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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas algumas propriedades de sistemas
miméticos de tensoativos pulmonares (TP) constituidos de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e DPPC/colesterol e suas interacbes com o
material particulado (MP) proveniente da queima da palha da cana-de-acUcar,
reconhecido por meio de estudos clinicos como agente agravador de diversas
patologias respiratérias. O MP utilizado neste trabalho foi analisado por meio
de uma série de técnicas: espalhamento dindmico de luz (DLS), microscopia
eletrdnica de varredura acrescida do uso de andlise de energia dispersiva de
raios X (MEV e MEV-EDX) e espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho. Os valores médios de tamanho e potencial zeta das particulas
foram 250 nm e -27 mV, respectivamente. Isotermas de pressédo superficial
versus area por molécula de DPPC e DPPC/colesterol foram estudadas na
auséncia e presenca de particulas e trouxeram informacfes a respeito da
insercdo das particulas nas monocamadas. O sistema DPPC/colesterol
apresentou variagcbes menores de area minima por molécula com o aumento
da concentracdo de MP, indicando que o colesterol atua como agente
organizador da monocamada. Reologia superficial dilatacional dinamica foi
estudada pelo método de oscilacdo harmbnica da gota pendente.
Concentragbes pequenas de MP aumentam a fluidez das monocamadas,
enquanto concentragcfes mais elevadas aumentam a rigidez das mesmas. A
presenca de colesterol potencializa o efeito provocado pelo MP. Os dados de
modulo de compressibilidade obtidos das isotermas se mostraram proximos
daqueles obtidos nos estudos reolégicos em frequéncias elevadas. As

monocamadas foram transferidas para substratos sélidos por meio da técnica



de Langmuir-Blodgett (LB). Os filmes LB resultantes foram analisados por meio
de microscopia de forca atdmica (AFM) e microscopia do tempo de vida de
fluorescéncia (FLIM). Ambas as técnicas mostraram que as particulas se
depositam juntamente com o filme e que o sistema DPPC/colesterol dispbe de
um arranjo mais homogéneo para as particulas. Imagens de FLIM mostraram
que provavelmente esse arranjo se da devido a preferéncia do colesterol em se
alocar em regides periféricas as particulas, conferindo estabilidade as mesmas
na interface. O trabalho permitiu concluir que o MP proveniente da cana-de-
acucar possui efeito sobre algumas propriedades superficiais estudadas nos
sistemas modelos de TP e que essas propriedades devem ter o potencial de

interferir no perfeito funcionamento desses sistemas nos meios bioldgicos.



ABSTRACT

This work presents some of the properties of mimetic systems of
pulmonary surfactants (PS) composed of dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC) and DPPC/cholesterol and their interactions with particulate material
(PM) originated from the burning of sugar cane leaves which is known by
clinical studies as an injurious agent of the respiratory airways. The PM
described in the present work was analyzed by different techniques: Dynamic
Light Scattering (DLS), Scanning Electron Microscopy (SEM) with EDS (Energy
Dispersive Spectrometry) and Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR).
The average values of size and zeta potential were 250 nm and -27 mV,
respectively. DPPC and DPPC/cholesterol n-A isotherms were studied in the
absence and presence of particles and it brought some information about the
particle insertion in the monolayers. The DPPC/cholesterol system showed
smaller changes in the minimum area per molecule with the increase of PM
concentration which indicates the cholesterol acts as an organizer in the
monolayer. Dilatational surface rheology data indicated that smaller PM
concentrations increase the fluidity of the monolayers while the higher PM
concentrations increase their rigidity. Cholesterol enhances the effects
provoked by PM. Compressional modulus data obtained from the isotherms
showed to be very close to those obtained from the rheological studies
performed at higher frequencies. The transferred monolayers, using Langmuir-
Blodgett technique, to solid supports were analyzed by Atomic Force
Microscopy (AFM) and Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM) which

showed that the particles are deposited together with the film and the

Vi



DPPC/cholesterol system presents a more homogeneous particle arrangement.
FLIM images showed that most likely this arrangement is due to the preference
of cholesterol to allocate in regions surround the particles, granting stability to
them in the monolayers. The study allowed concluding that PM originate from
burned sugar cane leaves has an effect over some features of PS model
systems and those properties have the potential to interfere in the perfect

performance of these systems in biological environments.
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Capitulo 1: Introducéao

Capitulo 1: Introducéao

1.1. Tensoativos Pulmonares

O sistema de tensoativos pulmonares (TP) é constituido de proteinas,
lipidios saturados e insaturados, que adsorvem na interface ar/liquido do
pulméo, formando uma monocamada e mantendo um reservatorio associado
(Fig. 1). Devido & sua compactacéo, tensdes superficiais inferiores a 1 mN m™
sdo atingidas ao final da expiracdo, quando a area superficial dos pulmdes é

minima. Além disso, os TP conferem propriedades mecéanicas necessarias as

funcdes dos pulmdes.

O TP é composto de aproximadamente 90% de lipidios (Dobbs, 1989;
Goerke 1998), sendo o restante de proteinas associadas, especificamente ou
ndo, e com alguns aspectos funcionais dos lipidios. A fracdo lipidica € uma
mistura complexa na qual 80% sao fosfatidilcolinas, (10-15)% fosfatidilglicerais,
acrescidos de fosfatidildietanolamina, fosfatidilinositol e esfingomielina, com (2-
3)% cada um, mais liso-bis-acido fosfatidico. De qualquer forma, destacam-se
como principais componentes o dipalmitoilfosfatilcolina (DPPC) e o 1-palmitoil-
2-oleil-fosfatidilcolina, apresentando-se também em quantidades consideraveis
o dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e o 1-palimitoil-2-oleil-fosfatidilglicerol
(POPG). Os lipidios neutros correspondem a ~4%, dos quais 90% é colesterol
(Goerke, 1998), que apresenta funcdes importantes (Orgeig; Daniels, 2001;

Tolle et al., 2002).
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Alvéolo

Monocamada

Reservatorio
Sub-Superficia

Fase Aquosa

Figura 1. Esquema mostrando a monocamada de tensoativos pulmonares e

reservatorio adjacente composto de multicamadas de lipideos.

Dentre as proteinas que comp8e o TP, sdo quatro as principais, sendo
duas peguenas e hidrofébicas, denominadas SP-B e SP-C e, as outras duas,
glicoproteinas hidrofilicas, mais complexas denominadas SP-A e SP-D, sendo
a SP-A (Wong et al., 1996) a mais abundante das proteinas do TP. Apesar da
funcdo desta proteina ndo ser completamente esclarecida destaca-se um papel
na defesa imune pulmonar, em decorréncia de sua capacidade de se ligar a
carboidratos (LeVine et al., 1999). Estudos demonstram que a SP-A interage
com mono e bicamadas lipidicas, podendo restaurar as propriedades biofisicas

do tensoativo oxidado (Rodriguez-Capote; McCormack; Possmayer, 2003) e
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fazendo a mediacdo da assimilacdo de fosfatidilcolina pelas células tipo Il do
alvéolo (Tsuzuki; Kuroki; Akino, 1993).

O Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Fig.2) é um fosfolipideo zwitteriénico,
correspondendo a 93-96% dos lipideos, enquanto colesterol apresenta-se com
composic¢des variando em humanos entre 5 a 10% (Diemel et al., 2002).

Recentemente, usando fosfolipidios marcados radioativamente, mostrou-se
que a composicdo de ambos, monocamada adsorvida e reservatorio
associado, devem ter composi¢cOes semelhantes (Yu; Possmayer, 2003), ou
seja, ndo ha adsorcéo preferencial de nenhum dos fosfolipidios. Entretanto,
sabe-se que em um individuo ndo saudavel a composicao relativa de colesterol
pode aumentar significativamente.

Reconhece-se que o colesterol tem papel fundamental nas membranas
alveolares. Essa molécula favorece a adsor¢cdo das moléculas de DPPC a
interface liquido-ar, ou seja, & membrana alveolar (Buschmann; Schollmeyer,
1992; Buschmann; Schollmeyer, 1993). Além disso, confere propriedade
plastificante a membrana (Tierney; Block; Longo, 2005), o que significa uma
maleabilidade maior da membrana quando comparada com uma membrana

constituida somente de DPPC.
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Figura 2. Lipideos utilizados: Colesterol (acima) e DPPC (abaixo).

1.2. Uso de Monocamadas como Modelos de
Biomembranas

Uma das mais efetivas técnicas no estudo de propriedades fisico-
quimicas de interfaces liquidas é a de Langmuir (Langmuir 1917; Davies;
Rideal, 1961; Dynarowicz-tatka; Dhanabalan; Oliveira Jr, 2001). Quando
moléculas insoluveis de natureza anfifilica, ou seja, as que possuem uma longa
cadeia apolar e um grupamento polar, sdo dispostas na superficie de um
liquido de alta tenséo superficial (Agua, por exemplo) a tendéncia é que essas
moléculas se espalhem na superficie do liquido formando um filme da
espessura de uma molécula, o que é chamado de monocamada. Esse
processo ocorre devido ao efeito hidrofébico e a consequéncia é que 0s grupos
polares dessas moléculas anfifilicas orientam-se em relagdo ao liquido de alta
tenséo superficial, enquanto a cauda apolar volta-se para o exterior da solucgao,
ocorrendo um ordenamento dessas moléculas na superficie do liquido. Essas

monocamadas podem ser convenientemente comprimidas resultando em
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monocamadas altamente orientadas. Paralelamente, medidas macroscépicas
dessas monocamadas, que compreendem variagdes de tensao superficial ou
potencial superficial, ou ainda microscopicas de varias naturezas, permitem

inferir sobre o comportamento das moléculas presentes na interface.

Uma vez que moléculas constituintes de membranas bioldgicas séo
geralmente anfifilicas, e a sua constituicdo principal € a de uma bicamada
lipidica com proteinas ligadas de diferentes formas, a utilizacdo de
monocamadas de Langmuir, que correspondem a metade de uma bicamada,
se mostra muito efetiva no estudo de sistemas modelos de biomembranas
(Wiecek et al., 2008; Maggio et al., 2005; Gidalevitz et al., 2003; Lourenzoni et
al., 2007). Inclusive em nosso grupo de pesquisa, tem-se demonstrado a
utilidade dessa ferramenta na investigagédo da interagéo entre fosfolipidios com:
peptideos, anestésicos, polissacarideos e proteinas; imobilizacdo de proteinas
e propriedades dindmicas de monocamadas de Langmuir (Caseli et al., 2005a;
Caseli et al., 2005b). Mais recentemente, temos estudado o efeito de material
particulado, proveniente da queima das folhas de cana-de-acucar, em
monocamadas de fosfolipidios contendo diferentes teores de colesterol. Esse
sistema modelo j4 havia sido utilizado (Wustneck et al., 2005) para estudar
monocamadas de fosfolipidios acrescidas de algumas proteinas de extratos

pulmonares.

1.2.1. Monocamadas de DPPC e colesterol

Monocamadas de DPPC juntamente com colesterol ja foram bastante
estudadas e suas principais propriedades se encontram bem descritas na

literatura. Um dos exemplos é o poder do colesterol em melhorar o
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reespalhamento da monocamada apds uma compressao (Yu; Possmayer,
1988; Fleming; Keough, 1988), que é um fator essencial ao processo de
respiracdo, uma vez que os alvéolos sdo comprimidos e expandidos de
maneira constante e necessitam de estabilidade para que ndo haja o colapso
das membranas. Outro efeito conferido pelo colesterol € o de condensar a
monocamada (Shah; Schulman, 1967; Muller-Landau; Cadenhead, 1979),
produzindo estruturas mais compactas. Ainda, estudos do efeito do pH nas
propriedades de condensacgédo do colesterol mostraram que esse fendmeno
ocorre mais eficientemente em condigcbes neutras (Gong et al.,, 2002). O
comportamento de fase de monocamadas mistas DPPC e colesterol também é
conhecido (Karmakar; Raghunathan; Mayor, 2005). Outro estudo de
importancia como base para as consideracdes feitas nesse trabalho mostra
como as propriedades elasticas de sistemas contendo DPPC e colesterol
variam de acordo com a propor¢cao dos componentes (Tierney; Block; Longo,
2005), sendo que para algumas proporcdes, o efeito do colesterol sobre o
DPPC é de aumento de fluidez, e para outras 0 que ocorre € 0 aumento da
rigidez. Além das propriedades intrinsecas de monocamadas contendo DPPC e
colesterol, alguns dos efeitos desses componentes sobre outras estruturas
também sao descritos, como por exemplo, no caso dos tensoativos
pulmonares, os efeitos do colesterol em algumas das proteinas do sistema (Yu;
Possmayer, 1998; Gomez-Gil; Pérez-Gil; Goormaghtigh, 2009; Gomez-Gil et
al., 2009). Por fim, o efeito da desregulagdo da composi¢cdo dos tensoativos
pulmonares, em especial, 0 colesterol € apontado como causa de doencas

respiratorias bastante sérias (Piantado; Schwartz, 2004).
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1.3. Material Particulado e efeitos a saude

Os efeitos de materiais particulados de varias naturezas tém sido
estudados sobre sistemas de TP e comprovadamente se mostram nocivos as
propriedades fisico-quimicas desse sistema. Alguns exemplos vao desde
particulas a que estamos submetidos diariamente como o caso daquelas
exaladas por motores de combustdo a diesel (Shi et al.,, 2009) e alguns
componentes em particular como o eicosano (Kanno; Furuyama; Hirano, 2008).
Em ambos os caso, foram comprovados danos as propriedades fisico-quimicas
de sistemas contendo componentes dos TP, além da ruptura organizacional
desses sistemas. Casos mais particulares como os de trabalhadores expostos
a altas concentracbes de silicatos tendem a desenvolver uma patologia
conhecida como silicose, que também afeta o perfeito funcionamento do TP,
como descrito em alguns trabalhos (Wallace et al.,, 2007). Alguns tipos de
nanoparticulas poliméricas (Stuart et al., 2006), apesar de ndo disponiveis em
grandes quantidades na atmosfera vém sendo estudadas para avaliagcdo dos
possiveis efeitos as propriedades dos TP devido a possibilidade de emprego
como carreadores de drogas aos pulmdes. Efeitos relativos as concentracées
dessas nanoparticulas sdo avaliados para fins de formulacdes de dosagens
seguras aos pacientes.

O material particulado (MP) proveniente da cana-de-acUcar ja foi
observado como sendo um grande vildo a satde pulmonar (Arbex et al., 2004;
Ribeiro, 2008; Lopes; Ribeiro, 2006; Ribeiro; Assuncédo, 2002; Gongales, 2006).
No entanto, estudos sobre o efeito desse material particulado nas propriedades

fisico-quimicas dos alvéolos pulmonares ainda é escasso.
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O estado de S&o Paulo detém 75% da area de plantacbes de cana-de-
acucar no pais, sendo que no total ha cerca de 5 milhGes de hectares
plantados (Malilay, 1999). O grande consumo interno de alcool, e o interesse
cada vez maior por energia de fontes renovaveis sdo 0s grandes responsaveis
pela grande producao de cana-de-agucar no Brasil.

A Lei n® 11.241/2002 apresenta, em seu artigo 2°, uma tabela para a
eliminacdo gradativa do atual processo de colheita e estipula que apenas em
2031 a queima seja totalmente eliminada. Estima-se que hoje ainda exista pelo
menos 50% de area mecanizavel e apenas 10% de area cultivada em terrenos
com declividade elevada, que ainda pratica a queima. A pratica da queimada
para esse tipo de atividade advém da necessidade da eliminagdo do excesso
de palha que dificulta o corte, e também serve de abrigo a animais que

colocam em risco os trabalhadores.

A queima da palha da cana da origem a uma série de gases toxicos como
monoxido de carbono e benzeno (Ribeiro, 2008), assim como também, ao
material particulado. Diversos estudos realizados tém verificado relacédo direta
entre as queimadas e alguns problemas respiratorios (Ribeiro, 2008; Lopes;
Ribeiro, 2006; Ribeiro; Assuncao 2002; Gongales, 2006), porém mais focados
no tratamento do problema como questéo social e de salde, sendo o efeito do
material particulado nos pulmdes ainda nao tratado com aprofundamento sob o
ponto de vista biofisico e fisico-quimico. Ainda, segundo alguns autores
(Malilay, 1999; Donaldson et al., 2001), é o material particulado menor que 0,3
um (particulas finas) que chega até os alvéolos pulmonares e mesmo em

pequenas concentragdes pode causar sérios danos a saude respiratoria de um



Capitulo 1: Introducéao

individuo e, portanto, sdo principalmente os efeitos dessas particulas finas que
necessitam de um melhor entendimento.

Nessa dissertacdo abordamos o efeito das particulas mencionadas em
sistemas modelo de biomembranas: monocamadas de Langmuir. Nesse
sentido, alguns exemplos como o de nanoparticulas de Silica foram estudadas
em sistemas mistos de fosfolipidios (Guzméan et al., 2012a; Guzméan et al.,
2012b) mostraram se incorporar nas monocamadas, sendo possivel até
mesmo a transferéncia para substratos soélidos. Experimentos de reologia
mostraram que sistemas contendo as nanoparticulas apresentam uma menor
correlacao entre as deformacdes aplicadas e as respostas observadas, 0 que
indica um pior desempenho na reorganizacdo da monocamada em presenca
das particulas. Estudos com nanoparticulas de Ouro (Tatur; Badia, 2012) e
Poliorganosiloxanos (Harishchandra; Saleem; Galla, 2010) mostraram a
tendéncia dessas particulas se alocarem em regides periféricas aos dominios
formados por DPPC em monocamadas de Langmuir, o que induz a uma
modificacdo nos formatos desses dominios. A mesma observacao, no caso das
nanoparticulas de Ouro, nédo foi feita para sistemas de tensoativos pulmonares
comerciais, onde as particulas se localizam em regides exteriores aos dominios
de lipidios. Por fim, um estudo de revisdo (Schulz; Olubummo; Binder, 2012)
faz um apanhado amplo no que concerne a interagdo entre diversos tipos de
particulas (metélicas, poliméricas, inorganicas) como sistemas lipidicos e
poliméricos, dando énfase ao fato de que as modificacdes estruturais e fisico-
quimicas ocorrem em funcédo da carga, composicdo e tamanho das particulas

em questao.
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1.4. Obijetivos

Este trabalho tem o intuito de empregar tanto monocamadas liquidas
como filmes LB para a determinagdo de algumas propriedades fisico-quimicas,
além de uma analise morfolégica de sistemas modelos de Tensoativos
Pulmonares (TP) frente a influéncia provida pelo Material Particulado (MP)
proveniente da queima da palha da cana-de-acUcar. A influéncia do

componente Colesterol (Col) também € avaliada e associada ao MP.

Capitulo 2: Fundamentos dos Métodos
Experimentais
2.1. Monocamadas de Langmuir e Isotermas n-A

Camadas monomoleculares de substancias tensoativas insoliveis podem
ser estudadas usando uma técnica introduzida por Irving Langmuir (Langmuir,
1917). Neste caso, a substancia de interesse, solubilizada em solvente
apropriado que apresente baixa solubilidade em agua e evapore com
facilidade, é distribuida com o auxilio de uma microseringa sobre a superficie
de uma subfase aquosa ou agua pura, contida em uma cuba feita de material
hidrofébico, usualmente teflon®. Essa substancia quando em quantidades
convenientes, forma uma camada com a espessura de uma molécula, uma
monocamada, caso o seu espalhamento na interface seja favoravel. Essa
monocamada €& comprimida por meio de barreira(s) movel(is) e a pressao
superficial € monitorada em funcdo da posicdo ocupada pela barreira, que
modifica a area disponivel por molécula na interface ar/liquido. Esta montagem
é usualmente denominada cuba de Langmuir. A Figura 3 apresenta um

esquema dessa montagem, mostrando como a pressdo superficial pode ser

10



Capitulo 2: Fundamentos dos Métodos Experimentais

interpretada em termos de uma forca por unidade de comprimento agindo na
interface. Este foi conceito empregado no equipamento introduzido por
Langmuir, que era dotado de duas barreiras: uma que comprimia a
monocamada e outra flutuante ligada a uma balanca de tor¢cdo que media a

forca exercida pela monocamada. Os equipamentos atuais empregam de uma
maneira geral a medida direta da tensdo superficial, Y(x), pelo metodo de

lamina de Wilhelmy, sendo x a posicdo da barreira que comprime a

monocamada.

Figura 3. Esquema de uma cuba de Langmuir: (A) vista lateral representando a
monocamada sendo comprimida e (B) vista de topo mostrando como a presséo
superficial () corresponderia a uma forga por unidade de comprimento com a qual a
interface contendo a monocamada tenta se expandir em relagéo a interface limpa sem

a monocamada. As setas indicam a diregdo da compressao.

A medida que se aumenta a compressdo da monocamada, diminuindo a
area ocupada por molécula (A) na interface, a pressédo superficial aumenta,
havendo uma tendéncia de ordenamento das moléculas, e consequentemente
um empacotamento que € caracteristico para cada diferente molécula. Essa

diferenca no comportamento do empacotamento das moléculas de um

11
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tensoativo com o0 aumento da pressao, a uma temperatura constante, resulta
em uma curva denominada de isoterma superficial ou, simplesmente, curva =-

A.

2.2. Reologia de Monocamadas

Apesar de o pulméo apresentar distintas funcdes, o seu papel principal &
permitir as trocas gasosas entre o ar inalado e o sangue. Para que esse
processo de troca gasosa ocorra satisfatoriamente ha necessidade de
membranas finas com elevada éarea superficial e com caracteristicas
mecanicas adequadas, como € o caso daquelas dos alvéolos pulmonares. O
comportamento pulmonar pode ser estudado sob o ponto de vista bio-mecanico
usando-se modelos viscoelasticos (Savi; Pacheco, 1999). De uma maneira
bastante simplificada, pode-se entender a viscoelasticidade pela analise dos
comportamentos extremos: elastico e viscoso. Ao se aplicar uma deformacao a
um sistema, diferentes respostas podem ser obtidas: se o sistema retornar a
sua conformacao original, ele é considerado um sistema perfeitamente elastico
e é tratado como um sdlido; o sistema, pode também responder de forma que
haja um escoamento do material e a conformacéo final ndo seja a mesma
conformacdo que inicialmente era observada. Esse comportamento €
denominado viscoso e esse sistema € tratado como liquido. Finalmente, ha a
possibilidade de ser observado um comportamento hibrido (tanto elastico como
Viscoso0), e esse comportamento € denominado viscoelastico. O sistema, no
caso tem tendéncia de retornar a conformacéao inicial apés a deformacédo, no
entanto, o sistema é modificado através do escoamento parcial do material.
No caso da presente proposta de estudo, as medidas de viscoelasticidade

dilatacional dinadmica de superficie (Lucassen; van den Tempel, 1972; lvanov et

12



Capitulo 2: Fundamentos dos Métodos Experimentais

al., 2005) serao a principal ferramenta para o entendimento do comportamento
do sistema modelo do alvéolo pulmonar frente ao material particulado ao qual
estard em contato.

As medidas de viscoelasticidade foram realizadas usando-se a técnica de
oscilagdo harmoénica da gota pendente. O esquema desse equipamento €

mostrado na Figura 4.

Deformation
signal generator

eoe

Camera @
I ::‘

Piezoelectric
oscillator

Light
Source

i

v =

Figura 4. Esquema do tensiémetro utilizado para as medidas de viscoelasticidade.

A tensdo superficial em um equipamento desse tipo € determinada pelo
método do formato da gota pendente. A tensdo superficial é calculada tendo
em vista a equacdo de Young-Laplace. Considera-se que sobre uma gota
pendente em um campo gravitacional agem as forcas peso, empuxo e tensao
superficial e levando-se em consideracdo que existe uma diferenca de presséo

através de uma interface curva liquida, chamada de presséao capilar, dada por:
AP = Y (1/R1 + 1/R2),

sendo R; e R, os dois raios principais de curvatura da gota elongada. Essa
gota apresenta um eixo de simetria e a primeira equacado descrevendo o
formato de uma gota centro-simétrica foi apresentada por Bashforth e Adams
em 1883, observando que cada ponto da interface deve estar em equilibrio

mecanico, ou seja, a pressao capilar deve ser contrabalanceada pela pressao

13
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hidrostatica (Figura 5). Este € o fundamento do método de determinagéo de
tensdo superficial pelo método da gota pendente. Na pratica, 0 equipamento
digitaliza a imagem da gota e obtém os pardmetros geométricos necessarios.
Em seguida usa um algoritmo que permite o célculo de y associado ao formato

de gota (Figura 5).

Figura 5. Esquema de uma gota pendente centro-simétrica e os parametros utilizados

na determinacéo da tensao superficial y (Ravera, Ferrari e Liggieri 2000).

A equacdo de Bashforth e Adams usada na determinagdo da tenséo

superficial pelo método do formato da gota é:

sen ¢
x/b

z+ﬁz—[1 +
b~ |R*/b

na qual: R* é o raio de curvatura da secéo meridiana, no ponto P(x,z); ¢ é o
angulo entre a normal a superficie em P(x,z) e o eixo vertical; b € o raio de
curvatura no apice da gota (O) e g € o fator de forma, definido por:

_ Apgh®
|4

B
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onde Ap é a diferenca de densidade entre o liquido e 0 ar e g € a aceleragéo da
gravidade.

As medidas de viscoelasticidade, por sua vez, consistem na aplicacédo
de uma deformacao, por meio de um oscilador piezelétrico, no volume de uma
gota pendente e suportada na ponta de uma agulha. Imagens da gota sdo
obtidas em intervalos tempo definidos e digitalizadas. Estas imagens permitem
que a variacdo da tensdo superficial seja acompanhada durante todo o
processo, e constituem a resposta ao disturbio a interface provocado pela
deformacédo. A tomada das medidas € sincronizada e assim, a diferenca entre a
oscilacdo aplicada a gota e a oscilacdo observada através da variacdo da
tensdo superficial servem de base para a obtencdo dos parametros

viscoelasticos do sistema (Kovalchuk et al., 2005).

tempo

Figura 6. Representacao das oscilacdes aplicada e de resposta de um sistema, e as

indicacOes das respectivas diferencas.

A elasticidade dilatacional de superficie, também chamada de elasticidade

de superficie ou médulo de elasticidade de superficie, E, é definido como:

15
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onde dy corresponde ao gradiente infinitesimal de tensao superficial frente a
uma variacao relativa de area (A). O valor de equilibrio € o médulo de Young e
é identificado com elasticidade de Gibbs, também chamado de moddulo de
compressibilidade (Cs*) para monocamadas de Langmuir. Em condic8es
dindmicas, ha filmes desde perfeitamente viscosos até perfeitamente elasticos,
sendo que o ultimo caso ocorre em condicbes em que nenhum processo de
relaxacdo é observado na escala de tempo do experimento. Observando a
figura 6, isso significa que ndo ha diferenca de fase (5), também descrito como
angulo de fase (0), entre a perturbacdo e a resposta do sistema (mudanca da
tensdo superficial). Por outro lado, diferencas de fase sdo caracteristicos de
comportamentos viscoelasticos. Essa caracteristica é levada em consideracéo

introduzindo-se o seguinte médulo complexo:
E = |E|cos@ +i|E|sen®

A parte imaginaria é a quantidade que equivale ao processo de

dissipacao de energia e é relacionada com a viscosidade dilatacional (n):

No = (|E| sen 8)/w

na qual, a frequéncia angular, w = 2nf, é estabelecida quando uma
deformacédo senoidal de frequéncia f é imposta a superficie.

Dessa forma, as duas contribuicbes (elastica e viscosa) poderdo ser
entendidas e analisadas durante o trabalho com base nos valores de médulo
de elasticidade (E), para a contribuicdo elastica, e o angulo de fase (6), para a

contribuicéo viscosa.
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2.3. Filmes Langmuir-Blodgett (LB)

As monocamadas de Langmuir podem ser analisadas por diferentes
técnicas micrograficas, espectroscopicas, etc quando convenientemente
transferidas para suportes adequados. Mica foi escolhida para esse trabalho
pela baixa rugosidade de sua superficie quando recém clivada e pela afinidade
com as moléculas de interesse. Existem duas técnicas que permitem a
transferéncia de monocamadas formadas na interface liquido/ar para
substratos sélidos: de Langmuir-Blodgett (LB) e de Langmuir-Schaefer (LS),

como mostrado na Figura 7.

a) { b) ﬁ

substrato

substrato

" " " barreira

s fall T o

DDD

Figura 7. Esquema das técnicas LB (a) e LS (b), mostrando a subfase aquosa, as
barreiras méveis da cuba de Langmuir comprimindo um filme monomolecular na

interface ar-agua e o suporte solido (Rubinger et al., 2006).

A técnica LB permite a deposicdo de filmes camada por camada, sendo
qgue cada camada tem a espessura de uma Unica molécula. Nesta técnica, ha a
transferéncia de um filme da interface ar-agua para um suporte sélido através
da imerséo e/ou retirada deste, verticalmente, da subfase. Nos experimentos

aqui descritos o suporte foi inicialmente imerso na subfase suporte da
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monocamada e a transferéncia se deu pela retirada vertical do mesmo. Nesse
caso, a cauda hidrofébica dos fosfolipidios fica exposta.

Para ser quantitativamente transferida, a monocamada deve estar
submetida a uma pressdo de superficie constante durante o processo de

deposicao.

2.4. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Particulas dispersas em um meio liquido movem-se ao acaso
(movimento Browniano). Particulas menores movem-se mais rapidamente que
particulas grandes, e portanto possuem coeficiente de difusdo (D) maior. Para
uma dispersdo de particulas esféricas, com viscosidade n, sob temperatura
constante T, o coeficiente de difusdo D € inversamente proporcional ao
didmetro hidrodindmico dn das particulas, como mostra a equacdo de

StokesEinstein:

D - kT
~ 3mnd,

onde k é a constante de Boltzmann. Devido ao movimento Browniano, a
intensidade da luz espalhada por um conjunto de particulas sofre flutuacdes ao
longo do tempo. Supondo que haja uma janela de dimensao reduzida, através
da qual a luz espalhada pelas particulas alcanca um detector, a intensidade da
luz que atinge o detector ird flutuar devido ao movimento das particulas. Esta
flutuacdo da intensidade de luz espalhada ocorrerd& com maior velocidade
guando a dispersdo contiver particulas pequenas, pois estas se movimentam
mais rapidamente e passam diante da janela um nimero maior de vezes dentro
de um intervalo de tempo. Portanto, existe uma relacdo entre a velocidade de

flutuacdo da luz espalhada e o coeficiente de difusdo das particulas. Existe
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também uma funcdo de autocorrelagdo da intensidade de luz espalhada. No
caso de particulas pequenas, essa funcdo de auto-correlacdo entre as
intensidades diminui mais rapidamente com o tempo, do que no caso de
particulas grandes. A funcdo de autocorrelacéo, G(t), é:
G(t) = (I(te) X1 (to +1))
onde I(ty) e I (t, + t) séo as intensidades de luz espalhada nos instantes t; e
(to + t), respectivamente. No tempo t =ty = 0, a intensidade de espalhamento é
I(0) e a funcéo de auto-correlacdo possui um valor maximo. Com o passar do
tempo, a intensidade de espalhamento em um tempo (to + t) tera cada vez
menos correlacdo com a intensidade de espalhamento inicial, e a média sobre
os produtos das intensidades, que é G(t), tende a zero. Normalmente admite-
se que G(t) decai exponencialmente em funcdo do tempo. Para particulas
esféricas e monodispersas, G(t) é expresso por:
G(t) = Ae™™* +B
onde A e B sdo constantes, e I' € a constante de decaimento da curva
exponencial gerada pela funcéo de auto-correlacéo. Por sua vez, T é dada por:
I' = Dg?
onde D é o coeficiente de difusdo das particulas e g € o vetor de onda da luz
espalhada, que € dado por:
q = (4nn/Ay) sen (6/2)
onde n é o indice de refracdo do liquido que dispersa as particulas, 6 é o
angulo de deteccdo da luz espalhada e 1, € o comprimento de onda da luz
incidente. Os aparelhos utilizados para medir tamanho de particulas séo
dotados de um software que encontra a curva que melhor se ajusta aos pontos

gerados pela funcdo de autocorrelacdo, ou seja, encontra um valor apropriado
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para I'. Ao substituir I' é encontrado um valor para D. Finalmente, substituindo

D encontra-se o diametro hidrodinamico médio das particulas.

O coeficiente de difusao translacional dependera ndo apenas do tamanho
e forma da particula, mas também de qualquer estrutura superficial, assim
como a concentracdo e o tipo de ions no meio. Isso significa que o tamanho
pode ser maior que o medido por microscopia eletrénica, por exemplo, onde a
particula é removida do seu meio.

O desenvolvimento de uma carga liquida na superficie da particula afeta a
distribuicdo de ions nas regides periféricas a superficie, resultando em uma
concentracdo maior de contra-ions (ions de carga oposta a da particula)
préximos a superficie. Portanto, uma dupla camada existe ao redor de cada
particula. A camada liquida ao redor da particula pode ser dividida em duas
componentes: uma regido interior, chamada de camada de Stern, onde 0s ions
estdo fortemente atraidos; e uma exterior, difusa, regido onde esses ions sao
menos atraidos. Na camada difusa ha uma fronteira na qual os ions e
particulas formam uma entidade estavel. Quando uma particula se move, os
ions no interior da fronteira se movem junto, enquanto os ions além da fronteira
ndo. Essa fronteira é conhecida como plano de deslizamento (do inglés,

slipping plane) e o potencial associado a essa fronteira € conhecido com o

potencial Zeta (£). O esquema da figura 8 ilustra os termos utilizados acima.
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«—» Dupla camada elétrica
'

Particula de carga superficial
negativa

Camada Stemn Camada Difusa

-100

- Potencial de superficie

Potencial Stern

/u

Potencial Zeta
mV/

Distancia da superficie da particula

Figura 8. Indicacéo das camadas idnicas ao redor de uma particula e os potenciais a

elas associadas.

Quando um campo elétrico é aplicado através de um eletrdlito, particulas
carregadas em suspensao no eletrolito sdo atraidas na direcdo do eletrodo de
carga oposta. Forcas viscosas agindo sobre as particulas tendem a oporem-se
ao movimento. Quando o equilibrio € atingido entre essas duas forcas opostas,
as particulas se movem a uma velocidade constante. A velocidade da particula
€ dependente dos seguintes fatores: forca do campo elétrico ou gradiente de
voltagem; a constante dielétrica do meio; a viscosidade do meio; e do potencial
Zeta. A velocidade de uma particula em um campo elétrico é comumente
associada a sua mobilidade eletroforética. Portanto, pode-se obter o potencial
Zeta de uma particula aplicando-se a equacao de Henry:

_ 2€e(f (ka)
= T

E

onde O é o potencial Zeta, Uz € a mobilidade eletroforética, € € a constante

dielétrica do meio e f(ka) € a funcédo de Henry. Dois valores sdo geralmente
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utilizados como aproximacao para a determinacdao de f(ka): 1,5 ou 1,0. No
caso de meio aquoso em concentracbes moderadas de eletrdlitos, como o
desse trabalho, o valor utilizado é de 1,5, segundo a aproximacdo de
Smoluchowski, que diz que esse valor é aplicavel para a andlise de particulas

maiores que 0,2 microns em concentracdes salinas maiores que 10 mol.L™.

2.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A técnica de MEV consiste em utilizar um feixe fino de elétrons para
explorar a superficie de uma amostra ponto a ponto, por linhas sucessivas e
transmitir o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura deve estar em
perfeita sincronia com o feixe incidente. A interacdo desse feixe de elétrons
com os atomos da amostra da origem a uma série fendmenos, dentre eles, 0s
elétrons secundarios e os retroespalhados (mais importantes na obtencédo das
imagens de MEV). O sinal recolhido pelo detector é utilizado para modular o

brilho do monitor, permitindo a observacéao.

A técnica de EDS (do Inglés Energy Dispersive X-ray Spectrometer) se
vale do posicionamento do feixe de elétrons do microscépio sobre uma
amostra, os elétrons mais externos sao excitados e mudam de nivel energético.
Ao retornar ao estado fundamental, a energia excedente € liberada na forma de
radiacdo na faixa dos Raios-X. Como cada atomo possui niveis de energia
caracteristicos, a energia dos Raios-X detectados podem ser associados a

presenca desses &tomos na amostra.
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2.6. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A técnica de AFM ¢ utilizada para a obtencdo de informacdes
topogréficas do que se esta sendo analisado. Imagens séo formadas a partir da
varredura da amostra, linha por linha, com uma ponta muito fina que interage
de diferentes formas com os atomos da amostra. No modo contato, o que se
mede é a interacdo repulsiva entre a ponta e os elétrons da amostra. No modo
ndo-contato, a interagdo medida é a atrativa, uma vez que a ponta nao chega a

tocar a amostra.

Modo contato ou de interacdes repulsivas

% (m)

Modo ndo-contaio ou de interacdes atrativas

Figura 9. Diagrama de energia potencial entre dois &tomos ou duas superficies,

mostrando os pontos onde os modos de analise de AFM estao situados.

Ha ainda o modo intermitente que é um hibrido dos dois modos
anteriores. Para todos os casos, a deteccéo topogréafica da amostra é realizada
através de um feixe de laser que incide sobre a haste que liga a ponta ao

microscopio. Dessa forma, as variagdes de relevo que sdo observadas durante
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a varredura sdo detectadas pela variagdo na posicao do laser no detector. As

imagens sédo baseadas na altura de cada ponto da amostra.

2.7. Espectroscopia de Absorcao na Regiao do
InfraVermelho

A radiacdo eletromagnética interage com a matéria de diversas maneiras
dependendo de varios fatores, por exemplo, o comprimento de onda. A regido
do espectro que compreende as radiacdes conhecidas como Infravermelho é
responsavel pela interagdo com os modos vibracionais das moléculas. Como
0s modos de vibracdo possuem energias definidas na regido do Infravermelho,
a interacdo da radiacéo eletromagnética com a amostra é facilmente detectavel
através de uma varredura nessa regido, resultando em um espectro de
absorcdo onde € possivel identificar moléculas ou grupos funcionais presentes

na amostra em analise.

2.8. Microscopia do Tempo de Vida de Fluorescéncia

A resolucdo de um microscépio depende do comprimento de onda da
radiacdo que esta sendo utilizada para iluminar o espécime. Assim, a resolucao
de um microscépio Otico, que utiliza luz visivel nunca pode ser maior que
aproximadamente 0,3 um ou 300 nm. Quando diminuimos o comprimento da
radiacdo aumentamos a resolucdo, isto € conseguimos distinguir tamanhos
menores. Na microscopia de fluorescéncia emprega-se luz na regiao do ultra-
violeta para iluminar a amostra. Como o comprimento de onda é menor,
consegue-se uma resolucdo maior. Nesta técnica empregam-se sondas

luminescentes, que consistem em moléculas com capacidade de absorverem

radiacdo na faixa do ultravioleta, passando de um estado energético
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fundamental para um estado excitado para em seguida emitir radiagcdo na
regido visivel do espectro eletromagnético. No caso da microscopia de
fluorescéncia essas substancias sdo escolhidas de forma a permanecerem na
interface e interagirem de forma diferenciada com os diferentes estados

superficiais presentes na superficie em equilibrio.

Cada molécula fluorescente possui um tempo de vida caracteristico, seja
ele dependente do grupo cromoéforo presente ou pelo ambiente quimico em que
ele se encontra (ou seja, a sua vizinhanca). Esse fendbmeno faz com que
guando excitadas, essas tenham tempos de relaxacdo diferentes, ou seja,
emitam luz por periodos de tempo diferentes. E o que se conhece por tempo de
vida. A técnica que se utiliza da capacidade de produzir imagens a partir dos
diferentes tempos de vida das moléculas é conhecida como Microscopia de
Tempo de Vida de Fluorescéncia (FLIM, do inglés Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy). Essa técnica, apesar de relativamente recente, ja foi
utilizada para o estudo de monocamadas de lipidios anteriormente (Stockl e
Herrmann 2010). Assim como na microscopia de fluorescéncia convencional,
essa técnica, quando aplicada ao estudo de monocamadas de lipidios, utiliza
moléculas marcadoras, ou sondas fluorescentes. Essas moléculas sdo, na
maior parte, muito parecidas com os lipidios em analise com apenas a
substituicdo de um determinado grupamento por um grupamento cromoforo.

As sondas fluorescentes mais comuns empregadas para verificar
diferencas de morfologia de monocamadas sdo as baseadas no croméforo [7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il] (NBD), que é ligado a um lipideo de interesse. A
proporcdo de moléculas de lipideo marcado com NBD € geralmente em torno

de 1% em mol do total de lipidios usados para formar a monocamada.
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Nesse tipo de arranjo, € comum a marcacao de mais do que um lipideo
para a verificagdo da distribuicdo dos diversos componentes em uma

membrana ou monocamada.

Capitulo 3: Materiais e Métodos

3.1. Producéo de Particulas e Dispersao
As dispersfes da palha da cana queimada foram preparadas seguindo o

procedimento descrito no esquema abaixo:

Palha de cana-de-agucar
crua

Secagem em forno a 105°C durante 10
minutos e queima em mufla & 500°C
durante 30 minutos

Palha de cana-de-acgucar
queimada

Moagem manual da palha
gueimada

Palha gueimada em po6

Dispersao em agua

/ M
Disperséo da palha de cana
gqueimada em concentracdo 8 ppm

v DiIui‘géo v

Dispersédo 4 ppm

Dispersédo 2 ppm

Figura 10. Esquema de preparacao das dispersdes da palha de cana queimada.
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Como mostrado acima, 0 processo que preparacao das dispersbes da
palha de cana queimada envolve uma série de etapas, onde primeiramente ha
uma lavagem da palha crua e secagem em forno a 105°C durante 10 minutos.
Em seguida, a palha seca deve ser queimada em mufla a 500°C, durante 30
minutos, para garantir a queima total da palha.

A palha queimada é entdo macerada com pistilo em gral até que se torne
um po6 bem fino. Entdo, 8 mg desse p6 séo dispersos em 1000 mL de agua, a
fim de se obter uma dispersao de concentracdo 8 ppm. Feito isso, por diluicdo
€ possivel se obter as dispersdes de mais baixas concentra¢des diluindo-se
pela metade cada uma das dispersdes. No entanto, as diferentes
concentracbes nao sdo todas preparadas de uma s6 vez, devido a
possibilidade de agregacdo das particulas dispersas em periodos de tempo
longos. Por isso, cada diferente concentragéo € preparada no dia em que se for

trabalhar com ela.

3.2. Isotermas n-A

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Sigma-Aldrich) e Colesterol (Sigma-
Aldrich) foram utilizados para a formacdo das monocamadas. Para a subfase,
agua ultra pura (Mili-Q, Milipore) foi utilizada tanto nos experimentos contendo
apenas subfase de agua pura quanto para o preparo das dispersées do MP.
Monocamadas de DPPC e DPPC/Chol foram formadas a partir de solugbes
aproximadamente 1 mM em cloroférmio sobre subfases contendo apenas agua
ou dispersdes de MP de diferentes concentragcbes em uma Cuba de Langmuir
(Insight, Brasil) de 240 cm? de éarea. Isotermas superficiais de compresséo
foram obtidas a uma taxa de 42 mm?2 por segundo e a temperatura controlada

em 36 + 0,5°C por um banho termostatico Tecnal TE-184.
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3.3. Filmes LB

A formacéo dos filmes LB foram realizadas em uma Cuba de Langmuir
(Insight - Brasil) de 240 cm?2 de area. A barreira foi comprimida a uma taxa de
42 mm? por segundo e o substrato era movimentado a uma taxa de 0,031 cm
por segundo. A temperatura foi controlada em 36 + 0,5°C por um banho
termostatico Tecnal TE-184. Folhas de mica recém-clivadas, de espessura

menor que 1 mm foram utilizadas nas deposicoes.

Nesse trabalho, a presséo foi controlada em 30 mN m™, pressdo em que a
monocamada encontra-se em um regime condensado e é reconhecido por ser

uma pressao que se aproxima da encontrada em membranas biologicas.

3.4 Reologia de monocamadas

Os experimentos de reologia foram conduzidos em um tensiémetro
OCA-20 (Dataphysics — Alemanha). Na ponta da agulha foram formadas gotas
com volume em média de 15 uL, tanto de agua pura como das dispersdes. Na
superficie dessa gota eram espalhadas as solucdes de lipidios em cloroférmio
em uma concentracdo de 10“ mol.L™ até que se atingi-se a pressdo de
interesse. As oscilacdes foram conduzidas em frequéncias que variaram desde
0,15 até 0,45 Hz. 500 imagens foram capturadas para um total de 5 ciclos de
oscilagdo da gota, em cada frequéncia. As imagens foram analisadas pelo
software e depois de uma transformada de Fourier, obteve-se os dados de

viscoelasticidade do sistema.
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3.5. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

As medidas de tamanho e carga de particulas foram realizadas em um
Zetasizer 3000 — DTS 5300 (Malvern - Inglaterra), laser de 10 mW e lampada
de HeNe (633nm). As dispersdes mais concentradas do MP (8 ppm) foram

utilizadas para garantir uma razéo sinal/ruido adequado das medidas.

3.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Imagens e composicao elementar das particulas foram obtidas por meio
de MEV, utilizando um Microscépio EVO 50 (Zeiss, Alemanha) equipado com o
acessorio EDS (do Inglés Energy Dispersive X-ray Spectrometer).

Para a analise das particulas, cerca de 1 mL da dispersdo de MP mais
concentrada (8 ppm) foi espalhada sobre a superficie de uma lamina de vidro e
mantida a temperatura ambiente (25°C) por 15 minutos até completa
evaporacdao da agua. As particulas remanescentes foram, entdo, analisadas.
No caso da obtencdo de imagens, além do procedimento descrito acima, foi

feito o recobrimento do MP com uma fina camada de ouro (cerca de 5-10 nm).

3.7. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Experimentos de Microscopia de Forca Atdmica, AFM (do Inglés Atomic
Force Microscopy) foram utilizados para investigar a morfologia e as diferencas
no empacotamento das monocamadas de lipidios provocadas pela presenca
de MP. Monocamadas de DPPC, DPPC/col e DPPC/col/MP foram transferidas
para substratos de mica por meio da técnica de formacéo de filmes Langmuir-
Blodgett, produzindo filmes com a espessura de uma molécula com a parte
apolar voltada para fora. A deposicao foi conduzida a uma presséo superficial

constante de 30 mN m™ a 36+0,5°C. Os filmes foram analisados a temperatura
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ambiente utilizando o modo intermitente do microscépio SPM9600 (Shimadzu,
Japao). O modo nédo-contato foi testado, porém resultou em imagens de pior

qualidade do que as obtidas pelo modo intermitente.

3.8. Microscopia do Tempo de Vida de Fluorescéncia
(FLIM)

. As micrografias foram obtidas através de um sistema acoplado de
microscépio confocal Olympus IX71 e um dispositivo de Fluorescéncia
Resolvida no Tempo PicoQuant Microtime 200. O sistema utiliza-se de um
laser de diodo pulsado com comprimento de onda de excitagdo de 470 nm,
além de um filtro BLP01-488R que barra acima de 470 nm e tem uma abertura

Optica de 28,0 mm. A deteccdo minima de tempo de vida é de 70 ps.

Para a obtencdo das imagens, filmes LB foram formados na superficie de
placas de mica recém-clivadas em uma pressdo de 30 mN m™ e temperatura
de 36+0,5°C. Utilizou-se tanto DPPC quanto colesterol marcados com 1%, em
mol, de moléculas que continham NBD. 1-palmitoil-2-{12[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-il)amino]dodecanoil}-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC-NBD) no
caso do DPPC e 25-{n-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)-metillamino}-27-
norcolesterol (Col-NBD) no caso do colesterol, ambos obtidos do fabricante
Avanti Polar Lipids. O MP né&o apresentou fluorescéncia na regiao de excitacéo

e também nenhuma sonda fluorescente foi utilizada como marcador.

3.9. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho
Com o objetivo de se detectar possiveis grupos organicos presentes no
MP utilizado, espectros na regiao do infravermelho foram obtidos por FTIR (do

Inglés  Fourier Transformed Infrared Spectroscopy) usando um
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espectrofotometro Bomem MB-102, empregando o modo de transmisséo. O
MP foi previamente macerado, diluido e misturado com KBr na propor¢do de
1:100. O po finamente dividido foi posteriormente prensado mecanicamente e

pastilhas desse material foram formadas e analisadas.

Capitulo 4: Resultados e Discusséo

4.1. Analise das Particulas

4.1.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O MP obtido em laboratério e utilizado no presente trabalho, ou mesmo
aguele obtido da queima de biomassa ha natureza, pode ndo consistir apenas
de carvdo, mas também de material organico oxidado juntamente com
compostos inorganicos. Como € de interesse o entendimento do MP nos
sistemas biomiméticos de membranas, é relevante entender sua natureza.
Além da natureza quimica, a distribuicdo de tamanho das particulas também se
faz importante. Como mencionado na introducdo, MP com tamanho de
particulas menores que 250 nm é conhecido como um agente prejudicial a
saude (Li et al., 2010), justificando o estudo com esse tamanho de particulas.
Além disso, o formato que melhor descreve as particulas sdo pequenos

paralelepipedos (Figura 11).



Capitulo 4: Resultados e Discussao
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Figura 11. Imagem de MEV para as particulas espalhadas sobre uma lamina de vidro.

De fato, € de conhecimento que alguns compostos inorganicos (Malilay,
1999), assim como organicos (Nikula et al., 2001; Nieman et al., 1980; Pisula et
al., 2005) sao encontrados no material particulado atmosférico proveniente da
gueima da biomassa (Maioli; Knoppers; Azevedo, 2009) e o material que
permanece no solo apresenta uma natureza de aromaticos poliméricos
(Vasconcellos et al., 2010). No presente estudo, néo foi utilizada a fumaca, mas
sim o material residual obtido da queima das folhas de cana-de-agucar. Os
resultados de analise elementar por EDS em imagens de MEV sao
apresentados na Tabela 1. A grande quantidade de oxigénio deve ser
proveniente dos compostos organicos, assim como da presenca de silicatos e
carbonatos, produzidos durante a combustdo do carbono ou material
inorganico; magneésio, silicio, fosforo, enxofre, cloro, potassio e calcio séo
elementos que também estdo presentes, apesar de que, em menor quantidade.

A grande quantidade de carbono € compativel com a producdo de carbono
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elementar e também da queima incompleta de alguns compostos inorganicos,
uma vez que é&lcoois, cetonas, ftalatos e alguns sacarideos como
levoglicosanas foram encontrados na fumaca produzida pela queima de palha

de cana-de-acucar (Nikula et al., 2001; Nieman et al., 1980; Pisula et al., 2005).

Tabela 1. Analise quimica elementar do MP obtido da queima da palha da
cana-de-agucar como obtido por EDS

Elementos C O K Si Ca Mg Cl S P
Proporcao
(% em 70.415 24.744 1.685 1.245 0.804 0.627 0.296 0.132 0.051

massa)

4.2.2. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Alguns parametros foram obtidos a partir das dispersdes das particulas
em agua, a fim de se inferir sobre a aplicabilidade do MP nos experimentos.
Como ja exposto, apenas particulas menores que 0,3 um conseguem atingir as
vias mais profundas do sistema respiratério, inclusive os alvéolos (Malilay,
1999; Donaldson et al., 2001). Dessa forma, h& necessidade da confirmacao
gue as particulas que estdo sendo utilizadas nos experimentos cumpram esse
requisito. Para isso, foram realizados experimentos de espalhamento de luz

dinamico.
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Figura 12. Grafico da distribuicdo de tamanhos das particulas. O valor médio € de

cerca de 250 nm.

O grafico da Figura 12 mostra uma distribuicdo de particulas com um
valor médio muito préoximo aquele pretendido. Além disso, observa-se uma
distribuicdo relativamente monodispersa, com diametro médio de (25070 nm).
Isso valida a utilizacdo dessas particulas como sendo as que realmente

atingiriam as vias respiratorias mais profundas em um ser humano.

Além da andlise do tamanho de particulas, foram realizadas medidas de
potencial zeta, que possibilitard& uma analise da contribuicdo de interacfes

eletrostaticas nos sistemas envolvendo particulas e monocamadas lipidicas.

O valor médio obtido para o potencial zeta das particulas foi ligeiramente
negativo (-27,7+2,4 mV), o que podera nos levar a algumas consideracdes
mais adiante. Novamente, a distribuicdo obtida foi bastante estreita,
evidenciando a baixa polidispersidade do sistema, que apresentou a grande
maioria das particulas com valor para o potencial zeta muito proximo ao valor

médio.
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Ainda considerando caracteristicas das dispersées dos MP, a andlise de
pH também foi realizada. E essencial que o sistema esteja em condi¢des
bastante parecidas com as que se encontraria no sistema real, ou seja, 0 corpo
humano. Parte importante dessas condi¢Bes é o pH fisioldgico (cerca de 7,4).
As medidas realizadas com as particulas na concentracdo mais elevada a ser
utilizada nos estudos sobre o efeito do MP nos sistemas modelos de
membranas mostrou um valor de 7,2. Valor consideravel aceitavel, uma vez
que a diferenca de 0,2 unidades de pH nao traria nenhuma modificacado
significativa no estado de ionizacdo de qualquer molécula que esta sendo

utilizada nos trabalhos.

4.2.3. Espectroscopia na Regido do Infra-Vermelho
O espectro de infravermelho (Figura 13) € caracterizado pela presenca
de bandas centradas em: 3430 cm™ com ombro em ~3050 cm™, 1610 cm™,

1430 cm™, 1080 cm™, 870 cm™, 800 cm™, 610 cm™ e 450 cm™.
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Figura 13. Espectro de absorbéancia das particulas na regido do Infravermelho.
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Tabela 2. Bandas de absorcao observadas e as estruturas correspondentes de
acordo com as referéncias (Andrade et al., 2010; Hamelmann et al., 2005;
Lepesant; Powers; Pershan, 1978; Li et al., 2001)

Numero de Onda / cm-1 Vibragcbes Associadas
3430 Estiramento O-H
1610 Estiramento C=C do anel aromatico
1430 Estiramento C=C do anel aromatico
1080 Estiramento Si-O-Si / Estiramento C-O

870 -800 Deformacao Si-O no plano

610 Estiramento Si-Si
450 Deformacéao Si-O fora do plano

A amostra de MP parece consistir principalmente de silicatos (1080, 870-
800, 610 e 450 cm-1, ver Tabela 2) e estruturas arométicas, que sao
evidenciadas pela presenca dos picos em 1610 e 1430 cm™. Esses (ltimos s&o
muito comumente encontrados em queimas de biomassa, como previamente
descrito na literatura, e sdo conhecidos como Hidrocarbonetos Aromaticos
Policiclicos (HAPs) (Vasconcellos et al., 2010; Andrade et al., 2010;
Hamelmann et al., 2005; Lepesant; Powers; Pershan, 1978; Li et al., 2001). Por
causa de suas estruturas quimicas, a maioria dos HAPs tem uma conformacao
planar e sdo propensos a produzir estruturas lamelares. Isto pode explicar a
pequena altura das particulas comparada com as suas dimensdes laterais,

conforme detectada nas micrografias de AFM (item 4.2.1.). Estruturas de Silicio
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foram determinadas pela presenca de bandas em 1080, 800, 610 e 450 cm™.
Como mostrado na Tabela 1, Silicio, presente em uma quantidade significativa
e atribuido a silicatos, também sdo descritos (Posfai et al.,, 2003) como
compondo material particulado oriundo da queima de biomassa.

A partir desses resultados, o pequeno potencial-Zeta dessas particulas,
em torno de -25 mV (reportado no relatério prévio), pode ser devido
principalmente aos silicatos presentes na superficie das particulas, embora ndo
possa se descartar a possibilidade da presenca de pequenas quantidades de

outras espécies idnicas organicas e inorganicas, como carboxilatos e cloretos.

4.3. Estudo do Comportamento das Monocamadas

4.3.1. Isotermas n-A

Inicialmente foi feito um estudo do efeito da temperatura sobre as curvas
n-A. A Figura 14 apresenta o comportamento das isotermas superficiais de
DPPC em funcdo da temperatura. Verifica-se que na temperatura corpoérea
DPPC encontra-se em uma regido muito proxima a extingdo da regidao de
coexisténcia de fases, ou seja, encontra-se muito proximo da temperatura de

transicao do lipidio.
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Figura 14. Comportamento de monocamadas de DPPC para diferentes temperaturas:

W10°C; @25°C; A29°C; ¥33°C; »36°C; #40°C

O estudo com o material particulado foi feito a 36 °C e a Figura 15

apresenta as isotermas de DPPC na auséncia e na presenca do MP.
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Figura 15. Isotermas de monocamadas de DPPC, obtidas a 36 + 0,5° C, contendo

diferentes [MP]: B 0; ® 2; A 4e V¥V 8 ppm.
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As isotermas obtidas com as monocamadas de DPPC (Figura 15)
mostram que as particulas causam um deslocamento da &rea minima por
molécula para valores mais altos, indicando assim um espagcamento promovido
pelas particulas através da inser¢do na monocamada. E possivel observar,
também, que quanto maior a [MP] maior € a area em que a pressao comecga a
subir e assim persiste até o colapso, ndo se encontrando com a curva em
auséncia de MP, indicando que nado ha exclusdo do MP para dentro da subfase
em regides condensadas da monocamada. A transicdo de fases caracteristica
de DPPC em agua, ainda observada nessa temperatura (36°C) é extinta na
presenca de MP. Particulas carregadas e ions sdo geralmente responsaveis

por tal efeito (Ou-Yang et al., 2011).

50

40 4

T T T T
40 60 80 100 120

Area por molécula (A2/molécula)

Figura 16. Isotermas de monocamadas de DPPC/colesterol (90/10 p/p), obtidas a 36 +

0,5°C em diferentes [MP]: B 0; ® 2; A 4e ¥V 8 ppm.

Os sistemas contendo DPPC/colesterol (Figura 16) apresentaram um
comportamento ligeiramente parecido com o sistema contendo apenas DPPC

em alguns aspectos. A insercdo das particulas na interface também é possivel
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de ser identificada pelo deslocamento das areas minimas por molécula. Porém,
nesse caso, as areas em que as pressfes comecam a ser diferentes de zero
ndo apresentam uma tendéncia de crescimento, pelo contrario, sdo bem
proximas umas das outras quando em presenca de particulas. Esse fato pode
ser fruto do arranjo das moléculas de lipidio, principalmente do colesterol, ao
redor das particulas. Outra diferenca entre os dois sistemas em estudo é a
menor diferenca entre as Areas Minimas por Molécula. Sistemas contendo o
colesterol possui uma menor ocupacdo pelas particulas, fato ja observado
através das imagens de FLIM, onde as regifes nao emissoras de fluorescéncia
(regides atribuidas as particulas) apresentavam dimensdes menores e mais
bem definidas.

Tabela 3. Relacéo das Areas Minimas por Molécula para os diferentes
sistemas e as estimativas das areas ocupadas pelas particulas, 36 + 0,5 °C

Area minima por molécula Area ocupada por particulas
[MP] (ppm) (A2/molécula) (A?/particulas/molécula)
DPPC DPPC/Col DPPC DPPC/Col (90/10
(90/10 p/p) p/p)
40,4 40,5 - -

0

2 46,6 48,5 6,2 8,0

4 54,9 51,8 14,5 11,3

3 62,6 56,2 22,2 16,2

De posse dos dados da tabela anterior, é possivel estimar um grau de
ocupacgdo das particulas nas monocamadas. Sabendo-se da quantidade de
lipidio espalhada e da area final em que foram confinadas as moléculas chega-

se em uma porcentagem de area relativa a ocupacéo das particulas.
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Tabela 4. Grau de ocupacéao das particulas nas monocamadas

Grau de ocupagéo do MP nas
[MP] (ppm) monocamadas (%)
DPPC DPPC/Col
(90/10 p/p)
0 - -
2 14,9 15,5
4 33,4 27,8
8 48,1 36,7

Os valores da tabela acima sdo passiveis de comparacdo com as
micrografias de FLIM, mostradas mais adiante, onde € possivel ter uma nocao
da area ocupada pelas particulas na monocamada. O sistema DPPC/colesterol
propicia mostra um grau de ocupacao menor para as particulas, com excecéo
do sistema com [MP] igual a 2 ppm em que 0s graus de ocupacao sao bastante
préximos.

Nenhuma diferenca significativa nas pressdes de colapso foi observada.
Um indicativo que as particulas ndo influem na estabilidade das monocamadas

com relacdo a pressdo maxima que podem atingir, como mostra a tabela 5.
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Tabela 5. Pressdes de colapso para os diferentes sistemas de monocamadas,

a36+0,5°C
Pressdo de colapso (MNm™)
[MP] (ppm)
DPPC DPPC/Col
(90/10 p/p)
49,8 50,4
0
2 49,8 49,2
4 50,6 50,6
8 50,8 49,4

Os fatores de compressibilidade, Cs!, das monocamadas foram
calculados em regibes onde a monocamada se apresenta em um regime
condensado (em geral de 30 a 40 mNm™), segundo a seguinte expressao:

dm
d [nA

C;l=

Tabela 6. Fator de Compressibilidade, Cs™*, para os diferentes sistemas de
monocamadas, a 36 + 0,5 °C

MP] (ppm) Cst (mNm™)
m
PP DPPC DPPC/Col
(90/10 p/p)
0 147,5 149,3
2 128,5 126,1
4 160,8 179,5
3 235,9 305,4

Esses valores seréo uteis na comparacao com os dados reologicos dos

sistemas, descritos na proxima secdo. Porém, deve-se observar que, na
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auséncia de particulas, a presenca de 10 % p/p de colesterol causa uma leve
expansdo que € revertida com a adicdo de 2 ppm de MP. A partir dai,
concentracfes maiores de MP expandem as monocamadas. Ja com relacdo as
areas minimas ocupadas por molécula: ndo se detecta variacdo consideravel
na auséncia de MP e 2 ppm causa uma leve expansdo, que aumenta com o0
aumento da concentragdao de MP. Em resumo, a presenca de MP causa
expansdo das monocamadas acima de 2 ppm e a presenca de colesterol

potencializa esse efeito.

4.3.2. Reologia

Primeiramente, deve-se ter em ment que o Mdodulo Viscoelastico pode
ser divido em duas componentes: a parte real (Médulo de Elasticidade
Dilatacional, E) e a parte imaginaria (relacionada com a contribui¢cao viscosa do
sistema). Em todos os sistemas aqui apresentados, a contribuicdo viscosa
sempre se mostrou muito inferior ao E, assim sendo, somente trataremos 0S
sistemas com relacdo as suas propriedades elasticas e os valores aqui
apresentados correspondem aos modulos de elasticidade dilatacional das
monocamadas de lipidios.

Uma possivel abordagem dos resultados obtidos consiste na analise das

curvas com relagéo a concentragdo do MP disperso na subfase (Figura 17).
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Figura 17. Comportamento de E em fung&o de [MP] para os sistemas: (A) DPPC e (B)
DPPC/colesterol. ® 0,150 Hz; ® 0,225 Hz; A 0,300 Hz; ¥ 0,375 Hz e € 0,450 Hz., na

presséo de 30 + 1 mN m™ e na temperatura de 36 + 0,5 °C.

A primeira observacéao a ser feita é o decréscimo de E em [MP] baixas (2 ppm).
O fosfolipidio DPPC é zwiteribnico, mas em pH neutro tem carga ligeiramente
negativa (Wiacek, 2007). O MP apresentou potencial zeta baixo, mas negativo.
Esse fenbmeno acredita-se ser devido a desorganizacdo do sistema promovido
pela interacdo entre cargas na monocamada. Cargas provenientes das
particulas, assim como ions associados a essas particulas interagem com as
cargas e momentos de dipolo do lipidio. Assim pode-se atribuir esse resultado
a interacdes repulsivas entre cargas elétricas da particula e DPPC. Acredita-se
que essa interacdo repulsiva leve a uma desorganizagcdo da monocamada,
tornando-as mais fluidas e, consequentemente, levando a valores mais baixos
de E (Prachayasittikul et al., 2007). De maneira geral, para [MP] mais elevadas
observa-se uma tendéncia de aumento nos valores de E com o aumento da
concentracéo de particulas. Nesses casos, muito provavelmente, deva ocorrera

insercéo das particulas na monocamada, acarretando em uma organizacao dos
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lipidios ao seu redor, fazendo com que a monocamada se torne mais rigida e
consequentemente eleve os valores de E (Kumar; Bohidar, 2010). Esses dois
efeitos sdo concorrentes e dependentes da [MP]. Por isso a observacédo de um
ou outro dependendo da concentracao de particulas. Essas explicacdes foram
corrobadas pelas imagens de AFM, conforme serd apresentado no item 4.2.1.
Uma segunda colocacdo a ser feita aqui é a diferenca de
comportamentos quando em auséncia e presenca de colesterol. Na auséncia
de colesterol, o efeito observado é unicamente proveniente do aumento da
frequéncia de oscilacdo do sistema. Para maiores frequéncias de oscilacao,
maiores valores de E. Ja no sistema contendo colesterol o mesmo efeito de
aumento de E com o aumento da frequéncia é observado até uma [MP] de 4
ppm. Na [MP] mais alta (8 ppm) os valores de E variam bruscamente com a
frequéncia em um padrao diferente daguele observado para menores [MP]. De
uma maneira geral pode-se dizer que E seja mais sensivel a variagdo de
frequéncia para a [MP] de 8ppm. Esse resultado pode ser atribuido ao
complexo arranjo de particulas e colesterol na monocamada. Como sugerido
anteriormente, o aumento de E deve estar associado a uma tendéncia de
arranjo das moléculas de colesterol ao redor das particulas, o que confere uma
maior organizagdo ao sistema. A medida que se aumenta a frequéncia de
deformacgédo da monocamada, menor o tempo para uma resposta do sistema.
Os tempos experimentais de expansédo-compressao da (gota) monocamada
ficaram entre 2,2 e 6,6 s. As particulas por sua vez devem apresentar um
tempo de difusdo caracteristico. Se esse tempo exceder o tempo de
deformacéo, as particulas ndo tém tempo de se difundir da monocamada para

o interior da dispersédo e vice-versa. Caso contrario ocorre apenas difusdo
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lateral das particulas na monocamada e as particulas permanecem na
interface. Assim, quanto menor o tempo para reagdo do sistema, menos
alterado ele sera, o que se entende por uma maior rigidez e consequentemente
maiores valores de E. Para [MP] igual a 8 ppm, os valores de E para certas
frequéncias, em presenca de colesterol, sdo até mais baixos do que na
auséncia do colesterol. Esse fato se deve mais uma vez a organizacao provida
pelo colesterol em conjunto com as particulas. O sistema pode ndo se
reorganizar adequadamente em certas frequéncias em que o tempo é
suficiente para a desorganizacdo da monocamada, mas nao para a
recuperacdo dessa organizacdo, e 0 sistema acaba por perder sua rigidez e
dessa forma apresentar valores de E até mais baixos do que o préprio sistema
sem colesterol. Deve-se ter em mente que o fato [MP] serem mais sensiveis a
frequéncia deve estar correlacionado ao aumento de processos difusivos em
concentragdes maiores (maiores gradientes).

Os dados reolégicos obtidos sao passiveis de comparagdo com 0s
dados de equilibrio, ou seja, a comparacéo de E e Cs*. Essa comparacdo é
possivel na medida em que o efeito viscoso tende a valores mais baixos, ou
seja, o efeito de reorganizacdo da monocamada ndo seja mais observado e
essa se comporte apenas como um filme rigido. No caso do nosso estudo, as
frequéncias mais elevadas sdo as mais indicadas para a comparacao, para as
quais os tempos de deformacdo sdo menores e 0 tempo caracteristico de

difusdo deve superar o tempo de deformacéao.
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a7

Tabela 7. Comparacéo de Cs* e E, para os diferentes sistemas de
monocamadas, a 36 + 0,5 °C

Cst (mNm™) E (mNm™) Diferenca (%)
[MP] (ppm)

DPPC DPPC/Col DPPC DPPC/Col DPPC DPPC/Col
(90/10 p/p) (90/10 p/p) (90/10 p/p)

0 147,5 149,3 146,3 152,6 0,8 2,2

2 128,5 126,1 132,2 128,2 2,9 1,7

4 160,8 179,5 145,8 160,5 9,3 10,6

3 235,9 305,4 216,6 292,1 8,2 4,3

Como observado, os dados apresentam uma boa correlagdo, com

diferencas inferiores a 10% (com exce¢do de apenas um caso). Esses

resultados sdo importantes para a garantia de uma analise comparativa

pertinente para os demais resultados obtidos em ambas as técnicas.

Agora, uma andlise mais detalhada das diferencas entre os sistemas

sem e com colesterol nas diferentes frequéncias de trabalho (Figura 18).
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Figura 18. Comportamento de E em fun¢éo de [MP] em diferentes frequéncias: (A)
0,150 Hz; (B) 0,225 Hz; (C) 0,300 Hz; (D) 0,375 e (E) 0,450. m DPPC e ®

DPPCl/colesterol (90/10 p/p), a 36 + 0,5°C.

Nos graficos da Figura 18, as variacbes de E dos sistemas em agua
pura para a primeira [MP] (2 ppm) é sempre maior nos sistemas contendo
colesterol, o que indica que o efeito desestabilizador, j& mencionado
anteriormente, € mais pronunciado nos sistemas contendo colesterol. Fica
evidente que o comportamento das monocamadas de DPPC/colesterol/MP
aproxima-se do comportamento das monocamadas de DPPC puro/MP a
medida que a frequéncia aumenta para [MP] menores que 8 ppm. Deve-se ter
em mente que aumentando-se a frequéncia diminui-se a chance de ocorréncia
de efeitos difusivos. Outra observacdo ainda na Figura 18 é a evolucdo dos
valores de E em [MP] igual a 8 ppm, nos sistemas contendo colesterol. E
facilmente observado que em frequéncias entre 0,225 e 0,300 Hz os valores de

E para o sistema contendo colesterol se torna maior do que os valores de E

para o sistema sem colesterol.
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Mais uma forma de andlise dos dados de reologia € o acompanhamento

dos valores de E com a frequéncia de deformacé&o dos sistemas.
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Figura 19. Comportamento de E em fun¢éo da frequéncia em diferentes condi¢des: B
DPPC em [MP] = zero; O DPPC em [MP] = 2 ppm; A DPPC em [MP] =4 ppm; ¥
DPPC em [MP] = 8 ppm; « DPPC/colesterol em [MP] = zero; > DPPC/colesterol em
[MP] = 2 ppm; & DPPC/colesterol em [MP] = 4 ppm e ® DPPC/colesterol em [MP] = 8

ppm, a 36 + 0,5°C.

Todos os sistemas mostraram um padréo bastante comum de aumento
de E com o aumento da frequéncia, como ja mencionado, com excecdo do
sistema contendo colesterol e com [MP] igual a 8 ppm. E na Figura 19 essa
tendéncia de aumento significativo de E com o aumento da frequéncia é

facilmente observada.
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4.2. Andlise dos Filmes LB

4.2.1. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Os filmes LB formados nas placas de mica foram analisados utilizando-
se a técnica de AFM. Assume-se que depois de transferida, a monocamada
nao se altera com relacdo a distribuicdo de lipidios e particulas. As imagens do
perfil topografico dos sistemas foram feitas com o objetivo de obter informacdes
sobre a morfologia, segregacdo de fases e distribuicdo de particulas nas

monocamadas.

A Figura 20 mostra as micrografias dos filmes de DPPC preparados a
36°C e analisados a temperatura ambiente, para concentracbes de MP

crescendo de 0 a 8 ppm.
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Figura 20. Imagens de AFM para o sistema DPPC em diferentes [MP]: (A) zero; (B) 2

ppm; (C) 4 ppm e (D) 8 ppm.

A monocamada de DPPC puro (Figura 20A) mostra uma imagem de
superficie bastante lisa. Para baixas quantidades de MP, Figura 20B apresenta uma
imagem que difere consideravelmente daquela obtida na auséncia de MP, com uma
rugosidade praticamente duplicada. Nao se observa nenhum ponto claro que se
saliente na interface. Essa variacdo da morfologia da monocamada pode ser
correlacionada com o decréscimo do mdédulo de elasticidade (E) (discutido no item
4.3.2.) medido pela técnica de oscilacdo da gota pendente. Conforme a quantidade
de particulas injetadas na monocamada é aumentada (Figuras 20C-D), maior é a

densidade de pontos claros observados correlacionando-se diretamente com a



Capitulo 4: Resultados e Discusséao 53

guantidade de particulas presentes na dispersdo que forma a subfase. Dessa forma,
é razoavel identificar os pontos claros das micrografias com as particulas presentes
na interface. Além disso, as depressfes ndo sado mais observadas para esses
sistemas, ao invés disso, é observada uma superficie mais lisa e homogénea, com
excecdo das protuberancias produzidas pelas particulas. E clara a influéncia da [MP]
no arranjo das particulas, culminando com um arranjo quase que igualmente
espacado para o sistema de [MP] igual a 8 ppm.

A Figura 22 traz a andlise do perfil da Figura 20D na regido que contém os
pontos que sao descritos como sendo as particulas. Trés diferentes particulas foram
tomadas como exemplos e seus perfis foram analisados. Os resultados mostraram
que as dimensbfes obtidas na analise de AFM estao muito bem correlacionadas com
o tamanho médio das particulas medido por DLS e MEV, dando suporte a
interpretacdo das imagens de AFM. Os resultados de MEV demonstram que a
particula ndo tem dimensdes iguais em todas as direcdes: ela tem o formato de um
paralelepipedo (Figura 21). Assim, por motivo de uma distribuicdo de grupos
superficiais ou carga elétrica desigual nas faces maiores e menores as particulas

podem se posicionar na interface expondo a face maior.

-
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Figura 21. Esquema do provavel formato das particulas analisadas.
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Figura 22. Andlise de perfil das particulas do sistema de DPPC em [MP] igual a 8

ppm.
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Filmes mistos de DPPC/Colesterol (10% w/w) também foram analisados por

AFM. As imagens obtidas sdo mostradas na Figura 23.
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Figura 23. Imagens de AFM para o sistema DPPC/colesterol em diferentes [MP]: (A)

zero; (B) 2 ppm; (C) 4 ppm e (D) 8 ppm.

A morfologia desse sistema difere daguele composto apenas por DPPC,
em alguns aspectos. Primeiro, a imagem de AFM correspondente a
monocamada formada em subfase de agua pura, além do padrdo ondulatério,
entendido como artefato, mostra pontos escuros, evidenciando depressdes nas
monocamadas muito provavelmente devido a segregacao das moléculas de
colesterol que se rearranjam préximas umas das outras (Worthman et al.
1997). Interessante € a comparacédo entre as Figuras 23A e 23B, nas quais 0s
pontos escuros sao menos evidentes, mas também observados. No entanto, as

morfologias desses dois tipos de monocamadas sao diversas, da mesma forma
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gue o comportamento reolégico provou ser (ver item 4.3.2.). Conforme as
particulas foram inseridas nos sistemas, algumas mudancgas sdo observadas.
Com uma quantidade pequena de particulas (2 e 4 ppm), o efeito de
desestabilizacdo é evidente, mostrando uma estrutura ndo-uniforme (Figura
23B). Ainda, as particulas parecem se arranjar ao redor de certas linhas
(Figuras 23B-C) que podem ser linhas de tensdo ou fronteiras separando
grandes dominios de dois lipidios. Apenas com [MP] igual a 8 ppm, a estrutura
da monocamada € novamente observada, evidenciada por um padrao

homogéneo de distribuicéo.

Uma proporgao de colesterol de 10% (m/m) promove a desorganizagao
da estrutura da monocamada. Baixas [MP] aumentam ainda mais essa
desestruturacdo devido ao efeito desestabilizador ja discutido. O fato € que
uma [MP] elevada (8 ppm) devolve a estruturacdo da monocamada. Talvez
iSso ocorra por meio de uma organizacdo das moléculas de lipidio ao redor das
particulas, fazendo com que o efeito provocado tanto pelo colesterol quanto
pelo MP diminua.

Portanto, a analise das imagens de AFM trouxe evidéncias para a
distribuicio do MP nas momocamadas lipidicas, dando suporte para as
interpretacbes das propriedades reolégicas que serdo discutidas nesse

relatoério.

4.2.2. Microscopia do Tempo de Vida de Fluorescéncia (FLIM)
Abaixo sdo apresentadas as imagens de Fluorescéncia de Tempo de
Vida das emissdes das moléculas de lipidios marcadas com NBD (Figura 24).

Para as monocamadas de DPPC puro, apenas DPPC-NBD foi usada como
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sonda. Ja nos sistemas contendo DPPC e colesterol, ambas as moléculas se
encontram marcadas, DPPC-NBD e Col-NBD foram utilizados como sonda na
concentracédo total de 1 mol % em relacdo ao total de lipideos. Espera-se com
isso a possibilidade de visualizagdo simultdnea de dominios tanto de DPPC
quanto de colesterol. De acordo com a literatura (Raghuraman; Shrivastava;
Chattopadhyay, 2007), em temperatura ambiente, Col-NBD apresenta tempo
de vida maior do que DPPC-NBD. Isso indica que colesterol apresentara
sempre cores mais quentes na escala indicada (tendendo ao vermelho),
enquanto DPPC se mostrard sempre representado por cores mais frias

(tendendo ao azul).

DPPC

DPPC/Chol10

Agua

2 ppm

4 ppm
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Figura 24. Imagens de FLIM para os diferentes sistemas de monocamadas e [MP].

DPPC/Chol10 corresponde a uma razéao 90/10 (p/p) DPPC/colesterol.

As imagens referentes aos sistemas contendo apenas DPPC
apresentam pouca variacao de cores, 0 que indica a composicao lipidica como
sendo de apenas um tipo de molécula. Sistemas contendo particulas
evidenciam a presenca de regides ndo emissoras de luz, o que indica a
presenca das particulas, que de fato, ndo sédo esperadas emitirem algum tipo
de luz. A quantidade de regibes ndo emissoras no filme aumenta com o
aumento da [MP], indicando uma distribui¢cdo relativamente homogénea dessas
particulas no filme.

As imagens dos filmes contendo colesterol apresentam um padrao
ligeiramente diferente. Sempre mostrando uma distribuicdo mais heterogénea
de cores, sendo a presenca do colesterol responsavel por tal fenémeno. O
mesmo efeito provocado pelas particulas nos sistemas compostos apenas de
DPPC aqui também é observado. Uma peculiaridade desse sistema, porém, é
a preferéncia do arranjo das moléculas de colesterol ao redor das particulas,
sendo bastante evidenciado para [MP] 4 e 8 ppm. Isso aumenta a organizacao
do filme e é responsavel, como sera discutido adiante, pelo aumento da rigidez

dessas monocamadas.
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Comparando-se as regides ndo emissoras de luz em ambos os sistemas
(sem e com colesterol), é possivel notar que para os sistemas contendo
colesterol as mesmas sdo menores e mais bem definidas, ou seja, mais
arredondadas. Ja nos sistemas contendo apenas DPPC, as regifes emissoras
se mostram mais alongadas e com distribuicAo mais heterogénea de
tamanhos. Desta forma, atribuindo-se as regiées ndo emissoras as particulas,
gue ndo deveriam sofrer alteracdo de tamanho ou geometria se mantiverem a
orientacdo, conclui-se que nas monocamadas mistas, as mesmas sejam
estabilizadas por colesterol. Ao contrario, na monocamada de DPPC puro as
mesmas sdo passiveis de agregacdo, gerando particulas maiores e com
geometrias menos definidas. Esse arranjo em nivel mesoscopico, pode afetar
as propriedades mecanicas da monocamada.

Outro fato a ser apontado nesses sistemas € o tamanho das regides nédo
emissoras de luz (e atribuidas as particulas) presentes nos filmes sendo muito
maiores que as particulas. Esse resultado pode ser atribuido a agregacéo, que
ocorre de forma mais acentuada das particulas no caso das monocamadas de
DPPC puro. Ndo se descarta, porém, a possibilidade de um processo de
deplecéo lipidica nas vizinhancas da particula. Se esse processo vir a ocorrer,
a presenca de moléculas marcadas também deve diminuir e,

consequentemente gerar regides escuras.

Capitulo 5: Conclusdes

Altas concentracbes de colesterol e MP obtido da queima da palha da
cana-de-agucar (tamanho médio de 250 nm) mostraram-se causadores de
efeitos desestrtuturadores nas monocamadas de DPPC. Segregacao de fase e

disfun¢des nas propriedades fisico-quimicas, como o0 modulo de elasticidade
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dilatacional (E), sdo algumas das evidéncias mostradas nesse estudo. Dois
efeitos diferentes foram observados quando MP foi inserido nos sistemas
modelos de membrana. O primeiro, provavelmente causado pela interagao de
cargas na superficie da monocamada levando a uma desestabilizacdo do
sistema. E o segundo, de natureza geométrica, devido a insercdo das
particulas na monocamada, tornando as estruturas mais organizadas e rigidas.
Altas concentracées de colesterol e altas concentragcbes de MP, quando
associadas, fizeram com que o0s sistemas se reaproximassem aquele em
auséncia de particulas, com uma monocamada bem estruturada e valores de E
proximos aqueles observados na auséncia de particulas. Finalmente, algumas
evidéncias mostraram um efeito similar das moléculas de colesterol e o MP em
respeito a estruturagcdo das monocamadas. No entanto, ambos estéo longe de
ter a propriedade de amenizar os efeitos provocados pelo outro, apenas agem

juntos para provocar efeitos semelhantes aos sistemas.
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