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PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE VESICULAS UNILAMELARES OBTIDAS
POR SONICACAO A BANHO. Dissertagdo apresentada por Carlos Roberto Benatti a
UNESP, campus de Sdo José do Rio Preto, para a obtengdo do titulo de Mestrado em
Fisica na drea de Biofisica Molecular, 1996.

A estrutura de bicamada lipidica de membranas bioldgicas, pode ser obtida
utilizando apenas moléculas anfifilicas naturais ou sintéticas, gragas a natureza
hidrofébica e hidrofilica das mesmas. O agregado formado pela hidratagdo de anfifilicos
(idnicos ou ndo-idnicos) com duas cadeias, em geral forma vesiculas com caracteristica
que dependem do método de preparagdo. Vesiculas unilamelares pequenas (SUV) sdo

obtidas por sonicag¢do da dispersdo, e vesiculas unilamelares grandes (LUV) por injegdo

de uma solugdo orgéanica do anfifilico no solvente aquoso. Utilizamos sonicagdo a banho

para o preparo das vesiculas de Cloreto, Brometo de Dioctadecildimetilaménio (DODAX,
X = haleto), as quais, apds preparadas foram estudadas através da aplica¢do de varias
técnicas como: condutividade, viscosidade, cinética de agregacdo, equilibrio Donnan, etc.,
que puderam fornecer algumas propriedades fisico-quimicas dessas moléculas. Os estudos
das vesiculas sonicadas foram, na maioria das vezes, feitos em comparagdo com suas
solugdes ndo sonicadas.

A partir dos resultados obtidos pudemos concluir que as vesiculas formadas
pelos métodos de sonicagdo a banho e de sonda de Ti sdo indistingiiiveis em relagdo as
suas propriedades fisico-quimicas. A solugdo de DODAB quando sonicada a banho
consiste de estruturas vesiculares unilamelares pequenas e de fragmentos de bicamada
que, se adicionadas a uma solugdo eletrolitica, podem sofrer floculagdo e até mesmo
agregacdo. Antes da sonicagdo estas solugdes estdo provavelmente em estruturas de

vesiculas unilamelares grandes e quase esféricas.
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PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF UNILAMELLAR VESICLES OBTAINED
BY MEANS OF BATH SONICATION. Master’s thesis presented by Carlos Roberto
Benatti to Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus of S3o José do Rio Preto,
State of Sdo Paulo, Brazil, to obtain the Master’s Degree in Physics (area of Molecular
Biophysics), 1996.

ABSTRACT

The structure of lipidic bilayer, typical of biological membranes, can be
obtained by only utilizing natural or synthetic amphiphile molecules, thanks to their
hydrophobic and hidrophilic nature. The agregate formed by the hydratation of
amphiphiles (ionic or noionic) with two chains usually forms vesicles with charecteristics
which depend on the preparation method. Small unilamellar vesicles (SUV) are obtained
by the sonication of dispersion, and large unilamellar vesicles (LUV) by the injection of
an organic solution of amphiphile in the watery solvent. Bath sonication was used for the
preparation of vesicles os Chlotid, Bromid of Dioctadecyldimethylammonium (DODAX,

X = halite), which, after being prepared were studied through the application of several

techniques such as: conductivity, viscosity, aggregation kinetics, Donnan equilibrium,

etc., which could provide some physico-chemical properties from these molecules. The
studies of the sonicated vesicles were, most times, made in comparison with their
nonsonicated solutions.

On the basis of the results obtained ti was possibles to conclude that the
vesicles formed by the methods of bath and of Ti probe are undistinguishable in relation
to their physico-chemical properties. The solution of DODAB submitted to bath
sonication consists of small unilamellar vesicular structures and of bilayer fragments
wich, when added to an eletrolitic solution, may undergo floculation and even
aggregation. Before sonication these solutions are probably in structures of large almost

spheric unilamellar vesicles.
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I. INTRODUCAO

As células animais e vegetais sdo revestidas por uma estrutura comum, as
membranas lipoproteicas, compostas basicamente por fosfolipidios e proteinas. Essas
membranas exercem diversificadas fungdes incluindo o transporte ativo, a permeabilidade
altamente seletiva de compostos quimicos e o controle de temperatura do meio celular. A
organizagdo molecular das membranas € de fundamental importincia para a compreensédo
do papel fisiologico de sua estrutura e fungéo.

Gorter e Grendel, em 1925, demonstraram que lipidios em solugdo aquosa
organizam-se preferencialmente em estrutura de bicamadal. Posteriormente, Danielli e

Davison (1935)2 propuseram o modelo da estrutura de bicamada, o que levou Singer e

Nicolson (1972) a estabelecerem o modelo, aceito até hoje, do mosaico fluido3, no qual a

bicamada lipidica contém proteinas incorporadas.
A estrutura intrincada e fun¢des multiplas das biomembranas apresentam

uma enorme dificuldade na investigacdo da correlagdo estrutura-fungdo. Por isso, a




obtengdo em laboratério de estruturas de bicamadas fechadas (vesiculas) a partir de
fosfolipidios simplesmente constitui um marco no estudo das biomembranas. Bangham et
al.4 foram os pioneiros na obtengdo dessas “membranas sintéticas”. A partir de entdo um
nimero de métodos de preparagio de vesiculas® com diferentes tamanhos e caracteristicas
tém sido desenvolvidos, a fim de aprimora-las como sistemas-modelo das membranas
bioldgicas.

Em 1976, a obtengdo de anfifilicos a partir de sais de amdnio quaternario

com dupla cadeia de hidrocarbonetos®, nio apenas estimulou novas sinteses’ como

também possibilitou a formagdo de vesiculas a partir de substdncias com estruturas
quimicas distintas dos fosfolipidios, visando comparar com o comportamento e estrutura
das membranas biologicas. Os métodos de preparagdo de vesiculas de fosfolipidios
(comumente denominadas de lipossomos) foram utilizados com ou sem adaptagdo no
preparo das vesiculas de anfifilicos sintéticos. Os métodos mais comumente utilizados s@o
os de sonicagdo® e de injegdo cloroférmica®. Métodos como o de injegdo etanolical0 ou
de extrusdol! ndo tém sido muito utilizados na pratica; o primeiro por formar vesiculas
instaveis, € o segundo, por dificuldades de ordem préatica (em geral, a temperatura de
transi¢do do estado gel para o liquido-cristalino, T, dos anfifilicos sintéticos costuma ser
mais alta do que dos lipidios naturais, e a extrusdo deve ser feita acima dessa
temperatura). Além disso, na extrusdo, o tamanho das vesiculas nem sempre condiz com a
dimensdo dos poros das membranas de policarbonato utilizadas. As vesiculas preparadas

por sonicagdo com ponta de titdnio sdo contaminadas por residuos do metal. No método
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de sonicagdo a banho a amostra € selada, livre de contaminagdo e permite um melhor
controle de temperatura durante o processo de irradia¢do. Talvez o tempo prolongado de
sonicagdo seja o responsavel pela pouca utilizagdo desse método. Os dois métodos de
sonicagd@o (a banho e com ponta) formam vesiculas com o mesmo raio hidrodindmico (Ry
= 25nm) desde que sonicadas até a solugdo tornar-se oticamente transparentel2. Neste
trabalho utilizamos basicamente o método de sonicagdo a banho.

Investigamos solugdes de cloreto e brometo de dioctadecildimetilamonio
(DODAC e DODAB) antes e apds o processo de sonica¢do. Apesar desses sistemas serem
muito investigados, questdes importantes relacionadas & estrutura e propriedades dos
agregados supramoleculares formadas ainda permanecem sem resposta. Embora as
vesiculas de DODAX (X = halogénio) tém sido exploradas, por exemplo, como
catalisadores de reacdes quimicasl3 e encapsuladores de moléculas hidrosolaveis!4, a
formagdo das vesiculas pelo método tradicional de sonicagdo tem sido questionada.
Segundo Pansu et al.15 as ondas de ultra-som utilizadas na preparagdo das vesiculas
destroem a estrutura de bicamada fechada (vesicular) e a dispersdo consiste em cerca de
90% de fragmentos de bicamada e 10% de vesiculas. Recentemente, Feitosa et al.12
mediram o raio hidrodindmico de duas populag¢des da solugdo sonicada de DODAB que

foram atribuidas as vesiculas e fragmentos de bicamada. A outro anfifilico sintético

amplamente usado em pesquisa, Dihexadecil Fosfato (DHP), também foi atribuido a

. el s
formagdo de fragmentos pds-sonicagdo.
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I.1. Micelas versus Vesiculas

Anfifilicos (detergentes, lipidios) sdo moléculas bipolares que contém uma
regido hidrofébica (cauda apolar) e outra hidrofilica (cabega polar). A regido hidrofobica
consiste, em geral, de uma (ou mais) cadeia de hidrocarbonetos saturada ou insaturada,
simples ou ramificada, e a regido hidrofilica pode ser i6nica, zwitterionica ou dipolar.

O cardter bipolar dos anfifilicos faz com que, em presenga de 4gua, eles se
rearrangem de modo a minimizar o contato da cauda apolar com a agua (meio polar). Essa
caracteristica marcante € a principal responsavel pelo processo de agregagdo espontineo
dos anfifilicos em estruturas macromoleculares organizadas. Essa formagdo ocorre acima

de uma certa concentragdo de anfifilicos, denominada concentragdo micelar critica (cmc),

e de uma certa temperatura (ponto de Krafft ou T¢)17, abaixo da qual os anfifilicos estdo

na forma monomérica (o ponto de Krafft € a temperatura na qual a solubilidade da solugdo
¢ igual a cmc), podendo ser do tipo micelas ou bicamadas.

Na regido da emc ocorre saturagdo da interface e o excesso de anfifilico
ocupa o volume aquoso na forma de agregados supramoleculares (micelas, bicamadas
etc.). Acima da cme esse quadro persiste, porém com um numero maior de agregados no
volume aquoso, permanecendo constante (igual a cmc) a concentragdo de anfifilicos livres
em solugdo. O aumento da concentragdo de anfifilicos pode induzir mudangas na
geometria ou na estrutura dos agregados. A temperatura e a forga idnica também sdo

determinantes dessa estrutura.
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A estrutura do agregado formado depende de pardmetros moleculares do
anfifilico (volume (v) e comprimento da cadeia (/c) e a drea (a,) da regido da cabega
polar) e de varidveis intensivas (temperatura, for¢a ionica etc.). Para um dado conjunto de
pardmetros moleculares e varidveis intensivas, a estrutura do agregado é determinado pela
condi¢do de minima energia livre, bem como por fatores geométricos de acordo com

valores assumidos pelo pardmetro do anfifilico Ng = v/ag Ic, conforme os valores deste

parimetro adimensional, conheceremos a estrutura formada pelo anfifilico, ou seja:18

Ns: Estrutura:

micelas esféricas
0,5 micelas cilincricas
1 bicamadas planas
>1 micelas reversas

A figura 1 esquematiza algumas das estruturas de agregados anfifilicos mais

comuns e a figura 2 tenta dar uma nossdo tridimensional de uma vesicula.
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Fig. 1: Anfifilicos tal como surfactantes e lipidios podem associar-se em estruturas variadas em
solugdes aquosas. Acima apresentamos algumas das mais comuns e estudadas estruturas
formadas em solugdes aquosas pelos anfifilicos.

CH,CH,
X b
N+X~
N

éﬁggfa‘a GRS e%% ((IZHZ)IT (cl:HZ)“
“%oo NECOS CH, CH

COEHEED

Fig. 2: Desenho da superficie de uma vesicula com um corte inferior; em destaque,
a apresentacgdo quimica de um anfifilico de DODAX, onde X = CI- ou Br".




Assim, anfifilicos monoalquilados tendem a agregar-se na forma de micelas
e anfifilicos dialquilados em bicamadas (ou vesiculas), pois, nesse caso, o volume da
cadeia e, portanto, Ns, € cerca de duas vezes maior. Micela € a estrutura mais simples e se
forma espontaneamente na ecmc (e acima do ponto de Krafft). Ela consiste de um novelo
hidrofébico (de hidrocarbonetos), em cuja interface com a dgua residem os grupos de
cabega polar. A estrutura das vesiculas (unilamelares) € mais complexa, consiste de uma
bicamada de anfifilicos fechada com as cadeias voltadas para o interior da bicamada e as
cabegas polares em contato com a agua, separando dois compartimentos aquosos, um
interno € o outro externo. O transporte passivo de ions e encapsulamento de espécies
quimicas no interior aquoso sdo frequentemente explorados em sistemas vesiculares.

Enquanto as micelas sdo formadas espontaneamente na eme, as vesiculas,
em geral, requerem energia no processo de formagdo. Por exemplo, Brometo de
Octadeciltrimetilaménio (C18TAB), que € um surfactante homoélogo a DODAB, porém

com uma unica cadeia, agrega-se espontaneamente em micelas acima da cme = 0,35mM e

acima do ponto de Krafft (ca. 389C na auséncia de eletrc')litos)lg. Ja DODAB, acima

dessa temperatura € solivel sob agitagdo mecanica e forma grandes estruturas que sdo
quebradas por irradiagdo de ultra-som para formar vesiculas pequenas. Estima-se que a
cac de DODAB deva ser pelo menos uma década menor do que a de C{gTAB (i.é, <
35uM), sendo pois dificil de medir por técnicas convencionais. Portanto, ao contrario dos

anfifilicos formadores de micelas, uma quantidade muito pequena de DODAB em solug¢do
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aquosa migra para o volume, fazendo com que DODAB nio altere significantemente

(como C18TAB, p.ex.) a tensdo superficial da solugdo20,

I1.2. Estabilidade Coloidal e Teoria DLVO

Quando duas particulas coloidais, em movimento browniano, aproximam-se,
elas interagem entre si e com as moléculas do solvente em volta. O balango entre essas
interagdes determina a estabilidade do sistema. Consideramos aqui apenas as interagdes
do tipo estatica, especificamente as forgas eletrostiticas e de van der Waals, de acordo
com a teoria DLVO (Boris Derjaguin, Lev Landau, Evert Verwey e Theo Overbeek)21,
descrita mais adiante.

A interagdo entre as particulas pode apresentar o perfil da curva da energia
potencial de interagdo (figura 3) que determina se a associagdo entre duas particulas
coloidais de um sistema € reversivel (floculagdo) ou irreversivel (coagulagdo). No
primeiro caso, numa associag¢do rapida, o minimo primério ndo € tdo profundo quanto no
segundo caso. Na associagdo lenta, a floculagdo ocorre no minimo secundario e existe
uma barreira de potencial dada pela diferenga do maximo priméario e do minimo
secundario. Se a barreira de potencial for muito maior do que 4T (onde & € a constante de
Boltzmman e T a temperatura), entdo o minimo primdrio se torna inacessivel € o sistema é

cineticamente estavel.
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Fig. 3: Representacdo grifica da energia de interagdo entre duas particulas
esféricas carregadas de um mesmo raio segundo a teoria DLVO.

Na teoria DLVO as duas principais interagdes de longo alcance (em agua
~50A) que controlam a estabilidade do sistema coloidal sdo: as for¢as de van der Waals e
as forgas eletrostaticas se as particulas possuem excesso de carga elétrica. Para particulas
similares, as primeiras sio sempre atrativas e as tltimas repulsivas2!. Ou seja,

U(x) = UA (x)+ UR (%) (1)

A relagdo de Up (x) e UR (x) com a distdncia (x) entre as particulas
depende, entre outras coisas, da geometria das particulas. Uma expressdo semi-
quantitativa para o potencial de interagdo entre duas esferas idénticas de raio R, para x <<

R, é:22

U(x) = mR[-(4j/127X) + (64kTCol 42 /x2)exp(-kx)] )

sendo I'g = tanh(ze¢o/44T), x € a constante de Debye, Cq a concentragdo de eletrélitos no

“bulk” (cujo o potencial elétrico € nulo), k£ € a constante de Boltzmann, T € a temperatura

absoluta, e € a carga do proton, z € a valéncia do contra-ion, e Ay ¢ a constante de




Hamaker. A constante de Hamaker depende da geometria e composi¢do quimica da
molécula.
A partir dessa equacdo obtém-se uma expressdo que relaciona o potencial de

superficie da particula (¢o) a concentragdo eletrolitica minima, ou concentragdo de

coagulagdo critica (ccc) necessdria para a particula alcancar a barreira de potencial22,

fazendo Xy = 1/x na eq. 2 e resolvendo para Cg:

cce = 1x103[(Deo)3(kT)3/z0e0 A2 T o4 3)
onde D é a constante dielétrica do meio e g € a permissividade do vacuo. A unidade de
todas as grandezas nessa equagdo estdo no Sistema Internacional (S.1.) e, portanto, a ccc é
dada em moléculas por m3. Observamos (Eq.3) que a ccc depende fortemente da carga do
contra-ion (regra de Schulze-Hardy).

No processo de agregagdo rapida, no qual a barreira de potencial inexiste, a
taxa de coagulagdo que envolve a associagdo bimolecular entre duas particulas coloidais
idénticas para formar um dimero, € descrita pela equagio

d[P,)/dt = -k[P,]2 4)
onde P, é o nimero de particulas e a constante de velocidade de associa¢do (kr) € dada
por:22

ke = 4kT/31 (%)
mostrando que kr depende apenas da viscosidade do solvente (1), e ndo do tamanho da

particula. Quando a barreira de potencial é consideravelmente maior do que kT
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(associagdo lenta), a constante de velocidade de coagulagdo lenta, kg, torna-se menor por
um fator W, ou seja,

W = kelks (6)
onde W = 2R fr-2exp(U/kT)dr 7
(a integral vai de 2R a ) denomina-se fator de estabilidade. Na teoria DLVO, a Eq.7
deve ser resolvida numericamente. Verwey e Overbeek, no entanto, desenvolveram uma

expressdo aproximada para W que permite comparar diretamente com dados

expcrimentais:2 1

W = (n0,3/4np)exp(Upax/kT) (8)
onde p = -(82V/0%2)max kT.

Reerink e Overbeek23 mostraram que existe uma relagdo linear entre logi e
logCs, a 25 OC em 4gua, onde Cg € a concentragdo de eletrdlitos:

dlog/dlogCg = -2,15x107RT 5 2/z2 )

Em muitos casos, a taxa de coagulacdo € avaliada usando a variacdo
temporal da turbidez (Aj ), medida num certo comprimento de onda A; entdo a taxa inicial
de variagdo temporal da turbidez, Vy = (dAj)/dt),, € inversamente proporcional a W e
diretamente proporcional 4 concentragio de anfifilicos (C,).23 Desse modo, a medida de
Vo em fungdo da concentragdo de eletrolitos adicionado (Cg) permite obter o potencial de
superficie (¢o) das particulas em solugdo. Para Cg > cce, W ndo varia com Cg € a ccc

pode, assim, ser determinada a partir da curva de logh vs. logCs.
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Esse método empirico de determinar a cce e ¢ de sistemas coloidais tem
sido aplicado satisfatoriamente para dispersdes de vesiculas (DODAC e DHP)24.25 ¢ de
lipossomos26. Além desses, outros parimetros tém sido obtidos a partir da curva da
turbidez vs. tempo. A relagdo Ag(1/Ag - 1/Af), onde Ay e Af sdo, respectivamente, a
turbidez inicial e final apos a adi¢do do eletrdlito, esta relacionada & intensidade da

floculagdo ou da contragdo das vesiculas devido ao choque osmético aplicado27.

I.3.Equilibrio de Donnan Aplicado as Vesiculas de DODAB

O fenémeno de equilibrio de dialise pode ser utilizado na medida direta da
ligagdo de ions a uma macromolécula, ou do grau de dissociagdo da macromolécula, ao

contrario de outras técnicas que permitem obter esses parametros indiretamente, por

exemplo, via eletroforese de fluxo livre.27 O principio termodinidmico fundamental que

governa as particulas difusiveis através da membrana, estabelece que o potencial quimico
dessas particulas seja o0 mesmo em ambos os lados da membrana. A presenca de
macromoléculas (particulas ndo difusiveis) em um dos lados da membrana permite obter o
numero de particulas a ela ligada, utilizando o principio acima que em outras palavras, diz
que a concentragdo de particulas difusiveis livres nos dois lados da membrana € a
mesma.28 O potencial quimico da particula difusivel é dado pela equagio,

p=uno (T,P) + RT Ina, (10)
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onde pO € o potencial quimico padrdo, a € a atividade, R a constante dos gases ¢ T a
temperatura absoluta. Assumimos que o coeficiente de atividade € unitério e, portanto, a =
C, onde C € a concentragdo molar.

Quando as particulas difusiveis sdo ions, na presen¢a ou auséncia de macro-
ions (ndo-difusiveis), tem origem uma diferenga de potencial entre as regides separadas
pela membrana. Este potencial, o potencial de Donnan (W), depende da razdo entre os
ions livres difusiveis nos dois compartimentos. O nimero total de ions dialisados menos o
numero de ions no compartimento livre de macromoléculas, medido apds o equilibrio,
possibilita medir o nimero de ions ligados, a partir do qual se pode obter o grau de
ionizagdo (PB) ou de dissociag¢do (o) da macromolécula. O potencial de Donnan pode ser
medido utilizando eletrodos apropriados, ou estimados a partir da razdo entre os ions
difusiveis nos dois lados da membrana (razdo de Donnan, r).

O potencial quimico do NaCl é dado por:

MNaCl = HNa" * HCI" = HONaCl * RT In [NaCl]

=HONa" +HOCI™ + RT In ([Na*][CI]) (11)
que deve ser o mesmo nos dois lados da membrana (lado 1 e lado 2), de onde concluimos
que [Nat]j/[Nat]y = [CI"]/[CI"]; = rD , onde rp € a razdo de Donnan. Havendo a

presenga da macromolécula carregada M, esta razdo pode desviar significantemente de 1,

este desvio é uma conseqiiéncia da condi¢do de eletroneutralidade.28 As equagdes que

relacionam a rp) com o potencial ¥, sdo,
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. 23 A ¥
rD ‘2[N0+]2 . (12)

onde z é a valéncia da macromolécula e X a concentragdo de anfifilicos em contato com a

solugdo (= 50% da concentragdo total), e

RT |
D= Z-FJ.IMD

onde F ¢ a constante de Faraday29.

Para a aplicagdo destas equagdes ao sistema de vesiculas sintéticas
assumiremos que o compartimento interno das vesicula apresenta um potencial nulo.
Através do potencial Donnan, pode ser estimado o grau de dissociagdo da superficie externa
das vesiculas, a. Outras técnicas para medir-se o podem ser através da obtengdo do niimero
de cargas g na camada de Stern, por espalhamento de 1uz30,31 ou por eletroforese32, entre

outras técnicas.

I.4. Objetivos

Para tais estudos usamos basicamente vesiculas unilamelares de Brometo de
Dioctadecildimetilamonio, preparadas em sonicagdo a banho. A formagdo destas vesiculas
ainda causa contradi¢des na teoria. Ainda que Pansu et al.13, utilizando encapsulamento de

sondas no interior aquoso de vesiculas de DODAC, concluiram que das moléculas de
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DODAC em solugdo, apenas 10% estdo organizadas em estrutura de vesiculas esféricas, € o
resto (90%) na forma de fragmentos de bicamadas (ou estruturas abertas). A porcentagem
exata dessas estruturas (abertas ou fechadas), depende do tipo de sonicagdo (com sonda no

caso). Pansu afirma que quanto maior o tempo de sonicag¢@o, mais oticamente transparente é

a amostra e menor ¢ a fragdo de vesiculas!3.

Comparamos algumas propriedades fisicas, tais como viscosidade,
condutividade, turbidez e absortividade de solugdes de DODAB antes e apds o processo
de sonicagdo a banho, com o objetivo de estabelecer melhor as propriedades dos
agregados, bem como o efeito da sonicagdo nessas estruturas, as quais sdo atribuidas
estruturas lamelares e vesiculares, respectivamente, antes € apds a sonicagdo. Em seguida,
utilizamos duas técnicas distintas que permitem estimar o grau de dissociagdo e o
potencial de superficie das vesiculas: cinética de agregacdo e equilibrio de dialise. No
primeiro caso obtivemos a concentragdo critica de coagulagdo (ccc) a partir da taxa de
varia¢do temporal da turbidez, e entdo o potencial de superficie foi estimado. No outro
caso, o grau de dissociagdo das vesiculas foi obtido a partir do equilibrio de dialise e
equilibrio de Donnan da amostra vesicular contra uma dada solugdo eletrolitica. Através
da dialise da solug@o sonicada detectamos apenas uma pequena concentragdo de fragmentos
de vesiculas, mas pelos dados obtidos até entdo, esta concentragdo ainda € baixa, refor¢ando
a hipoétese da formagdo de vesiculas. O que desejamos neste trabalho € apresentarmos as
principais propriedades das vesiculas formadas pelo método de sonicagdo a banho e a

diferenciagdo com o sistema de dispersdo ndo sonicada.
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II. MATERIAIS E METODOS

Brometo de Dioctadecildimetilaménio (DODAB) (Kodak), foi utilizado
como adquirido. Ap6s diluirmos o anfifilico, sob agitagdo mecanica constante (tipo
vortex), no solvente aquoso a temperatura de ca. 589C, a dispersdo foi exposta a ondas de
ultra-som num sonicador tipo banho (Microsonic, mod. SX-10). Durante o processo de
sonicagdo, a temperatura do banho foi mantida acima da T; do anfifilico, i.é, a 55°C.
Apés a sonicagdo, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente na qual era estocada. A
figura 4 esquematiza o sistema utilizado no processo de sonicagdo da dispersdo.
Utilizamos agua ultra pura tipo Mili-Q. Os solutos i6nicos e ndo-idnicos foram utilizados

como fornecido pelo fabricante (Merck). As medidas de turbidez foram realizadas num

espectrofotdmetro tipo Cary-1E, e em cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 0,99cm.

A concentragdo de anfifilicos foi obtida através da dosagem do contra-ion,

via método de Schales e Schales33.
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A seguir descrevemos os métodos e técnicas utilizados na obtengdo de

algumas propriedades das dispersdes de DODAB.

dispersao
___ anfifilica

sonicador
a banho

Fig. 4: Esquema ilustrativo de sonicagdo a banho

IL.1. Absortividade (g)

Utilizamos um procedimento padrdo na medida de € em fungdo do tempo de
sonicagdo, no qual o volume (5ml) e a concentragdo (SmM) da amostra foram mantidos
constantes. A turbidez (220 e 350nm) foi medida, para diferentes concentra¢des de
DODAB, a partir da maior concentrag¢do (1mM) por dilui¢do da amostra.

Pela lei de Beer-Lambert, temos

log (//15)=-eCy! (14)

onde /, ¢ a intensidade de luz incidente, / € a intensidade de luz transmitida, / € o caminho

Otico da amostra, C, € a concentragdo molar de anfifilicos, e € € a absortividade,34 de

onde obtemos € do coeficiente angular da curva da turbidez vs. concentragdo de

anfifilicos.
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I1.2. Viscosidade (1)

Utilizamos um viscosimetro tipo capilar de Ostwald, imerso em banho
termostatizavel (25°C), e medimos o tempo de escoamento de um dado volume (fixo) de
solugdo e do solvente puro. Para solu¢des diluidas, a viscosidade () € dada pela razdo #/¢,
entre o tempo de escoamento da solug@o e do solvente. A viscosidade intrinseca depende
da concentragdo de particulas (anfifilicos) de acordo com a equacdo:

n=no(l +M]Ca+..) (15)
onde [1] € a viscosidade intrinseca, e ng € a viscosidade do solvente puro. Outro termo
para a viscosidade, pode ser a viscosidade relativa (1) dada pela equagdo:

Nr="s/ Mo (16)
onde ng € a viscosidade do soluto. Para nossos dados, n; foi obtida através do tempo de
escoamento (t) pelo capilar, sendo 1, = t/ty. Se subtrairmos a unidade desta equagdo,
obteremos a viscosidade especifica, que é uma medida da variagdo fracionaria e

viscosidade produzida pela adigdo do soluto:

Nesp="r-1=(Ms-"M0)/ Mo

I1.3. Condutividade Molar (A)

As medidas de condutividade foram realizadas num condutivimetro da

Micronal, mod. B330. A condutividade molar é definida como sendo a condutividade da
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solugdo menos a do solvente por unidade de concentragdo molar, A = (o - 6,)/C. Neste
estudo limitamo-nos a uma analise qualitativa do efeito da concentra¢do na condutividade
do sistema DODAB/4gua, antes e apds a sonicagdo, ¢ obter a condutividade equivalente
em diluigdo infinita (AQ), para a concentragdo tendendo a zero. A extrapolagdo da
condutividade equivalente para dilui¢do infinita pode ser medida com a ajuda da equagéo
.35
A=(0-09)/Ceq =A%+ HCeq) (18)

onde o ¢ a condutividade eletrolitica da solugdo, o, ¢ a condutividade eletrolitica do
solvente, Ceq € a concentragdo equivalente. A fungdo #Ceq) representa o efeito de

interagdo interidnica na condutividade. Desta equagdo, obtemos a equagao:

=00+ A%Ceq + Ceq#(Ceq) (19)

e AC pode ser determinado pela inclinagdo do grafico de o por Cegq.

Essa técnica, no entanto, pode ser utilizada na determinagdo do grau de

dissociagdo das vesiculas. Esta tarefa deve ficar para um trabalho posterior.

IL.4. Cinética de Agregacdo de Vesiculas

Medimos a turbidez (400nm) em fungdo do tempo imediatamente apos
adicionarmos ao sistema DODAB/4gua uma certa quantidade de eletrdlitos, de onde
obtivemos o valor da taxa inicial de variagdo temporal da turbidez, entre outros

parametros (vide Introdug¢do). Para uma dada concentragdo final de anfifilicos e
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eletrdlitos, a adigdo de sal ao sistema DODAB/agua foi efetuado de duas maneiras: (a)
adi¢do de aliquota de solugdo eletrolitica, e (b) adi¢do de aliquota da dispersdo na solugdo
eletrolitica. Observamos que, nos dois casos, a cinética de agregagdo difere. Optamos pela
alternativa (b), pois neste caso, as vesiculas tém menor possibilidade de rompimento. As
curvas de cinética foram obtidas para um valor de concentragdo de DODAB, de onde

obtivemos valores da ccc e estimamos o potencial de superficie das vesiculas.

IV.S5. Equilibrio de Dialise

Para o experimento de dialise, preparamos uma solugdo estoque de vesiculas
(10mM,10ml), que ficou em repouso por 18 horas em média. A didlise foi feita numa
cdmera giratéria de volume total aproximadamente 10 ml, dividida a0 meio por uma
membrana de dialise (“cut-off” = 3,5k), Fig. 5. Em cada lado da camera colocamos 2,5 ml
de dispersdo vesicular (lado 1) e solugdo salina (NaCl, lado 2). A concentragdo de
anfifilicos foi fixada em 10 mM. O sistema foi posto em movimento rotatério para agitar a
amostra por 5 horas no minimo; tempo suficiente para o sistema atingir o equilibrio. A

titulagdo dos dnions e cétios foram feitas, respectivamente, pelo método de Schales e

Schales28 e por fotometria de chama (mod.B262). Todas as medidas foram realizadas a

temperatura ambiente (cerca de 259C).
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-3 membrana
ladu 2 motor

Fig. 5: Desenho ilustrativo da cdmera cilindrica utilizada para o Equilibrio de Dilise.
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III. RESULTADOS E DISCUSSAO

IIL.1. Caracterizacio e Formacio de Vesiculas

Neste trabalho referimos-nos as solugdes heterogéneas sonicada e ndo-
sonicada, cujos agregados tém, respectivamente, estrutura do tipo vesicular, ou bicamada
unilamelar fechada.

Apesar das vesiculas em geral serem muito exploradas como sistema
mimético, algumas de suas propriedades bésicas ainda sdo pouco conhecidas.
Apresentamos resultados de medidas de algumas propriedades das vesiculas de DODAX
preparadas por sonicagdo a banho na presenca de diferentes solutos ionicos e ndo-idnicos.

O conhecimento destas propriedades € de grande importdncia para quaisquer estudos de

aplicagdo das vesiculas, p. ex. como sistema-modelo de membrana biologica.

O tempo ideal de sonicagdo da solugdo foi obtido através da medida da

turbidez em fungdo do tempo de exposi¢do as ondas de ultra-som da solugdo de DODAX.

22
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Em intervalos de 10 a 15 minutos de sonicagdo retiramos aliquotas da amostra para as
medidas de turbidez (220nm) de modo a nao alterar significativamente o volume total. A
turbidez diminui assintoticamente com o tempo de sonicagdo até um patamar a cerca de
60 minutos (figura 6). Padronizamos entdo o tempo de 90 minutos de sonicagdo, apds o

qual a solugdo € oticamente transparente. Um tempo dessa ordem foi obtido por medida

de espalhamento de luz.36 O tipo de anfifilico,37 a poténcia do ultra-som, a temperatura

de sonicagdo ou mesmo a geometria do frasco influenciam no tempo de sonicagdo a
banho. Cerca de 15 minutos apenas sdo necessarios para obter vesiculas sonicadas com
sonda.38 A variagdo assintética da turbidez na figura 6 sugere que nenhuma variagdo
abrupta de estrutura ocorre durante o processo de sonicagdo e a estrutura nas solugdes

sonicada e ndo-sonicada diferem apenas no tamanho e geometria.

Fig. 6: Variagdo da turbidez com o tempo de sonicagdo das solugdes
de DODAC (C) e DODAB (o) em agua.
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O espalhamento de luz da dispersio de DODAX sonicada a banho tem o
aspecto caracteristico mostrado na figura 7a para diferentes concentragdes do surfactante.
Na figura 7b vemos que para uma dada concentragdo de DODAB, a turbidez aumenta

linearmente com A-4, numa certa faixa de comprimento de onda; comportamento este,

tipico de espalhamento de luz por particulas pequenas em solugdo (espalhamento

Rayleigh).

Fig.7: (a) Espalhamento de luz da solugio sonicada 0,3; 0,5; 0,8 e 1,0mM
de DODAB, de baixo para cima.




1.00E-010 2.00E-010 3.00E-010

x* (m)
(b)

Fig.7: (b) Variagio da turbidez com A-4 da solugio sonicada de DODAB 1,0mM.

Obtivemos a absortividade (¢) para um dado comprimento de onda da
radiacdo incidente (220 e 350nm) a partir do coeficiente angular da curva de absorbancia
vs. concentragdo (£ 1mM) da dispersdo de DODAB ap6s diferentes tempos de sonicagdo,

sendo € uma medida da curva de espalhamento corrigida pela concentragdo. A figura 8a

ilustra a dependéncia linear da turbidez (num dado A) com a concentragdo de DODAB nas

solugdes sonicada e ndo-sonicada. Independentemente de A, € diminui assintoticamente
com o aumento do tempo de sonicagdo (figura 8b e 8c). A variagdo de € com o tempo de

sonica¢do se deve ao rearranjo dos anfifilicos em diferentes estruturas sob efeito das




ondas de ultra-som, sendo que nenhuma variagdo ou transi¢do brusca de uma estrutura

para outra € verificada, conforme ja observado pelas medidas da turbidez (figura 6).39

G M

(a)
Fig. 8: Efeito da concentragdo de DODAB na turbidez (220nm)
das solugdes sonicada e ndo sonicada (a).

Fig. 8: Absortividade em fungio do tempo de sonicagdo da dispersdo
de DODAB, para A=220 (b)
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(c)

Fig. 8: Absortividade em fungdo do tempo de sonicagdo da dispersio
de DODAB, para A= 350nm (c).

Medidas de turbidez e da absortividade sozinhas ndo fornecem detalhes da
estrutura das vesiculas; a fim de comenta-las medimos a viscosidade e a condutividade da
solugdo antes e apos 90 minutos de sonicagdo.

Para pequenas concentragdes de DODAB o tempo de escoamento da solugdo
através do tubo capilar do viscosimetro aumenta linearmente com a concentragdo (figura
9). A solugdo ndo-sonicada tem coeficiente angular (viscosidade especifica) muito maior
do que as sonicadas (cerca de 21 vezes), refletindo a diferenga estrutural, ou seja, grandes
agregados quase esféricos nas solugdes ndo-sonicadas e pequenos agregados esféricos nas

sonicadas. A viscosidade relativa da solu¢do de DODAB € claramente dependente do

processo de sonicagdo (figura 10). A diferenga na viscosidade antes e apds a sonicagdo
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também sugere que os agregados nessas solugdes tém estruturas diferenciadas em
tamanho e geometria. A viscosidade especifica obtida da inclinagdo da curva média
(Eq.15) difere bastante de uma solugdo para outra (figura 11). A estrutura das vesiculas

nas solugdes sonicada e ndo-sonicada € provavelmente de bicamada unilamelar diferindo

apenas no tamanho e geometria, pois a transi¢do da estrutura grande para a pequena (no

processo de sonicagdo) ocorre de maneira suave conforme sugere nossos resultados.

3 4
G, (mgmi)

Fig. 9: Variagio temporal do escoamento hidrodindmico das
solugdes de DODAB sonicadas e ndo-sonicadas.
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1 1
3 4

G (mgim)

Fig. 10: Efeito da concentragdo de DODAB na viscosidade relativa
da solugdo antes () e apds sonicagdo (0).

Fig. 11: Viscosidade especifica por unidade de concentragdo das solugdes sonicada (a)
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(b)

Fig. 11: e ndo-sonicada (b) em fungio da concentragio de DODAB.

O efeito da concentragdo de DODAB na condutividade (o) da solugdo antes
e ap6s a sonicagdo € mostrado nas figuras 12 e 13, onde vemos dois comportamentos. Em
pequenas concentragdes (< 1,0mM), o varia ndo-linearmente (figura 12) e em
concentragdes maiores ¢ tem um comportamento linear (figura 13). Em geral, para uma
dada concentragdo de DODAB, a condutividade da solug@o sonicada é maior do que da
ndo-sonicada € a diferenca aumenta com o aumento da concentragdo (figura 13),
refletindo novamente a diferenga estrutural dos agregados nas duas solugdes. Quando a
concentragdo de DODAB tende a zero, os valores da condutividade tendem ao valor limite
da 4gua pura (1,0uS). O coeficiente angular da por¢do linear € 2,4 vezes maior para a

solugdo sonicada, sugerindo que os agregados da solugdo ndo-sonicada tenha grau de

30




dissociagdo (o) menor do que a estrutura (vesicular) na solug@o sonicada. Estes resultados

também sugerem que a estrutura dos agregados “gigantes” presentes na solugdo ndo-

sonicada seja de bicamada fechada do tipo vesicular, pois o grau de dissociagdo das

vesiculas diminui em geral com o aumento do tamanho das mesmas490.

Fig. 12: Efeito da concentragdo de DODAB na condutividade da solugdo nio-sonicada ()
e sonicada (0), para a regido de concentragio do anfifilico de 0 a ImM.
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sonicadss A =9,01
1 [fsonic. A°=3,73

G (M

Fig. 13: Efeito da concentragdo de DODAB na condutividade da solu¢@o ndo-sonicada ()
e sonicada (0), para a regido de concentragdo do anfifilico de 1 a 10mM.
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III.2. Choque Osmético e Cinética de Agregacio em Sistemas

Vesiculares

A resposta das vesiculas a um gradiente de concentragdo de eletrdlitos se da
de duas maneiras: pela ocorréncia de agregagdo devido as forgas intervesiculares e pela
resposta osmotica devido as forgas intravesiculares. Infelizmente ndo é facil distinguir
qual desses efeitos € o principal responséavel pela curva de cinética de agregagdo. As
vesiculas sdo importantes sistemas para investigar propriedades osmoéticas devido a
capacidade de compartimentalizar solutos no volume aquoso interno. Utilizamos solutos
i6nicos (NaCl, NaBr, etc.) e ndo-idnicos (uréia e D-glicose) para monitorar a resposta
osmoética e cinética de agregag¢do de vesiculas unilamelares de DODAB através de
medidas de turbidez (absorbéncia derivada de espalhamento de luz) em fung¢do do tempo
p6s-choque osmético. Ao contrério de solutos i6nicos, a adi¢do de solutos ndo-iénicos nio

altera no tempo o valor da turbidez da dispersdo sonicada. Essas vesiculas, a exemplo das

sonicadas com sonda de Ti,39 ndo respondem ao gradiente osmético de solutos ndo-

idnicos (figural4a). Alternativamente, apenas solutos idnicos induzem agregacdo
(floculagdo, coagulagio ou fusdo) de vesiculas sonicadas.

Solugdes de DODAB preparadas por evaporagdo do cloroférmio respondem
tanto a solutos iénicos como a ndo-idnicos, € comportam-se como osmémetros ideais.39
Neste trabalho, mostramos que solu¢des ndo-sonicadas de DODAB tém comportamento

osmotico semelhante as cloroférmicas (figura 14b), mas sdo oticamente transparentes

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespmll 12 43 14 15 16 14 18



somente as concentragdes muito pequenas de surfactante (< 0,1mM). Esses dois tipos de

solu¢do tém também em comum o tamanho “gigante” das estruturas de vesiculas
unilamelares.

A cinética de agregagdo, geralmente medida pela variagdo temporal da
turbidez da amostra, fornece algumas informagdes do comportamento osmotico e
agregacdo das vesiculas. O fato das vesiculas sonicadas ndo se comportarem como
osmometros ideais tem sido atribuido ao pequeno volume de seu compartimento aquoso
interno, e nesse caso, a variagdo temporal da turbidez se dever a agregag¢do das vesiculas.
Assim, solutos ionicos, ao contrario de solutos ndo-idnicos, desestabilizam as vesiculas
sonicadas. Porém, uma quantidade minima de eletrdlitos € necessaria para induzir
agregacdo; essa quantidade depende do tipo de contra-ion (mas pouco ou nada do co-ion),
da concentragdo de anfifilicos e, provavelmente, da temperatura. Na figura 14a vemos um
efeito diferenciado de Br- ¢ Cl, mas ndo do co-ion, na cinética de agregacdo das
dispersdes sonicadas de DODAB. Na dispersdo ndo-sonicada tanto o co-ion como o soluto

ndo-idnico induzem reagdo ou interagdo no sistema (figura 14b).
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Fig. 14: Variagdo temporal da turbidez das amostras de solugdes de DODAB
sonicadas (1,04mM) (a) e ndo-sonicadas (1,09mM).
(b) apos adigdo em solugdo 100mM dos solutos mencionados.
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O choque osmotico as vesiculas pode ser aplicado pela adi¢do de solugdo
concentrada do soluto a solugdo vesicular, ou, alternativamente, pela adigdo da solugdo
vesicular a solugdo do soluto. Testamos as duas alternativas e os resultados ndo diferem
muito entre si. Optamos pela segunda alternativa por achar que as vesiculas ficam menos
sujeitas a ruptura ou destrui¢do, pois o choque osmoético acontece de maneira mais
homogénea. Adicionamos solug¢des sonicadas e ndo-sonicadas de DODAB 0,21 e
0,22mM, respectivamente, preparadas em agua, em solu¢do de NaCl 67, 96, 140, 182 ¢
300mM e monitoramos a variag¢do temporal da turbidez (400nm) (figura 15a). Para a
solugdo sonicada, a taxa inicial de variagdo da turbidez (¥,), assim como o valor da
turbidez logo apds o choque osmético (4p), aumenta com a concentragdo de eletrolitos.
Apoés ca. 5 minutos do choque osmético para concentragdes eletroliticas acima de ca.
90mM, a turbidez tende a um patamar provavelmente devido ao processo de agregagdo e
re-estabilizagdo do sistema. Abaixo de 50mM de eletrolitos, a variagdo temporal da
turbidez € desprezivel. Para as solugdes ndo-sonicadas, o valor de 4y ¢ sempre menor do
que o valor da turbidez antes do choque osmético (4;), e a diferenga A4 = 4, - 4 depende
do tipo e quantidade de soluto. Mais uma vez verificamos aqui um comportamento

diferenciado das solugdes sonicada e ndo-sonicada e alguma semelhanga no

comportamento das solugdes ndo-sonicada e preparada por evaporagdo cloroférmica.
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(b)
Fig. 15: Variagdo temporal da turbidez das amostras de solugdes de DODAB
sonicadas (0,21mM) (a) e ndo-sonicadas (0,22mM) (b), apos adigdo
em solugdo de NaCl nas concentragdes citadas.
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As tabelas 1 e 2 mostram alguns pardmetros obtidos da variagdo temporal da

turbidez, como a intensidade de contragdo (“extent of shrinkage”)4l 1.C. =

Ag/APx100, e o pardmetro A4 = Ay - Aj. Para todos os solutos, A4 da solugdo ndo-
sonicada € negativo (tabela 1), em analogia as solu¢des de DODAC preparadas por
vaporizagdo cloroférmica (resultado ndo mostrado). Para solutos i6nicos I.C. diminui com
a concentragdo de NaCl para a solugd@o sonicada (tabela 2). O tempo de 29h foi observado

como um tempo suficiente para que Aftenha atingido um equilibrio.

Tab. 1: Turbidez (A = 400nm) das solugdes sonicadas e ndo-sonicadas de DODAB antes e apds

adicio a diferentes solutos. Af foi medido apés Imin. da adigdo. A concentragdo
das dispersdes de DODAB € de 0,21mM e dos solutos ¢ de 100mM.

Amostra Soluto A; A, A¢ I.C. A, - A

Sonicada
NaCl
NaBr
CaClp
uréia
D-glicose
Nao-sonicada
NaCl
NaBr
CaClp
uréia

D-glicose




Tab. 2: Valores da turbidez imediatamente (Ag) e 2%h apés (Af) a adi¢do da solugdo sonicada
de DODAB (0,22mM) em solugdes de NaCl (mM) a varias concentragdes.

[NaCl] | A A, A I.C. | A,-A,
067 0,037 | 0,0456 | 0,1031 | 925,70 | 0,0086
096 0,035 | 0,0546 | 0,1165 | 811,50 | 0,0196
182 0,038 | 0,0843 | 0,1363 | 671,82 | 0,0463
300 0,036 | 0,0957 | 0,1937 | 466,86 | 0,0597

A tabela 3 ilustra o efeito da adicdo de pequena quantidade de diferentes

eletrolitos na turbidez. NaCl e KCl apresentam valores de A4 praticamente nulos. Valores

maiores de A4 foram obtidos com NaBr e KBr, enquanto que apenas 2mM de KI sdo
necessarios para destruir as vesiculas. Para NaCl e KCl causar variagdo significativa na
turbidez sdo necessarias concentragdes acima de SOmM. O efeito da for¢a i6nica em A4
cresce com a seqiiéncia Cl- < Br- < I~ para os contra-ions, e Na < K para os co-ions,

embora o co-ion tenha efeito minimo na cinética de agregagdo (tabela 3).




Tab. 3: Valores de turbidez de solugdes de DODAB antes e imediatamente
apos a adigdo de diferentes eletrdlitos.

Sal [Sal/mM | A, A,
NaBr 7,44 0,489
3,49 0,202
0,99 0,125
7,44 0,563
3,49 0,340
0,99 0,160
0,50
<10
<10

A figura 16 mostra que a intensidade de contragdo das vesiculas de DODAB
sonicadas a banho ndo € fungdo linear do gradiente de concentragio de NaCl, ndo
obedecendo, portanto, a lei de Boyle-Van’t Hoff 4! Assim, as vesiculas sonicadas a
banho, a exemplo das sonicadas com sonda, ndo comportam-se como osmOmetro ideal,

sugerindo que a estrutura das vesiculas obtidas pelos dois métodos de sonicagdo € a

mesma. O raio hidrodindmico dessas vesiculas também é da mesma ordem de grandeza.l2




8 D
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Fig.16: Intensidade de contragdo das vesiculas de DODAB preparadas em
agua em fung¢do do inverso do gradiente de concentragdo de NaCl.

Quando adicionamos solug@o sonicada de DODAX em solugdo eletrolitica, a
partir de uma determinada concentragdo de eletrolitos (cec) ocorre coagulagdo. Obtivemos
a concentragdo critica de coagulagdo (ccc), ou menor concentragdo eletrolitica que
provoca a coagulacdo de vesiculas de DODAB preparadas em diferentes solutos idnicos e

ndo-ionicos (D-glicose, uréia, NaCl e CaCly) através do grafico de logV,, vs. logCs, onde

Vo € a taxa inicial de variagdo temporal da turbidez e Cg € a concentragdo de eletrolitos.

As figuras 17-21 ilustram alguns desses graficos. Investigamos o efeito da concentragdo
de DODAB na ccc e, utilizando dois métodos diferentes (Egs. 3 e 9), estimamos o

potencial de superficie (ou potencial de Stern) das vesiculas. Os dois métodos baseiam-se
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na teoria DLVO, mas levam ao valor do potencial de superficie a partir de diferentes
parametros experimentais extraidos das figuras 17 a 21.

Na presenca e auséncia de pequena quantidade de soluto i6nico e ndo-idnico
(ImM), notamos um pequeno efeito da concentragdo de DODAB na cce da solugdo
sonicada (tabela 4); em geral ha uma tendéncia da ccc diminuir com o aumento da
concentragdo de DODAB. Esse resultado ¢ esperado uma vez que o aumento da
concentragdo de DODAB implica no aumenta do nimero de vesiculas, diminuindo,

portanto, a distancia média entre elas e aumentando a probabilidade de choque. A figura

22 ilustra essa tendéncia para a dispersdo em 4gua pura, uréia, D-glicose, NaCl e CaCly.

Na presenga de solutos i6nicos € ndo-ionicos (1,0mM), os valores da ccc oscilam em torno
da curva média para as vesiculas em 4gua pura (figura 22), de modo que dentro do erro
experimental, a cec depende pouco do soluto. No caso do soluto idnico (especialmente
CaClp), provavelmente a variagdo no tamanho das vesiculas influencia o valor da ccc,
pois, devido ao efeito da blindagem eletrostética, esperariamos uma diminui¢do na ccc;
essa diminuigdo €, no entanto, observada para NaCl (figura 22). Solutos ndo-i6nicos ndo
alteram o tamanho das vesiculas e causam pouco efeito na ccc. Para concentragdo de
vesiculas abaixo de 0,1mM e acima de 1,5mM néo foi possivel determinar ¥, e portanto
a ccc, devido ao comportamento desordenado das curvas. Em todos os casos analisados, a
velocidade inicial de floculagdo (V,) aumenta com a concentragdio de DODAB. O

aumento de V), significa uma queda no fator de estabilidade (W o 1/¥). Abaixo do valor




da ccc, ¥ aumenta consideravelmente, enquanto que acima da cce ¥V, é essencialmente
constante (tabela 4).

Obtivemos o potencial de superficie das vesiculas utilizando as duas
aproximagdes a teoria DLVO, descritas pelas Egs.3 e 9. O potencial de superficie, € a ccc,
em geral diminuem com a concentragdo de anfifilico (tabela 4), resultado esperado de

acordo com a teoria de Poisson-Boltzmann para vesiculas esféricas carregadas em solugdo

eletrolitica®2, e por medidas do potencial zeta.40 O aumento de C, implica na diminuig¢do

do volume aquoso externo disponivel para os contra-ions se acomodarem, tendendo a
migrar para a superficie carregada e blindar o potencial eletrostatico na regiio42. Com
base nesta teoria propomos o método utilizado pela (Eq.3), dado que uma anélise mais
cuidadosa do valor do potencial de superficie obtido pelo método (Eq.9) mostra alguma
inconsisténcia na aplicagdo do mesmo. Enquanto no primeiro método (Eq.3) o potencial
de superficie (¢p) diminui com o aumento da concentragdo de DODAB, no segundo
método (Eq.9) ¢o aumenta. Em ambos os casos ¢ tende a diminuir na presenga de
eletrélitos suporte, porém essa diminui¢do ¢ bem menor do que a prevista pela teoria de
Poisson-Boltzmann.42 Nos dois casos ¢y ¢ sub-estimado, e é aproximadamente duas
vezes maior quando obtido pela Eq.3. O potencial zeta dessas vesiculas39 ¢ cerca de trés
vezes maior do que os aqui apresentados.

Apesar dessas discrepancias, o método alternativo (Eq.3), em comparagéo ao
usualmente utilizado (Eq.9), apresenta melhores resultados. Este tltimo tem sido aplicado

satisfatoriamente para sistemas coloidais.23
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Fig. 17: Graficos de log ¥ vs. log C, para vesiculas de DODAB preparadas em agua pura, os graficos
acima correspondem a 0,1 (a); 0,3 (b); 0,5 (c); 0,7 (d); 1,0 (e) e 1,5mM (f), de anfifilicos
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Fig. 18: Griéficos de log ¥V, vs. log C, para vesiculas d¢ DODAB preparadas em D- Glicose (1mM), os
graficos acima correspondem a 0,1 (a); 0,3 (b); 0,5 (¢); 0,7 (d); 1,0 (e) e 1,5mM (f), de
anfifilicos
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Fig. 19: Graficos de log ¥, vs. log C, para vesiculas de DODAB preparadas em Uréia (1mM), os
graficos acima correspondem a 0,1 (a); 0,3 (b); 0,5 (c); 0,7 (d); 1,0 (e) e 1,5mM (), de
anfifilicos
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Fig. 20: Gréficos de log ¥ vs. log C, para vesiculas de DODAB preparadas em NaCl (1mM), os
graficos acima correspondem a 0,1 (a); 0,3 (b); 0,5 (c); 0,7 (d); 1,0 (e) e 1,5mM (f), de
anfifilicos
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Fig. 21: Graficos de log ¥ vs. log C, para vesiculas de DODAB preparadas em CaCly (1mM), os
graficos acima correspondem a 0,1 (a); 0,3 (b); 0,5 (c); 0,7 (d); 1,0 (e) e 1,5mM (f), de

anfifilicos
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Fig. 22: Graficos de ccc vs. a concentragdo de anfifilicos, para vesiculas de DODAB preparadas na
presenga de diferentes eletrélitos e/ou macromoléculas, como: a) dgua pura,
b) D-glicose (1mM), c) uréia (ImM), d) NaCl (ImM) e e) CaCly (1mM).
Estes graficos correspondem as cccg obtidas nas figuras 17-21.
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Tab. 4: Tabela obtida através de dados das figs. 17 a2l, Ca, concentragdo de anfifilicos; ccc,
concentragdo critica de coagulagio; V,M3aX, velocidade maxima de contragdo;
dlogV/dlog Cg, inclinagdo da reta logV,, vs. logCg; e ¢ potencial de superficie.

Solvente | [Ca)/mM |ccc/M | VoMaX x 102 | dlogVy/dlogCs | To- | Lo " ¢o*
/mV

H,0-pura
0,1 0,347 05,22 1.23 0,151 | 39,13
0,3 0,302 11,51 1,04 0,139 | 37,67
0,5 0,331 14,12 2,09 0,197 | 38,63
0,7 0,288 23.99 225 0,205 | 37,18
1,0 0,295 26,67 231 0,207 | 37,43
1.5 0,263 21,39 2,30 0,207 | 36,28
D-Glicose
0,1 0,316 08,91 1.33 0,157 | 38,14
0,3 0,363 14,79 1,54 0,169 | 39,62
0,5 0,323 30,20 1,82 0,184 | 38,37
0,7 0,302 33,11 2,50 0,216 | 37,67
1,0 0,275 26,30 2,34 0,249 | 36,72
1.5 0,269 36,30 3,76 0,227 | 36,50

0,1 0,479 04,68 1,30 0,155 | 42,79
0.3 0,309 16,22 0,88 0,128 | 37,91
0,5 0,309 16,98 2,41 0,212 | 37,91
0,7 0,302 26,91 2,21 0,203 | 37,67
1,0 0,275 31,62 1,31 0,156 | 36,72
159 0,288 33,11 2,70 0,224 | 37,18

0,1 0,331 03,96 1,79 0,182 | 38,63
0,3 0,288 18,03 1,90 0,188 | 37,18
0,5 0,269 27,61 2,04 0,195 | 36,50
0,7 0,295 20,84 2,55 0,218 | 37,43
1,0 0,313 30,13 1,48 0,166 | 38,04
1.3 0,224 30,97 4,10 0,276 | 34,74

0,1 0,389 06,67 0,84 0,125 | 40,38
0,3 0,309 17,70 1,82 0,179 | 37,91
0,5 0,302 18,84 3,30 0,248 | 37,67
0,7 0,339 27,86 1,18 0,148 | 38,88
1,0 0,240 29,51 2,99 0,236 | 35,39
1.5 0,295 41,11 2,83 0,229 | 37,43
# todos os solutos foram utilizados a ImM

# a é estimado em 250 A

* valores do potencial obtido pela eq. (3)

** valores do potencial obtido pela eq. (9)




II1.3. Equilibrio de Dialise Aplicado as Vesiculas Sonicadas de DODAB

IT1.3.1. Equilibrio de Dialise

O processo de sonicagdo da solugdo de DODAB leva a formagdo de
estruturas de vesiculas e de fragmentos. Utilizamos equilibrio de dialise para determinar a
quantidade de mondmeros na forma de fragmentos, e de ions (co- e contra-ions) livres em
solugdo a fim de estimar o grau de dissociag@o das vesiculas e correlacionar com valores
do potencial de superficie obtidos por cinética de agregagdo. Admitimos que o interior
das vesiculas € eletricamente neutro (potencial eletrostdtico constante), ou seja, que a
carga total dos ions no compartimento aquoso interno € igual a carga da interface

monocamada interna com a agua. Essa aproximacao € razoavel de acordo com a teoria de

Poisson-Boltzmann aplicada para esse sistema.42 Utilizamos membranas de dialise de

“cut-off” 3,5 e 14k e verificamos que os resultados independem desse parametro.
Inicialmente dialisamos a solug¢do sonicada de DODAB contra o solvente
(4gua) para obter o tempo ideal de equilibrio do sistema. Testamos varios tempos na faixa
de 2 a 22h. Apds a didlise, obtivemos a quantidade de anfifilico através da dosagem do
contra-ion ou co-ion nos dois compartimentos da cidmara de dialise. O sistema apresentou
uma certa dependéncia com tempo de didlise, sendo que a concentragdo de anfifilicos no
compartimento do solvente (lado 2) tende a aumentar com o tempo de didlise para

concentragdo inicial de vesiculas de DODAB (5mM) (tabela 5).
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Tab. 5: Concentragdo de DODAB nos dois compartimentos ap6s o tempo ¢ de dialise.
Os lados 1 e 2 referem-se aos compartimentos contendo a solugdo e o solvente,
respectivamente.

t(h) | (lado1]* | [lado 2]*
5 4,48 0,177
5,5 4,72 0,236
6 4,72 0.295
10 4,86 0,186
22 4,96 0,248

* concentragdo em mM

A quantidade de mondémeros na forma de vesiculas ou fragmentos nos lados
1 e 2 é mostrada na tabela 6 para diferentes concentragées de DODAB. Utilizamos um

tempo de didlise nunca menor que 4h. A concentragdo final de monémeros no lado 2

aumenta com a concentragdo total de anfifilico dialisado. mas a percentagem no lado 2

diminui e a fragdo de mondmeros livres na solugdo sonicada ndo €, portanto, superior a
12%. A concentragdo de anfifilicos no lado 2, em todos os casos, nunca € maior do que
0,25mM. Somando as concentragdes do lado 1 e 2, e descontando da concentragdo total
dialisada, verificamos que uma fragdo de até 12% de DODAB fica retida na membrana ou

adsorbida na parede da cimara.
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Tab. 6: Valores da concentragdo em mM de DODAB nos lados 1 e 2, apés a
dialise da solugdo sonicada contra dgua pura.

C, (mM)

[lado 1]

[lado 2]

lado 1 (%)

lado 2 (%)

t (h)

1,12

0,992

0,124

88,89

11,11

22

0,992

0,062

88,89

5,56

10

2,48

2,11

0,173

85,08

6,98

22

2,23

0,124

89,91

5,00

10

5,21

4,86

0,186

93,28

3,91

10

4,96

0,248

95,20

4,76

22

8,97

8,26

0,236

92,08

2,63

4,5

8,26

0,224

92,08

2,50

6

9,92

9,42

0,217

94,96

2,19

14

9,42

0,173

94,96

1,74

14

12,63

10,62

0,177

84,09

1,40

5

10,62

0,206

84,09

1,63

6

15,34

14,40

0,236

93,87

1,54

4,5

14,63

0,236

9337

1,54

5

A existéncia de fragmentos nas solugdo sonicadas de DODAX foi

verificada anteriormente por Pansu et al.l3 e por Feitosa et al.12 utilizando diferentes

técnicas. Segundo Pansu et al., ca. 90% de DODAC estdo na forma de fragmentos na

solugdo sonicada a sonda. Utilizando espalhamento de luz, Feitosa et al. mediram o raio

hidrodindmico das vesiculas e dos fragmentos na solugdo (DODAB) sonicada a banho e

verificaram que a contribui¢do maior para a luz espalhada provém da populagdo de
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vesiculas e ndo de fragmentos. Os nossos resultados indicam, portanto, a existéncia de
duas popula¢des em equilibrio na solugdo sonicada, uma de vesiculas e a outra de
fragmentos, com uma fra¢do significativamente maior de vesiculas. A presen¢a de
fragmentos de agregados de bicamada parece ser, portanto, uma caracteristica intrinseca
das solugdes sonicadas (a banho ou sonda) de DODAX. Detectamos fragmentos de
bicamada mesmo apos trés sucessivas didlises. Em outras palavras, solu¢des de DODAX
sdo polidispersas, e o grau de polidispersidade depende da temperatura e da concentragdo

de anfifilico e de eletrélitos.12

I11.3.2- Equilibrio Donnan

Medimos a razdo de ions Nat nos dois compartimentos da cAmara (razio de

Donnan). Inicialmente, no compartimento 1 tinhamos a solugdo sonicada de DODAB e
no compartimento 2 solu¢do de NaCl, ambas as concentragdes e volumes conhecidos.
Colocamos a camara em rotagdo até o sistema atingir o equilibrio no qual o potencial
quimico das particulas difusiveis nos dois lados sdo iguais. Antes do equilibrio, a
diferenga de potencial quimico das particulas difusiveis € a responsavel pela migragdo das
espécies. Através da razdo de Donnan (rp) obtemos o potencial de Donnan (W) (Eq.13)
e o grau de dissociagdo (ct) (Eq.12) para uma dada concentragdo de DODAB (10mM).

A tabela 7 mostra o efeito do tempo de didlise na razdo de Donnan para
uma concentragio inicial de DODAB e de NaCl iguais a 10mM e 2mM respectivamene.
De acordo com esses resultados, um tempo minimo de 4h é necessario para o sistema
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atingir o equilibrio. As vezes utilizamos tempos mais longos para ndo haver dividas do

sistema ter realmente atingido o equilibrio, pois, a rigor, o teste deveria ser feito para

diferentes concentragdes de DODAB e NaCl.

Tab. 7: Valores da razdo de Donnan medidos a diferentes tempos
de dialise. Concentragdo de Na't expressa em mM.

[Na], | [Na], I'p t (h)
0,80 12 1.5
0,70 1.2 1,71
0,80 1,2 1,5
0,70 1,10 1,57
0,80 1,10 1,37
0,80 1,10 1,37
0,80 1,10 1,37
0,80 1,10 1,37

* a concentragdo dos ions esta em mM

Notamos (tabela 8) que rp, e conseqiientemente o potencial de Donnan ¥,
diminui conforme aumentamos a concentragdo de NaCl; resultado este esperado, pois
aumentando a concentragdo de NaCl, aumenta a blindagem eletrostatica na regido da
interface das vesiculas com o solvente e, portanto, a mobilidade dos contraions na
dispersdo (maior comprimento de Debye da bicamada eletrostatica), favorecendo o fluxo

de ions para o compartimento 2.
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Tab.8: Valores da razio rp, do potencial de Donnan (\¥p) e do grau de
dissociagdo (o), para diferentes concentragdes de NaCl (mM).
A concentragdo total de DODAB ¢ constante igual a 10mM.

[NaCl] [[Na'], | [Na ], | rp | o | ¥py/mV

0,90 0,20 0,40 18,02
2,10 0,80 1,13 8,93
4,08 1,67 2,00 4,74
6,63 2,93 3,37 3,63
10,6 5,10 5,27 0,77

A tabela 8 mostra também valores da “valéncia”, ou grau de dissociagdo (o) das vesiculas

obtidos para diferentes concentragdes de NaCl. Estes valores apresentam-se consistentes

com a literatura40 para as concentragdes de sal menores que 7mM, e da ordem de até trés

vezes menor para a concentragdo salina em torno de 10mM.




IV. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, enumeramos as
seguintes conclusdes:
1) As vesiculas formadas pelos métodos de sonicagdo a banho e sonda de Ti sdo
indistingiiiveis em relagdo as propriedades apresentadas.
2) As dispersdes sonicadas a banho ou sonda consistem de estruturas de vesiculas
unilamelares pequenas (com raio entre 25 a 50nm) e de fragmentos de bicamada, com a

concentragdo de mondmeros na forma de fragmentos ndo superior a 0,3mM.

3) O efeito do co-ion suporte (Nat) e soluto ndo-idnico (uréia, D-glicose) na cinética de

agregacdo € no comportamento osmoético das vesiculas ¢ desprezivel nas solugdes
sonicadas mas ndo nas solug¢des ndo-sonicadas.
4) Antes da sonicagdo os anfifilicos agregam-se provavelmente em estruturas de vesiculas

unilamelares grandes e quase esféricas. Essa estrutura reflete nos valores de viscosidade e
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condutividade molar relativamente as vesiculas pequenas sonicadas, bem como no
comportamento osmotico e/ou cinético analogas as solugdes cloroférmicas.
5) O grau de dissociagdo e, portanto, o potencial de superficie das vesiculas diminui com

o aumento da concentragdio de DODAB, conforme previsto pela teoria de Poisson-

Boltzmann. Ao contrario da Eq.9, a Eq.3 fornece valores consistentes do potencial de

superficie das vesiculas.
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