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RESUMO

A dependéncia com a temperatura da intensidade de luz espalhada por dispersodes
aquosas do lipidio anidonico DMPG (dimiristoil fosfatidilglicerol) foi estudada para
diferentes forcas ibnicas. A transicdo principal, gel - liquido cristal, pode ser bem
monitorada por um decréscimo abrupto na turbidez. Como esperado, a temperatura da
transicao de fase principal (Tm) aumenta com o aumento da forca iénica. Para baixa forca
ibnica, uma segunda transicdo com a temperatura para o DMPG, chamada de poés-
transicao, pode ser monitorada tanto por um aumento no espalhamento de luz quanto
por um decréscimo na condutividade. Analises de “Zimm plot” indicam que abaixo de Tn
os lipossomos tendem a se agregar, resultando em um segundo coeficiente de virial, Ao,
negativo, e em uma grande massa molecular da particula. Na transicdo de fase,
juntamente com uma diminuicdo na turbidez, ocorre um aumento na condutividade da
amostra, A torna-se positivo e a massa molecular da particula diminui, indicando um
estado nao agregado. Além disso, na pés-transicdo (Tp) Az torna-se muito pequeno, e a
massa molecular aumenta novamente. Ambas as transicoes sao reversiveis. Opostamente
a transicdo principal, a pés-transicdo nao podde ser detectada por marcadores de spin
situados tanto na superficie da membrana quanto em seu interior. Considerando um
aumento na area por cabeca polar do lipidio apés a transicdo principal, e o modelo de
Stern-Gouy-Chapman, foi possivel mostrar que a transicdo causa um aumento no grau
de dissociacdo da vesicula, aumentando portanto a concentracao de ions em solucéo.
Entretanto, dentro da estrutura desse modelo simples, foi necessario considerar
diferentes constante de associacdo Na*-DMPG nas fases gel e liquido cristal, para explicar
um aumento na repulsao entre as vesiculas com a transicao principal. Os mecanismos

que governam a poés-transicao sdo ainda menos claros.
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ABSTRACT

The temperature dependence of the intensity of light scattered by aqueous
dispersions of the anionic lipid DMPG (dimyristoyl phosphatidylglycerol) was studied at
different ionic strengths. The lipid main transition, gel-liquid crystal, can be well
monitored by a sharp decrease in turbidity. As expected, the temperature of the main
transition (Tm) was found to increase with the increase of the ionic strength. For low ionic
strength, a DMPG second temperature transition, named post-transition, can be
monitored by both an increase in light scattering and a decrease in conductivity. Zimm
plot analysis indicates that bellow T the liposomes tend to aggregate, yielding a negative
second virial coefficient A,, and particles of large molecular weight. At the phase
transition, parallel to the decrease in turbidity, there is an increase in the sample
conductivity, A> becomes positive and the particle molecular weight decreases, indicating
a non-aggregated state. Moreover, at the post-transition (Tp) A2 becomes very small, and
the molecular weight increases again. Both the main and post transitions were found to
be reversible. Opposite to the main transition, the post-transition could not be detected
by spin labels placed either at the membrane surface, or in the bilayer core. Considering
an increase in area per lipid headgroup upon the main transition, and the Stern-Gouy-
Chapman model, it was possible to show that the main transition increases the vesicle
degree of dissociation, hence increasing the ion concentration in solution. However,
within the framework of that simple model, it was necessary to consider different Na+*-
DMPG association constants, in the gel and liquid phases, to explain an increase in
vesicles repulsion upon the main transition. The mechanisms governing the post-

transition are even less clear.

vii



Abreviacoes

12-PCSL
5-PCSL
Az

Amax

Cp

CSL
DMPC
DMPG
doxil
DSC
hepes
ho/h+
KCl

My

n
n-SASL
Na>SOq4
NaCl
NaClOg4
PG

1-Palmitoil-2-(12-Doxilestearoil) fosfatidilcolina
1-Palmitoil-2-(5-Doxilestearoil) fosfatidilcolina
segundo coeficiente de virial

desdobramento hiperfino maximo

calor especifico

3-doxil-5-colestano

dimiristoil fosfatidilcolina

dimiristoil fosfatidilglicerol

4 4-dimetiloxadolidina-N-oxil

calorimetria diferencial de varredura

acido N- (2-Hidroxietil)-Piperazina-N’-2-etano sulfénico
razao entre o pico central e o primeiro no espectro de RPE
cloreto de potassio

massa molecular

indice de refracéo

acido n-doxil estearico;n=15, 7,9, 12

sulfato de s6dio

cloreto de so6dio

perclorato de sédio

fosfatidilglicerol

raio de giracao

ressonancia paramagnética eletronica

distribuicao superficial de carga
4-estereamina-1-oxil-2, 2, 6, 6-tetrametil piperidina
temperatura da transicdo de fase principal
temperatura da poés-transicéo

potencial de superficie da membrana

viii



INDICE

INTRODUGAO .......ooooioiiiiiieeeeeeee e, 1
TE ORI A .t 6
1. ESPALHAMENTO DE LUZ ..ottt ettt
Espalhamento de Rayleigh .......cooooiiiiiiiiiii e,
Espalhamento de DeDYE .....ooiuiiiiiiiiiiii e 13
ZIMIM PlOtS. oo e 15
2. RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE) ..............ccooo........ 18
070] T hTeT=Tole (ST (ST 10} o E21 o L o1 - H PP 18
Desdobramento hiperfino ........ccocoveiiiiiiiiiiiiii e 20
ANISOTTOPIA tuitinitiie e et et e ettt a e 21
Espectros de marcador de spin em membranas .........coeveevernerrenrennineeneennnn. 24
Equilibrio térmico, relaxacao e tempo de correlagao ........cooevevvenveniiniinnannnn. 26
3. TEORIA DE GOUY-CHAPMAN ...ttt ettt et eee e e 29
Pressao entre duas superficies carregadas ......cocovevvevveniiiiiiiiiiiniininineennes 32
MATERIAIS E METODOS 34
1. MATERIAIS ...t ettt e et e e e eans 34
2. METODOS ......ocooiiiiiiiiiiiii ettt ettt sttt sttt st 34
DisPers0es LIPIAiCaS t.ovuiuiuiniiiiiii e 34
AJUSEE A& PH e e 36
Dosagem de fOSTato .....o.viiiiiiiii e 38
Medidas de espalhamento @ 900 ........cuviuiiiiiiiiniiiieee e 39
Medidas de RPE ..o 39
Medidas de indice de reffraCao ......coeuviuiiniiniiniiiiii e 40
Medidas de espalhamento de luz a varios angulos ........cccoeveeiiiiiiienncnnnee. 40
Medidas de condutividade .........coeuiiiiiniiniiiiiiii e 41
RESULTADOS E DISCUSSOES ...........ccccocoooiiiiiiiiniececeieieeeeiese e 42
1. ESPALHAMENTO A 900 ..ottt et e e e ee e e e e eenens 42
Variacao da forca iomnica do mMeio .......eeuvevveniiniiiiiiiiiiiie e 43
Variacdo da concentracao lipidiCa .....cooeuveniiniiiiiiniiiiiiiiieie e, 48
Variacao da estrutura, tipo de sal e ajustes de pH ........cccooiiiiiiiiiiiinnnien.e. S0

ix



2. RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE) ...........cccccvvennn.nn.

Variacao da forca ionica do meio ......c.oeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e

Variacdo da concentracao lipidica e estrutura da membrana ....................

Particao do marcador €M AQUA ......c.viuiriiiniiiieii e
3. INDICE DE REFRAGAO .........ccooiiiiiiiiiieece e
4. ZIMM PLOTS ..ottt et e et et e e et e e e e e e ees
5. CONDUTIVIDADE ..ottt et et et e e

6. DISTRIBUICAO DE CARGAS NA SUPERFICIE DE VESICULAS DE DMPG

(DISCUSSOES E CALCULOS) .....ccovviiiiiiiiiiieeiee e eeeee e

Efeito de sal e pH em Ty, (revisdo bibliografica) .......c.ccovviiviiviiiiiiiininnan..n.

Estimativa de area por cabeca polar do DMPG (revisao bibliografica).........

Calculo do grau de i0NiZAGAO Ol «.uvvuuirniiiniiiiiiiiiiie e

DMPG €M QZUIA PUTA .euiuinititiiiteii et ettt et e e e e e eneaaaans
Calculo de Yo, W(X), P(X) € P(X) tuerrrininiiiniiiie e e

i) Variacdo com a for¢a i0niCa......oeuveuiiniiiiniiiiniineieeeeeeeeeeee e

ii) Efeito da transicéo de fase........c..coeeiiiiiiiiiiiiii i

CONCLUSOES .

REFERENCIAS

55
57
63
64
66
71
75
77

77
79
80
83
84
85
89
95

97



INTRODUCAO

As membranas biolégicas sdo compostas principalmente por lipidios e proteinas,
no entanto sdo os lipidios que fornecem a estrutura na qual as proteinas estdo inseridas.
A membrana biolégica fornece uma diviséo entre o meio intra e o meio extracelular, além
de definir varios compartimentos, como as organelas dentro das células (mitocondria,
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, etc...). Nas membranas biolégicas €
encontrada uma enorme variedade de composicdo, garantindo a elas uma alta
especificidade e funcionalidade. Toda a comunicacdo da célula ou dos outros
compartimentos com o exterior é feita através da membrana. O transporte de ions e
moléculas através desta €, em geral, feito seletivamente por canais i6nicos e proteinas
receptoras, no entanto a fase lipidica pode ser importante nesses processos, induzindo
uma determinada estrutura na proteina receptora. Os lipidios presentes nas membranas
biologicas sdo moléculas anfifilicas que possuem, em geral, duas cadeias hidrocarboénicas
(hidrofébicas) e uma cabeca polar (hidrofilica) que pode ou nédo estar carregada. A
maioria das membranas biologicas é negativamente carregada, contendo em média 30 %
de cabecas polares negativas, e a densidade superficial de cargas muitas vezes é
importante na interacdo de proteinas e hormonios positivamente carregados (Jost &
Griffith, 1982), ja que a concentracdo de moléculas positivas proxima a superficie da
membrana € maior, como descrito pela distribuicdo de Boltzmann.

Na membrana natural existem varios tipos de lipidios, com cadeias
hidrocarbodnicas de diferentes tamanhos e com diferentes graus de insaturacao (duplas
ligacdoes C=C) a com diferentes cabecas polares. Como os lipidios fornecem a estrutura
basica da maioria das membranas, o estudo de sua estrutura é de fundamental
importancia biolégica. Muitos desses estudos séo feitos em membranas modelos, que sao
bicamadas preparadas artificialmente e geralmente com apenas um tipo de lipidio ou
com uma mistura conhecida. As bicamadas preparadas artificialmente sado também
muito usadas como carregadoras de drogas no organismo, pois as membranas sao
capazes de absorver a vesicula através do processo de fusdo e liberar a droga no interior
da célula (Lasic, 1992).

Em presenca de agua os lipidios, por serem moléculas anfifilicas, tendem a uma
estrutura na qual o contato das caudas hidrofébicas com a agua é minimo. Isto ocorre
devido a um fator entrépico das moléculas de agua quando em contato com uma
substancia apolar. A estrutura da agua é bastante complexa e formada por uma extensa
rede de pontes de hidrogénio. Se temos uma cadeia hidrofébica em uma solucdo aquosa

as moléculas de agua sao obrigadas a se estruturarem em volta das cadeias hidrofébicas
1



de forma a manter o maior numero possivel de pontes de hidrogénio entre si,
aumentando a entropia do sistema. Como nédo existe interacdo eletrostatica entre a agua
e uma substancia apolar que possa contrabalancear o aumento da entropia, como no
caso da solvatacao de um ion na agua, é termodinamicamente favoravel a formacdo de
estruturas entre as moléculas anfifilicas que escondam as regides hidrofébicas do
contato com a agua (Gennis, 1989).

A forma das estruturas de moléculas anfifilicas em meio aquoso depende
principalmente da relacdo entre o comprimento da cadeia hidrofébica, seu volume e a
area ocupada pela cabeca polar (Kumar, 1991). Se a cabeca polar é muito grande em
relacdo a cauda em geral ocorre a formacao de estruturas com uma grande curvatura
(como micelas - figura int-1a). Esse € o caso de detergentes, que possuem somente uma
cadeia hidrocarbonica e uma cabeca polar, que pode estar carregada, como no SDS
(dodecil sulfato de so6dio) e portanto ocupar uma area grande. Por outro lado se as
dimensodes da cabeca polar sdo da ordem das dimensodes das caudas, entdo a estrutura
mais estavel sdo as bicamadas (fig. int-1b e c). Esse é o caso da maioria dos fosfolipidios,
que possuem duas cadeias apolares e uma cabeca polar. No entanto existem muitos
lipidios que nédo formam bicamadas, como fosfatidil etalonamina insaturada,
cardiolipina-Ca2?*, monogalactosildiglicéride e outros. As propriedades das dispersdes
lipidicas tém sido vastamente estudadas, tanto pelo interesse biologico quanto pelo fato
de serem um sistema fisico-quimico muito interessante. As bicamadas lipidicas sao

caracterizadas por uma ordem bidimensional no alinhamento das moléculas.

Fig. int-1: Possiveis formas de agregados de lipidios: a) micela; b) bicamada unilamelar e

c) multibicamada



Praticamente todas as dispersoes lipidicas puras apresentam uma transicao de
fase principal a uma temperatura T, (“melting”), na qual as cadeias hidrocarboénicas
passam de uma configuracdo toda estendida (“all-trans”) para uma configuracdo mais
desordenada, com o surgimento de dobras (ligacdes “gauche”) na cadeia (fig. int-2).
Muitas vezes essa transicao é interpretada como uma fusdo das cadeias hidrocarbonicas.
A temperatura onde ocorre essa transicdo depende de varios fatores, como tamanho da
cadeia hidrofébica, grau de insaturacdo e tamanho e grau de ionizacado da cabega polar.
Para uma membrana com diferentes constituintes, como é o caso de membranas
biologicas, ndo existe transicdo de fase, pois o efeito cooperativo entre as cadeias
hidrocarboénicas é reduzido devido as diferentes espécies presentes. No entanto o estudo
das transicoes de fase também tem importancia biologica, pois muitas vezes sdo
encontrados dominios nas membranas biolégicas que apresentam uma pureza maior, €

que podem encontrar-se numa fase definida.

Fig. int-2: Representacdo esquematica a) da configuracdo de um lipidio na fase gel
(cadeia toda estendida), e b) de uma ligacdo “gauche” que pode ocorrer na cadeia de um

lipidio na fase liquido-cristalina.



Na fase abaixo de Tm, chamada de fase gel, as cadeias estdo na configuracao mais
empacotada possivel, ja que as cadeias estdao todas estendidas. Essa caracteristica
confere ao sistema uma maior ordem e uma maior interacdo entre as cadeias (forcas de
Van der Waals). Se a area da cabeca polar € maior que a area ocupada pelas cadeias,
geralmente é vantajoso que estas estejam inclinadas em relacdo a superficie da
bicamada, para que possam ficar mais proximas. Alguns lipidios, como o DMPC, e DMPG
em algumas condi¢des especificas, apresentam uma pré-transicao que leva a uma fase
ondulada, onde além da inclinacdo das cadeias ocorre uma ondulacdo na superficie da
membrana. Na fase gel a penetracdo de agua na regido polar da membrana é
praticamente desprezivel.

Na transicao de fase principal ocorre um efeito cooperativo no qual as
conformacdes das cadeias mudam bastante. O principal acontecimento é o surgimento de
varias ligacdes “gauche”, praticamente inexistentes na fase gel. Com isso o volume
ocupado pelas cadeias aumenta bastante (fig. int-2), consequentemente aumentando a
area por cabeca polar e diminuindo a interacdo entre as cadeias, a ordem do sistema e a
espessura da membrana. O estado liquido-cristalino é entado caracterizado por um
movimento maior das cadeias dentro da membrana e por uma fluidez maior da mesma. A
estrutura se torna menos empacotada, possibilitando uma maior penetracdo de
moléculas de agua na regido polar. No entanto a ordem bidimensional da bicamada é
mantida.

A influéncia de cargas na transicdo de fase de membranas tem sido bastante
estudada (Trauble & Eibl, 1974; Trauble et al., 1976; Jahnig, 1976; Cevc et al., 1980,
1981; Eibl, 1983) e é de grande importancia para sistemas biolégicos, ja que as
membranas biolégicas possuem uma densidade superficial de cargas negativa, como ja
mencionado. A presenca de cargas na superficie diminui a temperatura de transicao de
fase, devido a repulsdo entre as cabecas polares, favorecendo o estado menos
empacotado. A presenca de ions em solucdo é de extrema importancia nesse estudo, ja
que pode ocorrer o fenémeno de blindagem eletrostatica.

E de fundamental importancia entender a interacdo de membranas lipidicas com
proteinas e drogas, ja que este € um processo biolégico importantissimo. O trabalho do
grupo de Biofisica da USP tem sido focalizado no estudo da interacdo de peptideos
melanotrépicos e outras moléculas pequenas com membranas fosfolipidicas modelo
neutras e negativamente carregadas. A caracterizacdo termotropica das dispersdes
lipidicas € portanto muito relevante.

O presente trabalho estuda o comportamento de dispersdes lipidicas de um
fosfolipidio especifico, o dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG), cuja estrutura estd mostrada

de forma esquematica na figura mat-1. Esse fosfolipidio & encontrado principalmente nas
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membranas de bactérias e plantas (McFairland, 1964 e Rooney et al., 1974). O DMPG
possui um grupo fosfato, que a pH neutro esta praticamente todo ionizado. A cadeia
hidrocarbdénica do DMPG possui 14 carbonos, todos saturados (sem dupla ligacao). A
temperatura de transicado de fase desse lipidio varia de 16°C a 42°C, dependendo da forca
idbnica e pH da solucdo e da concentracao lipidica (Watts et al., 1978; Cevc et al., 1980;
Salonen et al., 1989; Heimburg & Biltonen, 1994).

O estudo feito neste trabalho é baseado principalmente na técnica de
espalhamento de luz, que se mostrou bastante sensivel as variacdes ocorridas durante a
transicao principal. Na fase gel a amostra € turva e apés T ocorre um grande decréscimo
na intensidade de luz espalhada, quando a amostra fica transparente.

Além da transicao principal, encontrou-se uma segunda transicdo, chamada aqui
de poés-transicdo, para algumas faixas de forca idnica do meio. Apds essa transicdo a
intensidade de luz espalhada aumenta novamente, atingindo valores comparaveis aos
obtidos na fase gel. O intervalo de temperatura no qual a amostra permanece no estado
de baixo espalhamento é extremamente dependente da forca idnica do meio e da
concentragdo lipidica. Encontramos poucas referéncias na literatura a essa segunda
transicao (Heimburg & Biltonen, 1994; Salonen et al., 1989).

Durante o trabalho sao discutidas possiveis mudancas ocorridas apos as
transicoes de fase, levando em consideracdo a teoria de Gouy-Chapman e possiveis
mudancas estruturais. Sdo comentadas também as relacdes destas mudancas com as
variacoes de luz espalhada observadas experimentalmente, usando a equacao de

espalhamento de Debye-Rayleigh.



TEORIA

1. ESPALHAMENTO DE LUZ

A teoria de espalhamento de luz é bem complexa, e existem varios modelos, tanto
classicos como quanticos, para descrever esse fendmeno. Aqui sera feito apenas uma
discussao da sequéncia de passos e das hipoteses envolvidas, e ndo a completa deducéao
da teoria, para que seja possivel o entendimento da equacdo do espalhamento de Debye-
Rayleigh, usada no método de Zimm. As principais fontes bibliograficas foram Hiemenz
(1984, 1986), Kerker (1969), Ware (1984) e Kratochvil (1987).

A teoria de espalhamento de luz para particulas cujas dimensdes sdo pequenas
comparadas ao comprimento de onda da luz foi desenvolvida por Lord Rayleigh em 1871
como uma explicacdo da cor e polarizacdo dos raios solares. Essa teoria fornece uma
dependéncia da intensidade da luz espalhada com A-+. No entanto a teoria s6 é valida
para objetos nos quais ndo ocorra interferéncia entre os raios espalhados pelas diferentes
regides do objeto.

A teoria de espalhamento de luz é valida para qualquer comprimento de onda.
Para solucoes poliméricas ou macromoléculas usualmente utiliza-se luz visivel, cujos
comprimentos de onda variam de 400 a 750 nm. No entanto muitas vezes temos centros
espalhadores cujas dimensoes sao da mesma ordem de grandeza da luz incidente,
causando efeitos de interferéncia, que tornam a teoria mais complicada. Uma saida seria
usarmos comprimentos de onda maiores, no entanto muitas moléculas organicas
apresentam absorbancia na regido do infra-vermelho, dificultando as medidas de
espalhamento.

A teoria de Debye fornece uma correcdo a teoria de Rayleigh, sendo aplicavel a
moléculas maiores, onde os efeitos de interferéncia intraparticulares sdo importantes.
Primeiramente vamos chegar a expressao obtida por Lord Rayleigh para o espalhamento

de particulas pequenas.

Espalhamento de Rayleigh - Assumindo uma radiacdo eletromagnética propagando-se
na direcdo X, os campos oscilantes elétrico e magnético estardo no plano yz. Para o

espalhamento s6 tera importancia a componente elétrica da radiacdo, que tera a forma:



E-= EO cos [27: (% - vt) (esp-1)

onde E, € a amplitude maxima do campo e v e A sdo respectivamente a frequéncia e o

comprimento da onda, relacionados por

c = VA, ou vV =vVA (esp-2)

onde c e v sdo respectivamente as velocidades da luz no vacuo e em outro meio, e A, € A
sdo respectivamente os comprimentos de onda da luz no vacuo e no outro meio. A
frequéncia da luz independe do meio no qual a onda se propaga. A intensidade da luz
pode ser interpretada como uma medida do fluxo de energia que passa por uma area
perpendicular a direcdo de propagacdo, sendo portanto proporcional ao quadrado do
campo elétrico.

No modelo classico a luz que incide sobre uma molécula induz uma oscilacdao das
cargas desta, de forma que a molécula se comporta como uma antena, irradiando luz na
mesma frequéncia da luz incidente (espalhamento elastico). Normalmente temos uma luz
ndo-polarizada incidindo sobre a molécula, que pode ser decomposta em duas
componentes, uma com polarizacao vertical (direcao z) e outra com polarizacado horizontal

(direcao y). A molécula pode ser descrita como uma carga q situada no centro do sistema:

(Hiemenz, 1984)

O modulo do campo elétrico gerado pela molécula é dado (no sistema MKS) pela seguinte

exXpressao:

=\ _ gsend, é_p| )
‘E(r)‘ " e, | (esp-3)



onde a, é o modulo da aceleracdo periédica sentida pela carga q. E preciso encontrar
uma expressao para essa aceleracdo. Para tal fazemos uso do momento de dipolo

periédico induzido na molécula pelo campo elétrico incidente

|ﬁp| = a|EO cos (ant) (esp-4)
pois o momento de dipolo é proporcional ao campo elétrico e o € a polarizabilidade da

molécula. E possivel identificar nessa relacdo aE, a carga q e &= cos(2nvt) como a

separacao do dipolo. Dessa forma o médulo da aceleragdo periédica € dada por

- 9% 422 cos (2mt 5
ay =5 =4y cos (2mvt) (esp-5)

Substituindo na eq. (esp-3) e tomando o quadrado da expressao obtida, teremos:

) TE2V4OL2E02 cosQ(ant) sen2¢z
i, o« 5 (esp-6)
4.2
g, Cc'r

onde o indice v na intensidade refere-se a polarizacéo vertical (E = EZ) assumida para a
luz incidente. Queremos uma relacdo da intensidade de luz espalhada em relacdo a

intensidade de luz incidente (Io):

: 2 2 2
2 i n a“sen”¢
« E,” cos?®(2mvt) = v o % SR B

g0 r?

0,v o ° r

I, (esp-7)

v

p—

A dependéncia com A+ vem da substituicdo de v/c de acordo com a eq. (esp-2).
Os mesmos argumentos servem para a luz polarizada horizontalmente (E = Ey);

teremos a mesma expressdo mas com ¢y no lugar de ¢,. A luz néo-polarizada sera dada

pela média das duas intensidades:

i %(iv + jh) 1 n2a2(sen2¢z + sen2¢y)
I I 2 8027\.041'2

(esp-8)

o,u o,u



Pela geometria desses angulos € possivel verificar que cos’ ¢, + cos® o, + cos’ ¢, = 1.
Fazendo a substituicio cos’¢=1-sen’p para ¢ e ¢, prova-se que
sen2<1)Z + set12d>y =1+ cos’ ¢,.. Dessa forma o espalhamento édado em funcao de apenas um
angulo:

i, ’a’ (1 + cos’ (I)x)

Io,u = 28027\404 r2 (esp_g)

No entanto essa expressao é para um centro espalhador. No caso de gases, onde
as moléculas estao suficientemente afastadas e se comportam de forma independente, o
espalhamento total é incoerente e obtido pela multiplicacdo do espalhamento de cada
molécula pelo nimero de moléculas por unidade de volume, dado por pN./M, onde p e M
sdo a densidade e a massa molecular da molécula respectivamente, e N, € o niumero de

Avogadro. Chamando ¢x de 6, o espalhamento por unidade de volume sera dado por

. 2
i, pN, %2 (1 + cos e)
I,” M 2;1% ¢ r’ (esp-10)

onde os indices u (luz nao-polarizada) estdo implicitos. A primeira parte do lado direito é

chamada de razao de Rayleigh:

. 2
PN, %2 i (1 + cos 6)
M 2527 = LRz (esp-11)

Ry =

A polarizabilidade da molécula pode ser relacionada a permissividade do meio pela

relacao de Clausius-Mosotti:

a® _ 5 (esp-12)

onde &, a permissividade do meio, pode ser aproximada pelo quadrado do indice de

n-1_2.
1112+2:3(1'1 1).

refracdo n do meio. Para gases pode-se assumir que n = 1, de forma que

Substituindo o na eq. (esp-10) temos:



4(n - 1)280M i, 2n°M (n - 1)2 (1 + cos? 9)
pNa Io - }\‘o4pNa r2

(esp-13)

Esta é a expressao para o espalhamento de Rayleigh para gases obtida em 1871.

Como dito anteriormente, o espalhamento por gases é incoerente, de forma que a
intensidade de luz espalhada total € a soma das intensidades de luz espalhadas por cada
molécula. Para liquidos isso néo é verdade, pois as moléculas estdo mais proximas e com
posicoes correlacionadas. Para se obter a luz espalhada por um liquido seria necessario
conhecer a posicdo de todas as moléculas para que as interferéncias construtivas e
destrutivas pudessem ser calculadas. Entretanto, sabemos que um liquido nédo é
uniforme, pois constantes flutuacdées ocorrem em todo o seu volume. Portanto, um
modelo realistico, é imaginar o liquido como um meio homogéneo com flutuacdes em sua
densidade. O espalhamento s6 seria devido a essas flutuacoes de densidade, que
criariam centros espalhadores momentaneos. O meio homogéneo nao apresentaria
espalhamento de luz, jA que para o comprimento de onda da luz visivel ele nao
apresentaria diferencas de densidade capazes de espalhar a luz. O espalhamento em
liquidos, entdo, s6 é devido as flutuacdes na densidade, que geram mudancas na
polarizabilidade e indice de refracao do meio.

Assume-se que existam N* centros em cada momento com uma polarizabilidade
diferente a da média do liquido como um todo. O que entra na expressdao do
espalhamento é, portanto, a variacdo na polarizabilidade do meio, e nao sua
polarizabilidade, pois como ja dito serdo as flutuacoes do liquido as responsaveis pelo
espalhamento da luz visivel. A expressado para o espalhamento de liquidos, obtida da eq.

(esp-10) sera:

i, N7*8a’) (1+cos?6)
I, 7 2¢2) r’ (esp-14)

onde 2, foi substituido por A, ja que o espalhamento ocorre em um meio que néo o vacuo,
como no caso dos gases. Sabemos que & = ¢ / &, onde ¢ é a permissividade relativa da

substancia (adimensional):

3g, 8 1 e, -1 e-¢

TN g +2 € g +2 e+2, (esp-15)

(03

Para o caso de gases a aproximacdo n ~ 1 é razoavel, o que para liquidos pode nao ser

verdade. E preciso analisar a situacdo onde ocorram flutuacdes na permissividade da
10



substancia, ou seja, substituimos na segunda expressdo acima & por € + 3¢ e & por g, ja
que o meio homogéneo no qual os centros espalhadores estdo inseridos nao é mais o

vacuo. Desprezando 6¢ perto de 3¢ chegamos a

_ 5 de _
da = N € (esp-10)

E possivel relacionar a variacdo em € a uma variacao na concentracéo c do liquido:

dg = de oc (esp-17)
dc

e & ~n?, como ja visto, e portanto 68:802nd%c80. Fazendo essas

mas &=g¢,& .

r-o

substituicdes na eq. (esp-16) obtém-se uma expressao para a flutuacdo do quadrado da

polarizabilidade do liquido

dn/ Y
(8a2) = ;" FOQHS dCJ (8¢?) (esp-18)

Substituindo essa expressdo na eq. (esp-14) e usando que X* (80 /s)2 =X*'n* =" chega-

se a seguinte expressao:

i _ 2n2n2(dn/dj)2<602> (1 + cc;s2 6) (esp-19)
o N*ko r

—

E preciso ainda encontrar uma expressdo para <dc2>. De acordo com Hiemenz (1984,
1986), Kratochvil (1987), Kerker (1969) e Tanford (1961) é possivel expandir a energia
livre de Gibbs em uma série de Taylor em torno de dc=0. Obtém-se com isso uma relacao
entre 0G e 6c2. O valor médio de dc? €, entdao, calculado em funcao da variacdo ocorrida
na energia livre de Gibbs induzida pelas flutuacdes do liquido. Utilizando algumas
propriedades termodinamicas, pode-se relacionar a energia livre de Gibbs a pressao

osmoética do sistema, chegando-se a seguinte equacao de espalhamento:

i, 2n°n’ (dn/dc)2 KTc (1+ cos®6)

I, 2, (omjac). r? (esp-20)

11



A pressao osmoética pode ser escrita em funcao da concentracao utilizando a expansao de

virial
_:M+A202 N (—) =RT (ﬁ+2Agc) (esp-21)

O espalhamento fica

i, 2n%n? (dn/dc)2c (1+00329)

= = esp-22
Lo N* (/M +2A,c) r’ (esp-22)
onde a razao Rayleigh é dada por
i 2 27°n2(dn /dec)’c
. Ls r — R, = (dn / de) (esp-23)

"I, 1+cos?0 N A, (M + 2A,¢)

Todas as constantes 6ticas podem ser agrupadas numa mesma constante K, dada por

K = 2n?n? (dn/dc)2

i (esp-24)
Com isso a equacao de espalhamento fica mais clara
% = ﬁ +2A,c (esp-295)
0

Dessa maneira Kc/Ry em funcédo de ¢ tem a forma de uma reta de intercepto 1/M e
coeficiente angular 2A,.

O espalhamento de moléculas em um meio aquoso também é dado pelas
flutuacdes de concentracdo dessa molécula. O segundo coeficiente de virial, A;, esta
relacionado as interacdes soluto-solvente e solvente-solvente. Se A > 0O o espalhamento
diminui, indicando que a nao-idealidade da solucdo diminui as flutuacdes de
concentragdo do soluto, pois a interagdo soluto-solvente é preferivel a interacao solvente-
solvente. Se A, < 0 o espalhamento aumenta pois a tendéncia do solvente interagir entre

si aumenta a flutuacao do sistema (Ware, 1984).
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Espalhamento de Debye - A teoria de espalhamento de Debye trata do espalhamento
para particulas cujas dimensdes nao sdo mais pequenas comparadas ao comprimento de
onda da luz incidente. Nesta situacdo ocorre interferéncia entre os feixes espalhados
pelas diferentes regides do objeto, que sera construtiva ou destrutiva dependendo do
angulo de observacao 6. Para 6 = 0° nao ocorrera o fenémeno de interferéncia. Queremos
entdo um fator de correcdo que tenha dependéncia angular e que para angulo nulo deixe
a expressdo do espalhamento da equacao inalterada. Esse fator, chamado de funcéo
espalhadora da particula, fator de interferéncia intramolecular, ou fator de forma, P(0), é

definido como

R,

P(0) = (esp-26)
Re,Rayleigh
Multiplicando a eq. (esp-25) por 1/P(0) dos dois lados temos:
Kc Kc_ 1 ( 1
. (o =+ 2A2c) (esp-27)
RQ,Rayleigh P(e) Re P(e) M

A interferéncia ocorrera devido as diferentes fases dos feixes provenientes das
diferentes regiées do objeto. E possivel separar o objeto em n sitios espalhadores que

obedecem ao espalhamento de Rayleigh. Cada sitio j emitira uma radiacao

E=E, cos (2nvt + Sj) (esp-28)

E o campo total sera dado por E =) E, cos (ant + SJ.)

=1

Usando exponenciais complexas é possivel avaliar E'E, e portanto obter a intensidade:

E2

5 L kgcos (Sj - 8k) (esp-29)

j 1

1, oC

No espalhamento de Rayleigh a diferenca de fases é nula, ou seja, §; - dx = O:

2 n
. . E, 3
1S,Rayleigh 2 4

j=1

E °n?
2

M=

1= (esp-30)

-
I
—

A razao dos dois espalhamentos fica

13



M=

L _pe-LY

ls,Rayleigh n j=1

cos (3, -3, (esp-31)

e
Il

1

Conseguimos entdo uma expressao para P(68) em funcao da diferenca de fase dos feixes.
No entanto seria necessaria uma expressao dependente de 6. Para tal usa-se o médulo do
vetor de espalhamento s, que esta definido abaixo. O desenvolvimento, para o caso de

sitios isotrépicos discretos uniformemente distribuidos, foi feito por Debye (Debye, 1915):

sen (st,)

0 o onde s = 4—}Lnsen (%) (esp-32)

PO - XY

jk

O fator de forma P(0) pode ser calculado para moléculas de diferentes geometrias. Na
literatura sado encontrados calculos para esferas rigidas, cascas esféricas,
multibicamadas, e também calculos levando em conta uma possivel anisotropia do
centro espalhador (Warner, 1983; Chong & Colbow, 1976; Pecora & Aragén, 1974 e
Aragén & Pecora, 1977). O fator de forma pode ser relacionado com o raio de giracao do

objeto espalhador, desde que seja tomado o limite de srjx pequeno:

3 2
1 I, (srjk) /3!+"'_L (srjk) ~ 2 )
P(6) = — ;% st = nﬂzgl 6 =1 6n22j:§‘rjk (esp-33)

Na eq. (esp-27) o fator de correcéo entra como 1/P(6). Ainda usando o fato do produto srjx

ser pequeno e que 1/(1 - y) ~1+y para y pequeno, podemos escrever

Ao e T o

o termo Zerkz pode ser relacionado ao raio de giragcao do objeto, dado por
ik

2, (esp-35)

usando essa identidade o fator de espalhamento fica
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16n2<Rg2> senZ(e)

PO ~ 1+ 3 = 1+ 30 B} (esp-36)

O raio de giracao contém informacdo do tamanho da particula (van Zanten &
Monbouquette, 1991 e 1994 e van Zanten, 1995). Abaixo sdo dados dois exemplos de

como pode-se relaciona-lo a geometria do objeto espalhador, no caso uma esfera rigida de

raio R e uma casca esférica de raio externo R e interno r:

Rg2 = %RQ
R, = 3R? ﬂ (esp-37)
g 5 1-— (%)3

Substituindo a eq. (esp-36) na expressdo para o espalhamento de Debye-Rayleigh (esp-

27) temos a importante equacéo
167%(R,>
Ke _ (i + 2A20) 1+ ﬁ senQ(Q) (esp-38)

Zimm (1948) utilizou essa equacéo para desenvolver um método grafico simples capaz de

fornecer M, <Rg2> e A, como veremos a seguir.

“Zimm plots” - Antes de apresentar o método grafico desenvolvido por Zimm em 1948, é

importante considerar os seguintes limites da equacao de espalhamento:

5,

A

07 p=c=0
.., | Ke 1
e =—+2A
ii) Re)(,:o M+ 5C
16n%(R.2
iii) (ﬁ) =L, —< 2g > senQ(g)
Ro).., M 3MA 2

Através desses limites é possivel obter os parametros desejados: M, R,, e A, desde
que os dois limites de angulo e concentracdo nula sejam tomados. E necessario portanto
que o grafico seja de Kc/Ry em funcdo tanto do angulo de observacdo, quanto da

concentracao. O método de Zimm pode ser sumarizado da seguinte forma:

15



i) Deve ser feito um grafico cuja ordenada seja Kc/Ry e a abcissa seja sen?(0/2) + kc, onde
k € um numero escolhido de forma a fornecer uma boa distribuicdo dos dados.

ii) Tanto os pontos de mesma concentracdo, quanto os de mesmo angulo sdo conectados
entre si, de forma que o grafico forme uma grade (ndo necessariamente as curvas
formadas serao uma reta).

iii) Em cada curva obtida é feita uma marca em um dos casos limites de concentracao e
angulos nulos, ou seja, na curva em que ¢ = c* a marca € feita onde a abscissa é kc*,
correspondendo a 6 = 0°, e na linha em que 6 = 6* a marca é feita quando a abscissa é
sen? (0% /2), que corresponde ao caso em que c=o.

iv) Os pontos marcados sdo conectados, gerando duas linhas, uma para a qual temos
(Kc/Rg)e=0 em funcéo de 0 e outra onde obtemos (Kc/Ry)s-0 em funcéao de c. As duas linhas
se encontram no mesmo intercepto, correspondendo ao inverso do peso molecular (M -1).
As inclinagoes das duas retas estdo relacionadas uma ao raio de giracdo (Ry) e outra ao

segundo coeficiente de virial (Az), como visto nos limites acima.

A figura abaixo ilustra o procedimento grafico:

(Hiemenz, 1984)
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O método de Zimm permite, portanto, a obtencdo da massa molecular, do raio de
giracao e do segundo coeficiente de virial através de medidas de espalhamento a varios
angulos de amostras com diferentes concentracoes.

Na maioria dos casos temos uma solucdo polidispersa, e tanto o raio de giracao,
quanto a massa molecular fornecida pelo método de Zimm, serdo valores médios da

distribuicdo da amostra:

<MW> = 1— e <RgQ>Z = %ZWiMi<Rg2>i (esp-39)

onde c; é a concentracdo (massa por unidade de volume) da espécie i, M; é a massa da
espécie i e w; € fracdo de espécies com massa i, ou seja w; = c¢i/c, onde c é a soma das
concentracoes de todas as espécies. <Rg>, € mais sensivel a polidispersidade da amostra,
por conter na sua expressao além de <Rg>j, M;.

Para particulas pequenas o espalhamento é pouco dependente do angulo de
observacao. Para particulas da ordem de A, Kc/Ry varia linearmente com 0. No entanto
para uma solucdo com centros espalhadores muito grandes, ou com algumas particulas
grandes, o espalhamento passa a ser muito dependente de 0, principalmente para valores
pequenos de 0, causando uma distorcao das retas obtidas.

No caso do segundo coeficiente de virial a situacdo é mais complicada. Em uma

solucao monodispersa observa-se que A; é inversamente proporcional ao peso molecular,
e na maioria dos casos é possivel uma descricdo numa forma de poténcia: A, «c M7,

com y variando de 0.15 a 0.35, indicando que A; néo varia fortemente com o peso
molecular. No entanto para solucdes muito polidispersas, as interacdes entre as
diferentes macromoléculas sdo muito diferentes, e ndo existe um tratamento teérico para

este caso, dificultando o tratamento quantitativo dos dados.
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2. RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE)

O desenvolvimento teérico da técnica de ressonancia magnética foi principalmente
obtido das seguintes fontes: Marsh (1981); Knowles et al. (1976) Atherton (1993) e Swartz
et al. (1972). Sera feita uma revisdo simplificada dos principais aspectos da teoria de
ressonancia paramagnética de spin que foram utilizados no presente trabalho.

Algumas substancias na natureza, como alguns metais e radicais livres, possuem
elétrons desemparelhados, resultando em um momento de dipolo magnético total nao
nulo. Em presenca de um campo magnético externo ocorre a quantizacdo dos niveis de
energia correspondentes as diferentes projecées do momento angular dos elétrons (spin).
O eixo de quantizacado sera dado pela direcao do campo externo aplicado, e o orbital do
elétron desemparelhado podera estar alinhado paralelo ao campo externo ou antiparalelo
a ele. Incidindo uma radiacdo eletromagnética é possivel induzir transicdes entre esses
dois niveis de energia. A técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) é
baseada nas transi¢des do elétron desemparelhado em presenca de um campo magnético
externo, e de uma radiacao incidente.

Como ja foi dito as substancias com um elétron desemparelhado (paramagnéticas)
sdo muito raras na natureza. Em sistemas biolégicos encontramos moléculas
paramagnéticas somente em metaloproteinas e radicais livres. E comum, entretanto,
inserir moléculas paramagnéticas (chamadas de marcadores de spin) no sistema a ser
estudado. Os marcadores de spin mais utilizados sao moléculas que contém um grupo
nitréxido, com o elétron desemparelhado principalmente localizado no orbital prx do
nitrogénio. Esses marcadores podem, por exemplo, ser ligados a uma proteina ou a uma
cadeia hidrocarbdonica de uma molécula anfifilica, neste ultimo caso podendo ficar

inserido na membrana.

Condicao de ressonancia - O momento angular de spin do elétron é Y% . Se ele estd em
presenca de um campo magnético a quantizacdo do momento angular faz com que sejam

possiveis somente duas projecoes do spin no eixo de quantizacdo, que tem a direcdo do

campo magnético externo. Assumindo o campo na direcao z (H = Hz) temos:

=m_h m, =+ (epr-1)

onde S; é a componente na direcdo z do vetor de momento angular de spin do elétron. A

energia de cada estado é dada por:
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E=-i-H o= —g%é (epr-2)

onde pn é o momento magnético, H o campo aplicado, g é um fator de correcdo quantico,

que para o elétron livre é g.=2.0023 e S é o momento angular de spin do elétron.
A energia do sistema pode ser escrita em funcdo dos auto-valores da energia,

assumindo, como acima, que o campo externo tem a direcao do eixo z

E:gQLmﬁ-éngLmHSZ :i%gBH (epr-3)

onde B é o magneton de Bohr p = €% om - O estado de menor energia é obtido quando o

momento angular de spin estd anti-paralelo ao campo, ou seja, ms=-1/5, no entanto,
incidindo radiacao eletromagnética sobre o sistema podemos induzir uma transicdo para
o nivel correspondente a ms=+1/,. A energia necessaria para a transicdo sera dada pela

diferenca entre os niveis:

AE = hv = gH (epr-4)

portanto a transicdo ocorrera para uma frequéncia v= gﬁ% . Além da energia fornecida

pela microonda € possivel induzir transicoes com a energia térmica do sistema, que a
temperatura ambiente € bem maior que a diferenca entre os niveis, portanto, de acordo
com a distribuicao de Boltzmann, que sera discutida adiante, as duas populacdes sdo
muito parecidas.

A diferenca entre os niveis de energia é tanto maior quanto maior for o campo

externo, como vemos na figura abaixo.
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Para obter-se a condicao de ressonéancia é possivel variar tanto H quanto v. Por
motivos técnicos opta-se por variar o campo externo. Para a técnica de RPE de
marcadores de spin, g ~ g., v € da ordem de GHz (microonda) e H = 3400 G.

Na maioria das técnicas espectroscopicas as transicoes se dao através da
interacdo dos campos elétricos da molécula e da luz incidente. Nas técnicas de
ressonancia magnética (RPE e RMN) a interacdo se da entre o momento magnético do
elétron e a componente magnética da radiagao incidente. Com isso as regras de selecao
na transicdo sao diferentes, ja que estamos trabalhando com dipolos magnéticos e nao

elétricos. As regras séo

AS=0 e Am ==1 (epr-5)

Desdobramento hiperfino - Se o elétron emparelhado estiver préoximo, ou pertencer a
um nucleo com spin total I ndo nulo, ocorrera uma interacdo entre os dois momentos
magnéticos gerando um desdobramento nos niveis eletrénicos, tal que serdo obtidos 2I+1
niveis.

Esse efeito causado pelo nucleo é chamado de desdobramento hiperfino, e €
caracterizado por uma constante A, que relaciona a energia do desdobramento hiperfino

e o spin do nucleo:

1

E, =ALS, = iEhQAmI onde m; = -1,...1 (epr-6)

a energia total fica entao
E= i%gﬁH + %hZAmI (epr-7)
Na figura abaixo vemos o caso em que I = 1 (m; = -1, 0, 1), que é o caso do

nitréxido, e s = 1/, , dando origem a trés transicdoes possiveis, que ocorrerdo como

mostrado abaixo dos niveis
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(Knowles et al., 19706)

Nesse caso as intensidades das linhas serdo iguais nas trés transicdes. Outro tipo
de desdobramento possivel é o devido a interacdo de um elétron com n nucleos
equivalentes, resultando em n+1 linhas, cujas intensidades relativas obedecem o

tridngulo de Pascal.

Anisotropia - Até aqui foi assumida que a molécula paramagnética tinha liberdade de se
orientar de acordo com o campo externo. No entanto se a molécula estiver em um cristal
ou em um meio anisotrépico, a direcdo do orbital no qual esta localizado o elétron
desemparelhado (assumindo que nao seja o orbital isotropico s) pode nao ser

necessariamente a mesma do campo externo aplicado, e o espectro sera diferente

dependendo da orientacao de H em relacdo aos eixos internos da molécula. Se esta tiver
liberdade de movimento, de forma que assuma varias orientacdes durante um tempo
menor que o tempo envolvido nas transicoes (da ordem de 10-1! s), teremos uma média
das anisotropias resultando em um espectro isotrépico. Se o movimento for moderado

ocorrera uma média parcial da anisotropia.
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Analisando os espectros de um cristal de nitroxido, onde todas as moléculas estao
alinhadas na mesma direcdo, sdo obtidos valores diferentes para o fator-g e para a
constante de desdobramento hiperfino para cada direcdo do campo externo em relacdo
aos eixos da molécula.

O elétron desemparelhado do grupo nitroxido esta localizado principalmente no
orbital pnr do nitrogénio, onde define-se o eixo z da molécula. As direcdoes X e y sao
praticamente iguais. Na figura abaixo vemos espectros tirados em diferentes orientacoes

da molécula.

(Marsh, 1981)

Para os casos em que H é paralelo a X ou y os espectros sdo semelhantes entre si,
mas muito diferentes do espectro tirado com o campo paralelo a z. Nesse caso de simetria
axial é possivel definir a direcdo z como paralela ao orbital pn do nitroxido (regido onde
esta principalmente localizado o elétron desemparelhado) e as direcoes X e y como

perpendiculares a ele. Observa-se na figura acima que o desdobramento hiperfino é
maior quando H//z (direcdo paralela), ja que as interacdes hiperfinas com o ntucleo

ficam mais evidentes, pois a interacdo do campo externo com o momento magnético do

elétron é maior. Os valores obtidos dos espectros para A e g sao:
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AZZ = A// = 32G g22= 8/ = 2.0027
Ax=A = 6G g = g1 = 2.0089
Ayy‘AJ_= 6G gyy=gl=20061

O espectro do cristal, obtido em uma direcao qualquer formando um angulo 6 com

o eixo z da molécula (direcao paralela), no caso da simetria axial, fornece valores para g e

A dados por:
8/ g
2 _ 2 2 22 H
g =g, cos” 0 +g sen’d
Al = Af/ cos’ 0 + A’sen’0 gL
com a seguinte condicao de ressonancia
hv=g,fH+ %hQAemI (epr-7)

Se os cristais nédo estdo todos na mesma direcdo é obtido um espectro que sera o
resultado da soma de todas as orientacdes 6 presentes, chamado de espectro de po.
Nessa situacdo nao sera possivel determinar valores para A, A}, g, e g, pois as linhas se
tornam extremamente largas e distorcidas, e os desdobramentos hiperfinos menores nao
séo resolvidos. E importante salientar que o caso do espectro de p6 é distinto ao do
espectro onde temos a molécula tombando rapidamente em solucédo. Neste segundo caso
€ possivel obter uma média da constante de desdobramento hiperfino e fator-g, dadas

pelas médias dos valores no cristal

a, =

(Axx + Ayy + Azz) 8o = %(gxx + gyy + gzz) (epr—g)

W+~

Na figura anterior estdo mostrados o espectro de um marcador com alto movimento (e) e
um espectro de p6 (d).

Se os marcadores de spin estiverem em um meio nao isotrépico, como por exemplo
em uma membrana, ocorrera um alargamento nas linhas e uma diferenca nas
intensidades relativas dos picos, pois o movimento do marcador nao é o mesmo em todas

as direcoes.
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Espectros de marcadores de spin em membranas - Marcadores de spin em membranas
possuem um cancelamento parcial da anisotropia, jA que o movimento é restringido pela
membrana. Abaixo vemos um esquema de um grupo nitréxido inserido em uma
bicamada. E possivel notar que, neste caso, o eixo z do nitréxido é paralelo a direcdo

normal da bicamada, que sera chamada de orientacédo paralela.

(Knowles et al., 1976)

Os eixos x e y sdo paralelos a superficie da membrana (orientacdo perpendicular) e sao
iguais entre si. O movimento do marcador dentro da bicamada pode ser visualizado como
formando um cone de angulo 6. Esse movimento cancela parte da anisotropia , e é
possivel observar que A;; < A, e A) > Ak, onde A, e Ax seriam os valores caso 0 fosse
zero, ou seja, o marcador teria apenas movimento em torno de seu eixo. Esse efeito
ocorre pois, para 6 # 0, A;; contém também contribuicoes de A« € Ayy, € A, contém
contribuicoes de A,;, e como ja visto A, > Ax, Ayy.

Para uma amostra cristalina com direcdoes definidas é possivel obter os valores de
A para cada direcdo e que, para uma molécula em movimento rapido, o desdobramento é

a média desse valores para cada direcdo. Portanto A, - (Ax + Ayy)/2 nos fornece uma
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medida da anisotropia maxima do sistema e A;; - A, pode ser interpretado como o que
restou da anisotropia, que nao foi cancelada pela amplitude de movimento da cadeia
dentro da membrana.

Uma medida da ordem do sistema pode ser obtida através da razdo dessas duas

anisotropias, resultando em um parametro de ordem S

so— tumh 0
= 1 <S«l1 (epr-9)
A, 5[Ax+Ayl

O parametro de ordem serd maximo quando os valores de A do numerador se
igualarem aos do denominador, que séo os valores obtidos quando os marcadores estao
todos orientados. O limite em que S se anula é o de movimento amplo, quando A;; = A, .

No entanto, simulacdoes mostram que os parametros tirados dos espectros,
desdobramentos hiperfinos maximo e minimo, como vemos na figura abaixo, nao sdo
exatamente A;; e A;. O desdobramento hiperfino maximo sera muito parecido com o
desdobramento hiperfino paralelo (Amax = A;/), no entanto A, sera dado a partir de uma

correcao empirica elaborada por Griffith & Jost (1976) e Gaffney (1976):

( Amax — Amin \
A=A +14|1- (epr-10)
A, —3An+ Ay,

Outra correcdo importante a ser feita é a da polaridade do meio, que é diferente
nos casos do marcador cristalino e do marcador na membrana, e que afeta os
parametros de desdobramento hiperfino. Através da medida do desdobramento hiperfino
isotropico temos uma medida da polaridade do meio. Temos entdo um parametro de

ordem efetivo dado por
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A, -A a,(cristal)

Sy = epr-11
£ A - %(Axx 4 Ayy) a,(membrana) (ep )

onde A, é dado pela expressao anterior e
a (cristal) = %(AXX +A, +A, e a (membrana) = %,(A// + 2AL) (epr-12)

Equilibrio térmico, relaxacao e tempo de correlacao- A populacdo de spins nos dois
estados quantizados de energia, em equilibrio térmico, é dada pela distribuicao de

Boltzmann:

~hy/ N,
N, =N, e kT (T=300K = N, = 0.9984) (epr-13)
d

A temperatura ambiente, a diferenca de populacdo é muito pequena, ou seja, somente
uma pequena quantidade de spins contribui para o processo de absorcdo. Na presenca
de uma radiagcdo eletromagnética, o sistema nao estara em equilibrio, ja que as
interacoes entre os elétrons e a radiacdo eletromagnética fazem com que a distribuicédo de
populacoes entre os dois niveis seja diferente a do estado de equilibrio. Quando um spin
é excitado, através da absorcao de um féton, o sistema tendera a decair, ou através da
interacdo eletromagnética com outro féton ou por outros processos espontaneos. Para a
microonda, usada na ressonancia eletréonica, o decaimento induzido pela radiacdo
eletromagnética é praticamente desprezivel. Se essa relaxacdo for muito pequena em
comparacdo a poténcia da microonda, ocorrera uma saturacdo do sinal, pois as
populacoes nos dois niveis serdo igualadas. Ocorre portanto uma competicao entre dois
efeitos: por um lado a radiacao tende a igualar as duas populacoes, e por outro lado a
relaxacdo térmica tende a levar o sistema ao seu estado de equilibrio, dado pela
distribuicdo de Boltzmann.

Analisando o problema em termos das probabilidades de transicdo e diferenca de
populacdes entre os dois niveis, nédo é dificil verificar que, apés um pulso de radiacdo, a
diferenca de populacdes se aproxima de seu equilibrio térmico de forma exponencial, com
um tempo de relaxacdo caracteristico, T; (Atherton, 1993).

Portanto quanto menor T;, mais rapido se dara a relaxacdo para o equilibrio
térmico. No entanto, para T: muito pequeno a transicao se torna extremamente alargada

devido ao principio de incerteza. Geralmente T; &€ menor para soélidos, onde a interacdo
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spin-rede é mais presente. No caso de liquidos T; é maior (da ordem de 10-°¢ s),
praticamente ndo causando alargamento da linha. E importante, entretanto, ndo usar
poténcias de microonda muito altas, de modo que a saturacdo do sinal seja evitada.

Para marcadores de spin em liquidos a principal causa do alargamento da linha de
absorcdo provém de um mecanismo muito diferente do que o discutido até aqui. Os
varios spins presentes sentirdo, a cada instante, um campo local diferente, gerado pelos
outros spins, portanto havera pequenas variacdes nas diferencas de niveis dos varios
spins, resultando em um alargamento da linha. Esse alargamento é caracterizado pelo
tempo de relaxacdo spin-spin (T). Para uma solucao fluida, onde o movimento térmico é
rapido, e nado haja saturacdo do sinal, a forma da linha de absorcao é dada por uma

Lorentziana de largura 1/Ts:

flo) = L 20 (epr-14)

onde ® é a frequéncia da microonda.

A forma Lorentziana da curva s6 é obtida para movimento rapido do spin, de
forma que ele possa sentir todos os campos locais em um tempo pequeno comparado
com o reciproco da frequéncia de Larmor.

Na largura de linha também sao encontrados alargamentos de forma Gaussiana,
relacionados a desdobramentos hiperfinos nao resolvidos.

E possivel distinguir trés regides de movimento para um marcador de spin em

relacdo a escala de tempo da técnica de RPE. Se o movimento do marcador é muito

[¢D

rapido, ou seja, seu tempo de correlacdo 1 < 10-11, entdo o espectro do marcador

[©D

insensivel a velocidade de movimento molecular. Para 10-11 < 1 < 3 x 109 o espectro
sensivel, através do alargamento das linhas, as variacoes na velocidade e na amplitude
do movimento molecular. O tempo de relaxacdo T» pode ser tratado, nessa regido de
movimento, por teoria de perturbacdo dependente do tempo. Chega-se a uma

dependéncia de T2 com os numero quanticos nucleares dada por:
1/T,(m) = a + bm + cm® (epr-15)
Portanto o alargamento da linha se da tanto homogeneamente em relacdo aos trés picos

(a) quanto de forma diferente para cada pico (b) ou simetricamente em relagcdo ao pico

central (c).
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Para um marcador em um meio isotrépico o tempo de correlacdo, pode influenciar
tanto as larguras das linhas quanto o valor de Amax. Na figura abaixo estdo mostrados

espectros de um marcador em um meio isotrépico com diferentes viscosidades.

(Knowles et al., 1976)

Portanto vemos que Amax contém contribuicdes tanto da ordem (como visto
anteriormente) quanto da mobilidade do marcador no meio. Para tempos de correlacao
muito pequenos Amax tera informacoes somente sobre a ordem do sistema.

As contribuicoes dominantes ao alargamento dos picos vém das anisotropias do
desdobramento hiperfino e do fator g, e por essa razao as larguras de linha dependem
tanto da amplitude quanto da velocidade de movimento.

Em geral o movimento de marcadores de spin em membranas € anisotropico, e
portanto sdo necessarios dois tempos de correlacdo para a descricdo do movimento: T,/
para rotacdo em torno do eixo de simetria e 1, para rotacoes perpendiculares a esse eixo.
Esses tempos de correlacao podem ser expressos em termos dos parametros b e ¢ da eq.
(epr-15).

Para movimentos muito lentos, quando t > 3x109, tanto as posi¢coes quanto as
larguras e forma de linha dependem da velocidade de movimento, mesmo em um
ambiente isotropico, até que um espectro de pé totalmente imobilizado é obtido. Para
esse caso a teoria de perturbacdo usada no regime anterior ndo é valida, e torna-se
necessaria a simulacao de espectros.

Os espectros tirados durante o trabalho encontram-se na regido de movimento
intermediario para as temperaturas mais altas, enquanto que alguns espectros com

muito pouco movimento sdo obtidos para as temperaturas baixas (T < 20°C).
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3. TEORIA DE GOUY-CHAPMAN

(McLaughlin, 1977; Trauble et al., 1976)

A teoria de Gouy-Chapman, elaborada em 1910, trata do problema de uma
superficie plana carregada e o potencial criado por ela. A concentracdo de ions de sinal
oposto deve ser maior préximo a superficie carregada do que longe dela. Essa atracéo é
de origem eletrostatica, e se ela fosse a Unica forca presente todos os contra-ions
estariam junto a superficie. Isso ndo ocorre ja que existe uma difusido térmica dos ions. O
balanco das duas forcas faz com que os contra-ions fiquem distribuidos na solugdo, mas
com um concentracdo maior préoxima a superficie carregada. Essa distribuicao de ions é
chamada de camada difusa.

Como o fosfolipidio estudado possui um grupo fosfato ionizavel, a bicamada
formada por ele apresentara uma densidade superficial de cargas, e podemos estudar
algumas de suas propriedades através de calculos utilizando a teoria de Gouy-Chapman,
que no entanto é€ baseada em varias simplificacées, sendo por isso muitas vezes
criticada.

A teoria parte da equacao de Poisson:
2 g (= 4 (=
\% ‘P(r) = —Tp(r) (gouy-1)

onde p (r) é a distribuicdo de cargas, ¢ é a constante dielétrica do meio e ¥ (f) o
potencial elétrico, que nessa literatura nao € escrito como ¢, como na nomenclatura fisica
usual. O tratamento da teoria sera feito no sistema CGS de medidas.

A teoria de Gouy-Chapman trata de uma superficie plana carregada, o que deixa o
problema unidimensional, ja que a TUnica variavel importante é a distancia x,

perpendicular ao plano da membrana. A equacao de Poisson fica:

a4 (x) 41 (X)

p . (gouy-2)

Assumindo que fora do plano temos um eletrélito simétrico e que os ions sdo
cargas puntuais, a distribuicdo de cargas é dada pela diferenca de densidade de cargas

positivas e negativas:

p(x) = e[n'(x) - n(x)] (gouy-3)
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onde n* (X) € o nimero de ions por unidade de volume, que é dado pela distribuicao de
Boltzmann obtida da igualdade do potencial quimico no equilibrio. Para tal é assumido
que a carga da superficie da placa € homogeneamente distribuida por toda a superficie, e

que ¥(x - %) =0:

n*(x) = n*() e = XT (gouy-4)

n* (w)é a concentracdo de eletr6litos no infinito e z € a valéncia das cargas. Como a
aproximacao é para eletroélitos simétricos entao n*(«) = n-() = n(x).

Substituindo n* () na eq. (gouy-3) obtemos:

e‘P(x)j

p(x) = —2en () senh( KT

(gouy-5)

substituindo essa expressdo na equacao de Poisson (eq. (gouy-2)) obtemos a equacao de

Poisson-Boltzmann

PHx) _8n e'¥(x)

e en(w) sen (gouy-6)
com as condi¢coes de contorno y(0)=y, e y(x—x) = dy/dx (x—x)=0. Assumindo que a
constante dielétrica do meio é constante até a superficie carregada, a solucdo da equacéao

é dada por

1 —KX
_ 2kT11’1( + o€ ]

¥(x) ==, —— (gouy-7)
1/2 ze'¥,
87[621’1(00)] e 2T _q
= a= ze¥, (gouy_s)
( ekT -

onde ¥ € o inverso do comprimento de Debye (Ap), chamado de comprimento de
blindagem ou espessura da camada difusa de ions. E interessante analisar os casos de

potencial de superficie alto e baixo:
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et P(x) =P e
T << x)=V €
(gouy-9)
e¥,  OKT (1 + e“j
wr > 1 (x) = el 1l_e™

No caso de potencial baixo obtém-se um decaimento exponencial simples, que
deixa claro o significado de k como sendo a distancia para a qual o potencial cai para 1/e
do valor de ..

No regime de alto potencial de superficie ¥(x) independe do valor de ¥,, tendo
apenas k como parametro.

A carga na superficie da placa (densidade superficial de carga), deve ser igual e

oposta a soma de todas as cargas no espaco (condicdo de eletroneutralidade):

c= —T p(x) dx (gouy-10)

0

Na integral de p(x) as cargas do eletrolito simétrico se anulam, sobrando apenas os
contra-ions, que sdo em mesmo nuimero que as cargas superficiais.

Inserindo a equacdo de Poisson-Boltzmann (eq. (gouy-6)) na condicdo de
neutralidade obtemos uma expressido que relaciona a densidade superficial de cargas o

com o potencial de superficie ¥,, que € a equacao de Gouy

e,
6= 5 K senh KT (gouy-11)

No entanto normalmente queremos obter ¥, em funcdo de o, o que sb6 €
conseguido numericamente, ja que invertida, essa equacdo torna-se transcendental.

Podemos novamente calcular os dois limites do potencial de superficie

e\PO _ 4r

KT <<1 = E o

(gouy-12)
e, _ 2KT (ﬁ gj
kT 1 Yo =" Inlgpr
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Tomando um dos limites é possivel obtermos ¥, em funcao de . O caso de ¥, pequeno
corresponde ao do capacitor de placas paralelas e nele temos um comportamento linear
de ¥, com o. Para uma membrana com a maioria das cabecas polares carregadas é
razoavel utilizar a aproximacao de potencial alto, ja que e/KkT =25 mV e ¥, = 100 mV.
Conhecendo os parametros ¢ e n(») (relacionada a forca idnica do meio) a teoria de
Gouy-Chapman nos fornece valores para ¥, e k e expressdes para ¥(x) e p(x). E

importante, entretanto, ter sempre em mente as aproximacoes contidas no modelo:

i) os ions sao cargas pontuais (efeitos especificos sdo desprezados)

ii) ¢ € constante para x > 0 (sabemos que o valor de ¢ em meio aquoso é 80 e vai
diminuindo a medida que se aproxima da membrana, chegando a 2 no interior da
bicamada)

iii) as cargas superficiais estdo continuamente espalhadas (efeitos de carga imagem sao
desprezados)

iv) o eletrolito é simétrico (essas expressdes nao sdo validas para eletrélitos formados, por
exemplo, de um cation divalente e dois dnions monovalentes. A equacdo de Grahame é o
analogo a equacao de Gouy, para eletrélitos ndo simétricos. No entanto a equacao de
Poisson-Boltzmann, nesse caso, s6 tem solucao numérica)

v) as expressoes sao desenvolvidas para superficies planas infinitas carregadas, o que
sabemos nao ser verdade para o caso de dispersoes lipidicas, que normalmente formam

estruturas esféricas

Pressao entre duas superficies carregadas - Israelachvili (1992) discute que quando
duas superficies carregadas se aproximam em uma solucédo contendo apenas contra-ions
ou eletrolitos simétricos a tendéncia é haver uma repulsdo entre as duas superficies. A
origem dessa repulsdo é entropica e nao eletrostatica, pois é a entropia de mistura que
nao deixa que as duas superficies se aproximem muito. Eletrostaticamente seria
conveniente a diminuicdo dessa separacdo, ja que teria como consequéncia uma
aproximacdo dos contra-ions da superficie carregada. Para obter uma expressdo da
pressao (ou forca por area) entre duas superficies carregadas em funcdo da distancia D
de separacao entre elas Israelachvili (1992) parte de uma relacdo termodinamica entre a
pressdo e o potencial quimico, e utilizando algumas expressdes da teoria de Gouy-
Chapmann e algumas aproximacoes, mostra que a pressao entre as duas superficies esta

ligada a pressao osmoética no ponto médio entre elas:
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P(D) = kT [Z n,.(D)-Xn,, (oo)} (gouy-10)

O sub-indice m refere-se ao ponto médio entre as duas superficies. A distribuicao de ions
é dada pela distribuicido de Boltzmann desde que o potencial seja tomado no ponto

meédio:

P(D) = 2kT n(x) [cosh % - 1) (gouy-11)

Se as duas superficies nado estdo muito préximas, é possivel estimar que o potencial no
ponto médio seja a soma dos potenciais de cada uma sozinha, e portanto ¥, pode ser
aproximado por 2 ¥(D/2), onde ¥Y(D/2) é o potencial gerado por uma superficie no ponto

meédio. A pressao € dada entéo por:

2e‘{:(r%) - 1) (gouy-12)

P(D) = 2KkT n(x) (COSh =

O calculo dessa pressdo nao leva em conta forcas de hidratacdo que ocorrem para

D pequeno e interacoes de van der Waals, que introduziriam um termo atrativo.
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MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

Fosfolipidios e marcadores de spin - Os fosfolipidios dimiristoil fosfatidilglicerol (1,2-
Dimiristoil-sn-glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)] - sal de s6dio) e dimiristoil fosfatidilcolina
(1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-Fosfocolina- sal de s6dio) usados no trabalho foram obtidos
da Avanti Polar Lipids. Os marcadores de spin derivados de fosfolipidios utilizados foram
o 5-PCSL, 1-Palmitoil-2-(5-Doxilestearoil) fosfatidilcolina, e o 12-PCSL, 1-Palmitoil-2-(12-
Doxilestearoil) fosfatidilcolina, obtidos da Avanti Polar Lipids. Os marcadores de spin
derivados de acido estearico n-SASL (acido n-4,4-dimetiloxadolidina-N-oxil estearico,
onde foram usados n =5, 7, 9 e 12) e o marcador CSL (3-doxil-5-colestano) foram obtidos
da Sigma Chemical Co. O marcador SSL (4-estereamina-1-oxil-2, 2, 6, 6-tetrametil
piperidina) foi gentilmente cedido pela Profa. Shirley Schreier do IQUSP.

A representacao esquematica dos fosfolipidios e marcadores de spin utilizados

neste trabalho esta mostrada na fig. mat-1.

Solventes - O cloroféormio (CHCls) utilizado para preparacdo dos filmes lipidicos
(Métodos) foi obtido comercialmente da Merck. A agua usada era destilada, e em alguns
experimentos utilizou-se agua Milli-Q, fornecendo os mesmos resultados. O tampao

hepes, acido N- (2-Hidroxietil)-Piperazina-N’-2-etano sulfénico, foi obtido da Serva.

2. METODOS

Dispersdes lipidicas - Inicialmente foram preparados filmes lipidicos através da
evaporacdo de uma solucdo cloroférmica de fosfolipidios (nas amostras para RPE foi
adicionado no maximo 1 mol% do marcador desejado a essa solucao). A evaporacao foi
feita com um fluxo de nitrogénio gasoso, e os tubos de ensaio contendo os filmes foram
deixados no vacuo por pelo menos duas horas, para que a evaporacao do cloroférmio
fosse completa. Esse procedimento foi seguido tanto para o DMPG quanto para o DMPC.
Em seguida foi adicionado o solvente desejado (agua destilada, solucdo de tampao hepes
10 mM pH 7.4 na auséncia ou presenca de uma dada concentracao de sal) e a dispersao

foi agitada em um agitador de tubos por 2 minutos pelo menos, até que todo o filme
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Fig. mat-1: Representacdo esquematica dos fosfolipidios e marcadores de spin. O 12-
PCSL tem a mesma estrutura que o 5-PCSL, entretanto o grupo nitroxido esta ligado ao
carbono 12 da cadeia hidrocarbdnica. O 5,7 e 12-SASL possuem a mesma estrutura da

mostrada para o 9-SASL, mas com os grupos nitréxido em diferentes posicoes da cadeia.
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lipidico fosse removido das paredes do tubo de ensaio (algumas vezes foi necessario
aquecer um pouco a amostra). As dispersdes eram usadas no mesmo dia, a menos que
esteja especficado o tempo.

As vesiculas unilamelares foram obtidas por extrusdo a 30°C (acima de Ty) das
dispersodes lipidicas, de acordo com o procedimento descrito por Hope at al. (1985). As
amostras foram passadas uma vez por um filtro de policarbonato da Nuclepore de 4000
A, duas vezes por uma filtro de 2000 A e finalmente pelo menos trés vezes por um fitro de
1000 A. A concentracdo manteve-se praticamente inalterada durante o processo, como
calculado pelo método de dosagem de fosfato. Foram feitas microscopias eletronicas das
vesiculas apos a extrusao e verificou-se que a maioria delas era realmente unilamelar

com diametro da ordem de 700 - 1000 A.

Ajuste de pH - (Lehninger, 1984; Stryer, 1988 e Voet & Voet, 1990) O hepes é um acido
fraco com pK = 7.55, ou seja, a pH = 7.55 metade do tampao encontra-se na sua forma
ionizada e metade na sua forma protonada. Para a titulacdo de um acido fraco por uma
base forte a equacado de Handerson-Hasselbach, obtida das definicdes de pH, pK e Kg, (eq.
pH-2)) descreve o comportamento do pH da solucdo em funcdo das concentracdes das

formas protonada e desprotonada do acido fraco:

A
pH = pK + log [[HA]] (pH-1)

onde
pK =-logK, pH = —log[H"] K, = % A" +H'" & HA (pH-2)

Kq € a constante de dissociacdo do acido (A) e as concentracdoes entre colchetes séo

dadas em mol/l.
Para pH~pK = [A7]~][HA], portanto, pequenas concentracdes de acido (H-)

ou base (OH") colocadas na solucao praticamente nao afetam o valor do pH da solucéo, ja
que reagem com [A-] e [HA] respectivamente, mantendo o logaritmo da razao [A]/[HA]
bem pequeno. Essa regido de pH em torno do pK do composto é entdo chamada de regiao
tamponante, e € de extrema importancia em sistemas biologicos, ja que pequenas

variacoes de pH signficam grandes mudancas na concentracao de protons em solucao
(pH = —log[H"] » [H"]=10"").
Dissolvendo 10 mM de hepes em agua pura, cujo pH é da ordem de 5.6, uma

fracdo do hepes se dissocia liberando prétons no meio, consequentemente diminuindo o
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pH da solucao, que cai para S. Para aumentar o pH da solucao é necessario o acréscimo
de uma base forte (aceptora de prétons). Usamos o hidréxido de sédio (NaOH). Como
queriamos chegar na regiao de tamponamento do hepes foi necessario adicionar bastante
base para que o pH chegasse a 7.4.

Adicionou-se pequenas quantidades de NaOH sempre verificando o pH em um pH-
metro da Metler Toledo, até que o valor de 7.4 fosse atingido. No entanto é possivel
calcular a quantidade de NaOH necessaria para aumentar o pH de 5 para 7.4. As duas

reacdes principais, quando adicionamos NaOH, sao:
OH + HA & A+ H,0O e A" +H" & HA (pH-3)

Pode-se assumir que todo OH- em solucdo reagirda com a forma protonada do
acido, causando a ionizacao do mesmo, conforme descrito pela primeira reacao. Portanto,
a medida que a concentracao de OH- é aumentada, a concentracao de HA é diminuida e a
de A- é aumentada. Olhando a segunda reacdo, observa-se que esse aumento de A- |
junto com a diminuicdo de HA causam uma reducdo de H*, ja que essas trés espécies
encontram-se em um equilibrio dado por essa segunda reacdo. Com isso o pH da solucédo
é aumentado a medida que é aumentada a concentracao de base (OH-). A equacao de
Handerson-Hasselbach relaciona o pH da solucao as concentracoes de acido associadas e
dissociadas, como visto acima na eq. (pH-1), no entanto é preciso escrevé-las em termos
da quantidade de base adicionada. Pela primeira reacao da eq. (pH-3) vemos que todo
OH- em solucédo causa o surgimento de um A- e o desaparecimento de um HA. Portanto
podemos usar que [A] = [A], + [OH] e [HA] = [HA], - [OH], onde [A], e [HA], sdo as
concentracoes no pH inicial de acido fraco nas formas dissociada e protonada, obtidas
através da manipulacdo das equacdes (pH-2). No entanto [A], é praticamente zero, e a

equacao de Handerson-Hasselbach (eq. pH-1)) fica

pH =pK+ log% (PH-3)

Fazendo este calculo vemos que sdo necessarios aproximadamente 4 mM de OH- para
que o pH da solucdo aumente de 5 para 7.4, o que concorda muito bem com a
quantidade de NaOH adicionada na pratica até que o valor de 7.4 fosse lido no pH-metro.
Temos portanto 4 mM de [Na*] em solucdo, ja que a dissociacdo de uma base forte como

NaOH é total. No decorrer do trabalho veremos que isso sera de grande importancia.
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O tampao fosfato é preparado de uma forma diferente. Juntam-se certas
proporcoes de dois sais diferentes para que o pH ja esteja automaticamente ajustado
para 7.4, e que a concentracao de tampao seja de 10 mM:

19 ml de uma solucdo 10 mM de NaH,PO4.H2O — [Nat*] = 1,9 mM

81 ml de uma solucdo 10 mM de Na;HPO4 — [Na*] =2x 8,1 mM

resultando em uma concentracdo total de Na* em solucdo de 18 mM (assumindo
dissociacao total dos sais), ou seja, o tampao fosfato possui uma forga idnica mais de

quatro vezes maior que o tampao hepes pH 7.4.

Dosagem de fosfato - (Rouser et al., 1970) As dosagens de fosfato foram feitas em todas
as amostras usadas nos “Zimm Plots” e nas medidas de indice de refracao, o
procedimento sendo o seguinte:

1) Guardar uma certa quantidade da amostra lipidica desejada em um tubo de ensaio
onde caibam pelo menos 5ml. E importante guardar um volume tal que a quantidade de
moles esteja dentro da faixa do padrao de tampao fosfato (de 10 a 100 nmol).(1 mM = 1
nmol/pul).

2) Fazer amostras de referéncia de tampao fosfato para montar uma curva padriao de
absorbancia por nmol de Pi (fosfato inorganico) (que tem que estar na faixa de 10 a 100
nmol).

3) Deixar os tubos de ensaio com as amostras e com tampao fosfato em uma estufa a
mais de 120°C até que as amostras fiquem secas.

4) A partir de agora fazer dois tubos de referéncia (que nao contenham amostra) que
servirdo de branco nas leituras do espectrofotometro.

5) Adicionar a cada tubo 0.4 ml de HCIO, (Acido Perclérico) concentrado (~70%) e colocar
os tubos para digerir em um bloco quente a 180° por uma hora. Durante esse processo
os tubos devem ficar tampados com uma bolinha de gude em cima, para que haja pouca
evaporacao. Este tempo é em geral suficiente para a mineralizacao total do fosfato.

6) Deixar a amostra esfriar e adicionar 1ml de agua destilada, 0.4 ml de molibdato de
amonio a 1.25% (p/v) e misturar cada tubo num vértex.

7) Adicionar 0.4 ml de acido ascoérbico 3% (p/v). Nao usar solucdo de acido ascérbico com
mais de duas semanas apés o preparo.

8) Misturar novamente num vortex e deixar os tubos em banho-maria fervente por 10
minutos.

9) Deixar as amostras esfriarem e ler as absorbancias num espectrofotometro a
A=797nm, subtraindo as amostras de referéncia.

10) Fazer as leituras no espectrofotometro das amostras de tampao fosfato (curva
padrao).
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11) Comparar as leituras obtidas para as amostras com as obtidas para a solucdo de
tampao. Com isso obteremos a quantidade (em nmol/pul) de Pi na solucdo. Para obter a
concentracdo basta dividir o nimero obtido pela quantidade de pl que foi colocada no

tubo no inicio do.

Medidas de espalhamento a 90° - As medidas de espalhamento de luz a 90° foram feitas
em um espectrometro de fluorescéncia Hitachi F-3010, cuja cela esta em contato com um
banho e circulador Forma Scientific 2006, para a variacdo da temperatura. Os valores
mostrados nos resultados sdao os fornecidos por um termopar Fluke 51 K/J colocado
dentro da amostra.

Todas as medidas foram feitas no mesmo comprimento de onda. No entanto nao
foi possivel deixar a excitacdo e emissdo no mesmo comprimento de onda, devido a
problemas de deteccdo. Foi escolhido um comprimento de onda pequeno para que o
espalhamento fosse grande, assim como suas variagdes devido a temperatura. Foi usado
Aexcitacio = 280 NM € Aemissao = 286 nm. A largura das bandas de excitacdo e emissao foi de
S nm.

Foi utilizada uma cela de quartzo com duas paredes grossas e duas finas com 0.4
cm de caminho 6tico. A luz incidia em uma das paredes grossas, e foi feita a leitura da
luz espalhada a 90e.

Foi sempre esperado pelo menos 5 minutos para estabilizacdo da amostra em cada
temperatura. Na tela do aparelho aparecia a intensidade de luz espalhada em funcao do
tempo, de modo que a estabilizacdo da amostra era claramente monitorada. Em alguns
momentos a amostra permaneceu cerca de uma hora na mesma temperatura, e a
intensidade se manteve constante por todo esse periodo. Algumas vezes as transicdes de
fase demoravam mais para acontecer, independente se era a transicdo ptincipal ou a
segunda, ou se a temperatura estava sendo aumentada ou diminuida.

As amostras guardadas de um dia para o outro ficavam em uma estufa a uma

temperatura entre 35 e 40°C, acima da Tm, portanto.

Medidas de RPE - Os espectros dos marcadores de spin intercalados as membranas de
DMPG foram tirados em um espectrometro ER-200D-SRC da Bruker, pertencente ao
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP. A temperatura era
controlada por um aparelho B-ST 100/700 da Bruker. As temperaturas foram conferidas
por um termopar. As medidas foram feitas em uma cela de quartzo com volume interno
de 80 pl, de James Scanlon, Costa Mesa, CA.

A poténcia da microonda utilizada foi de 12,6 mW (atenuacdo de 12 dB), valor

para o qual temos pouca saturacdo do sinal. A amplitude de modulacao (Gpp) foi sempre
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de 1,25 G. A razado tempo de varredura (s)/constante de tempo (ms) foi sempre mantida
igual, no entanto para espectros mais iméveis (temperaturas baixas) era necessario um
tempo maior de acumulacdo. De um modo geral foi usado 500s/500ms (10-14°C),
200s/200ms (16-24°C) e 100s/100ms (26-45°C). As temperaturas usadas foram 10, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, e 45°C, e os experimentos foram feitos
em ordem decrescente de temperatura (45-10°C). Em uma das amostras foram feitas a
ida e a volta e nao foi observado nenhum efeito de histerese.

Os espectros foram gerados em formato ASC-II e os parametros de interesse foram

obtidos graficamente no programa Micro-Cal Origin 3.0.

Medidas de indice de refracao - As medidas de indice de refracao foram feitas em um
refratéometro de Abbe, gentilmente emprestado pelo Laboratério de Fisica para Ciéncias
Farmacéuticas e Biolégicas do IFUSP. O mesmo banho usado nos experimentos de
espalhamento a 90° foi acoplado ao refratometro, o valor das temperaturas, no entanto,
foi dado pelo termopar, colocado diretamente em contato com a amostra. Foi usada uma
lampada de sédio, cujo comprimento de onda era da ordem de 590 nm, gentilmente
emprestada pelo Laboratério de Estrutura da Matéria do IFUSP. Foram feitas medidas do
indice de refracdo da amostra (n) de 14-38°C para as seguintes concentracdes lipidicas:
2, 5, 10, 20 ,35, 50 e 70 mM. Depois, utilizando o programa Micro-Cal Origin 3.0, a
partir de um grafico de n em funcao da concentracao c, obteve-se a inclinacao da reta
(dn/dc) para todas as temperaturas. Foram feitas duas dosagens de fosfato de cada
amostra.

A medida do indice de refracdo é baseada no fenomeno de reflexdo total, que
ocorre, para um certo angulo, quando a luz passa de um meio mais refringente para um
meio menos refringente. O refratometro de Abbe consiste em um prisma com duas faces
polidas e uma despolida, pela qual a luz incide. Em uma das faces polidas é colocada
uma gota do liquido cujo indice de refracdo n; se quer descobrir. O prisma é feito de um
material com indice de refracdo n conhecido (n > ni). O aparelho esta calibrado para
fornecer a leitura do indice de refracdo do liquido colocado em uma das faces, quando a

geometria do aparelho for ajustada para que ocorra a reflexao total.

Medidas de espalhamento a varios angulos - As medidas de espalhamento a varios
angulos foram feitas em um aparelho Laser Photometer Dawn DSP da Wyatt Technology
Inc., cujo comprimento de onda é A = 633 nm, em colaboracdo com o Prof. Mario Politi do
Departamento de Bioquimica do IQUSP e com o Prof. Wayne Reed, da Tulane University -
EUA, que passou um tempo nesse laboratério, e foi quem fez os programas de analise

dos dados fornecidos pelo aparelho.
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As amostras tinham que ser passadas em um filtro de 0.2 um para evitar sujeiras
na amostra, devido a alta sensibilidade do aparelho. O aparelho tinha dezoito diodos de
detecao dispostos ao redor da amostra.

Os experimentos de intensidade de luz espalhada em funcdo da temperatura
foram feitos esquentando a amostra e analisando o espalhamento enquanto a
temperatura estabilizava. Um termopar cromel alumel tipo K ligado ao computador
fornecia a temperatura da amostra. O mesmo foi feito depois esfriando a amostra e
deixando-a estabilizar novamente no aparelho. As duas curvas foram depois juntadas.

Para obtencao dos “Zimm Plots” eram necessarias diferentes concentracoes, que
ndo puderam ser muito grandes, pois o espalhamento nao poderia sair da escala do
aparelho e nado poderia haver muita interacdo entre as macromoléculas, de forma a
manter validas algumas aproximacodes feitas. As concentragdes escolhidas, entdo, foram,
em geral, de 0.1, 0.3, 0.5, 0.75 e 1 mM. A obtencao dos “Zimm Plots” e as grandezas por

eles fornecidas foram feitas através de um programa escrito pelo Prof. Wayne Reed.

Medidas de condutividade - As medidas de condutividade foram feitas em um
condutivimetro Digimed CD-200 de corrente alternada com uma cela de constante 1 e
com eletrodos de platina do Laboratério de Sistemas Biomiméticos do IQUSP. As medidas
foram comparadas a valores tabelados de uma solucdo KCl 10 mM. A condutividade de
uma amostra depende de varios fatores, como sua concentragcdo, volume, temperatura e
mobilidade dos ions. A condutancia é devida tanto aos cations quanto aos anions. A
espécie que mais conduz é o proton, cerca de 5 vezes mais que o sédio e o potassio, por
exemplo. O anion OH- também tem uma mobilidade muito maior que o cloro, por
exemplo. A condutividade é, em geral, medida em Q! cm-! (ochm! cm-?).

Se adicionamos um eletrélito a uma solucdo podemos tanto ter uma diminuicao
quanto um aumento da condutividade da mesma. Se ndo ocorrer reacdo ionica a
condutividade é aumentada, ja que o numero de ions em solucdo aumenta. No entanto,
se ocorrer alguma reacdo idnica podemos ter a substituicdo de um ion que conduz muito
por um que conduz pouco, resultando em uma diminuicdo da condutividade geral (Vogel,
1992).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

1. ESPALHAMENTO A 90°

Estudamos o espalhamento de luz a 90° de amostras de DMPG em diversas
condicoes. A técnica mostrou ser bastante sensivel a transicdo de fase gel - cristal liquido
induzida pela temperatura. Durante essa transicao ocorre um decréscimo abrupto na
intensidade de luz espalhada. A figura esp-1 mostra a intensidade de luz espalhada em
funcao da temperatura para lipossomos de DMPG na seguinte condicado especifica: 10
mM de tampao hepes pH 7.4. E importante notar que nesse pH o grupo fosfato do DMPG
esta principalmente carregado (pKa = 2.9 em 100 mM NaCl - Watts et al. 1978 e pK

intrinseco = 1.2, como sera analisado na secdo 6.).

DMPG 10 mM + 10 mM hepes pH 7.4

—0— Ohid

4 —O— Ohwdta
—e—24h

—A—48h

Espalhamento a 90 ° (u.a.)
N
|

Temperatura (°C)

Fig. esp-1: Intensidade de luz espalhada a 90°¢ por dispersdes lipidicas de DMPG em

funcao da temperatura. Ida: temperatura crescente; volta: temperatura decrescente.
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A transicdo de fase principal, para o DMPG em tampao hepes, ocorre a
temperatura de 18°C (Tn), sendo caracterizada por um grande decréscimo na intensidade
de luz espalhada. No entanto observamos que o DMPG nessas condi¢cdes apresenta uma
segunda transicdo por volta de 35°C (Ty), que, contrariamente a primeira, tem como
caracteristica um aumento na intensidade de luz espalhada, atingindo valores da mesma
ordem aos obtidos na fase gel. A olho nu, vemos que a amostra é transparente na regiao
de baixo espalhamento (entre as transicdes) e turva nas regides de alto espalhamento.

Enquanto a transicdo principal é uma caracteristica geral de todas as dispersoes
lipidicas, a pos-transicdo so6 foi detectada para o DMPG em certas condicdes especificas,
e, na literatura, encontramos apenas algumas mencdes a ela (Heimburg & Biltonen,
1994; Salonen et al., 1989), como sera discutido mais adiante.

Ainda na figura esp-1 pode-se notar que as duas transicdoes sdo reversiveis.
Entretanto, deixando a amostra incubada em uma estufa por volta de 35°C por dois dias,

Ty diminui com o tempo de incubacao, sendo que a transicao principal néo é alterada.

Variacao da forca ionica do meio - Como ja foi dito o DMPG é negativamente carregado,
e portanto a interacao eletrostatica entre as cabecas polares deve ter um papel relevante
na estrutura e caracteristicas da bicamada. Variando a forca i6nica do meio é possivel
estudar o efeito do sal no comportamento termotrépico de lipossomos de DMPG. A figura
esp-2 mostra o espalhamento de 10 mM de DMPG em diferentes forcas idonicas: agua
destilada, 10 mM de tampéao hepes na auséncia e presenca 10 e 100 mM de NaCl. Todos
os solventes estavam ajustados a pH 7.4, com excecdo da agua pura, cujo pH era por
volta de 5.6. Como discutido em Materiais e Métodos foi usada uma base forte (NaOH)
para o ajuste de pH do tampao hepes, que ao ser solubilizado em agua apresentou um
pH de aproximadamente 5. A quantidade de NaOH colocada na solucdo nos fornece a
forca ibnica da mesma. Para o caso do hepes temos uma forca idénica de 4 mM.
Analisando o comportamento das curvas de espalhamento para cada forca idnica,
podemos notar que a temperatura da transicdo principal é alterada pela forca idnica
(tabela esp-I). Quanto mais ions em solucdo, maior € Tn. Este € um fato conhecido ha
muito tempo na literatura (Jdhnig, 1976; Trauble et al., 1976; Cevc et al., 1980), e sera

mais extensamente comentado na secao 6.
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—®— DVPG + HO destil
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Fig. esp-2 Intensidade de luz espalhada a 90° por dispersdes lipidicas de DMPG em
funcdo da temperatura, para diferentes forcas idnicas (dadas a seguir em mM). HyO:

0.0025; hepes: 4, hepes + 10 mM NaCl: 14; hepes + 100 mM NaCl: 104.

No caso de DMPG em agua destilada pura, a transicado de fase fica extremamente
larga, praticamente impossibilitando a definicao de um valor para Tm. No artigo de Epand
& Hui (1986) fica claro, através da técnica de calorimetria, que o DMPG néao apresenta
uma transicao de fase definida em agua destilada. Eles atribuem esse resultado a uma
possivel perda de cooperatividade entre as moléculas do fosfolipidio, devido a forte
repulsao eletrostatica entre as cabecas. No entanto, como sera visto, o DMPG em agua
pura esta quase todo descarregado, pois o pK aparente da solucao é muito alto em baixa
forca idnica.

A poés-transicao é extremamente sensivel a forca idnica, nao ocorrendo para forcas
ibnicas muito baixas (dgua pura) ou muito altas (100 mM NaCl). Na faixa em que a
segunda transicdo ocorre, T, tem um comportamento contrario ao de Ty: diminui com o
aumento da forca idnica (Tabela esp-I), ou seja, enquanto a presenca de ions em solucao
estabiliza a fase gel, desestabiliza a fase de baixo espalhamento entre as transi¢cdes. O
espalhamento tem como limites inferior e superior o espalhamento de DMPG em agua e o
de DMPG em alta forca ibnica, respectivamente.

Um dos Unicos artigos na literatura a detectar a poés-transicdo do DMPG é o

trabalho de Salonen et al. (1989), cujo objetivo € discutir as diferencas estruturais entre
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os estereoisdomeros 1-DMPG (espécie que ocorre na natureza), 3-DMPG e sua mistura
racémica (nosso caso). Experimentos de calorimetria diferencial de varredura (DSC) com
DMPG, variando a concentracdo de NaCl do meio, foram apresentados para os trés tipos
de DMPG. Em concentracoes de NaCl entre O e 100 mM a técnica de DSC foi capaz de
detectar para os trés tipos de DMPG, além da transicado principal, a pés-transicao. A
entalpia dessa segunda transicdo é cerca de dez vezes menor que a da primeira. Com o
aumento da concentracao de NaCl, AH, aumenta, enquanto AHn, diminui e os dois picos
se aproximam até se colapsarem por volta de 100 mM de sal. Nesse trabalho (Salonen et
al., 1989) nao sdo discutidas interpretacdes para a poés-transicdo, pois o enfoque do
trabalho esta nas caracteristicas de uma fase altamente cristalina, formada apés uma
incubacao da amostra por alguns dias a baixas temperaturas e em presenca de NaCl. A
formacdo dessa fase altamente cristalina, que apresenta uma temperatura de transicdo
de fase muito alta, ja foi discutida em outros artigos da literatura (Kodama et al., 1993;

Epand et al., 1992).

10 15 20 25 30 35 40 45 50 10 15 20 25 30 35 40 45 50

DVPG + H,0 destilada

—o— Ohida
—o— Ohvolta
—e—24h
—a—48h

0,81 _A

e

A A —

Bspalharrento a 90 © (u.a.)
>
Bspalharento 2 90 ° (ua.)

>
o
1

3,549

3,01

T
10 15 20 25 30 35 40 45 50 10

Temperatura (°C)

Fig. esp-3 Intensidade de luz espalhada a 90° por dispersoes lipidicas de DMPG (a, b e ¢)
e DMPC (d) em funcado da temperatura para diferentes tempos de incubacdo. O h:
medidas feitas apdés o preparo da amostra. 24 h e 48 h : tempo que a mesma amostra

permaneceu em uma estufa a aproximadamente 35 °C.
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Uma possivel causa do aumento da turbidez da amostra poderia ser a agregacao
ou fusao das estruturas lipidicas, como observado em outros trabalhos (Avramovic-Zikic
& Colbow, 1978). Entretanto, efeitos de agregacdo e fusdo normalmente apresentam
histerese, o que nao ocorre nos resultados aqui mostrados (fig. espl). Outros trabalhos
(Carmona-Ribeiro & Hix, 1991 e Carmona-Ribeiro, 1990) com o lipidio dihexadecilfosfato
mostraram que um aumento da turbidez da amostra na transicdo de fase principal
ocorre para uma faixa de pH proxima ao pK aparente. Esse aumento na turbidez foi
atribuido a formacédo de pontos de ligacdo entre as vesiculas, formando pequenos
dominios de um possivel arranjo isotrépico dos lipidios (Ellens et al., 1986; Silvius et al.,
1976 e Brown et al., 1986).

Semelhante ao DMPG em tampao (fig. esp-1), vemos que Ty, também nédo varia
com o tempo de incubacdo da amostra para as duas concentracoes de NaCl usadas (fig.
esp-3b e ¢). Ty , no caso de DMPG em 10 mM de NaCl (fig. esp-3b), varia muito pouco
comparado ao DMPG em tampao (fig. esp-1). Para o fosfolipidio em agua destilada (fig.
esp-3a) a situacao é bem mais instavel, o espalhamento varia com o tempo e, mesmo nao
sendo muito nitida, parece que Tm aumenta com o tempo. E curioso observar que ap6s

48 horas o espalhamento apresenta um pequeno aumento para as temperaturas altas.
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Fig. esp-4 Intensidade de luz espalhada a 90° por dispersodes lipidicas de DMPG e DMPC

em funcao da temperatura. Amostras medidas apos o preparo.

O espalhamento de lipossomos de DMPG em alta forca idnica se assemelha muito

ao de lipossomos de DMPC, que é um fosfolipidio “zwitteridonico” (além da carga negativa
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do grupo fosfato possui a carga positiva da colina - NH3*). A transicdo de fase do DMPC
ocorre na mesma temperatura em que a do DMPG em 100 mM de NaCl (fig. esp-4), como
ja visto em outros artigos (Watts et al., 1978). Ambos ndo apresentam uma segunda
transicdo o que nos leva a pensar que, com uma alta concentracdo de ions em solucao,
as cargas do DMPG tornam-se mais blindadas, de modo que ele se comporta como um
fosfolipidio com uma menor repulsdo eletrostatica entre suas cabecas polares. No
entanto se abaixamos o pH de modo a termos o grupo fosfato principalmente
descarregado, a transicdo do DMPG passa para 41°C (Watts et al., 1978). Em um outro
artigo (Cevc et al., 1980) sado analisados tanto o efeito de blindagem das cargas com o
aumento de sal, quanto a titulacdo do grupo fosfato, que a pH neutro possui uma carga
negativa e a pH baixo (pH=1.5) esta principalmente descarregado. O efeito de blindagem
total é atingido em 2 M de sal, quando Ty atinge o seu valor maximo (29°C) e Y¥,, o
potencial na superficie da membrana, se anula. No entanto, T, de DMPG descarregado é
41°C, muito maior que 29°C, o que sugere a existéncia de um efeito nao eletrostatico no
aumento em Tn, talvez devido a uma diferente configuracao da molécula no seu estado

protonado (Cevc et al., 1980).

Tabela esp-I

Condicao Tm (°C) Ty (°C)
DMPG 1mM + hepes 16 29
DMPG 10mM + H,O ? _
+ hepes 18 35
+ hepes + 10 mM NaCl 19.5 26
+ hepes + 100 mM NaCl 22.5 _
DMPG 50 mM + hepes 19.5 26
DMPC 10 mM + hepes 22.5 _

Variacao da concentracao lipidica - Variando a concentracdo de DMPG também

obtemos variagoes nas temperaturas das duas transicoes de fase e, novamente, a pos-
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transicdo é a mais afetada. A figura esp-5 mostra o espalhamento de DMPG 1 mM, 10
mM e 50 mM em tampao hepes 10 mM. O espalhamento de DMPG na concentracdo mais
baixa € muito menor do que os outros, portanto seus valores estdo em outro eixo y (da
direita). Tm apresenta um comportamento semelhante ao obtido com a variacado da forca
ibnica: a medida que aumentamos a concentracao lipidica, Tm aumenta (Tabela esp-I). No
entanto T, ndo apresenta um comportamento claro. E importante notar que a forca
ibnica néo se alterou em nenhum desses casos, entretanto talvez seja importante levar
em conta que aumentando a concentracdo de lipidio, aumentamos a concentracdo de
contra-ions em solucdo, embora a relacdo (carga superficial)/(ions em solucdo)
permaneca constante. Cada molécula de DMPG em p6 tem um sédio associado a ela, de
tal forma que quando o fosfolipidio estda numa solucdo aquosa o sodio se dissocia da
molécula e fica em solucao, de acordo com a constante de equilibrio dessa reacao, que
sera discutida mais adiante. O espalhamento de DMPG 50 mM em hepes é muito

semelhante ao de DMPG 10 mM em hepes + 10 mM de NacCl (fig. esp-6).
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Fig. esp-5: Intensidade de luz espalhda a 90° por dispersdes lipidicas de DMPG em
funcao da temperatura para diferentes concentracoes lipidicas. O eixo da direita refere-se
a intensidade da amostra de concentracdo mais baixa, e o da esquerda refere-se a

intensidade das amostras de 10 e 50 mM de DMPG.
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Fig. esp-6: Intensidade de luz espalhada a 90° de dispersées lipidicas de DMPG em

funcao da temperatura.

Na literatura encontramos dados de DSC de DMPG variando a concentracao
lipidica (Heimburg & Biltonen, 1994). No intervalo de 10 a 150 mM sao observados dois
picos que estdo sobrepostos, pois as curvas de C, ndo se anulam entre eles. Com o
aumento da concentracdo lipidica a temperatura do primeiro pico aumenta e a do
segundo pico diminui, até praticamente se juntarem na concentracdo mais alta. Este
resultado, bastante curioso, se assemelha muito aos nossos (fig. esp-5) e ndo poderia ser
explicado nos termos da teoria de Gouy-Chapman, como veremos na secdo 6., ja que a
concentracado nao entra no desenvolvimento da teoria. No entanto o artigo nao relaciona
a presenca dos dois picos de DSC com a existéncia de duas transicoes, e interpreta as
curvas de Cp, como um alargamento da transicao de fase principal. Nessas curvas nao ha
uma diferenca tdo marcante na intensidade do primeiro e do segundo pico, como a
encontrada nas curvas de calorimetria do artigo de Salonen et al. (1989) quando a
concentracdo de NaCl é variada.

No artigo acima citado (Heimburg & Biltonen, 1994) foram feitas também medidas
de espalhamento de luz a 90° de DMPG 13 mM em 1 mM EDTA e 2 mM tampéao fosfato
pH 7.5, que possui uma forca iénica maior (~ 3.5 mM - Materiais e Métodos) do que a do
tampao hepes. O espalhamento obtido se assemelha ao nosso em 10 mM de NaCl (fig.
esp-2, 3b) e em 10 mM tampao fosfato (fig. esp-11). Medidas de viscosidade relativa,
obtidas para a mesma condicdo especifica, mostraram o seguinte comportamento: nas
regioes de alto espalhamento a viscosidade da solucao € baixa, praticamente igual a da
agua, e na regidao de baixo espalhamento a viscosidade chega a ser cinco vezes maior que
a da agua.

Na figura esp-7 vemos a variacdo do espalhamento de DMPG em baixa e alta

concentracao lipidica (1 e 50 mM respectivamente) com o tempo de incubacdo da
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amostra, como ja visto em figuras similares para DMPG 10 mM (fig. esp-3). T varia
muito pouco com o tempo de incubacdo em todas as concentracoes estudadas. A
variacdo em T, € maior para as concentracdes mais baixas (10 e 1 mM) e praticamente
inexiste para a amostra mais concentrada (50 mM). Esse comportamento também foi

observado com o aumento da forca idnica (fig. esp-3).

DMPG 50 mM + 10 mM hepes DMPG 1 mM + 10 mM hepes | 06

- o5

-1 04

- 03

Espalhamento 290 ° (u.a.)
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Fig. esp-7: Intensidade de luz espalhada a 90° por dispersdes lipidicas de DMPG em

funcao da temperatura para diferentes tempos de incubacdo, em condi¢des iguais as

explicadas na fig. esp-3.

Variacao da estrutura, tipo se sal e ajustes de pH - Todos os experimentos
apresentados até aqui foram feitos com lipossomos de DMPG, preparados como descrito
em Materiais e Métodos. Em geral esse procedimento favorece a formacao de estruturas
multilamelares, no entanto ndo temos certeza de quais sao as estruturas formadas nas
nossas condicoes, pois € possivel que a presenca de cargas impossibililte a formacao de
multibicamadas. Na figura esp-8 vemos o espalhamento de vesiculas unilamelares de
1000 A de DMPG, obtidas pelo método de extrusdo (Materiais e Métodos). O
espalhamento é bem menor que o de lipossomos, provavelmente indicando que as
vesiculas unilamelares sao centros espalhadores menores que os formados pelos
lipossomos. Comparando os dois espalhamentos (fig. esp-9) nota-se que as
caracteristicas gerais sao as mesmas, mas Tn e T, sdo um pouco menores para as
vesiculas unilamelares. Ja foi discutido na literatura (Marsh et al., 1977) que vesiculas
menores (principalmente as sonicadas), por terem um raio de curvatura maior, tém uma
menor atracdo de van der Waals entre suas cadeias hidrocarbonicas, causando uma

diminuicao na temperatura de transicao de fase.
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Fig. esp-8: Intensidade de luz espalhada a Fig. esp-9: Intensidade de luz espalhada
900 por dispersodes lipidicas de DMPG em a 900 por dispersodes lipidicas de DMPG

funcdo da temperatura para diferentes em funcdo da temperatura. eixo da
tempos de incubacao, em condi¢cdes iguais direita: LUVs (vesiculas unilamelares de
as explicadas na fig. esp-3. 1000 A); eixo da esquerda: MLVs

(vesiculas multilamelares).

Foi feito um estudo preliminar do espalhamento de DMPG 10 mM em solucédes de
diferentes sais. Em todos os casos vemos o mesmo comportamento termotrépico, embora
os valores de Tm e Tp sejam um pouco diferentes para cada sal (fig. esp-10). Essas
diferencas podem ter origem em dois aspectos: a forca idnica do meio e a estrutura dos
cations e anions na agua. A série de Hofmeister (von Hippel & Schleich, 1969 e Collins &
Washabaugh, 1985) classifica os anions em agentes desestruturantes (caotrépicos) e
estruturantes (cosmotrépicos). Além disso é sabido (Toko & Yamafuji, 1980; Kraayenhof
et al., 1996) que existem os cations estruturadores, como é o caso do Na* e Li*, e os
cations desestruturadores (K* e Cs*). O estudo preliminar feito aqui usou alguns anions
cosmotrépicos, como o Cl- e o SO*, este ultimo mais cosmotropico que o primeiro, e
anions caotropicos (ClO4). Além disso foram usados dois cations diferentes, um
estruturador (Na*) e um desestruturador (K*). No entanto nao foi possivel relacionar as
variacdoes nas temperaturas de transicao de fase com as diferentes propriedades
estruturadoras dos ions e as diferentes forcas idnicas dos sais utilizados (o sulfato de

sé6dio, Na,SOs4, tem uma forgca idnica maior, pois € composto por um anion divalente e
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dois cations monovalentes). Como o DMPG ¢é negativamente carregado a interacao maior

de sua superficie € com os cations, e possivelmente o efeito especifico desses seja mais

relevante. A uréia é um agente desestruturador, possui uma composicao mais complexa

(H2N-(C=0)-NH>) e nao se dissocia em agua, ou seja, ndo contribui para a forca iénica do

meio. Vemos que o espalhamento de DMPG em hepes ndo é alterado com a presenca de

10 mM de uréia. Analisando a figura esp-10 vemos que é dificil estudar o efeito dos sais

em Ty, jA que todas as temperaturas sdo proximas e ndo muito definidas. No entanto é

possivel distinguir duas temperaturas de transicdo de fase principal: Tm = 19.5 °C para

NaCl e KCl e Ty = 20.5 oC para NaClO4 e Na,SO4. Na tabela abaixo vemos esquematizado

as caracteristicas dos sais aqui estudados:

Tabela esp-II

Sal Cation Anion Forca ionica Tm
NaCl estruturador cosmotrépico 10 mM 19.5
KCl1 desestruturador cosmotrépico 10 mM 19.5
Na>SO4 estruturador muito cosmotropico 30 mM 20.5
NaClOg4 estruturador caotropico 10 mM 20.5
Uréia agente desestruturador 0 18

Aparentemente o fato do ion em solucdo ser um agente estrutrante ou desestruturante

nao é relevante no comportamento de Ty, e Tp. Entretanto, esse € um estudo que poderia

ser mais extensamente estudado.

DMPG 10 mM + 10 mM de diferentes sais

Espalhamento a 90 ° (u.a.)
w
1

—+— hepes puro

—=— NaCl
—e— KCl
—0O— Uréia
—4— Na,S0,
—%— NaClO,

Temperatura (°C)

40 45

Fig. esp-10: Intensidade de luz espalhada a 90° por dispersoes lipidicas de DMPG em 10

mM de diferentes sais em funcédo da temperatura. NaCl: cloreto de soédio; KCI: cloreto de

potassio; NaSOg: sulfato de s6dio e NaClO4: perclorato de sédio.

52



Trocando o tampéao hepes por tampao fosfato, que possui uma forca i6bnica maior
(4 e 18 mM, respectivamente), vemos que o espalhamento fica semelhante ao de tampao

hepes + 10 mM de NaCl, cuja forca idnica é de 4 + 10 = 14 mM (fig. esp-11).

. "
4 | eg 000 —o oo
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Espalhamento a 90 °(u.a.)
N
1 " "

19 | —=— PG10nM-+ tanpo fosfato
—o— PG 10 iM+hepes + 10mMNeCl
—e— PG50 mM+hepes

+—r¥¥F7—7+—7—
10 5 »® B L B 4 4

Temperatura (C)

Fig. esp-11 Intensidade de luz espalhada a 90° por dispersdes lipidicas de DMPG em

diferentes tampdes e concentracao lipidica, em funcédo da temperatura.

O fato do pH estar ajustado também é de extrema importancia para o
espalhamento. Na figura esp-12a vemos o espalhamento de DMPG em tampao hepes
antes e depois de ajustado o pH. Assim que o hepes é solubilizado em agua destilada a
solucao apresenta pH = 5. Nessa condicdo a forca idnica da solucdo é muito parecida
com a da agua, ja que a quantidade de hepes dissociado é muito baixa (pK = 7.55). De
fato o espalhamento nessa condicao fica muito parecido com o de DMPG em agua pura,
com a transicdo principal muito larga e sem a pos-transicdo. Apoés ajustar o pH, com
aproximadamente 4 mM de NaOH para 7.4, o espalhamento obtido assemelha-se com o
da figura esp-1. Nesse pH temos populacgdes praticamente iguais de tampdo na forma

associada (protonada) e metade na forma dissociada (desprotonada).

53



DMPG 10mM

—=—+ H,O0 pH 5.6
—o—+ hepes pH 5.0
—e—+ hepes pH 7.4

| —=—+H,0
—— " +10mM NacCl

sem ajuste de pH

Espalhamentoa 90 ° (ua.)

.-,
1 ST -

0 a b 10

: . : : : : :
10 15 20 25 30 35 40 45 5010 15 20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fig. esp-12: Intensidade de luz espalhada a 90° por dispersdes lipidicas de DMPG em
funcao da temperatura. a) H,O: pH = 5.6; hepes solubilizado em agua: pH = 5.0 e hepes +
4 mM NaOH: pH = 7.4. b) H2O: pH = 5.6 e H;O + 10 mM NaCl: pH = 5.6.

Adicionando 10 mM de NaCl a agua destilada o espalhamento da dispersdo
lipidica apresenta as duas transicoes de fase, mas com Tm e Ty, menores que as obtidas
com hepes pH 7.4 (fig. esp-12b), o que talvez esteja relacionado a uma estabilidade
menor na amostra, que na auséncia de hepes nao esta tamponada. Como ja mencionado
anteriormente, e que sera mais amplamente comentado na secdo 6., o pK aparente do
DMPG varia com a forca i6nica. Portanto se o DMPG esta principalmente descarregado
em agua pura, ao adicionarmos NaCl induzimos a desprotonacdo do DMPG, aumentando

o numero de cargas negativas na superficie.
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2. RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE)

Através da técnica de RPE podemos obter informacdo quanto a ordem e
mobilidade de marcadores de spin inseridos na bicamada de DMPG. Os marcadores
usados foram o 5 e 12-PCSL, o CSL, o SSL e o0 5,7,9,12-SASL, mostrados na figura mat-
1. Cada marcador fornece informacodes de diferentes micro-regioes da membrana. Os dois
marcadores de spin derivados de PC (Materiais e Métodos), tém o grupo paramagnético
nitroxido ligado em um ao carbono 5, perto de cabeca polar, e no outro ao carbono 12, na
regido central da bicamada. Como na transicdo de fase principal ocorre uma mudanca
nas cadeias hidrocarbonicas, que passam de uma configuracdo toda estendida (“all-
trans”), para uma em que ocorrem dobras e, portanto, a mobilidade das cadeias é maior,
esperamos que o marcador de spin que esta inserido na membrana sinta essas variacoes.
Quanto mais no interior da membrana o marcador esta, mais sensivel a essas variacoes
ele é.

O marcador CSL, derivado do colesterol, € uma molécula bem mais rigida, tendo
pouca liberdade de movimento interno. Seu principal movimento € em torno de seu
proprio eixo. O SSL, derivado da estearamida, € um marcador situado na regido da
cabeca polar, e portanto fornece informacoes da mobilidade das cabecas polares. Ao
contrario dos outros marcadores acima citados, o nitroxido do SSL esta alinhado
preferencialmente em relacdo ao eixo x da molécula, enquanto nos outros marcadores
seu alinhamento é na direcdo do eixo z. Esse fato faz com que o primeiro pico de
absorcao do espectro de SSL (correspondendo a m = +1) seja maior que os outros a altas
temperaturas.

Os marcadores de spin derivados de acido estearico (n-SASL), possuem somente
uma cadeia hidrocarbonica, e uma cabeca polar pequena, contendo somente um grupo
OH, que pode ou néo estar carregado. Embora esse marcador apresente uma certa
flutuacdo de posicdo na membrana, as diferentes posicoes do grupo nitréxido sdo
sensiveis a diferentes micro-regioes da membrana (Biaggi et al., 1997).

A partir dos espectros de RPE é possivel obter varios parametros ligados a ordem e
mobilidade dos marcadores. Durante este trabalho foram escolhidos os parametros mais
sensiveis as variacdes ocorridas durante a transicdo de fase e devidas as diferentes forcas
ibnicas, além da precisao das medidas dos parametros.

Os resultados mostrados a seguir sdo a média de experiéncias com duas amostras

distintas.

55



Fig. epr-1: Espectros de 5-PCSL (1 mol%) inseridos em membranas de DMPG a varias

temperaturas.
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T =20°C
5-PCSL - DMPG 10mM

HO dest.

10mM hepes

"+ 10mMNaCl

" +100mM NaCl

Aoy

Fig. epr-2: Espectros de 5-PCSL inseridos em membranas de DMPG tirados a 20 °C para
diferentes forcas ionicas. Amax: desdobramento hiperfino maximo, A:i: parametro

relacionado a largura de linha.

Variacao da forca ionica - Na figura epr-1 sdo mostrados espectros de 5-PCSL inseridos
em bicamadas de DMPG 10 mM nas diversas forcas idnicas e nas varias temperaturas
estudadas. A seguir, na figura epr-2, temos espectros de 5-PCSL a 20°C nas diferentes
forcas ibnicas. A partir dos espectros € possivel calcular parametros relacionados a
ordem/mobilidade do grupo nitroxido, como discutido na teoria de RPE. Foram
calculados, a partir dos espectros, dois desses parametros, o desdobramento hiperfino
maximo (Amax), que traz componentes de ordem e mobilidade, e o parametro A+, que
engloba a largura de linha e outros efeitos (fig. epr-2). A transicdo de fase principal é
sentida pelos dois parametros, mas ambos apresentam uma transicdo alargada, e um
dos motivos para isso é que esse marcador estd muito proximo a regido da cabeca polar,

e portanto possui uma mobilidade restrita. No entanto verifica-se que os valores
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aproximados de T coincidem com os obtidos através da técnica de espalhamento (Tabela

esp-I). Nao ha indicio de uma segunda transicdo vista por esse marcador.

5-PCSL

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

—— H,0 destilada
—@— 10 mM hepes
—4A—  + 10mM NaCl
—Wv¥— + 100mM NaCl

(G)

A+1 (G)
S
|

Temperatura (°C)

Fig. epr-3: Variacdo dos parametros a) Amax b) A+1, medidos nos espectros de 5-PCSL
conforme mostrado na fig. epr-2. A diminuicao por volta de 20°C indica a mudanca de

ordem/mobilidade ocorrida na membrana apés a transicao de fase.

As mesmas experiéncias foram feitas para o marcador 12-PCSL (fig.epr-4 e 5). Os
resultados obtidos para esse marcador (fig. epr-6) sdo extremamente semelhantes aos
obtidos para o 5-PCSL, no entanto para este marcador nao foi possivel calcular Amax,
devido a indefinicdo de um dos extremos do desdobramento hiperfino (fig. epr-4). A
transicao principal, monitorada pela variacdo do parametro A+, fica mais definida para o
12-PCSL, ja que o grupo nitréxido desse marcador estd numa regido de maior liberdade
de movimento, sendo portanto mais sensivel as mudancas ocorridas na transicao de fase.
Novamente os valores de Tm com a variacdo da forca i6nica sao semelhantes aos da

Tabela esp-I.
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Fig. epr-4: Espectros de 12-PCSL nas mesmas condicdes que as da fig. epr-1.
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T =30C
12-PCSL - DMPG 10 mM

7
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Fig. epr-5: Espectros de 12-PCSL inseridos em membranas de DMPG a 30°C para as

PG 10mM+H,0 dest.

" +hepes 10mM

+ " +10mMNaCl

"+ " +100mMNaCl

T

diferentes forca idnicas.

16
—®— HO destilada
14 SN —@— 10 mM hepes
1 —A— 4+ 10mM NaCl
124 \ —v— + 100mM NaCl
— 104 12 - PCSL
S
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Fig. epr-6: Variacdo do parametro A:;, obtido dos espectros de 12-PCSL, com a

temperatura. A queda observada indica a temperatura na qual ocorre a transicdo de fase.
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No marcador CSL (fig. epr-7) nenhum parametro mostrou ser sensivel as
diferencas na forca i6nica do meio, e somente Amax (fig. esp-8) apresentou uma transicéo
de fase definida. E possivel notar apenas que Tm de DMPG + 100 mM de NaCl é maior
que Tm nas outras condicdes. A segunda transicdo também nao é sentida por este

marcador.

Fig. epr-7: semelhante a figura epr-1, mas para o CSL.
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Fig. epr-8: Variacdo de Amax em funcao da temperatura, obtido dos espectros de CSL. A

transicao principal é monitorada pelo declinio no valor de Amax.

O marcador de superficie SSL também s6 se mostrou sensivel a primeira
transicao, como visto na figura epr-9 através da largura de linha do primeiro pico (AH+1).
Tm de DMPG em 300 mM NaCl é maior que de DMPG em hepes e da ordem de DMPC,

como ja obtido nas experiéncias de espalhamento (fig. esp-2,4).

1 —a— DMPG
8 —e— DMPC
—&— DMPG + 0.3 M NaCl

SSL

AH, @

T — 71 T T T T T T T T T T T 7
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Temperatura (°C)

Fig. epr-9: Largura de linha lorentziana do primeiro pico em funcdo da temperatura.

DMPG e DMPC 10 mM.
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Os espectros de 9-SASL inseridos em membranas de DMPG nao foram sensiveis as
diferentes forcas i6nicas. As temperaturas de transicdo de fase foram praticamente iguais
para todos os casos (resultados nao mostrados). Entretanto, como ja dito, o SASL possui
uma flutuacdo dentro da membrana, e a presenca de sal pode afetar a ionizagcdo de sua

cabeca polar.

Variacao da concentracao lipidica e estrutura da membrana - Na Tabela esp-I vimos
que Tm de DMPG 50 mM é maior que T, de DMPG 10 mM, quando medida pela técnica
de espalhamento de luz. Este resultado néo é reprodutivel por RPE de nenhum marcador
estudado, pois as temperaturas de transicdo de fase sdo praticamente iguais nas duas
concentracodes lipidicas, como ¢ visto para o 5- e 12-PCSL, nas figuras epr-10 e epr-11,
respectivamente. Entretanto, a transicdo de fase é vista de forma muito alargada nos

experimentos de RPE, dificultando uma precisdao na definicao do valor de Tn.

324

. 5-PCSL

28+

A (G)

26+

24|

221 a
20 +——————————————————
18
—&— 10mM
—O0—50mM
16
g 14
—
<+
12
10
| b
8
T T T T U T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

Fig. epr-10: Variacao de Amax com a temperatura (5-PCSL). DMPG 10 e 50 mM
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Fig. epr-11: Variacao de A+; com a temperatura (12-PCSL). DMPG 10 e 50 mM.

Nao foi possivel realizar experimentos com o DMPG 1 mM, pois a concentracdo de
marcador na membrana tem que ser no maximo de 1 mol%, e no caso de uma
concentracdo lipidica muito baixa, o sinal/ruido fica muito ruim, sendo praticamente
impossivel analisar os espectros.

Foram feitas também experiéncias com 9-SASL inserido em lipossomos e em
vesiculas unilamelares (passadas pelo extrusor). A partir dos valores de Amax nao foi
possivel monitorar possiveis mudancas de ordem/mobilidade nas duas estrutras. A

transicao de fase parece ocorrer para a mesma temperatura (resultados ndo mostrados).

Particao do marcador em agua- Foi calculada, a partir de espectros de um trabalho
anterior (Biaggi at al., 1997) a particdo na agua de marcadores de spin derivados de
acido estearico ligados em diferentes posicoes da cadeia (5, 7, 9, 12 - SASL). Para
marcadores de spin derivados de fosfolipidio, como o 5- e 12-PCSL a particdo em agua é
praticamente nula, pois essas moléculas sdo muito mais apolares do que o acido
estearico. Vemos pela figura epr-12a que quanto mais no final da cadeia esta o grupo
nitréxido, maior sua particdo na agua. Este é comportamento esperado, pois o grupo
nitréxido é mais hidrofilico que a cauda hidrocarbénica, portanto quanto mais longe da
cabeca polar é o marcador, menos hidrofébica é sua cauda. Para todos os marcadores,

aumentando a temperatura da amostra aumentamos a quantidade de marcador dentro
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da membrana, e o aumento € maior para as moléculas nas quais o marcador esta mais

no final da cadeia. A maior variacao ocorre por volta de T, quando a membrana torna-se

mais fluida.

Particao dos marcadores de spin na agua

: —=— 5.SASL
— @ 7-SASL
207 —a— 9_SASL
| —<— 12-SASL

% de marcador na agua
o I§]
L

—=—H,0

—&— + 10 mM hepes
—h— + 10 mM NaCl
—— + 100 mM NaCl

9-SASL

T
0 10 20 30 40

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

10

Fig. epr-12: Variacdo na porcentagem de marcador em agua com a temperatura a) para o

grupo nitroxido em diferentes posicoes da cadeia (DMPG + 10 mM hepes) e b) para

diferentes forcas io6nicas (9-SASL).

A particdo do marcador na agua aumenta com o aumento da forca idnica (fig. epr-

12b), o que talvez indique que esteja ocorrendo um aumento na rigidez da membrana, ja

que a variacao se da no sentido contrario ao do aumento na temperatura.

Deixando a amostra incubada a 10°C, o marcador tende a sair da membrana no

caso de agua pura e entrar mais para forcas idnicas maiores (resultados nao mostrados).
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3. INDICE DE REFRACAO

Como visto na teoria de espalhamento de luz a intensidade de luz espalhada por
uma amostra é proporcional ao quadrado da variacdo do indice de refracao da solucao
com a concentracdo de soluto no solvente (dn/dc). E sabido que na transicdo de fase
principal a espessura da membrana diminui (Biltonen, 1990; Lee, 1983, Tauble &
Haynes, 1971), pois o comprimento das cadeias hidrocarbdénicas é reduzido, devido a
formacédo de dobras (Trauble & Haynes, 1971), levando a um decréscimo no indice de
refracdo da amostra. No entanto é preciso saber se somente este decréscimo seria
responsavel pela grande diminuicado observada para dispersées de DMPG, principalmente
em forcas idnicas baixas (em tampdo hepes com e sem 10 mM de NaCl), onde é

observada a maior queda.

Indice de Refracdo - DMPG em 10mM

10 15 20 25 30 35 40
T T T T T T T T T T T T

—&— 20mMPG

Temperatura (°C)

Fig. n-1: Variacdo do indice de refracdo da amostra em funcado temperatura para

diferentes concentracgodes lipidicas.
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Os experimentos foram feitos em um refratometro de Abbe, como discutido em
Materiais e Métodos, que nos forneceu o indice de refracdo para cada temperatura (fig. n-
1). Fizemos o mesmo experimento para varias concentracodes lipidicas (no intervalo de 1 a
70 mM) e com isso foi possivel obter dn/dc a partir da inclinacao das retas n x c (fig. n-2)
para as varias temperaturas. Mesmo a precisdo do aparelho ndo sendo muito boa, vemos
que ele nos fornece o comportamento linear esperado do indice de refracdo com a
concentracdo. No total trés experimentos foram feitos, e ndo vemos um comportamento
muito claro da variacdo de dn/dc com a tempertura para os trés casos (fig. n-3a).
Dosagens de fosfato foram feitas para checar a concentracao lipidica, e, usando os
valores corrigidos, eram obtidos apenas valores absolutos um pouco diferentes, nunca
alterando o comportamento relativo das curvas de dn/dc em funcao da temperatura. A
meédia dos trés experimentos (fig. n-3b) mostra que no caso de DMPG em hepes néo é
possivel detectar a transicdo principal e nem a pos-transicdo. Uma das razoes para isto
talvez seja o fato de que para cada concentracao lipidica temos uma temperatura de
transicao de fase diferente, o que acabaria alargando a transicdo de dn/dc, que utiliza
varias concentragdoes para ser calculado. De qualquer forma a variacdo maxima
encontrada em dn/dc em todo o intervalo de temperatura estudado (15 %) nao é capaz de

explicar uma queda de quatro vezes no espalhamento, como de fato ocorre (fig. esp-1).

DMPG + hepes 10 mM

Qm Qo1 0@ o 004 ' a0 ' 006
Concentracao (g/ml)

Fig. n-2: Variacao do indice de refracdo da amostra em funcao da concentracédo lipidica.
A inclinacao de cada reta fornece o incremento no indice de refracdo (dn/dc) para cada

temperatura.
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Incremento no Indice de Refracao
DMPG + hepes 10 mM

0,145 4 - 0,145
—=&— amostra 1
—=e— amostra 2 média
0,140 —&5&— amostra 3 — 0,140
0,135 1 - 0,135
0,130 4 - 0,130
% 0,125 1 - 0,125
0,120 1 - 0,120
0,115 4 - 0,115
0,110 1 - 0,110
] a
0,105 1 b - 0,105
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fig. n-3: Variacao de dn/dc com a concentracao. a) Trés amostras distintas. b) média das

trés amostras.

Na literatura encontramos artigos que explicam a queda ocorrida no espalhamento
de outros lipidios com a variacdo em dn/dc (Disalvo, 1991). A magnitude dessa queda,
no entanto, se assemelha mais com as obtidas para DMPG em alta forca iénica e DMPC
(fig. esp-4), que sdao bem menores que DMPG em forcas idnicas menores. Fizemos o
mesmo experimento para DMPG + 100 mM de NaCl (fig. n-4, n-5), e nesse caso foi
possivel distinguir uma transicdo de fase. As duas amostras ficaram muito semelhantes.
Na figura n-6a esta mostrada a média das duas experiéncias. A variacdo ocorrida em

dn/dc na transicédo de fase (8%) é suficiente para explicar a queda do espalhamento:

e (40 ) o3 e )

2
d;
ICALiqA ( %c) C.Liq.

68



DMPG + 100 mM NaCl

0 15 20 o5 3 33 40
1,336
—&— 2mMPG
—e— 5mMPG
1,335 —A— 10mM PG
a
1,334
1,333
a
1,332
—&— 20 mM PG
1,340 - —e— 35mM PG
=
1,338 -
1,336 [~
1,334 -
T U T T T T 7 U T

Temperatura (°C)

Fig. n-4: Variacdo do indice de refracdo com a temperatura para dispersdes de diferentes

concentracoes de DMPG em hepes 10 mM pH 7.4 + 100 mM NacCl.

DMPG + 100mM NaCl

132 T . T . T . T , ,
0 001 0@ o® 004 006

oconcentracio (g/ml)

Fig. n-5: Variacédo do indice de refracdo com a concentracéo lipidica. Mesmas condicoes

as da fig. n-4.
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Incremento no indice de refracao
DMPG + 100 mM NaCl

0,140
0,135 [~ —O— hepes 1
—— +
i 100 mM NaCl | | 0.135
0,130 |- i
— 0,130
0
~ 4
E 0125
g - 0,125
S~ i 4
8 0,120 |-
— 0,120
0,115 |- do11s
a b
0,110 b——F—aF"—"T—"T—"T—"—"T—"—T—7 — 11— 1——1——1— 0,110
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
O,
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fig. n-6: Variacdo do incremento do indice de refracdo com a temperatura. a) DMPG +

100 mM NaCl. b) comparacdo com DMPG em hepes

Na figura n-6b vemos a variacdo em dn/dc, em funcao da temperatura, para forca
ibnica baixa e alta juntas, mostrando que realmente o comportamento de dn/dc em alta
forca io6nica é diferente na regido da transicao de fase.

Portanto para o DMPG em alta forca ibnica, que ndo apresenta segunda transigao,
a queda do espalhamento na transicdo principal pode ser causada somente pelas
variacoes ocorridas na espessura da membrana durante a transicdo, que segundo Yi &
MacDonald (1973) € o motivo pelo qual o indice de refracdo varia na transicao de fase. No
caso de forca ionica baixa, quando os efeitos da carga de superficie sdo mais evidentes,
ocorre algum outro processo, disparado pela transicdo de fase, que leva a um estado de
espalhamento muito menor, e mais curioso, apés uma certa temperatura (Tp) ocorre uma

volta para o estado de maior espalhamento.
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4. ZIMM PLOTS

O método desenvolvido por Zimm (teoria de espalhamento) permite, dentro das
aproximacoes do modelo, a obtencao de grandezas tais como o peso molecular (My), o
raio de giracdo (Ry e o segundo coeficiente de virial (Az). Para tal precisamos do
espalhamento a diferentes angulos de amostras com diferentes concentracoes, para que
seja possivel extrapolar os dados para concentracdo e angulo nulos. As experiéncias
foram feitas trés vezes para lipossomos de DMPG no intervalo de concentracdo de 0,3 a
1,5 mM em trés temperaturas diferentes: antes de Tm (fig. zimm-1a), entre T, e Ty (fig.

zimm-1b) e apoés Ty (fig. zimm-1c).

Fig. zimm-1: “Zimm Plots” de DMPG em hepes 10 mM pH = 7.4. Concentracdes lipidicas
(mM): 0.20, 0.36, 0.57, 0.70 € 0.93. a)T < T (15°C), b) T < T < Ty (22°C), ¢) T > Ty, (40°C)

ed) Tm < T < Ty (22°C), mas sem desprezar os angulos menores.
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Vemos na figura dos “Zimm plots” que o espalhamento a temperatura ambiente (fig.
zimm-1b) € muito grande para os &angulos menores, o que indica uma alta
polidispersidade na amostra (Kratochvil, 1987). Para obter My, Ry € Az € preciso fazer a
extrapolacdo para c=0 e 6=0°c. Para que o ajuste linear possa ser feito é preciso desprezar
os primeiros angulos, que saem da regido linear.

A tabela zimm-I mostra as tendéncias gerais das grandezas acima citadas, obtidas
dos trés experimentos. Fica evidente que entre as duas transicdées A, tem um valor
positivo alto, em comparacdo as outras regides, o que pode indicar uma repulsdo
consideravel entre os centros espalhadores. Como visto na Teoria, se A; > 0 a interacdo
soluto-solvente é preferivel a interacdo solvente-solvente, portanto esperamos que a

interacao soluto-soluto também seja diminuida.

Tabela zimm-I

o

Temperatura | My (MDaltons) | Az (cm.mol/g2) Rg (A) Observacao
13¢ 60 -0.2 x 105 650 baixa polidispersidade
220 15 3x 105 800 alta polidispersidade
400 40 0.1 x10-s 600 nao polidisperso

Pela analise feita vemos que a tendéncia geral € que entre as transicdes ocorra
uma diminuicdo no peso molecular e um aumento no raio de giracdo e no segundo
coeficiente de virial. Nas regides abaixo de T e acima de T, temos quase sempre um
comportamento semelhante, caracterizado por My maior, e R, e A, menores.

Através do espalhamento a varios angulos, para essa concentracdo, foi possivel
efetuar o calculo de My e R; em funcédo da temperatura, e o resultado esta mostrado na
figura zimm-2. Vemos que a tendéncia geral é My, diminuir e R; aumentar na regido de

baixo espalhamento, como ja observado nos resultados do “Zimm plot”.
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DMPG 2.75mM
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Fig. zimm-2: R, (eixo esquerdo) e My (eixo da direita) em funcao da temperatura. DMPG

2.75 mM em tampao hepes.

A mesma experiéncia foi feita com vesiculas unilamelares (1000A) de DMPG com o
objetivo de diminuir a polidispersidade, mas foi observado que os angulos baixos
continuam apresentando um alto espalhamento, embora os valores de My e R, sejam
bem menores que os obtidos para lipossomos. A, apresenta o mesmo comportamento,
indicando que entre as transi¢des ocorre uma forte repulsdo entre as vesiculas, enquanto
que nas outras regides praticamente néo existe interacdo entre os centros espalhadores.
O comportamento de My e Ry ndo é muito claro. Os dados obtidos nessas condi¢des néo
estdo muito bons, o que dificultou bastante sua analise.

“Zimm plots” de DMPG em agua destilada foram feitos e o comportamento das
curvas da figura zimm-3 é um indicio de que provavelmente esteja ocorrendo uma forte
repulsdo entre as particulas, impossibilitando inclusive o uso do método de Zimm para

analise dos dados.

73



Fig. Zimm-3: “Zimm Plots” de DMPG em agua pura. Concentracoes lipidicas (mM): 1.45,
1.10, 0.73, 0.44 € 0.22. )T < Ty (15°C), b) T;u < T < Tp (25°C) € ¢) T > T (400C).
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5. CONDUTIVIDADE

Medidas da condutividade das dispersdes lipidicas foram feitas a partir de
comparacdes com valores conhecidos de uma solucdo de KCl 10 mM. A temperatura da
amostra foi variada para estudar a influéncia das transicoes de fase do DMPG em sua
condutividade. Para qualquer solucdao um aumento da condutividade com a temperatura
é esperado. Foram feitas também medidas da condutividade do tampao hepes sozinho,
para serem subtraidas da condutividade de DMPG em hepes (fig. cond-1). Com isso o
efeito de aumento da condutividade com a temperatura ja é descontado. A figura cond-2
mostra a condutividade de dispersdes de DMPG apés a subtracdo da condutividade do
tampéao hepes. A condutividade da amostra aumenta com o aumento da temperatura até
um valor préximo a T,, quando comeca a decair. E possivel observar também que o
aumento inicial da condutividade é maior na faixa da transicao principal. Os dados nos

mostram que a condutividade é maior na regido de baixo espalhamento, entre Tr, e Tp.

2000 .
1 /./
180 "
] /./
1600 u
- ./
1400 I/
i) ] _— —=— KCl 10 mM
? ] . —O0— hepes 10 mM
E 0] L —a— hepes + DMPG 10 mM
1000
::§; &D_
d=| 4
: o]
8 1 W—Q
40
200 T T T T T T T T T T T T T T
15 0 5 k0 % 4 % 0
Temperatura (0

Fig. cond-1: Condutividade da amostra em funcao da temperatura. KCl 10 mM: amostra

de referéncia.
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O mesmo experimento foi feito com DMPG em agua Milli-Q (pH = 6.3), que

apresenta uma condutividade praticamente nula. A condutividade aumenta com a

temperatura, ndo apresentando uma queda a temperaturas altas (fig. cond-3). Ja vimos

anteriormente (fig. esp-2, 3a) que o DMPG em agua destilada ndo apresenta a pos-

transicdo, que poderia ser a responsavel pela diminuicdo na condutividade.

Condutividade do DMPG

DMPG 10 mM + H,ZO dest.

Temperatura (Q

Fig. cond-2: Condutividade da dispersao de
DMPG em hepes subtraida a condutividade

do tampao hepes puro
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Fig. cond-3: Variacdo da condutividade
da amostra de DMPG em agua pura em

funcao da temperatura.

Nao foi possivel realizar esses experimentos em presenca de uma forgca idnica

maior, devido a alta condutividade que as amostras apresentariam.
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6. DISTRIBUICAO DE CARGAS NA SUPERFICIE DE VESICULAS DE DMPG
(DISCUSSOES E CALCULOS)

Faremos aqui algumas consideracdes e calculos sobre a ionizacdo do grupo fosfato
da cabeca polar do DMPG, e sobre a distribuicdo de ions proximos a superficie da
membrana.

De acordo com o fato de A» ter um valor positivo alto entre as transicoes de fase,
sugerindo uma menor interacao, ou repulsdo, entre as vesiculas, e levando-se em conta
que ocorre um aumento na condutividade da amostra nessa mesma regido (fig. cond-3),
foi levantada a hipétese de que as transicoes de fase causariam uma mudanca na
distribuicdo de ions proximos a superficie da membrana, e, portanto, uma variacao na
forca de interacdo entre as superficies de duas vesiculas durante as transicoes de fase.
No entanto, como somente temos informacodes sobre as mudancas estruturais ocorridas
na transicao de fase principal, a discussao feita a seguir sera baseada nestas mudancas,
e em suas consequéncias na distribuicdo de ions préximos a membrana. Discutiremos
também a forca por area (pressao) entre duas vesiculas quando ocorre a transicao de fase
principal, para os diferentes valores da forca iénica estudados aqui. E importante notar
que alguns artigos mencionam o fato de que a transicao principal faz com que muitos
ions da superficie da membrana passem para o meio (Vaz et al., 1978 e Jahnig et al.,

1979).

Efeitos de sal e pH em T, (revisao bibliografica) - Analisando a dependéncia da
temperatura de transicao de fase do DMPG com a forca idnica do meio, parece claro que
a presenca de ions em solucdo é um fator muito relevante no comportamento
termotrépico deste fosfolipidio negativamente carregado.

E sabido que a presenca de cargas nas cabecas polares dos fosfolipidios
desestabiliza a fase gel (Traduble & Eibl, 1974; Trauble et al., 1976; Jidhnig, 1976),
causando uma diminuicdo da temperatura de transicao de fase. No trabalho de Trauble
et al. (1976) a variacdo de Tm com a forca idnica e com o pH é analisada tanto
experimental (acido fosfatidico) quanto teoricamente, a partir da variacdo ocorrida na
area por cabeca polar (Af) apés a transicdo de fase principal. Esse aumento na area por
cabeca polar, da ordem de 25 %, parece ocorrer para qualquer lipidio, independente da
presenca de cargas na superficie (Tauble & Haynes, 1971; Lee, 1983 e Biltonen, 1990).
Quando as cabecas polares sdo carregadas este aumento na area por cabeca, Af, diminui
a repulsdo eletrostatica entre as cargas das cabecas polares. Com isso a energia livre é

menor na fase liquido cristalina para um sistema de lipidios carregados, gerando uma
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diminuicdo de Tm. Os calculos da variacdo de Tm com o pH e a forca idnica sdo feitos
utilizando expressoes obtidas da teoria de Gouy-Chapman.

Jahnig (1976) identifica, juntamente com o efeito de Af, uma segunda causa para a
diminuicdo em Tn devido a cargas superficiais. Ele discute que, em presenca de cargas, a
area por cabeca polar aumenta, o que na fase gel causa uma diminuicdo das interacoes
entre as cadeias hidrocarboénicas, levando a uma diminuicdo da estabilidade desta fase.

Nas expressoes obtidas no artigo de Trauble et al. (1976) dois parametros sao
importantes: o grau de ionizacdo o e a forca idénica do meio. Para o acido fosfatidico foi
obtido ATy da ordem de 18 °C, para o variando de O a 1. No trabalho de Watts et al.
(1978) é€ mostrado que para o DMPG a variacao é também dessa ordem (Tn para DMPG
descarregado € por volta de 42°C).

Portanto, a presenca de uma carga na cabeca polar tem efeitos dramaticos na
temperatura de transicdo de fase. E interessante notar também que a transicdo de fase
pode ser induzida somente com um aumento do pH a uma temperatura constante.

No trabalho de Trauble et al. (1976) chega-se a uma expressao da variacdo de Tm
com a forca idnica, que, assumindo Af constante, apresenta um comportamento linear.
Em um trabalho posterior a esse, Cevc et al. (1980) mostraram experimentalmente que o
comportamento linear (assumindo Af ~ 12 A2) s6 vale para concentracdes ndo muito
grandes de sal. A partir de concentracdes da ordem de 0.5 M ocorre uma saturacido no
aumento de Tm, culminando em um valor maximo de 29 °C por volta de 2 M. Nessa
concentracdo foi observado que o potencial de superficie ¥, se anula (medido
experimentalmente através da particao em agua de um marcador de spin positivamente
carregado), portanto as cargas tornam-se todas blindadas. Cevc et al. concluem que a
diferenca em Tm do estado de cargas blindadas (29°) para o estado descarregado (cuja
temperatura de transicdo é de 420C), pode ter origem em um efeito nao eletrostatico,
talvez de rearranjo das cabecas polares.

A variacao de Ty, com a concentracdo de NaCl, no trabalho de Cevc et al. (1980), foi
medida a partir de 100 mM de NaCl, que € o maior valor usado no presente trabalho.
Portanto, ndo foi possivel comparar nossos dados com os obtidos por Cevc et al.
Utilizando a expressao obtida por Trauble et al. (1976) para a variacdo de Ty com nm,
seria necessario assumir um Af da ordem de 40 A2 para que a equacdo concorde com a
variacdo em Ty obtida nos nossos experimentos (tabela esp-I). Entretanto, de acordo com
muitos trabalhos, o aumento em f na transicdo de fase é da ordem de 25 %, enquanto
que Af = 40 A2 equivaleria a um aumento de quase 50 %. O comportamento de Tn, (tabela
esp-I) com (nm)!/2, obtido dos dados aqui mostrados, ndo é linear. Uma analise cuidadosa
da variacdo de Tm com a concentracao de NaCl, e uma discussdo do modelo tedrico de

Trauble et al. (1976), fazem parte do nosso projeto de trabalho futuro.
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Buscou-se a obtencao do potencial de superficie e da distribuicao de cargas em
funcdo da distancia a membrana, através da teoria de Gouy-Chapman, discutida na
secao de Teoria. Como visto, sdo necessarios dois parametros para que os calculos sejam
feitos: a forca ionica do meio, nm, € a distribuicdo superficial de cargas, . O calculo da
forca ibnica é simples. Assumindo uma dissociacao total do eletrélito em uma solucédo

aquosa, nm, é dado por:

Nyn = %ZCiZiQ (calc-1)

onde c;i e z; sdo as concentracdes molares e valéncia dos ions respectivamente. Para o
NaCl, que é um eletrolito simétrico de valéncia 1, nm = ¢, onde c € a concentracao de sal
adicionada a solucao.

Para conhecermos a densidade superficial de cargas é necessario saber o grau de
ionizacao (ou grau de dissociacdo) da vesicula (a), ou seja, a fracao de lipidios com carga,

e a area por cabeca polar (f) do lipidio, pois a expressdo para ¢ é dada por:

o= (calc-2)

Estimativas de area por cabeca polar do DMPG (revisao bibliografica)- Precisariamos
ter valores para as areas por cabeca polar do DMPG nas diversas forcas idnicas e nas
fases gel e liquido-cristal. Esses dados ndo sdo muito claros na literatura. Pensando
somente em termos do efeito de blindagem causado pela presenca do sal, imaginariamos
que f diminuiria com o aumento de nn. No entanto, encontramos dados na literatura que
dizem o contrario (Tocanne et al.,, 1974 e Tocanne & Sacré, 1977). Esses estudos sao
feitos em monocamadas, e ndo fica claro se essa propriedade seria valida no caso de
vesiculas e lipossomos, onde existe uma curvatura da superficie. Eles atribuem esse
aumento na area por cabeca a uma penetracdo do s6dio na monocamada. No entanto, a
influéncia do tamanho da cabeca polar na estabilidade e polimorfismo em membranas
biologicas parece nao ter a importancia imaginada (Seddon & Cevc, 1993).

Quanto a Af (variacdo de f na transicdo de fase), ndo encontramos nenhum artigo
que mencione uma variacdo de Af com a forca ibnica. Para lipidios em geral, assume-se
que o aumento é da ordem de 25 % (Trauble & Haynes, 1971; Lee, 1983 e Biltonen,

1990). Poderiamos imaginar que com uma maior repulsdo eletrostatica entre as cabecas
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Af seria maior, ja que na fase liquido-cristalina os lipidios estariam mais livres para se
expandir. Por outro lado, se f variar com a forca i6nica talvez nao se torne necessario um
Af maior, ja que f ja seria maior.

Quanto aos valores absolutos de f nas fases gel e liquido-cristal e Af, encontramos
alguns dados na literatura:

i) Para DPPC (cuja cadeia hidrocarbénica possui dois CHz a mais que o DMPC) foi obtido
foe1 = 48 A2 e foiiq= 60A2 (Marsh, 74), através de experiéncias de interacéo de troca entre
marcdores de spins. Em principio a area por cabeca polar ndao deve ser muito
dependente do tamanho da cadeia hidrofébica. No entanto Copeland & Andersen
(1982) discutem que na fase gel isto é verdade, mas que na fase liquido-cristalina um
aumento da cadeia pode levar a um aumento da area por cabeca polar, ja o movimento
angular da cadeia na fase liquido-cristalina é relevante.

ii) fee1 = 44 A2 e forq = 65 A2 para DMPG descarregado, sendo que, para DMPG carregado é
esperado um aumento de 5 A2 na fase gel e 10 A2 na fase liquido-cristalina (Copeland
& Andersen, 1982). Esses dados foram obtidos teoricamente para DMPG em 100 mM
NaCl, através dos valores que forneciam o melhor ajuste das curvas teoéricas de T, em
funcdo do pH, nao levando em conta possiveis efeitos de adsorcdo dos ions
monovalentes. O artigo ndo discute variacdo de f e Af com a quantidade de sal.

iii) fyr = 40.5 A2 ou 48.0 A2 para DMPG carregado em presenca de alta forca iénica,
calculado por difracdo de raio-x, dependendo se a area por cabeca polar for tomada
paralela a bicamada ou a molécula, indicando que existe uma inclinacdo de cerca de
300 do fosfolipidio em relacdo ao plano da membrana. Para DMPG descarregado
praticamente ndo existe variacdo nas duas referéncias, e assume-se que a inclinacao é
praticamente nula: fo = 39.2 A2 ou 37.0 A2 (Watts et al., 1981).

iv) Af foi assumido da ordem de 10-15 A2 nos trabalhos de Trauble et al, 1976; Cevc et
al., 1980.

Calculo do grau de ionizacao a - O grau de ionizacdo o depende das constantes de
associacdo dos ions que se ligam a superficie da membrana. No presente trabalho as
dispersoes lipidicas possuem protons e soédios em solucdo. Muitos autores assumem que
somente o préton associa-se ao grupo fosfato, e ndo incorporam o efeito de uma possivel
ligacdo do sédio ao fosfato no calculo de a (Trauble & Eibl, 1974; Trauble et al., 1976;
Cevc et al., 1980 e Copeland & Andersen, 1982). No entanto, outros artigos discutem que
a associacao existe, e alguns calculam valores para as constantes de associacao do sédio
com o fosfatidilglicerol (Eisenberg et al., 1979; Millman et al., 1982; Lakhdar-Ghazal et
al., 1983; Helm at al., 1986; Lakhdar-Ghazal & Tocanne, 1988; Tocanne & Teissié, 1990
e Tatulian, 1993). Os valores calculados experimentalmente diferem bastante entre si,
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ficam dentro da faixa entre 0.1 e 1 M-1, bem menores que a constante de associacdo do
proton, como era de se esperar. Algumas dessas constantes foram obtidas de

experiéncias com monocamadas, e algumas com vesiculas. Usaremos o valor calculado
por Lakhdar-Ghazal & Tocanne (1988) para vesiculas de DMPG, que é K, = 03M™".

A constante de associacdo do proton (Ku) esta relacionada ao pK intrinseco (pKi) do

DMPG por pK,; =logK,, de forma analoga a discutida para a reacdo de dissociacéo do

tampao hepes, na secdo de Materiais e Métodos.

E necesséario conhecermos o pKi do DMPG. Alguns artigos na literatura fornecem
esse valor como sendo 1.2 (Toko & Yamafuji, 1980; Lakhdar-Ghazal et al., 1983). Esse
valor também pode ser calculado a partir do pK aparente (pKap), que € o pH do meio

(“bulk”) para o qual [PGH|=[PG-], usando a distribuicdo de Boltzmann:

eV¥,
Tlo eV
[H+]0 :[H*']wekT pK1 :pKap

) SkOT (calc-3)

onde [H*], &€ a concentracdo de prétons muito longe da superficie da membrana,
relacionada ao pH do meio. O potencial de superficie ¥, € dado em maédulo.

O trabalho de Watts et al. (1978) calcula, a partir da variacdo de Tm, com o pH do
meio, que pKsp = 2.9, tanto para o DMPG quanto para o DPPG. Utilizando o valor
experimental ¥, = 99 mV, (Cevc et al., 1980), obtém-se, a partir da equacdo acima, o
mesmo valor da literatura, ou seja, pK; = 1.2. Esse valor corresponde a uma constante de
associacao Ky = 15.8 M-1.

A expressdo de a é dada pela quantidade de PG negativo dividido pela soma de
todas as formas de PG. Levando em conta tanto a associacdo do proéton quanto a do

sodio, temos:

o= - [PG ] (calc-4)
[PG™]+[PGH] + [PGNa]

as reacoes e constantes de associacdo do proton e do sédio sdo dadas por:

PG™ + H" «& PGH KH:LH]+
[PG][H"],

(calc-5)
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PG +Na' & PGNa K, = —onal
[PG™][Na"],
onde [ ]o refere-se a concentracdo em mol/l na superficie da membrana, onde estao
localizados os grupos fosfatos do DMPG.

Dividindo o numerador e o denominador da eq. (calc-4) por [PG-], € possivel
escrever o em funcao das constantes de associacdo e quantidade de ions na superficie,

usando (calc-5):

1
o =
1+ KH[H+]O + KNa[Na+]o

(calc-6)

Substituindo [H*], e [Na*], pela distribuicdo de Boltzmann, e utilizando a equacao de

Gouy para potencial alto (eq. gouy-12) para escrever ¥, em funcao de ¢ (e portanto de a):

1 2 = 26kT

o= ,
1+ 4e’a’(K,[H'], + Ky [Na'],) / c*f*n,, n

=127x10%erg (calc-7)

C2f2

4e’(Ky, +KH[H*]w/nm):

Rearranjando os termos, usando que [Na*|,=nm e definindo p =

o’ +(a-1)B=0 (calc-8)

A partir da solucdo numérica dessa equacao € possivel obter o grau de ionizacdo da
membrana, dados os parametros nm, Kna, f € [H*].. A quantidade de prétons em solucao é
dada por 10-PH. Para as solucdes tamponadas pH = 7.4, e para a agua pura pH = 5.6.

Abaixo vemos os calculos feitos para as condi¢cdes que serdo discutidas adiante:

tabela calc-I

Condicio nm (mM) f (A2) Kna (M) o
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gel c.ligq. gel c.ligq.
hepes 4 48 60 0 0.994 | 0.996
+ 10 mM NaCl 14 48 60 0 0.998 | 0.999

+ 100 mM NacCl 104 48 60 0 1 1
4, 14, 104 48 60 0.3 0.397 | 0.448
4, 14, 104 - 60 0.1 - 0.586

Pela tabela calc-I, assumindo Ky, = O, fica claro que, para as condicbes usadas
durante o trabalho (excluindo DMPG em agua pura), ou seja, hepes na auséncia e
presenca de NaCl (pH = 7.4), podemos sempre assumir que a ionizacdo com respeito ao
proton, € ag = 1 (vesicula desprotonada). Como ja mencionado, a presenca de sal
aumenta a temperatura de transicdo de fase de lipidios negativamente carregados
(Trauble et al., 1976) devido a blindagem eletrostatica das cargas. No entanto, a presenca
de NaCl induz uma maior ionizacdo da vesicula, ja que, diminuindo o potencial de
superficie (eq. (gouy-14)), [H*]o diminui (eq. (calc-3)). No trabalho de Trauble & Eibl (1974)
¢é discutido que o efeito do sal, portanto, pode ter sentidos contrarios em T, dependendo
do grau de ionizacdo da vesicula. Se ay for relativamente menor que um, a presenca de
NaCl fara com que a superficie da vesicula fique mais carregada, causando uma
diminuicdo de Tm. No entanto se au ~ 1 (condicdo dos nossos experimentos) o efeito de
blindagem do sal sera predominante, causando, entdo, um aumento de T, com a

concentracéo de NaCl, como previsto e verificado nos nossos dados (fig. esp-2).

DMPG em agua pura - Dispersdes lipidicas de DMPG em agua pura apresentam um
comportamento estranho. A transicdo € extremamente larga (fig. esp-2, 3a; Epand & Huli,
1986) e os “Zimm Plots” (fig. zimm-3) apresentam uma curvatura que pode ser atribuida
a uma grande repulsao entre as particulas do meio.

Para a agua pura os Unicos ions em solucdo vém da concentracado de prétons, ou
seja, do pH da solucdo. Como visto em Materiais e Métodos o pH da agua pura usada nos
experimentos é de 5.6, portanto n, = [H*], = 2.5 x 10-6. Usando esse dado e assumindo f
= 48 A2 foi possivel calcular o grau de ionizacdo também para o DMPG em agua pura,
cujo resultado obtido foi a = 0.12. E interessante ver que o DMPG em agua pura possui
somete 12 % de grupos fosfato ionizados. Epand & Hui (1986) sugerem que o
comportamento estranho apresentado por DMPG em agua (pH = 7) é devido a forte
repulsédo eletrostatica entre as cabecas polares. O ajuste do pH da agua foi feito com
pequenas quantias de NaOH e HCI. Como vimos, a presenca de Na* pode induzir uma

maior ionizacdo dos grupos fosfatos, de forma que talvez a ionizacdo do DMPG, nas
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condicoes de Epand & Hui, seja de fato maior que 0.12. Encontramos outros artigos na
literatura que encontram comportamentos de DMPG em agua semelhantes a DMPG em
pH 2.0, quando ele estaria descarregado (Tocanne et al, 1974 e Sacré & Tocanne, 1977).
Nesses trabalhos, experiéncias de monocamadas de DMPG em varias condicoes
diferentes, mostraram que a variacdo da pressdo com a area por cabeca polar é muito
semelhante para DMPG em agua e para DMPG em tampado pH 2.0. Como néo
observamos transicdo de fase para DMPG em agua, vamos analisar a agua apenas em
uma fase.

Além dos proétons presentes nas dispersdes de DMPG em agua pura, existem
também os contra-ions Na*, provenientes do sal de DMPG. No entanto a concentracdo de
s6dio no infinito é zero. Portanto, ndo foi assumida ligacdo de s6dio com PG em

dispersdes de DMPG em agua pura.

Calculos de ¥, ¥(x), p(x) e P(D) - Usando o fato da area por cabeca polar aumentar apos
a transicédo de fase principal, foi possivel avaliar o efeito da transicdo de fase no potencial
de superficie ¥, eq. (gouy-12), no potencial eletrostatico ¥(x), eq. (gouy-7), na
distribuicdo de ions p(x), eq. (gouy-5), e na pressao entre duas superficies P(D), eq. (gouy-
15), onde D é a separacdo entre elas, para os diferentes valores de forca idénica usados
nos experimentos (fig. esp-2). Para o calculo do potencial de superficie ¥, foi utilizada a
aproximacao de potencial alto, o que é razoavel, ja de ¥, é da ordem de 100 mV,
enquanto que e/KkT a temperatura ambiente € da ordem de 25 mV. Foram feitos calculos
variando os parametros Kna. (constante de associacdo do so6dio), f (area por cabeca polar
do DMPQG) e Af (variacdo em f na transicao).

Foram considerados diferentes comportamentos de f com a forgca id6nica. No
entanto, as variacdes causadas por f em ¥, e o, foram muito pequenas, o que fez com
que optassemos por deixar f constante com a forca idbnica. Mesmo porque, nao ficou claro
pelos dados da literatura (como visto anteriormente), se a forca idnica realmente
influencia o valor de f em cada fase. Foi também estudado o caso em que ocorre uma
diminuicao em Af com o aumento de ions em solucao, mas também as variacoes nos
parametros monitorados foram pequenas, e nédo foi encontrado nenhum dado na
literatura que mencionasse uma variacdo de Af com np.

Portanto, baseado na discussao feita anteriormente, foram escolhidos os seguintes
valores das areas por cabeca polar: f = 48 A2 e foiiq = 60 A2 (Af = 12 A2).

O comprimento de Debye Ap, definido como o inverso de x (gouy-8), depende
somente da forca idnica do meio. Quanto maior seu valor, mais lenta &€ a queda do
potencial eletrostatico em funcdo da distancia & membrana. Abaixo vemos uma tabela

com os valores do comprimento de Debye para as diferentes forcas idnicas estudadas:
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tabela calc-II

Condicao n, (mM) ¥ (cm-1) Ao (A)
H>O 0.0025 5.13 x 104 1952
+ hepes 4 2.05 x 1096 49
+ 10 mM NaCl 14 3.84 x 106 30
+ 100 mM NaCl 104 1.05 x 107 9.6

Essa tabela deixa claro que o comprimento de Debye, em uma solucido de baixa
forca idnica, € muito maior que nos outros casos, indicando que a distribuicdo de ions
nesta se da de uma forma muito mais estendida. Quanto maior a forca idnica, menor
seria a “espessura” da camada difusa.

Foram estudadas trés situacoes, nas quais foram assumidos diferentes valores da

constante de associacdo do sédio:

=Ky, =0
=Ky, =03 M
= Ky, =03 M’l(gel)
Ky, =01 M’l(cristal - liquido)

i) Variacao com a forca idonica - Pela tabela calc-III é possivel verificar que, com o
aumento da forca idnica em uma dada fase, para qualquer valor de Kna assumido, |¥,|
diminui e o apresenta um pequeno aumento, perceptivel somente para Kya = 0. Além
disso, como visto na tabela calc-II, o comprimento de Debye diminui com o aumento da
forca i6nica.

Na figura calc-1 estd mostrado o potencial eletrostatico ¥(x) em funcdo da
distancia & membrana. Quanto menor a forga ioénica, e portanto maior o comprimento de
Debye, mais lentamente o potencial eletrostatico se anula em funcdo da distancia a
membrana. Esse comportamento ocorre para qualquer fase, e qualquer constante de
associacdo. A fase na qual encontra-se o lipidio (valor de f), e a constante de associacao
do sédio, s6 modificam o valor de ¥, (que entra no calculo de ¥(x)), ndo alterando o
comprimento de Debye. Com isso vemos que variagcoes em f e Ky. serdo mais relevantes

em Y(x) para x pequeno. Portanto, o efeito de assumir Ky. = 0.3 M-! tem uma influéncia
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maior em ¥(x) nas vizinhancas da membrana. E interessante notar o alto valor (em

modulo) para ¥(x) em agua pura, mesmo com um grau de ionizacdo baixo.

Ree gl (f=484)

Fig. calc-1: Variacdo do potencial eletrostatico da membrana com a distancia a superficie
da bicamada, calculada para diferentes forcas i6nicas: H.O, 0.0025 mM; hepes, 4 mM;
hepes + 10 mM NaCl, 14 mM; hepes + 100 mM NaCl, 104 mM. Constante de associacdo
do s6dio com o fosfatidilglicerol, Kna = @) O, b) 0.3 M-1.

O efeito da forca id6nica na distribuicdo de ions € muito pequeno para x # 0, com
excessdo do caso de agua pura, onde p(x) € bem menor que para as outras forcas i6nicas
(fig. calc-2a). Aumentando a constante de associacdo do sédio (fig. calc-2b), os valores de
p(x) proximos a membrana, ficam bem reduzidos, pois, como visto acima, ¥, diminui, e
portanto diminui a atracdo dos ions pela membrana. Nota-se também, que a distribuicao

de ions fica mais alargada com o aumento de Kna (fig. calc-2b). (O comportamento
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andmalo da curva correspondente a DMPG em hepes + 10 mM NaCl ocorre devido a

competicao dos termos n, € senh'¥(x), como visto na eq. (gouy-95)).

Fase gel (f=48 A9

0_
o a 2 b
10 —H0
— hepes
1 + 10mMNa(
g- +100mMNeCl
I Ky =0
X 67
Qa4
4_
2_
O_
LA DL LA DL LR DL LA | LN DL L LR LA L B |
0 2 4 6 8 10 2 14 0O 2 4 6 8 10 2 4
X (A) X (A)

Fig. calc-2: Variacdo da distribuicdo de ions (1012 esu/cm3) em funcao da distancia a

superficie da bicamada, calculada para as mesmas forcas idnicas da fig. calc-1.

Na figura calc-3a vemos a pressao entre duas superficies em funcao da distancia
de separacdo D entre elas, para o caso em que nédo ocorre associacdo do s6dio com o
fosfato. Para essa condicdo, vemos que a pressdo entre superficies na agua, ¢ maior
somente a partir de uma certa separacao. Isso ocorre devido a um balanco entre a forca
idnica e o potencial eletrostatico (eq. (gouy-15)). E possivel notar, também, que a maneira
como a pressao decresce esta relacionada ao comprimento de Debye.

Para as dispersoes em hepes com e sem sal, aumentando a constante de
associacdo (Kna = 0.3 M-1), e portanto tornando as superficies menos carregadas, as
pressoes diminuem, pois os valores de ¥(D) tornam-se menores. Essa grande diminuicao

faz com que as pressoes entre as vesiculas nessas condi¢oes fiquem muito menores que a
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pressao entre as vesiculas em agua pura, que nao é alterada pelo maior valor de Kpa.
Observamos que a pressao entre as superficies € tanto menor quanto maior é a forca

i6nica do meio.

Fase gl (f=48 A9

6 2,0
a
5 -
—H,0
. hepes 15
+ 10mMNa(
4] +100mMNeCl

P (D)

_ Ky, =0

\ 00

Fig. calc-3: Variacdo da pressao (1012 dyn/cm?) entre duas superficies carregadas em
funcao da distancia de separacao D, calculada para as mesmas forcas idnicas usadas na

fig. calc-1.

Os dados do “Zimm Plot” nos sugerem que ocorre uma forte repulsdo nas
dispersdes de DMPG em agua pura (fig. zimm-4). Isto poderia ser explicado pelo alto valor
da pressao entre as superficies (P(D)), que € significativa até separacdes da ordem de 30
A, enquanto que nas outras forcas idnicas a pressdo praticamente se anula para D da

ordem de 10 A.
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As figuras calc-1, 2 e 3 sao referentes a fase gel. Entretanto, comportamentos

semelhantes de ¥(x), p(x) e P(D) com nn, sao obtidos para a fase liquido-cristalina.

tabela calc-III

Fase Condicao Y, (mV) | c (esu/cm?2) a %
H->O -313 12.100 0,120
hepes Kna=0 -231 99.500 0,994
gel Kna=10.3 -184 39.700 0,397
f = 48A2 + 10 mM NaCl Kna=0 -207 99.900 0,998
Kna= 0.3 -159 39.700 0,397
+ 100 mM NaCl |[Kna=0 -147 100.100 1,000
Kna= 0.3 -100 39.700 0,397
Kna=0 -220 79.700 0,996 0,2
hepes Kna= 0.3 -178 35.900 0,448 12
Kna = 0.1 -192 46.900 0,586 48
C. Liq. Kna=0 -195 79.900 0,998 0,1
f = 60 Az + 10 mM NaCl | Kna=0.3 -154 35.900 0,448 12
Kna = 0.1 -166 46.900 0,586 48
Kna=0 -136 80.000 1,000 0
+ 100 mM NaCl | Kna= 0.3 -95 35.900 0,448 12
Kna = 0.1 -106 46.900 0,586 48

A coluna de % (porcentagem) refere-se ao aumento em o devido a transicao de fase.

ii) Efeito da transicao de fase - A transicdo de fase é representada nos calculos apenas
por uma variacdo na area por cabeca polar Af. Como ja discutido anteriormente, foi
assumido que Af = 12 A2 (correspondendo a um aumento de 25 %). A eq. (calc-7), a partir
da qual o é obtido numericamente, depende de f. Para um valor de f maior, mais ionizada
estara a vesicula. A transicédo de fase (Af), portanto, causara um aumento em o.

Na ultima coluna da tabela calc-III vemos a porcentagem de aumento na ionizacao
dos grupos fosfato da cabeca polar do DMPG, para as diferentes constantes de
associacdo assumidas. Para todos os casos ocorre um aumento de o, ou seja, uma certa
quantidade de ions associados a membrana na fase gel, sdo liberados para a solucao com

a transicdo de fase. Esse aumento em o ocorre devido ao aumento em f na transicao
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principal, pois como visto na eq. (calc-8) que o depende da area por cabeca polar
assumida. Essa poderia ser uma explicacdo para o aumento da condutividade das
dispersodes lipidicas de DMPG com a transicdo de fase principal (fig. cond-2), pois a
condutividade depende do ntiimero de ions em solucdo. Para Ky, = 0, a variacdo de a na
transicao de fase € praticamente desprezivel (0.2 %), ndo parecendo ser razoavel explicar
o aumento na condutividade da amostra em termos dessa pequena quantidade de
prétons liberada em solugdo, mesmo o préton apresentando uma condutividade maior do
que qualquer outro cation.

Assumindo uma constante de associagcdo para o sédio ndo nula (Kna = 0.3), a
variacdo em o €& mais significativa (12 %). Nesse caso, o aumento da condutividade
poderia ser causado por um aumento da quantidade de Na* em solucédo, juntamente com
um aumento da carga da propria vesicula, embora essa ultima contribua muito pouco, ja
que a mobilidade da vesicula é muito menor que a mobilidade do ion de sédio.

O aumento em o é maior ainda quando é assumido que a constante de associacao
diminui na transicao de fase (48 %).

O efeito de Kna em W, depende da area assumida, pois ¥, « In(a/f). Na tabela calc-
III estdo os valores obtidos para W, nas diferentes condicdes. Para Kna = O e 0.3 M-1 nas
duas fases, ¥, diminui (f aumenta, o ndo aumenta tanto). Entretanto a diminuicdo de
Kna de 0.3 para 0.1 M-! na transicdo, é suficiente para que o aumento em o seja maior
que o aumento em f, resultando em um ¥, maior na fase liquido-cristalina.

E interessante notar que o valor obtido para ¥, de DMPG + 100 mM de NaCl na
fase liquido-cristalina, considerando Kya = 0.3 (¥, = - 95 mV), concorda muito bem com o
valor experimental de ¥, = - 99 mV obtido por Cevc et al. (1980), em condicdes muito
semelhantes, sugerindo que a associacdo do sodio deve ser levada em conta. O valor
teorico obtido por Cevc et al., e por nés, da teoria de Gouy-Chapman sem adsorcdo de
ions € de -147 mV.

De um modo geral, as variacdes encontradas nos comportamentos de ¥(x), p(x) e
P(D), apés a transicao de fase, foram pequenas, sendo relevantes somente até 10 A. Aqui
estdo mostrados apenas os casos correspondentes a hepes na auséncia e presenca de
100 mM de NaCl, ja que o hepes + 10 mM é um caso intermediario, e ndo apresentou
uma tendéncia diferente dos resultados aqui mostrados.

Nas situacdoes em que a constante de associacdo permaneceu constante na
transicao de fase (Kna = O e 0.3 M-1), o valor absoluto de Y(x) (fig. calc-4a,b,d,e), a
distribuicdo de ions p(x) (fig. calc-5a,b,d,e), e a pressdao P(D) (fig. calc-6a,b,d,e),

diminuiram apés a transicao, para qualquer forca idénica analisada.
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Fig. calc-4: Comparacao do comportamento de ¥ (x) antes e depois da transicao de fase,
caracterizada por um aumento de 25 % na area por cabeca polar, para nm = 4 mM

(hepes) e 104 mM (hepes + 100 mM NaCl)
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Fig. calc-5: Comparacao do comportamento de p(x) (1012 esu/cm3) ocorrida na transicao
de fase, caracterizada por um aumento de 25 % na area por cabeca polar, para nn, = 4

mM (hepes) e 104 mM (hepes + 100 mM NaCl)
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Fig. calc-6: Comparacdo do comportamento de P(D) (101° dyn/cm?) ocorrida na transicéao
de fase, caracterizada por um aumento de 25 % na area por cabeca polar, para nm, = 4

mM (hepes) e 104 mM (hepes + 100 mM NaCl)
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Entretanto, o valor positivo do segundo coeficiente de virial, obtido dos “Zimm
Plot”, sugere que ocorre uma pequena repulsdo, ou nao-atracdo, entre as vesiculas de
DMPG apés a transicao de fase principal.

Para explicar essa maior repulsdo apos a transicdo de fase, & necessario assumir
que ¥(x) aumente na fase liquido-cristalina. Como f aumenta na transicao de fase, devido
ao maior volume ocupado pelas cadeias hidrocarbdnicas, seria preciso ocorrer um
aumento adicional em a para que um aumento em Y¥(x) fosse obtido. Para isso acontecer
¢é preciso assumir que o valor da constante de associacdo do sodio pelo grupo fosfato seja
menor apos a transicao de fase.

Copeland & Andersen (1982) discutem que em certos casos a constante de
associacdo do préoton pode variar na transicdo de fase. Tatulian (1993) discute que a
transicdo de fase causa uma diminuicdo da constante de associacdo tanto de préton
quanto de ions divalentes, portanto seria razoavel supor que a constante de associacdo
de ions monovalentes também diminui.

Nas figuras calc-4c, 5c e 6¢ estdao mostrados o resultado dos calculos feitos
considerando Kna = 0.3 para a fase gel e Kna = 0.1 para a fase liquido-cristalina. De fato,
vemos um comportamento de Y(x), p(x) e P(D) com a transicdo de fase contrario ao
observado assumindo Kya. constante na transicado. Entretanto, fica dificil avaliar se essa
pequena variacdo, significativa apenas até uma separacdo de 10 A, poderia explicar um
aumento em A, gerando uma consequente diminuicdo na intensidade de luz espalhada.
Além disso, € importante ter em mente que na expressao usada para o calculo dessa
pressao entre as superficies foi considerado que as superficies ndo estdo muito proximas,
de forma que o potencial das duas superficies pudesse ser somado (eq. (gouy-14 e 15).

E importante, novamente, ressaltar que no calculo dessa pressdo ndo entraram
consideracdes sobre forcas de hidratacado e de van der Waals, sendo portanto, um modelo

simplificado da realidade.
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CONCLUSOES

O presente trabalho apresenta uma caracterizacao da transicao de fase principal e
da pos-transicdo de dispersdbes de DMPG, utilizando principalmente a técnica de
espalhamento de luz. Nas dispersdoes em baixa forca idnica foram observadas, nas duas
transicoes, grandes variagdoes na intensidade de luz espalhada pela amostra, as quais
nao puderam ser explicadas em termos de variacdes no indice de refracdo do meio ou no
incremento do indice de refracdo com a concentracao (dn/dc). Enquanto a transicdo
principal foi caracterizada por um decréscimo na turbidez da amostra, a pos-transicao
apresentou um aumento da mesma.

Resultados de analises utilizando o método de Zimm, e medidas da condutividade
da amostra, mostraram que, na regido entre as duas transicoes de fase, a repulsdo entre
as vesiculas e a condutividade da amostra eram maiores do que nas outras fases. A
partir da teoria de Gouy-Chapman, e da consideracao de uma associacdo do sédio com
os grupos fosfato do DMPG, foi mostrado que o grau de ionizacdo da vesicula aumenta
com as mudancas estruturais ocorridas na transicdo principal, consequentemente
também aumentando a concentracdo de ions em solucdo. Esse aumento poderia dar
origem a maior condutividade observada apds a transicdo principal. No entanto, nao é
observado um acréscimo brusco da condutividade com a transicdo, mas sim um
aumento gradual, o que precisa, portanto, ser melhor compreendido.

A repulsao entre as vesiculas pode ser explicada, dentro do modelo estudado,
considerando uma diminuicdo na constante de associacdo do s6dio pelo DMPG apés a
transicao principal. Entretanto, essa maior repulsdo s6 € significativa para separacodes
muito pequenas, nas quais algumas aproximacdes do modelo ndo sdo mais validas. E
nosso projeto, para um futuro préximo, estender o estudo das forcas entre duas
vesiculas carregadas, considerando no modelo, além da interacdo eletrostatica, a atragao
de Van der Waals, as forcas de solvatacdo (que ocorrem a curtas distancias) e o fato das
vesiculas ndo apresentarem uma superficie plana.

O aumento da forca de repulsdo eletrostatica entre as superficies seria uma
possivel explicacdo para o grande decréscimo na intensidade de luz espalhada, observada
para dipersoes de DMPG em baixa forca idnica apéds a transicdo principal. Entretanto, é
importante ressaltar que podem existir outras razdes para a diminuicdo da turbidez,
como por exemplo uma possivel mudanca na forma do agregado, alterando o fator de
forma do centro espalhador.

Os dados apresentados nesse trabalho sdo importantes para a caracterizacao da

pos-transicdo, que foi muito pouco estudada na literatura. Foi mostrado que as
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dispersodes, apos essa transicdo, apresentam caracteristicas semelhantes as da fase gel,
como maior espalhamento, menor repulsdao e menor condutividade. A técnica de RPE de
marcadores de spin posicionados tanto na superficie quanto no interior da bicamada,
nao foi sensivel a pos-transicdo, indicando que a ordem/mobilidade da bicamada néao é
alterada por essa transicdo. E importante notar que a pés-transicdo foi detectada
também pela técnica de calorimetria diferencial de varredura (Salonen et al., 1989),
entretanto com um pico de calor especifico menor que o apresentado pela transicao
principal. Estudos futuros serao feitos para melhor compreender a pés-transicao.
Dispersdoes de DMPG em agua pura apresentaram um comportamento particular.
A transicdo principal, vista por espalhamento de luz, é extremamente alargada, e o
comportamento dos “Zimm plots” mostrou que existe uma forte repulsdo entre as
vesiculas. Mesmo contendo apenas 12 % de grupos fosfato ionizados, o potencial de
superficie calculado para a agua foi muito alto, devido a forca idnica extremamente baixa
do meio. Esse fato faz com que a pressdo entre as vesiculas na agua seja muito maior

que nos outros casos, além de ser relevante a separacdes maiores.
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