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RESUMO

Isotermas de adsorcio de anfifilicos sintéticos formadores de bicamaaas ou
fosfolipidios a partir de vesiculas sobre particulas de silica hidrofilica (AEROSIL
OX-50) foram obtidas em diversas condi¢bes experimentais. Vesiculas pequenas de
fosfatidilcolina (PC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dihexadecilfosfato (DHP)
e brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB) dispersas em 10 mM de dois
diferentes tampdes (Tris ou HEPES) em 3 diferentes valores de pH apresentam
afinidades pela silica que seguem a seqiiéncia: DODAB>DPPC>PC>DHP.
Deposigio de bicamada de fosfolipidio € favorecida pela ptesenca de Tris como
tampdo em pH < 7,4, e temperaturas acima da temperatura de transicdo de fase
para bicamada de fosfolipidio. Intera¢do a 65 °C por 1 hora entre vesiculas de
DPPC e silica eficientemente gera a deposicio de bicamada com uma adsor¢io
maxima, se Tris é o tampdo utilizado. Consistentemente, a molhabilidade de
superficies planares de SiO, em condigdes de deposigio de bicamada (como
descrita pelas isotermas de adsorgdo) na presenca de vesiculas lipidicas mostra um
grande aumento da hidrofobicidade da superficie para vesiculas de DPPC a 65 °C e
DODAB em temperatura ambiente. Redugdo na absorcio de luz pela MC540 em
565 nm foi usada como indicativa de deposicdo de bicamada sobre particulas de
silica. Durante a interagdo com particulas sélidas, a absorbiancia a 565 nm mostra
uma diminui¢io que corresponde a porcentagem de marcador que se intercala entre
a bicamada e a particula s6lida e, conseqiientemente, se esconde da luz incidente.
Para DPPC, a 65 °C, e DODAB a temperatura ambiente, mas ndo para PC, a
“ocorréncia de deposicdo de bicamada, descrita pelas isotermas de adsorgdo, é

confirmada pelas trés técnicas empregadas para detecgéo.



ABSTRACT

Adsorption isotherms of bilayer-forming synthetic amphiphiles or phospholipids
from vesicles onto hydrophilic silica particles (AEROSIL 0X-50) are obtained over
a range of  experimental conditions.  Phosphatdylcholine  (PC),
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), and dioctadecyldimethylammonium
bromide (DODAB) dispersed in 10 mM of two different buffers (Ttis or HEPES)
at 3 different pH values as small unilamellar vesicles present affinities for silica
following the sequence: DODAB >DPPC >PC. Deposition of phospholipid
bilayers was favoured by the presence of Tris as buffer, pH< 7.4, and temperatures
above the phase transition temperature (T'c) for the phospholipid bilayer.
Interaction at 65 °C for 1 h between DPPC vesicles and silica efficiently leads to
bilayer deposition at maximal adsorption, if Tris is the buffer used. Consistently,
wettability of SiO, planar surfaces precisely under conditions of bilayer deposition
(as depicted from the isotherms) in the presence of the lipidic vesicles yielded a
large increase on surface hydrophobicity for DPPC at 65 °C and DODAB at room
temperature. Reduction of merocyanine 540 absorbance at 565 nm was used as a
marker for bilayer deposition onto the silica particles. Upon interaction with the
solid particle, absorbance at 565 nm displays a decrease with time that cortesponds
to the percentage of dye that became sandwiched between the bilayer and the solid
particle surface and thereby hidden from the incident light. For DPPC at 65 °C and
DODAB at room temperature, but not for PC, occurrence of bilayer deposition
depicted from the adsorption isotherms is confirmed from the three techniques

employed for detection.



ABREVIACOES
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I - Introdugio

I.1 - Introducgio Geral

O objetivo deste trabalho ¢ estudar a interagao entre membranas-modelo de

anfifilicos sintéticos e fosfolipidios e particulas de silica hidrofilica.

Tal trabalho ¢ justificado tanto do ponto de vista tecnolégico quanto no que

diz respeito a0 aspecto fenomenolégico.

Sob o ponto de vista tecnologico tem-se que inumeros materiais orginicos
podem ser usados para criar novos sensores capazes de medir pardmetros fisicos,
quimicos e biolégicos [De Rosst et al., 1994], além de propiciarem a construgio de

“kits” imunolégicos e o desenvolvimento de materiais biocompativeis.

A nivel biolégico, os principais componentes moleculares envolvidos em
transducdo de sinal através de membrana celular e em reconhecimento molecular
sdo as proteinas [Gennis, 1989]. Estas podem atuar como ligantes (a insulina, por
exemplo, é um hormoénio peptidico, as toxinas bacterianas sido proteinas de baixo
peso molecular, que se ligam a receptores especificos da membrana celular). A
propria ligacio antigeno - anticorpo é um exemplo importante de uma interagio

receptor - ligante, onde ambos os componentes do par sio proteinas.

Freqientemente, os receptores protéicos possuem elevado peso molecular, e
sio  pouco soliveis em agua, necessitando de um microambiente
hidrofébico/hidrofilico adequado para adquitir sua conformagio funcional. Esse
microambiente ideal é oferecido pela bicamada fosfolipidica que compde a mattiz
da membrana celular. A grande vantagem dos receptores, do ponto de vista
sensorial, ¢ a elevadissima especificidade e sensibilidade com que fazem o

reconhecimento biomolecular.

Por outro lado, o projeto de “kits” de imunoensaios baseado em particulas

de silica, teria algumas vantagens sobre aqueles baseados em microesferas de latex,



como por exemplo, o menor custo e a maior area superficial. Além disso, a
construcdo de biosensores requer a montagem da circuitatia sobre superficies de

oxido de silicio.

A deposigio de vesiculas em interfaces sélido-liquido depende inicialmente
de uma forga repulsiva devido a interagdo das duplas camadas elétricas associada
com a carga da vesicula e a carga superficial do sélido e de uma forca de dispersio
atrativa entre a vesicula e o sélido, de carater eletrodinamico (van der Waals).
Vesiculas ndo sio, no entanto, estruturas permanentemente rigidas, e dependendo
do seu tamanho e composi¢io quimica de seu melo aquoso, podem softrer
distor¢bes, agregacdo, rompimento e fusio. Deposicdo de vesiculas sobre
superficies sélidas pode ser resultado de um ou uma combinacdo desses processos

[Jackson et al., 1986].

Desse modo, podera ser interessante combinar a alta especificidade e
sensibilidade dos receptores com a elevada area superficial das particulas de 6xido

de silicto.

Sob o aspecto fenomenoldgico, a imobilizagio de bicamadas lipidicas em
superficies sélidas é importante, pois tal sistema pode ser usado como membrana-
modelo para o estudo de reconhecimento célula—célula no sistema imune
[McConnell et al., 1992], adesio celular [Stelzle e Sackmann, 1989], adesio de
membranas reparadoras [Seifert et al, 1993], ligacio de proteinas em lipidios
ligantes [Kalb et al, 1990, Schmidt et al., 1992], e para inser¢do de proteinas em
membranas [Ramsden e Schneider, 1993]. Além disso, a interagio de bicamadas
lipidicas com superficies tanto no que diz respeito aos diversos modos de auto—
organizagao na interface, quanto no que tange as forgas intermoleculares que regem

tal interagio, é um fendémeno pouco compreendido.

Desse modo, tem-se por objetivo neste trabalho realizar o estudo da

adsorgdo fisica de membranas—modelo em particulas de silica, com uma extensiao



englobando determinacdo de angulo de contato para supetficies planares de 6xido

de silicio para caracterizar mudancas de molhabilidade causadas pelas membranas.

As membranas—modelo utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir dos
seguintes anfifilicos que formam bicamadas: brometo de dioctadecildimealaménio
(DODAB), dihexadecilfosfato (DHP), fosfatidilcolina (PC) e
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).

A caracterizacdo desta adsorcdo foi feita através de determinacio de
isotermas de adsor¢do, que nos dio informagdo de quantidade de anfifilico
adsorvido por metro quadrado de silica em fungiao da concentracio de anfifilico
que resta no sobrenadante; oclusio da merocianina 540 (MC540), que é um
marcador da superficie da membrana, cuja absorbincia a 565 nm se reduz devido a
oclusio, e medidas de angulo de contato, que informam sobre efeitos da membrana
sobre a molhabilidade da superficie plana de 6xido de silicio. Assim podemos
inferir sobre o tipo de estrutura que é adsorvida na supetficie, e sob quais

condigdes é possivel obter deposicdo de bicamada sobre a superficie.
1.2 Auto - associagdo de moléculas anfifilicas

I1.2.1 Tipos de anfifilicos.

O processo de auto-associagdo ocorre com estruturas moleculares anfifilicas,
ou seja, moléculas que apresentam duas regides distintas, uma porcao hidrofébica,
composta por uma ou mais cadeias hidrocarbdnicas saturadas ou msaturadas, e
uma por¢io hidrofilica, composta por um grupo polar [Kunitake, 1995]. A figura
1.2.1.1 mostra as estruturas de trés anfifilicos de cadeia dupla que sdo capazes de se

auto-associarem formando bicamadas.
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Figura 1.2.1.1 — Estruturas de trés anfifilicos capazes de se auto-associarem em
forma de bicamadas: dipalmitoilfosfatidiicoina (DPPC), brometo de
dioctadecildimetilaménio (DODAB) e dihexadecilfosfato (DHP). DODAB e DHP
sdao anfifilicos sintéticos, enquanto DPPC ¢é um fosfolipidio que ocorre em
membranas celulares.

Os anfifflicos podem ser classificados como anidnicos, catidnicos, nio-—
16nicos ou zwiteribnicos. Esta classificacio é decorrente da natureza do grupo

polar. A seguir sio mostrados alguns desses anfifilicos.
Suh le cadeia simpl
Anibnico C12H25——O—SOS' Na' Dodecilsulfato de sédio (SDS ou NaDS)
Anibnico Cq 8H3-/—COO'H+ Acido estesrico

Catibtico C16H33—N+—(CH3)3 Br g?ﬁ)to de hexadeciltrimetilamo6nio (HTAB ou

Nio-ibnico  CqoHos——(O—CHy,—CH,)s-  Monoéter de dodecilpentoxietileno (C,,Es)

Zwiterionico Lecitina de cadeia simples (Veja abaixo) Lisolecitina



Fosfolipidi 2 dupl

13
E Ligagdes que podem ser hidrolizadas por
0 fosfrlipases para formar lisofosfolipidios
Cadeia Cn Saturada
C—
1
]

1

0—CHa
Cadeia R1 /\/\/\/\/\/\/\/

C—0—CH _
Cadeia R2 \N\/—-\/\/\/\/ I T e

Cadeia Cn Insaturada ? CHg—0—P=0
i g
: |
H . Grupo
E caracteristico
\/W
\/’_\/\/ Regiio de cabega polar
Regido de cadeia hidrocarbénica (hidrofilica)
(hidrofobica)
- . A s a © 10 b Gl’llpO
Cadeia hidrocarbonica®  Nome do fosfolipidio caracteristico ©
Normalmente contem
16 — 18 carbonos por . . in -
f -H K~ 11
cadeia, a cadeiz R, acido fosfatidico (ani6nico) P
contem 1 — 3 ¢is
diC,,: dilauroil... ...fosfatidilcolina ou lecitina (zwiteriénico) ~—CH,~CH,-N'(CHg)s
diC, ,: dimiristoil... ...fosfatidiletanolamina (zwiterionico) —CHZ—CHZ—NH3+
CH,OH
diC,¢: dipalmitoil... ...fosfatidilglicerol (aniénico) —CHQ—CH< H2
L ,COO
diC,,: distearoil... ...fosfatidilserina (ani6nico) —CH,-CH_ .
NH;
CigHaay .
dihexadecildimetilamonio /N (CH3),Br
C1gHag
‘ C4H9“CH(Csz)—CH2—C00—iH2
Aerosol OT C4Hg—CH(C,Hs)—CH,—COO—CH



R—COO—CH,
R,—COO—CH
monogalactosildigliceridio MGDG) a3”2 o
[ |
CH,OH
Ry—COO0—CH, OH
R;—CO0-CH
CH;—0— OH . OH
digalactosildigliceridio (DGDG) o—n M
CHy-O— OH‘-!
o OH
CH,OH

* Cetca de 50% dos lipidios possuem uma cadeia insaturada; essas aumentam a fluidez e

hidrofobicidade da bicamada.

® Fosfatidilcolinas e fosfatidiletanolaminas sio os dois principais lipidios encontrados em
membranas animais, enquanto os galactolipidios DGDG e MGDG sio os principais
constituintes da membrana tilacéide de plantas. Note que nenhum desses possuem carga
liquida em pH neutro.

¢ O estado i0nico das cabecas polares é dado para dispersio aquosa em pH 7,4. A pH alto
(>11.5) fosfatidiletanolamina torna-se negativamente carregada, enquanto em pH baixo (< 1)
ela se torna positivamente carregada [Israelachvili, 1992].

E essencialmente o balanco entre as partes hidrofébica e hidrofilica da
molécula que fornece as propriedades especiais relacionadas a interagdo das
mesmas com supetficies, o que leva a denominar tais sistemas de agentes ativos de

supetficie, ou simplesmente surfactantes [Ottewill, 1984].

1.2.2 Fatores que determinam a auto—associagdo de anfifilicos

As moléculas anfifilicas quando em solugdo aquosa se auto-associam dando
origem a diferentes estruturas como, micelas esféricas, micelas cilindricas,
bicamadas, vesiculas, entre outras formas possiveis. Os principais fatores que
determinam a auto—associacdo sio as forcas de interacdo de van der Waals, efeito
hidrofébico, pontes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e o parimetro

geométrico, caracteristico da molécula anfifilica [Israelachvili, 1992].

A figura 1.2.2.1 mostra algumas das estruturas formadas pela auto—associagio

de moléculas anfifilicas.
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Figura 1.2.2.1 — Auto-associacao de anfifilicos gerando diferentes agregados
supramoleculares. (A) Micela esférica; (B) micela cilindrica; (C) bicamadas planas;
(D) micela invertida; (E) estruturas bicontinuas e (F) vesicula [Evans e
Wennerstrom, 1994].

A forma e tamanho do agregado podem mudar em resposta a variagdes da
solucdo. Depende de fatores como composicio, temperatura, for¢a 16nica e pH da

solucio [Gennis, 1989; Evans e Wennerstrom, 1994].

As dimensdes dessas estruturas caem na faixa de particulas coloidais (1 nm —

1 pm), essas particulas coloidais se formam por agregacio de moléculas dispersas



em um solvente polar (por exemplo a agua) e possuem uma grande relagdo area-
volume (por exemplo, uma solugao micelar tipica, contendo 0,1 mol/L tem uma
area superficial entre a 4gua e a micela de aproxunadamente 4 x 10* m” por litro de
solucio). Tais sistemas formam duas fases: a fase dispersa (coldide) e o meio da
dispersio (solvente), separados por uma interface bem definida [Evans e

Wennerstrom, 1994].

Exemplos de agregados supramoleculares sio as membranas celulares, os
modelos de membrana, as micelas, as fases hexagonais invertidas, as fases ctbicas,

etc (figura 1.2.2.1).

A principal forga que dirige a formagdo e estabilizagdo de agregados de
anfifflicos em agua ¢é a interacdo hidrofébica. O efeito hidrofébico é de natureza
entropica, permitindo uma maior organizagio das moléculas anfifflicas em forma de
agregados, mas as custas de um aumento da entropia da agua. Esta interagio
promove uma minimizagao do contato entre as cadeias hidrocarbénicas e a agua

(solvente).

Outros fatores, tais como forgas de van der Waals, e pontes de hidrogénio,
tém menor efeito estabilizante sobre o sistema quando comparados a interagdo
hidrof6bica. A interagdo hidrofébica é o principal fator de estabilizagio para
virtualmente todas as estruturas biolégicas macromoleculares e supramoleculares

[Tanford, 1980].

O tamanho e forma do agregado de anfifilico sio dependentes dos
parimetros moleculares (volume da porcdo hidrofébica da molécula, comprimento
de cadeia, e area da cabeca polar) e variaveis intensivas (temperatura e forga idnica).
O modelo de auto-associagdo de Israelachvili prevé o agregado 6timo para um
determinado conjunto de pardmetros moleculares e variavels mntensivas usando um
crtério de minimizagdio de energia livre para o monbémero no agregado

[Israelachivili et al., 1977].



Pode-se assumir que a energia livre de auto—associacao de surfactantes em

solu¢Ges diluidas é constituida de trés termos [Evans e Wennerstrom, 1994].

e Uma favoravel contribuicio hidrofébica, devido as cadeias hidrofébicas

1soladas no mterior do agregado.

e Um termo de superficie, que reflete duas tendéncias opostas dos grupos

polares: 1) a tendéncia de se aglomerarem para minimizar o contato entre
cadeias hidrocarbénicas e agua; 2) a tendéncia de se manterem separados,
decorrente de repulsio eletrostatica, repulsio de hidratacio e

impedimento estérico.

e Um termo de empacotamento, que no nivel mais simples, requer que o

interior hidrofébico do agregado exclua agua e cabegas polares.

Termos de superficie e empacotamento assumem diferentes formas
funcionais para cada agregado geométrico especifico. A forma que di o minimo de
energia livte para um determinado conjunto de condi¢ées determina a estrutura

6tuma do agregado.

Para solugdes diluidas em que interagOes entre agregados nio sdo
importantes, pode-se assumir essas concepgoes convenientemente no parametro de

empacotamento critico ou pardmetro geométrico (N, ), que é dado por:

Vo Eq.12.2.1

* o la,
onde, v é o volume da porcio hidrofébica da molécula do surfactante; I é o

comprimento da cadeia hidrocarbdnica e a, € a area 6tima da cabega polar.

A tabela 1.2.2.1 ilustra a associagdo entre o parimetro geométrico e Os
agregados supramoleculares formados. A medida que o pardmetro geométrico

aumenta, a estrutura supramolecular formada também aumenta.



Tabela 1.2.2.1 — Forma de empacotamento de lipidios e estruturas formadas por

esses lipidios [Israelachvili, 1992).

Parﬁmetro Forma de
Lipidio geomeétrico | empacotamento | Estrutura formada
(v/ay) critico
. o Cone Micela esférica
Lipidios de cadeia simples (surfactantes)
com area da cabega polar grande: <1/3
SDS em baixca concentragdo de sal
Lipidio de cadeia simples com drea de Tronco de cone Micela Cﬂmc_lnca
cabega polar pequena: 1/3-1/2 T
SDS ¢ CT.AB em alta concentragio de sal, lipidios '
nao 10n1cos.
Lipidios de cadeia dupla com area de cabeca T+ 4 Bic?rnadas flexiveis,
polar grande, cadeias fluidas: onco de cone | vesiculas.
Fosfatiditcolina (kcitina),  fosfatidilserina,| 4 /21
Josfatidilglicerol, fosfatidilinositol, dcido fosfatidico, {
esfingomielina, diexcadecilfosfato, sais  de !
dialguildimetilaminio.
Lipidios de dupla .czfd'ela com area de cabeca Cilindro Bicamadas planas
polar pequena, lipidios anionicos em alta J—
concentra¢do salina, cadeias saturadas ~1 Eﬂﬁ ﬁ ﬂ ﬂm
,+ W
Fosfatidiletanolamina, fosfatidil serina + Ca™
Tronco de cone
Lipidio de dupla cadeia com area de cabega invertido ou
polar pequena, lipidios ndo i6nicos, cadeias cunha
poli (cis) insaturadas: > 1 T

Fosfatidiletanolamina insaturada, cardiolipina +
Cd"*, dcido fosfatidico + Cd*, colestervl.

Vesiculas grandes de DHP preparadas em uma dada forca i6nica (16 mM de

NaCl), mas em diferentes valores de pH possuem tamanhos diferentes. Sio

menores para os maiores valores de pH. O aumento do pH promove uma maior

dissociagdo do fosfato da cabega polar do DHP, conseqiientemente ocorte uma

maior repulsao eletrostitica entre as cabegas polares, o que leva a um aumento da
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area 6uma da cabeca polar. Assim, o parametro geométrico diminui, e

conseqliientemente o tamanho do agregado também diminui [Carmona-Ribeiro e

Hix, 1991].

Vesiculas pequenas de cloreto de dioctadecildimetilaménio (DODAC)
preparadas por sonicacio fundem pela adicdo de sal, enquanto vesiculas pequenas

de DHP permanecem agregadas sem fundir. [Carmona-Ribeiro e Chaimovich,

1986].

Vesiculas  grandes de DODAB, DODAC e acetato  de
dioctadecildimetilamonio (DODAAc) aumentam de tamanho com o aumento da
concentragio salina da solucio em que foram preparadas. Isso ocorre devido i
blindagem da carga do anfifilico catdnico, o que diminui a repulsdo eletrostatica
entre as cabecas polares, o que provoca a diminuicdo da area do mondmero,
fazendo aumentar o parimetro geométrico dos anfifflicos e aumentando a

tendéncia de formacao de agregados maiores [Nascimento et al, 1998].

Variando-se a concentragio salina de 0 a 10 mM o parimetro geométrico
para moléculas de DODAC varia de 0,64 a 0,81, mostrando a tendéncia de

formagio de agregados maiores [Carmona-Ribeiro, 1992 b}.

Se o modelo da auto associagio de Israechvili pode ser estendido a situagao

de adsorcido sobre superficie solida ainda é uma questio em aberto.

1.2.3 — Anfifilicos formadores de bicamadas

Bicamadas planares formadas por moléculas de anfifilicos tém uma posicdo
central no estudo de auto—organizagio, apresentando papel crucial em processos
biolégicos e industriais [Evans e Wennerstrom, 1994]. Fosfolipidios sio abundantes
nas membranas biolégicas, constituintes das paredes celulares. Eles derivam de um
glicerol esterificado por dois acidos graxos, enquanto um grupo polar é ligado ao
terceito OH do glicerol, constituindo um triacilglicerol. Nos mamiferos, esse

terceito grupo ¢ fosforilado e entdo modificado, formando um fosfolipidio. O
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intervalo tipico de comprimento de cadeia hidrocarbonica é de 16 a 18 carbonos e

o grau de insaturacdo tende a aumentar com o aumento do comprimento da cadeia.

Lipidios que formam bicamadas sio aqueles que nio podem empacotar em
estruturas micelares, devido a sua pequena area de grupos da cabega polar (a,) ou
por causa de sua cadeia hidrocarbonica muito volumosa para se ajustar em
agregados micelares, enquanto mantém uma 4rea superficial 6tima. Para lipidios

formadores de bicamadas, o valor de v/a,! deve ser préoximo de 1, e para que isso
ocorra é requerido que a area do grupo polar, a,, € o comprimento da cadeia

hidrocarbonica, I, sejam iguais, e o volume da cadeia hidrocarbonica, v, deve ser

cerca de duas vezes aquela dos lipidios formadores de micela (para que v/a,l esteja

entre 1/3 e 1/2). Por esta razio, lipidios com duas cadeias sio provaveis
formadores de bicamadas, e de fato a maioria deles forma bicamadas. Por exemplo,
lisolecitinas formam micelas pequenas, mas ndo esféricas, enquanto lecitinas com

duas cadeias alquilicas formam bicamadas.

A duplicac¢do da cadeia também afeta outras propriedades do agregado, tanto
estaticas como dinimicas. Primeiro, aumenta a hidrofobicidade do lipidio, que
diminui drasticamente sua concentragdo micelar critica (CMC). A CMC de lipidios
formadores de micelas é por volta de 10> a 10° M enquanto a CMC de lipidios
formadores de bicamadas estd entre 10° e 10" M. Segundo, aumenta o tempo de
residéncia, Ty, das moléculas dentro do agregado. Para lipidios formadores de
micelas o tempo de residéncia é aproximadamente 10™ s, enquanto que para

lipidios formadores de bicamadas este tempo é de aproximadamente 10™* s.

[Israelachvili, 1992].

Em uma situacio ideal, a bicamada se estenderia indefinidamente na direcdo
lateral. Na realidade, amostras finitas, como fragmentos de membrana, mostram
defeitos hidrofobicos nas bordas, e bicamadas tendem a fechar sobre s1 mesmas,

formando estruturas conhecidas como lipossomos [Evans e Wennerstrém, 1994].
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Quando as cadeias alquilicas estdo no estado gel, elas possuem uma area de
secdo transversal de aproximadamente 20 A” por cadeia no plano perpendicular a
direcdo da cadeia. Se a drea dos grupos polares da bicamada emparelhar aquelas
da(s) cadeia(s), a estrutura Lg é adotada. No caso de um mau emparelhamento entre
as areas das cabegas polares e as areas das cadeias hidrocarbdnicas uma estrutura
inclinada, como em Lg’, ou uma estrutura ondulada, como em Pg’ podem apatecer
(figura 1.2.3.1). Para anfifilicos de dupla cadeia, as cadeias podem eventualmente
interdigitar, fazendo com que a espessura da camada apolar seja igual ao
comprimento da cadeia hidrocarbonica. A figura 1.2.3.1 mostra esquematicamente

as estruturas citadas acima.

CYTTRTITHOR

unununununununununun holufutaghpt

Interdigitada

Wé/é/z/g/z/z/é/é/é/ UL/

M /7/7/%/7 T
./wz/ W W Z/Ué/é/é/é/é/é/é/é/

Figura 1.2.3.1 — Estruturas que podem ser formadas por bicamadas na fase gel.

Vesiculas sio bicamadas fechadas que delimitam um compartimento aquoso
interno e outro externo. Sio uteis como modelos de membrana. As vesiculas, em

sua maitoria, sio termodinamicamente instaveis.

As propredades fisicas e funcionais das dispersdes de vesiculas dependem

do método de preparacio [Evans e Wennerstrom, 1994].
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Existem varios métodos de preparagio de vesiculas [New, 1994]. Como
exemplos temos: 1 — sonicagio em banho, que forma vesiculas multilamelares
[Kunitake et al., 1977]; 2 — sonicagdo por tip, que forma vesiculas unilamelares
pequenas [Mortara et al., 1978; Kano et al., 1979] e/ou fragmentos de membrana
[Pansu et al., 1990; Carmona-Ribeiro et al., 1991]; 3 — vaporizacio cloroférmica,
que gera vesiculas unilamelares grandes [Carmona-Ribeiro e Chaimovich, 1983;
Carmona-Ribeiro et al., 1984]; 4 — injecdo etandlica seguida de dialise para eliminar
o etanol, este método forma vesiculas unilamelares pequenas [Batzri e Korn, 1973;
Kremer et al, 1977]; 5 — inje¢do etérea, que forma vesiculas unilamelares grandes

[Deamer e Bangham, 1976].

O volume capturado por uma vesicula ¢ definido como o volume englobado
por mol de anfifilico e expresso em litros por mol (L/mol). Esse parametro cresce
com o didmetro da vesicula [Carmona-Ribeiro, 1992a]. O volume capturado para
dispersGes de vesiculas de DODAC sonicadas em agua é préximo de zero (0,13
L/mol) e menor que a dispersio equivalente de fosfolipidios (0,5 - 0,8 L/mol). O
volume capturado de vesiculas grandes de DODAC e DHP, obtidas por
vaporizacio cloroformica é 9,7 e 13,6 L/mol, respectivamente, e é comparivel
aquele de vesiculas unilamelares grandes de fosfolipideos obtidos por vaporizagiao

em fase reversa, 11,7 L./mol [Carmona-Ribeiro, 1992 b].

O tamanho das vesiculas pode ser determinado por microscopia eletrénica
ou por espectroscopia de correlagio fotdnica. Depois de sonicadas (10 minutos
para DODAC e 20 minutos para DHP) as dispersdes sio compostas de vesiculas
ndo esféricas de cerca de 45 e 59 nm de raio hidrodinimico, respectivamente. As
dispersdes de DODAC e DHP obtidas por vapotizagio cloroformica em agua sio
compostas por vesiculas esféricas de cerca de 120 e 185 nm de raio hidrodimanico,
respectivamente. A relacdo entre o raio hidrodinimico e o raio de uma esfera com
o peso molecular de uma vesicula sonicada € perto de 3, indicando um pronunciado

desvio da forma esférica [Carmona-Ribeiro, 1992 b].
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A temperatura ambiente, bicamadas de DODAC e DHP estio no estado gel-
rigido. A liberdade rotacional das cadeias hidrocarbbnicas aumenta com o aumento
da temperatura.. A transicio da fase gel para o estadu fluido liquido-cristalino
corresponde a uma abrupta diminuigdo na densidade de empacotamento a uma
temperatura particular, a temperatura de transigdo de fase (Tc). Quanto maior a
densidade de empacotamento das cadeias hidrocarbonicas no estado gel, maior é a
Tc. Valores de Tc¢ medidos para vesiculas de DODAC estio a cerca de 38 °C,
enquanto que aqueles medidos para vesiculas de DHP variam entre 57 e 72 °C,

dependendo do pH.

Estudos de permeabilidade de dispersdes de fosfolipidio mostraram que
etilenoglicol, metilureia e etilureia parecem permear a membrana tio rapido quanto
a 4gua; uréia, propionamida e glicerol permeiam um pouco mais lentamente e
malonamida e eritritol mais lentamente ainda. Acetato de aménio permeia quase tdo
rapido quanto a agua, enquanto acetato de sédio é muito menos permeante. De

modo geral, ha baixa permeabilidade a cations monovalentes [Bangham et al, 1967].

Em pesquisa e aplicagdes de lipossomos o termo estabilidade é usado
vagamente e nio ¢é freqiientemente bem definido. A definigao geral de estabilidade
contem varios aspectos que podem ser definidos separadamente, mas
freqiientemente agem sinergicamente. A estabilidade fisica é o aspecto que envolve
preservacio da estrutura e volume interno do lipossomo, é a estabilidade de
tamanho e forma do lipossomo. Tanto preservagio do tamanho, assim como
encapsulagdo depende das propriedades mecinicas da bicamada e termodinamicas
dos sistemas. Vesiculas sio termodinamicamente instiveis porque a membrana é
simetricamente curvada, e a baixa energia de conformagio das membranas é, em

geral, planar [Lasic, 1994].

Os mecanismos de degradagio de lipidios mais comuns sdo a oxidagdo e a
hidrélise. Em geral, a cabeca polar é muito mais estdvel que a cadeia

hidrocarbénica. As cadeias hidrocarbénicas insaturadas sio objetos de oxidagio.

15



Oxidagido é uma reagido radicalar que em dltimo caso resulta na quebra das cadeias

ou, em caso de duplas ligagdes adjacentes, formacio de perdxidos ciclicos [Lasic,

1994].

Agregacio é o ptimeiro passo na fusio de vesiculas e depende da
estabilidade termodinimica da amostra e da presenca de substincias fusogénicas.
Fusio é praticamente um processo itreversivel enquanto agregacio pode ser
reversivel. H4 muitas forcas atrativas e repulsivas que agem entre particulas
coloidais. A forca de atragio de van der Waals age entre todas as particulas
separadas por um meio com propriedades de polarizagdo diferentes. Particulas que
possuem a mesma carga experimentam uma repulsio eletrostatica. Essas duas
forcas sio a base da teoria de DLVO (DLVO = Dejarguin, Landau, Verwey,
Overbeek) da estabilidade de particulas coloidais. Em muitos casos, no entanto,
essa teotia pode nio predizer a estabilidade de liposomos. Para elucidar por que
suspensdes coloidais tém uma menor estabilidade que a esperada, forgas atrativas
adicionais entre as particulas coloidais, como a atragdo hidrofébica ou atragio
correlacio ion-ion foram introduzidas [Helm et al, 1989; Carmona-Ribeiro, 1992a;
Jeon et al, 1991]. A origem de algumas dessas forcas nio é ainda bem conhecida, e
sdo ainda controversas. Por exemplo, a for¢a de hidratagdo como sendo repulsiva
foi questionada e uma forca repulsiva de protusio, uma repulsio estérica causada
pelo movimento vertical das cabegas polares foi proposta [Israelachvili e
Wennerstrom, 1990]. A situagdo é ainda menos clara com respeito a for¢a atrativa
hidrofébica entre dois liposomos. Qualitativamente, no entanto, essa atracio pode

ser explicada como uma conseqiiéncia da perturbagio da estrutura da agua.

Essas forcas suprem uma base para explicar a estabilidade de liposomos.
Predominantemente, densidade superficial de carga, potencial zeta, distribui¢io de
tamanho e homogeneidade, assim como, for¢a i6nica e pH do meio determinam a

estabilidade coloidal 7z wi#ro {Lasic, 1994].
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1.3 — Superficies de SiO,

O didéxido de silicio ou simplesmente 6xido de silicio (SiO,) pode-se

apresentar tanto no estado cristalino quanto no estado amotfo.
No estado cristalino, forma uma rede tridimensional, estavel e nao voladl.

O Si0, ocorre em diferentes formas cristalinas, mas todas possuem atomos

de silicto ligados a quatro atomos de oxigénio por meio de uma ligagdo simples Si-

O (figura 1.3.1).

.....
..
_____
..

o
-

Figura 1.3.1 — Esquema das ligagdes entre silicio e oxigénio.

De todas as ligagdes que o silicio forma, a ligacdo Si-O tem uma energia de
ligacio maior que qualquer outra, com excecio da ligagio Si-F. Nio é
surpreendente entdo que a quimica do silicio seja dominada por compostos
contendo ligagdes S5i-O, e que o 510, seja uma substancia quimicamente estavel. O
6xido de silicio constitui aproximadamente 55% da superficie terrestre e é
encontrado em todas as plantas e animais. O 6xido de silicio ocorre em muitas
formas na natureza, entre elas estdo a areia, o silex (pedra de isqueiro), 4gata, jaspe,

Onix e quartzo [Mortmer, 1971].

As modifica¢des de Si0,, que para a maior parte também ocotre na natureza,

sao mostradas na tabela 1.3.1.
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Tabela 1.3.1 - Modificacoes de 6xido de silicio

Estado cristalino

Quartzo Modificagdo mais difundida, cnistal, areia de quartzo.
Tridimita Forma em altas temperaturas

Crstobalita Forma em altas temperaturas

Coesita Modificagdo em altas pressoes, muito rara na natureza.
Queatita Modificagiao que pode ser sinteticamente produzida
Estichovita Modificagdo em altas pressoes, muito rara na natureza.

Estado amotfo

Lechatelierita ~ Vidro de SiO, natural, formado por fusio induzida por descarga

elétrica.
Opalas 510, ndo puro, contém agua.
Kieselguhr SiO, extraido de terras infusérias pré-historicas e diatomidcias,

sempre contaminado.

Silica vitrea “Vidro de silica” produzido sinteticamente, vidro de SiO, puro.

Dentre as formas apresentadas acima, o quartzo € a mats estavel
termodinamicamente. Nio ha transformacdo da tridimita ou ctistobalita em
quartzo, pois o processo de migragio de atomos no sélido requer energias de

ativacio muito altas [Liptrot, 1989].

O 6xido de silicio amorfo abrange desde as particulas coloidais até os géis
macroscopicos. Os particulados possuem grande area especifica, sendo que suas
proptiedades dependem da quimica de superficie de sua fase sélida. Sio usados
como catalisadores, para processamento mineral, como ceramicas e adsorbentes, e
ainda, para fabricagdo de agentes espessantes em sistemas orginicos, como tintas,

elastbmeros, e graxas lubrificantes.

Dois grupos funcionais podem ser encontrados em superficies de silica: os

silandis e os siloxanos (figura 1.3.2).

18



Figura 1.3.2 — Grupo silanol (esquerda) e siloxano (direita) encontrados na
supetficie de silica.

Um caracter hidrofilico deve ser atribuido aos grupos silandis, isto é, esses
grupos atraem 4agua e sdo responsaveis pelo fato de silica hidrofilica ser facilmente
molhada pela dgua. Além disso, a reatividade quimica dos silandis permite obter

silica hidrofébica (ver figuras 1.3.1.1.2 e 1.3.1.1.3).
Em contraste, os grupos siloxanos sio quimicamente inertes.

Com base nesses dois grupos funcionais, podem ser distinguidos os

seguintes grupos:

® Grupos silandis livres

¢ Pontes de grupos silanois
® Grupos silandis geminais
® Grupos silandis vicinais
® Grupos siloxanos.

Esses grupos estio esquematicamente representados na figura 1.3.3.
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Figura 1.3.3 — Grupos encontrados na superficie de S10,.

1.3.1 — Particulados

Particulados de silica podem ser obtidos por diversos modos, entre eles estdo
o “arco silica”, onde a silica é produzida por reducio da areia de quartzo com
coque em um forno arco elétrico e subseqiiente oxidagio do SiO formado;
“processo de plasma”, onde a silica é formada por meio de gases ionizados; “Silica
precipitada”, silica que desenvolve durante a conversio de vidro de silicio com
acido sulfurico; e “AEROSIL”, onde a silica é produzida por processo de hidrdlise
em altas temperaturas. Os dois primeiros métodos de preparacio nio tém

importancia técnica, quando comparados com os dois outros métodos

[DEGUSSA, 1993].

O “processo AEROSIL”, isto é, a sintese industrial em larga escala de
AEROSIL, pode ser descrito como uma hidrélise em chama continua de
tretracloreto de silicio (SiCl,). Durante esse processo, SiCl, é convertido a fase
gasosa, em temperaturas de aproximadamente 1000°C, e entdo reage espontinea e
quantitativamente em uma chama de oxihidrogénio, formando 4gua

intermediariamente e produzindo o diéxido de silicio desejado.
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Variando a concentragdo dos teagentes, a tempetratura da chama, e o tempo
de residéncia da silica na cidmara de combustdo, é possivel variar o tamanho das
particulas, a distribuicio de tamanho das particulas, a area superficial especifica e as

propriedades das superficies da silica dentro de limites amplos.

Ao invés de tetracloreto de silicio, silanos como metiltriclorosilano,
triclorosilano, etc. podem ser usados como matéria prima, sozinho ou em misturas
com SiCl,. As condigdes relativas a aquecimento e fluxo devem ser variadas em

comparagio com aquelas usadas para tetracloreto de silicio para obtet o mesmo

produto final [DEGUSSA S/A, 1993].

1.3.1.1 — Tipos de silica

Silica pirogénica no final do processo possui em sua superficie grupos
silanéis, que lhe confere caracteristicas hidrofilicas. A figura 1.3.1.1.1 mostra a

dissocia¢io dos grupos silandis da supetficie da silica.
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Figura 1.3.1.1.1 — Dissociagio dos grupos silandis da supetficie da silica
(representagdo esquematica).
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Figura 1.3.1.1.3 — Alguns grupos funcionais de supetficies de silica hidrofébica.

1.3.1.2 — Caracterigagdo de particulados

Silicas sintéticas podem ser caracterizadas por uma quantidade de parimetros
fisicos e quimicos. Os parimetros mais importantes estio relacionados na tabela

13.1.2.1.

Tabela 1.3.1.2.1 - Alguns parametros fisicos e quimicos que caracterizam as silicas
sintéticas.

Dimensio
Densidade apatente [g/ml]
Densidade aparente compactado e volume compactado [g/ml]

[mI1./100g]
Densidade [g/cm’]
Quantidade de umidade [%0]
Tamanho primario de particula [nm)]
Tamanho de aglomerado [m]
Area superficial especifica [m?/g]
pH
Condutividade elétrica [1S/cm]
Conteudo de Si0, [%6]
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O tamanho de particula e distribuicio de tamanho de silicas sintéticas sio

quase que exclusivamente determinadas por microscopia eletrénica.

Para determinar o aglomerado ou tamanho da particula aglomerada, para
sflica em po, assim como embebida em um meio, hi diferentes métodos para

avaliar, como microscopia 6ptica e eletronica e analises de sedimentacio.

A area superficial especifica é geralmente medida pelo método de BET
(Brunauer, Emmett e Teller) [Brunauer et al, 1938]. Neste processo, um gis —
usualmente nitrogénio — é adsorvido a uma superficie de silica a baixas
temperaturas, pelo que as proporgoes de gas adsorvido pelas superficies internas e
externas sio combinadas na medida [DEGUSSA S/A, 1986]. A irea superficial
especifica também pode ser determinada por titulacio potenciométrica [Sears,

1956].

A densidade de carga da superficie de silica em determinado meio pode ser
obtido através de utulagio potenciométrica [Tadros e Lyklema, 1968; Milonjic,
1987)]. A figura 1.3.1.2.2 mostra como varia a densidade de carga em funcio do pH

para SiO, em quatro concentragoes diferentes de KCL
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Figura 1.3.1.2.1 - Densidade superficial de carga em funciao do pH para SiO, em 4
diferentes concentragdes de KClI [Tadros e Lyklema, 1968].

I13.1.3 - AEROSIL OX-50

A silica utilizada neste trabalho foi a AEROSIL OX-50, produzida pela
DEGUSSA S/A. Esta silica possui carater hidrofilico. Com atea supetficial, obtida
pelo método de BET, de 50+15 m?/g, didmetro médio de particula de 40 nm e
porcentagem de SiO, supetior a 99,8% [DEGUSSA S/A, 1993]. A figura 1.3.1.3.1
mostra a microscopia de transmissao eletronica (TEM). Este tipo de silica possui

uma baixa superficie especifica e ligeira tendéncia a aglomerar.
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1.3.2 — Superficies planares de SiO, obtidas por oxidag¢do térmica

Todo o desenvolvimento de microeletronica estd baseado na quimica do
silicio, e no fato do silicio poder ser obtido na forma de laminas planares a partir de

processos especials de fabricagao [Enderlein, 1995].

O ¢6xido de silicio pode ser obtido essencialmente por dois processos:

oxidagdo térmica e por métodos de deposi¢do quimica por fase vapor.

Na oxidagdo térmica do silicio coloca-se a lamina num forno onde o
ambiente é oxidante, de modo que ocorra uma reagdo entre o elemento oxidante e
o silicio para a formagdo do 6xido, no entanto nio é necessirio um processo radical
como a oxidagio térmica em altas temperaturas para que uma camada de 6xido de

silicio se forme espontaneamente sobre o silicio em presenca de oxigénio.

As reagdes abaixo descrevem o processo de oxidagdo térmica de silicio em
oxigénio e em vapor de agua, respectivamente.
S1 (s6lido) + O, ——> S10,, (s6lido)

Si sslido) + H,O

> §10,, (sélido) + 2H, (gés)
As temperaturas do processo de oxidagao estio na faixa de 800 a 1200 °C.
Além de oxigénio e vapor de dgua, também se pode usar outros produtos
quimicos que nio s6 aumentam a velocidade do processo de oxidacio, mas
também melhoram as qualidades elétricas do 6xido produzido. As substancias mais

usadas sao o tricloroetileno (C,H,Cl;) (+0O,) e o acido cloridrico (HCL)(+O,).

A oxidagdo térmica convencional utiliza-se de grandes fornos de oxidagio,
sendo que o processo de oxidagdo leva um tempo consideravelmente longo,
dependendo da espessura do 6xido desejado. Tipicamente serve para produzir
6xidos espessos, onde a pressio do oxigénio, a otientacio do substrato, e a

temperatura de oxidagdo sio os parimetros que ditam o processo de oxidagio.

Quando se deseja a produgio de camadas finas ou ultrafinas de 6xidos tem-

se utilizado a oxida¢do térmica ripida, que se caractetiza ptincipalmente pelo baixo
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tempo necessirio para que a oxidagdo ocorra, geralmente alguns minutos. Para
essas camadas finas o principal parimetro a ser considerado no processo de
oxidagdo passa a ser a estado quimico e fisico da superficic, pois a mesma passa a
ocupar uma grande fragdo da totalidade do material. Particularmente, os processos
de limpeza passam a ser o passo determinante na obten¢ao de 6xidos de alta

qualidade [dos Santos Filho et al., 1995; dos Santos Filho e Hasenack, 1995].

O é6xido de silicio obtido por oxidagio térmica (convencional ou rapida)
caracteriza-se por se bem homogéneo, possuindo um baixo ndmero de grupos

silanol (Si-OH) na superficie.

Os 6xidos de silicio obtidos por diferentes processos microeletrénicos sdo
amorfos [Adams, A. C. e Katz, L. E., 1985], e como conseqiiéncia apresentam as
caracteristicas supetficiais dos o6xidos amotfos expostos acima, ou tornam-se
hidrofébicos ao serem tratados termicamente acima de certas temperaturas.
Particularmente, o 6xido de silicio obtido por deposicio quimica por fase vapor
pode ser obtido com uma superficie mais hidrofilica que a do 6xido térmico,

dependendo das condigbes de processo e do reagente utiizado.

L1.3.2.1 — Caracterizagdo de superficies

1.3.2.1.1 — Angulo de contato

Uma interface é, como o nome sugere, uma fronteira entre fases. Pelo fato
das interfaces serem muito finas, na maloria dos casos apenas alguns didmetros
moleculares de espessura, nds algumas vezes tendemos a imagina-las como
bidimensionais, e negligenciamos a sua espessura. No entanto, a terceira dimensio
¢ de grande significado. De fato, as mudangas rapidas na densidade e/ou
composicdo através das interfaces fornece a elas sua propriedade mais importante,
um excesso de energia livre ou tensio lateral que é usualmente denominada tenséo

interfacial.
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Quando trés fases estdo presentes, trés interfases sao possiveis, uma para
cada par de fluidos. Algumas vezes todas as trés interfaces se encontram, e a jungao
delas forma uma curva conhecida como a linha de contato de trés fases. Se uma das
fases é um solido, a linha de contato situa-se ao longo da supetficie. Neste caso o
angulo que a interface fluida faz com a superficie sélida é chamado dngulo de
contato. Como ele determina as propriedades de molhabilidade dos sélidos pelos
liquidos, o dngulo de contato é uma segunda propriedade fundamental importante

nos fendémenos interfaciais [Clarence e Neogi, 1985].

Tensdo interfacial (superficial) e dngulo de contato sio suas grandezas
diferentes, embora elas estejam estreitamente relacionadas. Tensdo superficial
descreve a coesio de moléculas na interface entre duas fases. Duas fases devem ser
especificadas para descrever a tensdo superficial; trés fases sdo necessarias para

descrever dngulo de contato.

Tensdo superficial (y) é uma forga que opera sobre uma superficie e age

petpendicularmente e para o interior das fronteiras da superficie, tendendo a

diminuir a area da interface.

De fato, num liquido esta definicio é apropriada, pois no mesmo as
moléculas situadas no seu interior sao em média, sujeitas a for¢as de atragdo iguais
em todas as dire¢oes, a0 passo que as moléculas situadas, por exemplo, numa
interface liquido/ar estio submetidas a forcas de atragdes nido balanceadas ou nio
equilibradas, o que resulta uma for¢a em diregdo ao interior do liquido. O maior
nimero possivel de moléculas se deslocara da superficie para o interior do liquido e
a superficie tendera a contrair-se espontaneamente. Isso explica porque goticulas de

um liquido ou bolhas de ar tendem a adquirnir forma esférica [Shaw, 1975].

Os varios efeitos de superficie podem ser expressos em relagio a variagao de

energia livre de Gibbs (AG) sob o aspecto termodinamico [Hiemenz, 1986].
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Considerando-se o trabalho infinitesimal dW necessario para aumentar a irea

de uma certa superficie do, tem-se que infinitesimalmente ocorre a seguinte relacio:

dWw =ydo Eq.1.3.2.2.11
no entanto, a temperatura (T) e pressio (P) constantes, tem-se dW =dG , logo,

dG=ydo Eq.1.3.2.2.1.2

onde y ¢ a tensdo superficial.

Assim pode-se definir tensio superficial e energia livre superficial como o
trabalho necessario para aumentar a superficie em uma unidade de area, por um

processo isotérmico e reversivel.

Um dlimo aspecto a ser considerado reside no fato da tensdo supetficial
variar com a temperatura, onde com o aumento da temperatura ha uma diminui¢io
da tensdo superficial (excecdo feita para alguns metais), sendo que esta relagio é

quase linear.

Deste modo, em experimentos envolvendo tensio superficial é necessatio o

uso de temperatura constante.
Pode-se medir a tensao superficial de varias maneiras.

Os métodos para a medida de tensdo superficial, ou tensio interfacial,

podem ser divididos em [Rabockai, 1979]:
(1) Estaticos: por exemplo, os métodos de ascensio capilar e da gota pendente.

(2) Dindmicos: sendo que os métodos dindmicos podem ser divididos em dois
grupos:

(2.1) Métodos nos quais a superficie ¢ rompida durante o processo de medida.

Por exemplo, o método do anel, e 0 método da placa de Wilhelmy.
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(2.2) Métodos nos quais a superficie se encontra em movimento durante a

medida. Sio exemplos os métodos de escoamento e das ondas capilares.

Quando uma gota de um liquido é colocada sobre uma superficie sélida
plana ela podera espalhar-se como um filme mais ou menos uniforme, ou
permanecerd como uma gota, com um angulo de contato com a supetficie sélida

[Good, 1993; Padday, 1993].

Medidas de angulo de contato sdo usuais como um meio de caracterizar os

estados fisicos e quimicos de superficies complexas [Israelachvili e Gee, 1989].

A medida de idngulo de contato entre uma gota e uma superficie sélida pode
esclarecer muitos processos importantes tais como molhabilidade, adsotc¢io e
adesio, e caracteristicas da superficie incluindo heterogeneidades quimicas, limpeza
e orlentacdo molecular [Hiemenz, 1986]. Angulos de contato elevados entre uma
superficie s6lida e um liquido (agua) indicam que a supetficie é hidrofébica, pois a
superficie é pouco molhada pelo liquido. Podemos perceber se houve mudangas de
hidrofilicidade/hidrofobicidade em uma superficie, causadas pela adsor¢io de
algum adsorbato, através da alteragdo nos valores de angulo de contato entre esta
superficie e uma gota de agua. A histerese do dngulo de contato (diferenca entre os
angulos de contato de avango e recesso) noés fornece indicacio sobre a
homogeneidade quimica ou topografica da supetficie. Por exemplo, para superficies
de poliestireno sem carga, angulo de contato de avanco e recesso diminuem em
funcdo da concentragido de anfifilico utilizado. Os valores de dngulo de contato
também mostram uma dependéncia com a hidratacio do contraion do anfifilico

catiénico, mostrando o efeito molecular sobre a molhabilidade [Lessa e Catrmona-

Ribeiro, 1996].

O édngulo de contato é definildo como o angulo (medido no liquido),

formado na jungio de trés fases, por exemplo, juncio sélido/liquido/gas.
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Os 4ngulos de contato sdo estiticos ou dinimicos dependendo de se a

fronteira liquido/sélido/gas é estacionaria ou mével durante a medig3o.

Para medidas de dngulos de contato estaticos o método mais utilizado é o da
gota séssil ou gota pendente, onde uma gota é coloca sobre uma determinada
superficie e o angulo que ela forma com a superficie durante o avango ou recesso ¢
medido através de um microscépio como um gonidmetro, ou tem sua projecao em
um anteparo fotografada e o dngulo formado entre a superficie e a gota é medido.

Este tipo de medida é relativamente simples.

Para medidas de angulos de contato dinamicos utiliza-se um aparelho para
medidas de forcas do tipo Dynometer, em um método da placa de Wilhelmy
modificado [Johnson et al. 1977], onde uma lamina sélida acoplada ao aparelho é
imersa (avanco) e retirada (recesso) de uma determinada solucido contida em um
recipiente, de modo que o angulo obtido é de maneira indireta a partir das forgas
que atuam sobre a limina, em fun¢ido do tempo de imersio ou de retirada da
lamina na solugio, e conhecendo-se o perimetro da limina, a tensdo superficial da
solugdo em estudo, e a aceleragdo da gravidade local. A figura 1.3.2.1.1.2 mostra um
esquema das forgas que atuam sobtre a limina durante a medida de angulo de

contato dinamico.
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Figura 1.3.2.1.1.2 — Principio da medida de angulo de contato dindmico pelo

método modificado de Wilhelmy.

Um aspecto muito importante a ser considerado é o fenémeno da histerese,

definida como sendo a diferenca entre o angulo de contato de avanc¢o (8,) e o de

recesso (6,) [Hiemenz, 1986].

O equiibrio termodinamico de um liquido numa superficie sélida ideal é
caracterizado por um unico angulo de contato. Entretanto, ja é um fato bem
conhecido que um amplo conjunto de 4ngulos de contato estaveis aparentes podem
ser medidos em superficies reais, que sdo usualmente rugosas e/ou heterogéneas.
Heterogeneidade quimica contribui para este fenémeno simplesmente devido a
variagOes espaciais na energia de superficie do sélido. O efeito da rugosidade é

devido 2 mudanga do angulo de contato aparente, mesmo se o dngulo de contato
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intrinseco é uniforme sobre toda a superficie solida, devido a mudancas locais na

inclinacio desta superficie [Marmur, 1996].

Foi demostrado que a histerese do dngulo de contato é teoricamente similar
a outros tipos de histerese existentes na natureza. O conceito unificador é que a
histerese requer um grande numero de estados metaestaveis que sdo acessivels ao
sistema. Estados metaestaveis que causam a histerese do angulo de contato podem
ser criados pela rugosidade da superficie ou pela heterogeneidade da superficie

[Johnson et al., 1977].

Por fim tem-se que a medida de dngulo de contato, seja ele dindmico ou
estitico, constitui uma técnica versatil para caracteriza¢io de modificacdes em

superficies solidas dos mais diferentes tipos.

1.3.2.1.2 — Elipsomettia

Elipsometria é uma técnica 6ptica utilizada na caracterizacio e observagio de
eventos em uma interface ou filme entre dois meios e é baseado na exploragio da
transformacio de polarizagdo que ocorre 2 medida que um feixe de luz polarizada é
refletido a partir de, ou transmitida através de uma interface ou filme. Dois fatores
fazem da elipsometria particularmente atrativa: (1) seu cariter essencialmente nio
perturbador (quando o comprimento de onda e intensidade do feixe de luz sio
corretamente escolhidos), conseqiientemente sua conveniéncia para medidas #-six,
e (2) sua notavel sensibilidade para efeitos interfaciais mindsculos, como a
formacdo de uma submonocamada de itomos ou moléculas distribuida de forma

esparsa [Azzam e Bashara, 1987].

A grande diversidade de situagées na natureza e sistemas artificiais onde
interfaces e filmes tém um papel importante tem levado a aplicagdo da elipsometria
em diversas areas, como a fisica, quimica, ciéncia de materiais e fotografia, biologia,
assim como, optica, eletrénica, mecédnica, metalurgia e engenharia biomédica

[Azzam e Bashara, 1987].
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A adsorgao de espécies moleculares ou atomicas sobre superficies em
contato com ambiente liquido tem sido estudada de forma ndo destrutiva e zn situ
por elipsometria. Elipsometria pode detectar tanto adsorgdo fisica quanto
quimiosor¢do. O termo adsor¢do implica reversibilidade; uma camada adsorvida
pode ser desorvida, por exemplo, por aquecimento. Isso estd em contraste com a

formagio de filmes permanentes, como os éxidos.

Um caso de consideravel importincia em elipsomettia é aquele em que a luz
polarizada ¢ refletida a partir e/ou transmitida por um substrato recoberto por um
filme simples. Como mostra a figura 1.3.2.1.2.1, é assumido que o fime tem as
bordas paralelas ao plano de separagio (espessura de filme) d;, e esta entre os
ambiente semi-infinito (imersdo) e o substrato. O ambiente (meio 0), o filme (meio
1) e o substrato (meio 2) sio homogéneos e opticamente 1sotropicos, com indices

de refracio complexos N,, N, e N,, respectivamente. Na maioria dos casos, o

meito de incidéncia € transparente e N é real.

Ambiente (0)

Filme (1)

Substrato (2)

)

Figura 1.3.2.1.2.1 — Reflexdo e transmissio obliqua da onda plana por um sistema
ambiente (0)-filme (1)—substrato (2) com fronteitas paralelas ao plano. d;, é a
espessura do filme. ¢, é o angulo de incidéncia no ambiente e ¢,, ¢, sdo os dngulos
de refragio no filme e no substrato, respectivamente.

37



O procedimento seguinte ¢ baseado no quadro fisico da figura 1.3.2.1.2.3.
Especificamente, é assumido que quando a onda incidente encontra a interface 0/1,
parte serd refletida no meio 0 e parte sera refratada no filme, de acordo com o
coeficiente de reflexio e transmissio de Fresnel da interface. A onda refratada
dentro do filme subsequentemente sofre reflexdes internas multiplas nas fronteiras
do filme nas interfaces 1/2 e 1/0 que, em geral, ndo sio perfeitamente refletoras.
Assim, cada vez que a onda multi-refletida no filme colide com as interfaces 1/0 ou
1/2, uma componente (parcial) da onda “vaza” (refrata) no ambiente semi—infinito
ou no substrato, respectivamente. Se os coeficientes de reflexdo e transmissio de

Fresnel nas interfaces 0/1 e 1/2 sio indicados por ry, ty (Fg, to) € Ty by,

respectivamente, as amplitudes complexas das ondas planas parciais sucessivas que

constituem a onda tefletida resultante no meio 0 sio dadas pot 7, fyt,rne "’

b

—i4p B

talwhoine 2, tatriore '’ ..., enquanto as amplitudes complexas das ondas planas

parciais sucessivas que constituem a onda transmitida no meio 2 sido dadas por

tntne™ , totahorae ™, totprerae ™ ..., onde g é a mudanca de fase que a onda
multi-refletida dentro do filme sofre ao atravessar o filme uma vez de uma
fronteira para outra. Em termos de comprimento de onda no espago livre 4, a
espessura do filme d,, o indice de refragio complexo N, e o ingulo de refracio no
filme ¢, (o angulo entre a dire¢do de propagacio da onda zig-zag no filme e a

normal as fronteiras do filme), a fase do 4dngulo, g, é dada por:

13212,
ﬁ=27r(%‘—]Nl cos, Eq. 152121

Se a lei de Snell é aplicada, onde ¢, é o angulo de incidéncia (no meio 0).

Na dedugio acima, a onda incidente é assumida como sendo de amplitude
unitiria e com componentes de polarizagio paralela (p) ou perpendicular (s) ao

plano de incidéncia.
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A medida dos parimetros elipsométricos ¥ e A, estio relacionados 2 R, e

R, por:

Eq.13.2.1.2.10

—2 = tanWe®
R

onde:

A=6,-6,, sendo &, = diferenca de fase entre as componentes paralela e

perpendicular da radiagio incidente e &,= diferenca de fase entre as componentes

R,

paralela e perpendicular da radiagdo refletida e, tan¥W=-—, relacio entre as

s

amplitudes paralelas e perpendicular.
¥ e A sdo os angulos medidos experimentalmente na elipsomettia.

Técnicas de elipsometria tém sido utlizadas para caracterizagdao de adsorgdo
de varios adsorbatos sobre superficies de silica. Dentre esses adsorbatos podemos
citar proteinas [Jonsson et al, 1985; Malmsten, 1994; Malmsten et al, 1995],
surfactantes [Tiberg e Landgren, 1993; Wingnerud e Jonsson, 1994a; Wingnerud e
Jonsson, 1994b; Tiberg et al, 1994a e b; Harwigsson et al, 1996; Luciani e Denoyel,
1997; Strom et al, 1999; Brinck et al, 1999], polimeros [Tran et al, 1999; Wagberg e
Nygren, 1999; Stemme e Odberg, 1999].

I.4 — Forgas de interagio

Forca atrativa de van der Waals

Entre duas superficies planares a energia de interacdo de van der Waals é

dada por:

W(D)=- s ;D : por unidade de area da superficie Eq. 1.4.1
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onde 4 é a constante de Hamaker nao retardada. As forcas de van der Waals entre
estruturas anfifilicas sdo geralmente pequenas por trés razbes. Primeiro, entre as
fases hidrocarbbnicas através da agua, 4 ¢ relativamente pequena, permanecendo
entre 4 — 7 x 10* J. Para membranas bioldgicas deve ser esperado valor mais alto
devido a presenca de proteinas cujo indice de refracdo é geralmente maior que das

cadelas hidrocarbonicas fluidas: 1,55 — 1,60 comparado a 1,42 — 1,48.

Segundo, a equacdo 1.4.1, quando aplicada a bicamada ou membranas, é
somente valida a distancias de separacdo D abaixo de 3 nm. Acima de 3 nm a
constante de Hamaker ndo é grande, mas diminui progressivamente com o
aumento de D devido a efeitos de retardagao e a espessura finita da bicamada, e
para 10 nm a forca é usualmente muito menor que a metade do valor dado pela

equacdo nao retardada.

Terceiro, na presenca de eletrdlito hia uma reducdo adicional de 4 a
separagoes finitas devido a blindagem i6nica de contribui¢do de freqiéncia zero

4,4, que é dado por:
A,_,(D)=A,_,(0)2xDe ™, pata kD >>1, Eq.1.4.2

onde xé o comprimento de Debye e onde para hidrocarbonetos através de dgua
A4,,(0)=3x10"'"]. A equagdo 1.4.2 é valida dentro de 15% para xD >2. Assim, em
solugdo 0,15 M de NaCl, onde ™' =0,8 nm, o termo de freqiéncia zero, que leva

vale cerca da metade da forca ndo retardada, praticamente desaparece para

D=15 nm.

A forca de van der Waals entre bicamadas e membranas, especialmente em
altas concentragdes salinas, € fraca e tem um alcance efetivo de 15 nm, além de que

€ tdo fraca para ser de maior importincia.
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Forcas eletrostiticas (dupla camada)

A repulsio da dupla camada, ao contritrio da atra¢do de van der Waals, é
muito mais sensivel ao tipo e concentragio de eletrdlitos presentes, o pH e a
densidade superficial de carga e potencial. Uma expressdo aproximada para energia

de interacdo de dupla camada entre duas superficies é dada pela equacio 1.4.3.

2 Eq.1.4.3
W=£64kpr7 Jeﬁ"D q

K

Onde p é a concentracdo idnica e y = tanh(%]

A interacdo entre as forgas atrativas de van der Waals e repulsiva de dupla
camada forma a base da teoria de DLVO. Ambas as forcas tem sido medidas
diretamente entre surfactantes anidnicos ou catidnicos e bicamadas lipidicas em

solucoes aquosas de eletrdlitos mono e bivalentes [Israelachvili, 1992].

Em altas concentracdes de eletrdlito monovalente a repulsio geralmente
diminui, mas devido a atracio de van der Waals, relativamente fraca, entre
bicamadas lipidicas, a repulsao permanece forte suficiente para deixar as superficies
separadas, mesmo para potenciais de superficies baixos e em altas concentracdes
salinas. Isso € iustrado na figura 4.1 para duas bicamadas em solucdo salina
fisiologica (~0,15 M NaCl) onde um minimo secundario fraco aparece a2 4 — 6 nm

para valores tipicos de y, e 4.
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Figura 4.1 — Energia de interagio tedrica de DLVO por unidade de area entre duas
supetficies de anfifflicos em 0,15 M NaCl. A constante de Hamaker nio retardada é
assumida como sendo 4=6x107 J e as supertficies sdo assumidas para atrair a um
potencial de supetficie constante y,. As trés curvas a y, = 100, 50 e 20 mV

corresponde a densidades supetficiais de catga de le por 1, 3 e 8,5 nm’
respectivamente. A energia por molécula g=1Wa, é calculada para uma area por

cabega polar de a, = 0,4 nm”. Note que no intetior do minimo secundatio a energia
de adesio de W, ~6x10° mJm™corresponde a uma energia de cerca de 3x10* kT
por molécula.

A situagdo na pratica é freqlientemente muito mais complexa. Abaixo de
3 nm forcas repulsivas de hidratagdo e estérica podem dommar a interagao
dependendo da hidrofobicidade e mobilidade térmica dos grﬁpos supetficiais. Por
outro lado, forcas atrativas de correlagio 16nica e hidrofébica podem dominar

dependendo do stress sobre a bicamada e da presencga de ions bivalentes.

Forcas de hidratacdo

Forcas de hidratagdo repulsiva aparece sempre que moléculas de agua se
ligam fortemente a grupos hidrofilicos da superficie porque da energia necessaria
para desidratar esses grupos como duas supetficies préximas. Entre duas
superficies cristalinas solidas a for¢a de hidratagio é usualmente oscilatéria. As
oscilagbes tém uma periodicidade do didmetro da molécula de agua, cerca de

0,25 nm, e reflete a ordenacdo das moléculas de agua nas camadas semidiscreta
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entre as superficies lisas e rigidas. Entre superficies de bicamadas nio tio ordenadas
entre camadas bem definidas é possivel porque (1) as cabecas sio rugosas para a
escala de uma molécula de 4gua, e (2) as superficies sio usualmente termicamente

moveis fazendo aparecer uma repulsio estérica [Caffrey e Bilderback, 1983].

O alcance das forcas de hidratacio e estérica medidas entre vanos
surfactantes e bicamadas é cetca de 1 — 3 nm, abaixo eles crescem
exponencialmente, com comprimentos de decaimento alcancando de 0,08 a 0,64
nm. Forgas de hidratacio e estérica freqientemente domina das forgas de DLVO
em separacOes pequenas, prevenindo a coalescéncia no minimo primario das
bicamadas, vesiculas e membranas biolégicas. Em particulas, essas fotrgas sio
responsaveis pela falta de forte adesio ou agregacio de bicamadas e vesiculas

compostas de lipidios nao carregados como lecitinas.

Infelizmente, por causa do curto alcance dessas forgas entre superficies
anfifilicas, nio é possivel separar a contribuicdo crescente do efeito da forga de

hidratacio (solvatacido) e da forca de flutuacdo térmica (estérica).

Forcas estéricas

Com a aparente falha dos modelos baseados puramente em interagoes
eletrostaticas e de solvatagdo para explicar as interacdes' entre superficies de

anfifilicos, tem sido focalizado o papel das interacées de flutuagdo térmica.

Quatro diferentes tipos de forgas estéricas repulsivas podem aparecer entre
bicamadas interagindo em qualquer liquido, isto é, independente do solvente. Ha a
forca de ondulagido, forca peristiltica, forca de protusio e a forca de sobreposicao
estérica entre superficie ancorada e cabegas polares. Abaixo estio sumarizadas as

equagdes aproximadas para cada uma dessas forgas (por unidade de area).
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Onducio h (k1) Eq.1.4.4

2k, D’
Peristaltica 2 Eq.1.4.5
, P 1) q
5k,D
~ -D.A
Protusio PR 2TORIE" e An AT Eq. 146
A a,

Sobreposicdo de cabegas polares F ~1000"kTe®*, onde A=L/x  Eq.14.7

onde, na ultima interacao, L é a espessura efetiva da regido polar flutuante e 2L é o

alcance da interacao.

Das quatro forgas estéricas listadas acima, somente a for¢a de ondulagdo é
esperada a ter um alcance indefinidamente longo; as outras trés forcas decaem
rapidamente a zero além de uma certa distincia aproximadamente igual ao

comprimento das moléculas de lipidio.

Forcas de interacio hidrofobica

A interacdo hidrofdbica atrattva entre moléculas de hidrocarbonetos ou
superficle em agua € de surpreendente longo alcance e muito mais forte que a
atragao de van der Waals para pequenas distincias de separacdo. No caso de
bicamadas livres, as cabegas hidrofilicas blindam os grupos hidrocarb6nicos na fase
aquosa, que efettivamente mascara a interagao hidrofébica entre eles. No entanto,
quando bicamadas sdo sujeitas a2 uma for¢a de estiramento, elas expandem
lateralmente, e a drea hidrofébica aumentada exposta para a fase aquosa permite o

surgimento da interacdo hidrofébica.
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1.4.1 - Interagées entre bicamadas e superficies

Os fatores fisicos e quimicos que determinam a deposi¢iao de vesiculas de
fosfolipidios ou de anfifflicos sintéticos em superficies sélidas ainda nido foram
estudados em profundidade, excetuando alguns estudos de adsorcio de lipossomos
em argila [Jaurand et al., 1983] e referéncias incidentais a adsor¢io de lipossomos
em colunas de filtragio em gel [Huang, 1969] ou a filtros de membrana [Schullery e
Garzanit, 1973].

Vesiculas sonicadas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e fosfatdilinositol
(PI) se rompem ao contatar bolinhas de vidro ocorrendo deposicao lipidica sobre o
vidro [Jackson, 1986]. Lipossomos formados por anfifilicos catiénicos do tipo
dimetildialquilaménio recobrem superficies de mica com uma camada de espessura

correspondente a uma bicamada [Pashley, 1985; Pashley et al., 1986].

Bicamadas de cloreto de dioctadecildimetlamoénio (DODAC) e de
dihexadecilfosfato (DHP) recobrem microesferas de poliestireno de carga oposta

[Carmona-Ribeiro e Midmore, 1992].

Por outro lado, fosfolipidios interagem com microesferas de poliestireno
através de um mecanismo totalmente diferente [Carmona-Ribeiro e Herrington,
1993]. A interacdo hidrofébica é dominante e ocotre primeiro o recobrimento da
microesferas com uma monocamada fosfolipidica cujas cadeias hidrocarbonicas
estdo voltadas para a superficie hidrofébica da microesferas e as cabegas polares

estao voltadas para a dgua [Carmona-Ribeiro e Herrington, 1993].

Vesiculas de DODAAc adsorvem com alta afinidade sobre latex sulfato
[Tsuruta e Carmona-Ribeiro, 1996].

DODAB, DODAC e DODAAc adsorvem sobre um homopolimero
hidrofébico composto de poliestireno. O aumento da carga superficial, decotrente
da adicdo de proporgdes crescentes de acido metactilico na composigio do

copolimero poli(estireno/metacrilato), promove um grau de orentagdo vertical
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crescente das cadeias hidrocarbonicas sobre este copolimero. [Lessa e Carmona-

Ribeiro, 1996].

Vesiculas pequenas de asolecitina podem causar defloculagio de latex
sulfato, devido a adsor¢do de monocamada de asolecitina, com as cabecas polares

voltadas para o ambiente aquoso [Carmona-Ribeiro e Lessa, 1999].

Isotermas de adsor¢io indicam que interagdo entre DODAC e silica é forte
devido a forca de atracdo eletrostitica e que uma bicamada adsorvida é

provavelmente formada [Esumi et al., 1992].

Bicamadas fosfolipidicas podem ser depositadas sobre vidro, quartzo e
superficies de silicio por transferéncia seqiiencial de duas monocamadas pela
técnica de Langmuir-Blodget. Medidas de difusdo lateral de bicamadas de DPPC
suportadas sobre laminas de o6xido de silicio revelam duas temperaturas de
transicdo de fase similares aquelas encontradas em sistemas multilamelares obtidas

por diferentes técnicas [Tamm e McConnell, 1985].

Fusido e propaga¢iao de bicamadas de fosfolipidios sobre superficie de vidro
foi investigada em funcdo do pH e forca 16nica por Cremer e Boxer [Cremer e
Boxer, 1999], sendo observado que fusdo de vesiculas negativas sobre o suporte
negativo € favorecida por alta forca idnica, e baixo pH.- Enquanto que para
vesiculas sem carga ou com carga positiva, ha fusio sobre a superficie negativa sob
qualquer condicdo experimental. Isso sugere que as interagoes de van der Waals e
interagdo eletrostatica governam o processo de fusio. Propagacio de membrana
sobre uma superficie planar é favorecida por baixo pH, e o processo ¢ dirigido por
torcas de van der Waals. Por outro lado, a propagac¢io de membrana é impedida
por alto pH ou pela rugosidade da superficie que impoe o fornecimento de energia
para que a membrana possa se curvar. [Cremer e Boxer, 1999]. Quanto uma
bicamada suportada é mecanicamente particionada por “ranhuras” na membrana
em pH basico, barreiras a difusdo lateral sio formadas, o que previne a mistura

entre duas regides separadas. Diminuindo o pH, é observado que a bicamada

47



difunde pela fronteira da ranhura, permitindo a mustura entre regides separadas

[Cremer et al, 1999].

A aplicagio de analise de impedancia para construgdo de biosensores
baseado em membranas lipidio / proteina suportadas foi explorada por Stelzle e
colaboradores. Membranas lipidicas com alto grau de recobrimento de superficie
(99,5%) foram preparadas por dois métodos. Bicamadas de resisténcia muito alta
foram formadas por deposi¢io de uma monocamada de mercaptoalcanos
covalentemente ligados sobre substrato de ouro e, subseqiiente transferéncia de
monocamada lipidica via transferéncia de monocamada utilizando a técnica de
Langmuir-Blodgett. A preparagao de membranas planares por fusio de vesiculas
sobre superficies carregadas foi demonstrada. A monocamada negativamente
carregada de carboximercaptanas fol primeiramente depositada sobre ouro, sobre o
qual vesiculas de DODAB, positivamente carregadas, fundem espontaneamente,
enquanto vesiculas de diminstoilfosfatidilglicerol (DMPG), negativamente
carregadas, fundem ap6s adigdo de ~ 1 mM de ions calcio. Combinagdo de analise
de impedincia e espectroscopia de “surface plasmon” constitui uma ferramenta
poderosa para a detecgio de ligag?lb do ligante ao seu receptor que esta

incorporado a uma membrana lipidica suportada [Stelzle et al, 1993].

Interacoes entre vesiculas de DODAB e superficies biologicas, como as
superficies celulares também foram estudadas sob o ponto de vista fisico-quimico.
Vesiculas catibnicas compostas por bicamadas de DODAB interagem com a
superficie irregular carregada negativamente de Escherichia coki, bactéria Gram-
negativa da familia Enterobacteriaceae [Tapias et al, 1994; Sicchierolli et al., 1995].
DODAB induz floculagdo das bactérias para densidades numéricas altas (a partir de
10" células por mL) e ocorre morte celular em presenca de DODAB em
concentracoes na faixa dos décimos de micromolar para qualquer densidade

numérica de bactérias [Tapias et al, 1994; Sicchierolli et al, 1995].
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Dentro do grupo dos compostos de amonio quaternario, moléculas similares
ao DODAB tém agdo germicida, sendo este fato conhecido desde 1935 [Domagk,
1935].

O efeito bactericida de DODAB foi avaliado para Escherichia col, Salmonella
typhirmurium, Pseudomonas aernginosas e Staphylococcus aunrens para estabelecer a ordem de
suscetibilidade de diferentes espécies bacterianas ao DODAB a uma concentragio
de células vidveis fixa (2,5 x 107 bactérias viaveis / mL). Para as quatro espécies de
bactérias, a suscetibilidade a0 DODAB aumenta de E. w/k a S. aureus na ordem

acima [Campanha et al, 1999].

Latex recoberto com fosfolipidio oferece um ambiente propicio para
reconhecimento entre a toxina da colera e o seu receptor (monosialogangliosidio
GM1). Adsorc¢dao nao-especifica da antitoxina da célera sobre a superficie de latex
pode ser controlada por recobrimento do latex com fosfolipidio. Aumentando a
concentragio de dipalmitoilfosfatidilcolina na dispersio de latex, a adsor¢do nio-

especifica da antitoxina da célera diminui [Sicchierolli e Carmona-Ribeiro, 1996].

Se minerais, metais, e polimeros podem ser usados como suporte para
bicamadas, o reverso também é verdadeiro. Tubos de fosfolipidios, substratos de
fosfolipidios carregados [Archibald e Mann, 1993], e surfactantes orginicos i6nicos
[Bunker, et al.,, 1994] podem dirigir deposigdo de minerais orientando nucleacio,

crescimento e a morfologia final da espécie inorganica [Firouzi et al., 1995].

Bicamadas de fosfatidilcolina de cadeia simples ou dupla (DPPC e
DSPC) adsorvidas na interface silicio/4gua foram preparadas e caractetizadas por
Charitat e colaboradores. A segunda bicamada, chamada “bicamada ljvre”; forma
um sistema altamente hidratado acima do primeiro a cetca de 20 a 30 Angstrom. A
reprodutibilidade da preparagdo foi possivel devido a combinagdo das técnicas da

Langmuir-Blodgett e Langmuir Schaeffer [Charitat et al, 1999].
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Interacdo e agregacao de vesiculas de fosfatidilserina foram estudas em
fungdo da variacio de espécies de cation e sua concentragdo em suspensoes de
vesiculas, variando-se também o tamanho das vesiculas. Agregacdo foi determinada
por medidas de turbidimetria das suspensdes de vesiculas. Os resultados
experimentais da agregacio de vesiculas induzida por citions monovalentes foram
explicados em termos de energia de interagdo entre duas vesiculas, utilizando a
teorta de DLVO, tanto para vesiculas lipidicas grandes quanto para as pequenas.
No entanto, os dados experimentais resultantes da agregacio de vesiculas induzida
por cations divalentes nio foram explicados em termos da teoria de DLVO. Para
explicar os resultados experimentais deste feno6meno de agregacdo, € necessario
modificar a teoria, incluindo energias de interacdo de hidratacdo. A magnitude desta
energia de interacio de hidratacio depende da natureza (hidrofobicidade) da
superficie da membrana [Ohki e Ohshima, 1999].

A adesdo entre vesiculas catidnicas e membranas anidnicas suportadas
sobre um substrato com uma carga supetficial ajustavel pelo pH foi reportado por
Nardi e colaboradores. Através de métodos interferométricos, foi medida a tensio

na membrana induzida pela adesio [Nardi et al, 1998].

Monocamadas de DPPC, suportadas via Langmuir-Blodgett, exibem
estruturas densas em forma de trama enquanto monocamadas de DPPE suportadas
sio mais uniformes. Quanto uma segunda monocamada de lipidio é suportada
sobre a primeira monocamada, a estrutura resultante da deposi¢io de bicamada é
fortemente dependente do acoplamento das monocamadas. No acoplamento de
monocamadas de DPPC, a bicamada exibe dominios com extensdes em forma de
“dedo”. As bicamadas muito mais uniformes foram obtidas quando o acoplamento

de camadas de DPPC [Tamm et al, 1996].

Foi estudada por Kasbauer e colaboradotes a formacio de uma
bicamada suportada sobre silica nio porosa monodispetsa, contendo lipidios

catidnicos e zwiteridnicos por fusio de vesiculas unilamelates pequenas sobre
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superficie solida em baixas concentragdes salinas usando a combinagao de
espectroscopia de reflexdo total de infravermelho (ATR-IR) e NMR em deutério
com microcalorimetria. Os dados sugerem que uma significante assimetria do
lipidio catiénico entre as monocamadas externa e interna da bicamada resulta do
prolongado tempo de interacdo do suporte sélido com as vesiculas pequenas. Para
vesiculas pequenas compostas de DPPC/DHDAB (4:1) foi observado um
enriquecimento na monocamada interna do componente catidbnico de cerca de
200% quando comparado com a monocamada externa apos 12 horas de interagio.
Isso sugere que o potencial eletrostatico que surge da superficie é a for¢a motora

para a criagdo desta assimetria [Kasbauer et al, 1999].
1.4.2 - Isotermas de adsor¢do

O contato de uma substincia tensoativa diluida em solu¢do aquosa com
uma grande superficie adsorbente, podera levar a uma adsorgdo extensiva com uma
redugdo continua na concentragio da solugiao. Para se ter uma superficie grande
para adsorcio, o sélido — que é chamado de adsorvente — deve ser finamente
dividido. A partir de dados analiticos que descrevem a mudanga de concentragio na
solugio, assim como, o conhecimento da quantidade total de sélido da solugio
equilibrada, é possivel determinar a quantidade de soluto adsorvido — que é
chamada de adsorbato — por unidade de peso do sélido. Se a area especifica do
solido é conhecida, entdo os resultados podem ser expressos como quantidade
adsorvida por unidade de 4rea. Esses estudos sdo geralmente conduzidos a
temperatura constante, e os resultados — que relacionam a quantidade de material
adsorvido com a concentragio de equilibrio em solugio — definem uma isoterma de

adsor¢io [Hiemenz, 1986].
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I1.4.2.7 - Tipos de isotermas

Isotermas para adsorg¢ao de solutos organicos sio divididas em quatro classes
principais, de acordo com a natureza do coeficiente angular da porgio inicial da

curva.

As principais classes sdo: (1) curvas S, indicativas de orientacdo vertical de
moléculas do adsorbato na superficie; (2) curvas L, isotermas normais ou de
"Langmuir", usualmente indicativas de adsorbatos “deitados” sobre a supetficie, ou
as vezes, adsorbatos i0nicos orientados verticalmente com atra¢io intermolecular
particularmente forte; (3) curvas H, ("alta afinidade") (comecando de um wvalor
positivo no eixo de concentracio adsorvida sobre o sélido), freqiientemente
resultando da adsor¢io de solutos como micelas 16nicas, ou de troca i6nica de alta-
afinidade com ions de baixa-afinidade; (4) curvas C ("particio constante"), curva
linear, resultando da adsorcdo de solutos que adsorvem no sélido mais rapidamente

do que o solvente [Giles et al., 1960].

Os subgrupos destas classes estio arranjados de acordo com a forma das
curvas depois do ponto de origem e da posi¢ido do platd. Assim, se as moléculas do
soluto que estdo adsorvidas na nova superficie apresentam baixa atra¢io por mais
moléculas, a curva apresenta um longo platé. Se as moléculas que estdo adsorvidas
na superficie apresentam alta afinidade por mais soluto, a curva cresce

continuamente e nao apresenta plato. (figura 1.4.2.1).
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Figura 1.4.2.1 - Sistema de classificacdo de isotermas.

As curvas L sio as mais conhecidas; na verdade a curva L2 ocorre em

provavelmente na maioria dos casos de adsorgdo a partir de solu¢des diluidas.

A inclinac¢io inicial depende da velocidade de mudanca do sitio de adsorcio
com aumento no soluto adsorvido. Para haver adsor¢io de uma dada quantidade
adicional do soluto, a concentragio do soluto deve ser aumentada. Na parte inicial
das curvas S, no entanto, a condigio oposta é aplicada, e quanto mais soluto ja estd
adsorvido, mais facil serem adsorvidas quantidades adicionais. Isso implica em uma

associagio lado a lado entre as moléculas adsorvidas ou adsorcdo cooperativa.

Na pratica, a curva S usualmente aparece quando trés condi¢des sio
preenchidas: a molécula do soluto (a) ¢ monofuncional, (b) tem moderada atracio
intermolecular, causando o empacotamento vertical na camada adsorvida e (c)

encontra forte competi¢do, pelos sitios do substrato, a partit de moléculas do
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solvente ou de outras espécies adsorvidas. Essa isoterma aparentemente indica a
tendéncia de moléculas de adsorbatos se associarem, 2o invés de se manterem em

unidades isoladas.

Nas curvas L, a curvatura inicial mostra que quanto mais sitios sao
preenchidos torna-se mais dificil a adsor¢ao de moléculas do soluto em novos
sitios. Isso implica que as moléculas adsorvidas nio estdo verticalmente otientadas,
ou que nio existe uma forte competi¢do do solvente. Os tipos de sistemas que
apresentam este tipo de curva de fato preenchem essas condi¢des, possuindo as
seguintes caracteristicas: (1) as moléculas adsorvidas sido preferencialmente
adsorvidas deitadas; (1) se adsorvidas verticalmente as moléculas sofrem uma
pequena competi¢do pelo solvente. Exemplos de (if) sdo: (a) sistemas com solutos e
substratos altamente polares, (b) sistemas com substincias 16nicas monofuncionais
com atragio intermolecular muito forte. E possivel que nesses casos (sistemas b),
os ions adsorvidos possam se associar em aglomerados muito grandes antes da

adsor¢do acontecer.

As curvas H sdo um caso especial da curva L, em que o soluto tem tio alta
afinidade pela superficie, que em solugdes diluidas é completamente adsorvido, ou
pelo menos, ndo permanece em quantidades mensuraveis na solugao remanescente.
A parte mnicial da isoterma ¢é vertical. As espécies adsorvidas sdo, freqiientemente
unidades grandes, isto é, micelas i6nicas ou moléculas poliméricas, mas as vezes
elas sao ions aparentemente simples que trocam com outros ions de afinidade
muito menor pela superficie. Para altissimas afinidades, a curva é uma linha

hotizontal.

Nas curvas C, os sitios de adsorcio mantém-se constantes em todas as
concentragoes até a saturagdo. A curva C é caractetizada por partigio constante do
soluto entre solugio e substrato, diretamente até a adsor¢do maxima possivel, onde

h4 uma mudanca abrupta no platé horizontal.
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As condi¢ées que favorecem o aparecimento de curva C sio: (a) um
substrato poroso com moléculas flexiveis e regides com diferentes graus de
cristalinidade, e um soluto com (b) mais alta afinidade pelo substrato do que pelo
solvente e com (c) melhor poder de penetragdo, em virtude da condi¢io (b) e da

geometria molecular, nas regides cristalinas do substrato.

Fundamentalmente, a linearidade mostra que os numeros de sitios para
adsor¢do mantém-se constantes; isto é, quanto mais soluto é adsorvido, mais sitios
devem ser criados. Uma isoterma linear indica que o soluto estid adsorvendo em
regides inacessiveis ao solvente, ou seja, ha excesso de sitios disponiveis para a

adsor¢io.
1.4.2.2 - Modelo de Langmuir

Uma isoterma que ¢é facil de compreender teoricamente e € quase sempre

aplicavel a dados experimentais é a isoterma de Langmuir.

Nesta teoria é suposto que uma solugdo em que ambos solvente
(componente 1) e soluto (componente 2) tém moléculas que ocupam a mesma 4rea
a0 adsorverem a superficie. A adsor¢dao do soluto pode entdo ser esquematicamente

representada pela seguinte equagdo:
solvente adsorvido+soluto em solugio 5 soluto adsorvido+solvente em solugio

A constante de equilibrio para essa reagdo pode ser escrita como

_ asal Eq.14.2.2.1

s b
a, a,

r

onde a representa a atividade das espécies e o sobresctito s e b significam

superficie e seio da solugio, respectivamente.

Assumindo que a solugio na supetficie bidimensional é ideal, podemos

substituir atividade na supetficie por fragio molar na superficie x°.
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s b
e 2% Eq. 1.4.2.2.2

s _b

X4,
Desde que a superficie contenha apenas 2 componentes, x; + x, =1 podemos

€screver:

xial Eq.14.2.2.3
S (1-x))at

A equagio 1.4.2.2.3 pode ser rearranjada para obtermos

o kKallal Eq. 1.4.2.24

* o kadla+1
Em solu¢oes diluidas a atividade do solvente é essencialmente constante,
entio a relacio k’/a’pode ser definida como sendo igual a uma nova constante k,

assim, a equagdo 1.4.2.2.4 torna-se:

,  kat Eq.14.2.25
X =
* kad+1

Essa é uma forma da isoterma de adsorg¢io de Langmuir.

Uma forma equivalente da equagio de Langmuir expressa em variaveis

ligeiramente diferentes é obtida multiplicando ambos x e x; na equagio 1.4.2.2.2

pela area total da superficie. Como foi postulado que tanto o solvente como o

soluto ocupam areas iguais sobre a superficie, entdo, x'4 ¢ igual a fracdo da
superficie ocupada pelo componente i, §,. Desde que 6, +0, =1, a relagio 6,/6,

rearranja da mesma maneira que x; /x; para dar

_ ka; Eq.14.2.2.6
> ka+1

56



Nesta forma a equagido de Langmuir mostra como a fragio dos sitios de adsorgio
da superficie ocupada pelo soluto aumenta com a atividade do soluto em solugdes

com concentragdes crescentes.
Dois casos limites sdo de especial interesse:

1. Em condic¢des de dilui¢ao infinita @ — 0, a equagio acima torna-se:
0 =ka Eq.1.4.2.2.7

2. Se ka>>1, a equagdo de Langmuir torna-se:

f=1 Eq.14.2.2.8

A equagdo resultante do primeiro caso limite mostra que § aumenta linearmente
com uma inclinagao inicial igual a £. Em altas concentracdes, a equagao resultante
do segundo caso limite indica que é alcangada a saturacao da superficie com o

soluto adsorvido.

Experimentalmente, nio é medida a fragdo de numeros de sitios contendo
soluto adsorvido diretamente, e sim, o numero de moles do soluto adsorvido por
unidade de peso do adsotbente, 75 /w, ou o nimero de moles por unidade de 4rea
de adsorbente, nj/4. Essas quantidades sio relacionadas. através da seguinte

equagao

n Eq.14.22.9

onde 4, ¢ a drea especifica do adsorbente. A fracdo de area recoberta é relacionada

a essas quantidades como segue:

anAcrO Eq. 1.4.2.2.10
o’ =
A wA

p
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onde N, é o nimero de Avogadro e ¢’ é a area ocupada por molécula. O nivel em
que adsor¢do de saturacdo ocotre pode ser identificado com @ =1, assim a equagio

1.4.2.2.10 mostra valores de saturacdo de ordenadas usuais como sendo:

n) 4, Eq.L4.2.2.11
w N AO'O

ou
) 1 Eq.1.4.2.2.12
4) N’

Desde que a derivagio completa da isoterma de Langmuir assuma solugdes
diluidas, a concentracio ¢ do soluto ¢é udlizada no lugar de atividade na

apresentacio de resultados experimentais.

A equagio de Langmuir pode ser escrita em sua forma linerarizada:

m—-=-|l=—rs
w ) (m/b)e+1

Onde m e m/b sio simplesmente constantes empiricas. Um método para obter os
valotes numéricos para essas constantes a partit de dados expetimentais é obtido

tearranjando a equagio 1.4.2.2.13 da seguinte forma:

Eq.14.2.2.14

——=mc+b
ny /w

Essa forma sugere que um grafico de c/(n§ /w) versus cgera uma linha reta de
coeficiente angular m e intercepto b.

Se o sistema expetimental obedece -ao modelo, entdo 20s valotes de m e b
podem ser atribuidos significados fisicos, comparando a equagio 1.4.2.2.13 com as

equacoes 1.4.2.2.6 e 1.4.2.2.10:
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N o° Eq.1.4.22.15

Eq. 1.4.2.2.16

1.5 - Merocianina 540

MC540 é um marcador anfipatico fotosensivel muito utilizado em aplicagSes

médicas [Sieber et al, 1984; Sieber, 1987].

A figura 1.5.1 mostra a estrutura quimica da merocianina 540.

O (CH%CH;
DY N
CH—CH=CH—CH >=s

(CH2 ,SO;Na N
o  (CHy)4CI

Figura 1.5.1 — Estrutura quimica da merocianina 540

Como MC540 é fotoexcitado por luz visivel em comprimento de onda
apropriado, MC540 pode inativar células leucémicas, linfomas, neuroblastomas e
células infectas por virus [Sieber et al, 1984; Easton, et al, 1978; O Brien, et al,
1990]. Apesar desses usos, tanto o mecanismo de a¢do, quanto a varagdo de

afinidade por diferentes tipos de células ainda estdo sob discussio.

Experimentos com lipossomos artificiais mostraram que o marcador liga-se
preferencialmente em lipossomos compostos por lipidios insaturados [Williamson
et al, 1981, 1983]. MC540 é mais ligada a vesiculas em temperaturas acima da

temperatura de transicdo de fase. Se os lipossomos possuem a mesma composi¢ao
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quimica, mas sio de dimensdes diferentes, MC540 ira ligar preferencialmente em
lipossomos menotes, isto €, 0s que possuem maior curvatura e conseqientemente

cabega polares mais separadas [Williamson et al, 1981, 1983].

Segundo alguns trabalhos, o espectro de absor¢io de MC540 é quase
independente do pH entre 3 e 8 [Pohl, 1976]. Por outro lado Sikurova e
Cunderlikov4 reportaram que a forma espectral e as posicdes de picos de MC540
em 4agua permanecem praticamente inalteradas em valotes de pH entre 1,7 e 7,6 a
23 £ 2 °C. A diminui¢io do pH de 5,5 para 1,7 causa somente uma diminui¢ido
reversivel do espectro de absorgdo e quenching da intensidade de fluotescéncia,
sem o aparecimento de nenhuma outra nova banda espectral. O matcador precipita
com o aumento da acidez. O aumento do pH acima de 7,6 em solucdo aquosa de
MC540 resulta na formagio irreversivel de uma nova banda latga nos espectros de
absorcdo (a 390 nm) e fluorescéncia (a 500 nm). Essa mudanga irreversivel pode ser
devido ao ataque de fons hidroxila is moléculas de merocianina [Sikurova e

Cundetlikova, 1997].

Os valotes do coeficiente de absortividade molar de MC540 em 4gua e em

benzeno sio dados na tabela 1.5.1.

Tabela 1.5.1 — Coeficientes de absortividade molar de MC540 em 4gua e em
benzeno.

Meio Comprimento de onda Coeficiente de absortividade molar
nm mol'cm™
Agua 500 6,1x10™**
Agua 530 5,4x10**
Benzeno 565 18,3x10™*"
* Sikurova e Cundetlikova, 1997 ® Lelkes e Miller, 1980

MC540 localizada como monoémero em sitios hidrofébicos de bicamada
lipidica apresenta uma absor¢io maxima de luz em 565 nm. Como dimero

apresenta uma absor¢ao maxima em 530 nm, decorrente da sua localizagido na regia
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polar aquosa da bicamada, e MC540 em agua apresenta absor¢io maxima em 500

nm [Lelkes e Miller, 1980].

A constante de dimerizacio da merocianina 540 foi utilizada na
determinacio nas diferencas de empacotamento de bicamadas em vesiculas de

lipidios de tamanhos diferentes [Atroyo et al., 1998].

MC540 também pode ser utlizada para detectar defeitos hidrofébicos em
bicamadas causados pela presenca de NaCl em concentragdes de até 50 mM

[Carmona-Ribeiro, 1993].
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IT — Materiais e Métodos

I1.1 - Obtengio de anfifilicus e preparagdo de vesiculas

Fosfatidilcolina (PC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dihexadecilfosfato
de sédio (DHP) e brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB) foram obtidos

da Sigma e utilizados sem purificagao prévia.

Vesiculas unilamelares pequenas de PC e DPPC foram obtidas por inje¢io
etandlica de PC ou DPPC em tampio 2-(hidroximetil)-2-amino-1,3-propanodiol
(Ttis) 10mM, ou 4-(2-hidroxietil)-1-acido piperzinoetanosulfénico (HEPES) 10
mM, pH 6,4; 7,4 ou 8,2; ou H,O com posterior didlise para elimina¢io de etanol
[Bastzri e Korn, 1973; Kremer et al., 1977]. As vesiculas foram posteriormente
centrifugadas para eliminacio de possiveis vesiculas multilamelares formadas

[Rapuano e Carmona-Ribeiro, 1997].

Vesiculas unilamelares grandes de PC ou DPPC foram obtidas por inje¢io
etérea de PC ou DPPC em tampido Trs ou HEPES 10 mM, pH 6,4; 7,4; 8,2 ou
agua [Deamer e Bangham, 1976].

Foram preparadas também vesiculas de DPPC utlizando o método de

dispersao de filme [New, 1994].

Vesiculas unilamelares de DODAB e DHP foram obtidas por sonicagio em
H,O, Trs ou HEPES, 10 mM, pH 6,4; 7,4 ou 8,2, com postetior centrifugacio
para remoc¢do de particulas de titinio adicionadas a solugido devido ao sonicador, e

remoc¢io de eventuais vesiculas multilamelares formadas [Fendler, 1980; Mortara et

al.,, 1978].

Vesiculas unilamelares grandes de DODAB foram obtidas por vaporizagio
cloroférmica de DODAB em tampio Tris 10 mM, HEPES 10 mM, pH 6,4; 7,4;
8,2 ou agua [Carmona-Ribeiro e Chaimovich, 1983].
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A concentracdo de vesiculas de PC, DPPC ou DHP foi determinada através
de dosagem de fosfato [Rouser et al. 1970]. Neste método as amostras sio secas em
estufa (~100 °C), em seguida sio adicionados 0,3 mL de acido perclérico

concentrado, sendo em seguida colocadas em banho a 180 °C por 4 horas.

Apbs a digestio das amostras, adiciona-se 1 mL de agua e 0,4 mlL de
molibdato de amonio, agita-se em seguida. Depois se adiciona em cada amostra 0,4

mL de 4cido ascérbico e agita-se novamente.

As amostras sio colocadas em banho de agua fervente por 5 minutos e

depois € lida a absorbancia do complexo formado entre o molibdato e o fosfato a

795 - 797 nm.

A concentracio de vesiculas de DODAB em H,O foi determinada por
microtitulagio com Hg(NO,), utilizando como indicador visual a difenilcarbazona
[Schales e Schales, 1941]. Também ¢é adicionado etanol absoluto a dispersdo de

vesiculas para garantir seu rompimento.

A concentragio de vesiculas em tampio Trs ou HEPES foi obtida através
de solubilizacio do complexo Orange G/DODAB em micelas neutras utilizando
as vesiculas preparadas em 4gua como padrdo [Stelmo et al, 1987]. O complexo
formado pelo anfifilico catiénico com Orange G ¢é solubilizado por micelas neutras
de Brij 35 e a variagdo da absorbancia devido a formagio do complexo comparada

com a de padrio. O método detecta concentra¢des da ordem de 10 mol/L.

Em todas as preparag¢des foi utilizada agua MiliQQ.

I1.2 — Obtengio e caracterizagio das particulas de silica

As particulas de silica hidrofilica (AEROSIL OX-50) foram obtidas da
DEGUSSA S/A. A area superficial especifica destas particulas foi determinada por
titulagdo potenciométrica em meio de 20% de NaCl com NaOH 0,1 M [Sears Jr.,
1956] e por adsorcio de N, (BET) [Hiemenz, 1986; Brunauer et al., 1938]. A

determinagio de adsor¢io de nitrogénio (BET) foi gentileza do professor Dr.
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Miguel Jafelicci Junior do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — Campus de Araraquara.

As particulas utilizadas possuem 4rea supetficial especifica de 25,98 m®/g
(BET), em bom acordo com a area superficial especifica obtida por titulagio
potenciométrica, que foi 27 m?/g. A irea supetficial especifica fornecida pela
Degussa S/A para estas particulas é de 50 + 15 m®/g. Esta grande discrepancia
entre os valores de area superficial especifica obtidas por BET e por titulagio
potenciométrica, e o valor de area superficial especifica fornecida pela Degussa S/A

mostra a tendéncia dessas particulas agregarem.

I1.3 — Obtencgdo das superficies planares de SiO,

As superficies planares de SiO, foram obtidas por oxidagio térmica rapida de
laminas de silicio monocristalino [Chiou, et al., 1990] tendo a espessura de SiO, (30
nm) determinada por elipsometria por cortesia do Laboratério de Sistemas

Integraveis, EPUSP.

I1.4 =Determinacdo de isotermas de adsor¢io de anfifilicos a partir de

vesiculas sobre particulas de silica.

A interagdo entre vesiculas e particulas foi induzida pela adi¢do de vesiculas
as particulas e vortexagdo por alguns minutos em eppendorf fechado. As misturas
de silica e vesiculas foram termostatizadas a uma temperatura acima da temperatura
de transicdo de fase das bicamadas por uma hora. As temperaturas utilizadas foram
as seguintes: 25°C para PC; 42°C para DODAB; 65°C para DPPC e 72°C para
DHP.

Todas as misturas de 1 mL continham 1 mg/mL de silica, o que representa

uma irea supetficial total de 2,60x107 m?.

Apds o tempo de interagdo de 1 hora, as misturas foram centrifugadas a

14000 rpm por uma hora a 15°C para separar particulas de vesiculas. O

64



sobrenadante foi utilizado para determinar a concentragao de PC, DPPC, DHP ou
DODAB. As isotermas de adsotgdo dos fosfolipidios ou anfifilicos sintéticos sobre
as particulas foram obtidas a partir dessa determinacio analitica e da area superficial

especifica e massa das dispersdes de silica em cada mistura.
As isotermas que obedecem ao modelo de Langmuir foram linearzadas

utilizando a seguinte equagio:

c __e ., 1 Eq. I1.4.1
xim - (x/m),e  k(x/m),

onde x/m é o nimero de moles de anfifilico adsorvidos em m metros quadrados
de silica, ¢ é a concentracido de anfifilico no sobrenadante e k£ é a constante de

afinidade entre o anfifilico e a silica [Jackson et al., 1986].

: . c L
A partir do grafico de —— versus ¢ podemos obter a adsor¢do maxima pelo
x/m

coeficiente angular e a constante de afinidade pela coeficiente linear da reta obtida.

A tabela I1.4.1 mostra o protocolo utlizado para determinagdo das isotermas

de adsorcio.
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Tabela II.4.1 — Protocolo para determinacio das isotermas de adsorgio entre PC,
DPPC ou DODAB 2mM com dispersio de silica em agua ou tampido Trs ou
HEPES 10 mM, pH 6,4; 7,4 ou 8,2.

Namero da mistura Volume de dispersio Volume de Volume de
de vesicula tampio dispersio de silica

(hL) (hL) (hL)

1 25 475 500

2 50 450 500

3 75 425 500

4 100 400 500

5 125 375 500

6 150 350 500

7 200 300 500

8 225 275 500

9 250 250 500

10 300 200 500

11 325 175 500

12 350 150 500

13 400 100 500

14 425 75 500

15 450 50 500

16 500

A tabela I1.4.2 mostra a planilha de calculo utilizada para calcular a

quantidade de moléculas de fosfolipidio adsorvida por metro quadrado de silica.
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I1.5 — Verificagdo de eventual interdigitagdo de vesiculas fosfolipidicas

usando merocianina 540 (MC540).

As vesiculas de DPPC, preparadas pelo método de dispersio de filme foi
adicionado etanol para se obter uma concentragio final de etanol de 2,0 mols/L,
concentracdo esta que causa a interdigitacio da membrana [Komatsu e Rowe,
1991]. A esta mistura foi adicionada MC540 (concentragio final: 10°molar) e entio
foi registrado o espectro 6ptico entre 400 e 600 nm, utilizando como branco uma
dispersio de mesma concentragio de vesiculas e etanol, sem MC540, utilizando um

espectrofotémetro Hitachi U2000 de duplo feixe.

Todos os espectros foram normalizados para absorbincia zero em 600 nm
para evitar erro decorrente de diferenca de turbidez e espalhamento de luz pelas

vesiculas [Arroyo et al., 1998].

I1.6 — Determinagao do efeito de particulas de SiO, sobre os espectros

de absorgido de luz pela MC540 incorporada em membranas lipidicas.

Para verificar se as particulas de 510, influenciam os espectros de absorgido
de luz pela MC540 incorporada a de vesiculas, fol seguida a cinética de absorgio de
luz pela MC540 a 565 nm por 1 hora em presenca de vesiculas e auséncia de
particulas de silica, depois foi seguida a cinética de absor¢ao de luz pela MC540 em
presenca de vesiculas e particulas de S10,. A concentragio de lipidios na mistura é
aquela que correspondenia i adsorgio de bicamada sobe as particulas de silica
(0,026 m® pelas isotermas de adsorgdio. Ambas cinéticas foram registradas
utilizando como branco uma dispersdo vesicular de mesma concentragdo, sem

MC540. Em todas as cinéticas a concentra¢io final de MC540 era de 10” mols/L.

O método é baseado assumindo-se que as moléculas de marcador que ficam
oclusas entre a particular sélida e a bicamada depositada ndo absorvem a luz
incidente. Como controle para redugio de absor¢io espontinea ocorrendo da

incorporagio do marcador a superficie da bicamada, a absotbéncia a 565 nm foi
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obtida em fun¢io do tempo para amostra contendo somente vesiculas e marcador,
na auséncia de particulas. Também, qualquer efeito que as particulas de silica
pudessem ter sobre a absor¢io de luz do marcador foi controlado a partir de
cinética para somente marcador - particulas. A porcentagem de deposigio de
bicamada foi calculada a partir da redugdo absorbincia final, com o instante final
sendo 60 minutos apds a adi¢do de particulas. A absorbancia a 565 nm obtida pelo
marcador depois de 1 hora de equilibragio com vesiculas serd chamada de A, A
absorbdncia a 565 nm obtida pelo marcador depois de 1 hora de equilibragao com
vesiculas que foram adicionadas particulas no instante zero sera chamada de A,
A redugdo de absorbancia serd: AA = A, - A, . Se toda a superficie externa
incorporada com marcador for depositada como uma bicamada recobrindo as
particulas, a reducdo total de absorbancia AA deverd ser maxima e igual a A,. Se as
vesiculas ndo interagem com as particulas de silica, nio devera ser observada
reducido e AA devera ser igual a zero. Se uma fra¢io da densidade numérica total de
vesiculas estiver sendo usada para recobrir as particulas, a porcentagem de redugio
de absorbancia serd 100 AA/ A,. Desde que o uso de todas as vesiculas para
recobrir particulas devera requerer todas as moléculas de lipidios na dispersio e nds
sabemos a quantidade total de lipidios em cada amostra, vamos dizer n moléculas,
podemos assumir que uma reducdo de absorbancia igual 3 A, é equivalente a
empregar todas as moléculas de lipidios, 1sto é, n moléculas de lipidios para recobri
a superficies das particulas. Entdo, uma redugio de absorbancia igual a AA ira
requerer n AA/ A, moléculas de lipidio e a partir desta podemos obter facilmente o
nimero total de moléculas de lipidios que adsorveram por m’ de silica, em
moléculas por metro quadrado de silica. A proporgio de vesiculas e particulas nas
misturas foi estabelecida a partir da menor quantidade de lipidio necessaria para
atingir a adsor¢io maxima nas isotermas de adsor¢do para lipidios a partir de

vesiculas sobre particulas de silica.
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II.7 - Determinacgio da tensio superficial de dispersdes de vesiculas.

As dispersoes de vesiculas tiveram suas tensOes superficials determinadas
utilizando o método clissico do anel de Du Nouy [Hiemenz, 1986], utilizando-se o
Dynometer. Neste método mede-se a for¢a necessaria para desprender um anel de
platina da superficie do liquido, suspendendo-se o anel, que esta pendurado a um

braco conectado a uma balanca.

Antes de se determinar a tensdo superficial do sistema em estudo o
Dynometer deve ser calibrado através de um liquido, cuja tensdo superficial seja
préxima da tensdo superficial do sistema em estudo. Além do mais, devido a forte
dependéncia da tensdo superficial com a temperatura, a medida deve ser feita em
um ambiente cuja temperatura nio varie. Neste trabalho o liquido utilizado para

calibrar o Dynometer foi agua Milli-Q a 25°C.

II.8 — Determinagio do angulo de contato dinimico de superficie

planar de SiO, em presenca de dispersdes de vesiculas.

Antes de cada intera¢do a superficie de SiO, foi limpa através de fervura por

20 minutos, numa mistura de 1 NH,OH:1H,0,:5H,0.

A partir dos dados de tensdo superficial e determinagio da massa em fungao
da profundidade de imersio de liminas de SiO, sendo imeréas e emersas de uma
dispersio de vesiculas a uma velocidade de 1,5 mm/min, apds interagdo por 1 hora,
foram obtidos os dngulos de contato dindmico de avango ou de recesso,
respectivamente, usando um Dynometer (BYK Gardner, Alemanha) [Salay, 1997;
Lessa e Carmona-Ribeiro, 1996; Salay e Carmona-Ribeiro, 1998]. A concentragio
de lipidios na dispersdo de vesiculas utilizada neste experimento foi aquela em que
nas isotermas de adsorgdo se obtinha a adsor¢io de bicamada sobre as particulas de
silica, mantendo-se a proporcionalidade em relagio a area de SiO, disponivel para a

adsor¢io, assim sendo, a concentragio de lipidios utilizada neste expetimento foi da
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ordem de micromolar, pois a ldmina de SiO, utilizada possuia 2,754 cm?, enquanto

, . eqe . o)
que a area de silica utilizadas nas isotermas era de 260 cm™.

O instrumento consiste em uma balanca, na qual a lamina ¢é presa, e de um
elevador sustentando a amostra liquida. A superficie liquida ¢é lentamente movida
a0 longo da limina, e as forgas exercidas sobre a lamina sio continuamente
medidas em funcdo da posicdo. A tensio superficial em qualquer local da fronteira
de trés fases causa uma forca para baixo, enquanto o empuxo causa uma for¢a para
cima. A dispersdo de vesiculas é colocada em um béquer sobre a plataforma mével.
O sistema que mantém a lamina é ajustado para alinhar a borda inferior da lamina
com a supetficie iquida. O aparelho foi zerado com a limina sem contato com a
superficie liquida. Imersio e retirada da limina ocorre pelo levantamento e

abaixamento da plataforma, respectivamente.

O valor do angulo de contato é calculado pela equagiao abaixo [Johnson et

al., 1977]:

cosd = (ﬂL’gA’ZJ
pPY

onde,

p =perimetro da lamina (cm)
y =tensio superficial (din/cm)
F =forga sobre a lamina (din)
p =densidade da dgua (g/mL)
g =aceleragdo da gravidade=978,8 din/g
A =area da secio transversal da ldmina (cm?)
h=profundidade de imersio.
A equagdo acima prevé uma relagio linear entre F e h, se 6 é constante.
Em uma dada velocidade constante e baixa. Para uma superficie lisa e homogénea

com perimetro constante p, o dngulo de contato permanece constante ao longo do

movimento [Johnson et al, 1977]. A forca sobre a limina foi obtida da massa
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aparente pesada na balanga, no instante de contato da superficie liquida com a base
da lamina, multiplicada pela aceleragio da gravidade. Para determinacio de 4, a
dependéncia da massa aparente cotn a profundidade (distdncia) foi obtida ptimeiro

para imersio (avango) e entdo para emersio (recesso).
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ITI — Resultados e Discuss3io.

III.1 - Deposi¢io de fosfolipidios como bicamada sobre silica

hidrofilica.

Existe uma relacdo entre o mecanismo de adsor¢io molecular a uma
superficie sélida e o tipo de isoterma de adsor¢ao obtida [Giles et al., 1960]. Nessa
secdo serd qualificada a adsor¢do para anfifflicos formadores de bicamadas sobre
silica, tendo como meta dois objetivos principais: (1) determinacdo da condigdo
experimental para obtencdo de deposicdo de bicamada; (2) estabelecer a correlagio
entre o tipo de isoterma da adsor¢do e o possivel mecanismo de deposicio de
bicamada sobre superficie hidrofilica, tendo uma dispersao de particulas de silica

como modelo.

A figura II1.1.1 mostra uma isoterma de adsorgdo tipica para vesiculas
pequenas de PC sobre AEROSIL OX-50 em tampio Trs 10 mM, pH 7,4, a 25°C.

A esta temperatura, a bicamada de PC esta no estado liquido cristalino.
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Figura II1.1.1 — Isotermas de adsor¢do de PC a partir de vesiculas pequenas sobre
AEROSIL OX-50 (particula coloidal de silica com 50 nm de didmetro) em Ttis 10
mM pH 7,4 a 25°C. Vesiculas peauenas foram centrifugadas a 14000 rpm antes da
interagdo com as particulas . A cutva obtida quando esta centrifugagio
preliminar nio é feita também é mostrada (). A linha horizontal tepresenta a
quantidade esperada para deposigao de uma bicamada de PC sobre cada particula
de silica, assumindo uma 4rea potr molécula de PC igual a 0,7 nm?,

A adsorgio ¢é langmuiriana até 0,4 mM de PC no sobrenadante. Essa forma é
indicativa de otientagio vertical do adsotbato com atragio intermolecular
particularmente forte [Giles et al., 1960]; isto é, o que é esperado para deposicio de
bicamada inteira. Na adsdtgio limite, 27x10" moléculas de PC estio adsotvidas por
metro quadrado de silica, 0 que representa que cada molécula de PC esti ocupando
0,37 nm® Este valor é cetca de metade da 4rea por mondémero de PC em
monocamada na intetface ar/4gua, que é 0,70 nm’ sugetindo deposigio de
bicamada sobre a silica hidrofilica. A centrifugagio preliminar da dispersio de silica
antes da interagdo com silica é importante patra prevenit valores superestimados da
adsorcio de PC. Possivelmente, alguns lipossomos multilamelares de PC presentes
na preparagio de vesiculas unilamelares pequenas (SUV) sdo separados juntamente

com as particulas de silica durante a centrifugagio e a concentragio de PC
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determinada no sobrenadante serda menor que a real. Essa superestimativa da
quantidade adsorvida por ser facilmente eliminada pela centrifugacao da dispersio
de vesiculas imediatamente antes da interacio com a silica. E interessante como a
silica hidrofilica origina a deposicdo de bicamada de PC em contraste com as
bolinhas de vidro de bario titanato, que sdo mais hidrofébicas e induzem o
recobrimento com uma monocamada, expondo os grupos polares para a fase
aquosa [Jackson et al, 1987; Kalb et al 1992]. De fato, intera¢do entre vesiculas
pequenas de PC e microesferas de poliestirteno amidina também origina deposi¢io
de monocamada de PC sobre a superficie hidrofébica de latex [Carmona-Ribeiro e
Herrington, 1993]. Esses resultados podem ser compreendidos como um conjunto,
assumindo um o papel decisivo pata a natureza hidrofébica/hidrofilica da
superficie orentando a deposi¢io de fosfolipidio neutro: deposicio de
monocamada em superficie hidrofébica e deposicio de bicamada em superficie
hidrofilica. Uma terceira possibilidade pode ser a formagio de ilhas de agregados

moleculares sobre a supertficie.

A figura III.1.2 mostra isotermas de adsor¢do tipicas para adsorcio de
vesiculas pequenas de PC sobre AEROSIL OX-50 em 4gua pura ou em tampio 10
mM em trés valores de pH e 25°C.
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Figura I11.1.2 — Isotermas de adsor¢io de PC a partr de vesiculas pequenas, sobre
silica hidrofilica (50 nm de didmetro) em 4gua a 25°C (A) ou 10 mM de Ttis ou
HEPES em pH 6,4 (B), 7,4 (C) ou 8,2 (D). Area superficial total em 1 mL de
mistura de interagio foi fixada em 0,026 m® A linha hotizontal representa a
quantidade adsorvida esperada para deposicdo de uma unica bicamada de PC sobre
as particulas de silica, assumindo uma 4rea por molécula igual a 0,7 nm*

Adsorgdo de PC a partir de vesiculas pequenas em 4gua ou em HEPES ¢
representada por isotermas de adsorgao de muito baixa afinidade em todos os pHs
testados. Esta baixa afinidade nao parece chegar em um valor de platd indicativo de
deposi¢io de bicamada. Por outro lado, em presenca de 10 mM de Ttis em pH
<7,4 (Figura I11.1.2 B e C), a afinidade pela superficie de silica é maior e a adsorgio
¢ langmuiniana até 0,4 mM de PC no sobrenadante. A figura II1.1.2 também
descreve a dependéncia de adsorgiao de bicamada de PC com a natureza do tamp3ao.
Para Trs, que possul grupos amino protonados (pH<7,4), a afinidade entre
vesiculas de PC e superficie de silica aumenta e se obtém deposi¢do de bicamada
(Figura II1.1.2 B e C). Isso se torna compreensivel assumindo adsor¢iao de Ttis

positivamente carregado sobre a supetficie de silica. A possibilidade de formagio
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de pontes de hidrogénio entre o grupo —P=0 das moléculas de PC e os grupos —
OH do Ttis adsorvido deveria de fato aumentar a afinidade pela superficie de silica.
Aumentando o pH para 8,2, e sabendo-se que o pKa do Tus é pH 8,0, mais da
metade das moléculas de Ttis perderam sua carga positiva, assim a adsor¢ao de Tris
sobre silica diminui, com isso diminuindo a adsor¢io de PC. Também ¢é
interessante observar que HEPES nio causa efeito similar sobre adsor¢ao de silica
(figura I11.1.2). Isso também é explicado pela estrutura quimica do HEPES. Nio é
,possivel para o HEPES ser atraido eletrostaticamente pela silica, o HEPES possui
uma carga negativa no grupo sulfénico, assim HEPES tem carater zwiteridnico ou
carregado negativamente nos pHs testados. Isso explica porque PC nio tem a
afinidade aumentada na presenca de HEPES (figura II1.1.2): HEPES nio ¢é capaz

de adsotrver sobre a silica.

A figura IT1.1.3 mostra as estruturas quimicas dos tampdes Tris e HEPES.

Tris: 2-(hidroximetil)-2-amino-1,3-propanodiol

NH, " N
3 OH pKa=8,08 H, OH+ "
HO { HO 1
OH OH

HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfénico

HO
X.W ‘ o) _ NN o]
I-ll\ /N_\,i_—_o M \ /NK_%:O . H
i &

Figura III.1.3 — Estruturas quimicas dos tampdes utilizados Tris e HEPES.

Aumentando o pH de 6,4 até 8,2, h4 um aumento da carga superficial sobre

a silica [Tadros e Lyklema, 1968; Milonj¢, 1987]. Como PC é zwiteridénico, nio é

79



esperado um efeito da carga superficial de silica, e de fato, nenhum efeito foi
observado para PC em igua e HEPES em trés diferentes pHs. O efeito de pH
observado para adsor¢ido de PC utilizando Tris como tampio foi mostrado como
sendo associado com a carga positiva do tampio a pH=74, sua conseqiente
adsorcdo sobre a silica e um aumento da adsor¢io de PC devido a pontes de

hidrogénio entre o tampio adsorvido e PC.

A figura II1.1.4 mostra a linearizacdo da isoterma de adsorgiao de PC a partir
de vesiculas pequenas sobre particulas de silica hidrofilica em tampio Tris 10 mM,
pH 7.4.

60 -

I L _18576x10° m*/emol
= 4l " (x/ m)mzix
N=E . (x/m), . =5,38x10° mol/m? =32,4x10" moléculas/m’
= 30} 1 »
£ | . o =938 m’/L.
:><, 20 " max
© ol : %:9,3&;5,3&10*’ =5,05x10" mol/L

k=19,8x10° I.mol
8,00 ' 0,:)5 ] O,I1O ’ E;S : O,IZO l 0,125
c/mM

Figura II1.1.4 — Linearizacdo da isoterma de adsor¢do de PC a partir de vesiculas
pequenas sobre particulas de silica hidrofilica em tampao Tris 10 mM, pH 7,4.

Adsor¢io de DPPC a partir de vesiculas pequenas de DPPC sobre silica em
tampdo Tris 10 mM pH 7,4 depende do estado fisico da bicamada de DPPC como

mostrado na figura I11.1.5.
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Figura I11.1.5 - Tsotermas de adsotr¢io de DPPC a pattir de vesiculas pequenas de
DPPC sobre particulas de SiO, em tampio Trs pH 7,4, 25°C (O) vesiculas
pequenas de DPPC foram centrifugadas a 14000 rpm antes interagdo com silica

. A curva obtida quando esta centrifugacio ndo é executada também é mostrada
(0). Quando vesiculas pequenas de DPPC e silica interagem a 65°C por 1 hora

, a afinidade de DPPC pela silica aumenta e recobrimento por bicamada ¢é
atingido em concentracdes de DPPC no sobrenadante menores em comparagio a
sttuagdo a 25°C  .A linha horizontal representa a quantidade de DPPC requenida
para adsor¢io de bicamada, assumindo que uma molécula de DPPC ocupa 0,5 nm®
sobre a silica.

A auséncia de centrifugacdo prévia resulta em superestimativa da quantidade
adsorvida medida. A 65°C, as vesiculas de DPPC estio no estado liquido-cristalino,
a afinidade da bicamada de DPPC pela silica é significativamente maior do que a
obtida a 25°C para vesiculas no estado gel. Vesiculas no estado gel ndo fundem
facilmente sobre a silica para gerar deposi¢ao de bicamada como as vesiculas em
estado mais fluido. Entretanto, adsorgio limite para ambas curvas parece ocorrer a
40x10"7 moléculas adsorvidas por metro quadrado de sflica. Esse valor é
equivalente 2 uma area por mondmero de 0,25nm” por molécula de silica, um valor

compativel com a deposi¢do de bicamada na adsor¢io maxima. Para dispersdo de



vesiculas previamente centrifugadas, interagdo por 1 hora a 65°C pode ter levado a
deposicdo de bicamada. Interagdo entre vesiculas pequenas unilamelares de DPPC
e silica durante 24 horas a 25°C, embora ocorra menos rapidamente e com menor
afinidade, pode também gerar deposi¢io de bicamada de DPPC. O tempo de
adsorgdo para vesiculas sonicadas de DPPC sobre vidro de bario titanato foi

descrito, com adsor¢ao de equilibrio ocorrendo em cerca de 1,5 h [Jackson et al.,

1986].

Isotermas de adsorgdo de vesiculas pequenas de DPPC sobre silica em agua

ou em 10 mM de tampao em trés valores de pH sdo mostradas na figura I11.1.6.
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Figura III1.1.6 - Isotermas de adsor¢do de DPPC a partir de vesiculas pequenas de
DPPC sobre particulas de silica em agua a 65°C (A) ou 10 mM de Tris ou HEPES
a pH 6,4 (B), 7,4 (C), ou 8,2 (D). A 4rea de SiO, foi fixada em 0,026 m* por mL. A
linha horizontal representa a adsor¢do esperada para deposi¢io de uma bicamada
de DPPC sobre particulas de silica, assumindo uma area por molécula de DPPC
igual 2 0,5 nm*.

Neste caso, a afinidade entre DPPC e silica em agua é maior que afinidade

entre PC e silica (figura II1.1.6). A pH =7,4, a adsor¢io em presenca de Tris

82



apresenta afinidades ligeiramente maiores pela superficie de silica do que aquelas
apresentadas na presenga de HEPES (figura I11.1.6 B e C). Deposi¢ao de bicamada
descrita a partir de dois platds bem definidos na figura I11.1.6 C parecem ter .agar
em pH 7,4 para ambos os tampdes. Esse platé ocorre a 40x10" moléculas de
DPPC adsorvidas por metro quadrado de silica, o que significa a deposigao de uma

bicamada.

Silica adsorve varios cations com alta afinidade [Tadros e Lyklema, 1968].
Entre esses estdo os cations otganicos como o DODAB e cloteto de
tetraetilamonio (TEA) [Tadros e Lyklema, 1968; Milonji¢, 1987]. O tampiao Ttis,
também é um sal organico, e niao deve ser uma exce¢iao, principalmente em
pH=8,0, pH onde Trs esta 50% dissociado e consequentemente, 50% das
moléculas de Tris sio citions orginicos positivamente carregados. O efeito de
tampao sobre adsorcdo de fosfolipidio é claramente visto pela substituicao de Tris
por HEPES em trés valores de pH. Afinidade de PC pela superficie sélida é mais
alta em Tris do que em HEPES. Adsorgdo de Ttis sobre silica leva a um aumento
na densidade superficial de hidroxilas para formagio de ponte de hidrogénio com
—P=0 do fosfolipidio. Como HEPES nio é um caton orginico, em sua presenca,

a afinidade de fosfolipidio pela silica mantém-se baixa.

A figura I11.1.7 mostra a linearizagao da isoterma de édsorgio de DPPC a

partir de vesiculas pequenas sobre particulas de silica hidrofilica, em tampéo Ttis 10

mM, pH 7,4, 2 65 °C.
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Figura IIL.1.7 - Linearizacio da isoterma de adsor¢io de DPPC a partir de
vesiculas pequenas sobre particulas de silica hidrofilica, em tampio Ttis 10 mM, pH
7,4, 2 65 °C, a dispersio de vesiculas foi previamente centrifugada.

III.2 - Deposicio de anfifilicos sintéticos catidnicos e anidnicos

formadores de bicamadas sobre silica

A adsorgido de DHP a partir de vesiculas pequenas sobre silica hidrofilica é

representada por isotermas do tipo S (figura 111.2.1).
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Figura IIL.2.1 — Isotermas de adsor¢ao DHP a partir de vesiculas pequenas sobre
patticulas de silica, em T'tis 5 mM, a 25°C e pH 7,4 (L1, W), 7,0 ,e 6,4 . Nio
foi observado efeito de centrifugagido preliminar da dispersio de vesiculas. No
entanto, as dispersoes de vesiculas foram sistematicamente centrifugadas antes da
obtengio do efeito de pH sobre a adsor¢ao de DHP. Note que pequena quantidade
adsorvida for obtida em todos os casos.

Quanto mais DHP ¢ adsorvido, mais facil é para quantidades adicionais de
DHP ser fixada. Na pratica, a curva S usualmente aparece quando trés condigdes
sao preenchidas: (1) o adsorbato é monofuncional, isto é, a molécula a ser
adsorvida tem um residuo hidrofébico grande (C>5); (2) o adsorbato tem
moderada atragio intermolecular, causando um empacotamento vertical na camada
adsorvida; e (3) o adsorbato encontra forte competigio, pelos sitios do substrato, a
partir de moléculas do solvente e outras espécies adsorvidas [Giles et al, 1960]. Na
verdade a superficie de silica contém moléculas de agua que estio ligadas a
superficie por pontes de hidrogénio com os grupos silandis, assim a cabega de
fosfato de DHP encontra forte competigdo com as moléculas de 4dgua para se ligar
via ponte de hidrogénio a superficie de silica. Além disso, a pH 7,4 ¢ 0,01 M de sal

a superficie de silica estd negativamente carregada [Tadros e Lyklema, 1968;
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Milonji¢, 1987]. A pH 7,4, a densidade de carga sobre a silica ¢ —11 wC/cm?
[Tadros, Lyklema, 1968]. A repulsio eletrostatica afasta as moléculas anidnicas de
DHP da superficie da silica. Conseqiientemente, a adsor¢io de DHP mantém-se
bem abaixo das obtidas pata fosfolipidios em faixas de concentragbes equivalentes.
DHP nio deposita como bicamada continua sobre silica, mesmo para os menores
valotes de pH. O pKa do fosfato em vesiculas de DHP ¢é estimado como 6,5 — 7,0
[Carmona-Ribeiro e Hix, 1991]. Assim, diminuindo a carga da superficie da vesicula
de DHP pot diminuicio do pH de 7,4 a 6,4 ou 7,0 consistentemente, hi um

equeno, mas significativo aumento na adsorcao.
bl

Em contraste, a afinidade de DODAB, um anfifilico catibnico, por silica é
tio alta que adsorc¢io de bicamada parece ser sempre acompanhada por adesio de

vesicula as particulas de silica (figuras I11.2.2 e 1I1.2.3).
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Figura III.2.2 — Isotermas de adsor¢io de DODAB a partir de vesiculas pequenas
sobre AEROSIL OX-50 em Trs 10 mM, pH 8,2. Centrifugagio preliminar das
dispersdes de vesiculas (14000 rpm, 1h) for executado para ambas isotermas.
Interacdo entre vesiculas e particulas foi feita durante 1 hora a 42 °C, 1.e, acima da
temperatura de transicio de fase para bicamadas de DODAB. As vesiculas
utilizadas foram preparadas com 1 h () ou 92 horas de antecedéncia. A linha
horizontal representa a quantidade requerida para deposi¢do de uma bicamada de

DODAB por particula de silica, assumindo 0,6 nm® como 4rea por molécula de
DODAB.
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Figura II1.2.3 — Isotermas de adsor¢do de DODAB a partir de vesiculas pequenas
sobre AEROSIL OX-50 em Tris 10 mM, pH 7,4 a duas temperaturas diferentes de
interagdo e com (b) ou sem (a) centrifugacdo preliminar. Particulas e vesiculas
interagiram por 1 h a 25 ou 42°C. Nio foi observado efeito de centrifugagio ou
temperatura de interagdo dentro dos limites de erro experimental.

Uma observacao comum em todas as isotermas é que elas sio do tipo H (alta
afinidade). Em geral este tipo de isoterma é obtido quando o adsorbato tem tdo alta
afinidade que, em solugdes diluidas, é completamente adsorvido, ou pelo menos
quantidades remanescentes na solu¢io nio sio mensuriveis. A parte inicial da
isoterma ¢ vertical. As espécies adsorvidas s3o, freqiientemente, unidades grandes,
isto €, micelas i6nicas ou moléculas poliméricas [Giles et al, 1960]. Algumas vezes
as espécies adsorvidas sao ions simples que trocam com outros de menor afinidade
pela superficie [Giles et al, 1960]. Essa alta afinidade entre DODAB e silica é
compativel com a formagio de par i6nico entre os grupos silandis dissociados da
silica e os grupos amoénio quaternario do DODAB. Esta alta afinidade
possivelmente gera um agregado de vesiculas pequenas de DODAB sobre
particulas de silica, pois os niveis de adsorgio de DODAB em baixas concentra¢des
no sobrenadante sio maiores que o esperado para recobtimento com uma
bicamada. Contudo, com o aumento da concentragio de DODAB, a quantidade

adsorvida diminui, tendendo ao que é esperado para recobtimento com bicamada.

87



BIBLISTEC,
NSTITUTD DE QUimicA

dntvarsiads da San Panle
Em suma, isotermas de adsorgio para DODAB sobre silica pertencem ao tipo H

com um maximo (Hmx). Em geral, esse tipo de isoterma resulta da associa¢do do
adsorbato em solucio [Giles et al.,, 1960], isto é, aumentando a concentragiao de
DODAB, a interacdo vesicula/vesicula em solugido aumenta mais rapidamente que
a atragdo pelo substrato (sflica). Na verdade, vesiculas de DODAB sonicadas
interagem entre si devido a sua preferéncia por menor curvatura, presenca de
fragmentos de bicamada, tendéncia a formar lipossomos multilamelares, tendéncia
a fundir, etc [Carmona-Ribeiro, 1992]. Consequentemente, vesiculas que
permanecem em solugdo agem como seqiestradoras do excesso de vesiculas na
supetficie de silica e assim a deposicdo de bicamada ocorre somente em altas

concentracoes de DODAB no sobrenadante.

O efeito da idade das vesiculas sobre a adsor¢io foi determinado a pH 8,2
por 1 hora de interacio a 42°C. Vesiculas com duas idades diferentes foram usadas
(1 e 92 horas) (figura I11.2.2). Centrifugacdo preliminar foi feita antes de misturar
vesiculas e particulas. Dentro do erro experimental nio ha efeito da idade da
vesicula sobre a adsor¢io maxima ou sobre a deposigio de bicamada (figura
I11.2.2). Também, centrifugacdo preliminar ou estado fisico da bicamada nio parece
de importiancia na determinagdo da adsorcdo de DODAB sobre silica (figura
IT1.2.3). Isso é consistente com um mecanismo de adsorcio para DODAB
envolvendo a formagdo de par i6nico do tetralquilamoénio e o silanol deprotonado,
uma interagao de superficie que nio deve depender da fluidez da bicamada e deve
ser efetiva no surgimento da ruptura da bicamada em seu contato com a particula
de silica, a qual é essencial para o recobrimento com uma bicamada. Em geral, a
atracdo eletrostatica entre particulas de silica e vesiculas catidnicas efetivamente

gera a deposi¢ao de bicamada.

A figura II1.2.3 mostra o efeito da natureza do tampio e pH sobre a

adsor¢io de DODAB em particulas de silica hidrofilica.
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Figura II1.2.4 — Isotermas de adsor¢ao de DODAB a partir de vesiculas pequenas
sobre silica hidrofilica, em agua a 42°C (A) ou 10 mM Tris ou HEPES a pH 6,4 (B),
7,4 (C) ou 82 (D). A 4rea de silica foi fixada em 0,026 m* por mlL. A linha
horizontal representa a adsorgdo esperada para deposigaio de bicamada sobre
patticulas de silica, assumindo uma 4rea por molécula de DODAB igual a 0,6 nm”

Na figura II1.2.4, aumentando a densidade de carga da superficie, decorrente
do aumento do pH de 6,4 a 8,2, a quantidade maxima de DODAB adsorvida
aumenta. Também, em HEPES a adsorgdo parece ser sistematicamente maior do
que em Tris (figura 111.2.4 B, C e D). Isso pode ser explicado devido 2 auséncia de
adsorgdo especifica de HEPES sobre silica gerando uma maior densidade de carga
sobre a superficie. Em 4gua, quando a densidade de carga sobre a superficie da
silica é a menor possivel [Tadros e Lyklema, 1968], ha uma tendéncia de desor¢io
da bicamada (figura I11.2.4 A). A afinidade de DODAB pela silica mantém-se alta,
mas a adsor¢io monotonicamente decresce a zero em funcdo da concentracio de
DODAB no sobrenadante. Adsor¢io de bicamada de DODAB, atingida em
concentragdes baixas de DODAB no sobrenadante e devida a formagio de pares
i6nicos, as vesiculas adsorvidas podem ser facilmente removidas por interacdo

intervesiculas. Assim na menor densidade de carga de silica em 4gua (-1 uC/cm?

89



[Tadros e Lyklema, 1968], apesar da ocorréncia de deposi¢io de bicamada de
DODAB 2a baixas concentracées de DODAB no sobrenadante, o recobrimento

nio é estavel.

Cations  orginicos monovalentes como tetraetilamoénio  (TEA)
substancialmente aumentam a densidade superficial de silica em comparagio com a

densidade obtida na presenga de sais inorginicos monovalentes [Tadros e Lyklema,

1968] (Tabela I11.2.1).

Tabela III.2.1 - Densidade supetficial de carga sobre silica e vesiculas em funcio
do pH em 0,01M de KCI, NaCF?, ou cloreto de tetraetilamonio (TEA)®.

Densidade superficial de carga (uC/cm?)

Silica Vesiculas
pH 0,0t MKClI TEA 0,001M KCl DODAB DHP
6,0 -1 -10 2° -2
6,4 -3 -10 -1
74 -8 11
8,2 -18 -14
‘Carmona-Ribeiro e Midmore, 1992 ‘Em 0,010 M de NaCl

"Tadros e Lyklema, 1968

Tris também é um cition orginico em pH=8,0 e é comparivel ao TEA. A
mudanca do pH de 6,0 a 7,4 ndo causa substancial alteragdo na densidade
superficial de carga sobre a silica em presenga de 10 mM de TEA (tabela II1.2.1).
Assim, assumindo que a densidade superficial de carga da silica em Tris 10 mM
segue o mesmo padrio como em TEA em func¢ido do pH, nenhum efeito de pH
sobre a adsor¢io de DODAB entre pH 6,0 e 7,4 é esperado. De fato, na presenga
de Tris como tampdo, adsorgio de DODAB sobre silica ndo parece ser muito
afetada pelo pH na faixa de pH de 6,4 a 7,4. Em baixas concentra¢ées de DODAB
no sobrenadante, considerando as grandes barras de erro na figura II1.2.4, que sio
esperadas devido a sensibilidade do método (10 uM DODAB), uma significante
diferenga nas isotermas de adsor¢io de DODAB foi obtida em HEPES a pH 7,4 ¢
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8,2, consistente com —10 e —14 uC/cm” para densidades supetficiais de carga sobre
silica, respectivamente. Porém, comparando a adsorgao de DODAB em dois
extremos de densidade de carga com —1 (4gua pura, pH 6,4) e -11 pC/cm? (Tis 10
mM pH 6,4). Conclui-se que uma certa densidade de carga, maior que -1 uC/cm? é

requerida para estabilizar a bicamada catidnica adsorvida ao supotte de silica.

A figura I11.2.5 mostra como varia a adsor¢io de DODAB sobre silica
hidrofilica em funcio de densidade supertficial da silica em quatro concentragdes de

DODAB no sobrenadante.
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Figura III.2.5 — Adsor¢io de DODAB em silica hidrofilica em funcio da
densidade superficial de carga da silica em quatro concentragdes de DODAB no
sobrenadante: 0,25 mM (m), 0,50 mM , 0,75 mM e 1,00 mM . As
densidades superficiais de carga foram obtidas da tabela 111.2.1.

Podemos perceber que a adsor¢io de DODAB sobre silica hidrofilica
aumenta exponencialmente com a densidade superficial de carga negativa sobre a
silica. Esta dependéncia indica a adsorgao é dirigida via formacido de pares i6nicos
entte 2 o grupo amoénio quaternario da cabega polar do DODAB e os grupos

silanodis dissociados da silica.
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A figura 111.2.6 mostra a lineatizagio da isoterma adsor¢do de DODAB
sobre patticulas de silica hidrofilica em tampao Tris 10 mM, pH 7,4. A dispersio de

vesiculas foi previamente centrifugada e a interagao ocorreu por 1 hora a 42 °C.
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Figura II1.2.6 — Lincarizacio da isoterma de adsor¢io de DODAB a partir de
vesiculas pequenas sobre particulas de silica hidrofilica, em tampio Tris 10 mM, pH
7,4, a 42 °C, a dispersao de vesiculas foi previamente centrifugada.

A tabela 111.2.2 mostra as constantes de afinidade e adsor¢io maxima obtidas
pelas linearizagdes das isotermas de adsorcio dos anfifilicos (PC, DPPC e
DODAB) sobre silica hidrofilica.

Tabela II1.2.2 — Constantes de afinidade (k) e adsor¢io maxima ((x/m), . ),obtidas

pelas linearizacdes das isotermas de adsor¢ao dos anfifilicos (PC, DPPC e
DODAB) sobre silica hidrofilica em tampao Tris 10 mM, pH 7,4, assim como a
adsorgdo esperada para deposi¢do de uma bicamada (n,, ...

Vesicula Temperatura k (x/m), . D iamada
°C (10° L. . mol™) (10" moléculas / m?)
PC 25 19,8 32,4 28,6
DPPC 65 239 34 4 40,0
DODAB 42 632 454 33,3
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A partir dos linearizagdes das isotermas de adsor¢io é possivel definir uma
ordem de 4finidade entre as vesiculas e as particulas de silica hidrofilica: DHP < PC
< DPPC < DODAB.

Pode-se discutir a validade do modelo de Langmuir para obtencio dessa
ordem de afinidades das diferentes vesiculas pela silica hidrofilica. De fato o
modelo foi elaborado para adsor¢io de mondmeros a partir da solugdo sobre a
superficie adsorvente. Todavia, entendendo que a adsor¢io dos anfifilicos
formadores de bicamada se da a partir de vesiculas inteiras [Jackson et al, 1987;
Camona-Ribeiro e Midmore, 1992] podemos assumir a constante de afinidade

como uma constante de afinidade entre a vesicula e a superficie.

ITI.3 — Deposi¢ao de bicamada a partir de vesiculas sobre particulas

so6lidas determinada por oclusdo da merocianina 540.

A figura II1.3.1 mostra os espectros 6pticos de merocianina 540 (MC540) na
presenca de trés diferentes dispersdes de vesiculas: PC (figura 111.3.1 A), DPPC
(figura I11.3.1 B) e DODAB (figura I11.3.1 C).
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Figura I11.3.1 - Espectros 6pticos de MC540 mcorporada em vesiculas de PC (A),
DPPC (B), ou DODAB (C), a 1,00, 0,98 e 1,01 mM de lipidio, respectivamente,
abaixo (—) ou actma  da temperatura de transicao de fase. As vesiculas foram
obtidas por vortexa¢do em agua pura de um filme lipidico. A concentracio final de
MC540 foi fixada em 0,010 mM.

Os espectros indicam claramente a dependéncia da absor¢io de luz pela
MC540 com o estado fisico da bicamada e sobre a estrutura quimica do lipidio em
cada tipo de vesicula. Trés picos de absorbancia podem ser identificados nos
espectros: em 565, 530 e 500 nm, previamente desctito como marcador na forma
monomérica ou dimérica, ambos ligados a bicamada, ou o marcador na fase
aquosa, respectivamente |Lelkes e Miller, 1980; Arroyo et al, 1998]. A relagao de
intensidade mondémero/dimero tem sido relatada como a quantidade de defeitos

hidrofébicos na membrana [Lelkes e Miller, 1980; Arroyo et al, 1998].

A figura II1.3.2 mostra uma sugestao da localizacio da MC540, como

monodmero, sobre uma bicamada fosfolipidica, esta sugestiao foi adaptada de Lelkes

e Miller [Lelkes e Miller, 1980].
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Figura III.3.2 — Localizacio da merocianina 540 monomérica sobre a superficie de
uma bicamada fosfolipidica [Lelkes e Miller, 1980].

Uma vez adicionada ao compartimento externo das vesiculas, MC540 ira
particionar entre a membrana e a fase aquosa, mostrando um pico de absorbincia
em 565 nm, que é tipico da absor¢io de mondémero incotporado a superficie da
bicamada. A fracao de oclusdo do marcador a partir do marcador monomérico total
sobre a dispersiao de vesiculas 1rd dar uma medida quantitativa da deposi¢iao sobre a

silica em qualquer tempo.

Como a maioria das vesiculas foi preparada por injecdo etandlica, e o etanol
pode causar mterdigitagio de membranas fosfolipidicas [Komatsu e Rowe, 1991]
foi necessario verificar se a merocianina 540 seria capaz de se incorporar em
membranas interdigitadas, para isso seria necessario verificar se a presenca de
etanol modificaria o espectro de absorcio de luz pela MC540 em diversas
concentracoes de etanol. A figura I11.3.3 mostra os espectros de absor¢io de luz
pela MC540 em 4gua com diferentes concentragées de etanol, na auséncia de

qualquer dispersao lipidica.
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Figura II1.3.3 — Espectros de absorcio de luz pela MC540 em agua com diferentes
concentracdes de etanol a 25°C. '

Como mostrado na figura I11.3.3, os espectros 6pticos de MC540 em 4gua e
em presenca de etanol ndo sio modificados. A presenga ou auséncia de etanol nio
interfere no perfil do espectro de absorcio de luz pela MC540 em solugido. Assim
sendo, fomos verificar se a retirada de etanol por dialise exaustiva (4 trocas de 2
litros, 16 horas) alteraria o perfil do espectro de absorgio de MC540 em bicamadas.
A figura II1.3.4 mostra os espectros 6pticos de MC540 em presenca de vesiculas
pequenas de PC antes e depois da didlise, com uma concentragio inicial de etanol

de 7,5%, o que cotresponde a 1,29 molar de etanol.
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Figura II1.3.4 — Espectros de absor¢io de MC540 em presenca de vesiculas de PC
a 25 °C obtidas por inje¢do etandlica, com uma concentragdo final de etanol de
7,5%, antes (a) e depois (b) da dialise.

Como mostrado pela figura I11.3.4, a presenga ou auséncia de etanol, nio
mnterfere no espectro 6ptico de MC540 em vesiculas, o mesmo foi observado para
as outras vesiculas estudadas: nido houve efeito de etanol utilizado para a

preparagio das vesiculas.

A figura II1.3.5 mostra os espectros de absor¢ao de luz pela MC540 em
presenca de vesiculas grandes de DPPC, preparadas pelo método de dispersio de
filme lipidico em agua, na presenga de 2,0 mols/L de etanol. Também é mostrado o
espectro de absor¢io de luz pela MC540 na presenga de vesiculas grandes de
DPPC preparadas pelo método de injegdo etérea na completa auséncia de etanol,

assim como o espectro de MC540 em 4gua, na auséncia de vesiculas e etanol.
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Figura II1.3.5 — Espectros de absor¢io de luz pela MC540 em presenca de
vesiculas grandes de DPPC, preparadas pelo método de dispersdao de filme lipidico
em agua, na presenc¢a de 2,0 molar de etanol (—), a concentragao de DPPC era de
1,0 mM. O espectro de absor¢io de luz pela MC540 na presenca de vesiculas
grandes de DPPC preparadas pelo método de injecdo etérea na auséncia de etanol
~ também é mostrado, a concentragio de DPPC era de 0,77 mM. O espectro
de MC540 em agua também é apresentado = . A concentragio de MC540 fo1
fixada em 10” mols/L..

Como mostra a figura 1I1.3.5, a presenca de 2,0 mols/L de etanol nio
modifica o espectto da MC540 em relagio ao espectro em dgua. Quando
comparamos o espectro da MC540 com e sem etanol na presenga de vesiculas
grandes de DPPC percebemos que ha uma mudanga no perfil do espectro, o que
significa que a MC540 em presenca de vesiculas interdigitadas (com 2,0 mols/L de
etanol) nio se incorpora ha membrana. Pelo esquema mostrado na figura 111.3.2
podemos verificar que para a MC540 se incorporar na membrana a M(C540
necessita que os dipolos do grupamento glicerol estejam alinhados. Para uma
membrana interdigitada estes dipolos nido estio alinhados, e sim invertidos, assim

sendo a MC540 nio pode ser incorporada na membrana fosfolipidica interdigitada.

O pico de absorgdo em da MC540 na forma monomérica ligada a supetficie

da vesicula foi utilizado para seguir as cinéticas da deposicio de bicamada sobre
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particulas de silica. Por oclusdo, ha a conseqiiente redu¢iao do pico de absorgio a

565 nm quando a bicamada ¢ depositada sobre a particula de silica.

As figuras I11.3.6, 111.3.7 e T11.3.8 mostram como varia a absorbancia de
MC540 a 565 nm com o tempo, na presenga de vesiculas de PC, DPPC ou
DODAB, em tampio Tris ou HEPES 10 mM, pH 7,4, na presenca ou auséncia de

particulas de silica.
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Figura II1.3.6 — Cinética de absor¢io de luz pela MC540 em Ttis (a) ou HEPES
10 mM (b), pH 7,4, a 25°C na presenga ~ ou auséncia (——) de particulas de
silica. A 4area de particulas de silica presente é 0,026 m?, a concentracio de MC540
em todas as cinéticas é 10° molar. As vesiculas foram preparadas por injecio
etanolica. A rela¢do entre area de vesiculas e area de particulas é de 3,69 (a) e 4,76

(b).
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Figura II1.3.7 — Cinética de absor¢io de luz pela MC540 em Tris (2) ou HEPES
10 mM (b), pH 7,4, a 65°C ou HEPES, pH 7,4, a 25°C (c) na presenga ~ ou
auséncia (—) de particulas de silica. A area de particulas de silica presente é 0,026
m?% a concentracio de MC540 em todas as cinéticas é 10 molar. As vesiculas
foram preparadas por injegdo etandlica. A relacdo entre drea de vesiculas e area de

particulas ¢ de 3,38 (a) e 3,18 (b e c).
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Figura II1.3.8 — Absorbancia de MC540 a 565 nm e 25°C em fungio do tempo (A
e C) e espectro 6ptico de MC540 (B e D). MC540 em agua ou HEPES (—) ou em
S10, , ou em vesiculas pequenas de DODAB | que foram preparados por
sonicagio em agua (A e B) ou HEPES, pH 7,4 (C e D), ou em vesiculas pequenas
misturadas a particulas de silica . Concentragao de DODAB ¢ 0,675 (A e B) ou
0,702 mM (C e D). Concentracgao final de MC540 foi fixada em 0,01 mM.
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Pelas cinéticas apresentadas, podemos verificar que para vesiculas pequenas
de PC (figura II1.3.6), em Tris (a) ou HEPES (b), pH 7,4, as particulas de silica
causam uma diminui¢do na absorbdncia de MC540 a 565 nm, o que indica que a
MC540 esta sendo encapsulada entre a membrana devido ao contato com o

particulado de silica.

A figura I11.3.7 mostra que na presenga de vesiculas pequenas de DPPC em
Trs (a) ou HEPES (b), pH 7,4 a 65°C, em contato com as particulas de silica, a
MC540 esta sendo encapsulada entre a membrana e a particula de silica, pois a
absorbancia a 565 nm diminui com o tempo. Isso pode estar mostrando que as
vesiculas pequenas de DPPC se rompem e recobrem a silica com uma bicamada,

causando a oclusio da MC540 entre a membrana e a particula.

Uma pequena diminui¢io da absorbincia a 565 nm é observada para
vesiculas pequenas de DPPC em tampio HEPES, pH 7,4 a 25°C (figura II1.3.7, c)
o que estaria mostrando que abaixo da temperatura de transicio de fase, as
vesiculas nido se rompem ao contatar as particulas de silica, ocorrendo apenas

adesido das vesiculas sobre as particulas de silica.

Para MC540 imcorporada na superficie externa de vesiculas pequenas de
DODAB, o efeito das particulas de silica sobre absorbéncia a 565 nm em fungao
do tempo é mostrado na figura I111.3.8 A e C. Todos os controles essenciais foram
feitos para mostrar, por exemplo, que as particulas nio causam mudangas no
espectro da MC540 obtida em agua pura (Figura II1.3.8 B e D), mas as particulas
adicionadas 2 membrana causam redugdo da absorbincia da MC540, previamente
incorporada na membrana, a 565 nm. A porcentagem de reducio permite calcular a
fracdo de moléculas de lipidios que contribuem para oclusio do marcador (tabela
IT1.3.1). Essa tabela mostra a quantidade para o nimero de moléculas de lipidio que

contribuem para a oclusio por metro quadrado de silica depois de 1 hora de
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intera¢do, n, 4, que sio muito similares aqueles obtidos pelas isotermas de

adsorcio.

Tabela II1.3.1 — Oclusio de MC540 a partir da redugio a 565 nm depois da
interagdo entre vesiculas unilamelares lipidicas com MC540 adsorvida na superficie
externa e silica. A reducdo total de absorbancia (AA) em 1 hora de interacio entre
vesiculas e particulas foi calculado como uma porcentagem da absorbincia sem as
particulas (A,) quando as vesiculas marcadas externamente com MC540 foi
adicionada a dispersdo de silica a uma 4rea supetficial final de 0,026 m® A partir da
porcentagem de reducdo, o numero de moléculas de lipidios adsorvidas sobre silica
(410 fol calculado. Vesiculas de PC e DPPC foram obtidas por injegdo etandlica,
enquanto vesiculas de DODAB foram obtidas por sonicacdo. A concentracio de
lipidio final C esta expressa em mM.

Lipidio/C Tampio/temperatura 100AA /A, Dogs 1h Dyicamada
mM °C / 10" moléculas m™
PC/0,454 Tris/25 13,8 14,7 28,6
PC/0,588 HEPES/25 283 38,8 28,6
DPPC/0,584 Tris/65 26,6 36,3 40,0
DPPC/0,549 HEPES/65 339 43,5 40,0
DPPC/0,549 HEPES/25 14,9 19,2 40,0
DODAB/0,675 AGUA/25 283 44,3 333
DODAB/0,702 HEPES/25 33,8 54,9 33,3

Em temperatura ambiente, a deposi¢do de bicamada fosfolipidica nio parece
ser completa e/ou pode ser correspondente 3 mera agregacio de vesiculas sobre
particulas de silica como descrito a partir dos valores de n,4,,, que desviam dos
valores esperados para deposicao de bicamada (tabela II1.3.1). No entanto, para
vesiculas de DPPC misturadas com silica a 65°C, ha uma boa concordincia entre
1,4, 1 € O valor esperado para deposicio de bicamada. Possivelmente, deposigﬁo de
bicamada a temperatura ambiente pode ocorrer depois de um longo tempo e altas
concentragoes de fosfolipidios para se tornar completa devido a baixa afinidade dos

fosfolipidios pela superficie de silica.
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Para a adsor¢io de DODAB sobre silica, este método indica uma deposigiao
superior ao que seria esperado para adsor¢io de bicamada. As isotermas de
adsor¢do de DODAB sobre silica (figuras 111.2.2, I11.2.3, e 111.2.4) mostram que a
adsor¢io ¢é maior do que o esperado para deposigio de bicamada para

concentracoes inferiores a 1,0 mM.

As figuras 111.3.9, 111.3.10, I11.3.11 mostram as cinéticas de adsor¢ao de PC,
DPPC ou DODAB, respectivamente, sobre silica hidrofilica. As adsor¢oes foram
obtidas das cinéticas de absor¢ido de luz pela MC540 na presenca de vesiculas e

particulas de silica.
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Figura II1.3.9 — Cinética de adsor¢ido de PC sobre silica hidrofilica em Tris (m) ou
HEPES . As concentracoes de PC nas misturas eram 0,454 mM em Tris e 0,588
mM em HEPES. As cinéticas foram obtidas a partir da reducido de absor¢io de luz
pela MC540 em presenca de particulas de silica.
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Figura II1.3.10 — Cinética de adsor¢ao de DPPC sobre silica hidrofilica em Tris (m)
ou HEPES a 65°C ou em HEPES a 25 °C . As concentra¢des de DPPC nas
misturas eram 0,584 mM em Trs e 0,549 mM em HEPES. As cinéticas foram
obtidas a partir da reducdo de absor¢io de luz pela MC540 em presenga de
particulas de silica.
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Figura II1.3.111 — Cinética de adsor¢cio de DODAB sobre silica hidrofilica em
agua (m) ou HEPES a 25 °C . As concentragoes de DODAB nas misturas eram
0,675 mM em agua e 0,702 mM em HEPES. As cinéticas foram obtidas a partir da
redugio de absorgio de luz pela MC540 em presenga de particulas de silica.

Podemos perceber que o equilibrio na adsor¢ao de PC a 25 °C e DPPC a

65°C sobre silica ocotre por volta de 10 minutos (figura I11.3.9), enquanto que para
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I11.4 — Efeito de vesiculas sobre a molhabilidade de 6xido de silicio.

O efeito da presenca de vesiculas sobre a molhabilidade das superficies
planares de 6xido de silicio foi determinado por medidas de ingulo de contato,

utilizando o método de Wilhelmy modificado.

A figura I11.4.1 mostra as curvas tipicas de variacio de massa aparente
durante o avanco e recesso da superficie de S10, em contato com uma dispersio de

vesiculas de DPPC, ap6s 1 hora de interagio.
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Figura III.4.1 — Curvas tpicas de variagio de massa apatrente com o tempo
durante o avango (A) ou recesso (B) da superficie de SiO, em contato com uma
dispersio de vesiculas de DPPC, apés 1 hora de interagio.

A massa aparente na curva de avango (figura II1.4.1 A) parte de zero, pois

neste momento a limina de SiO, esta presa ao Dynometer, e sem contato com a
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dispersio de vesiculas, e o massa medida pelo Dynometer é zerado. A plataforma
com a dispersdo de vesiculas é movimentada em dire¢do a lamina de Si0,, em uma
velocidade de 1,5 mm/min, quando a limina entre em contato com a dispersio de
vesiculas é observado um aumento abrupto na massa aparente, neste instante a
massa aparente medida é a massa de dispersio de vesiculas que molha a superficie.
A partir do momento que a limina de SiO, entra na dispersio de vesiculas a massa

aparente diminui, devido ao empuxo exercido sobre a lamina de Si0O,,.

A curva de recesso (figura I111.4.1 B) comega no valor de massa aparente em
que o avanco foi interrompido. Durante o recesso a plataforma com a dispersio de
vesiculas é movida para baixo em uma velocidade de 1,5 mm/min. A massa
aparente observada aumenta em fungio do tempo devido a diminuigao do empuxo,
atingindo um maximo, que cortesponde a0 instante em que a limina irrompe da
dispersio de vesiculas, e neste instante o empuxo € zero, e a massa aparente medida
¢ a massa de dispersio de vesiculas que molha a limina de SiO,. Entio, a massa

aparente retorna a zetro, pois a massa da lamina foi zerada no inicio do avango.

Os pontos indicados na figura I11.4.1 representam as massas utilizadas para o
calculo de 4ngulo, ou seja, é a massa aparente no momento em que a superficie
solida (810,) entra em contato com a superficie liquida (dispersao de vesiculas),
neste momento o empuxo exercido pela solugio é zero e a massa aparente medida

é 1gual a massa de agua que molha a superficie.

A tabela II1.4.1 mostra os valores de tensdo superficial, angulo de contato
dindmico e histerese do angulo de contato dinimico entre a supetficie de SiO, e
dispersées de vesiculas pequenas de PC, DPPC ou DODAB em Trs ou HEPES
10 mM, pH 7,4, a 25°C e DPPC em Tns 10 mM pH 7,4 a 65°C. A condigio
experimental escolhida fo1 aquela correspondente a adsor¢io de bicamada obtida
pelas isotermas de adsorgdo sobre o particulado. Como a area disponivel na limina

de SiO, (2,754 cm® ¢é muito menor que aquela do particulado (260 cm?®), as
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concentra¢les finais de lipidio utlizadas foram proporcionalmente menores e na

faixa de micromolares.

Tabela I11.4.1 — Tensdo superficial (y), angulo de contato dindmico (8) de avango e
recesso e histerese de angulo de contato entre superficie de S10, e dispersoes de
vesiculas pequenas de PC, DPPC ou DODAB, em Ttis ou HEPES, pH 7,4, a 25°C
e DPPC em Tris pH 7,4 a 65°C ap6s 1 hora de interagio.

Vesicula Meio Concentracio  Temperatura Y Ovanco  Drecesso  Histerese
uM °C mN/m Graus
- Agua - 25 728 204 0 20+4
PC HEPES 7,4 | 6,3 25 66,9 0 0 0
Tris 7,4 49 25 67,7 816 0 816
DPPC HEPES 7,4 5,8 25 68,6 29t5 618 23+13
Tris 7,4 6,3 25 68,9 2185 313 19+7
Tris 7,4 6,3 65 46,9 48+3 918 38t6
DODAB HEPES 74 13,8 25 64,6 66t1  43%2 2212
Trs 7,4 13,2 25 65,3 713 50%1 2112

Pelos valores de tensdo superficial, podemos perceber que nao ha grande
adsor¢io dos anfifilicos na interface ar/agua, pois os valores de tensio superficial

das dispersdes de vesiculas a 25 °C e 4gua sdo bastante préximos.

A tensdo superficial da agua a 65 °C é 65,15 mN/m, enquanto que a obtida
para dispersio de DPPC a 65 °C é 46,9 mN/m, esta diferenca estd mostrando que
com o aumento da temperatura as vesiculas fundem na interface ar agua. A
dependéncia da tensio superficial de dispersdes de vesiculas com a temperatura ja
foi usada por Gugliotti et al para determinagdo da temperatura de transi¢io de fase
de vesiculas, uma vez que é justamente na temperatura de transi¢iao de fase que as
mesmas se fundem com a interface ar/dgua gerando uma diminui¢io abrupta da
tensdo superficial [Gigliotti et al. 1998]. E bem conhecido que durante a transi¢io
de fase de bicamadas, a coexistencia dos estados gel e liquido cristalino produzem

defeitos hidrofébicos na estrutura da bicamada [Gugliotti et al, 1998].
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Pelos dados de 4ngulo de contato dindmico apresentados, podemos observar
que ha uma aumento no valor de angulo de contato entre a superficie de SiO, e
vesiculas de DPPC a 65°C, enquanto que para vesiculas de DPPC a 25°C o va.ot
permanece Inalterado, quando comparado com o angulo de contato entre a
superficie de S10, e agua. Isso pode estar indicando um rompimento das vesiculas
quando entram em contato com a supetficie de S10,, a 65°C, deixando expostas
para o ar as cadetas hidrocarbonicas quando a superficie é retirada da dispersio de

vesiculas.

O 4ngulo de contato dindmico entre a superficie de SiO, e vesiculas de PC,
mostra uma diminui¢ido do 4dngulo de contato de avango quando comparada com o
valor de 4ngulo de contato de avango entre SiO, e agua, o que poderia estar
indicando que as vesiculas nio estio adsorvendo sobre a supetficie. Por estarmos
trabalhando com concentracoes muito baixas de anfifilicos, as vesiculas de PC
poderiam estar adsorvendo sobre as paredes do béquer , nio restando PC em

concentragio suficiente para adsorver sobre a supetficie de S10,,.

O angulo de contato dinamico entre a supetficie de SiO, e vesiculas de
DODAB, mostra uma diminui¢do na hidrofilicidade da superficie ap6s 1 hora de
interagdo, pois o valor do angulo de contato é maior quando comparado com o
valor de angulo de contato dinamico entre S10, e agua, o que: pode estar indicando
que as vesiculas estio rompendo, deixando suas cadeias hidrofébicas expostas para
o ar quando a superficie é retirada da dispersdo de vesiculas. O valor de angulo de
contato dindmico de avango concorda com aquele que ja foi obtido pela técnica de
gota séssil por Claesson, entre uma superficie de mica, um alumino-silicato, e uma

dispersio de DODAB em forga i6nica de 10 mM [Claesson et al., 1980].

Pelos valores de histerese que foram obtidos podemos dizer que ha uma
grande heterogeneidade sobre a superficie de SiO,, sendo esta heterogeneidade

sendo causada pela presenca de rugosidade na superficie, ou pela heterogeneidade
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quimica na superficie causada pela presenca dos anfifilicos sobre a superficie de

Si0,.

Os valores de angulo de contato de avanco entre as dispersoes de vesiculas e
superficie de SiO, segue a seguinte seqiiéncia: DODAB>DPPC>PC, a mesma
seqliéncia observada para as afinidades entre as vesiculas e as particulas de silica

obtidas pelas 1sotermas de adsor¢io.
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IV — Conclusoes

As afinidades das vesiculas pelas particul~s de silica obtidas pelas isotermas

de adsorcao seguem a seguinte sequiéncia: DODAB > DPPC > PC > DHP.

A centrifugacdo das dispersdes de vesiculas fosfolipidicas preparadas por
inje¢do etandlica é um procedimento que evita a superestimativa da adsorc¢ao destas

vesiculas sobre as particulas de silica.

Devido a repulsio eletrostatica existente as vesiculas de DHP (negativamente

carregadas) e as particulas de silica, também negativamente carregadas, a menor

afinidade pela silica fo1 a do DHP.

A afinidade das vesiculas fosfolipidicas, DPPC e PC, acima da temperatura
de transi¢do de fase é maior na presenca de tampio Tris em valores de pH menores
ou iguais a 7,4, isto é devido a adsor¢do do Tris sobre as particulas de silica. Esta
adsorcdo de Tris aumenta a densidade superficial de grupos —OH disponiveis para
a formacio de pontes de hidrogénio entre os grupamentos —OH do Trs e —P=0
dos fosfolipidios.

A adsor¢ao de DODAB sobre as particulas de silica é dirigida via formacao
de par 16nico entre os grupos silandis dissociados da silica e o grupo amonio
quaternario do DODAB. Esta adsorgio é favorecida por val(;res de pH mais altos,
em presenga de tampio HEPES, pois nesses valores de pH a densidade superficial

de carga da silica é maior, o que favorece a formagio de pares 16nicos.
MC540 nao se incorpora a bicamadas fosfolipidicas interdigitadas.

A adigio de particulas sélidas em dispersGes de vesiculas marcadas na
superficie externa com MC540 causa uma diminuigio da intensidade de luz
absorvida pela MC540, que indica a oclusio da MC540 entre as particulas e
vesiculas. A partir da redugido total de absorgio de luz pela MC540 é possivel inferir

sobre a quantidade de anfifilico depositada sobre a particula.
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A molhabilidade da superficie de SiO, sob condicées de adsorcio de
bicamada em presenca de vesiculas fosfolipidicas mostrou um grande aumento na
hidrofobicidade da superficie para DPPC a 65 °C e DODAB a tewuperatura
ambiente, indicando maior hidrofobicidade da superficie. Este aumento na
hidrofobicidade da superficie de SiO, estd de acordo com o esperado para
deposi¢io de bicamadas sob a agua e uma monocamada com cadeias

hidrocarbénicas expostas para o ar.

As trés metodologias empregadas (isotermas de adsor¢do, reducio da
absor¢do de luz pela MC540 e dngulo de contato dinamico) mostram a deposi¢cio

de bicamada de DODAB e DPPC sobre as superficies de silica na fase aquosa.
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V — Perspectivas

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

As perspec ‘ivas futuras para continuidade deste trabalho sido:

Determinar as cinéticas de adsor¢ao dos anfifflicos sobre as particulas de
sflica nas mesmas condi¢gdes das cinéticas obtidas pela reducdo de absorgdao
de luz pela MC540 em presenca de particulas de silica, talvez por um método

de filtracdao rapida em membranas de policarbonato.

Resolver a baixa afinidade dos fosfolipidios neutros pela silica hidrofilica em

baixa forg¢a i6nica utilizando silica hidrofébica como suporte.

Resolver a baixa afinidade dos fosfolipidios neutros pela silica hidrofilica
alterando a forca i6nica do meio para 150 mM (forga 16nica fisioldgica), pois

a atracdo de van der Waals ird aumentar com o aumento da for¢a ionica.

Determinar o efeito de pH sobre as densidades superficiais de carga em
diferentes solucdes tampao e correlacionar com as medidas de adsorgio de

vesiculas de carga oposta.

Determinar tamanhos e densidades superficiais de carga das particulas
hidrofilicas de silica antes e depois do recobrimento com membranas, a
partir de determinagdes de “light scattering” dindmico ou de potenciais-zeta

usando um ZetaPlus equipado com autocorrelator.

Determinar o efeito de particulas de sflica sobre a tensdo supetficial de
dispersdes contendo anfifflicos em fun¢io do tempo e da concentragio de

anfifflico ou particulado.

Determinar a molhabilidade de superficies planas de 6xido de silicio em
presenca das vesiculas de PC, DPPC ou DODAB em fungio da
concentragdo do anfifflico, fixo o tempo de interagio vesicula/superficie, e

do tempo de interagio vesicula /supetficie, fixa a concentragio de anfifilico.
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8) Determinar idngulo de contato estitico de superficies planares de SiO, em
presenca de vesiculas de PC, DPPC ou DODAB através de medidas
utilizando a técnica da gota séssil, para comparar com o ingulo de contato
dmnémico.

9) Determinar a espessura do filme formado sobre superficies planares de

6xido de silicio através de medidas elipsométricas.

10) Definir um possivel uso de particulas de silica recobertas com bicamada para
amplificar o reconhecimento biomolecular. Como par receptor-ligante cujo
reconhectmento podera ser amplificado sobre particulas-suporte de silica
recobertas com fosfolipidio, propomos o par monosialogangliosideo-toxina
da célera. Assim, o reconhecimento anteriormente amplificado em particulas
de poliestireno [Sicchierolli e Carmona-Ribeiro, 1995; Sicchierolli e
Carmona-Ribeiro, 1996] sera tentativamente amplificado em silica

hidrofébica ou hidrofilica recoberta com fosfolipidios.
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