Universidade de Sao Paulo
Instituto de Fisica

Estudo de interacoes entre membranas lipidicas por
experimentos de SAXS: o efeito da composicao

Rafael Leite Rubim

Orientadora: Profa. Dra. Elisabeth Andreoli de Oliveira

Disserta¢ao de mestrado apresentada ao Instituto
de Fisica da Universidade de Sio Paulo para a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Elisabeth Andreoli de Oliveira (IF/USP)
Prof. Dr. Amando Siuiti Ito (FFCLRP/USP)
Prof. Dr. Leandro Ramos Souza Barbosa (IF/USP)

Sao Paulo
2014



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pelo Servigco de Biblioteca e Informacao
do Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo

Rubim, Rafael Leite

Estudo de interacbes entre bicamadas lipidicas por
experimentos de SAXS: o efeito da composi¢cdo. Sé&o Paulo,
2014.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade de Sao Paulo.
Instituto de Fisica. Depto. Fisica Experimental.

Orientador: Profa. Dra. Elisabeth Andreoli de Oliveira

Area de Concentracg&o: Biofisica

Unitermos: 1. Biofisica; 2. Membrana lipidica; 3. Interagcéao
membranar; 4. Espalhamento de raios X a baixos angulos; 5.

Composicéo quimica.

USP/IF/SBI-063/2014




A persisténcia € o menor caminho do éxito.
(Charles Chaplin)



Okeé Arb...



AGRADECIMENTOS

Agradeco aqueles que olham constantemente por mim, guiando meus passos;

Agradeco a minha mae, por ter proporcionado tudo o que foi necessario para chegar onde

estou;

Agradeco a minha mulher pelo carinho e pelo auxilio, tornando possivel a conclusao deste

trabalho;

Agradeco a Profa. Dra. Elisabeth Andreoli de Oliveira pela oportunidade e por todos os

ensinamentos durante os anos de trabalho;
Agradeco ao Prof. Dr. Frédéric Nallet pelas discussdes que resultaram neste trabalho;
Agradeco a Dra. Laurence Navailles pela atengao e apoio;

Agradeco ao Prof. Dr. Cristiano Luis Pinto de Oliveira pelo auxilio e pelas orientagoes

durante o desenvolvimento do trabalho;

Agradeco a Barbara Bianca Gerbelli e ao Kévin Bougis pelas discussoes e pelo trabalho

conjunto que foi desenvolvido;
Agradeco a Renata Naporano Bicev pela atengio e auxilio durante essa jornada;
Agradeco a Vivian Vieira pelas conversas e ajuda durante esse tempo;
Agradeco a0 Emerson Rodrigo da Silva por todos os momentos memoraveis;
Agradeco ao Eraldo de Sales e ao Pedro Leonidas Filho pela companbhia;
Agradeco a todos os colegas do Grupo de Fluidos Complexos do IFUSP;

Agradeco a minha familia, tanto de sangue quanto de coragao e de fé, e aos meus amigos

que sempre acreditaram em mim e me apoiaram durante essa fase;

Agradeco a Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pelo apoio

financeiro deste trabalho através do processo de numero 2011/16149-8.






RESUMO

Neste trabalho, realizamos um estudo das propriedades estruturais e elasticas da fase
lamelar e também das interag¢Oes relevantes que levam a estabilizagao dessa estrutura periodica.
A composi¢ao da membrana, assim como sua hidratagdo, foi variada de maneira sistematica
com o objetivo de introduzir alteragbes na flexibilidade da bicamada e no regime de
confinamento. A fase lamelar é constituida de lecitina a qual é incorporado, em diferentes
propor¢oes, um co-surfactante comercial, formado por uma mistura de acidos graxos

etoxilados,

Para o estudo das interagdes entre as bicamadas a fase lamelar foi submetida a uma pressao
osmotica conhecida. Por meio de experimentos de SAXS, foram determinados os paraimetros
estruturais que caracterizam a fase lamelar, para um dado valor de pressio. Os resultados
experimentais obtidos sdo ajustados considerando-se um potencial efetivo de interagao entre as
bicamadas, permitindo a determinacio de parametros quantitativos, caracterizando as

diferentes contribui¢des atrativa e repulsivas.

Em um segundo momento, foi realizado um estudo para caracterizagio da fase lamelar,
desta vez, introduzindo um co-surfactante nao comercial com o objetivo de investigar as
alteragoes que ocorrem na interface devido a presenga dos grupos etoxilados. Observa-se que a
incorporag¢ao do co-surfactante amplia o dominio de dilui¢ao da fase lamelar atingindo periodo
em torno de 200 A, sem dominios de coexisténcia de duas fases lamelates, como se observa
com o co-surfactante comercial polidisperso. O uso de um produto mais bem caracterizado,
permite observagdes mais claras sobre mudangas no comportamento do parametro de Caillé,
que caracteriza a flexibilidade da membrana, assim como alteragdes que ocorrem na interface,

seja por efeito de confinamento ou por efeito de temperatura.






ABSTRACT

In this work, we carried out a study of structural and elastic properties of the lamellar phase
and the relevant interactions that lead to stabilization of this periodic structure. The
composition of the membrane, as well as hydration, was varied systematically in order to
introduce changes in the flexibility of the bilayer and confinement regime. The lamellar phase
is composed by lecithin, in which is incorporated in different proportions a commercial co-

surfactant consisting of a mixture of ethoxylated fatty acids,

To study the interactions between the bilayers the lamellar phase was placed under a known
osmotic pressure. Structural parameters characterizing the lamellar phase were determined by
SAXS experiments, for a given value of pressure. The experimental results are fitted
considering an effective potential of interaction between the bilayers, allowing the
determination of quantitative parameters characterizing the different attractive and repulsive

conttributions.

In a second step, studies for characterization of the lamellar phase were carried out, but at
this time, introducing a non-commercial co-surfactant with the aim of investigating the
changes that occur at the interface due to the presence of ethoxylated groups. It is observed
that the incorporation of co-surfactant extends the dilution limit of the lamellar phase,
reaching lamellar periodicities around 200 A, without coexistence of two lamellar phases, as
observed with the commercial polydisperse co-surfactant. Using a more well characterized
product, it is clearer the changes on the behavior of Caillé parameter, which characterizes the
flexibility of the membrane, as well as changes occurring at the interface, either by confinement

or temperature effects.
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1. INTRODUCAO

1.1 Motivagao

Células sao compostas por varias unidades, conhecidas como organelas, e estas sao quase
que em sua totalidade formadas por, além de outras estruturas, bicamadas fosfolipidicas, como
representado na Figura 1.1. O papel que cada uma dessas unidades exerce na célula esta
diretamente relacionado as propriedades estruturais e elasticas da membrana que as compdem
como, por exemplo, a flexibilidade. As deformagdes na membrana, como invaginagdes e
protrusoes, assim como poros e outras estruturas complexas, sio controladas por forgas
elasticas e transi¢oes de fase. (Anderson, 1998; Hull; Sauer; Hovis, 2004; Malcharek et al, 2005;
Pan; Tristam-Nagle; Nagle, 2009; Siddhanta; Shields, 1998)

. Cabeca hidrofilica

1 1)
/,' li—-Cauda hidrofébica

Fosfdiipidio

Bicamada fosfolipidica

Figura 1.1. Representacdo esquematica de uma bicamada fosfolipidica. MacGraw-Hill Companies

Sistemas lamelares e vesiculas formados por lipidios sao amplamente utilizados como
sistemas modelo para investigacdes de processos bioldgicos, pesquisa fundamental de
interagoes entre membranas e membranas ou biomoléculas e aplicagbes em biotecnologia
(Pabst, 2006; Klajnert et al, 2006). A fase lamelar é caracterizada pelo arranjo periédico de

bicamadas de lipidios separadas por uma camada aquosa e existem varios trabalhos na
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literatura, com uma grande variedade de lipidios (Sackmann, 2006; Takahashi; Sinoda; Hatta,
1996; Wang; Yang; Huang, 2007; Wurger, 2000) e técnicas para estudos estruturais,
termodinamicos e propriedades elasticas (Korlach et al, 1999; Strancar; Sentjure; Schara, 2000,

Mclntosh; Magid; Simon, 1989a).

A estabilidade da fase lamelar é governada pelo balanco entre as interagdes repulsivas, que
podem ser de natureza eletrostatica, e atrativa de van der Waals. As flutuagdes térmicas que
ocorrem na membrana ddo origem 4 interagOes repulsivas, de natureza entrdpica, resultantes
do impedimento estérico mutuo quando as membranas estio proximas. Essa interagao
desempenha um papel fundamental na estabilizacao da fase lamelar, uma vez que seu alcance e
intensidade sdo comparaveis a interacio de van der Waals (Helfrich, 1978; Israelachvili;

Wennestrom, 1996).

A flexibilidade da membrana de lipidios esta relacionada a desordem orientacional e
posicional das moléculas de surfactantes, e depende da dimensio da cadeia carbonica e da
parte polar das moléculas. Os parametros que caracterizam a estrutura lamelar podem ser
obtidos por meio da técnica de espalhamento de raios-x a baixos angulos (SAXS) e a analise do
espalhamento difuso, que fornece informagdes sobre as flutuacGes térmicas (Nallet;

Laversanne; Roux, 1992; Oliveira et al, 2012; Gerbelli et al, 2013).

Recentemente, no Grupo de Fluidos Complexos, foi realizado um estudo sistematico de
uma fase lamelar composta de lecitina, a qual é incorporado um co-surfactante de uso
comercial conhecido como Simulsol, que consiste de uma mistura de acidos graxos etoxilados
(Gerbelli et al, 2013). A incorporacao dos acidos graxos confere a membrana maior
flexibilidade, e a quantidade desse composto constitui um parametro que permite alterar de
maneira sistematica as propriedades elasticas da membrana. A parte hidrofébica das moléculas
do co-surfacante ¢é ligada a uma cadeia hidrofilica de polimero PEG (polietilenoglicol), com
numero de mondémeros variavel entre 6 e 20, mas com média de 10. As moléculas, de lipidios
tem carater zwiterionico e as do co-surfactante possuem carater nao i6nico, de maneira que a

carga superficial liquida da membrana permanece neutra.

Foi realizado um estudo estrutural, utilizando a técnica de SAXS, variando a composic,;:lo da
membrana desde 100% de lecitina atée 100% de Simulsol, ao longo da linha de diluicao, para
cada composicao. Esse estudo revelou uma regido de coexisténcia de fases lamelares para
algumas composi¢oes e dominios de hidratagio e uma ampliacao do dominio de dilui¢ao, com
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petfodos lamelares de até 100 A. Observou-se também que o parimetro de Caillé apresenta
dois comportamentos distintos, e que o segundo regime é caracterizado por um aumento das

interagoes de carater entropico.

A presenca das moléculas de co-surfactante na bicamada contribui para o aumento da
flexibilidade, mas ha ainda um segundo efeito associado a mudangas que ocorrem na interface.
Para baixas concentragdoes do co-surfactante as cadeias poliméricas da parte hidrofilica
encontram-se enoveladas. No entanto, a partir de uma determinada concentragao, as cadeias
assumem a conformacao estendida, resultando no aumento da espessura efetiva da bicamada.
Essa mudanga resulta em uma interface com “pelos”, como um tapete, e eventualmente com
“pelos” de bicamadas vizinhas se superpondo, o que globalmente reduz a flexibilidade da

membrana.

1.2. Objetivos

Este trabalho pode ser dividido em duas partes. Inicialmente foi realizado um estudo das
interagoes entre as membranas. Experimentalmente, esse estudo é realizado preparando-se a
fase lamelar em uma soluc¢do de polimeros. Essa solu¢do exerce uma pressao osmotica na fase
lamelar, cuja intensidade é controlada pela quantidade de polimeros na solu¢io A amostra final
apresenta duas fases coexistindo a mesma pressao osmotica; uma rica em polimero, e outra em
lipidios.

Os experimentos de SAXS na fase lamelar levam a determina¢do do perfodo lamelar para
uma dada pressdo osmotica (P), que é dada por P=-0V/09,, onde V é o potencial de interagio
entre as membranas e 0, é distancia de separacdo entre as bicamadas. Existem na literatura
modelos tedricos que consideram um potencial efetivo, para o qual existe uma expressao
analitica, que pode ser utilizada para ajustar os dados experimentais obtidos. E possivel obter

informag¢des quantitativas sobre a contribuicao de cada uma das interagdes (Petrache et al,

2006).

Assim, a variacdo sistematica da composi¢ao e da hidratagao da membrana constituem dois
parametros experimentais que permitem a investigacio das interagdes que governam a
estabilidade da fase lamelar. A incorporagio do co-surfactante altera a flexibilidade da
bicamada, enquanto a variacdo da hidratagdo permite a investigagdo das interagdes em

diferentes regimes de confinamento, desde um regime onde as bicamadas estio muito
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proximas e as flutuagdes sao inibidas, passando ao regime diluido, onde interagdes de curto

alcance nao sao relevantes, e a contribuicao da interagao estérica torna-se predominante.

Em um segundo momento foi realizado um estudo das propriedades estruturais e elasticas
da fase lamelar introduzindo um co-surfactante especialmente preparado para esse estudo, com
um nimero conhecido de monémeros na cadeia hidrofilica, igual a 15, e monodisperso. Assim,
¢ possivel avaliar com mais clareza o papel desempenhado pelas alteragdes que ocorrem na

interface da membrana e o efeito dessa mudanca nas interacoes entre as mesmas.

A abordagem experimental consiste em variar sistematicamente a composi¢ao da membrana
e determinar parametros estruturais tais como; o periodo lamelar, a espessura da bicamada e o
parametro de Caillé, que relaciona duas constantes que caracterizam as propriedades elasticas

da membrana, a partir de experimentos de SAXS (Caillé, 1972; Roux; Safinya; Nallet, 1994).

A solubilidade do PEG depende também da temperatura (Wisniewska et al, 2013), e para
investigar esse efeito foram realizados experimentos de SAXS variando a temperatura da fase

lamelar, para algumas composi¢oes de membrana.

1.3. Apresentagao

O texto foi divido em 5 capitulos, sendo que no primeiro deles foi apresentada a motiva¢ao
e os objetivos do estudo. Foi feita uma contextualizagio do trabalho, assim como levantadas as

relagdes com estudos ja realizados e em andamento em diversos grupos de pesquisa.

O Capitulo 2 apresenta um levantamento de aspectos tedricos relacionados as interagdes
relevantes para estabilizacdo da fase lamelar com uma revisio de resultados existentes na
literatura. Também sdo apresentados os principios fisicos envolvidos nas técnicas
experimentais utilizadas neste trabalho; espalhamento de raios-X e espalhamento dinamico de

luz.

No Capitulo 3 sao descritos os materiais e procedimentos utilizados para a preparacao das
fases lamelares. Os instrumentos utilizados e métodos de tratamento e analise dos dados

experimentais também sao discutidos.

Os resultados do estudo sao apresentados no Capitulo 4, dividido em duas partes. A
primeira delas consiste em estudos de interagoes entre membranas. Nesse estudo, foi utilizado

o co-surfactante comercial, ¢ a fase lamelar é submetida a pressao osmotica controlada.
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A segunda parte descreve os estudos referentes a caracterizagao de parametros estruturais e
elasticos da fase lamelar utilizando o co-surfactante monodispersos, assim como o efeito de

variacdo de temperatura, que introduz alteragoes na interface da membrana.

Por fim, o Capitulo 5 destaca as principais contribui¢cées obtidas com este estudo, e as

perspectivas que se abrem para futuras investigagoes.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Moléculas Anfifilicas e auto-organizagao

Conforme descrito anteriormente, o sistema de estudo utilizado neste trabalho é formado
por bicamadas fosfolipidicas, com o intuito de mimetizar membranas biolégicas. Como o
proprio nome ja sugere, esses sistemas sao formados por camadas duplas de lipidios, que sao

moléculas anfifilicas.

As moléculas anfifilicas possuem a peculiaridade de apresentar uma regido miscivel em
certo solvente e outra imiscivel neste mesmo solvente. Dessa forma, a mesma molécula

apresenta duas regides que interagem de maneiras diferentes com dado solvente.

Uma das regiodes ¢ conhecida como hidrofilica que, por ser polar, possui afinidade com
solventes também polares, como a agua. A outra regiao, por ser apolar, possui afinidade com
solventes nao polares, ¢ é chamada de regido hidrofébica. Uma molécula deste tipo esta

representada na Figura 2.1.
Regido hidrofilica
Regido hidrofébica

Figura 2.1. Representacdo esquematica de uma molécula anfifilica

Podemos classificar as moléculas anfifilicas em quatro tipos, dependendo da estrutura de

sua parte hidrofilica, que também ¢ conhecida como cabega polar.

Se a cabega for carregada, a molécula é chamada de i6nica, podendo ser classificada como
uma molécula anidnica, se o sinal de carga for negativo, ou catidnica, se o sinal de carga for

positivo.

Outro agrupamento é de moléculas ndo idnicas, onde a parte hidrofilica é neutra, porém,
apresenta uma distribuicdo nao uniforme de cargas, ou seja, ¢ uma regiao polarizada. E o

quarto tipo de moléculas é conhecido como anfotéricas ou “zwitterionicas”, onde a cabeca
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polar possui tanto uma carga positiva quanto uma negativa, fazendo com que sua carga global

também seja nula (Myers, 1999).

Quando essas moléculas sio adicionadas a um solvente como a agua, por exemplo, devido
as diferentes maneiras de interagir com o meio e, a partir de certa concentragdo de moléculas,
essas podem se agregar. Esse processo de agregacdo acontece na grande maioria das vezes de
forma natural, formando diferentes tipos de estruturas, minimizando a area de contato das
caudas hidrofébicas com a 4agua, expondo a regido polar ao solvente. Esse fenomeno ¢é

conhecido como efeito hidrofébico (Israelachivilli, 2011).

Os parametros que regem essa estruturacao sao a concentragao relativa de lipidio na solugao
e a geometria da molécula, que podem favorecer ou nido a curvatura da estrutura formada
(Jones, 2002). Sendo assim, algumas das estruturas mais comuns que encontramos para esse

tipo de molécula e a relagdo com sua geometria estao representadas na Figura 2.2.

Vesiculas e Bicamadas

- -

gz%iag ! .s??ﬁé

Micelas

S Wy
.= % o-
e g
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!
%‘\3@ i ”%:, z\bb At "%{f;;‘ Hexagonal
%% %Q&: inversa
TR TR

Figura 2.2. Representagio de estruturas formadas por moléculas anfifilicas em solugio aquosa.

Podemos observar que uma molécula que possui a cabeca polar com uma segao transversal
de area maior que a da regido apolar, também conhecida como cauda apolar, favorece a
formacao de micelas tanto cilindricas quanto esféricas. Ou seja, a regido interna das mesmas ¢é

preenchida somente com as caudas.
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Uma molécula que possui formato semelhante a um cilindro, onde as se¢oes transversais da

cabeca e da cauda possuem areas comparaveis, tendem a formar bicamadas ou vesiculas.

Por fim, moléculas que apresentam area da segao transversal da cabeca menor que a da
secdo transversal das caudas, possui uma tendéncia a formar uma fase hexagonal inversa, na

qual o solvente fica encapsulado nas estruturas esféricas, como a parte interna das vesiculas.

2.2. Parametros estruturais e elasticos das
bicamadas

Como o sistema de interesse para este estudo é o de bicamadas, ¢ preciso utilizar moléculas
que possuem formato similar a de um cilindro, como ¢ o caso dos fosfolipidios. Ao serem
inseridas em agua, as moléculas de lipidio formario as bicamadas, sendo que essas, por sua vez,
irdo se organizar de maneira que fiquem empilhadas, como representado na Figura 2.3. Esse é
o modelo mais simples que podemos construir para tal sistema, formando uma estrutura

lamelar conhecida como mesofase esmética A (Roux; Safinya; Nallet, 1994).

SR S

Figura 2.3. Representa¢do de mesofase esmética A, formada pela auto-organizacio dos lipidios.

Com base neste modelo ¢ possivel definir uma grandeza que consiste na distancia de
repeti¢ao da estrutura das lamelas, ou seja, a periodicidade lamelar (D). Conforme descrito na
Equacio 2.1, essa grandeza é igual a soma da espessura da bicamada de lipidio (J,) e da
espessura da camada de agua (9,), que também pode ser entendida como a distincia de

separagao entre as membranas.
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D=5, +6, @.1)

Obtém-se, também, uma equa¢ao que relaciona a periodicidade lamelar e a espessura da
bicamada com a fra¢ao volumétrica de lipidio (¢). Sabe-se que a fracao volumétrica de lipidio é
dada pela razdo entre o volume de lipidio e o volume total a fase lamelar, entdo, a partir das
propriedades geométricas da célula unitaria é possivel obter essa relacao, que é expressa pela

Equacao 2.2.
D=1 2.2)

Portanto, se é conhecida a periodicidade lamelar, que pode ser obtida através de
experimentos de SAXS, e a fracao volumétrica de lipidio, que é um valor obtido ao se preparar
a amostra, se pode utilizar a Equagao 2.2 para obter a espessura geométrica da membrana.
Com essas informagdes ¢ possivel empregar a Equagao 2.1 para obter a distancia de separagao

entre as membranas.

No entanto, resultados experimentais mostram que o comportamento dos dados
experimentais ndo pode ser descrito por esse modelo, exceto em um pequeno intervalo onde

as membranas estao confinadas e de baixa hidratagao (Gerbelli et al, 2013).

Com base nas observacdes do comportamento de D em funcio de 1/¢;, é possivel propor
uma expressao empirica para parametrizar as curvas, que ¢ dada pela Equagao 2.3. Esta
expressao nao parte de um modelo para o sistema, mas sim uma possivel equagio para

descrever os dados experimentais, onde D, ¢ o valor do periodo lamelar no limite de diluicao,
extrapolado para 1/¢; — .

S
¢I Doo

D =D, tanh 2.3)

Os estudos pioneiros sobre morfologia de fases lamelares lipidicas foram realizados por
Husson, Mustacchi e Luzzati (1960), onde era possivel observar trés tipos de arranjos. Apesar
desse sistema ser classificado como um cristal liquido liotropico, onde as transi¢oes de fase
ocorrem devido a variagbes de concentragao, podem ocorrer mudangas, também, devido a

variagdes de temperatura.
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A fase que ocotre a temperaturas mais elevadas e/ou alta hidratacio é conhecida como fase
fluida (L)), onde as cadeias carbonicas dos lipidios ndo possuem nenhum tipo de orientagao
preferencial e apresentam uma ordem liquida. Quando a temperatura ¢/ou a hidratagio sio
diminuidas, pode ocorrer uma transiciao de fase, onde as cadeias carbonicas se tornam rigidas e
se orientam, conferindo maior rigidez as membranas, sendo essa conhecida como fase gel (L).
E possivel a existéncia de uma fase intermediaria, conhecida como fase enrugada (Py), na qual
as cadeias carbonicas continuam apresentando certo grau de ordenamento, porém, ha

flutuagoes na superficie das bicamadas (Roux; Safinya; Nallet, 1994).

O modelo de membranas rigidas mostra-se adequado para descrever a organizacao das
bicamadas, mas nio ¢ tdo eficiente para a obten¢do de parametros estruturais, pois é sabido

que as membranas nao sao estaticas e rigidas como propde o mesmo.

Dessa forma, é necessario adicionar flutuagoes ao modelo, que sio provenientes de efeitos
térmicos, tor¢ées e mudangas na curvatura das membranas. Como mostra a Figura 2.4, essas
flutuagdes podem ser descritas pela variacio na distancia de separacao e ondulagdes das

bicamadas (Israelachvilli; Wennerstroem, 1992).

Empilhamento peridédico
de bicamadas
—
——
——

+ Flutuacoes térmicas

S R tAe]
Variacao da distancia

_________________ de separacdo

_V— -
L e B Ondulacoes

Figura 2.4. Representacio das flutuacGes da membrana.

As flutuagoes na distancia de separagao entre as membranas sao caracterizadas pelo médulo
de compressibilidade (B) da fase lamelar. Esses movimentos ocorrem na diregao perpendicular

ao plano das membranas e este parametro esta relacionado a dificuldade em aproximar as
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membranas. Quanto maior o valor dessa grandeza, maior deve ser a forga, que é proporcional

a pressao (P), exercida para que as membranas se desloquem, como mostra a Equacio 2.4.

ap
B=-D= 2.4)

O outro parametro que descreve as flutuagées térmicas é o modulo de curvatura (K) da
membrana. Esta grandeza estd relacionada as movimenta¢bes no plano da bicamada, que
causam ondulacGes e/ou tor¢oes, assim como movimentos peristalticos, fazendo com que a

espessura possa variar ao longo de seu plano.

A Equagio 2.5 relaciona tal grandeza a constante de rigidez (k) da membrana, sendo que
esta sera mais rigida quanto maiores forem os valores destes parametros.

K

K=% @.5)

Sendo assim, os médulos de compressibilidade e rigidez da membrana fornecem uma ideia
da eclasticidade desta, ou seja, se a mesma ¢ mais rigida ou flexivel. Essas mudangas na
elasticidade da membrana estio, normalmente, relacionadas a sua composi¢ao e as variagcoes de

ternp eratura.

2.3. Interagdes entre bicamadas

O balango das interagdes membranares governa a estabilidade da estrutura lamelar e,
variando a distancia de separacdo entre as bicamadas, espera-se modificar o regime de
interagoes, uma vez que elas nio tem o mesmo alcance. Um modelo proposto na literatura
(Helfrich, 1978; Israelachvili; Wennestrom, 1996; Petrache et al, 2006; Petrache; Tristam-
Nagle; Nagle, 1998) considera o potencial de interagao entre as membranas como aditivo. Esse
modelo ¢ descrito pela Equagao 2.6, onde a interacio eletrostatica foi desprezada por se tratar

de lipidios nao carregados.

_H (1 2 1 9y, (ks T)
PO. )=-— | — - + +P e 4+ "B 2.6
0 )= 5 5.2 (6,+6,)° (0,+25,)0) " K3, e

a a

A Equacao 2.6 descreve a for¢a por unidade de area para as membranas em funcao da
distancia de separagao entre elas. O primeiro termo esta relacionado a for¢a de van der Waals,
onde H ¢ conhecida como constante de Hamaker, um parametro que depende da composicao

da membrana. De acordo com esse modelo, quando as membranas estio afastadas, esse termo
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¢ o componente dominante na forga resultante, que possui um carater atrativo. Esse tipo de

interacao ¢ causada pelas interagdes entre os dipolos elétricos das cabegas dos lipidios.

Com a diminui¢ao da distancia de separagao entre as membranas ha uma predominancia
das forcas de hidratagio e das forgas estéricas que possuem um carater repulsivo e sdo
descritas pelos segundo e terceiro termos da Equacio 2.6, respectivamente, onde 4 é o alcance
das forcas de hidrataciao, P, sua amplitude, Kk a constante de rigidez da membrana e y uma

constante cujo valor é igual a 32 /128 (Helfrich, 1978).

As forgas estéricas estao relacionadas aos movimentos no plano da membrana, que sio as
ondulag¢oes, e as movimentagcoes perpendiculares a mesma, que sdao as flutuagées. A forga de
hidratagiao é uma componente determinada experimentalmente, porém, sua natureza ainda nao

¢ completamente compreendida na literatura (McIntosh; Simon, 1986; Rand et al, 1988).

Para a lecitina, valores tipicos de H estio entre (2,3-3,8)x10”' ] (Harbich; Helfrich, 1984),
K~20 kT, Ax2-5 A (McIntosh; Magid; Simon, 1989b) e P,~10° Pa (Petrache et al, 1998).

De acordo com essa abordagem tedrica, o potencial que descreve as interagdes na fase
lamelar apresenta um unico minimo, e descreve um sistema ligado, isto é, que as bicamadas
interagem. No entanto, existem na literatura outras abordagens com previsdes de que o
potencial nao deve ser aditivo, e que o sistema lamelar pode passar de um sistema ligado a um

sistema nao ligado, com as membranas nao interagentes, por meio de uma transi¢ao de

segunda ordem (Lipowsky; Leibler, 1986; Milner; Roux, 1992; Podgork; Parsegian, 1992).

Modelos desenvolvidos por Podgornik e Parsegian, (1992) descrevem esse comportamento
esperado para as interacOes entre membranas, variando o balango entre as diferentes
interagoes. Na Figura 2.5 ¢ apresentado o comportamento para a pressao em funcao da
distancia de separagao entre as membranas, quando o parametro Y, que ¢ proporcional a razao
P,K/A, varia, mantendo-se constante a razdo entre o potencial atrativo e repulsivo estérico

(x;H/P, =constante).

E possivel observar na Figura 2.5 que para alguns valores de y,, quando P — 0, a distancia
de separacio entre as membranas tende a um valor limite, que corresponde ao limite de
dilui¢do, para o qual o aumento de hidratacao leva a coexisténcia da fase lamelar com excesso
de agua. Diminuindo-se o valor de y, além de certo valor, observa-se que as bicamadas podem

se separar indefinidamente, como ¢é o caso de y, = 30 na Figura 2.5. O aumento de y, pode

25



estar associado a diminui¢do do modulo de curvatura (K), ou seja, da flexibilidade da

membrana, enquanto a intensidade e alcance da forga de hidratacdo permanecem constantes.

pf

5

1 ) N | 1 1 ]

0 ? L ) 8 0 1% ) B 2
(o)

Figura 2.5. Comportamento esperado para as interagdes entre membranas. (Podgornik; Parsegian, 1992)

Esse modelo descreve um estado ligado, com um minimo de potencial que corresponde a
periodicidade limite, ou seja, o limite de hidratagao, sendo possivel uma transi¢ao continua

desse estado ligado para um estado nao ligado, quando o balango entre as diferentes interagoes

presentes ¢ alterado.

2.4. Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos

2.4.1. Principios basicos

Um experimeto de Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS) consiste
basicamente em uma fonte de raios-X que produz um feixe monocromatico e colimado que
incide na amostra. Os fétons, apds interagirem com a mesma, poderao ser desviados atingindo

o detector, conforme representado na Figura 2.6.

Fonte
Amostra

Detector

Figura 2.6. Representagao esquematica de um experimento de SAXS
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Nesta configuragdo, os fétons espalhados que sao capturados pelo detector formam uma
“imagem”, conhecida como difratograma. Esse difratograma ¢ entdo integrado para que se
possa obter a intesidade de radiacdo espalhada, ou seja, o nimero de fétons que atinge o

detecor, em funcdo de uma grandeza conhecida como vetor de espalhamento (g), sendo que
este é dado pela diferenca entre o vetor de onda do féton incidente (k,) e do féton espalhado

(E:), conforme representado na Figura 2.7 (Lindner, 2002).

Figura 2.7. Representacdo do espalhamento de uma particula.

Com base na representagao da Figura 2.7, podemos observar que o angulo de espalhamento
¢ definido como 26. Sabendo que o espalhamento de SAXS ¢ um espalhamento elastico, ou
seja, que os moédulos de k, e k. sdo iguais e proporcionais ao inverso do comprimento de onda

da radiagio (), obtemos que o médulo de ¢ é dado pela Equagio 2.7.

__4msend
T2

(2.7)

Como as bicamadas formam um sistema lamelar, devemos analisar o espalhamento para
estruturas deste tipo. Neste caso, a intensidade de radiacao espalhada em fun¢ao do médulo de
vetor de espalhamento [I(g)/ ¢ dada pela convolugao do fator de forma /[F(g)] e do fator de
estrutura /S(g)/ do sistema em estudo, e a relacio entre eles é descrita pela Equagao 2.8
(Glatter; Kratky, 1982).

S(@IP(I?
1(q) = )1

o 2.8)

O fator de forma descreve cada subunidade e o fator de estrutura esta relacionado a

organizacao das mesmas no sistema.

2.4.2. Fator de forma de bicamadas

O fator de forma ¢ uma func¢ao que descreve as subunidades espalhadoras, que no escopo
deste estudo sdo as bicamadas. Essa funcido é obtida através da transformada de Fourier do

contraste de densidade eletronica ao longo de uma bicamada. Como a densidade eletronica é
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constante ao longo dos planos da membrana, havera um contraste eletronico apenas ao longo

da direcao perpendicular a mesma (Feigin; Svergun, 1987).

Estando as membranas adjacentes separadas por camadas aquosas e usando como
referéncia a densidade eletronica dessas moléculas, havera um contraste de densidade
eletronica positivo para a regido polar das moléculas anfifilicas e negativo para a regido das
cadeias carbonicas. A partir dessas consideragdes ¢ possivel construir um perfil de contraste de
densidade eletronica e entdo, através da transformada de Fourier, obter a expressio que

descreva o fator de forma das bicamadas.

Um perfil de contraste de densidade eletronico para bicamadas proposto por Nallet,
Laversanne e Roux (1992) considera variagdes abruptas na densidade eletronica ao longo da
bicamada, gerando um perfil com degraus, como ilustra a Figura 2.8. A partir deste perfil de
contraste de densidade eletronica é possivel obter a Equagao 2.9 que descreve o fator de forma
das bicamadas, onde Apr e Apy representam o contraste de densidade eletronica das regies
apolar e polar, respectivamente, em relacdo a agua e 07 e 0y os comprimentos das regides

apolar e polar, respectivamente.

P(q) = {sen[q(éH + 67)] — sen(qdy) + sen(qST)} (2.9)

O modelo descrito pela Equagao 2.9, apesar de nao descrever pequenas variagdoes nas
densidades, descreve bem os dados experimentais, fornecendo informagées importantes para a
caracterizagao das bicamadas, como sua espessura e a razao entre os contrastes de densidade

eletronica das partes interna e externa.

Um modelo um pouco mais elaborado ¢ proposto por Oliveira et al (2012), onde o perfil de
contraste de densidade eletronica é formado por somas de gaussianas, como ilustra a Figura
2.9. Neste caso, foram utilizadas gaussianas para descrever as variagdes do contraste de
densidade eletronica ao longo da membrana. Com este modelo ¢ possivel descrever com
suavidade as variagOes no contraste eletronico das regides polar e apolar, e assim, fornecer uma
visao mais realista da forma das membranas. A partir deste perfil de contraste de densidade
eletronica, que ¢ construido pela soma de quatro funcbes gaussianas, é possivel obter o
conjunto de Equagdes de 2.10 a 2.13 que descrevem o fator de forma das bicamadas, onde a,
e Z, representam a amplitude e a posi¢ao do centro da gaussiana de ordem n, respectivamente,

0 o desvio padrao da dltima gaussiana e Z a posi¢ao em que a ultima gaussiana tende a zero.
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Figura 2.8. Perfil de contraste de densidade eletronica para
uma membrana usando um modelo do tipo degrau.
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Figura 2.9. Perfil de contraste de densidade eletronica para
uma membrana usando um modelo com gaussianas.



P(q) = |1X3=1 a,P(q, M)|? (2.10)

o242
P(q,n) = \/27we_chos(qzn) (2.11)
SR 2.12

o= 2NV 2IN2 (212)

zZ, =(n—1)20 (2.13)

O modelo descrito pelo conjunto de Equagdes de 2.10 a 2.13 descreve com maior precisao
as bicamadas, levando em conta variacoes mais sutis no contraste de densidade eletronica.
Como essa adequagiao do modelo fornece uma descri¢io mais realista das membranas, o ajuste

de curvas experimentais de SAXS utilizando o mesmo tende a ser melhor.

Sendo assim, o modelo formado pela soma das quatro gaussianas nos fornece uma
descricao mais detalhada das mesmas, gerando um ajuste melhor para as curvas de SAXS. No
entanto, por ser um modelo mais simplificado, o perfil formado por degraus possui uma
quantidade menor de parametros a serem ajustados e menor tempo de processamento, o que
pode representar uma vantagem na decisao do modelo a ser utilizado, ja que o ajuste utilizando
este modelo também nio se mostra ruim. Em suma, ambos os modelos descrevem
satisfatoriamente o espalhamento gerado pelas bicamadas, e a escolha do mesmo dependo dos

objetivos do estudo.

2.4.3. Fator de estrutura de fases lamelares

Como as bicamadas sao sistemas lamelares, devemos analisar fatores de estrutura para este
tipo de sistema. Quando os fétons atingem uma estrutura planar, como mostra a Figura 2.10a,
¢ possivel observar que o angulo de incidéncia ¢ igual a metade do angulo de espalhamento.
Verifica-se ainda que a diferenca da distancia percorrida por fétons espalhados por camadas
subsequentes é dada por 2d, como mostra a Figura 2.10b, fornecendo a expressio dada pela

Equacio 2.14.

Os fotons espalhados sofrerdo interferéncia, sendo que o espalhamento de planos
subsequentes gerara uma interferéncia construtiva quando a diferen¢a de caminho percorrido

for igual a um ndmero inteiro do comprimento de onda da radiagao. Utilizando as Equaces
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2.7 e 2.14 para obter uma interferéncia construtiva, obtem-se a Equagao 2.15, onde n é um

numero inteiro diferente de zero.

@)

Figura 2.10. Representa¢io do espalhamento de (a) um plano e (b) um sistema lamelar.

2d = 2Dsenf (2.14)
2mn
dn = T (2.15)

Com base nessas informagdes, observa-se que para o espalhamento de um sistema lamelar,
como ¢ o caso das bicamadas descritas pelo modelo geométrico, obter-se-a picos cujos valores
de ¢ para os # picos sio dados pela Equacdo 2.15, e essa relagao é conhecida como Lei de
Bragg. O fator de estrutura de uma fase lamelar rigida é mostrado pela curva tracejada na

Figura 2.11.

Porém, como visto anteriormente, um modelo de membranas estiaticas nao descreve
adequadamente os sistemas reais, por isso ¢ preciso acrescentar efeitos de flutua¢des ao
mesmo, que resultam em um espalhamento difuso, com um decaimento da intesidade de
espalhamento governada por uma grandeza chamada parametro de Caillé (), que esta
relacionado aos moédulos de compressibilidade da fase lamelar e de rigidez das membranas,
como mostra a Equagdo 2.16 (Caillé, 1972).

TL'kBT

n = —ZDZ\/ﬁ (2.106)

Percebe-se que com o aumento do parametro de Caillé, as amplitudes dos picos para altos
valores de ¢ diminuem, ou seja, o decaimento das amplitudes dos picos esta diretamente
relacionado a 7, sendo possivel determina-lo a partir do fator de estrutura das curvas de SAXS.
A expressao que descreve esse fator de estrutura é dada pela Equagao 2.17, onde N representa

o numero de camadas correlatas e y é a constante de Euler. (Zhang; Suter; Nagle, 1994)
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Figura 2.11. Evolucio do fator de estrutura com diferentes valores do parametro de Caillé. (Nallet; Laversanne;
Roux, 1992)
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Essa equagdo ¢ utilizada para ajustar as curvas de SAXS. Quando ha aumento no valor de 7,
maiores sao as flutua¢des, indicando que K e/ou B sio menotes, contudo, nio é possivel

desacoplar os comportamentos de ambas as grandezas com apenas esse tipo de ajuste.

2.5. Espalhamento dindmico de luz

Para a realizagdo de experimentos de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), ou
Espectroscopia de Correlagao de Fotons (PCS) como também ¢ conhecida, sao utilizados
essencialmente um laser, um fotodetector que capta a intensidade de luz espalhada em funcao

do tempo, e um correlator.

A luz do laser atravessa um polarizador para definir a polarizacao do feixe incidente, que ¢é
espalhado ao atravessar a amostra. A luz espalhada passa por um analisador que seleciona uma

dada polarizagdo, para que essa radiagao seja, entdo, captada pelo detector.

A posicao do detector define o angulo de espalhamento, que se mantém constante durante
as medidas. Um esquema do aparato experimental esta representado na Figura 2.12 (Berne;

Pecora, 2000).

A intensidade de luz captada é convertida em sinais elétricos, que serao registrados no

correlator em intervalos de tempo discretos (At). O cotrelator faz entdo a correlacio entre a
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intensidade registrada em um instante de tempo t com a intensidade registrada em um instante
de tempo postetior t + T, onde T é um multiplo de At, gerando, assim, uma func¢io de

autocorrelacio da intensidade normalizada [g, (T)].

| Amostra

Fonte

Polarizador

Analisador — e—

Detector

Figura 2.12. Representacdo esquematica da vista superior de um experimento de DLS.

Essa funcdo pode ser expressa em relagao a fun¢ido de autocorrelagio do campo elétrico
normalizada [g4(7)], que pode ser obtida pela Equagio 2.18, onde § é uma constante que

depende do aparato experimental e B ¢ referente a linha de base (Brown, 1996).

9,(t) =B (1 + ﬁ|g1(r)|2) 2.18)

Para sistemas diluidos, ou seja, quando ndo ha interagcbes entre as particulas, o
deslocamento das particulas ¢ dado unicamente pelo movimento browniano. Essa
movimentacio esta relacionada ao coeficiente de difusio translacional (Dy) médio dos centros
espalhadores, que ¢ proporcional a rapidez com que os mesmos se deslocam no meio. Sendo

assim, a fungio de autocorrelacio g, (7) é dada pela Equacio 2.19 (Brown, 1996).

g1(1) = e~ Pra’c 2.19)

No caso de experimentos de espalhamento de luz, o vetor de espalhamento é dado pela
Equagao 2.20, onde n é o indice de refracio do meio espalhador e 8 é a metade do angulo
formado entre o feixe incidente e o detector, ou seja, a metade do angulo de espalhamento

(Berne; Pecora, 2000).

41Tn
q= Tsen@ (2.20)

Ao obter o coeficiente de difusio dos centros espalhadores quando nao ha interagdes entre

os mesmos, ¢ possivel determinar seu didmetro hidrodinamico (dy), através da Equacio 2.21,
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onde kg ¢ a constante de Boltzmann, T ¢é a temperatura e 1] é a viscosidade do solvente (Berne;

Pecora, 2000 e Brown, 1996).

" e @.21)

Essa expressio ¢ derivada da relagio de Stokes-Eisntein, assumindo o deslocamento de

particulas esféricas no meio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sistema lamelar

Foram utilizados dois grupos de moléculas para preparar as fases lamelares. Um grupo ¢ a
lecitina de soja, comercializada pela empresa Avanti Polar. A lecitina é composta por uma
mistura de lipidios, cuja espécie majoritaria, cerca de 63%, ¢ a dilinoleoilfosfatidilcolina
(DLPC), e sua estrutura esta representada na Figura 3.1a. A segunda espécie presente em maior
quantidade, com apenas 15%, é a dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), e sua estrutura esta

representada na Figura 3.1b.

(6]
I (6] CH;
HaC— (CHy)y— CH= CH— CHy— CH= CH— (CH);—C_ I lo
O— CHy— CH— CHy— O— P— O— CH,— CH,— N~ CHg
C/é P CHs
HyC— (CHy),— CH= CH— CHy— CH= CH— (CHy),— ¢
@
@]
I 0 CH,
H3C— (CHp1—C_ 1l l®
O— CHy— CH— CH,— O— ||3— O— CHy— CHy— N> CH4
c/é P CH,
HzC— (CHp) 14— N

O
(®)

Figura 3.1. Férmula estrutural da (a) dilinoleoilfosfatidilcolina e (b) dipalmitoilfosfatidilcolina.

Levando em conta a distribui¢do dos constituintes da lecitina, sua densidade pode ser obtida
pela média ponderada das densidades dos mesmos, sendo igual a 1,01 g/mL. A lecitina pode
ser encontrada em grande quantidade nas membranas celulares e, como é composta por
lipidios zwitteridnicos, ¢ biocompativel, o que torna o estudo desses sistemas interessante, pois

podem ser aplicados a modelos biologicos.

O outro grupo é um co-surfactante comercializado pela empresa Seppic, conhecido como
Simulsol, que ¢ uma mistura de acidos graxos etoxilados. Essa mistura ¢ composta por acidos

oleicos e acidos palmiticos, cada qual com uma cadeia polimérica de PEG (polietilenoglicol)
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funcionalizada em sua regido polar, conforme representado nas Figuras 3.2a e 3.2b,
respectivamente. Sua densidade também pode ser obtida pela média das densidades de seus

constituintes, sendo igual a 1,02 g/mL..

0
Il
HyC— (CHj)7— CH= CH— (CHy);— C— O— (CHy— CH,— O);— CHs
@
0
Il
HyC— (CHp) 14— C— O— (CHy— CH,— O),— CHs
(b)

Figura 3.2. Férmula estrutural do acido (a) oleico e (b) palmitico funcionalizados com PEG.

Observa-se que os co-surfactantes possuem uma unica cadeia carbonica, diferente dos
lipidios, contudo, as cadeias de ambos possuem as mesmas quantidades de carbonos, como é o
caso da dilinoleoilfosfatidilcolina e do acido oleico e também da dipalmitoilfosfatidilcolina e do

acido palmitico.

Assim, o comprimento das partes hidrofébicas de tais moléculas é semelhante ao dos
constituintes da lecitina, indicando que nao ha mudangas significativas quanto a espessura da
parte interna das bicamadas, quando se misturam a lecitina e o simulsol. Espera-se, porém, que
a insercao de moléculas de cadeia hidrofébica simples contribua para o aumento da

flexibilidade da membrana.

Com relagao 4 parte hidrofilica, espera-se que a mistura da lecitina e do simulsol produza
mudancas na interface das membranas uma vez que a regido hidrofilica da lecitina e do

simulsol apresentam propriedades de hidratagao e organizagao espacial distintas.

Neste trabalho, foram utilizados dois tipos de co-surfactantes com relagao a cadeia de PEG;
um polidisperso e outro monodisperso. No produto comercial a cadeia polimérica de PEG ¢é
polidispersa com nimero de monémeros médio de mondémeros igual a 10, podendo variar de

6 a 20 monomeros.

O co-surfactantre ou simulsol monodisperso, foi preparado especialmente para investigacao
do efeito da dimensao das cadeias poliméricas nas propriedades elasticas das membranas, ¢ a

cadeia possui 15 monomeros.
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Na Figura 3.3a é representada a molécula de DPPC e na Figura 3.3b é representada a
molécula de Simulsol com 15 mondémeros na regidao hidrofilica, em uma mesma escala,

possibilitando a compara¢ao das dimensoes de ambas as moléculas.

()

Figura 3.3. Representagdo esquematica em mesma escala de uma
molécula de (a) DPPC e (b) simulsol monodisperso.

A lecitina e o simulsol sao, entido, misturados em diferentes propor¢des, variando assim
sistematicamente a composi¢io das membranas. Para o co-surfactante monodisperso, as
proporgoes variam de 90% de lecitina e 10% de simulsol até 30% de lecitina e 70% de simulsol
em massa, sendo que o simulsol puro também foi utilizado. Ja para o co-surfactante
polidisperso, as proporg¢ées variam de 95% de lecitina e 5% de simulsol até 10% de lecitina de

90% de simulsol em massa, sendo que a lecitina pura também foi utilizada.

Cada uma dessas misturas ¢é inserida em solvente organico, o ciclohexano, numa propor¢ao

de 1,5 ml de solvente para cada 100 mg de surfactantes, e submetida a um banho de ultrassom
b

por até 30 minutos para auxiliar a homogeneizagao. As misturas sao colocadas em uma camara

a vacuo para acelerar o processo de evaporagao do solvente.

As misturas de lipidios e simulsol monodisperso, ap6s homogeneizacio, foi adicionada agua
para a formacdo das bicamadas. As propor¢oes de surfactantes e dgua variam, para que se
possa explorar o comportamento das membranas seguindo a linha de dilui¢ao, tendo em vista

que a massa total da amostra seja de cerca de 100 mg.

As amostras foram centrifugadas a 22°C durante um més, invertendo as orientagdes dos

tubos que as continha, com intervalos de descanso de alguns dias, para uma homogeneizagao
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adequada e para acelerar o processo de estabilizagdo. As amostras foram armazenadas em

geladeira a 4°C.

As misturas de lipidios e simulsol polidisperso foram inseridas em solugdes de polimero em
proporg¢oes de 1:3 em massa, respectivamente, tendo em vista que a massa total de amostra
seja de cerca de 100 mg. As solugées de polimero sdo preparadas em diferentes concentragoes,

e esse processo sera explicado na proxima segao.

Os processos de estabilizagio e homogeneizacio das amostras, bem como o

armazenamento, sio os mesmos ja descritos para as amostras compostas de surfactantes e

agua.
3.2. Solucgdes de polimero

3.2.1. Caracterizagao dos polimeros

O polimero utilizado neste trabalho é o PVP (polivinilpirrolidona), que tem a estrutura
representada pela Figura 3.4. Sua densidade é de 1,27 g/mL e este ¢ um polimero soluvel em

solventes polares. Por ser bem higroscépico, pode absorver até 40% de sua massa em agua

(Haaf; Sanner; Straub, 1985).
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Figura 3.4. Estrutura da (a) vinilpirrolidona e da (b) polivinilpirrolidona (PVP).

Neste estudo, o polimero foi utilizado em trés tamanhos de cadeias, sendo eles um com

peso molecular médio de 10 kg/mol, outro com 40 kg/mol e por fim um com 360 kg/mol.

Um dos motivos para se utilizar trés tamanhos do mesmo polimero é o fato de que
solugbes com uma concentracao alta se mostram muito mais viscosas quando se utiliza o

polimero de maior peso molecular, o que dificultaria a manipulag¢ao dessas amostras.

38



Outro motivo é que, conforme descrito na se¢iao 3.1, quando se insere os lipidios na
solu¢do de polimero, devemos nos assegurar que os polimeros nio se insiram entre as
bicamadas que serdo formadas. Portanto, para grandes distancias de separagao deve-se utilizar

polimeros com maior peso molecular.

Inicialmente foi realizado um processo de purificagao dos polimeros, que sera descrito com
mais detalhes na secao 3.2.3. O processo de sintese dos polimeros pode gerar residuos, e uma
membrana de dialise foi utilizada para retirar essas impurezas das solugdes. O processo
consiste basicamente em inserir a solu¢io de polimero em uma membrana semipermeavel e
deixa-la em um reservatério de agua, fazendo com que particulas menores que os poros da

membrana se desloquem da mesma, por um processo de dialise.

Uma caracterizagao para os trés tamanhos de polimero que seriam utilizados foi realizada
por experimentos de DLS, assim, é possivel obter informagdes sobre o diametro
hidrodinamico dos mesmos. O equipamento utilizado é um analisador de tamanho de
particulas comercializado pela empresa Brookhaven, e os resultados obtidos sao apresentados
na Figura 3.5, onde a direita é possivel observar as curvas experimentais das fungoes de
autocorrelagao e seus ajustes e a esquerda as respectivas distribui¢Ses de diametros obtidas

desses ajustes.

Os ajustes foram realizados utilizando um pacote computacional conhecido como Contin,
que ¢ efetuado automaticamente pelo soffware fornecido pelo fabricante. Esse método considera
uma func¢do de distribuicdo para a taxa de decaimento da exponencial da func¢io de
autocorrelagao, fornecendo assim um conjunto de valores para o coeficiente de difusio. Esse

conjunto de valores gera uma distribui¢ao de tamanhos para as particulas analisadas.

E possivel observar que ha a presenca de particulas com diametro hidrodinamico em torno
de 1000 nm para as trés amostras. Essas populacdes podem ser referentes a aglomerados de
polimeros, porém, como a preocupagao ¢ para que os polimeros nao se hospedem entre as

membranas, a aten¢ao deve ser voltada para as populagdes de menores dimensdes.

As funcées de distribuicio de tamanhos fornecem valores médios de 50A, 100A e 200A
para os diametros hidrodinamicos do PVP10, PVP40 e PVP360, respectivamente.

Outra maneira de obter informagdes sobre as dimensoes dos polimeros é por experimentos

de SAXS. As medidas foram realizadas para cada um dos trés polimeros em solu¢des com
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concentracao de aproximadamente 2% em massa, fazendo com que nido houvesse interagdes
entre as particulas. Uma primeira analise dos resultados foi efetuada através de grafico de

Kratky (Pedersen, 2002), que é mostrado na Figura 3.6.

T T T T 100 L L L

80 ~

60 4

Intensidade (un. arb.)

1 10 1 60 1 OIOO 10000
Diametro (nm)

80 -

041 | 60

g, (1) -1

40
0,21 ]

Intensidade (un. arb.)

204

10’ 10° 10° 10* 10° 10° 1 10 100 1000 10000
T (us) Diametro (nm)

0,6 i
80 -

044 ]

g, (M-1
Intensidade (un. arb.)

10’ 10° 10° 10* 10° 10° 1 10 100 1000 10000
T (us) Diametro (nm)

©

Figura 3.5. Curvas de autocorrelagdo e respectivos ajustes e distribui¢oes
de diametro para o (a) PVP10, (b) PVP40 e (c) PVP360.
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Figura 3.6. Grafico de Kratky para os trés pesos moleculares do PVP.

O grafico de Kratky é obtido quando se multiplica a intensidade de espalhamento pelo
quadrado do vetor de espalhamento, fornecendo informagdes sobre a forma da particula e
mais precisamente quanto a sua flexibilidade. Os resultados presentes na Figura 3.6 mostram
que os polimeros sao bastante flexiveis, pois apresentam um comportamento praticamente
linear e crescente para altos valores de q. Essas curvas sdo tipicas de polimeros flexiveis com
distribuicao gaussiana e se nao ha a presenca de fator de estrutura, fornecem espalhamento
com a intensidade descrita pela Equacao 3.1. (Pedersen, 2002)

Z(e_mé)qz +(R§)q2—1)

((R%)q2)"

I(q) = CRY

Observa-se que o unico parametro ajustavel nesse modelo é o raio de giro quadratico médio
(R;). Utilizando esse modelo é possivel extrair o valor do raio de giro médio dos polimeros

para cada uma das curvas de SAXS. Os ajustes obtidos sao apresentados na Figura 3.7.

Os ajustes se mostram satisfatorios, validando o modelo proposto. Sendo assim, os valores
obtidos para o raio de giro através dos ajustes sao 30 A, 40 A e 55 A para o PVP10, PVP40 e

PVP360, respectivamente.

E possivel encontrar na literatura maneiras para obter o raio hidrodinamico e raio de giro de
polimeros através de sua massa molecular (Schmidt; Burchard, 1981). Os calculos foram
efetuados e os valores obtidos para os raios hidrodinamicos sao 2,29 = 0,04 nm, 4,58 * 0,08

nm e 13,7 = 0,2 nm para o PVP10, PVP40 e PVP360, respectivamente. Ja os valores obtidos
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para os raios de giro sao 2,90 £ 0,07 nm, 5,80 * 0,15 nm e 17,4 + 0,4 nm para o PVP10,
PVP40 e PVP360, respectivamente.

A Tabela 3.1 mostra os resultados experimentais de ambas as técnicas e os valores tedricos

obtidos para cada peso molecular do polimero.

DLS | Tebrico SAXS | Tebrico
Raio hidrodindmico (nm) Raio de giro (nm)
PVP10 2,5 2,3 3,0 2,9
PVP40 5,0 4,6 4,0 5,8
PVP360 10,0 13,7 5,5 17,4

Tabela 3.1. Valores experimentais e tedricos para as dimensoes dos polimeros

Observa-se que os valores de raio hidrodinamico obtidos experimentalmente para os trés
polimeros estdo muito proximos dos valores esperados pelo modelo. Porém, apesar de o valor
de raio de giro obtido experimentalmente para o PVP10 estar de acordo com o esperado, o
valor obtido para o PVP40 esta ligeiramente diferente do valor esperado e o valor obtido

experimentalmente para o PVP360 é praticamente um ter¢o do valor esperado.

A diferenca entre os valores obtidos experimentalmente e os valores tedricos para o raio de
giro de cada um dos polimeros esta relacionada a teoria utilizada para o calculo tedrico, pois
considera que as moléculas estao suspensas em um solvente ideal, o que pode nao ser o caso
do sistema estudado. No entanto, essa discrepancia nio representa um problema para os
experimentos em questio, pois como ja mencionado anteriormente, ha uma preocupagao com
os limites inferiores do tamanho dos polimeros, para que estes niao se insiram entre as

bicamadas.

Sendo assim, cada um dos polimeros pode ser usado até que a distancia de separagao entre
as membranas nao seja da mesma ordem dos valores dos seus diametros hidrodinamicos ou
diametros de giros, para assegurar que os mesmos nao irdo se inserir entre as membranas apos
o equilibrio da pressio osmotica. Isso garante que o polimero ird exercer uma pressao
exclusivamente externa, nio alterando as interacdes entre as bicamadas. Como o PVP10 ¢é o
que possui menor diametro hidrodinamico, aproximadamente 50 a 60 A, ele nio deve ser
usado em sistemas lamelares altamente hidratados, para os quais a distancia de separagao entre

as bicamadas ¢ comparavel a esses valores.
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Figura 3.7. Curvas de SAXS e ajustes utilizando a equagdo de Debye para o (a) PVP10 (b) PVP40 e (c) PVP360.
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3.2.2. Calibrag¢ao do osmémetro

O osmoOmetro é um equipamento eletronico utilizado para determinar a osmolalidade de
uma amostra por meio da medida de seu ponto de fusio. Neste trabalho, foi utilizado o
aparelho PZL — 1000, Figura 3.8a, da empresa PZL tecnologia, que possui uma resolucio de 1

mOsm e precisio de 2 mOsm.

O processo de funcionamento do osmoémetro consiste na analise da evolu¢io da
temperatura da amostra através de uma sonda que é colocada em contato com a mesma. A
Figura 3.8b mostra o comportamento esperado para a temperatura da amostra em fun¢iao do

tempo.

A amostra ¢ alocada em um porta-amostra proprio de vidro que ¢ inserido em banho
refrigerante, a uma temperatura de aproximadamente -10°C. A amostra ¢ agitada lentamente

para que nao congele, até que atinja uma temperatura de -3°C.

Ao atingir esta temperatura, a amostra ¢ agitada fortemente, provocando seu rapido
congelamento, e a evolugiao da temperatura é acompanhada através da sonda. Quando ha o
equilibrio térmico, observa-se um platean na curva de temperatura em funcio do tempo,

mostrado na Figura 3.8b, tornando possivel a determinagao do indice de osmolalidade da

solucio.
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Figura 3.8. (a) Osmémetro PZI1-1000 e (b) comportamento esperado patra a temperatura da amostra em funcio
do tempo durante a medida da osmolalidade.

A osmolalidade de uma solugao indica a quantidade de particulas osmoticamente ativas por

unidade de massa do solvente. Essa medida ¢ independente da temperatura da solugdo e
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diretamente relacionada a sua concentragdo, consequentemente, a sua pressao osmotica. E
possivel, entdo, obter um coeficiente de conversio de osmolalidade para pressio osmotica,

utilizando uma solu¢ao com pressao osmoética conhecida.

Para calibracio do osmometro, foram utilizadas solucées de cloreto de sédio (NaCl) em
diferentes concentracdes, o que permite determinar a relagao entre a osmolalidade e a pressao
osmotica exercida pela solugao. Para isso, aplica-se o modelo de gas ideal, representado pela
Equagido 3.2, que relaciona a pressao osmotica de uma solugdo a concentragdo em massa de
soluto (c), onde N, ¢é a constante de Avogadro, R ¢ a constante universal dos gases, T ¢é a

temperatura em escala absoluta e M, é a massa molar.

CNART
T=— (3.2)
My

A temperatura utilizada para os calculos da pressio osmotica foi de 22 °C, pois é a
temperatura em que todos oOs experimentos posteriores com pressio osmotica foram
realizados. A calibragdo do osmometro foi realizada usando 4dgua pura para o ponto zero e
duas solucoes padroes de 500 e 1000 mOsm/kgH,O. Foram preparadas duas solucdes para
cada uma das concentragoes desejadas, realizando-se trés medidas de osmolalidade para cada
uma dessas solucdes. O valor da osmolalidade foi determinado pela média das trés medidas, e

as mesmas sao apresentadas na Figura 3.9.

E possivel observar uma dependéncia linear entre a pressio osmotica e a osmolalidade das
solu¢oes de NaCl, e com um ajuste de reta dos pontos experimentais, é possivel obter a
expressao dada pela Equagdo 3.3 para esse equipamento, nas condi¢oes submetidas durante

este estudo.

m = 2590 x Osmolalidade (3.3)

Com este resultado pode-se determinar os coeficientes linear e angular, que fornecem a

conversao de osmolalidade para pressao osmotica.

3.2.3. Pressao exercida pelos polimeros

A pressio osmotica exercida por uma solugdo de polimero é diretamente proporcional a
concentracao da mesma, e essa dependéncia pode ser expressa por uma expansio de virial.

Portanto, para se calcular a pressio exercida por uma solugiao de determinada concentragio, é
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preciso conhecer os coeficientes dessa expansao para o polimero em questio. E possivel

encontrar na literatura os coeficientes para o PVP40 e o PVP360 (Vink,1971).
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Figura 3.9. Pressio osmética em fungdo da osmolalidade para solugbes de NaCl.

Para baixas concentragcdes, o unico termo relevante é o de primeira ordem, que ¢é
proporcional ao inverso do peso molecular do polimero, conforme o modelo do gas ideal
descrito pela Equacao 3.2. A medida que a concentrac¢ao de polimero aumenta, os termos de
ordem superior passam a nao ser mais despreziveis, devendo ser levados em conta. Porém, a
partir de certa concentragdo, o comportamento da pressio niao depende mais do peso
molecular do polimero, demonstrando um comportamento uUnico para todas as

macromoléculas do mesmo tipo.

Sendo assim, como solu¢bes de mesma concentragao possuem viscosidade maior quando se
utiliza polimeros com maior peso molecular, torna-se mais facil o acesso a altas pressoes
utilizando solugdes com polimeros de menor peso molecular e vice-versa. Como nio foi
possivel encontrar os coeficientes para a calibracio da pressao do PVP10 na literatura, foram

realizados experimentos para determina-los e também para verificar os coeficientes da

expansao para o PVP40 e do PVP360.

Foram preparadas solucoes utilizando os trés pesos moleculares do polimero na regiao de
concentracao de interesse. Algumas concentra¢oes foram formuladas para dois tipos de

polimero, permitindo assim a analise do comportamento da pressao osmotica no caso da
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superposicao das concentragdes. O osmometro foi utilizado para que se pudesse obter a
osmolalidade de cada solucdo e a pressio osmotica foi obtida utilizando o procedimento de

conversao descrito na se¢ao 3.2.1. Os resultados obtidos sao apresentados na Figura 3.10.
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Figura 3.10. Resultados experimentais e tedricos para a pressao
osmoética do PVP em trés pesos moleculares diferentes.

Verifica-se que o osmoémetro ndo permite medidas de concentragdes muito baixas, o que
limita o intervalo de concentragdes que se pode atingir. Além disso, percebe-se que os valores
de pressio obtidos experimentalmente estio acima dos valores encontrados na literatura
(Mclntosh; Magid; Simon, 1987; Petrache et al, 1998). Duas hipo6teses foram levantadas para

explicar essas diferencas.

A primeira hipdtese supde que a calibragao do osmometro nao esteja adequada, gerando um
erro sistematico na medida. Porém, é possivel observar que para concentragdes em torno de
0,01 g/mL o valor experimental é 10 vezes maior que o valor da literatura, enquanto que para
concentracoes em torno de 0,1 g/mL esse fator estd em torno de 2, refutando assim essa

hipotese.

A segunda hipdtese sugere que o aumento nas pressOes se deve a impurezas e residuos
provenientes da sintese do polimero. Durante a produ¢ao do mesmo podem restar fragmentos
de polimeros menores que nio se agregaram, assim como fons e outras particulas pequenas,

produtos das reagdes quimicas que envolvem a fabricagdo dos mesmos. Esses residuos fazem
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com que a pressao osmotica medida seja maior do que a esperada, e essas impurezas podem

variar de um lote para outro do polimero.

Uma maneira eficiente de retirar essas impurezas para recuperar apenas as particulas
grandes do polimero ¢ realizar uma dialise. Esse processo consiste em colocar a solugiao de
polimero em uma membrana semipermeavel e deixa-la em contato com um reservatorio de
agua pura. Por processo de difusdao, as particulas que forem pequenas o suficiente para
atravessar os poros da membrana, irdo se deslocar de dentro da membrana para o meio

aquoso, tentando igualar as pressdes osmoticas dentro e fora da mesma.

As membranas utilizadas para esse procedimento foram do tipo SnakeSkin, comercializadas
pela empresa Thermo Scientific. Membranas de 10k MWCO foram utilizadas para o PVP40 e
para o PVP3060, enquanto membranas de 7k MWCO foram utilizadas para o PVP10. As
solugoes de polimero foram preparadas em concentragoes de até 10% em massa e inseridas na
membrana. As membranas foram entdo seladas e cada uma delas foi inserida em béquer
contendo agua pura. O volume de agua contido no béquer era de no minimo 50 vezes o
volume da solugdo, sendo que a mesma era trocada periodicamente até que o volume total

fosse de 300 vezes o volume de solucio.

O sistema foi mantido em leve agitacao ao longo de todo o processo de didlise, durando
cerca de uma semana. Apos esse processo, a quase totalidade das particulas pequenas sera
descartada juntamente com o buffer, e entdo restardo apenas as particulas grandes no interior
da membrana, e os polimeros sio recuperados por método de liofilizagao. Novos
experimentos foram realizados para se verificar a pressao osmotica apds o processo de dialise,

e os resultados estao presentes na Figura 3.11.

Observa-se que o processo de dialise se mostra eficiente, pois a pressio osmotica diminui
substancialmente apds o processo de didlise, validando a hipdtese levantada. Portanto, esse
procedimento deve ser realizado para que se tenha certeza do valor da pressao exercida pelo

polimero e para garantir que particulas pequenas nao irdo se inserir entre as membranas.
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Apbs o processo de dialise e recuperagdo dos polimeros, estes foram resuspendidos nas
concentragoes desejadas e foram realizadas medidas no osmometro, para que se pudesse obter
a curva de pressao osmotica em funcdo da concentracio de polimero em solugao, conforme
descrito anteriormente. Os resultados para os polimeros com trés pesos moleculares distintos

sao mostrados na Figura 3.12.
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Figura 3.11. Comparacido dos resultados de pressao osmoética do PVP apés o processo de dialise.
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Figura 3.12. Pressdo osmotica em fungdo da concentragdo para os trés polimeros.
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Observa-se que as curvas para cada um dos polimeros praticamente se sobrepdem,
portanto, é possivel utilizar uma tnica equagiao para descrever o conjunto de pontos obtidos
para os trés polimeros. F importante notar que cada regiio acessivel de pressio depende do
peso molecular do polimero na solugdo. Usando a expansao de virial para ajustar os pontos
experimentais, obtém-se a Equa¢do 3.4 para descrever a pressio osmotica em fungiao da

concentra¢ao de polimero.
= (4-c?>+25c3) x10° (3.4

Com base nesta equagao ¢ possivel determinar a pressao osmotica de uma solugao de
qualquer um dos trés polimeros, desde que sua concentragao seja conhecida e esteja no
intervalo considerado. Se compararmos os resultados obtidos com dados presentes na
literatura, como mostra a Figura 3.13, observa-se que com as concentracOes de polimero

utilizadas neste estudo, é possivel alcangar valores mais altos de pressao.

Vé-se pela Figura 3.13 que o intervalo de pressao obtido neste trabalho contém valores
onde a concentragao ¢ maior que o dobro dos resultados encontrados na literatura. Esses
valores de pressao permitem o acesso a regides onde as membranas estaio bem confinadas,

fornecendo informagdes sobre as interagdes entre as mesmas nesse regime.

40

i 1 i 1

0 01 3 0.2
C g/em

Figura 3.13. Pressdo osmotica em funcio da concentragao, onde PVP1 é o PVP40. A varidvel Y é

igual a (612 - %), onde Al é o primeiro coeficiente da expansdo de Virial e 7 esta em atm (Vink, 1971).

50



3.3. Membranas sob pressao osmotica

3.3.1. Preparacdo das bicamadas

A osmose ¢ um processo conhecido como a busca do equilibrio das pressoes exercidas pelo
soluto entre duas solugdes separadas por uma membrana semipermeavel, ou seja, uma
membrana que permite a passagem do solvente, mas nao a passagem do soluto. Ao colocar em
um dos compartimentos uma solu¢ao de concentra¢cio molar maior do que a outra havera uma
diferenca entre as pressoes, conforme a Equacido 3.2, portanto, por um processo espontaneo, o
solvente ira se deslocar de um compartimento para o outro, buscando igualar as pressdes
osmoticas em ambos os lados. Isso quer dizer que o solvente que esta presente na parte mais

diluida ira se deslocar para a regido mais concentrada, igualando as concentracées molares.

Quando a mistura de lecitina e simulsol polidisperso ¢é inserida em solugdao de polimeros,
conforme descrito na se¢ao 3.1, as moléculas do polimero irdo “competit” por agua com o0s
surfactantes, e o solvente ira se deslocar até que o equilibrio osmotico seja atingido, fazendo
com que a fase lamelar seja formada. Esse processo de deslocamento do solvente se da pela
diferenca entre as pressdes osmoticas, conforme descrito acima, e ao atingir o equilibrio,
havera uma separa¢ao de duas fases, sendo uma a solu¢do de polimeros e outra os lipidios

organizados na fase lamelar.

A separagao de fases é mostrada na Figura 3.14 com uma solu¢ao de polimeros mais densa
e transparente, e uma solucao de lipidios, menos densa e translicida. O equilibrio é atingido
quando a pressio osmotica é a mesma nas duas fases que coexistem. Os lipidios organizam-se
em bicamadas regularmente espagadas, sendo que a periodicidade lamelar no equilibrio

corresponde a um valor de D, para uma dada pressao osmotica de equilibrio.

A pressao osmotica exercida pelo polimero é controlada através da concentragao do mesmo
na solugao, dessa maneira, faz-se variar a pressao para diferentes composi¢oes de membrana.
Quando a fase lamelar ¢ formada na solu¢ao de polimero, parte da agua que estava presente na
solucao se desloca para a fase lamelar, conforme representado na Figura 3.15, e assim a
concentracao efetiva de polimeros na solucao bu/k aumenta, sendo necessaria entio uma

corre¢ao na concentragao efetiva da solugao. O procedimento de corregao é descrito a seguir.
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Figura 3.14. Separagio da fase lamelar (alto) e da solucido polimérica (baixo) nos capilares.

%
© ®

Figura 3.15. Representagio esquematica do efeito da inser¢do dos lipidios na solu¢io de polimeros.

3.3.2. Corregdo na pressio efetiva

Experimentos para a caracterizagdo das fases lamelares foram realizados anteriormente
(Gerbelli, 2012), onde se obteve uma curva da periodicidade lamelar em func¢ao do inverso da
fracdo volumétrica de lipidio em agua. Utilizando o modelo geométrico de bicamada rigida, é
possivel fazer um ajuste na regidao de interesse dessa curva, e obter uma expressio que
relaciona essas duas grandezas, como mostra a Figura 3.16 para uma membrana composta por

100% de lecitina.

Quando a fase lamelar se forma na solu¢ao de polimeros, a periodicidade lamelar final ¢é
aquela para a qual a pressio osmotica na solugao de polimeros e na fase lamelar ¢ a mesma. A
partir dos experimentos de SAXS, é possivel determinar a periodicidade lamelar em equilibrio
com a solu¢ao de polimeros. Utilizando a lei de dilui¢ao usual, descrita pela Equagao 2.2, para
um dado valor de D, é possivel determinar o valor da fracio volumétrica de agua, que é
conhecida experimentalmente, para cada uma das composi¢oes de membrana. Como a massa
de lipidios ¢ conhecida experimentalmente, pode-se determinar a quantidade de agua que foi

deslocada da solugao de polimero para hidratar a fase lamelar.

A pressao osmoética inicial da solu¢do de polimeros também ¢é conhecida a partir da

concentracao de polimeros e da curva de calibra¢ao apresentada na Figura 3.12. No entanto,
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como uma parte da agua foi deslocada para a fase lamelar, a concentracao efetiva de polimero
¢ maior do que a inicial, e o valor da pressio precisa ser corrigido para um valor efetivo. O

procedimento detalhado de como se da essa corre¢ao ¢é apresentado abaixo.

120 : : : : : :

90 E

D (A)

30 4 .

0 T T T T T T T
0,0 0,8 1,6 2,4 3,2

/e,

Figura 3.16. Lei de diluicio da fase lamelar, com dados experimentais e ajuste para uma membrana composta por
100% de lecitina.

Para um dado valor de D, a equagdo de parametrizacio da curva de dilui¢ao, obtida

anteriormente, permite a determinacdo do valor corresponde de fracio volumétrica de lipidio.

A fragao volumétrica de lipidio na fase lamelar ((p{“) ¢ dada pela razao entre o volume de
lipidio (V;) e o volume total ocupado pela fase lamelar (V{:) Essa relagao pode ser reescrita
em func¢io das massas de lipidio (m;) e de 4gua na fase lamelar (mL), e suas densidades (p;) e
(pa), respectivamente, conforme representado na Equagdo 3.5. Para obter a massa de 4gua na

fase lamelar, podemos reescrever a Equacgao 3.5, obtendo assim a Equagao 3.6.

m
b=dl=—l =Pl 35
PSS v T g O

Pl Pa

L_mzpa(l )

m,;, =——|—-—1 3.6

a pr \of (3-6)

A concentra¢do inicial da solucio de polimero (c;) é obtida pela razdo entre a massa de
polimero (mp) e o volume total da solucio (V2). O volume da solucio ¢ dado pela soma dos
volumes de polimero (V;,) e de agua (V}), portanto, podemos reescrever a exptressio da
concentra¢io de polimero em funcio das massas de polimero e de 4gua (mg) e suas
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densidades, como mostra a Equagao 3.7. Reescrevendo a Equagao 3.7, podemos obter a
expressao para determinar a massa de agua, que ¢ dada pela Equacgio 3.8.

mp _ _™Mp Mp

G=ys = VptVa ?+% 3.7
a
1 1
Mg = MyPq <C_I. - g) (3.8)

Sabendo que a massa de solugio (my) igual 2 soma das massas de dgua e de polimero e
utilizando a Equacao 3.8, ¢ possivel obter a Equagao 3.9, que pode ser reescrita e apresentada

na forma da Equacao 3.10.

1 1
ms =mg + My =my, [1 + P4 (C_i_ E)] (3.9)

_ ms
my, - (i_i) (3.10)
Pa & Pp

A massa total de agua é a soma das massas de agua na fase lamelar e na fase do polimero

(mF), entio, é possivel, a partir da Equacio 3.9, obter a Equagao 3.11.
mfy =mg —m, —mg (3.11)

A concentragao final da solugao de polimero (Cf) ¢ dada entdo pela razdo entre a massa de
polimero e o volume total ocupado pela fase do polimero (VE), sendo esse a soma entre o
volume do polimero e o volume de 4gua na fase do mesmo (V7). A partir dessas informacdes

¢ possivel reescrever a expressao em funcido das massas de polimero e de agua na fase do

mesmo e de suas densidades, conforme explicitado na Equagao 3.12.

_ mp _ mp _ mp
=3P = P = 7 (3.12)
Vr VWptVa  Tp . Ma

Pp Pa

Utilizando as Equag¢oes 3.6, 3.10 e 3.11 na Equagdo 3.12, podemos obter uma expressao
para a concentragao efetiva da solu¢ao de polimero em funcao das variaveis conhecidas pelo

preparo das amostras e obtidas experimentalmente, conforme descrito pela Equacao 3.13.

cr = o
(1 [c-+ (1—1)]
mspy (plL itPa Pp

Conhecendo-se a concentragdo efetiva da solugdo de polimero é possivel recalcular a

(3.13)

pressio osmotica nas membranas. A pressao osmotica exercida pelo polimero é controlada
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através da concentragao do mesmo na solu¢ao, dessa maneira, fazemos variar a pressio para
diferentes composicdes de membrana. E importante que o raio hidrodindmico do polimero
seja sempre superior a distancia de separagao entre as membranas, garantindo que o mesmo
nao ira se inserir entre as membranas, permanecendo sempre na solugao bulk e exercendo uma

pressdo externa apenas, que sera contrabalanceada pelas interagdes entre as membranas.

3.4. Experimentos de SAXS

3.4.1. Arranjo experimental

A principal técnica utilizada neste estudo foi o Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos
(SAXS). Conforme ja descrito brevemente na se¢ao 2.4.1, o arranjo experimental desta técnica
¢ composto basicamente por uma fonte de radiacio com comprimentos de onda na faixa dos
ralos-x, um porta amostras e um detector para coletar a radiagao espalhada, conforme ilustrado

na Figura 2.0.

Os feixes de raios-x das maquinas utilizadas sio produzidos por fontes convencionais, cujo
processo de producio ¢é descrito a seguir. Um filamento de tungsténio é colocado em uma das
extremidades da fonte, sendo este atravessado por uma corrente elétrica, gerando elétrons por
processo de emissao termoionica. Pela presenca de uma diferenca de potencial entre o catodo,
local onde os elétrons sao gerados, e o anodo, os elétrons serao acelerados, até que atinjam este
ultimo.

Ao serem desacelerados, os elétrons geram radiagao e, no caso das fontes utilizadas aqui,
estes sdo freados por uma placa de cobre. Um monocromador, que pode ser constituido por
um conjunto de cristais, seleciona o comprimento da radiagio que sera direcionada a amostra,
passando por um conjunto de fendas para colimacio do feixe. Sendo assim, a radiacao
caracteristica produzida por uma fonte de Cu possui comprimento de onda em torno de

1,5418 A, pois este é o comprimento de onda caracteristico da banda Ko deste metal.

As amostras foram inseridas em capilares de vidro e quartzo, com espessura nominal de 1,5
mm, e porta amostras especificos para esses capilares foram utilizados durante os
experimentos. Com o auxilio de suportes adaptados, os capilares foram colocados em uma
centrifuga com uma rota¢ao de aproximadamente 4000 rpm por cerca de um minuto, para que

as amostras com alta viscosidade atingissem o fundo do capilar, que logo em seguida sdao
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selados para evitar evaporagao e contamina¢ao das amostras. Esse processo pode gerar uma

orientagao preferencial na organizacdo das membranas.

Um equipamento do modelo Nanostar, comercializado pela empresa Bruker, foi utilizado
para a realizacdo de experimentos no Centro de Pesquisa Paul Pascal (CRPP, Pessac - Franca).
As amostras sdo inseridas em uma camara a vacuo e podem ter a temperatura controlada por
um sistema de circulagao de agua. O detector utilizado neste aparelho é um detector a gas para
aquisicoes em duas dimensdes, do modelo Hi-Star. A distancia entre o detector e a amostra
utilizada para os experimentos foi de cerca de 27 cm, fornecendo um intervalo de q entre

aproximadamente 0,01 e 0,85 Al

O equipamento utilizado para os experimentos realizados no Instituto de Fisica da
Universidade de Sao Paulo (IFUSP, Sao Paulo — Brasil) foi do modelo Xeuss, comercializado
pela empresa Xenocs. O detector utilizado neste aparelho também permite aquisi¢des em duas
dimensoes, porém, é um detector hibrido, do modelo Pilatus 300K, comercializado pela
empresa Dectris. A distancia entre o detector e a amostra utilizada para os experimentos foi de
cerca de 77 cm, fornecendo um intervalo de q entre aproximadamente 0,004 e 0,35 A" No

equipamento Xeuss a coleta de dados ¢ feita em ar, a pressao atmosférica.

O tempo de coleta de dados para cada uma das amostras varia bastante, dependendo de
fatores diversos, como por exemplo, a transmitancia da amostra e a intensidade do feixe de
ralos-x que a atinge e a distancia entre a mesma e¢ o detector. Para amostras analisadas no
equipamento Nanostar, o tempo de coleta tipico variou entre 1 e 3 horas, enquanto no

equipamento Xeuss o tempo de aquisi¢ao tipico foi entre 15 e 45 minutos.

As imagens dos equipamentos e seus respectivos porta amostras sao apresentados nas

Figuras 3.17 e 3.18.

3.4.2. Reducio dos dados

Ap6s a realizacao dos experimentos, conforme descrito na se¢ao 3.4.3, ¢ necessario fazer
um tratamento dos dados antes da analise dos mesmos. A intensidade final obtida é resultado
do espalhamento do sistema de interesse, mas também do solvente e do material que contém a

amostra, além de outras possiveis fontes de contagens no detector.
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Portanto, é necessario que se subtraia todo o espalhamento que nio seja proveniente do
sistema de interesse, restando apenas a intensidade do mesmo, conforme representado na

Figura 3.19.

Sendo assim, a intensidade final pode ser calculada através da Equacao 3.14, onde Igmostra
€ Ifynao 30 as intensidades obtidas para o sistema e para o solvente, respectivamente, lryq0 €
Isompra S0 aquisicOes para corre¢oes devido a eletronica do equipamento e sombra do
beamstopper, @ representa o fluxo, T a transmitancia e t o tempo de aquisi¢ao. Essas grandezas
se referem 2 amostra, quando o indice for a, ao fundo, quando o indice for f e ao ruido,
quando o indice for . O termo dX/ A5 gua20°c representa o valor da segio de choque e o
termo 1(0) agua,20°c > 0 valor da intensidade extrapolado para q tendendo a 0, ambos para dgua

a 20°C.

Ifinal (q) — [(Iamostra(Q) _ Ifundo(Q) _ Lruido(Q) ) 1 ] dz/dﬂégua,zo"c (3.14)

DPgTqtq DfTyty tr(¢aTa_¢fo) Isombra(@)] 1(0)sgua,zo°c

As corregoes realizadas utilizando a Equagao 3.14 geram dados em escala absoluta de
intensidade. Porém, neste trabalho, nao sao utilizados os mesmos capilares para aquisi¢oes das
amostras ¢ do fundo, o que gera um erro nos calculos, pois os capilares podem apresentar
diferentes espessuras de material que o compoe e de amostra. Esse erro ¢ corrigido alterando

os valores de transmitancia.

Um exemplo dos dados antes e apds a corregao é apresentado na Figura 3.20. E possivel
observar que o pico de terceira ordem se torna mais proeminente apos a reducao dos dados,

assim como as bases dos picos ficam mais bem definidas.

Esse procedimento é efetuado utilizando o software SUPERSAXS, desenvolvido pelo
professor Dr Cristiano Luis Pinto de Oliveira' do Instituto de Fisica da Universidade de Sio

Paulo. Ap6s a realizagao da correcio, os dados podem ser utilizados para analise.

3.4.3. Ajustes

Com os dados ja tratados é possivel utilizar os modelos propostos nas se¢oes 2.4.2 ¢ 2.4.3
para ajusta-los. Esses ajustes fornecem informacOes para a caracterizagao das fases lamelares,

como organizacao tridimensional e estrutura¢ao das mesmas.

! Email para contato: crislpo@if.usp.br
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Figura 3.18. (a) Equipamento Xeuss — Xenocs ¢ (b) porta amostras para capilares.
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Figura 3.19. Representacio esquematica do tratamento de dados de SAXS.
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Figura 3.20. Exemplo de tratamento de dados de SAXS.

Os ajustes foram efetuados utilizando o método de minimos quadrados e convergem para
curvas muito proximas das obtidas experimentalmente. (Oliveira et al, 2012) Os ajustes
efetuados utilizando os dois modelos para duas amostra sao mostrados nas Figuras 3.21a e

3.21b.

E possivel observar que os modelos descrevem bem as curvas experimentais, apesar de o
modelo de gaussianas se mostrar mais adequado, principalmente para os sistemas lamelares
mais diluidos. Isso ocorre porque o fator de forma utilizando gaussianas tem uma descri¢ao
mais suave das bicamadas, se aproximando mais da realidade. No entanto, o modelo de

degraus possui menos parametros ajustaveis, o que torna a convergéncia do ajuste mais rapida.

A espessura da membrana e o parametro de Caillé sao grandezas de relevante importancia
neste estudo. A espessura da membrana ¢ determinada através do perfil de contraste de
densidade eletronica, que é obtido por meio do fator de forma das bicamadas, e o parametro
de Caillé é obtido através do fator de estrutura. Foram realizados ajustes usando ambos os
modelos para uma série de amostras de membrana composta por 70% de lecitina e 30% de
simulsol, visando a comparagao dos resultados obtidos para cada um deles. Os resultados sio

apresentados nas Figuras 3.22a e 3.22b.

Os valores obtidos com os ajustes utilizando cada um dos modelos nio divergem
significantemente, mantendo os mesmos comportamentos para os parametros. Isso mostra

que ambos os modelos sao equivalentes para a determinacao dos parametros em questao.
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Portanto, a escolha do modelo a ser utilizado deve levar em consideracdo a precisio desejada

do perfil de contraste de densidade eletronica e o numero de parametros a serem ajustados.
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Figura 3.21. Curvas de SAXS com exemplos de ajustes para sistema lamelar (a) concentrado e (b) diluido.
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Figura 3.22. Comparagdo dos valores obtidos a partir dos ajustes utilizando ambos os modelos para (a) espessura
das bicamadas e (b) parametro de Caillé.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTAIS E
DISCUSSOES

4.1. Estudo das Interacdes entre membranas

O estudo foi desenvolvido utilizando a técnica de SAXS como principal ferramenta para a
obtenc¢dao de informagdes sobre as membranas lipidicas. Nas Figuras 4.1a e 4.1b é possivel
observar imagens tipicas que sao geradas pelo espalhamento de estruturas lamelares, e sdo

conhecidas como difratogramas.

No difratograma da Figura 4.1a se vé a formacao de anéis, e a intensidade de cada um deles
¢ constante ao longo dos mesmos, o que indica que as bicamadas estao organizadas em todas

as direcSes com igual probabilidade.

Na Figura 4.1b a intensidade dos anéis niao siao distribuidas uniformemente ao longo dos
mesmos, o que sugere uma leve preferéncia de orientacio das membranas. Essa orientacdo é
causada pelo processo de centrifugagio a que sao submetidos os capilares, porém, caso a
orienta¢do nao seja da amostra toda, como seria o caso de filmes orientados, os modelos

utilizados continuam validos.

v “» = O M e e e

Intenzidade (un. arb.)
@) (b)

Figura 4.1. Difratogramas obtidos por experimentos de SAXS para membranas de lipidio em uma amostra (a) ndo
otientada e (b) orientada.
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Nesta etapa do trabalho foram realizados estudos para avaliar as interacGes entre
membranas. Conforme descrito na secao 3.3.1, a mistura de lecitina e simulsol comercial é
inserida em uma solug¢ao de polimero. Apds a estabilizacao das amostras, as mesmas foram

analisadas por SAXS.

As bicamadas foram preparadas em diversas composicoes, utilizando o Simulsol comercial,
com tamanho dos grupos etoxilados polidisperso (em média igual a 10 monomeros). As
solugoes de polimero sdo preparadas em diferentes concentragoes, para varrer diferentes
regimes de hidratacio da fase lamelar. O polimero utilizado para a preparacio da solugao
depende do intervalo de valores de pressao que se deseja acessar, tomando-se o cuidado de que
o diametro hidrodinamico do polimero seja inferior a distancia de separagdo entre as

membranas.

Na Figura 4.2 sdo apresentadas as curvas de espalhamento obtidas dos experimentos de
SAXS para trés diferentes composi¢oes de membrana. Em cada conjunto de curvas o que esta
variando ¢ a pressao osmotica exercida pelos polimeros em solugao, sendo que a intensidade

da pressao aumenta nas curvas de baixo para cima.

E possivel observar que as curvas de intensidade em fungio do médulo do vetor de
espalhamento apresentam ao menos dois picos. Quando se analisam os valores de ¢ para os
picos de uma mesma curva, vé-se que o valor da segunda ordem é o dobro do valor de q para
o pico de primeira ordem, o que indica que o sistema ¢ lamelar, conforme a relagao descrita

pela Equagio 2.15.

Utilizando essa relagio se pode determinar a periodicidade lamelar de cada uma das
amostras. F possivel verificar que na medida em que se aumenta a pressio, ou seja, quando se
olha as curvas de baixo para cima, se observa que os valores de ¢ dos picos de primeira ordem
aumentam. Esse comportamento indica que a periodicidade lamelar esta diminuindo quando a
pressao aumenta. Considerando que a espessura da membrana nao se altera substancialmente
em compara¢do as variagbes na periodicidade lamelar, é possivel concluir que o que esta

diminuindo ¢ a distancia de separagao entre as membranas.

Apbs determinar a periodicidade lamelar de cada uma das amostras analisadas, e
conhecendo-se a concentragiao inicial da solucio de polimero em cada uma, realiza-se a

corre¢ao na pressio, para obtencao da pressao efetiva exercida em cada sistema lamelar,
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Figura 4.2. Difratogramas variando a pressao osmotica para composicoes
de membrana com (a) 100% (b) 70% e (c) 30% de lecitina.



conforme descrito na se¢ao 3.3.2, e assim é possivel construir as curvas de pressao em fungao
de D. Foram utilizadas duas curvas parametrizadas para a corre¢do na pressio, utilizando as

Equagdes 2.2 e 2.3. Os resultados sio apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Comparacio entre os métodos de correcio de pressdo para membranas compostas por (a) 10% (b)
50% () 90% e (d) 100% de lecitina.

Os resultados mostram que ambos os métodos de determinacao da fracio volumétrica de
agua presente na fase lamelar sio equivalentes para a regiao de D acessivel nestes
experimentos, e fornecem valores muito proximos para a pressio osmotica efetiva. Portanto, é
possivel utilizar qualquer uma das duas curvas para efetuar as corre¢oes. Sendo assim, optou-se
por usar o modelo geométrico, descrito pela Equagao 2.2, que ajusta um pouco melhor os

dados experimentais na regiao de interesse.
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Apbs a realizacao das corregdes é possivel construir as curvas da pressio osmotica efetiva
exercida nas membranas em fun¢do da periodicidade lamelar. Os resultados obtidos sido
mostrados na Figura 4.4, separados em dois grupos, para evidenciar a mudan¢a no
comportamento das curvas quando aumenta-se a quantidade de Simulsol incorporado a
membrana. Para pequenos valores de D, observa-se que as curvas apresentam um decaimento
exponencial para baixos valores de D, no entanto, no regime diluido, o comportamento das

curvas passa a depender da quantidade de co-surfactante.

Para a membrana composta por lecitina pura, é possivel observar que a curva tende a um
valor constante de periodicidade lamelar limite, de aproximadamente 62 A. A curva de pressio
possui uma derivada negativa e tendendo a infinito nessa regido. As curvas obtidas para as
composicoes de membrana com 70% e 50% de lecitina, apresentam um comportamento
bastante diferente, com mudanga na concavidade e com derivada tendendo a zero, no regime
diluido, isto ¢, quando P—0. Para um valor de pressio constante como 5.10° Pa, por exemplo,
observa-se um aumento na periodicidade lamelar quando se diminui a propor¢ao de lecitina na
membrana até 50%, indicando maior contribui¢ao das interagdes repulsivas. Como o potencial
de hidratagio é de curto alcance, essa contribuicdo s6 pode resultar das flutuagdes nas

bicamadas.

Diminuindo-se a quantidade de lecitina além de 50%, observa-se que as curvas passam
novamente a ter um limite de dilui¢do, e a contribui¢dao da interagao repulsiva volta a diminuir.
Essa nova mudanga pode estar associada 2 mudanc¢a de conformagao das cadeias poliméricas
na interface das bicamadas, que passam a ser estendidas, reduzindo novamente a flexibilidade
da membrana, uma vez que as cadeias aumentam a espessura efetiva da membrana, como

representado na Figura 4.5.

Para testar a reprodutibilidade dos experimentos foram preparadas duas séries
independentes de amostras com a composi¢ao de 10% de lecitina, varrendo a linha de dilui¢ao
Os resultados obtidos sio ilustrados na Figura 4.4c, e verifica-se que dentro da incerteza dos

dados experimentais, ha uma superposi¢ao razoavel dos pontos experimentais.

Esses resultados podem ser comparados com as curvas tedricas que descrevem o
comportamento esperado quando ha uma mudan¢a no balango de interagdes atrativas e

repulsivas entre membranas, como mostrado na Figura 2.5.
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Figura 4.4. Curvas de pressao efetiva em funcio da periodicidade lamelar (a) para cada uma das composicoes de
membrana, (b) para composi¢oes selecionadas e (c) para uma mesma membrana preparada em duplicata.
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Figura 4.5. Representac¢do esquematica da mudanca de conformagio das cadeias poliméricas na interface das
bicamadas.

Modelos propostos para as interagoes entre membranas encontrados na literatura levam em
conta a distancia de separagao entre as membranas e nio a periodicidade lamelar (McIntosh;
Magid; Simon, 1987; Podgornik; Parsegian, 1992; Petrache et al, 1998). Por esse motivo, foi
necessario mudar a forma de apresentar os dados experimentais e para isso precisamos

conhecer a espessura da membrana, que por sua vez pode ser obtida por diferentes métodos.

Uma primeira abordagem ¢ considerar que a espessura da membrana ¢ cosntante, no
intervalo de dilui¢do utilizado para o estudo das interagoes na fase lamelar, passando a
depender apenas da composicao da membrana. Na Figura 4.6 sao comparados os valores
obtidos por esses métodos; (i) contraste eletronico, (i) modelo geométrico (Equagao 2.2) e (iii)

curva de parametrizagdo tangente hiperbdlica (Equagio 2.3).

Os valores de espessura de membrana fornecidos pelo contraste eletronico foram obtidos
por experimentos realizados previamente (Gerbelli, 2012), considerando-se para cada
composicao, o periodo lamelar correspondente. A espessura da membrana é um dos
parametros que ¢ obtido do ajuste das curvas de espalhamento utilizando o modelo de
gaussianas para descrever o fator de forma. No intervalo de dilui¢oes das fases lamelares
estudadas neste trabalho, pode-se considerar que, para uma dada composi¢io de membrana, os

valores de espessura de membrana sio muito proximos, e por isso foi adotado o valor médio.

Os valores de espessura de membrana encontrados pelo modelo geométrico e pela curva
parametrizada pela tangente hiperbdlica sao obtidos através do ajuste das curvas de dilui¢ao
utilizando os modelos descritos pelas Equagbes 2.2 e 2.3, respectivamente, obtendo assim

como parametro a espessura da membrana. Os ajustes foram efetuados para cada uma das
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composi¢cdes de membranas, porém, a curva da membrana composta por lecitina pura nao

pode ser ajustada pelo modelo da tangente hiperbolica.
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Figura 4.6. Comparagio dos resultados obtidos para a espessura média da membrana para cada uma das
composigoes.

Esses métodos fornecem valores bastante discrepantes, como pode ser visto na Figura 4.7,
para a composicio de 95% de lecitina. E possivel observar que os valores para a distincia de
separagao entre as membranas corrigidas pelo modelo da tangente hiperbdlica estao
subestimados e os obtidos pela lei geométrica estao superestimados. Os valores obtidos pelo
ajuste da curva de espalhamento para cada amostra refletem o contraste eletronico da
bicamada e sdo mais realistas, portanto, esses valores serdo adotados para a representagao das

curvas de pressio em funcao da distancia de separacao entre as membranas.

Invés de utilizar os valores ja obtidos em experimentos anteriores seria possivel também
realizar os ajustes das curvas de espalhamento obtidos para as amostras em coexisténcia com a
solu¢ao de polimero, o que demandaria mais tempo de andlise dos dados, para eventualmente
reproduzir os mesmos resultados. No entanto, para verificar essa hipotese, foi realizado o
ajuste dos dados obtidos com as amostras submetidas a pressio osmotica, para a série de
amostras com composicio de 70% de lecitina. Os resultados obtidos sao comparados com os

resultados anteriores, de acordo com a Figura 4.8.

Nota-se que os resultados obtidos sao muito proximos, e as variacdes podem ser

justificadas por diferentes valores de partida para a realizagio do ajuste das curvas de
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espalhamento. Portanto, passou-se a utilizar os valores que ja haviam sido obtidos
anteriormente para as todas as outras composi¢oes de amostra. Observa-se ainda que o
comportamento dessa grandeza é praticamente linear, o que permite um ajuste para obtengao
da distancia de separagdo entre as membranas ponto a ponto, gerando valores mais precisos do
que a média das espessuras. Assim, para cada composi¢io de membrana, é possivel obter o

valor da espessura da camada aquosa, dado um valor de D.
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Figura 4.7. Comparagido das curvas de pressao corrigidas com a espessura da membrana obtida por trés métodos
diferentes para a composicio de 95% de Lecitina.
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Figura 4.8. Espessura da camada aquosa obtida pelo contraste eletronico para composicao de 70% de lecitina.

As Figuras 4.9 mostram as curvas de pressao em fun¢ao da distancia de separagao obtida
ponto a ponto pelo método descrito acima, para cada uma das composi¢oes de membrana.

Para melhor visualizagdo, as curvas foram separadas em dois grupos, Figura 4.9a e Figura 4.9b,

71



para altas e baixas quantidades de lecitina, respectivamente, evidenciando as mudangas no

comportamento das curvas.

Na regido confinada, para pressdes acima de 10° Pa, observa-se que, para uma dada pressio,
a incorpora¢ao do co-surfactante até 10%, resulta em diminui¢do da distancia de separagao.
Nessa regido, nao se espera que as flutuacdes das membranas sejam predominantes, e o
potencial efetivo deve-se ao balanco entre as for¢as de hidratacio e de van der Waals. Esse
resultado indica uma mudanca no balanco entre essas duas interagdes, que pode ser devido ao

aumento da interacdo atrativa, ou redugao do potencial de hidratagiao, ou ambos.

No regime mais diluido, pressio inferior a 10” Pa, a distancia de separacio aumenta com a

insercao de simulsol para uma pressao constante, o que indica um aumento de interagoes

repulsivas. Para as composi¢oes com até 70% de lecitina, quando P—0, parece haver um valor
limite para a distancia de separacdo, e esse valor aumenta com o aumento da quantidade de

Simulsol.

Para a fase lamelar contendo 50% de lecitina, observa-se uma ligeira mudang¢a no
comportamento da curva. Nao fica evidente se ha um valor limite de separa¢do entre as
membranas, mas se ele existe, ¢ muito maior do que para as composi¢oes anteriores. Esse
resultado é compativel com a previsao de alguns modelos tedricos, de uma transicao continua,
de um sistema de bicamadas ligado para um sistema nao ligado, como ilustrado na Figura 2.5,

quando o balanc¢o entre as interagOes atrativas e repulsivas ¢ alterado.

Para as curvas apresentadas na Figura 4.9b, para membranas mais ricas em simulsol, a
evolu¢do das curvas se altera novamente e a observa-se a existéncia de um limite para a
separacao entre as bicamadas. Para grandes quantidades de Simulsol, as curvas praticamente se
sobrepoem, indicando que a partir de entdo nao ha grandes mudancas nas intera¢oes devido a

insercao de simulsol.

Com as curvas de pressio em funcao da distancia de separacao, ¢ possivel utilizar o modelo
proposto na literatura para as interagoes entre membranas. Para esse ajuste, é possivel utilizar a
expressao do potencial efetivo, dado pela Equagao 2.0, e tem-se como parametros ajustaveis a
constante de Hamaker, a amplitude e o alcance da forca de hidratagdo e a constante de rigidez

da membrana.
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Figura 4.9. Curvas de pressio osmética em funcio da distancia de separagio para (a) membranas com baixa e (b)
alta proporc¢ao de simulsol.

Para uma membrana composta por lecitina pura é possivel encontrar na literatura (Petrache,
1998; Harbich; Helfrich, 1984; McIntosh; Magid; Simon, 1989b; Petrache et al, 1998) valores
estimados para esses parametros e utiliza-los como referéncia para realizar os ajustes. No
entanto, a interagao de van der Waals e o potencial estérico, devido as flutuagoes, possuem
uma dependéncia com o inverso de 8,°, e os parimetros que governam essas interacdes (H e K)
podem variar em um grande intervalo, e ainda assim resultar em um bom ajuste dos dados

experimentais.

Utilizando o método de minimos quadrados para realizar os ajustes, percebe-se que o termo

exponencial, proveniente das intera¢cdes de hidrata¢ao, é dominante em relagdo aos outros

dois, gerando erros de algumas ordens de grandeza para os parametros H e K. Foram
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realizados testes para a membrana composta por lecitina pura, e como os valores obtidos nao
sao confiaveis, os ajustes utilizando essa equacdo foram abandonados, pois nao é possivel o

ajuste de forma independente das interagdes de van der Waals e estéricas.

Uma solugdo para o problema foi o ajuste utilizando uma equa¢ido que simula o potencial
efetivo. Inspirado no modelo anterior foi utilizada uma expressio para descrever a pressio,

dada por uma forma geral segundo a Equacio 4.1.
- c
P(8,) = Pe %/t + 33 (4.1)

De acordo com essa expressiao, pode-se obter a intensidade do potencial de interacio (V)

por unidade de area, descrito pela Equagio 4.2.

O coeficiente C representa um balanco entre o potencial atrativo de van der Waals e o
potencial repulsivo de flutuagio, proposto por Helfrich (1978), e pode ser expresso pela
Equagio 4.3.

(kgT)? H
C B 2
K 6T

(4.3)

Pode-se esperar que a mudanga de um regime dominado pelas interacdes de van de Waals
para um regime dominado por interagdes repulsivas, devido as flutuagées das membranas, seja
acompanhado por uma mudanca no sinal do coeficiente C; se as interagdes forem
predominantemente repulsivas, C > 0, e se houver predominancia do potencial atrativo, C < 0.

As Figuras 4.10 mostram alguns ajustes utilizando a Equacao 4.1.

Utilizando a Equacao 4.1 ¢ possivel descrever de maneira satisfatéria o conjunto de dados
experimentais, e obter os parametros que caracterizam as interagoes para cada uma das
composicoes de membrana. O comportamento desses parametros ¢ ilustrado na Figura 4.11,

em funcio da composi¢ao da membrana.

Nota-se que o potencial de hidratagio (V) é igual a (8+2) x10? J/m®, enquanto na literatura
encontram-se valores que variam entre 2x10™ a 2x10™! J/m’® (Rand et al, 1988; Petrache et al,

1998). A incorporacao do co-surfactante a fase lamelar reduz o valor de V, de uma ordem de

grandeza, enquanto o alcance dessa interacio aumenta bruscamente, para valores em torno de

5A.
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De modo geral, nota-se que quando a quantidade de lecitina é em torno de 50%, ocorrem
mudangas no comportamento de todos os parametros. Essa observacio concorda com
resultados anteriores (Gerbelli et al, 2013), que indicam que nessa concentragdo ocorre a
mudanga de conformagdo da cadeia polimérica hidrofilica, que passa da conformacio
enovelada (mushroom) para a conformacao estendida (brush), conforme descrito anteriormente e

representado na Figura 4.5.
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Figura 4.10. Ajustes das curvas de pressio em fungiao da distancia de separagio para trés composi¢oes de
membrana com (a) baixa e (b).alta proporc¢ao de simulsol.
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diversas composi¢cdes de membranas.

Figura 4.11. Comportamento dos parametros (a) Vi, (b) B e (c) C da Equacio 4.1 das curvas ajustadas para as



4.2. Caracterizacao da fase lamelar com co-
surfactante monodisperso

4.2.1. Estudo estrutural

Nesta parte dos resultados sdo apresentados os experimentos realizados com membranas
em solu¢do aquosa, para efetuar a caracterizagdo das mesmas utilizando o co-surfactante
monodisperso. Foram preparadas diferentes composicdes de membrana variando a fragao
volumétrica de lipidio para cada uma delas, seguindo assim uma linha de dilui¢ao. Na Figura
4.12 ¢é apresentada, como exemplo, a curva de espalhamento para uma amostra de membrana

composta por 70% de lecitina e com fragao volumétrica de lipidio de 0,8.

Intensidade (un. arb.)

of
& T T T T T T T T T

0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

Figura 4.12. Difratograma obtido para uma membrana com 70% de lecitina.

A curva de espalhamento apresenta uma correlagao entre os picos que ¢ caracteristica de
uma fase lamelar, pois o valor de q no pico de primeira ordem é a metade do valor dessa
grandeza para o pico de segunda ordem, um ter¢o do valor do pico de terceira ordem, e assim

sucessivamente até a quarta ordem, que é a maxima que pode ser observada.

A partir dos espectros de raios-x e utilizando a Equagao 2.15 ¢ possivel obter o valor de D
para cada amostra analisada, e assim construir um grafico dessa grandeza em fungao do inverso
da fracao volumétrica de lipidio, ou seja, em func¢ao da hidratagao do sistema. Na Figura 4.13 ¢é

apresentada a curva obtida para a membrana composta por 70% de lecitina em massa.
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Figura 4.13. Ajuste da periodicidade lamelar em fungio do inverso da fragdo volumétrica de lipidio para uma
membrana composta por 70% de lecitina.

A linha tracejada ¢ obtida através do modelo de lei de dilui¢ao usual, descrito pela Equagao
2.2. Observa-se que o comportamento dos dados experimentais ndo pode ser descrito por esse
modelo, exceto em um pequeno intervalo onde as membranas estio confinadas e de baixa
hidratacdao. Portanto, conforme ja mencionado anteriormente, ¢ necessario realizar o ajuste

utilizando outro modelo.

Com o ajuste dos dados experimentais de D em funcio de 1/ ¢, utilizando a Equacio 2.3,

representado pela curva continua na Figura 4.13, obtém-se a espessura das membranas que

compdem a fase lamelar, assim como o limite de dilui¢ao do sistema.

Outras composi¢oes de membranas foram preparadas e algumas amostras foram
formuladas para seguir de diluicdo de cada uma delas. A Figura 4.14 mostra um grafico da
periodicidade lamelar em funcdo do inverso da fragdo volumétrica dessas diferentes

composicoes de membrana.

As curvas apresentam o mesmo comportamento global, que consiste em uma evolucdo
linear até que se atinge um platean. No entanto, observa-se que ha um efeito causado pela

insercao de co-surfactante na membrana. Para uma fracao volumétrica constante, observa-se
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que a periodicidade lamelar varia em fungiao da composi¢ao da membrana, aumentando com o

aumento da propor¢ao de simulsol na mesma. Isso indica que o valor de D

)., obtido por

ajustes utilizando a Equagdo 2.3, aumenta com o aumento da quantidade de Simulsol na

membrana, conforme mostrado no destaque da Figura 4.14.
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Figura 4.14. Periodicidade lamelar em funcao do inverso da fracdo volumétrica
de lipidio e o limite de dilui¢do para diferentes composicoes

Fazendo ajustes utilizando o modelo de degraus para o fator de forma das membranas de
cada uma das curvas de intensidade obtidas pelo espalhamento de raios-x, obtém-se
parametros estruturais das mesmas. Ha especial interesse no parametro de Caillé, que esta
relacionado a flexibilidade da membrana, e na espessura da mesma. As Figuras 4.15a e 4.15b
apresentam os resultados de 7 e J, para cada uma das amostras analisadas e assim, se pode

pa

observar uma tendéncia do comportamento desses parametros para cada composi¢ao.

Observa-se que o parametro de Caillé apresenta um crescimento exponencial para a
membrana composta por 90% de lecitina. Em escala logaritmica, os dados podem ser descritos
por uma unica reta. No entanto, a0 aumentar a quantidade de simulsol na membrana, como é
o caso das misturas com 70% e 30% de lecitina, se torna evidente uma mudan¢a no
comportamento desse parametro, sendo que uma reta nao ¢ mais suficiente para descrever o

comportamento de 7, entdo se torna possivel determinar duas regioes.
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Figura 4.15. (a) Parametro de Caillé e (b) espessura da membrana em funcdo da periodicidade lamelar para cada
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Ao aumentar ainda mais a propor¢ao de Simulsol, como é o caso das bicamadas compostas
por 30% e 0% de lecitina, se observa que o comportamento volta a ser unico, porém, com
valores maiores e inclinagdo menor em escala logaritmica, ou seja, se alcanga a regiao que nao

era acessivel para a membrana composta por 90% de lecitina.

Para as composi¢oes em que se observa uma mudanga no comportamento de 7, percebe-se
que este fenébmeno ocorre para D em torno de 60 A, valor este que separa as duas regides
observadas. Para altos valores de D as membranas possuem grandes distancias de separagio e
valores de 7 proporcionais aos de membranas com alta flexibilidade, indicando que as
interagdes dominantes estio mudando. O aumento da quantidade de Simulsol permite o acesso

as regioes nao atingidas pelas membranas compostas apenas de lecitina (Gerbelli et al, 2013).

A mudanga no comportamento do parametro de Caillé ilustra uma mudanga no regime de
interagoes entre as bicamadas, que se tornam mais flexiveis com o aumento da quantidade de
Simulsol na membrana, indicado pelos valores de parametro de Caillé proximos de 1 e grandes

distancias de separagao entre membranas.

Observando agora o comportamento das espessuras das membranas, nota-se que para
valores grandes de D a espessura da membrana ¢ praticamente constante, e come¢a a diminuir
com a diminuicao da periodicidade lamelar. Porém, essa grandeza passa a aumentar

bruscamente ao atingir uma periodicidade lamelar em torno de 60 A.

A mudanca na espessura da membrana indica que ha uma mudanca na estrutura da mesma,
na parte hidrofébica, que é prevista por argumentos geométricos (Luzzati; Tardieu, 1974).
Com o confinamento do sistema a camada aquosa diminui, fazendo com que a concentragao
na cadeia de polimeros presente no co-surfactante aumente. A variagdo na concentracio gera
mudangas na conformagao dos polimeros da parte hidrofilica do simulsol, que passam de
enovelados para estendidos, aumentando consideravelmente a espessura das mesmas (Gennes,
1980). O fenoémeno de diminui¢ao da espessura das bicamadas esta relacionado ao aumento

das interagoes repulsivas quando elas estao muito proximas.

E possivel afirmar que as mudancas nos comportamentos do parametro de Caillé e da
espessura da membrana ocorrem aproximadamente para os mesmos valores de D, o que indica

que hd uma relagao entre os dois feno6menos.
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4.2.2. Efeitos de temperatura

Resultados presentes na literatura indicam que além de variagbes na concentragao, as
variagdes de temperatura também geram mudangas na conformagio do PEG, favorecendo
uma conformagao mais estendida (Wisniewska, 2013). Portanto, deve-se esperar que variagoes
de temperatura na fase lamelar, onde o co-surfactante esta presente, resulte em alteragdes na
interface, devido a mudanga de conformagao das cadeias de PEG ligadas as moléculas de acido

graxo.

A investigacdo desse efeito foi realizada para duas composi¢oes de membrana, com 70% e
50% de lecitina. O efeito da variacio de temperatura sobre a lei de diluicio e sobre o

parametro de Caillé ¢ ilustrado na Figura 4.16, para essas duas composig¢oes.
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Figura 4.16. Efeito de variacdo da temperatura sobre a Lei de dilui¢do e parametro de Caillé para fase lamelar
composta de (a) e (b) 70% de Lecitina e (c) e (d) 50% de Lecitina.
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Na Figura 4.16a é possivel observar a evolugao da linha de diluigdo de membranas
compostas por 70% de lecitina, em fun¢dao da temperatura. Verifica-se que as alteragcdes no
periodo lamelar comecam a ocotrer apenas para temperaturas acima de 50°C, onde D comeca
a diminuir para o regime diluido, fazendo com que o limite de dilui¢io também diminua. Ao
mesmo tempo, o parametro de Caillé aumenta, indicando aumento da flexibilidade da
membrana. Efeito semelhante é observado para a composi¢ao mais rica em Simulsol, sendo

que o aumento do parametro de Caillé ¢ menos acentuado.

Para a composicio com 70% de lecitina supomos que as cadeias de PEG estejam na
configuracio enovelada e o aumento de temperatura deve promover configuragdo mais
estendida. A observacao de que o periodo lamelar diminui s6 é compativel se admitirmos que
as cadeias passam a fazer parte da bicamada, o que reduz também a adsor¢ao de dgua. Se isso
ocorre, poderfamos esperar que o médulo de compressibilidade (B) seja bastante reduzido, o
que contribuiria para o aumento do parametro de Caillé, (proporcional a B"'/?). Esse efeito é

mais apreciavel na membrana onde a configuragdo inicial ¢ enovelada, do que para a

O~

composicio contendo 50% de co-surfactante, para a qual a configuracio inicial

preferencialmente estendida.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram estudados os efeitos da inser¢io de acidos graxos etoxilados em
bicamadas fosfolipidicas, com enfoque na investigacao do balango de interagdes entre as
membranas, assim como a obtencdo de parametros estruturais e elasticos que caracterizam a

fase lamelar.

Estudos prévios foram realizados para a caracterizacao das membranas utilizando o co-
surfactante com cadeias poliméricas de tamanho variado (Gerbelli, 2012; Gerbelli et al, 2013).
Esses estudos revelaram o potencial da metodologia utilizada para obtenc¢ao de informagdes
sobre a organizagio espacial da estrutura lamelar, através de mudanga sistematica da

composi¢ao da mesma e ajustes diretos das curvas experimentais de SAXS.

Esses mesmos sistemas foram utilizados neste estudo para investigar as interacOes entre as
membranas e os efeitos causados pela variagdio na composicao. Tal abordagem experimental
coloca em evidéncia mudangas no balanco das interagdes. Os experimentos foram realizados
acessando diferentes regides de pressao osmotica, permitindo a investigacio de regimes

diluidos, especialmente para as membranas ricas em Simulsol.

Os resultados obtidos para uma membrana composta por lecitina pura reproduzem
satisfatoriamente os dados que sio encontrados na literatura (MclIntosh; Magid; Simon, 1987;
Petrache et al, 1998). Com esta metodologia é possivel o acesso experimental ao potencial

efetivo de intera¢Oes entre as membranas, e este pode ser comparado aos modelos tedricos.

Com a introducio do co-surfactante ocorrem mudancas na flexibilidade da membrana,
tornando acessivel um regime onde as interacSes repulsivas de longo alcance, devido as
flutuagoes térmicas, sao relevantes. A mudanca na flexibilidade da membrana permite um
estudo da contribui¢ao dessa grandeza no balanco de interagdes entre bicamadas. Verificou-se
que a insercao deste altera, também, de maneira significativa a intensidade do potencial

repulsivo de hidratagao, assim como o alcance dessa interagao.

A incorporagao de simulsol até uma composicao de 50% de lecitina em massa nas
membranas confere maior flexibilidade as mesmas. Esse efeito é observado pelo aumento na
distancia de separagao no equilibrio entre as membranas, a0 aumentar a quantidade de simulsol
para uma pressao constante. Esse comportamento ¢ confirmado pelo parimetro C, que

descreve o balanco entre as interagOes atrativas e repulsivas de longo alcance. O valor do
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parametro aumenta, passando de negativo para positivo. Esse fendmeno se deve a inser¢ao de

cadeias alifaticas simples a regidao interna das bicamadas.

A partir dessa composicao de membrana, ao aumentar a quantidade de simulsol, hd uma
mudanga na conformagao dos polimeros da regido hidrofilica, que passam de uma organizagao
enovelada para estendida. Sendo assim, o parametro C volta a ser negativo, indicando um
aumento na rigidez das bicamadas, assim como a distancia entre elas no equilfbrio tende a

diminuir para pressoes constantes.

As previsoes tedricas (Lipowsky; Leibler, 1986; Podgornik; Parsegian, 1992) sugerem uma
transicdo continua do sistema ligado, onde as membranas interagem, para um sistema nao
ligado, onde ha um aumento do potencial devido as flutuagées térmicas, e os resultados

experimentais demonstram a possibilidade dessa transi¢cao de segunda ordem.

No entanto, esses trabalhos niao apresentam uma func¢ao analitica que possa ser utilizada
para ajustar os dados experimentais, fornecendo os parametros que caracterizam as interagoes.
Portanto, a proposta de um modelo simplificado para a curva de pressao permite obter

parametros que fornecem indicios sobre o balango das interagdes entre as membranas.

E importante notar que nio foram encontrados resultados experimentais na literatura que
ilustrassem a previsao tedrica dessa transicdo, sendo que este trabalho apresenta as primeiras
evidéncias experimentais desse comportamento. A metodologia aplicada neste trabalho
permite o acesso a regioes de pressao que nao eram acessiveis em trabalhos anteriores, o que
mostra um regime diferente e quantidade maior de dados, trazendo mais precisio aos

resultados obtidos.

A segunda etapa consistiu na caracterizacao de fases lamelares utilizando um co-surfactante
com o tamanho controlado dos polimeros da parte hidrofilica. Esse sistema possui um regime
monofasico, diferentemente dos estudos com o simulsol polidisperso (Gerbelli, 2012) em que
se observou uma coexisténcia de fases lamelares para determinadas composicdes de

membranas.

O uso de um co-surfactante mais bem caracterizado, do ponto de vista da composi¢ao,
permite um maior controle da interface da membrana, pois o tamanho das cadeias poliméricas
¢ conhecido e maior do que a média do co-surfactante polidisperso, fornecendo dados mais

claros e com maior precisao.
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Os resultados mostraram que as observacOes anteriores sao compativeis, utilizando-se
ambos os co-surfactantes. O limite de diluicao da fase lamelar aumenta com o aumento da
propor¢io de simulsol, como ¢ o caso do limite de diluicio maior que 100A para membranas
com 30% de lecitina, até que esse limite ndo é mais observado para membranas compostas

puramente por simulsol.

Além disso, o comportamento do parametro de Caillé apresenta dois regimes com
crescimento exponencial, sendo que a inser¢do do co-surfactante nas bicamadas possibilita o
acesso a esse Novo regime, que nao era acessivel para membranas com mais de 70% de lecitina.
As distintas regides do parametro de Caillé estdo relacionadas a distintos regimes de interagao,

sendo que as mudangas ocorrem para periodicidades lamelares em torno de 70A.

Também sio observadas mudangas no comportamento da espessura das membranas em
torno de 70A, que corresponde as mudangas no comportamento do parametro de Caillé.
Observa-se que no regime confinado ha um aumento dessa grandeza, ou seja, ao confinar as
membranas, hd uma mudanca na conformagao dos polimeros presentes na regiao hidrofilica
dos co-surfactantes, que ficam estendidos. Esse fendémeno acontece pelo aumento na
concentra¢ao relativa de polimero e representa uma mudan¢a no dominio de intera¢Ses entre

as membranas.

Apesar de a concentragio dos polimeros se mostrar um parametro importante para a
mudanca na conformacio dos polimeros, verificou-se que ha indicios de que a temperatura
também desenvolve um papel importante nesse fendmeno. Apesar de os resultados nao
mostrarem uma evolu¢ao continua, uma transi¢ao ocorre para uma determinada temperatura, e
essa aumenta com o incremento da quantidade de simulsol nas bicamadas. Portanto, a
temperatura constitui um segundo parametro que pode ser utilizado para alterar as

propriedades elasticas da membrana.

Em suma, observa-se que o comportamento global dos parametros estruturais e elasticos
das bicamadas nao se modifica ao inserir co-surfactantes monodispersos ou polidispersos.
Além disso, os resultados obtidos para as interacSes entre membranas corroboram com as
observacdes realizadas na caracterizacdo, onde se identificam mudancas na flexibilidade das

membranas e conformagdes das cadeias poliméricas.
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Por mais que a inser¢do de simulsol aumente a flexibilidade da parte hidrofébica das
bicamadas, pela inser¢ido de acidos graxos de cadeia carbonica unica, essas membranas com
espessura maior apresentam uma distancia de separagdo menor do que membranas com
simulsol em conformac¢ido enovelada e mesma periodicidade lamelar. No regime confinado,
esse efeito corresponde a uma limitagao para as flutuagdes das membranas, pois pode haver

interpenetragdo das cadeias poliméricas, fazendo com que as membranas fiquem mais rigidas.

Ainda que se observe um aumento nos valores do parametro de Caillé com a inser¢do de
simulsol, essa taxa de crescimento é menor quando a quantidade de co-surfactante é grande.
Esse fenomeno se deve a interpenetragao das membranas, pois hda uma redugdo do espago

disponivel entre as bicamadas.

Os modelos tedricos para as interagoes entre as membranas tornam dificil a comparagao
das previsdes com modelos reais, pois quando se trabalha com os resultados experimentais, a
incorporag¢ao do simulsol 2 membrana altera ndo apenas a constante de rigidez da mesma, mas
¢ possivel que altere também a constante de Hamaker, pois a composi¢iao das bicamadas esta
sendo modificada. Essas modificagdes simultaneas em parametros diversos nao sio

consideradas nesses trabalhos.

Uma possivel maneira de contornar esse problema seria trabalhar com membranas sob
pressao osmotica em diferentes temperaturas, alterando possivelmente apenas o médulo de

rigidez das mesmas, mantendo a constante de Hamaker fixa.

Se faz necessario, agora, um aprofundamento da analise dos parametros determinados nos
ajustes, procurando obter parametros que caracterizem os potenciais de interagdao, e em que

momento as flutuagdes das membranas passam a ter um papel predominante nas interagdes.

Um modelo que descreva precisamente o potencial de interacio entre as membranas daria
acesso a0 modulo de compressibilidade da fase lamelar, que associado ao parametro de Caillé

fornece medidas quantitativas do médulo de rigidez das membranas.

Outras possiveis modificagdes para o sistema seriam utilizar outros tamanhos de polimeros
na parte hidrofilica do simulsol, avaliando o efeito que esse comprimento exerce nos
parametros estudados. Além disso, o efeito das cadeias carbonicas também poderia ser
estudado, utilizando moléculas com mais ou menos insaturacbes ¢ cadeias carbonicas de

diferentes comprimentos.
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