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Resumo

Neste trabalho foram estudadas as interagdes entre os corantes cianicos
com dois croméforos (BCD) e monocamadas de Langmuir de fosfolipidio (DPPC).
Devido ao alto coeficiente de absorcao molar da luz na regiao » > 600 nm, ao
alto rendimento quéantico do estado tripleto, a alta fotocitotoxicidade e a alta
afinidade com estruturas celulares os BCD sao promissores para serem utilizados
em terapia fotodindmica.

Os estudos das caracteristicas da interacdo de BCD com a monocamada
sao importantes tanto para esclarecer os efeitos estruturais na interagdo de
monocamadas com outras moléculas quanto para suas aplicagbes em terapia
fotodinamica e em outras areas tecnoldgicas tais como nanoeletronica, fotonica
etc.

As isotermas de pressao superficial (z-A) obtidas mostram que os BCD e
as monocamadas interagem, pois as isotermas (n-A) se expandem conforme é
aumentado a porcentagem de BCD. Esta interacdo é dependente tanto da

estrutura do BCD quanto da forca idnica da subfase. A partir das isotermas (n-A)

foi obtido o mddulo de compressibilidade (Cs™ =—AZ—Z) das monocamadas, do

qual foram analisadas, de maneira mais detalhada, as modificacdes da
monocamada de DPPC devido a presenca dos BCD. Estas modificacoes
compreendem o aparecimento da fase liquida expandida (LE) e formagdo dos
dominios antecipada em comparacdo com a monocamada de DPPC puro. Foi
observado que a area minima por molécula e a elasticidade da monocamada na
fase condensada (C) aumentam juntos com a porcentagem dos BCD.

Na presenca de BCD 180° as isotermas de potencial superficial (AV-A)
sofrem uma expansdo, no entanto, o valor maximo do potencial permanece
inalterado. Isto indica que os BCD estimulam (antecipam) a orientacao das
moléculas de DPPC na interface ar-agua e, consequentemente, a co-orientagao
das cabecas polares do DPPC, mas nao contribuem no potencial superficial.

Foi observado que a presenca de NaCl na subfase aumenta o efeito dos
BCD na formacdo da monocamada DPPC. Acreditamos que este efeito sinérgico é

devido as interacdes mutuas dos éanions CI- com a carga positiva do grupo
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trimetilamonio da cabeca polar do DPPC e das cargas positivas do BCD com a
carga negativa do grupo fosfato do DPPC.

As imagens obtidas pela microscopia de angulo de Brewster mostram, em
concordancia com a analise das isotermas de pressdo (n-A) e de potencial (AV-
A), que a formacdo dos dominios, e conseqlientemente da monocamada, é
antecipada na presenca de BCD. Entretanto, a presenca do BCD nado altera o
formato dos dominios, mas diminui seu tamanho.

A analise realizada sobre os espectros de absorcdo 6ptica mostrou que os
BCD podem formar agregados tipos H na monocamada e nao foram observados
agregados tipo J.

Baseando-se na analise do efeito da estrutura dos BCD, na interacdo com
a monocamada, e dos espectros de absorgdao propusemos dois modelos de
interacdao dos BCD com a monocamada e acreditamos que o seguinte modelo é a
melhor modelagem do sistema:

- BCD se inseri na monocamada, paralelamente ao eixo da molécula de DPPC,
interagindo tanto com a cauda hidrofébica quanto com a cabeca polar.

Entretanto, os resultados obtidos ndao permitem excluir completamente o
segundo modelo proposto, no qual o BCD se localiza na parte polar da

monocamada, perpendicular ao eixo da molécula de DPPC.
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Abstract

In this work the interaction of cyanine dyes with two chromophores with the
DPPC phospholipid Langmuir monolayers was studied. Due to their high optical
absorption in the region A > 600 nm, high triplet state quantum yields, high
photocytotoxicity and high affinity with cell structures the BCD are promising for
application in photodynamic therapy.

The study of the interaction of BCD with monolayers is important to clarify the
structural effects on the monolayer interaction with other molecules as well as for
application in photodynamic therapy and in other fields of technology, such as
nanoelectronics, photonics, etc.

The superficial pressure isotherms (n-A) demonstrate that BCD do interact
with monolayers, the (n-A) isotherms being expanded when the BCD relative content

increases. This interaction depends on the BCD structure and the subphase ionic

strength, as well. The curves of the compressibility module (Cs™ =—AZ—Z) of the

monolayers were obtained from the (n-A) isotherms, which were used for detailed
analysis of the DPPC monolayer formation in the BCD presence. The analysis
demonstrated that the monolayer expanded liquid phase and the domain were
formed earlier in the BCD presence than for pure DPPC. It was observed that
both the minimum area per molecule and the condensed phase elasticity
increased when the BCD relative content increased.

In the presence of BCD 180° the superficial potential isotherms (AV-A) were
expanded, but the maximum potential value was unchanged. This indicates that
BCD stimulated the DPPC molecule orientation on the air-water interphase and,
consequently, the co-orientation of the DPPC polar heads, but did not contribute
itself in the surface potential.

It was observed that NaCl in the subphase increased the BCD effects on
the DPPC monolayer formation. We suppose that this synergetic effect is due to
the mutual interaction of CI° anions with positive charges of the
trimethylammonium group of the DPPC polar head and that of positive BCD

charges with its phosphate group negative charges.
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Images obtained with the Brewster microscopy confirmed that BCD
stimulated the domain and, consequently, the monolayer formation in accordance
with the (n-A) and (AV-A) analysis. At the same time the BCD did not change the
domain geometry, but reduced their sizes.
The analysis of the BCD optical absorption spectra demonstrate that the BCD
molecules in the monolayer form H aggregates and no J aggregates were observed.
Basing on the analysis of the BCD structure effects on the monolayer
formation we can propose two models of the BCD - monolayer interaction and
we believe that the follow model is better:

- the BCD molecule is inserted in the monolayer interior being parallel with the
DPPC molecule axis and interacting with both hydrophobic and polar DPPC
parts;

However, our data are not sufficient to exclude completely the possibility for the

BCD molecule to be localized just in the polar head monolayer part being

perpendicular to the DPPC molecule axis.
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Capitulo 1: Introducéao

A neoplasia maligna é comumente denominada de cancer ou cancro. Em
2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Do
total de ébitos por cancer ocorridos em 2005, mais de 70% ocorreram em paises
de média ou baixa renda (WHO 2006). Estima-se que em 2020 o numero de
casos novos anuais seja da ordem de 15 milhdes. Cerca de 60% destes novos
casos ocorrerao em paises em desenvolvimento.

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e validas também para o ano
de 2009, apontam que ocorrerdao 466.730 casos novos de cancer, segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), 6rgao do Ministério da Saude.

As terapias convencionalmente utilizadas para o tratamento do céncer sao
a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia e a imunoterapia.

Atualmente a cirurgia é considerada o tratamento mais eficaz do cancer
de tumores localizados, mas é ineficaz contra metastases, tumores disseminados
ou inoperaveis a sua localizacdo e evolugdo, e geralmente mutila o paciente. A
radioterapia é considerada a segunda melhor forma de tratamento do céncer,
principalmente contra células que se dividem rapidamente e cénceres nao
amplamente disseminados, porém apresenta severos efeitos colaterais, tais
como a debilitacdo do estado geral do paciente. A imunoterapia utiliza-se de
vacinas contra certos tipos de canceres e sua efetividade tem aumentado quando
combinada com técnicas de biologia molecular, mas atualmente somente é
efetiva contra um pequeno numero de células tumorais. A quimioterapia
utiliza-se de farmacos, sendo util principalmente para canceres disseminados e
sua efetividade depende do estagio do tumor; possui pequena efetividade contra
metdstases ou tumores de crescimento lento, induzindo uma grande toxicidade
as células normais vizinhas e, além disto, o cancer pode desenvolver resisténcia
aos medicamentos, diminuindo a efetividade do tratamento (Franks e Teich
1990).

Por causa de limitacdes e efeitos colaterais ndo desejaveis, que os
métodos convencionais possuem no tratamento, um dos constantes desafios da
ciéncia moderna é a busca de novos caminhos para o tratamento do cancer.
Dentre estes caminhos a terapia fotodinamica (TFD) se apresenta como

técnica em uso clinico contra diversas enfermidades, inclusive o cancer, com a
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vantagem de nao possuir efeitos colaterais negativos. A TFD utiliza-se de

compostos ativados através da luz (fotossensibilizador) e estd em

desenvolvimento em diversos paises, inclusive no Brasil, onde sua aplicacdo

clinica ja apresenta sucessos no tratamento. A eficiéncia da TFD esta

diretamente relacionada aos fotossensibilizadores (FS) utilizados. Tais compostos

devem possuir algumas caracteristicas especificas (Bonnett 2001):

a;) baixa ou nenhuma toxicidade no escuro;

a;) bom comportamento farmacocinético, isto &, seletividade pelo tecido
tumoral;

as) facil excrecdo do corpo do paciente;

a4) absorcdo intensa na regido espectral visivel, preferencialmente na regido A >
600 nm, onde os tecidos bioldgicos sao relativamente transparentes.

Os corantes cianicos com dois croméforos (BCD) sdo compostos fotoativos

promissores para serem utilizados em TFD por apresentarem:

b,) absorcdo dptica intensa (¢ % 10°) em 4 > 580 nm;

b,) rendimento quantico do estado tripleto relativamente alto (> 40%) ja em
solucdes homogéneas (Ochsner 1997; Kuzmin et al. 1976);

bs) alta afinidade com moléculas de DNA (Schaberle 2002) e tensoativos;

b,) alta fotocitotoxicidade contra varias linhagens de células malignas mostrada
recentemente por nosso grupo de pesquisa.

A acdo de muitas drogas € mediada pela membrana bioldgica. Esta
mediacao (interacdo) pode modificar as caracteristicas fisico-quimicas da droga,
afetando sua efetividade nas aplicagdes. Por isto, o estudo das interacdes de
drogas com membranas é necessario. Analisando os efeitos da interacdo nas
caracteristicas das drogas podem-se determinar suas constantes de ligagdo e a
localizacdo na estrutura da célula. Por outro lado, a interacdo com drogas, em
nosso caso com BCD, pode afetar as caracteristicas da membrana, tais como sua
rigidez mecéanica (flexibilidade) ou potencial elétrico de sua superficie. Devido a
complexidade das membranas bioldgicas, estes estudos sao realizados utilizando
modelos de membranas simplificados denominados sistemas modelos
biomiméticos. Estes sistemas modelos podem ser agrupados em monocamadas,
bicamadas planas, lipossomos ou vesiculas (Gennis) e micelas, sendo que, cada

modelo apresenta vantagens e desvantagens.
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As monocamadas de Langmuir sao consideradas um modelo simples, mas
muito eficiente (Phillips e Chapman 1968) que pode mimetizar as principais
caracteristicas de uma membrana bioldgica. A vantagem de se utilizar
monocamadas de Langmuir € o controle sobre suas caracteristicas mecanicas e
elétricas. Isto é possivel porque se controla o empacotamento dos fosfolipidios,
gue pode assim mimetizar varios estagios da estrutura da membrana (Pavinatto
et al. 2007), além disto, as monocamadas permitem investigar interacdes entre
moléculas em um arranjo com estrutura bem definida (Mifioes et al. 2002).

Filmes fabricados a partir do processo de deposicao Langmuir-Blodgett
(LB) possuem diversas aplicacdes tecnoldgicas tais como memorias, sensores,
litografia, dispositivos oticos ndo lineares, dispositivos eletrénicos (eletronica
molecular), etc (Oliveira Jr 1990, Yang et al. 1994). A técnica LB consiste na
transferéncia das monocamadas formadas na interface ar-agua para substratos
sOlidos (Blodgett 1935; Blodgett e Langmuir 1937). Defeitos como pinholes,
fissuras (cracks) e dobras (folds) da estrutura (Yang et al. 1994), na
monocamada formada na interface ar-agua, podem limitar as aplicacdoes dos
filmes LB. Por isto é fundamental conhecer e controlar as propriedades destas
monocamadas.

Os corantes organicos, em particular, da classe das cianinas, possuem alta
afinidade com estruturas celulares, principalmente com &cidos nucléicos
(Yarmoluc et al. 2000; Ogulchansky et al. 2000) e por isso sdao amplamente
utilizadas como agentes de contraste em biologia celular. Além de seu potencial
em aplicagcbes médicas, também sdao amplamente usados em varios campos
tecnoldgicos: discos oticos (Tani et al. 2008), fotossensibilizadores em
fotografias (James 1977), otica ndo linear (Grishina et al. 2008, Owen et al.
1998) etc.

Devido as vantagens acima listadas, neste trabalho utilizaram-se as
monocamadas como sistema mimético da membrana bioldgica e como estruturas
importantes da nanotecnologia. O objetivo do estudo é compreender como a
incorporacao dos BCD na monocamada formada de um fosfolipidio (DPPC), afeta
o processo da formacao da monocamada, como se modificam as caracteristicas
estruturais e elétricas da monocamada devido a presenca de BCD e determinar a

localizagao dos BCD na monocamada. Os estudos foram realizados em fungao da
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estrutura espacial dos BCD, de sua concentracdo na monocamada e da influéncia

da forga i6nica na subfase (0,2 M de NaCl).
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2.1 Corantes Organicos

2.1.1 Corantes Cianicos

Estruturalmente, os corantes cidnicos (CC), ou simplesmente cianinas, sao
corantes polimetinicos que podem ser definidos como sais monoacidos em que
dois nucleos heterociclicos, possuindo pelo menos um atomo de nitrogénio, estao
ligados por uma cadeia de ligagOes duplas conjugadas (conjugacao-r, figura 2.1).
Embora um atomo de nitrogénio seja tercidrio e o outro quaternario, o grupo
acido nao pode ser visto como ligado mais a um do que ao outro nitrogénio.
Desta forma, uma cianina é vista como um hibrido de ressonancia de duas
estruturas canoénicas, pois nenhuma férmula simples fornece uma representagao

completa do composto (Almeida; Armitage 2005).

ALpAAIC

Figura 2.1: estrutura geral dos corantes cianicos

A cor intensa apresentada pelas cianinas estd associada a interacao de
ressonancia entre os atomos de nitrogénio nos dois extremos da cadeia
conjugada, envolvendo o “movimento” da carga negativa (Almeida). As cianinas
podem absorver em um intervalo muito extenso do espectro eletromagnético,
desde os 340 nm aos 800 nm, ou seja, desde o ultravioleta até ao infravermelho
proximo, devido as diversas variacOes estruturais. O comprimento de onda de
absorcao é influenciado, em primeiro lugar e, com efeito, mais significativo, pelo
tipo de anel heterociclico e pelo niumero de ligagdes duplas conjugadas entre os
dois nitrogénios, ou seja, pelo comprimento da cadeia metinica. Em segundo
lugar, pela simetria, ou ndo, dos anéis heterociclicos presentes, pela natureza do
grupo alquila, pelos substituintes presentes tanto na cadeia metinica, como nos

anéis, etc. Outras variag0es igualmente importantes sdo a natureza do contra-
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ion, que vai condicionar a solubilidade e o grau de cristalizacdo das cianinas, € a
rigidez do sistema conjugado que aumenta drasticamente a fluorescéncia destes.

Os espectros de absorcao das cianinas apresentam tipicamente curvas de
absorcao estreitas (~ 80 nm na base) e afiladas, o que lhes confere cores
limpidas e brilhantes, com absortividades molares maximas elevadas, desde
3x10* M! cm™ nas monometinocianinas até 2,5x10° M! cm™ nas cianinas de
maior cadeia (tri- e pentametinocianinas). No entanto, verifica-se que para
maiores cadeias, a partir das heptametinocianinas, estes valores comecam a

diminuir.

2.1.2. Corantes Cianicos com dois Cromoforos

Para deslocar o espectro de absorcdao do corante cidnico para regido de
maiores comprimentos de onda e aumentar suas absortividades molares é
necessario aumentar o comprimento de sua cadeia polimetinea. Isto torna a
estrutura do corante mais flexivel e menos estavel, diminuindo os tempos de
vida e rendimentos quanticos dos seus estados excitados e sua estabilidade
quimica. Outro fator negativo dos CC é o processo de fotoisomerizacdo da sua
cadeia polimetinea, que também diminui os tempos de vida e rendimentos
quéanticos dos seus estados excitados, diminuindo assim sua fotoatividade. Os
corantes cianicos com dois croméforos (bichromophoric cyanine dye, BCD)
pertence a classe dos CC, sendo uma combinacdo de dois monomeros de CC
(figura 2.2) que se diferenciam pelo angulo entre os cromoéforos (Kuzmin et al.
1976). A combinacdo de dois mondmeros reduz o tamanho da cadeia
polimetinea, diminuindo assim, os fatores negativos acima listados. A estrutura
do heterociclo central determina o angulo entre os cromoéforos e a interagao

entre eles.

heterociclo
central

@EW AT
N /n-1 Tf 'J/)

| n-1

v

Figura 2.2: estrutura geral dos BCD, sendo a o dngulo entre os croméforos.
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Os BCD possuem alta absorcdo otica na regido visivel com ¢ maior que o
dos CC, e tem rendimento quantico do estado tripleto (¢, ) relativamente alto (>

20%) ja em solugcdes homogéneas (Borisevitch et al. 1976). Além disto,
diferentemente dos CC, os BCD nao sofrem fotoisomerizacao e o deslocamento
dos comprimentos de onda da sua banda de absorcao pode ser realizado nao
pelo aumento do comprimento da cadeia de conjugagao-n, mas pela variagao da
interacdo entre os seus cromoforos (Schaberle 2007).

Uma propriedade particular dos BCD é a presenca de duas bandas de
absorcao (figura 2.3) na regido espectral visivel, cujas intensidades relativas
dependem do angulo entre os croméforos. O aparecimento destas duas bandas
ocorre pela interacdao entre os croméforos dos BCD por dois mecanismos:
interacao dipolo-dipolo entre os cromdéforos e o tunelamento do elétron de um
cromoforo para outro através do heterociclo central (Cantor e Schimmel 1980,
Borissevitch 1978).

1,04
0,8
BCD
—180°
© 0,64 —— 150°
8 90°
«C
=
8 014_
o]
<
0,2 -
0,0 T T T T T 1
450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)
Figura 2.3: espectros de absorgdo dos corantes cianicos com dois cromoéforos com angulos de
18009, 1500 e 90° entre os cromdforos em agua.
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As interacOes, acima citadas, dependem do angulo entre os cromoéforos, da
estrutura do heterociclo central e do comprimento das cadeias polimetineas. Os
calculos mostram que para um corante cianico com um cromoéforo é esperada
apenas uma transicao eletronica So-S;, no entanto, para os BCD ocorre o
desdobramento (splitting) deste nivel, dando origem a duas transicoes
eletronicas. Este desdobramento ocorre pela soma dos efeitos de tunelamento e

de interacao dipolo-dipolo (figura 2.4) (Borissevitch 1978).

cianina ; biscianina
i D-D Soma
iTunelamento -
§ L | 8h
i L S}] L |8h

So

Figura 2.4: esquema de niveis para os BCD com os efeitos de tunelamento e interagdo dipolo-
dipolo entre os cromodforos (Borissevitch, 1978)

2.2 Membranas Bioldégicas e Monocamadas de Langmuir

2.2.1. A evolucédo dos modelos de membrana

As primeiras idéias sobre a existéncia de algum tipo de membrana foram
apresentadas por Schleiden e Schwann em 1839. Apds este fato, inUmeros
estudos/experimentos se seguiram. E interessante observar que a maioria destes
estudos indicava ou determinava caracteristicas elétricas das membranas como
diferenca de potencial, resisténcia e capacitancia. A partir das medidas de
capacitancia, realizadas por Fricke em 1923, foi sugerido que as membranas
teriam dimensdes moleculares (Robertson 1981). A hipétese de que a bicamada
lipidica seria uma caracteristica fundamental das membranas foi sugerida pela
primeira vez por Gorter e Grendel em seu trabalho com células vermelhas de
sangue em 1925 (Gorter e Grendel 1925).
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Em 1935, Danielli e Davson apresentaram um modelo da estrutura celular
gue posteriormente eles generalizaram na teoria “pauci-molecular”, a qual dizia
gue todas as membranas bioldgicas tinham um nucleo, denominado “lipoid”,
limitado por monocamadas de lipidios com as cabecgas polares dos lipidios
apontados para fora e cobertos por monocamadas de proteinas (figura 2.5 a). Na
década de 50, com o advento do microscdpio de elétron, um novo modelo de
membrana foi proposto: “unit membrane model” (figura 2.5 b). Neste modelo, as
membranas seriam constituidas de uma bicamada lipidica com as cabecas
polares dos lipidios apontadas para fora e cobertas por monocamadas de
moléculas ndo lipidicas com uma preponderancia de carboidratos na superficie
externa (Robertson 1981). Este modelo foi construido tendo como base o modelo
de Danielli e Davson, diversos trabalhos (Robertson 1957, Robertson 1958) de
Robertson e na teoria da “unit-membrane” também desenvolvida por ele
(Robertson 1960, Robertson 1963). Por estes fatos, o “unit membrane model”,

as vezes é denominado de modelo Danielli-Davson-Robertson (DDR).

FXTEROR EXTERIOR
oo e rVVVVVVVVVYYY
e 11171111111

e |[1]1111]1]]11]]

oo INTERIOR

(@) (b)
Figura 2.5: esquema dos modelos de membrana lipoid (a) e unit membrane model (b)

Na década seguinte, modelos alternativos ao modelo da “unit-membrane”
foram propostos. Dentre estes, pode-se citar os modelo de Sjoéstrand, Lenard e
Singer (Figura 2.6 a), Green e Benson (Figura 2.6 b). A base destes modelos era
gue a bicamada nao era a estrutura dominante, mas que as moléculas de lipidios

estavam arranjadas em varios padroes na membrana (Robertson 1981).
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(b)

Figura 2.6: esquema dos modelos membrana de Sjéstrand (a) e de Green e Benson (b)

O modelo de membrana aceito atualmente e que ja passou por algumas
modificagdes, foi proposto primeiramente em 1972 por Singer e Nicholson e é
denominado modelo mosaico fluido (figura 2.7) (Singer e Nicolson 1972).
Neste modelo, a bicamada é retomada, e as proteinas adquirem uma nova
distribuicdo. As proteinas encontram-se parcial ou totalmente embebidas na
bicamada, flutuando neste “mar” de moléculas de lipidios (Robertson 1981,
Singer e Nicolson 1972), além de poder se difundir lateral e rotacionalmente
(Jones e Chapman 1995). De acordo com este modelo, os lipidios sao
responsaveis pelo isolamento do interior celular e servem como matriz para as
proteinas que regulam as trocas de substancias e a comunicagao entre o meio

intra e extracelular (Wisniewska et al. 2003).

lipidics

Figura 2.7: esquema do modelo de membrana mosaico fluido

Os lipidios da membrana sdao moléculas com carater anfifilico, ou seja,

possuem um grupo apolar (hidrofébico) e outro pélar (hidrofilico) que pode ou
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ndo conter cargas. Assim pode-se dizer que a estrutura da membrana é
composta por trés regides distintas, caracterizadas por diferentes constantes
dielétricas (&) (Tanford 1980):

a:) regido interna hidrofdbica: formada pela parte apolar das moléculas de
fosfolipidios. Esta regido ndao contém agua e é caracterizada por uma baixa
constante dielétrica.

a,) regido superficial: formada pela parte polar do fosfolipidio.

as) regido intermediaria: compreendida entre a parte polar da membrana e o
meio aquoso e é caracterizada pelo alto gradiente de constante dielétrica
numa distancia que varia de acordo com a forga i6nica do meio.

Entre os modelos de membrana biolégica as monocamadas de Langmuir
apresentam algumas vantagens com relagdao aos outros modelos: sao planas,

homogéneas e estaveis (Eeman et al. 2006).

2.2.2. Monocamadas de Langmuir

As monocamadas sao peliculas monomoleculares formadas na interface ar-
agua, podendo ter composicdo e grau de compactacdo variavel (Caseli 2005).
Algumas vantagens das monocamadas de Langmuir sdo: auséncia do efeito de
curvatura, como ocorre com as vesiculas, e o controle preciso do
empacotamento (Brockman 1999).

A denominacdo monocamada de Langmuir deve-se a técnica mais antiga
empregada para se caracterizar uma monocamada: a balanca (cuba) de
Langmuir (Jones e Chapman 1995), mostrada na figura 2.8. A balanca de
Langmuir permite controlar a densidade de moléculas na interface através do
controle da area por molécula, ou seja, pelo posicionamento das barreiras. Desta
forma, as propriedades da monocamada sao controladas, por isto, a
monocamadas € um modelo de membrana muito Gtil.

A técnica de Langmuir é baseada no espalhamento de uma substancia
anfifilica na interface ar-dgua, sendo que essa substancia deve apresentar
caracteristicas de insolubilidade e apresentar um coeficiente de espalhamento
favoravel a ocorréncia desse processo, ou seja, deve se orientar na interface de
forma a minimizar sua energia livre (Langmuir 1917). Na figura 2.9 é mostrado

um esquema da formacao de monocamada de Langmuir dividida em trés partes:
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bi) espalhamento das moléculas na interface ar-agua;

b,) etapa de compressao;

bs) monocamada no estado condensado.

Figura 2.8: Esquema ilustrativo da balanca de Langmuir com a placa de Wilhelmy e as barreiras

Placa de

Wilhelnty .

Barreira Barreira
- |

[ i g [

L

Monocamada Cobrindo a Superficie

moveis.

| — Espalhamento das moléculas na interface ar/ agua

ol I- 2 e
: 4
Fth [ ] OU O O O0UT OOl —

% Formagdo do filme monomolecular no estado gasoso

2 — Compressdo da superficie do filme

L TR (e
‘ -..-..-..C.CJCJ(JL/(J [0 &SI &I & T S— ‘

% Organizacdn molecular na interface

3 — hMonocamada no estado condensado

% Filme monomolecular perfeitamente organizado na interface ar fdgua

Figura 2.9: Esquema do principio da formacao de filmes de Langmuir. Figura adaptada de
GIRARD-EGROT et al. 2005.

O processo de formacdo e as técnicas de estudo das monocamadas

Langmuir e suas caracteristicas, sdo mais detalhadamente discutidas no Capitulo

3.
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Capitulo 3 Teoria dos Métodos Experimentais

3.1. Introducao

Neste capitulo sdo descritos os métodos e técnicas utilizadas para a
caracterizacao das monocamadas de Langmuir. Para a realizacao do presente
trabalho foram utilizados equipamentos disponiveis no Instituto de Fisica de Sao
Carlos (IFSC-USP), no Departamento de Fisica e Matematica (DFM) e no
Departamento de Quimica (DQ) ambos da Faculdade de Filosofia Ciéncias e
Letras de Ribeirdao Preto (FFCLRP-USP).

3.2. Técnicas de caracterizacdo das monocamadas de
Langmuir

Ha varias técnicas que sdo utilizadas para a caracterizacdo das
monocamadas. Neste trabalho foram utilizadas as técnicas, ditas convencionais,
pressdao superficial e potencial superficial, além de microscopia de angulo
Brewster e absorcao Otica. Nesta secdo, tais técnicas sao descritas de maneira

sucinta.

3.2.1. Presséo Superficial (r)

As moléculas anfifilicas na superficie de uma solucdo aquosa reduzem sua

tensdo superficial de um valor y,, caracteristico a essa solugdo, para outro valor
y. A diferenca entre a tensdo superficial na auséncia e na presenca das

moléculas anfifilicas é definida como pressao superficial (n):

T=Yo "V (3.1)

Ao comprimir a monocamada através das barreiras modveis (vide figura
2.9), a area média ocupada por uma molécula anfifilica na superficie diminui, e
como conseqliéncia, aumenta a densidade superficial de moléculas, diminui a
distancia e aumenta a interacdo entre elas. Isto, por sua vez, provoca o aumento
da pressao superficial. Desta forma obtém-se uma curva de pressao superficial

em funcdo da area média por molécula (normalmente na ordem de angstrons
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quadrados (A?), figura 3.1). Esta curva é denominada isoterma de pressdo

superficial

monocamada e transicdes entre estas fases.

Monocamada colapsada
L&auu
iz N

|
60

“ ¢ <—— Solido

LE-LC

Pressio de Superficie N / m)

Gas |

=0
A/ Molécula

Fase
Condensada

Liquido Condensado PIERNEES
0 -
c”“ Fase
. .. - Flada
- Liquido Expandido | | $ddEds

Fase
Gasosa

b B B e

(n-A) e através dela podem ser identificadas varias fases da

Figura 3.1: exemplos de isotermas (n-A) de diferentes fosfolipidios em diferentes fases.
Adaptada de (Girard-Egrot et al. 2005).

possiveis fases que uma monocamada pode adquirir.

Na figura 3.1 estdo indicadas regides distintas que representam as

Abaixo segue a

denominacdo e descrigdo de cada fase (Ferreira et al. 2005):

a;) fase gasosa (G): as moléculas estdo muito distantes umas das outras, ndo

ha interacdao entre elas e a orientacdo das caudas hidrofdbicas no espaco é
aleatéria (podem até estar “deitadas” na superficie). A pressao superficial

nesta fase é aproximadamente zero;

a,) fase liquida-expandida (LE): quando as moléculas se aproximam, de tal

modo que uma pode sentir sua vizinha mais proxima, e as caudas ainda
orientadas aleatoriamente possuem menor inclinacdo em relagdo a vertical.
No fim desta fase dominios da

comegam aparecer 0s primeiros

monocamada;

as) transicdo de fase liquida expandida/liquida condensada (LE/LC): coexisténcia

das fases LE e LC. O numero de dominios aumenta e ocorre a aproximacao

destes;
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a,) fase liqguida condensada (LC): as moléculas estdo mais préoximas, podendo
ocorrer o contato fisico entre elas (aproximacdo dos dominios);

as) fase condensada (C) ou sdlida (S): o empacotamento das moléculas é tal
gue todas as caudas estdo orientadas verticalmente. Uma maior compressao
da monocamada provoca o colapso;

as) colapso da monocamada: desorganizagdao da estrutura monomolecular,
podendo formar bicamadas e multicamadas, e também a dissolucdo do

anfifilico na subfase.

3.2.1.1 Médulo de Compressibilidade Superficial (Cs™)

O moédulo de compressibilidade superficial é definido matematicamente

como.
or
Cl=-4=—"— 3.2
s A (3.2)

em que n € a pressao superficial e A é a area considerada.
A magnitude de C§1 esta relacionada ao estado da formacdao do filme,

sento tanto maior quanto mais condensada for a monocamada. De acordo com
(Davies e Rideal 1963) existe uma correlagao entre os estados da monocamada

e os valores de Cs™.

3.2.2 Potencial Superficial (AV)

Medidas de potencial superficial (AV) é outra possibilidade de controlar o
estado da monocamada no nivel microscopico monitorando as variacdes das
caracteristicas elétricas do filme devidas a orientacdo das moléculas anfifilicas na
superficie. No entanto, é muito dificil discriminar diretamente quais sdo os
processos microscopicos que contribuem na voltagem macroscépica medida
(Taylor et al. 1990). Devido a estas dificuldades, os modelos encontrados na
literatura ainda sao considerados incompletos.

Os modelos mais conhecidos sao (Taylor et al. 1990, Demchak e Fort
1974, Vogel e Mbbius 1988):
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b;) de Helmholtz: relaciona as variacdoes de potencial superficial com as
variagdes do momento de dipolo médio das moléculas que formam a
monocamada;

b,) de Demchak e Fort (DF): considera a monocamada como um capacitor de
trés camadas;

bs;) de Vogel e Mébius (VM): este modelo se difere do anterior por considerar a
monocamada como um capacitor de somente duas camadas.

Neste trabalho utilizou-se o modelo de Demchak e Fort (figura 3.2), pois
até o momento, este modelo tem sido a melhor aproximacdo para analises
quantitativas de dados do potencial superficial (Taylor et al. 1990). Cada camada

do capacitor é caracterizada por um momento de dipolo (g, ) e pela

permissividade relativa (¢,), conforme mostra figura 3.2.

D
D
D e~ . .
/F l_,l, 3 N e 3 D r‘eg | ao h I d r‘o f o b I Ca
D
D
D

Nu,oe, 77 7/ " regido hidrofilica

subfase aquosa

Figura 3.2: representacdo do capacitor de trés camadas do modelo DF

Matematicamente, o potencial superficial no modelo DF é definido:

AV = AV, + AV, + AV, =[i‘—j+i‘—§+g—:jx%% (3.3)
em que A é a area média ocupada por molécula; g € o momento de dipolo das
moléculas de agua reorientadas na interface devido a presenca da monocamada;
4, € o momento de dipolo da cabega polar do fosfolipidio; x, € o momento de
dipolo da cauda hidrofdbica do fosfolipidio.

Se a monocamada for ionizada, deve-se somar a contribuicao dos

momentos de dipolos das trés camadas e o potencial y, expresso pela teoria de
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Gouy-Chapman (Davies e Rideal 1961, Cevc e Marsh 1987). O potencial y é

dado pela seguinte equagao:

Y= Zk—Tsenh_l

e A(5.88.107 ceT) 2

eax

(3.4)

em que e € a carga elementar, £k é a constante de Boltzmann, T é a
temperatura, a« é o grau de ionizacdo, 4 é a area média por molécula, ¢ é a

forca ibnica na subfase em mol/L e ¢ é a constante dielétrica do meio.

3.2.3 Espectroscopia de absorcado na regiao de ultravioleta e visivel

Informacdes sobre a estrutura molecular e sobre a interacdo de moléculas
com seus vizinhos podem ser obtidas de diversos modos a partir dos espectros
de emissdao e/ou de absorcdo, gerados quando a radiagdo interage com os
atomos e/ou moléculas da matéria (Alcantara Jr. 2002). A interacdo da radiacdo,
gque compreende a regido do ultravioleta e visivel do espectro eletromagnético,
promove transicoes eletronicas entre os diferentes niveis de energia da molécula.
Estas transicoes eletronicas ocorrem quando um atomo ou molécula absorve um
féton de energia hyv. Desta forma, o atomo ou molécula em um estado inicial i
com energia E; pode mudar para um estado final f com energia E; pela absorcao
da radiacdo de freqiéncia v, entdo:

E,~E =hv (3.5)

A absorcao da radiacdo é caracterizada pela absorbancia da amostra,
determinada pela lei de Lambert-Beer. Essa lei descreve a intensidade de
radiacdo transmitida I através de uma amostra absorvente a partir da

intensidade de radiacao incidente I, (figura 3.3).

Figura 3.3: interagdo da radiagdo com uma amostra e a relagao entre a intensidade da radiagao
transmitida (Iy) com a incidente (I).
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em que D é a absorbancia da amostra. A absorbancia D equivale a ¢C/, em que

C é a concentracdo do composto na amostra, | é a extensdo do caminho dptico e
¢ € 0 coeficiente de absorcdo molar. O perfil de ¢ em fungdo de comprimento de
onda, &(1L) € uma caracteristica intrinseca de cada composto. A unidade do ¢ é
Mtem™.

Como a intensidade de luz absorvida é I, = I — Iy,
I,=1,1-1077) (3.6)

Se a amostra contiver mais de uma espécie absorvedora, a absorbancia de
cada composto contribui separadamente com a diminuicao da intensidade

transmitida Iy, resultando na forma mais geral da lei de Lambert-Beer:
IT :[O10—(€1C1+52C2+...+s,,C,,)l (3.6)

na qual, a absorbdncia de uma amostra é a soma de cada absorbancia das
espécies individuais. Isso possibilita analisar a presenca e o conteudo de diversas

espécies em equilibrio dentro de uma amostra.

3.2.4 Microscopia no angulo de Brewster (BAM)

O grande interesse em se caracterizar/conhecer morfologicamente
monocamadas formadas na interface ar-agua, ou seja, identificar os dominios
caracteristicos das fases da monocamada (Mifiones Jr. et al. 2002, Patino et al.
1999) conduziram ao desenvolvimento da técnica de microscopia no angulo de
Brewster (BAM) (Héron e Meunier 1991).

O principio do método se baseia no fendbmeno de Brewster. Quando sobre
uma superficie, que separa dois meios com indices de refracdo distintos n;< n,, é
o R A n :
incidida luz sob &ngulo de incidéncia 0g, sendo 1g(8,) =—%, a luz refletida se torna

n
totalmente polarizada perpendicularmente ao plano de incidéncia, conforme

ilustra figura 3.4.
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Raio incidente
indo polarizado)

Raio refletido

(polarizado)

Raio refratado
(parcialmente polarizado)

Figura 3.4: polarizacdo da luz apds incidéncia sobre superficie separadora de dois meios.
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Entdo, se sobre esta superficie for incidida luz polarizada paralela ao plano

de incidéncia com o mesmo angulo de incidéncia 0g, a intensidade da luz refletida

torna-se zero, conforme mostra figura 3.5

Faio incidents
(paralelo polarizado)

Raio refratado
(paralelo polarizado)

Figura 3.5: refracdo total de um raio incidente paralelo polarizado ao plano de incidéncia

Entdo, ao incidir uma luz polarizada paralela a interface ar-agua, na

auséncia da monocamada, ndo havera luz refletida. A monocamada possui indice

de refracdo, distinto em cada fase, devido a formagdao dos dominios. Entdo, na

presenca da monocamada havera luz refletida. Em geral, a intensidade da luz
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refletida depende da espessura, rugosidade e anisotropia da monocamada que
permite a obtencdo de imagens da estrutura dos dominios que formam a
monocamada e alteram o contraste das imagens.

Na figura 3.6 € mostrado, esquematicamente, o arranjo experimental

utilizado para a obtengao das imagens pela BAM.

i
laser polarizadar 7 ift
: analisadar ,
A >
3 . ShuttEr | /icamera
\_\\ '\-_\ = ’J.’f’
P = L
RN o
'\\&:%\\h\ _j/
laser o sCanner
gonio : N fonio
amnstra ohjetival
scanner
= =7
= =
Figura 3.6: esquema do arranjo experimental para a BAM

Dentre as informacgdes que a técnica de BAM permite obter, pode-se citar:
c;) a morfologia de monocamadas formadas por moléculas anfifilicas (Gehlert et
al. 1998, Deschenaux et al. 1997, Vollhardt 1996 );
Cc2) a orientacdo dos dominios na monocamada (Brezesinskin et al. 1995,
Overberck et al. 1994);
c;) estimativa da espessura relativa da monocamada (Patino et al. 1999,
Mifiones Jr. et al. 2002).
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Capitulo 4 Materiais e Métodos
4.1 Introducao

Neste capitulo é apresentada a descricdo das técnicas utilizadas na
fabricacao e caracterizacao das monocamadas de Langmuir, assim como, o
fosfolipidio utilizado para formar as monocamadas e o objeto de estudo: corantes

cianicos com dois cromoforos.

4.2 Objetos de estudo

Os corantes cidanicos com dois cromoéforos, BCD, utilizados neste trabalho
foram sintetizados pelo Prof. Felix Mikhailenko no Instituto de Quimica Organica
da Academia de Ciéncias da Ucrania na forma de sais de cloreto [ Corante™ Cl, ].

Estes corantes possuem peso molecular de 653 g/mol e sao estruturalmente
distintos devido ao angulo existente entre os cromodforos: 180°, 1500 e 909,

conforme mostra figura 4.1.

CHs Cii
@TEH"’ 'j jj @
CQHS
C2H5 CzHﬁ
(a)
C C oHs CzHﬁ Sa
# | ha e
S iji“ A
(32|-|5 CzHs
ZHS
1II'.'.T-Hg +
C H3
@ 5
\l.
C2Hs Csz
(c)
Figura 4.1: estrutura molecular dos BCD: (a) 1809, (b) 150° e (c) 90°
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4.3 Fosfolipidio DPPC

Para a formagao das monocamadas de Langmuir foi utilizado o fosfolipidio
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, figura 4.2), obtido da “Sigma Chemical Co”. O
DPPC é um fosfolipidio zwitterionico e € um dos principais constituintes da
membrana celular. Devido a grande quantidade de estudos realizados com
monocamadas de DPPC, estas podem ser consideradas bem caracterizadas
(Klopfer e Vanderlick 1996), auxiliando assim o entendimento das interagoes
DPPC-BCD observadas neste trabalho.

Il

e i il il e b e il - Y CH,

™ Q 2

o—P U; - ,.H—SH_,

e o~ S S - CH,

" - o {) o
O

Figura 4.2: Estrutura molecular do fosfolipidio DPPC

4.4 Preparacao das amostras

As solucdes estoques de DPPC e de BCD foram, ambas, preparadas em
cloroformio obtido da Merk de grade HPLC. Estas solucdes estoque foram
preparadas com concentracdo de aproximadamente 0,7 mg/ml. Para determinar
a concentracdo dos BCD foi utilizado um espectrofotometro UV-Vis “Beckman
Coulter - DU 640"

4.5 Fabricacdo e caracterizacdo das monocamadas de

Langmuir

As monocamadas foram fabricadas utilizando uma cuba de Langmuir,
modelo KSV 5000, de dimensdes 530 mm x 150 mm, com duas barreiras moveis
e aparatos para caracterizacdo da monocamada (sensores de pressao e

potencial). Este equipamento estava montado em uma sala limpa, no laboratério
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de Polimeros Prof. Bernhard Gross no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC-
USP), com temperatura de (24+2)°C. Como subfase utilizou-se agua ultrapura
(Milli-Q) caracterizada por resistividade 18,2 MQ e pH 5,9 adquirida do sistema
Milli-Q, acoplado a unidade Milli-RO de osmose reversa (Millipore) e agua Mili-
Q+NacCl (0,2M).

Foram espalhados 100 4L de solugbes mistas de DPPC+%BCD a subfase
aquosa. A quantidade de solucdo de BCD misturada a solucdo de DPPC foi

calculada a partir da porcentagem de mols de BCD (%,.,), conforme expressao

(4.1):

(M)xloo =%, (4.1)

Npppc
em que n,., € n,,,., Sao respectivamente, o nimero de mols de BCD e de DPPC.

Foram fabricadas monocamadas com as seguintes porcentagens de BCD: O, 3, 7,
12, 17, 23.

As isotermas de pressao superficial (7-A) e potencial superficial (AV-A)
sdo registrados enquanto as barreiras mdveis comprimem a monocamada com
velocidade constante de 20 mm/min. A pressao superficial foi medida com
acuracia de 0,1 mN/m utilizando uma placa de Wilhelmy, tendo como sensor um
filtro de papel de alta qualidade de dimensdes 1 cm x 2 cm, conectada a uma
eletrobalanca. Para as medidas de potencial superficial foram utilizadas uma
placa vibrante (freqléncia 144,3 Hz), método de Kelvin ou do capacitor vibrante,
posicionada aproximadamente a 2 mm acima da superficie da agua. Tanto a
placa vibrante quanto o eletrodo de referéncia imerso na subfase sao de platina.
Para cada monocamada fabricada, foram obtidas no minimo trés isotermas (7 -A)
e (AV-A), portanto, os resultados apresentados neste trabalho sao as isotermas
médias.

A técnica de absorcdo dtica foi realizada in situ, ou seja, na prépria cuba
de Langmuir (figura 4.3). Para tanto, utilizou-se:

a;) um diodo emissor de luz branca (LED), como fonte de radiagdao, que era
incidida sobre a monocamada;
a,) um espelho plano, localizado no fundo da cuba de Langmuir, que tinha por

funcao refletir a luz do LED;



Capitulo 4 Mafteriais e métodos 24

as) uma fibra oOtica para capturar a luz refletida pelo espelho plano;

a;) um espectrometro ao qual a fibra 6tica foi acoplada. O espectrometro
utilizado é da Ocean Optics, modelo USB2000, que possui 2048 detectores do
tipo CCD dispostos em linha num arranjo que permite uma medicao numa
Unica varredura de todo o espectro visivel (~350 nm a 950 nm). A luz

capturada é analisada por meio de um software desenvolvido em LabView.

fante ijjdmeﬂnr

L]

ezpelho

Figura 4.3: esquema da montagem experimental, na cuba de Langmuir, para espectroscopia
uv-visivel.

As medidas de microscopia de Brewster foram feitas em uma cuba NIMA
modelo 702BAM montada na mesma sala lima mencionada acima. A interface ar-
monocamada-agua foi irradiada com um angulo de 52.8°. Para a formacao da
monocamada nesta cuba foram espalhados 80uL das solugbes mistas de

DPPC+%BCD. A velocidade de deslocamento das barreiras foi de 40 mm/min.
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Capitulo 5: Resultados e Discusséo

5.1 Presséao de Superficie (n)

Nesta secao sao apresentadas as isotermas de pressdao superficial (n-A)
das monocamadas mistas (DPPC+BCD) em funcao da porcentagem de BCD

(%, ). Estas isotermas foram comparadas com a isoterma de pressao

superficial tipica do fosfolipidio DPPC puro.

5.1.1 Subfase aquosa

A isoterma (n-A) do DPPC, mostrada na figura 5.1, apresenta pressao
superficial proxima de zero para fase gasosa (G), até atingir a area por molécula
de (87+3) A2, Entre (87£3) e (70£2) A% hd um aumento de pressédo até atingir o
valor de (6,4+0,9) mN.m™, que corresponde a fase liquido expandido (LE). Esta
pressdo se mantém no intervalo de (70+2) a (55+2) A? (platd) correspondente &
transicdo de fase liquida expandida/liquida condensada (LE/LC). Em seguida ha
um acréscimo da pressao (n) que corresponde a formacgao da fase liquida
condensada (LC). A pressao aumenta rapidamente, indicando que a
monocamada atingiu seu estado mais condensado (fase condensada - C), que

antecede o colapso. A area minima média por molécula (4,,) é obtida através

da extrapolacdo da isoterma (n-A), na regido da fase C, até o valor zero de
pressao superficial (figura 5.1) (Yang et al 1994, Klopfer e Vanderlick 1996,
Shapovalov 1998, Pavinatto et al. 2007). A 4 obtida para o DPPC foi (52+2) A2

que concorda com os dados da literatura (Pavinatto et al. 2007, Caseli et al.
2006, Xia et al. 2004).

A transicdo entre as fases da monocamada é claramente observada na
dependéncia do mddulo de compressibilidade (Cs™') em funcdo da &rea por
molécula (figura 5.1). Na fase G o valor do Cs* é proximo de zero e comeca a
sofrer uma variacdo a partir de (100+1) A? até (87+3) A? onde atinge o valor de
(29+5) mN.m™. Este valor permanece quase constante (platd) e caracteriza a
fase LE da monocamada. No intervalo de (77+2) a (70+2) A?, o valor do Cs™
diminui até (7£3) mN.m™. Este valor permanece constante até (55+2) A% (“vale”
da curva de Cs™?) e caracteriza a transicdo de fase LE/LC. Na fase C o Cs™ atinge
seu valor maximo (300£20) mN.m™! em (45,6+0,8) A2
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Pressao Superficial (mN.m‘l)
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20- 4100 &
10+ 450
04 40
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Area por molécula (%)
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Figura 5.1: isoterma de pressdo superficial e modulo de compressibilidade do DPPC - subfase

aguosa

26

A presenca de BCD, independentemente de sua estrutura, manifesta

mudancas em todas as fases da isoterma (rn-A) do DPPC puro, sendo os efeitos

observados maiores para o BCD 180°. Estas mudangas s&o proporcionais a %sco,

conforme isotermas (n-A) das monocamadas mistas mostradas nas figuras 5.2 a

5.4.

Presséao Superficial (m

80 -
-\
70 S
60 +
i % BCD 180°
504 DPPC
i —3
40 7
i —12
30+ —
i 23
20
10 -
0 T T T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140

Area por molécula A’

Figura 5.2: isotermas (n-A) das monocamadas mista de DPPC+BCD180° - subfase aguosa.
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Figura 5.3: isotermas (n-A) das monocamadas mista de DPPC+BCD150° - subfase aquosa.
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Figura 5.4: isotermas (n-A) das monocamadas mista de DPPC+BCD90° - subfase aquosa.
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A transformacdo do platé da isoterma (n-A) em uma rampa dificulta

identificar em qual

fase a monocamada se encontra.

Como mencionado

anteriormente, a dependéncia do Cs' com a &rea por molécula permite
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identificar estas fases. Nas figuras 5.5 a 5.7, estdo mostradas as curvas do Cs™

das monocamadas mistas (DPPC+BCD).

% BCD 180°
0
—3

7
—12
—17

23

I
80 100
Area por molécula (A%

subfase aquosa.

1
120 140

Figura 5.5: médulo de compressibilidade em fungdo da area por molécula: DPPC+BCD180° -
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Figura 5.6: modulo de compressibilidade em fungdo da area por molécula: DPPC+BCD1500° -
subfase aguosa
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Figura 5.7: mdédulo de compressibilidade em fungdo da area por molécula: DPPC+BCD90Q° -
subfase aquosa.

A partir das curvas de isoterma (n-A) e de Cs™! mostradas nas figuras 5.2
a 5.4 e figuras 5.5 a 5.7, respectivamente, pode-se observar:
a;) a fase LE é deslocada para maiores areas por molécula;
a,) o valor do Cs' na regido de platd ndo é alterado, no entanto, compreende

um intervalo maior de area quanto maior é a %,.,, ha monocamada;

as) o valor da pressdo superficial e do Cs™* aumentam na regido correspondente
a transicao de fase LE/LC da monocamada de DPPC;
as) o valor maximo do Cs™ (fase C) diminui quando aumenta a %gcp;

as) a area por molécula aumenta com o aumento da %,., ha monocamada.

Para analisar os efeitos do BCD sobre as monocamadas podemos utilizar a
teoria de agregacdao, haja visto que as monocamadas sao agregados de
moléculas anfifilicas.

As interacOes responsaveis pela formacao dos agregados das moléculas
sao:

1 - INTERACAO ELETROSTATICA
Moléculas, que possuem carga de mesmo sinal, sofrem repulsdao cuja

energia é a energia Coulombiana:
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QZ
w,= 5.1
° dney (1)

em que Q é a carga do mondmero, g € a constante dielétrica do meio e r é a
distdncia entre os monémeros.

Quando as moléculas possuem momentos de dipolos permanentes a forca
entre eles depende da orientacao relativa de dipolos. Para dois dipolos iguais
com orientacdo paralela fixa a forca resultante é repulsiva. A energia dessa
interacao é:

2

u
W= 5.2
Areyr® (5.2)

em que p € o momento dipolo do mondmero e r é a distancia entre os centros de
dipolos.

Para os dipolos distribuidos caoticamente a energia da interagao é:

4

MU
W=-—— 2 5.2a
(4re,)?3kTr® ( )

em que k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura absoluta.
A energia da interacdo entre uma molécula com dipolo permanente e uma
molécula carregada é

W:_M (5.2b)

47zgor2
em que 6 é o angulo do eixo do dipolo com a linha que liga o centro do dipolo
com a carga. Assim esta interacao pode ser repulsiva ou atrativa, dependendo da
orientagao do dipolo.

Além dessas interagdes, entre duas moléculas sempre existe uma forca
atrativa conhecida como “forca de London” ou “forgca de dispersao” ou “forga de
dispersdao de van der Waals”. A origem dessa forca € a interacdo entre dois
dipolos, que cada particula induz uma na outra. A energia dessa interacao
(energia de dispersdo de London) é:

_ 3 hva?

=" 5.3
t 4 (4neg,)’r® (5.3)

em que h é a constante de Planck, v é a freqliiéncia de absorcdo eletrénica e o é

a polarizabilidade elétrica da molécula.
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Em distancias muito pequenas entre as moléculas, mais uma interacao
repulsiva se destaca devido, principalmente, a repulsdao eletrostatica entre os
nlcleos dos atomos que compdem as moléculas. Essa interacdao repulsiva é
proporcional a 1/r'2.

A energia potencial de interagcao total pode ser apresentada pelo potencial
de Lennard-Jones mais a energia da repulsdo eletrostatica, conforme ilustra a

figura 5.8.

T

—— Lennard - Jones (-A/r’*+B/r'?)
—— Lennard - Jones + interagcbes
repulsivas

Energia potencial

| L | L | L | L | L | L
T T T T T ' T t T + T +
Distancia entre as moléculas (r)
Figura 5.8: curvas de energia potencial para interacdo de particulas

2 - FORMACAO DE PONTES DE HIDROGENIO

Essa ligacdo se forma entre os atomos eletronegativos de uma molécula e
o atomo de hidrogénio de outra. Para que ocorra a ligagdo, os mondmeros
devem se aproximar para que as nuvens de elétrons dos atomos, que formam
essa ligacdo, se sobreponham. Essa interacao é eficiente em distancias curtas e
pode aumentar a profundidade do “poco” da energia potencial, favorecendo

assim, a estabilizagdo do agregado.

3 - INTERAGAO HIDROFOBICA

Moléculas hidrofdébicas, quando em solugdo aquosa, quebram as pontes de
hidrogénio entre as moléculas de dgua, modificando o arranjo das moléculas de
agua. Esse processo € acompanhado pelo aumento da energia livre da solucdo.
Quando duas moléculas hidrofdbicas se juntam em solucdo, o nUmero de pontes

quebradas diminui e, consequentemente, o aumento da energia livre se torna



Capitulo 5 Resultados e discussdo 32

relativamente menor. Esta descricdo € uma maneira simplificada de explicar o
efeito hidrofdbico (interacdo hidrofébica). Essa interacdo é atrativa e é a principal
interacdo responsavel pela formacdo de membranas bioldgicas, micelas,
vesiculas, etc. Dependendo do tamanho e da hidrofobicidade das moléculas, essa
interacao pode ser considerada tanto de longo quanto de curto alcance.

Entretanto, a nocao de “hidrofobicidade” nao estd, ainda, bem determinada.

Para a formacdao das monocamadas de DPPC pode-se dizer que ha trés
interagdes, principais, que favorecem a formacdo: efeito hidrofdbico, interagao
de van der Waals e formacao de pontes de hidrogénio (Paterno et al. 2001). A
interagao dipolo-dipolo pode tanto favorecer quanto nao favorecer a formagao da
monocamada, sendo dependente da orientacao relativa da cabegca polar das
moléculas. Muitos autores postulam que o grupo fosforilcolina do DPPC esta
orientado horizontalmente na interface ar-dgua (Seelig 1977, Vilallonga et al.
1972, Shah e Schulman 1967). No entanto, Vilallonga (Vilallonga et al. 1972)
sugere trés diferentes orientacdes:

1 - grupo trimetilamoénio orientado para a subfase aquosa, abaixo grupo do
fosfato;

2 - grupo trimetilamonio orientado para o ar, acima do grupo fosfato;

3 - ambos os grupos em um plano horizontal a interface ar-agua e perpendicular

ao eixo da molécula.

Os resultados obtidos, isotermas (n-A) e Cs’!, demonstram uma efetiva
interacdo entre os BCD e as moléculas de DPPC na interface ar-agua. Esta
interacao pode ter carater de interacdao hidrofdbica, de formacdo de pontes de
hidrogénio entre os atomos de nitrogénio do BCD e hidrogénio do DPPC e os
atomos de oxigénio do DPPC com o hidrogénio do BCD. Além disso, os BCD
podem diminuir a repulsao entre os dipolos das cabecgas polares do DPPC devido
a interacdo da sua carga com os dipolos das cabecas do DPPC. Neste caso a
carga positiva do BCD deve estar localizada mais perto da carga negativa do
grupo fosfato do DPPC, que significa que o BCD deve se localizar entre a cabeca
polar e a regiao hidrofébica do DPPC. Esta interacao eletrostatica estimula a

expansdo da isoterma (n-A) (Jones e Chapman 1995), que estd associado a
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formacao da fase LE e dos dominios (aumento do intervalo compreendido pelo
platd da curva Cs') em maiores areas por molécula, quando comparado com a
monocamada de DPPC puro. A presenca de BCD nos dominios formados l|hes
confere uma carga liquida que é responsavel pelo aumento da repulsao entre os
dominios. Esta repulsdo é verificada pela transformacdo do platé da isoterma (n-
A) em uma rampa e, conseqlientemente, no aumento do valor minimo do Cs™
(vale da curva de Cs™!). Este aumento do valor minimo do Cs™* (transicdo de fase
LE/LC) se aproxima do valor do Cs' da fase LE (figura 5.9) o que nos permite
dizer que os BCD possuem uma tendéncia de nivelar a diferenca entre fases LE e
LC.
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Figura 5.9: aumento do valor minimo do Cs™ na transicdo de fase LE/LC em fung¢do da %sgcp na
monocamada - subfase aguosa.

Outra indicagdo da repulsdo entre os dominios € o aumento da 4,,. Os

valores de 4,, crescem linearmente com o aumento da %,.,, conforme mostra

mm

figura 5.10. Este crescimento é maior para o BCD 180°, que apresenta um

coeficiente angular de algozoAﬂ:(O,ISSiO,OB), enquanto os BCD 150° e 90°
Ocp

apresentam valores de coeficiente angular de a;,=(0,17£0,04) e de

g =(0,25£0,04), respectivamente.
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Figura 5.10: dependéncia da A
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Na fase C a presenca de BCD na monocamada promove uma diminuigao

do valor méaximo do Cs?!, conforme mostram as curvas de Cs' em fungdo da
%pgcp da figura 5.11, sendo sua posicdo na escala de areas por molécula

praticamente inalterada. Esta diminuicdo no valor do Cs™ indica que a presenca

de BCD na monocamada, torna-a mais flexivel (elastica).
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Figura 5.11: dependéncia do valor méximo do Cs™ na fase C, em fungdo da %scp na

monocamada - subfase aguosa.
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5.1.2 Subfase aquosa + NaCl

35

A adicao de 0,2 M de NaCl na subfase produz na isoterma (n-A) do DPPC

puro mudancas semelhantes aquelas produzidas pelos BCD, conforme curvas

mostradas na figura 5.12:

1
140

70
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£ ]
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E 50
= 1 Subfase
o 407 —H,0
s y ——H, 0 + NaCl
S 30- ?
S
U) 4
18 20 T
153
@ _
& 104
0+ T T T T T T T
40 60 80 100
Area por molécula (A%
Figura 5.12: efeito do NaCl (0,2 M) sobre a isoterma (rn-A) do DPPC.

bi) expansdao da monocamada, ou seja, aparecimento da fase LE em &areas por

molécula maiores: pressdo superficial comeca a aumentar em (96+2) A? ao

invés de (90+2) A? como ocorre na monocamada de DPPC formada sobre

subfase aquosa;

b,) transformacao do platd, que caracteriza a transicdo de fase LE/LC do DPPC

puro, em uma rampa: pressdo superficial em (68+2) A% é (9,3+0,8) mN.m™

e atinge (13,8+0,5) mN.m™ em (55+2) A?;

b;) aumento da 4,,: o valor desta area se desloca para (53+2) A2

Entretanto, o efeito do NaCl é muito mais fraco do que o provocado pelos

BCD. A Unica interacdao que pode ser responsavel pelo o efeito do NaCl é a

interacdo eletrostatica entre os cations sodio (Na*) ou os anions cloreto (CI) e

dipolos das cabecas polares das moléculas de DPPC. O efeito do sal, que

observamos, é semelhante ao estudo realizado por Aroti com colaboradores

(Aroti et al. 2004). Além disso, os estudos realizados por (Collins 1995, Collins
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1997) mostram que o cation Na* é indiferente na série liotropica, confirmando
que devem ser os anions CI° os responsaveis pelo efeito observado na
monocamada de DPPC. Aroti também obteve, por meio de BAM, que os anions
ClI” ndo afetam significativamente a morfologia dos dominios da monocamada de
DPPC. Para que a interacao atrativa entre os anions Cl" e a cabeca polar do DPPC
seja mais eficiente é necessario que o grupo trimetilamonio (positivo), da cabeca
polar do DPPC, esteja orientado para a subfase aquosa. Pois os anions CI
chegam na monocamada da subfase. Este € um argumento para esperar que o
grupo de trimetilamoOnio penetre mais na subfase em concordancia com modelo
(1) de (Vilallonga et al. 1972).

A presenca de NaCl na subfase intensifica a interacdo entre as moléculas
de DPPC e de BCD. As isotermas (n-A) das monocamadas mistas obtidas na
presenca de NaCl, mostradas nas figuras 5.13 a 5.15, sdo mais expandidas e a
transformacdo do platd em rampa € mais acentuada do que as obtidas na

auséncia de NaCl (figuras 5.2 a 5.4).

Z ]
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Area por molécula (A%

Figura 5.13: isotermas (rn-A) das monocamadas mista de DPPC+BCD180° - subfase
aquosa+NaCl
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Figura 5.14: isotermas (r-A) das monocamadas mista de DPPC+BCD150° - subfase
aquosa+NaCl
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Figura 5.15: isotermas (rn-A) das monocamadas mista de DPPC+BCD90° - subfase aquosa+NacCl
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Esta maior interacdo é quantitativamente representada pelo coeficiente

angular obtido das retas (figura 5.16) que mostram a dependéncia da 4 em

fungdo da %,.,,. O valor deste coeficiente para o BCD 180° aumenta até
50 =(0,60+0,04), sendo 1,7 vezes maior do que o obtido na auséncia de NaCl;

para o BCD 150° o aumento do coeficiente também é de 1,7 vezes:

a0 = (0,30£0,02) e para BCD 90° o coeficiente é praticamente inalterado.

68 corante coeficiente angular
1 BCD 180° 0,60+0,04

66 BCD150° 0,30£0,02

64 ] BCD 90° 0,31+0,03

@ BCD 180°
@ BCD 150°
@ BCD90°

48 - T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

% BCD

Figura 5.16: Valores de A em fungdo da %BCD, em subfase H,O + NaCl

mm

As curvas do Cs' das monocamadas mistas em subfase aquosa+NaCl
estdo mostradas nas figuras 5.17 a 5.19. Observa-se que o perfil das curvas e as
modificagdes ocorridas sdao semelhantes as obtidas na auséncia de NaCl, tendo
como diferencial, um maior efeito na presenca de NaCl (observe que para 17 e
23% de BCD 180° na monocamada, figura 5.17, o valor do Cs™ na transicdo de

fase LE/LC equivale ao valor da fase LE).
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Figura 5.17: mdédulo de compressibilidade em fungdo da area por molécula: DPPC+BCD 180° -
subfase aquosa+NacCl
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Figura 5.18: mddulo de compressibilidade em fungdo da area por molécula: DPPC+BCD 1500° -
subfase aguosa+NaCl.
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Figura 5.19: mdédulo de compressibilidade em fungdo da area por molécula: DPPC+BCD 90° -

40

Além da maior intensidade nas mudancas observadas das curvas de Cs

1

(figuras 5.17 a 5.19), a presenca de NaCl na subfase ndo somente provoca a

diminuicdo do valor maximo do Cs™ da fase C (figura 5.20), em funcdo da %gcp,

como desloca este valor para maiores area por molécula (figura 5.21).
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Figura 5.20: valor maximo do Cs™?, fase C, em funcdo da %scp na monocamada - subfase
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Figura 5.21: deslocamento do valor maximo do Cs'* em funcdo da %gcp ha monocamada -
subfase aquosa+NaCl

O efeito conjunto (sinérgico) de BCD e de NaCl, provavelmente, é devido a
interacdo mutua da carga positiva do BCD e da carga negativa do CI'* com a
carga negativa do grupo fosfato e a carga positiva do grupo trimetilamoénio do
DPPC, respectivamente. Em outras palavras, a presenca de NaCl aumenta a
interagdo entre os BCD e as moléculas de DPPC, pois os anions adsorvidos na
regido polar da monocamada (cabeca polar dos fosfolipidios) faz com que a
monocamada adquira um excesso de carga negativa. Este excesso de carga
negativa compensa (“blinda”) as cargas positivas da cabeca polar das moléculas
de DPPC, diminuindo assim a repulsdo eletrostatica, que por conseqiiéncia facilita
a aproximacdo das moléculas de BCD e DPPC.

5.2 Potencial Superficial (V)

Nesta secao sao apresentadas as isotermas de potencial superficial (AV-A)

das monocamadas mistas (DPPC+BCD) em fungcdao da porcentagem de BCD

(%,.,), sendo estas as mesmas porcentagens utilizadas para a obtengao das

isotermas (n-A). Estas isotermas foram comparadas com a isoterma (AV-A) da
monocamada de DPPC puro.
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5.2.1 Subfase aquosa

A isoterma (AV-A) do DPPC, mostrada na figura 5.22, apresenta potencial
zero para grandes distancias entre as moléculas (grandes valores de area por
molécula), aumenta abruptamente a partir de (120+5) A? e atinge o valor
maximo de potencial que fica compreendido no intervalo [500;600] mV,
concordando com (Borissevitch et al. 1996). Este rapido aumento tem sido
atribuido, para monocamadas de fosfolipidios e de outros compostos alifaticos, a
diminuicdo da constante dielétrica efetiva na interface monocamada-agua que
ocorre quando uma determinada densidade de empacotamento é atingida
(Borissevitch et al. 1996).
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Figura 5.22: isoterma de potencial superficial do DPPC.

A presenca dos BCD 150° e 90° na monocamada causa pequenas
flutuacdes nas isotermas (AV-A) (figuras 5.23 e 5.24) que podem ser
considerados como desvios experimentais. J& a presenca do BCD 180° (figura
5.25) provoca um aumento do potencial na isoterma toda, com excegao do valor
méaximo. Observa-se que a partir de (60+2) A% o valor do potencial, para cada

%pgcp converge paro o valor maximo de potencial.
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Figura 5. 23: isotermas (AV-A) das monocamadas mistas de DPPC+BCD150° - subfase aguosa.
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Figura 5.24: isotermas (AV-A) das monocamadas mistas de DPPC+BCD90° - subfase aquosa.
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Figura 5.25: isotermas (AV-A) das monocamadas mistas de DPPC+BCD180° - subfase aquosa.

Como discutido na segdo 5.1.1, a presenca do BCD estimula a interacao
entre as moléculas de DPPC em grandes areas por molécula. Esta interacdo
provoca uma orientacdo das moléculas de DPPC na interface ar-agua e das de
agua da subfase (adjacentes a cabega polar do DPPC), o que explica o aumento
do potencial observado em grandes &reas por molécula. Em 60 A2, a
monocamada encontra-se no final da transicao de fase LE/LC, regidao onde os
dominios estdo formados e quando na presenca de BCD estes se encontram
proximos (ver secdo 5.3). Entdo, a partir de 60 A%, na presenca de BCD,
podemos dizer que as moléculas de DPPC ja se encontram, praticamente, em seu
maior ordenamento. Fato que explica a convergéncia do potencial para o valor
maximo. O fato, do valor maximo do potencial ndo alterar devido a presenca de
BCD, mostra que os BCD ndo contribuem no potencial superficial, pois nao
possuem momento de dipolo.

Na figura 5.26, sao mostradas as curvas de variagao relativa do potencial
da monocamada em funcgdo da %gcp em um valor de &rea fixa, 80 A%, Para os
BCD 1500 e 90° a variacdo do potencial é pequena e oscila em torno do valor
médio de 0,12, confirmando que sdao desvios experimentais; ja o BCD 180°
provoca um aumento inicial de 30% e um aumento maximo de 50%, que

corresponde a saturacdo do sistema.
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Figura 5.26: variacao do potencial (PS-PSy)/PSo, em 80 A%, em funcdo da %pcp — subfase
aguosa.

5.2.2 Subfase aquosa + NaCl

A isoterma (AV-A) do DPPC, mostrada na figura 5.27, quando na presenca
de NaCl na subfase, é deslocada para valores maiores de potencial com excecao

do valor maximo, sendo este diminuido de aproximadamente 50 mV.

600
P
5004 “=
S
S
= 400+
©
o
@ 300+ % BCD 180°
(% DPPC
—— DPPC+NaCl (0,2M
5 2004 : (0.2M)
% —7
= 1004 —12
g 17
—23
04
T T T T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160
Area por molécula (A?)
Figura 5.27: isotermas (AV-A) das monocamadas mistas de DPPC+BCD180° - subfase
aquosa+NacCl.
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O NaCl, assim como o BCD, diminuem a repulsdo entre a moléculas de
DPPC em grandes areas por molécula, conforme discutido na secao 5.1.2,
antecipando a reorientacdo da moléculas de DPPC na interface ar-agua. Este é o
motivo que faz o potencial apresentar um maior valor em grandes areas por
molécula. A adsorcao dos ions da subfase, em sua maioria os anions de Cl’, pode
gerar uma dupla camada elétrica, que € caracteristica de monocamadas
ionizadas. Esta dupla camada contribui no valor do potencial, conforme equacao
3.4 apresentada no capitulo 3. Para monocamadas completamente ionizadas
negativamente, segue da teoria de Gouy-Chapman que a variacao do potencial,
devido a dupla camada, varia com a concentracdo de ions de aproximadamente
-59 mV por cada década modificada na concentragdao de ions (Oliveira Jr. 1990).
Este fato confirma que a presenca dos anions CI" na monocamada, gera uma
dupla camada elétrica, e a monocamada de DPPC comporta-se como uma
monocamada ionizada quando na presenca de NaCl na subfase.

Na figura 5.27, também s3o mostradas as isotermas (AV-A) das monocamadas
mistas de DPPC+BCD180° na presenca de NaCl. Como esperado, os efeitos do
BCD sobre a isoterma (AV-A) é intensificado na presenca de NaCl. A isoterma
(AV-A) ndo apenas é deslocada para maiores valores de potencial como também
para maiores valores de area por molécula. Este resultado estd em concordancia
com as isotermas (n-A) obtidas para a monocamada mista DPPC+BCD180° na
presenca de NaCl (figura 5.13) que mostram que as moléculas de DPPC
comecam interagir proximo dos 160 A?, para 23% de BCD na monocamada.
Observe que o valor maximo do potencial é igual ao valor obtido para a
monocamada de DPPC puro com NaCl na subfase, indicando que a diminuicao do

valor maximo do potencial deve-se somente ao sal.

5.3 Microscopia por Angulo de Brewster (BAM)

A técnica de microscopia por angulo de Brewster permite visualizar as
mudancgas da morfologia e do colapso de monocamadas formadas na interface
ar-agua (Patino et al. 1999). A forma dos dominios que compdem a
monocamada de DPPC depende da velocidade de compressao e da densidade
superficial (fase da monocamada). Se a velocidade de compressdao estiver no

intervalo de 0,2 a 8,0 A%/ molécula.min, os dominios da monocamada de DPPC
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sao nucleados e com formato semelhante ao de feijao (bean-like shapes) e
crescem progressivamente do formato de feijdao a um formato de “S”, atingindo
finalmente o formato de multi-lobos (Klopfer e Vanderlick 1996).

Neste trabalho foram obtidas imagens, por microscopia de angulo de
Brewster, somente para as monocamadas de DPPC e de DPPC+BCD180°. A %pgcp
na monocamada mista é 8% e ambas as monocamadas foram formadas em
subfase aquosa.

As imagens obtidas para as monocamadas de DPPC e de DPPC+BCD1809,
em diferentes valores de areas por molécula, estdao mostradas nas figuras 5.28 a
5.31.

Na fase LE nenhum dominio pode ser observado quando na auséncia de
BCD (figura 5.28 a); na presenca de BCD180° (figura 5.28 b) ja sdo observados
algum tipo de agregado, porém, de formato ndo determinado. Estas primeiras

imagens confirmam a expansao da isoterma (n-A).

(a) (b)

Figura 5.28: visualizacao por BAM das monoca)i\;adas de DPPC (a) e DPPC+BCD180° (b) em 84

Na transicdo de fase LE/LC sdo observados dominios com formato feijdo
(marcado com um quadrado) e “S” (marcado com um circulo), conforme mostra
figura 5.29 (a), e quando na presenca de BCD180° os dominios visualizados sao
multilobos. Dominios multilobos sdo formados em &reas menores que 60 A2,
portanto, a presenca de BCD180° antecipa a formacao dos dominios e também
diminui seu tamanho (figura 5.29 b). Estes resultados estdo em concordancia

com a discussdo realizada no item 5.1.1. Além disso, observa-se que na
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presenca de BCD os dominios estao mais préximos. Isto indica que o processo de
formacdao da monocamada € mais avancado na presenca do BCD do que

auséncia, onde os dominios estdo ainda separados.

(b)
(a)

Figura 5.29: visualizagdo por BAM das monoca}g\nadas de DPPC (a) e DPPC+BCD180° (b) em 61
2

Em 53 /3\2, fase LC, sao somente observados os dominios multilobos com
trés e quatro “bracos” curvados, que surgem devido a quiralidade das moléculas
de fosfolipidios (Kriiger e Ldsche 2000), conforme mostra figura 5.30 (a), e
quando na presenca de BCD 180° estes dominios se encontram justapostos
(figura 5.30 b).

(@) (b)

Figura 5.30: visualizagdo por BAM das monoca/gwadas de DPPC (a) e DPPC+BCD180° (b) em 53
2
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Na fase C (figura 5.31 a) na auséncia de BCD os dominios encontram-se
justapostos formando a monocamada na interface ar-agua. Na presenca do BCD
ndo é possivel observar os dominios, ou seja, a monocamada estd formada
(figura 5.31 b).

(a) (b)
Figura 5.31: visualizagdo por BAM das monoca/gwadas de DPPC (a) e DPPC+BCD180° (b) em 50
2

A seqliéncia de formagao dos dominios na auséncia de BCD 180° (figuras
5.28 (a) a 5.31 (a)) e, consequentemente, da monocamada estdao em
concordancia com (Klopfer e Vanderlick 1996). As imagens obtidas sugerem que
a presenca de BCD na monocamada nao altera a orientacao relativa das
moléculas de fosfolipidios na monocamada, isto porque os dominios observados
na presenca de BCD possuem o mesmo formato que os de DPPC puro, porém de
menor tamanho.

Pelas imagens, observa-se claramente, que na presenca de BCD todas as
fases de formagao da monocamada ocorrem em regides de maiores valores de
area por molécula, concordando e corroborando com os resultados de pressao

superficial.

5.4 Influéncia da Estrutura da Molécula de BCD

Os resultados de isotermas (n-A) e (AV-A) mostram que a interagcao DPPC-
BCD depende da estrutura dos corantes, sendo que o efeito diminui na seqiéncia
BCD180° > BCD150° > BCD90°. Este resultado pode estar associado com a

diminuicdo da afinidade dos corantes com a regidao entre a parte polar e parte
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hidrofébica da monocamada. Esta afinidade deveria aumentar quando a
solubilidade de um composto em agua diminui. Entretanto, os resultados
mostraram o contrario, uma vez que a solubilidade em agua, dos BCD, diminui
na seqiéncia BCD180° > BCD150° > BCD90°. Assim, associamos a diferenga do
efeito dos BCD na monocamada com a estrutura espacial de suas moléculas.
Com base nos resultados apresentados, sugerimos duas possibilidades de

interacdo entre as moléculas de BCD e DPPC:

- MODELO 1: as moléculas de BCD, que penetram na monocamada, ficam
paralelas as cadeias hidrofobicas do DPPC, interagindo tanto com a parte
hidrofébica quanto com a parte polar (cabega), conforme representagao

esquematica mostrada na figura 5.32.

(b)
(a)

Figura 5.32: representacdo esquematica do modelo (1) proposto, BCD inserido na monocamada
de DPPC - (a) BCD 1809, (b) BCD 150° ou 90°

Podemos ver desta figura que no caso da estrutura linear da molécula de
BCD (&ngulo entre croméforos 180°) o contato entre as moléculas do BCD e de
DPPC é maior e a estrutura da monocamada € mais compacta. Se compararmos
com a inclusdo na monocamada dos corantes com angulos 150° e 90° entre os

cromoforos, estes corantes dificultam os contatos entre as moléculas de DPPC e
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com moléculas do corante, diminuindo a estabilidade da monocamada (aumento
da energia livre do sistema). Isto pode explicar a maior interacao entre o DPPC e
o BCD180° do que com os BCD 150° e 90°, observada nos resultados de pressao

e potencial superficial obtidos.

- MODELO 2: as moléculas de BCD se inserem na regido polar da monocamada,

conforme representacdo esquematica mostrada na figura 5.33.

Figura 5.33: representacdo esquematica do modelo (2) proposto, BCD na subfase, interagindo
somente com a cabeca polar das moléculas de DPPC.

Neste segundo modelo proposto a estrutura espacial dos BCD ndo deveria

ser um fator relevante na sua interacdo com o DPPC, como € no modelo 1.

O fato do aumento da area minima por molécula ser proporcional a
concentracdo do BCD pode estar associado com a inclusao das moléculas do BCD
entre as cadeias hidrofobicas da monocamada na direcdo perpendicular com o
plano da superficie.

Baseando nisso supomos que o modelo 1 é mais adequado para explicar a

interacao dos BCD com a monocamada.
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5.5 Espectroscopia de Absorcao UV-Visivel

Os espectros de absor¢do das monocamadas na presenca de BCD180°
foram medidos em funcdao da area por molécula. Devido a baixa sensibilidade do
aparelho foi possivel somente medir os espectros das monocamadas mistas com
uma %scp acima das utilizadas nas medidas de pressao superficial, potencial
superficial e BAM. Somente foram obtidos espectros da monocamada mista de
DPPC+BCD180° em subfase aquosa e com nimero de mols de DPPC igual ao de
BCD, ou seja, para cada molécula de DPPC ha uma molécula de BCD 1800°,

Alguns espectros obtidos estao mostrados na figura 5.34.

0,028 -
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Comprimento de onda (nm)

Figura 5.34: espectros de absorcdo de BCD180° incorporado em monocamada de DPPC em
funcdo da area por molécula - subfase aquosa.

A diminuicdo da &rea por molécula de 173 A? (fase G) até 66,5 A2
(transicdo de fase LE/LC) induz a reducao do pico principal de absorcao do
BCD180° em 630 nm e aumenta a absorgao na regiao de “ombro” A < 600 nm
(figura 5.34). Estas mudancas espectrais podem ser associadas com a mudanca
de concentracao do BCD 180° enquanto a area diminui, ou com a mudanca do
ambiente, onde o BCD se encontra quando se liga aos dominios formados.

Para uma melhor anadlise dos espectros obtidos do BCD 180° incorporado

na monocamada de DPPC, comparamos estes espectros com espectros
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normalizados do BCD 180° em fungao de sua concentragao e em alguns
solventes com diferente constante dielétrica e capacidade de formar pontes de
hidrogénio.

Na figura 5.35 sao mostrados os espectros normalizados de absorgdao para
BCD180° em varias concentracdes em solugdo aquosa. Pode se observar que o
aumento da concentracdo do BCD180°, diminui a intensidade relativa do pico em
L = 630 nm enquanto a intensidade relativa na regiao A < 620 nm aumenta,

formando um novo pico de absorgao em A = 595 nm.
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Figura 5.35: espectros normalizados de absor¢do éptica do BCD180° em solucdio aquosa em
funcdo da concentracao.

Na figura 5.36 sao apresentados os espectros normalizados de absorcgao
do BCD180° em solventes préticos e aproticos, que possuem diferentes
constantes dielétricas (g). Solvente prético € um solvente que carrega uma ponte
de hidrogénio entre um atomo eletronegativo, por exemplo, o oxigénio em um
grupo hidroxila ou um nitrogénio em um grupo amina, e um atomo de hidrogénio
presente nestes grupos. Convencionalmente, solventes aproéticos sao aqueles,
gque ndo tém capacidade de formar pontes de hidrogénio. A partir destes
espectros, pode-se observar que em solventes organicos a intensidade de
absorcao relativa na regidao A < 595 nm é menor do que em agua. Portanto,

pode-se concluir que as mudancgas espectrais do BCD180° incorporado na
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monocamada de DPPC (figura 5.34) sao devidas ao aumento de

concentragdo e nao devido a mudanga de ambiente.
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Figura 5.36: espectros normalizados do BCD180° em diferentes solventes

O aparecimento de um novo pico de absorgdo em menores comprimentos

de ondas é caracteristico da formacdo de agregados. Na literatura sao

considerados dois tipos basicos de agregados de moléculas (Forster e Konig

1957, Kasha 1963):

c;) tipo J ou “edge-to-edge": agregados com angulo de 180° entre os

monomeros e;

c2) tipo H ou “face-to-face”: agregados com 0° entre os mondmeros.

Na realidade em muitos casos podem ser observados agregados mistos,

denominado tipo HJ], onde o contato “face-to-face” nao é completo. Na figura

5.37 sao mostrados esquemas destes possiveis agregados.

——
——
——

Agregados tipo H

Agregados tipo J
Agregados tipo HJ

Figura 5.37: representacdo esquematica da geometria de agregados de tipos H, J e HJ
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A estabilidade do agregado depende da sobreposicao das nuvens de
elétrons dos mondmeros. Por isso os agregados H, que possuem maior
possibilidade para essa sobreposicdo, deveriam ser mais estaveis. Contudo,
varios fatores podem atrapalhar a formacao de agregados do tipo H, favorecendo
a formacao dos do tipo J. Estudos, de diversos sistemas, demonstraram a
formacdo dos agregados do tipo ] tanto experimentalmente quanto teoricamente
(Van der Auweraer e Scheblykin 2002, Shklyarevskiy et al. 2002, von Berlepsch
et al. 2002).

Os niveis de energia dos agregados dependem da orientacdo relativa entre
os dipolos dos monémeros (Forster e Konig 1957; Kasha 1963). As intensidades
relativas das bandas dos espectros de absorcdo dependem do angulo entre os
dipolos das moléculas que formam os agregados. Para os agregados do tipo J a
maior intensidade de absorcdao é observada na regidao de comprimentos de onda
maiores que dos monémeros do mesmo composto; para os do tipo H a banda de
absorcao é deslocada para comprimentos de onda menores, conforme ilustra os

espectros mostrados na figura 5.38.

Absorbancia
I
(&

T T T T T
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.38: Espectros demonstrativos de absorgdo 6ptica de um monomero (M) e de seus
agregados H e ]

Os espectros do BCD, obtidos na monocamada, mostram que a diminuicao
da area por molécula aproxima as moléculas de BCD formando agregados tipo H.
Este resultado ndo estd em controvérsia com a nossa sugestdo da localizacdo das
moléculas de BCD na monocamada: em posicao vertical, paralelo com as cadeias

hidrofébicas do fosfolipidio. Realmente, neste caso a formagao dos agregados de
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tipo J ndo é possivel. Entretanto, se o BCD se localiza na posicao horizontal entre
as cabecas polares dos fosfolipidios a formacao dos agregados H também é
possivel. Entdo, mesmo que ndo possamos usar os dados espectroscépicos como
uma comprovante do modelo sugerido, estes resultados, no minimo, nao

contradizem o modelo proposto.
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Capitulo 6 Conclusdes

A partir da andlise das isotermas de pressdo superficial (r-A), curvas do
mddulo de compressibilidade (Cs™), isotermas de potencial superficial (AV-A) e
as imagens obtidas através da microscopia por angulo de Brewster, todos em
funcao da porcentagem dos BCD na monocamada de DPPC, podemos concluir

que:

- a presenca dos BCD estimula a formagao dos dominios de DPPC sem mudar seu

formato, mas diminuindo seu tamanho;

- este efeito estd associado com uma blindagem da carga negativa da cabeca
polar pela carga positiva do BCD, diminuindo a repulsdo entre as moléculas de
DPPC;

- devido a presencga da carga positiva do BCD nos dominios, estes adquirem uma
carga liquida positiva, que aumenta a repulsao entre eles. Isto nivela a diferenca
entre fases liquida expandida e liquida condensada da monocamada, aumenta a
area minima por molécula e torna a fase condensada da monocamada mais

elastica;

- a analise das isotermas (AV-A) indicou que os BCD nao contribuem no valor do

potencial superficial medido;

- a presengca de NaCl na subfase aumenta o efeito dos BCD na formacao da
monocamada de DPPC. Este efeito sinérgico é devido as interagdes mutuas dos
anions CI” com a carga positiva do grupo trimetilamonio da cabeca polar do DPPC

e das cargas positivas do BCD com carga negativa do grupo fosfato do DPPC;

A analise dos espectros de absorcdao do BCD inserido na monocamada
mostrara que o BCD na monocamada condensada forma agregados do tipo H e

nao agregados do tipo J.

Baseando-se na analise do efeito da estrutura dos BCD na sua interagdo com

a monocamada, e nos espectros de absorcao éptica propusemos dois modelos de
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interacao dos BCD com a monocamada, e acreditamos que o modelo 1,

apresentado abaixo, represente melhor o sistema:

- modelo 1:as moléculas de BCD se inserem na monocamada, paralelamente ao
eixo da molécula de DPPC, interagindo tanto com a cauda hidrofébica quanto
com a cabeca polar.

Entretanto, os dados obtidos ndao sao suficientes para excluir o modelo 2
proposto:

- modelo 2: as moléculas de BCD localizam-se na parte polar da monocamada,
perpendicular ao eixo da molécula de DPPC.

Para propor um modelo definitivo para a interacdo DPPC-BCD é necessario
realizar um trabalho futuro que complemente os resultados apresentados neste

trabalho.
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