfase.
Além disso, deslocamentos mais significativos das isotermas n-A em direcdo a maiores areas
moleculares foram observados para monocamadas de DOPC, similar ao observado para os
filmes de DPPC. Vale ressaltar que as cabegas polares fosfatidilcolina (PC) sdo as mesmas
entre os fosfolipidios zwiterionicos (DOPC e DPPC) assim como as cabegas fosfatidilglicerol
(PG) para os fosfolipidios anionicos (DOPG e DPPG). Dessa forma, as diferencas
encontradas no deslocamento das isotermas m-A devem estar relacionadas a presenca de

insaturagdes nas cadeias alifaticas do DOPC e DOPG.
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Existem diferentes maneiras nas quais a membrana celular regula a densidade de
empacotamento de seus componentes. A insaturacdo das cadeias alifaticas lipidicas ¢ uma
delas.® A ligacdo dupla da origem a uma tor¢do no grupo insaturado da cadeia lipidica, o que
impede o elevado empacotamento das caudas.'” O menor empacotamento criado poderia,
portanto, facilitar a incorporagdo de eritrosina na monocamada. Por exemplo, Ishitsuka ez
al.””’ reportam mecanismos de inser¢do de peptideos antimicrobianos a filmes de Langmuir
formados por monocamadas lipidicas. Carga e propriedades de empacotamento da
monocamada foram alteradas usando os fosfolipidios com diferentes grupos polares
(anidnicos e zwiteridnicos) e cadeias alifaticas (saturadas e insaturadas). Foi observado que
interagdes eletrostaticas entre o peptideo cationico e os fosfolipidios anidnicos sdo
predominantes. Porém, o grau de empacotamento da monocamada também desempenha um
papel. Segundo os autores, o menor empacotamento da monocamada formada por
fosfolipidios insaturados permite uma maior inser¢do dos peptideos na monocamada. Um
efeito similar pode estar sendo observado aqui, ou seja, 0 menor empacotamento dos filmes
formados pelos fosfolipidios insaturados permite uma maior inser¢do da eritrosina, resultado

de uma maior interagdo com a monocamada.
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7.2. Estudo da interacao entre o derivado xanténico eritrosina e modelos

de membrana: Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUV)

A oxidag@o lipidica desempenha um papel fundamental na terapia fotodindmica
(PDT), utilizada clinicamente em patologias tais como cancer de pele e esdfago.'*'*0
método baseia-se na administragdo controlada de uma molécula fotossensibilizadora, que
induz a formacdo de oxigénio singleto ('O), um agente oxidante poderoso capaz de causar
necrose ou apoptose em células cancerosas.'” Membranas celulares e especialmente
fosfolipidios insaturados sfo os principais alvos do oxigénio singleto. Entretanto, os
mecanismos fundamentais envolvidos na influéncia da oxidagdo lipidica sobre estruturas
automontadas de fosfolipidios ainda ndo sdo completamente compreendidos.

Os filmes de Langmuir, apresentados na se¢do anterior, mostraram que a eritrosina
apresenta afinidade pela membrana, principalmente quando formada por fosfolipidios
insaturados. Além disso, sabe-se que os derivados xanténicos apresentam elevado rendimento
quantico na gera¢do de oxigénio singleto.''* Nesta se¢do, o objetivo serd tirar proveito da
interagdo membrana - eritrosina para estudar a oxida¢do de fosfolipidios quando
automontados na forma de vesiculas unilamelares gigantes (GUV). A foto-oxidagdo de trés
diferentes geometrias sera investigada: i) GUV formadas pelos fosfolipidios insaturados

DOPC ¢ POPC, ii) GUV biotiniladas de DOPC e POPC aderidas em substratos modificados

com estreptavidina e iii) GUV formadas pela mistura ternaria de DOPC/DPPC/colesterol.
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7.2.1. Foto-oxidacao de GUV

GUV de DOPC contendo 50 umol/L de eritrosina no meio externo foram irradiadas
(543 nm e 10 W/cmz) e simultaneamente observadas. As Figuras 5la e 51b exibem as
alteracdes morfoldgicas, com relagdo ao tempo de irradiagdo, para duas GUV diferentes
observadas por microscopias de contraste de fase e fluorescéncia, respectivamente. A
fluorescéncia coletada na Figura 51b ¢ proveniente do marcador fluorescente (Liss Rod PE)
incorporado a membrana (0,5 mol %). Este ultimo ¢é excitado pela mesma faixa de
comprimento de onda utilizada para a excitagdo da eritrosina (Aex: 543 nm; Aem: 593 nm),
possibilitando a observacdo simultdnea das GUV por fluorescéncia durante a foto-ativagéo do

xanténico.
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Figura 51: (a) imagens de contraste de fase e (b) fluorescéncia de GUV de DOPC contendo
50 umol/L de eritrosina em seu meio externo, em fun¢io do tempo de irradiagao.

A Figura 52 mostra a evolucdo do perimetro relativo e do contraste entre os meios
internos ¢ externos da vesicula, com relagdo ao tempo de irradiacdo. O perimetro relativo é
dado pela razdo entre o perimetro inicial da GUV e o perimetro em um dado tempo de
irradiag@o. A inser¢@o da Figura 52 mostra o zoom de uma imagem de contraste de fase e um

perfil salientando a diferenca de contraste (A) entre o meio interno e externo da vesicula.
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Figura 52: evolucdo do perimetro relativo e do contraste entre os meios internos e externos
da vesicula com relagdo ao tempo de irradiagdo. A inser¢do mostra o zoom de uma imagem de
contraste de fase e um perfil salientando a diferenga de contraste (A) entre 0 meio interno e
externo da vesicula.

A evolugio dos eventos comega com flutuacdes da forma, aumento do perimetro ¢ da
area superficial das vesiculas. Esses eventos ocorrem durante os primeiros 10s (Figuras 51 e
52 - ii) e indicam que a razdo entre 4rea superficial e volume das vesiculas aumentou.”’
Alguns segundos mais tarde, a maior parte das vesiculas expelem alguns buds, ou seja,
pequenas vesiculas satélites ligadas a vesicula principal através de finos tubos, que podem ser
a origem da diminui¢do do perimetro relativo mostrado na Figura 52. A diferencga de contraste
¢ mantida constante mostrando que nido houve alteragcdo significativa na permeabilidade da
membrana. No entanto, apos aproximadamente 2 minutos de irradiagdo ocorre a abertura de
poros na membrana, observados nas imagens de fluorescéncia e contraste de fase (Figuras 51
e 52 — iii). Em seguida, a assimetria inicial entre sacarose (interior da vesicula) e glicose
(exterior da vesicula) ndo ¢ mais preservada e o contraste diminui exponencialmente.'*'*> O
perimetro relativo diminui drasticamente até o colapso da vesicula (Figuras 51 e 52 — iv). A

mesma sequéncia de eventos é observada para concentragdes de até 15 pmol/L de eritrosina.

No entanto, os efeitos sdo muito menos pronunciados ¢ lentos. E importante mencionar que as
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alteracdes morfologicas ocorreram apenas em vesiculas formadas por fosfolipidios
insaturados (DOPC e POPC). A irradiagdo da eritrosina adicionada a GUV formadas por
fosfolipidios saturados (DPPC e DMPC) nio induziu quaisquer alteragdes relevantes nas
vesiculas. Assim, o aumento da area superficial observada esta associado a reagdes oxidativas
originadas nas duplas ligacdes das caldas alifaticas dos fosfolipidios.

Pellosi et al.''* reportaram recentemente um elevado rendimento quéntico de
oxigénios singletos (@, ~ 0,62) gerados pela eritrosina. Dessa forma, o estresse oxidativo
produzido na membrana deve estar relacionado a interagdes entre os oxigénios singletos ¢ as
insaturagdes das cadeias do DOPC. Esta hipdtese foi confirmada irradiando, sob as mesmas
condi¢des experimentais, vesiculas de DOPC contendo 50 umol/L de eritrosina e 10~ mol/L
de azida de sédio (NaN3). A NaNj é utilizada como supressor de oxigénios singletos Nesta
situacdo, nenhuma modificagdo morfoldgica significativa foi observada, indicando que a
reacdo entre oxigénio singleto e as duplas ligacdes das cadeias fosfolipidicas é a principal
responsavel pelo aumento da 4area superficial. E importante mencionar que nenhuma
modificacdo morfologica significativa foi detectada quando GUV contendo marcadores
fluorescentes convencionais foram irradiadas. De fato, os marcadores fluorescentes
apresentam relaxamento do estado excitado principalmente pela emissdo de fluorescéncia e
ndo por cruzamento intersistema para o estado tripleto, o que ndo favorece a geracdo de

oxigénios singletos.
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ocupada por fosfolipidios que contém grupo hidroperdxido, refletindo no aumento global da
area superficial das vesiculas,” conforme ilustrado na Figura 53. Com o prosseguimento da
reacdo oxidativa, a clivagem da cadeia de carbono proxima a posicdo inicial da dupla ligagio
é obtida,''"" favorecendo a abertura de poros e a destruicdo da vesicula.'”*'” Essa
sequéncia de eventos esta de acordo com o trabalho reportado por Caetano ef al.”’, baseado na
irradiagdo de GUV de DOPC contendo em seu meio externo o derivado fenotiazinico azul de
metileno. Cwiklik er al.’” estudaram recentemente a formacdo de poros em membranas
oxidadas de DOPC por simulagdes numéricas. Foi observado que a abertura de poros ¢ a
clivagem das duas cadeias alquilicas do DOPC levam a uma forte perturbagio na membrana,

favorecendo sua destruigéo.
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7.2.2. Foto-oxidacdo de GUV biotiniladas aderidas a superficie modificada com
estreptavidina: método bio-adesivo

Na busca por um método simples ¢ rapido para determinar o aumento de area
superficial da membrana, foi desenvolvida a metodologia bio-adesiva que se baseia nas
alteracdes geométricas que seguem a oxidag@o das GUV aderidas sobre o substrato. O método
foi implementado segundo as etapas: i) funcionalizacdo das GUV com uma pequena fracdo (2
mol%) de fosfolipidios biotinilados, ii) adesdo das GUV biotiniladas a substratos modificados
com estreptavidina (descritos em 3.6.3.), iii) adi¢do de eritrosina no meio externo das
vesiculas e acompanhamento das varia¢des nas dimensdes da zona de adesdo durante a foto-
ativacdo do xanténico. As Figuras 54a - 54c apresentam uma representagdo esquematica do
substrato modificado com estreptavidina, GUV biotiniladas e as trés etapas do método bio-
adesivo. A Figura 54d exibe a imagem confocal 3-dimensional de uma vesicula biotinilada de
DOPC (verde) aderida a um substrato modificado com estreptavidina (vermelho). A
fluorescéncia da vesicula e do substrato foi obtida, respectivamente, pela incorporagéo de 0,5
mol% do marcador NBD a membrana e 10 mol % de neutravidina modificada com rodamina

a camada de estreptavidina.
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Figura 54: (a-c) representacdo esquematica do substrato modificado com estreptavidina,
GUYV biotiniladas ¢ as trés etapas do método bio-adesivo. (d) Imagem confocal projetada em

3-dimensdes de uma vesicula biotinilada de DOPC (verde) aderida a um substrato modificado
com estreptavidina (vermelho).

GUV Dbiotiniladas foram espalhadas sobre as superficies modificadas com
estreptavidina. No primeiro estagio (Figura 54a) as vesiculas mantém o volume inicial Vj e
area de superficie Sy, formando uma zona de contato com a superficie, cujo tamanho depende
da tensdo das vesiculas. O processo de adesdo se inicia com o aumento das interacdes entre
ligantes (biotina-GUV) e receptores (estreptavidina — substrato). GUV inicialmente com raio

Ry volume Vj e superficie Spaderem ao substrato em menos de 10 s, atingindo uma geometria
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final com raios r; e R, (Figuras 54b ¢ 54d).™* O processo de adesdo ocorre sob volume
constante V, resultando no aumento da area superficial da vesicula de Sy a S;. A condigdo de
equilibrio ¢ alcancada (Figura 54d) quando a tensdo da vesicula e as forcas adesivas se
igualam.'” Neste estagio, o aumento relativo da area superficial é de aproximadamente 2%
(veja Figura 55).

A eritrosina € entdo adicionada ao meio externo das GUV aderidas. Nesta geometria, o
processo de foto-oxidag@o ocorre sob irradiagdo, induzido modificacdes da area aderida da
vesicula, como mostrado na Figura 54c. O aumento da area de superficie da vesicula pode ser
extraido pela diferenca entre a area da superficie de uma vesicula aderida antes (S;) e depois
(S,) da foto-oxidagdo. Este ultimo pode ser determinado medindo simplesmente o raio da

regido aderida antes (1) e depois (r;) da foto-oxidag@o. Para isso, considere uma vesicula de
L 4 5 . . 2 .
volume inicial ¥V, = §7ZR0 e area de superficie inicial S, =47R;. Ao se aderirem ao

substrato, o volume V e a superficie S podem ser expressos como uma func¢do do raio R da

seccdo esférica da vesicula e do raio r da regido de adesdo.

1 3
2\3 2 \3
V=§7rR3 1%(1—%) —%[1—%) (1)

S = rxr’ +27zR2(£1—r—22J+1J )
R

Considerando uma vesicula aderindo com volume constante, o raio R pode ser expresso

como:
1(r*
R=—|—+r"+A
16(A J 3)

Com A dado por: A= [r” +1287° +16[((r6 +16)(r +32))§ +128B3 (4)



Estudo da interagdo entre o derivado xanténico eritrosina e modelos de
membrana biolégica.

0207 r S —— 1 A Figura 55 exibe uma proje¢ao tedrica da
gig ] fl : expansdo da area superficial relativa (S/So-
g}: ] !_,i: 1 1) em funcdo do raio reduzido (r/Ro) da
Z ﬂ:l(} - ;" ' regido aderida, considerando os diferentes
%ggi ‘,"’ : estagios discutidos na FiguraS4a-c. A
gg; . ];",f""{ : Figura 56a mostra a microscopia de
0.00 "I'I"_'*H_'.-.-.l . fluorescéncia e RICM para uma vesicula

02 04 0.6 08 1.0 1.2 14

(r/Ro) DOPC aderida contendo 25 umol/L de

. 5 ) _ eritrosina no meio externo, antes e apos a
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(r/Ro) da regido aderida. As regides destacadas
representam o aumento da area superficial para

_ ) AUTHEIO ¢ ! fluorescéncia coletada ¢ proveniente do
diferentes estagios discutidos na Figura 54a-c.

marcador Liss Rod PE incorporado a
membrana (0,5 mol%), excitado pela mesma faixa de comprimento de onda de excitacdo da
eritrosina. O raio R da sec¢do esférica pode ser extraido a partir da microscopia de
fluorescéncia e o raio r da area aderida a partir do RICM. Aplicando as equagdes (2), (3) e (4)
aos valores medidos para o raio r da regido aderida, obtém-se os valores da area superficial da
vesicula. A evolugdo com o tempo do aumento de area superficial relativa (S,/S; - 1),
considerando diferentes intensidades de irradiagdo (10, 2,5 ¢ 0,31 W/cmz), ¢ exibida na Figura

56b.
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Figura 56: GUV biotinilada de DOPC aderida sobre a superficie modificada com
estreptavidina, contendo 25 pumol/L de eritrosina no meio externo. (a) Microscopia de
fluorescéncia e RICM, antes e depois da irradiacdo. (b) Evolugdo com o tempo (segundos -
escala logaritmica) do aumento de area superficial relativo (S,/S; - 1), considerando diferentes
poténcias de irradiagdo (10, 2,5 ¢ 0,31 W/cmz). A inser¢@o mostra a dependéncia linear entre a
poténcia de irradia¢do e a variacdo do aumento de area superficial com relagdo ao tempo
(velocidade, s™).

Uma expansdo linear da area superficial relativa foi observada, atingindo um platé em
aproximadamente 18%. Essa expansdo linear ndo fica evidente na Figura 56b devido a escala
logaritmica utilizada para o tempo de irradiacdo, escolhida para melhor comparagéo entre as
diferentes curvas. A diminuicdo da poténcia de irradiacdo retarda o aumento da area
superficial, uma vez que a menor quantidade de fétons incidentes diminui a quantidade de
oxigénios singletos gerados pela eritrosina. Porém, uma completa hidroperoxida¢do do DOPC
foi observada, atingindo valores similares para o aumento de area superficial relativo,
independentemente da poténcia de irradiag@o. A inser¢do da Figura 56b mostra a dependéncia
linear entre a poténcia de irradiacdo e a variagdo do aumento de area superficial com relagdo
ao tempo (velocidade, s™). Para periodos de irradiagio acima de 2, 8 e 20 minutos a
permeabilidade da membrana nfo é mais preservada considerando as poténcias de 10, 2,5 e
0,31 W/cm?, respectivamente. A abertura de poros ¢ favorecida seguida da explosio das

vesiculas, de acordo com o discutido na secgdo 7.2.1.
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(So/Sy - 1) em fungdo do tempo, alternanczlo parar ou reiniciar a irradiagdo, indicando
diferentes periodos de irradiacdo (10 W/cm”),

considerando  GUV biotinil.adas. de DOP_C uma resposta instantdnea do aumento da
contendo 25 pmol/L de eritrosina no meio

externo. area superficial com a irradiagcdo, como
pode ser observado na Figura 57.

GUYV biotiniladas de POPC aderidas em superficies modificadas com estreptavidina
também foram avaliadas, mantendo as mesmas condi¢des experimentais descritas
anteriormente. Diferentes GUV de DOPC e POPC foram analisadas e um histograma foi
construido com a distribui¢do do aumento da area superficial das vesiculas apds a foto-
oxidacdo, conforme exibido na Figura 58. O aumento de area superficial relativo de
aproximadamente 18% observado para GUV de DOPC ¢ ligeiramente maior que os 14%
encontrados para GUV de POPC. A origem desta diferenca esta relacionada ao numero de
insaturagdes encontradas nas cadeias dos fosfolipidios. As cadeias carbonicas de DOPC
apresentam duas insaturagdes, uma em cada cadeia, enquanto o POPC apenas uma. Isso
indica que uma bicamada de DOPC totalmente hidroperoxidada tem, em média, mais grupos
hidroperoxidos na vizinhanca da interface bicamada/agua quando comparada a bicamada
POPC totalmente hidroperoxidada. A Figura 58b ilustra a maior area ocupada pelo DOPC

hidroperoxidado, refletindo no maior aumento global da area superficial das vesiculas.
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Figura 58: (a) histograma construido com a distribui¢cdo do aumento da area superficial das
vesiculas de DOPC e POPC apds a hidroperoxidacdo. (b) Representagio da area ocupada
pelas moléculas hidroperoxidadas de DOPC POPC.

Poucos sdo os métodos relatados para a determinag@o quantitativa do aumento da area
superficial de GUV sob estresse oxidativo. Por exemplo, Riske et al”’ propdem uma
metodologia de quantificagdo baseada na forma prolata assumida pelas vesiculas quando
submetidas a um campo elétrico alternado (AC). Verificou-se que a magnitude do
alongamento das vesiculas depende do aumento de 4area superficial causado pela
hidroperoxida¢@o. Considerando GUV de POPC hidroperoxidadas pelo derivado de porfirina
(PE-porph), um aumento de area superficial de aproximadamente 8% foi observado pelos
autores. Simula¢des de dindmica molecular aplicadas a hidroperoxidagdo do fosfolipidio
monoinsaturado 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PLPC) apontaram um
aumento de area superficial maior, em torno de 16%, conforme o trabalho de Wong-Ekkabut
et al.’® Um desempenho experimental mais eficiente foi obtido por Weber et al'”
combinando as técnicas de microscopia de fluorescéncia e aspiragdo por micropipeta. O
aumento da area superficial encontrado para GUV de DOPC e POPC hidroperoxidadas por
um derivado de porfirina (Chlorin-12) foi de aproximadamente 19% e 16%, respectivamente,

0 que esta de acordo com os resultados apresentados aqui.
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7.3. Sistema ternario de fosfolipidios e colesterol

7.3.1. Mistura ternaria de DOPC/DPPC/colesterol

Veatch ef al.'”” foram os primeiros a mapear os limites entre diferentes fases para um
sistema ternario completo composto pela mistura de DOPC/DPPC/colesterol. As diferentes
fases encontradas pelos autores podem ser representadas pelo diagrama mostrado na Figura
59. Este diagrama registra as fases observadas para diferentes composi¢cdes da mistura
considerando o resfriamento do sistema a partir de uma regido de alta temperatura, acima da
temperatura de transicdo de fase do DPPC. Por se tratar de um diagrama que contém
informagdes de diferentes temperaturas, a Figura 59 ndo ¢ considerada um diagrama de fase.

Colesterol
A - inacessivel
B - uma fase liquida
C - uma fase solida

D - coexisténcia solido-liquido
E - coexisténcia liquido-liquido

CHs

Colesterol

DOPC *DPPC

Figura 59: fases observadas para diferentes composicdes da mistura terndria
DOPC/DPPC/colesterol considerando o resfriamento do sistema a partir de uma regido de alta
temperatura. A inser¢do mostra a estrutura molecular do colesterol. Adaptado de [177].

Cinco regides diferentes (A, B, C, D e E) s@o exibidas na Figura 59. Para elevadas
fragdes molares, o colesterol ¢ expelido das vesiculas de forma que composi¢des elevadas de
colesterol sdo inacessiveis na regido A.'”*'”’ Excluindo a regido A e partindo de uma
temperatura elevada, todas as vesiculas sdo observadas em uma fase liquida homogénea. Com

o resfriamento do sistema para temperaturas inferiores a de transi¢cdo de fase do DPPC, as
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misturas apresentam as seguintes possibilidades: (i) permanecer em uma Unica fase liquida
uniforme exibida na regido B. Isso acontece para vesiculas com elevada fragdo de
fosfolipidios insaturados (DOPC) ou para a mistura binaria de DPPC e colesterol. Fragoes
intermediarias de DOPC exigem um aumento da fracdo de colesterol. (ii) Regido C, onde a
elevada fragdo de DPPC favorece a formacdo de uma fase solida. (iii) Partindo da regido C em
direcdo a maiores fragdes de DOPC, havera a coexisténcia das fases solido-liquido, delimitada
pela regido D. (iv) A ultima possibilidade € a coexisténcia de duas fases liquidas, liquido-
ordenada (Lo / DPPC) e liquido-desordenada (Ld / DOPC), delimitadas pela regido E. A
coexisténcia liquido-liquido da regido E ¢ diferenciada da coexisténcia sélido-liquido da
regido D pela morfologia dos dominios. Dominios sélidos da fase D sdo geralmente ndo
circulares e se movimentam como corpo rigido em um meio de fase liquida. Por outro lado, as
fases liquidas da regido E sdo mais fluidas e apresentam dominios circulares.

A Figura 60a exibe um diagrama de fase contendo uma aproximacdo baseada no
trabalho de Veatch et al.’’”” sobre a regido de coexisténcia liquido-liquido a uma temperatura
de 25 °C para o sistema de DOPC/DPPC/colesterol. Foram analisadas GUV contendo
diferentes fracdes de DOPC/DPPC/colesterol: 20/50/30 (1), 30/40/30 (2), 50/20/30 (3) e
70/0/30 (4). A Figura 60b mostra as imagens confocais das GUV coletadas para as diferentes
fragoes (1, 2, 3 e 4). A fluorescéncia nas imagens ¢ proveniente dos marcadores fluorescentes

(NBD e Liss Rod PE), ambos incorporados @ membrana a uma propor¢ao de 0,5 mol%.
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{a) Colesterol

DOPC DPPC

Figura 60: (a) diagrama de fase contendo uma aproxima¢do da regido de coexisténcia
liquido-liquido a uma temperatura de 25 °C para o sistema de DOPC/DPPC/colesterol. (b)
Imagens confocais para GUV contendo diferentes fragdes de DOPC/DPPC/colesterol:
20/50/30 (1), 40/30/30 (2), 30/40/30 (3) e 50/20/30 (4).

A separacdo das fases Lo e Ld foi observada somente para a fragdo da mistura contida
no interior da regido destacada no diagrama de fase, conforme exibido pela microscopia 1.
Fixando a fragdo de colesterol e diminuindo a fragdo de DPPC em direcdo a mistura binaria
de DOPC/colesterol, o sistema sai da regido de coexisténcia das fases liquido-liquido e vai
para a regido onde somente uma fase liquida é uniformemente observada. As microscopias 2,
3 e 4 confirmam essa tendéncia apresentando uma distribui¢do uniforme dos componentes, o
que esta de acordo com a literatura.'”” Considerando a regido de coexisténcia liquido-liquido
(1), imediatamente apos a diminuigdo da temperatura (de 50 °C para 25 °C), muitos pequenos
dominios circulares s@o observados. A Figura 61a exibe os varios dominios em uma GUV
coletada imediatamente apds o resfriamento do sistema a 25 °C. Os dominios de mesma
natureza sdo fundidos através de colisdes sucessivas, e tendem a se separar completamente em
apenas duas fases circulares, como exibido na Figura 61b. O tempo médio observado para a
completa separagdo das fases estd em torno de 5-10 minutos o que corrobora com oS

resultados reportados por Sharom et al."®
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(a) imediatamente apos o resfriamento A particdo dos marcadores fluorescentes NBD e
Liss Rod PE foi analisada por imagens confocais
geradas pela fluorescéncia de cada marcador
separadamente. A Figura 62a exibe a imagem
confocal de uma GUV composta pela fluorescéncia

de ambos marcadores. A Figura 62b e 62c exibe a

mesma GUV para a qual as imagens confocais

0s o resfrinmento

“1} 10 minutos a

foram geradas apenas pela fluorescéncia do NBD

(verde) e Liss Rod PE (vermelho),
respectivamente. Pode-se observar a completa
particdo dos marcadores entre as fases Lo e Ld,
isto €, ndo ha sobreposicdo da fluorescéncia de
ambos marcadores para uma mesma fase.

Considerando a maior fragdo de DPPC na mistura,

Figura 61: imagens confocais de duas
GUV distintas para a mistura de
DOPC/DPPC/colesterol (20/50/30)
contidas na regido 1 da Figura 60a
coletadas (a) imediatamente apds o
resfriamento e (b) apds 10 minutos com
o sistema a 25 °C.

¢é razoavel supor que a maior fase observada nas
imagens seja composta pela fase Lo. Como a fase
verde nas imagens ¢ maior que a vermelha, espera-
se que a particdo do NBD ocorra em direcdo a fase
Lo e a da Liss Rod PE, portanto, em dire¢do a fase Ld. De fato, o NBD é um dos poucos
marcadores fluorescente com afinidade pela fase Lo.'"®''® Esta afinidade esta relacionada
com a cadeia carbonica saturada do fosfolipidio (DPPE) ligado ao fluordforo, similar as
cadeias carbonicas do DPPC. No caso da Liss Rod PE, a cadeia carbdnica insaturada do
fosfolipidio (DOPE) ligado ao fluor6foro, similar as cadeias carbonicas do DOPC, aumenta

sua afinidade com a fase Ld.'®*
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Figura 62: imagem confocal de uma GUV composta (a) pela combinagéo da fluorescéncia de
ambos NBD (verde) e Liss Rod PE (vermelho). Mesma imagem composta somente pela
fluorescéncia do (b) NBD e (c) Liss Rod PE.

7.3.2. Foto-oxidacdo das misturas DOPC/DPPC/colesterol

Sistemas ternarios de lipidios e colesterol podem ser aplicados em estudos de
interagdo com moléculas biologicamente ativas, uma vez que o equilibrio desse sistema pode
ser alterado em fun¢do dessas interacdes.*”*? Para compreender como a oxidacdo dos
fosfolipidios afeta o comportamento de fase da membrana para a mistura
DOPC/DPPC/colesterol, as quatro composi¢des exibidas no diagrama da Figura 60 foram
investigadas. GUV contendo 50 umol/L de eritrosina no meio externo foram irradiadas (543
nm e 10 W/cmz) ¢ simultancamente observadas, mantendo as mesmas condigoes
experimentais descritas na se¢do 7.2.1. Os resultados obtidos para cada composi¢do das

misturas sdo exibidos a seguir.

DOPC/DPPC/colesterol: 20/50/30 (1)

A Figura 63 exibe as altera¢gdes morfologicas da fase Ld, com relacdo ao tempo de
irradiagdo, observada por microscopia de fluorescéncia. A Liss Rod PE, particionada na fase
Ld, é excitada pela mesma faixa de comprimento de onda de excitagdo da eritrosina,
possibilitando a observacdo simultdnea por fluorescéncia durante a foto-ativacdo do

xanténico. Sob irradiagdo, observou-se um aumento nas flutuagdes da fase Ld, acompanhadas
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por alteragdes morfologicas e aumento de area aparente. Esses eventos ocorrem durante os
primeiros 15s, semelhante aos efeitos previamente relatados na seg¢do 7.2.1 para GUV de
DOPC. Nenhuma modificagdo significativa foi observada para a fase Lo, rica em DPPC. Este
resultado confirma o mecanismo de interagdo entre oxigénios singletos e as duplas ligacdes
das cadeias fosfolipidicas como principal responsavel pelo aumento da area superficial através
da formagdo de grupos hidroperdxidos.” * Haluska et al.’® demonstra que a foto-oxidagao
do sistema binario DPPC/colesterol resulta em apenas pequenas deflexdes da membrana, sem
aumento de area, devido a formacdo de grupos hidroperdxidos nas insaturagdes do colesterol.
Estes resultados confirmam que o aumento da area superficial observado para a fase Ld esta

relacionado com a hidroperoxidagdo do DOPC e ndo do colesterol.

00:00:00 00:00:10

Figura 63: imagens de fluorescéncia em fun¢do do tempo de irradiacdo para uma GUV
composta pela mistura de DOPC/DPPC/colesterol (20/50/30) contendo 50 uM de eritrosina
em seu meio externo.

Apds aproximadamente 4 minutos de irradiagdo, foi observada a abertura de poros na
membrana composta pela fase Ld. Comparado aos resultados obtidos para GUV de DOPC, o
tempo gasto para a abertura de poros nesta composi¢do da mistura é cerca de duas vezes
maior. As Figuras 64a e 64b exibem imagens de contraste de fase e confocal,
respectivamente, considerando periodos de irradia¢do de até 30 minutos. Apds a abertura dos
poros, a assimetria inicial entre sacarose (interior da vesicula) e glicose (exterior da vesicula)
ndo ¢ mais preservada, como pode ser observado na Figura 64a.'°*'® Parte da membrana ¢
expelida a cada abertura de poros e, como consequéncia, a area superficial da vesicula

diminui. Porém, mesmo para longos periodos de irradiag@o, a fase Ld ndo foi destruida, tdo
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pouco a vesicula como um todo. Apesar da diminui¢do da area superficial apds 30 minutos de

irradiagdo, ainda ¢ possivel observar a separagio das fases Lo ¢ Ld (Figura 64b).

{a) Contraste de fase

LR
{b) Confocal

00:05:00 00:30:00

G000 00:05:00 00:30:00

Figura 64: imagens de (a) contraste de fase e (b) confocal para duas GUV distintas
compostas pela mistura de DOPC/DPPC/colesterol (20/50/30) contendo 50 pmol/L de
eritrosina em seu meio externo, em fungdo do tempo de irradiag3o.

DOPC/DPPC/colesterol: 40/30/30 (2)

A Figura 65a exibe as alteragdes morfoldgicas da fase L.d, com relagdo ao tempo de
irradiagdo, observada por microscopia de fluorescéncia. Para essa composi¢do da mistura (2),
as fases se encontram uniformemente distribuidas antes da irradiagdo. Flutuacdes da
membrana, acompanhadas por alteragdes morfologicas ¢ aumento de area aparente das
vesiculas foram observadas nos primeiros 15s de irradiagdo, relacionados a hidroperoxidagio
das cadeias carbonicas do DOPC. Apos aproximadamente 4 minutos de irradiagdo ocorrem a

abertura de poros, perda de contraste e diminui¢do nas dimensdes da vesicula. Estes efeitos
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sdo similares ao discutido na sec¢@o anterior para a fragdo da mistura DOPC/DPPC/colesterol
(20/50/30).

Interessante € a separagdo das fases Lo e Ld ativada apo6s aproximadamente 1 minuto
de irradiag@o. Apos 2 minutos de irradiac@o as fases se encontram totalmente separadas, como
observado nas imagens confocais exibidas na inser¢do da Figura 65b. Esse efeito indica um
possivel deslocamento nos limites de coexisténcia das fases Lo e Ld, representado no
diagrama de fase da Figura 60a. De fato, as alteragdes moleculares induzidas por
hidroperoxidagdo transformam o diagrama ternario DOPC/DPPC/colesterol (Figura 60a) em
um novo diagrama de fases composto pela mistura DOPC(OOH)/DPPC/colesterol(OOH),
conforme exibido na Figura 65b. O efeito combinado da foto-oxida¢do de ambos DOPC e
colesterol sobre o diagrama de fases ainda ndo é claro. Porém, os resultados mostram que a
linha limite de coexisténcia das fases Lo e Ld ¢ deslocada horizontalmente em diregcdo a
fragdes mais elevadas de DOPC, em relagdo ao diagrama ternario de DOPC/DPPC/colesterol
na auséncia de espécies oxidadas (Figura 60a). Resultados similares foram encontrados por

Haluska et al'®

através da hidroperoxidagdo do sistema terndrio composto pela mistura
POPC/DPPC/colesterol utilizando um fotossensibilizador derivado de porfirina (PE-porph).

Foi observado que a hidroperoxida¢do do POPC e colesterol desloca as linhas de separagdo da

regido de coexisténcia das fases Lo e Ld em dire¢cdo a maiores fragdes de colesterol.
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Figura 65: (a) fluorescéncia em funcdo do tempo de irradiagdo para uma GUV composta pela
mistura de DOPC/DPPC/colesterol (40/30/30) contendo 50 pmol/L de eritrosina em seu meio
externo. (b) Representacio do diagrama de fases composto pela mistura
DOPC(OOH)/DPPC/colesterol(OOH). A inser¢do mostra imagens confocais coletadas antes e
apods 2 minutos de irradiacéo.

A separacgdo de fases em sistemas binarios tem sido observada pela adi¢do de lipidios
oxidados (5-15 mol%) ao sistema.'*® Este efeito foi atribuido a alteragOes na estrutura quimica
da cauda lipidica,'®® que pode facilitar a difusdo lateral dos lipidios."”” Dessa forma, o
aumento da area molecular média por fosfolipidio gerado pela hidroperoxidagdo das cadeias
alifaticas do DOPC deve aumentar a incompatibilidade entre as diferentes fases e induzir sua
separagdo. Complementarmente, Akimov ef al."® demonstraram que a inser¢do de um lipidio
com uma curvatura mais positiva na fase Ld, como pode ser o caso do DOPC
hidroperoxidado, aumenta a tensdo lateral na interface com a fase Lo. Como consequéncia,
dominios submicrométricos existentes na membrana na auséncia de tensdo lateral, podem se
fundir sob a presenca de uma tenséo lateral, formando dominios micrométricos.'® Por tltimo,
transicdes de fase em misturas de lipidicas com mesma cabega hidrofilica sdo regidas pelo
grau de organiza¢do de suas cadeias alifaticas. A presenca de uma insatura¢do ao longo da
cadeia ¢ suficiente para alterar a temperatura de transicdo de fase liquido-gel e, por

consequéncia, o grau de organizac¢do da cadeia. E provavel que a hidroperoxidagdo tenha um
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efeito semelhante. Porém, nd3o foram encontrados dados disponiveis na literatura sobre a

transi¢ao liquido-gel da forma hidroperoxidada do DOPC.

DOPC/DPPC/colesterol: 50/20/30 (3) e 70/0/30 (4)

As Figuras 66a e¢ 66b exibem imagens de fluorescéncia com as alteracdes
morfoldgicas em relagdo do tempo de irradiagdo para GUV formadas pela composi¢do (3) e
(4), respectivamente. A diminuicdo da fracdo de DPPC da composi¢do (2) em direcdo a
mistura binaria DOPC/colesterol (4) ndo mais favorece separacdo de fases foto-ativada pelo
estresse oxidativo. Esse resultado indica que os limites de coexisténcia das fases Lo ¢ Ld sdo
deslocados para os arredores da composigdo (2), ndo atingindo a composicao (3). A separagéo
de fases foto-ativada por estresse oxidativo abre uma série de possibilidades para estudos
biofisicos. Por exemplo, pode-se supor que a formagdo de dominios apds a oxidagdo pode
facilitar a detecc¢@o de lipidios oxidados, sinalizando para a recuperacdo ou eliminagido pela
célula. Isso demonstra a importancia de estabelecer os diagramas de fase para misturas com
formas hidroperoxidadas de DOPC com DPPC e colesterol. Além disso, informagdes sobre a
coexisténcia de fases entre fosfolipidios ¢ formas oxidadas de colesterol sdo escassas na
literatura. Assim, a influéncia da oxidagdo do colesterol no diagrama de fase ¢ também um

desafio para trabalhos futuros.
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Figura 66: imagens de fluorescéncia em fungdo do tempo de irradiagdo para GUV compostas
pela mistura de DOPC/DPPC/colesterol (a) 50/20/30 (3) e (b) 70/0/30 (4) contendo 50
umol/L de eritrosina no meio externo.

O aumento da fracdo de DOPC na mistura resulta num comportamento foto-oxidativo
similar ao observado para as GUV formadas somente por DOPC: aumento da area aparente
nos primeiros 15 segundos de irradiagdo, abertura de poros apds 4 minutos, perda de contraste
e diminui¢do das dimensdes da vesicula. O que ¢ comum em todas as composi¢des das
misturas estudadas ¢ o maior tempo de irradiagdo exigido para a abertura de poros, em
comparagdo com GUV formadas apenas por DOPC. Além disso, em todas as composi¢des
ndo foi observada a explosdo das vesiculas, mesmo para longos periodos de irradiacdo. Isso
deve estar relacionado ao fato de que parte dos oxigénios singletos gerados pela eritrosina
agem na hidroperoxidagdo do colesterol, diminuindo assim a eficiéncia na hidroperoxidagéo

1'% trabalhando com a foto-oxidacdo de

das cadeias insaturadas do DOPC. Kerdous et a
misturas binarias de DOPC/colesterol, demonstraram que o aumento na fracdo de colesterol

retarda o efeito de permeabilizacdo da membrana de DOPC, corroborando com os resultados

apresentados aqui.
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Capitulo 8

8. Conclusodes

ilmes nanoestruturados contendo vesiculas de DPPG imobilizadas em camadas
Falternadas de PAH foram fabricados com sucesso utilizando o método spray-
LbL. A deposi¢do de multicamadas contendo vesiculas de DPPG pode ser simplificada e
acelerada em 60 vezes pela aplicagdo das solugdes via spray. Verificou-se que o controle do
crescimento de filmes é perdido para tempos de spray maiores que 2 s (4 s e 6 s) e,
considerando a fragilidade das vesiculas, 10 psi de pressdo foi escolhido para evitar uma
possivel destruicdo das vesiculas. Também foi observado que a etapa de lavagem pode ser
descartada sem comprometer as propriedades dos filmes spray-LbL. Morfologicamente, as
imagens de AFM revelaram que, apesar da pressdo aplicada durante o processo de deposi¢édo
das camadas, as vesiculas de DPPG ndo sdo destruidas nos filmes spray-LbL. A principal
diferenca em relacdo ao filme dipping-LbL ¢ a distribui¢do espacial das vesiculas de DPPG,
que ndo recobrem completamente a camada de PAH nos filmes spray-LbL, o que foi
confirmado pelas medidas de SERS. A espessura dos filmes dipping e spray-LbL estimada
também via AFM revelou que os filmes spray-LbL s@o mais espessos, o que corrobora com a
maior adsor¢do de massa observada por absor¢do no UV-Vis ¢ QCM. Os resultados de FTIR
revelaram que interagdes eletrostaticas entre os grupos PO, (DPPG) e NH;" (PAH) nio sdo as
principais forcas envolvidas no crescimento dos filmes spray-LbL, ao contrario do que foi

encontrado para os filmes dipping-LbL de PAH/DPPG.
Filmes LbL. de DODAB/DPPG exibiu arquiteturas bastante distintas, dependendo se
os filmes foram produzidos pelo processo convencional via dipping- ou pelo método spray.
Ao combinar AFM e SERS determinou-se que as vesiculas assumiram formas de esferdides

em camadas ndo estratificadas dos filmes spray-LbL. Por outro lado, camadas estratificadas
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foram obtidas no caso dos filmes dipping-LbL. Mais uma vez, constatou-se que interagdes
eletrostaticas desempenham um papel, mas ndo sd3o a unica interagdo relevante para o
crescimento dos filmes spray-LbL aqui estudados. A natureza exata das forcas envolvidas no
crescimento dos filmes spray-LbL ainda néo é conhecida. Porém, verificou-se que as forgas
envolvidas no crescimento de filmes dipping- e spray-LbL contendo os mesmos materiais
podem ser diferentes. A importincia da arquitetura molecular também fica evidente
analisando os dados disponiveis na literatura.

Diferentes conjuntos de sensores foram aplicados com sucesso na deteccdo de
solucdes diluidas dos derivados xanténicos eosina e eritrosina. Verificou-se que a arquitetura
molecular dos filmes depositados sobre os eletrodos interdigitados de Pt desempenha um
papel importante na resposta elétrica (capacitancia vs frequéncia) e, consequentemente, sobre
as discriminagdes das concentra¢des de solugdo. A alta sensibilidade alcangada por essas
unidades sensoriais estd intimamente relacionada a mudangas na morfologia dos filmes em
funcdo da adsor¢do de moléculas de xanténico, conforme evidenciado pela técnica de micro-
Raman. Finalmente, a escolha de arquiteturas moleculares adequadas para filmes LbL que
compdem unidades sensoriais levou a um conjunto de sensores com elevada sensibilidade
para deteccdo de catecol. Concentragdes de até 107> mol/L puderam ser detectadas utilizando
uma camada de tirosinase (Tyr) no topo de filmes LbL contendo lipidios. Significativamente,
os métodos de visualizagdo - projecdes multidimensionais — puderam ser utilizados para
otimizar o desempenho das unidades sensoriais. Por meio destas, foi possivel confirmar que
um biossensor (unidade sensorial contendo Tyr) é mais eficiente do que um sensor (unidade
sensorial sem enzima) na deteccdo de catecol. A alta sensibilidade alcangada nio significa que
os conjuntos de sensores aqui apresentados sdo seletivos a catecol, e pretende-se abordar esta
questdo em trabalhos futuros com compostos semelhantes, tais como fenol, resorcinol,

hidroquinona e 4cido salicilico.
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Os filmes de Langmuir demonstraram que o derivado xanténico eritrosina apresenta
afinidade em estabelecer interagdes com a membrana lipidica, principalmente quando
formada por fosfolipidios insaturados. Interacdes eletrostaticas entre eritrosina e os grupos
polares dos fosfolipidios sdo relevantes. Porém, o menor empacotamento dos filmes formados
pelos fosfolipidios insaturados (DOPG e DOPC) permitiu uma maior inser¢do da eritrosina,
resultado de uma maior interagdo com a monocamada. De maneira complementar, os efeitos
da oxidag¢do lipidica gerados pela foto-ativacdo do xanténico foram avaliados em vesiculas
unilamelares gigantes (GUV). Os resultados mostraram que o estresse oxidativo produzido na
membrana estd relacionado a interagdes entre os oxigénios singletos e as insaturacdes das
cadeias dos fosfolipidios. O resultado dessa interacdo ¢ a criagdo de grupos hidroperoxidos,
responsaveis pelo aumento global da area superficial das vesiculas, devido as alteragdes
conformacionais impostas pela migracdo do grupo mais hifrofilico a superficie da bicamada.
Através da metodologia bio-adesiva determinou-se um aumento de area superficial relativo de
aproximadamente 18% e 14% para GUV de DOPC e POPC, respectivamente. A origem desta
diferenca foi relacionada ao numero de insaturagcdes encontradas nas cadeias dos
fosfolipidios: duas insaturagdes nas cadeias carbonicas de DOPC e apenas uma nas cadeias do
POPC. Portanto, a bicamada de DOPC totalmente hidroperoxidada possui mais grupos
hidroperéxidos da interface bicamada/agua quando comparada a bicamada de POPC.

Finalmente, a oxidagéo lipidica afeta o equilibrio do sistema ternario formado pela
mistura DOPC/DPPC/colesterol. Haja vista a composi¢do da mistura 30/40/30, inicialmente
numa fase liquida uniforme, cuja separagdo das fases liquido-ordenada e liquido-desordenada
¢ foto-ativada. As alteragdes moleculares induzidas por hidroperoxida¢do transformam o
diagrama ternario DOPC/DPPC/colesterol em um novo diagrama de fases composto pela
mistura DOPC(OOH)/DPPC/colesterol(OOH). O efeito combinado da foto-oxidacdo de

ambos, DOPC e colesterol, resultaram num deslocamento da linha limite de coexisténcia das
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fases liquido-ordenada e liquido-desordenada em direcdo a fragdes mais elevadas de DOPC.
O aumento da area molecular média por fosfolipidio gerado pela hidroperoxidagdo das
cadeias alifaticas do DOPC deve aumentar a incompatibilidade entre as diferentes fases e

induzir sua separagio.

Consideracoes finais

Esta tese de doutorado apresentou resultados a partir das atividades executadas no
periodo de mar¢o/2011 a novembro/2014 referentes ao projeto de doutorado financiado pela
Fundagdo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP processo n° 2010/17965-0.
Este projeto ¢ uma continuagdo do trabalho de mestrado, o qual foi desenvolvido por um
periodo de 24 meses (FAPESP 2008/07241-5), abordando a fabricagdo e caracterizagdo
estrutural de filmes LbL contendo multicamadas de fosfolipidios. Foi realizado, ainda, um
estagio de doutorado no exterior (BEPE 2012/01610-4) junto ao Instituto Charles Sadron da
Universidade de Strasbourg, Franca (01/06/2012 a 31/05/2013), sob a orientagdo do professor
Carlos M. Marques, no estudo de sistemas miméticos de membrana biologica baseados em
vesiculas unilamelares gigantes (GUV). Esta tese contou com a co-orientagdo do professor
Dr. Wilker Caetano da UEM/Maringa, que atua na area de biofisica molecular, e com a
colaborag@o do professor Dr. Antonio Riul Jr. da UNICAMP, especialista em sensores para

meio liquido (“lingua eletronica”).

E importante ressaltar que o conteudo apresentado no capitulo IV e os resultados do
capitulo VI relacionados a deteccdo do xanténico eosina, foram adaptados e reproduzidos de
“Aoki P H B, Volpati D, Cabrera F C, Trombini V L, Riul Jr A, Constantino C J L, Spray
Layer-by-Layer Films Based on Phospholipid Vesicles Aiming Sensing Application Via E-
Tongue System. Materials Science and Engineering: C 2012; 32(4): 862-871.Copyright

(2012)” com permissdo da Elsevier. O Conteudo apresentado no capitulo V e os resultados do
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capitulo VI relacionados a deteccdo do xanténico eritrosina, foram adaptados e reproduzidos
de “Aoki P H B, Alessio P, Volpati D, Paulovich F V, Riul A, Jr., Oliveira O N, Jr.,
Constantino C J L, On the Distinct Molecular Architectures of Dipping- and Spray-Lbl Films
Containing Lipid Vesicles. Materials Science & Engineering: C 2014, 41: 363-71. Copyright
(2014)” com permissdo da Elsevier. Os resultados do capitulo VI relacionados a fabricagdo de
biossensores para a detec¢do de catecol foram adaptados e reproduzidos de “Aoki P H B,
Alessio P, Furini L N, Constantino C J L, Neves T T A T, Paulovich F V, de Oliveira M C F,
Oliveira O N, Jr., Molecularly Designed Layer-by-Layer (Lbl) Films to Detect Catechol
Using Information Visualization Methods. Langmuir 2013; 29(24): 7542-50. Copyright
(2013)” com permissdo da American Chemical Society. O conteudo do capitulo III é uma
composicdo dos procedimentos experimentais encontrado nas trés publicagdes citadas

anteriormente, também reproduzido com as devidas permissdes.
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