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Resumo

Muitos surfatantes apresentam efeitos sobre a membrana de
hemaceas, bem conhecidos na literatura e dependentes da
concentracao:. em concentragcdes elevadas surfatantes sdo hemoliticos,
mas em concentracbes baixas protegem a membrana. Cada efeito
depende do tipo de interacao do surfatante com a membrana, da
ocorréncia ou nao de ligagao entre ambos e das modificacbes que o
surfatante introduz na membrana. Tem sido verificado que as
caracteristicas e consequéncias da interacdo do surfatante com a
membrana dependem da estrutura desse: caracteristicas da parte
polar e da parte apolar, preseng¢a ou ndo de cargas, natureza dos
grupos presentes na estrutura.

No presente trabalho, foi realizado o estudo dos efeitos da
interacdo da membrana eritrocitaria com uma familia de surfatantes
bastante conhecida e utilizada em meios biolégicos, a dos nonilfendis
etoxilados, considerando-se também moléculas que apresentam um
alto grau de etoxilagdo. Para isso foram utilizados os surfatantes
Renex (nome comercial da série dos nonilfendis etoxilados utilizada)
95, 200 e 1000, contendo uma média de 9,5, 20 e 100 moles de 6xido
de etileno por mol de nonilfenol, respectivamente.

A caracterizacao dos surfatantes foi feita através dos seus
espectros de RMN e IV, que confirmaram a composicdo e o nimero de
moles de Oxido de etileno por mol de nonilfenol das amostras
estudadas.

Foram realizados experimentos para a determinacdo de
propriedades fisico-quimicas dos surfatantes da série Renex relevantes
para as alteracoes funcionais da membrana eritrocitaria: i) a CMC, que
diz respeito a formacao de micelas, foi determinada por espectroscopia
de fluorescéncia e RPE; ii) o parametro de ordem do marcador de spin,
em micelas, que informa sobre a fluidez da fase micelar, foi
determinado por RPE. O Renex 95 mostrou a menor CMC (0,075 mM)
e uma micela menos fluida que o Renex 200, que por sua vez mostrou
uma CMC menor (0,11 mM) e uma micela menos fluida que o Renex
1000 (CMC = 0,75 mM).
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Em uma segunda fase, foram feitos experimentos para a
determinacao dos efeitos de surfatante sobre a hemoélise em meio
hiposmotico de eritrocitos humanos integros. Foi também determinada
a capacidade de solubilizacao de fosfolipidios das membranas
eritrocitarias (ghosts) em solucdoes de surfatantes. O Renex 95
apresentou tanto a propriedade de hemolisar os eritrocitos como de
solubilizar sua membrana. O Renex 200 nao é hemolitico nem tem a
capacidade de solubilizar a membrana. O Renex 1000, além de nédo
apresentar propriedade hemolitica, mostrou ser um eficiente agente
protetor da membrana contra a hemdlise e também nao apresentou
capacidade de solubilizar a membrana.

Os fatos observados no presente trabalho sugerem que
surfatantes com cadeia longa de polioxido de etileno, além de
apresentarem uma menor penetracdo das cabecas polares na
membrana, impedindo assim que essas sejam solubilizadas, formam
uma capa hidrofilica externa a célula que estabiliza a pressdo osmoética
externa @ membrana e a protege da hemolise hiposmoética.
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Abstract

Concentration-dependent surfactant effects on erythrocite
membranes are well-known, in the literature: high concentrations are
haemolytic but low concentrations are often protective. These effects
will depend on the pattern of surfactant interaction with the membrane,
on surfactant-membrane binding and on its consequences, which in
turn depend on surfactant structural characteristics: nature and sizes of
polar and apolar groups as well as the presence (or not) of charges.

This is a study on the effects of a well-known surfactant family,
widely used in bilogical studies, on the erythrocite membrane.
Surfactants used are ethoxylated nonylphenols, including two
compounds with a high degree of ethoxylation. Renex brand (types 95,
200 and 1000 ) surfactants were used, with an average 9.5, 20 and 100
ethylene oxide residues per mol of phenol, respectively.

Surfactant characterization was done by NMR and IR
spectroscopies, which confirmed the stated composition and the
average number of ethylene oxide residues per molecule.

Two physico-chemical properties of Renex surfactants were
determined, relevant for their interactions with membranes: i) critical
micelle concentrations were determined by fluorimetry and by ESR; ii)
spin-label order parameter within micelles were determined by ESR,
and give information regarding micelle apolar medium fluidity. Renex 95
has the lowest cmc (0.075 mM) and its micelles are the least fluid. The
cmc’s of Renex 200 and 1000 are 0.11 and 0.75 mM respectively, and
Renex 1000 micelle is the most fluid.

Two other types of experiments were performed: i) surfactant
effect on whole erythocite membrane within hyposmotic media was
determined; ii) membrane ghost phospholipid solubilisation in
surfactant solutions was evaluated. Renex 95 is haemolytic (at higher
concentrations) and solubilizes phospholipids. On the other hand,
Renex 1000 protects the cell against haemolysis and does not show the
ability to solubilize the membrane.
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The facts reported in this thesis are consistent with the following
model: the membranes are less penetrated by the apolar chains from
the surfactants carrying the larger polar ends. Beyond that, the polar
groups of the surfactant molecules are anchored to the membranes,
and create a high-osmotic pressure coating outside the erythrocytes,
which buffers the osmotic shock when the cells are introduced in the
hyposmotic medium.
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1. Introducgao

1.1 Surfatantes

Tensoativos ou surfatantes, sao compostos que tém a
propriedade de adsorver em uma interface ar - agua ou 0leo - agua e a
superficie de sdélidos. Essa atividade interfacial &€ a responsavel pelos
fendbmenos da acao superficial, micelizacdo e solubilizacdo, e é
decorrente do fato das moléculas de surfatante possuirem uma porcao
hidrofilica ou polar e outra hidrofébica ou apolar (Attwood & Florence,
1983). Moléculas que apresentam essa natureza dual séao
denominadas anfifilicas e sao representadas esquematicamente da

seguinte forma:

: a)Porcao hidrofilica

b)Por¢ao hidrofébica

1.2 Classificacdo dos surfatantes

Os surfatantes sao classificados com base nas caracteristicas e
composicao das suas porgées polares e apolares.

A porcao apolar ou hidrofébica é geralmente composta por uma
cadeia de hidrocarbonetos, podendo também conter moléculas como
grupos aromaticos hidrofébicos (Porter, 1991).
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A porcao polar ou hidrofilica pode ser carregada positiva ou
negativamente, caracterizando os surfatantes catibnicos ou aniénicos.
Pode ainda ser formada por uma cadeia de poliéxido de etileno (POE),
0 que ocorre na maioria dos surfatantes nao-idénicos. O comportamento
hidrofilico dos grupos idnicos deve ser atribuido em primeiro lugar a
sua solvatacao (por interacdo ion-dipolo com a a&agua), e o
comportamento hidrofilico dos grupos nao-idnicos esta relacionada a
hidratac&o de tais grupos, através de pontes de hidrogénio.

De acordo com grupos polares que os constituem, os surfatantes
sao geralmente classificados em:

a)Aniénicos: quando dissociados em solugdo aquosa, apresentam
carga negativa. Os principais sdo compostos carboxilados,
sulfatados, sulfonados ou fosfatados. Sdo utilizados em cosméticos,
xampoos, desinfetantes, lavanderias industriais, detergentes de uso
doméstico, na industria téxtil, e de papel. Ex. SDS, 6leo de riceno.

b)Catidnicos: quando dissociados em solugdo aquosa, apresentam
carga positiva. Sao aminas primarias, secundarias ou terciarias, ou
sais de amoénio quaternario. Sao utilizados na industria téxtil e de
fertilizantes, no revestimento de estradas (asfalto), sdo também
utilizados como amaciantes de roupas e condicionadores de cabelo.
Ex. CTAB.
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c) Nao-idnicos: néo se dissociam em solugdo aquosa formando ions.
Sao geralmente alquil ou alquil - aril éteres de polidéxido de etileno,
ou derivados de compostos poli - hidroxilicos ou oligossacarideos.
Sao utilizados em xampoos, cosméticos, defensivos agricolas,
tratamento de metais, industria téxtil e de petréleo. Ex. nonilfendis
etoxilados (Renex), Tween e Triton.

d)Zwiterionicos: comportam-se como aniénicos ou como catiénicos,
dependendo do pH do meio em que estdo atuando. S3o, por
exemplo, N - alquil derivados de amino - acidos. Séao utilizados em
produtos de higiene pessoal (sabonete liquido, xampoos, géis ...),
espuma para controle de incéndio, limpeza industrial e de
automaoveis. Ex. betainas e sulfobetainas.

1.3 Mecanismo de A¢cédo

A principal caracteristica dos surfatantes é que, quando em
solucdo aquosa diluida, se apresentam em maior concentracdo na
superficie do que no interior do liquido. Esse fenébmeno conhecido
como adsorcao ocorre em interfaces liquido/sélido, liquido/liquido e
liguido/ar (Porter, 1991). A Figura 1 ilustra algumas maneiras pelas
quais as moléculas de surfatantes se orientam em diferentes
interfaces.
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l | | | I l | I l lLiq.apoIar TTTTTTTTTTL:qpoIar

Lig. polar Sélido apolar

L™ oy
I

/ / / / Sélido carregado (carga oposta ao
surfatante)

Figura 1. Orientacdo das moléculas de surfatantes adsorvidas a
diferentes interfaces.

O estudo da adsorcdo é importante para compreender as
propriedades dos tensoativos pois esses provocam mudancas na
energia livre da interface e carga da superficie, 0 que leva a sua
capacidade de emulsificar, suspender ou solubilizar outras
substancias em agua (Attwood & Florence, 1983), propriedades essas
que podem ser afetadas por fatores como temperatura, pH,
concentragdo e grau de pureza do tensoativo, presenca de ions e de
aditivos organicos (Shinagawa et al., 1993; Cardamone et al.,1994;
Maulik et al., 1995).
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A natureza dual dos agentes tensoativos também |Ihes confere a
capacidade de auto - agregacdo. Essas moléculas, em baixas
concentracoes, se apresentam na forma de monémeros, e a partir de
uma determinada concentracao, que varia de molécula para molécula,
passa a ocorrer a formagdo de agregados que sao denominados
micelas (Schik, 1963; Mukerjee & Mysels, 1970; Neugebauer, 1994).

1.4 Micelas

Surfatantes em pequenas concentracdes em solugcao tendem a
adsorver na interface ar/agua (Figura 1), onde se encontram em maior
concentragao do que no interior da solucao, e provocam uma redugao
na tensao superficial. Se a concentracao de surfatantes na solucao for
aumentada até que a porcao adsorvida a superficie atinja uma
determinada concentracao, a tensao superficial se estabiliza tornando-
se praticamente constante, independentemente do aumento na
concentracgao do surfatante.

Um fator que limita a concentracao de surfatante na superficie é
a auto - associacao das moléculas em solugcao, formando agregados

denominados micelas, como esquematizado na Figura 2.
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Figura 2 Modelo proposto por Gruen para uma micela de SDS em
agua (Gruen, 1985).

As micelas podem se apresentar na forma de esfera, disco ou
cilindro. Em concentragdes mais baixas, micelas sdo esféricas; micelas
discoides ou cilindricas s&o formadas em concentracdes mais
elevadas e as suas solugcbes apresentam caracteristicas liquido -

cristalinas, ou mesofasicas.

A menor concentracdo em que as micelas se formam é
denominada de concentragao micelar critica (CMC), ou seja, a CMC
corresponde a concentragdo maxima de mondmeros livres de
surfatante, em solucao (Helenius et al., 1979; Mysels & Mukerjee,
1979; Neugebauer, 1994).
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A formacao de micelas pelas moléculas de surfatantes e portanto
a CMC saéo influenciadas por uma série de fatores, que podem ser
intrinsecos ou extrinsecos as moléculas, como por exemplo:

a)Fatores ligados a estrutura quimica do surfatante:
i) caracteristicas da cadeia hidrofébica

e a CMC diminui com o aumento do numero de atomos de
carbono. Ex. CgEs, CMC = 9,9 x 10 moles/l e C1oEs, CMC = 9,0
x 10 moles/l (Helenius et al., 1979).

e a CMC diminui se atomos de fllor substituirem atomos de
carbono no grupamento hidrofébico. Ex. substituicido de um CHjs
terminal por um CF3; (Attwood & Florence, 1983).

ii) caracteristicas da cadeia hidrofilica

e grupos hidrofilicos carregados possuem CMC maior que os nao-
iGnicos etoxilados correspondentes (Porter, 1991);

e a adicao de unidades de O6xido de etileno nos n&o-ibnicos
acarreta um aumento na CMC. Ex. C4sEg @ CMC é 2,1 x 10°
moles/l, CsE2; a CMC é 3,9 x 10° moles/l (Helenius et al.,
1979);

b)Influéncia da adi¢cao de eletrdlitos
i) a CMC diminui mediante a adicao de eletrélitos a surfatantes
ibnicos. EX. CMC do SDS que é de 8,1 x 10° moles/l em agua,
com uma concentracao de 0,03 moles/l de NaCl a CMC do SDS
diminui para 3,1 x 10° moles/l e com uma concentracao de 0,5
moles/l de NaCl a CMC do SDS cai para 0,51 x 10 moles/I
(Helenius et al., 1979);
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ii)a CMC dos surfatantes nao-iénicos ndo é muito alterada pela

adicao de eletrélitos (Mukerjee & Mysels, 1970).
c) Efeito da temperatura

i) a CMC diminui com 0 aumento da temperatura, nos surfatantes
nao-idnicos. Ex. CMC do C1¢Es € 1,4 x 10° moles/l a 10 °C, e 0,7 x
10 moles/l a 40 °C (Attwood & Florence, 1983).

ii)a CMC aumenta com a temperatura, nos surfatantes i6nicos. Ex.
CMC do SDS é 8,13 x 102 moles/l a 25 °C, e 9,8 x 10™ moles/l a
50 °C (Attwood & Florence, 1983).

d) Efeito do pH
i) a CMC dos surfatantes né&o-ibnicos sofre pouca alteracdo com
variacao de pH.
ii)a CMC dos surfatantes idnicos sofre alteragcdo com a variacéo do
pH (Porter, 1991).

O tamanho das micelas aumenta e a CMC diminui com o

aumento da regidao apolar, ou com a diminuicdo do tamanho e
polaridade dos grupos hidrofilicos (Helenius et al., 1979).

1.5 Surfatantes ndo-iénicos

Os surfatantes ndo-ibnicos nao se dissociam em agua formando
ions, e isso lhes confere certas vantagens sobre os surfatantes idGnicos:
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a)Os surfatantes ndo-idnicos sao compativeis com todos os outros
tipos de surfatantes, sdo normalmente usados como co-surfatantes.
O sinergismo com 0s anionicos, principalmente, e formacédo de
micelas mistas com outros surfatantes € muito utilizado com o
propdsito de diminuir a tens&o interfacial, resultando um aumento da
atividade surfatante. Ja os catibnicos e anibnicos sao
frequentemente mutuamente incompativeis (pois podem formar

pares ionicos, com menos efeito superficial, ou podem precipitar).

b) Os surfatantes nao-iénicos geralmente tém suas propriedades pouco
alteradas pelo pH e por adicdo de compostos idnicos em solugao
(Porter, 1991).

A anfipaticidade natural dos surfatantes nao-iénicos pode ser
expressa em termos de balango entre as porgées hidrofébica e
hidrofilica da molécula. Uma escala empirica de HLB (balanco lipofilico
hidrofilico) foi proposta por Griffin (Attwood & Florence, 1983) e é
usada para determinar o grau de afinidade do tensoativo em relacdo a
agua ou Oleo. Griffin propds o calculo do HLB a partir da estrutura
quimica da seguinte forma: HLB = % do grupamento hidrofilico (molar)
dividido por 5. Dessa forma seu valor numérico varia de zero a vinte
(100%), sendo que valores inferiores a nove caracterizam moléculas
lipofilicas, e valores acima de onze caracterizam moléculas hidrofilicas.
O HLB de misturas de surfatantes deve ser calculado através da média
ponderada dos valores de HLB das moléculas dos surfatantes
misturados. Quanto maior o HLB, maior a CMC dos surfatantes.
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1.6 A série Renex: acao surfatante

A série Renex € composta por produtos definidos quimicamente
como nonilfendis polietoxilados e forma uma das mais importantes
classes de surfatantes nao-idnicos.

Os surfatantes da série Renex apresentam um grau de etoxilacao
(nimero meédio de moles de 6xido de etileno por mol de nonilfenol) que
varia de 1,8 a 100 moles de 6xido de etileno (OE).

A estrutura quimica do nonilfenol etoxilado pode ser
representada assim:

CH3— (CHo)g @ o0— [CHZCHZO]n H

onde n representa o numero de moles de 6xido de etileno por mol de
nonilfenol (NP).

O carater anfipatico da molécula é conseqiiéncia da presenca do
grupo hidrofébico proveniente do nonilfenol e da cadeia hidrofilica de
poliéxido de etileno.
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O grau de etoxilagdo do nonilfenol € determinante de certas
caracteristicas dos surfatantes dessa série. Quanto maior o nimero de
unidades de oOxido de etileno por molécula, maior sera o HLB dessa
molécula.

A Tabela | apresenta a especificagbes comerciais dos produtos
de série Renex, fornecidas pelo fabricante.

Tabela | Especificacdes comerciais dos produtos da série Renex’

Tipo de Renex

Propriedade 95 200 1000
Estado fisico a 25°C Liquido Solido Sélido
indice de hidroxila (mg KOH / g de produto) 87-97 48-55 12-16
Teor maximo de agua (%) 1 1 1
pH 5-7.5 5-7,5 5-7,5
Moles de OE por mol de NP (médio) 9,5 20 100

' Dados do fabricante (Oxiteno do Brasil)
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1.7 Usos dos surfatantes

Surfatantes s&do Ilargamente empregados na industria
farmacéutica e de cosméticos, participando na formulagdo de grande
parte dos produtos de higiene pessoal.

Na industria farmacéutica, em particular, alguns agentes
tensoativos despertam grande interesse por terem demonstrado acao
bactericida, fungicida, sinergismo na acao de algumas drogas e
capacidade de dissolver membranas virais, além da capacidade de
solubilizar, suspender e emulsificar drogas, principalmente as
hidrofébicas (Helenius & So&derlund, 1973; Restaino et al., 1994;
Bassetti et al., 1995; Brenner et al., 1995; Forney & Glatz, 1995).

Os surfatantes nao-ibnicos tém um papel especial na industria
farmacéutica por sofrerem pouca alteragdo causada por variacao de
pH (Attwood & Florence, 1983).

O surfatante da série Renex mais aplicado na industria
farmacéutica € o Renex 95, que além do uso como solubilizante é
também um eficiente agente espermicida (McGroarty et al.,1994;
Michel et al., 1994; Weir et al., 1994).
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1.8 Surfatantes no estudo de biomembranas

No estudo de biomembranas os surfatantes sdao muito utilizados
no isolamento e estudo de proteinas membranares (Pratt et al,
1979;Loizaga et al., 1979; Bangham & Lea, 1978; Neugebauer, 1994),
porém sao também bastante utilizados em experimentos em que se
necessita alterar a permeabilidade da membrana, para facilitar a
transferéncia de solutos. A interacao dos surfatantes com membranas
biolégicas € muito importante por ser uma das principais ferramentas
para definir possiveis aplicacdes dessas moléculas na industria
farmacéutica. Varios autores tém investigado essa interagcdo, no que
diz respeito a hemodlise. Isomaa (1986) estudou as alteracoes de
permeabilidade, induzida por anfifiicos com diferentes comprimentos
da cadeia alquil, em eritrocitos humanos. Tranger (1987) observou um
efeito bifasico (hemolise e protecao) na interacdo dos surfatantes da
série Triton com as membranas de eritrécito. Ohnishi (1993) estudou o
efeito da estrutura de surfatantes nao-i6nicos com cadeia de polidéxido
de etileno em relacao a hemolise.

Em nosso laboratério, Ramos (1991) demonstrou que a série
Tween (surfatante nao-idnico) apresenta comportamento bifasico em
relacdo a lise de eritrocitos dependendo da concentragcdo e da
estrutura das cadeias laterais.
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2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho séao:

1. Caracterizacao das propriedades fisico - quimicas dos surfatantes da
série Renex que podem vir a causar alteracbes funcionais na
membrana eritrocitaria.

2. Determinacao dos efeitos da interacao surfatante/membrana sobre a
hemolise hiposmética em eritrécitos humanos.

3. Determinacdao da capacidade de solubilizacao das membranas
eritrocitarias pelos surfatantes em meio isosmético.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Fundamento de algumas técnicas utilizadas

3.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é fundamentada no fato
de que os nucleos de muitos atomos tém associados a si um momento
magnético. Quando submetidos a um campo magnético externo, este
momento assume uma orientagcao de acordo com o campo aplicado.
Pela aplicagcdo de um pulso oscilante na faixa de radiofrequiéncia,
pode-se excitar esses nucleos e detectar transicées entre esses niveis
de energia, pela absor¢cao de radiacdao. Essas mudancas de energia
(absorcao) séao detectadas, digitalizadas e armazenadas por um
espectrOmetro de RMN. Em seguida, os sinais digitais sao
transformados para um dominio de frequéncia, utilizando transformada
de Fourier. O resultado € um espectro, em que os picos de absorcao
correspondentes aos diferentes nucleos sdo decompostos € mostrados
num grafico de frequéncia (Hz) (Greff et al., 1963; Derome, 1987).

O valor do campo magnético observado por um nucleo depende
da estrutura eletrénica ao redor do mesmo; desta forma o nucleo do
isétopo analisado, aqui usaremos como exemplo o préton 'H, absorve

UNICAMP
BISLIOTECA CENTRAL
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energia a diferentes freqiéncias quando em diferentes ambientes
quimicos. Em um composto, cada atomo de hidrogénio que estiver em
um meio eletrénico diferente produzira um pico no espectro de
ressonancia magneética nuclear. A diferenca entre a freqiiéncia de um
préton isolado em um composto padrao (tetrametilsilano), tido como
ponto de referéncia, e outro préton em um dado ambiente & definida
como deslocamento quimico. O deslocamento quimico pode ser
expresso em frequéncia - Hz, ou, mais comumente em ppm em
relacdo a frequéncia, em Hz, do espectrdmetro usado. Isso permite a
comparacao entre valores de deslocamento adquiridos em diferentes
resolucoes (Derome, 1987).

O deslocamento quimico e a constante de acoplamento (a
quebra do sinal de um unico nucleo ou de um grupo de nucleos em
mais de um pico), oferecem informagdes estruturais qualitativas sobre
a molécula. Medidas quantitativas podem ser feitas comparativamente
utilizando-se a intensidade do sinal ou ainda a area de cada pico. Esse
fato permite o uso do RMN em aplicagbes quantitativas, sem
necessitar o uso de padrées puros e curvas de calibracao (Derome,
1987).

Neste trabalho, essa técnica foi empregada para caracterizar as
amostras de surfatantes utilizados, particularmente quanto a relacao
nonilfenol/poliéxido de etileno.
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As medidas de RMN foram feitas em um espectrometro da
marca Bruker, operando a 300 MHz, pertencente ao Instituto de
Quimica da UNICAMP.

3.1.2 Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

A ressonancia paramagnética eletronica (RPE) é uma técnica
espectroscopica que detecta compostos com elétrons
desemparelhados. A maioria das moléculas tém todos os elétrons
pareados e apenas algumas contém elétrons desemparelhados. Essas
moléculas com elétrons desemparelhados (moléculas
paramagneéticas), quando submetidas a um campo magnético,
orientam-se segundo seus momentos magnéticos de spin. Quando se
aplica uma onda eletromagnética ressonante com a precessdo desse
spin eletrénico, ocorre absorcdao de energia, que é registrada no
espectro de RPE como as primeiras derivadas das bandas de
absorcao de energia da amostra.

As informagbes mais importantes dos espectros de RPE estao
no desdobramento hiperfino, isto é a quebra em componentes
individuais das linhas de ressonancia. O desdobramento hiperfino é
originado pela interagcdo entre o spin eletrdbnico e o momento

magnético dipolar de um nucleo préoximo ao elétron desemparelhado.

A técnica do marcador de spin, consiste na utilizacdo de uma
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molécula paramagnética como marcador (Hubbel & McDonnell, 1976).

Através do espectro de RPE da molécula usada como marcador é
possivel obter-se informacao de carater estrutural a respeito do
sistema ao qual o marcador se encontra ligado. O espectro de RPE é
ainda sensivel a mobilidade (tempo de correlacao rotacional) do
marcador no meio em que se encontra. Informagdes sobre a dinamica
do marcador em agua e em micelas ou membranas podem ser usadas
para determinar a CMC de surfatantes.

A partir dos espectros de RPE, também é possivel calcular o
parametro de ordem (S), que é uma medida da anisotropia do
ambiente em que se encontram as moléculas do marcador de spin.
Quanto mais proximo da unidade for o valor de S, mais anisotrépica
estara a molécula, o que significa que o0 meio em que ela se encontra
esta menos fluido. Em um meio de alta fluidez a molécula do marcador
de spin pode girar rapidamente em torno de seus eixos, quando resulta
um espectro de linhas mais finas e mais simétrico, do qual se calcula
um menor valor de S.

Para o calculo do parametro de ordem (S), item 3.3.4, foram
utiizadas as medidas dos desdobramentos hiperfino paralelo e
perpendicular aparentes, observados nos espectros, e feita uma
correcdo empirica dos desdobramentos aparentes em relacdo aos
desdobramentos em cristais (Griffith, 1976). Essa corre¢cao deve ser
feita, pois os desdobramentos hiperfinos verdadeiros s6 sdo medidos
quando a molécula paramagnética se encontra incluida em cristais, o
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que nao reflete a realidade bioldgica. Para o calculo do S, portanto, foi
utilisada a seguinte equacgao:

T//-TL-C

S=T//4+2TL +2C

x1,723

onde C =1,4 - 0,053 (T'// - T'L)

T'// e TL representam, respectivamente, os desdobramentos
hiperfino paralelo e perpendicular aparente dos espectros (Figura 3).

C €& uma correcao empirica dos desdobramentos hiperfino
paralelo e perpendicular aparentes, em relacdo aos observados em
cristais (Griffith, 1976).
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Figura 3. Espectro de RPE do marcador acido 5-DOXIL estearico
(0.05 mM) em micelas de Renex 200 (20 mM), tampao
fosfato 0,5mM, pH 7,4, 25°C.

No presente trabalho, a técnica de RPE foi empregada com o

uso do marcador, acido estearico 5-DOXIL, para monitorar a formacéo

de agregados de surfatantes e a fluidez desses agregados, bem como

a das membranas incubadas com os surfatantes.
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Os espectros de RPE foram obtidos em um espectrémetro
Varian E-9, equipado com a cavidade TE.» e controlador de
temperatura por fluxo de N,. As condicbes experimentais foram:
poténcia de irradiacdo, 20 mW, campo central de 3250 G, varredura de
100 G, frequéncia de microonda de 9,12 GHz e campo de modulagao
de 2,5 G. Equipamento pertencente ao Instituto de Fisica da
UNICAMP.

3.2 Surfatantes utilizados

Os surfatantes utilizados no presente trabalho foram doados pela
Oxiteno do Brasil, e utilizados sem tratamentos prévio.

Para a execucédo do presente trabalho foram utilizados apenas os
surfatantes sollveis em agua, ou seja, com mais de nove moles de
6xido de etileno (OE) por mol de nonilfenol, sendo selecionados os
seguintes compostos: Renex 95, Renex 200 e Renex 1000, que
apresentam uma meédia de 9,5, 20 e 100 moles de OE por mol de
nonilfenol, respectivamente.
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3.3 Caracterizacao dos surfatantes

3.3.1 Grau de Pureza

3.3.1.1 Ressoancia magnética nuclear (RMN)

Medidas de ressonancia magnética nuclear de prétons 'H ('H
RMN) foram feitas para determinar o tamanho médio das cadeias
alquilas, e de poli(6xido de etileno).

As amostras dos surfatantes foram previamente secas em
dessecador com pentéxido de fésforo, pesadas a cada 24 horas, foram
consideradas secas, quando seus pesos se mantiveram constantes,
sendo entao diluidas 1:9 (v/v) em agua deuterada.

Para cada espectro obtido, os picos foram atribuidos aos
grupamentos quimicos, e em seguida foi calculada a quantidade de
prétons de cada pico, tomando-se como referéncia 1/4 do valor da
integral dos picos dos prétons fendlicos (4 protons). Com base nesse
valor foi calculado o numero de prétons nos picos do grupamento nonil
e 6xido de etileno, dividindo-se o valor da integral desses picos pelo
valor da referéncia (Greff & Flangan, 1963; Crutchfield et al., 1964;
Sheih & Fendler, 1976).
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3.3.1.2 Infra vermelho (IV)

Espectros de infra vermelho das amostras de surfatante foram
obtidos com o objetivo de complementar os ensaios de RMN,
permitindo também deteccao de impurezas e a caracterizagcao das
estruturas dos surfatantes. Através dos espectros de IV obtve-se a
relacdo Aisso/Ass10 (Meszlényi et al., 1991), que & proporcional ao
namero de OE esperado. Ou seja,

¢ = OE / (A13s0/A1610)
onde ¢ € a constante de correlacdo entre a parte hidrofébica
(nonilfenol) e hidrofilica (polidxido de etileno).

A obtencao dessa constante significa que o0 aumento da cadeia
de OE observado em uma série de nonilfendis etoxilados esta de

acordo com o esperado.

Os valores de absorbancia (A) foram calculados de acordo com a
equacao:

A=-logT

Os valores de transmitancia (T) foram obtidos a partir do método
da linha base nos picos 1350 e 1610 cm™".
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As medidas foram obtidas das amostras totais em janela de
haletos alcalinos, em espectrédmetro Perkin-Elmer, modelo 1600 FT-IR
Series 40, pertencente ao Instituto de Quimica da UNICAMP.

3.3.2 Determinacao de auto-oxidagao

A presenca de peréxido nos estoques de surfatantes foi avaliada
através do teste colorimétrico com iodeto de potassio (Merck
Standards, 1972). Esse teste consiste em incubar a amostra de
surfatante (20 mM, maior concentragcdao de surfatante utilizada nos
experimentos) com uma solucao de iodeto de potassio (KI) 10% na
propor¢ao de 11:1 (v:v) durante uma hora a temperatura ambiente na
auséncia de luz. A presenca de peréxido & determinada pelo
aparecimento de coloracdo amarelada na solugdo, devido a oxidacao
do iodeto a iodo molecular, e foi monitorada pela absorbancia da
solucdo em 353 nm . Se a absorbancia for menor que 0,01, significa
que, caso exista perdxido, sua concentracao é inferior a 0,005%.

3.3.3 Determinacdao da CMC

Para a medida da CMC dos surfatantes estudados foram
preparadas diferentes solucbes de Renex com concentragdes que
variaram de 0,01 a 0,15 mM para o Renex 95; 0,01 a 0,29 mM para o
Renex 200 e 0,1 a 1,5 mM para o Renex 1000. Essas concentracoes
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foram escolhidas por estarem proximas dos valores da CMC de cada
surfatante,citado na literatura (Shoénfeldt, 1972). Nessas solucdes, a
presenca ou nao de micelas foi detectada através de duas técnicas
diferentes: espectroscopia de fluorescéncia (Mast & Haynes, 1975;
Khuanga et al., 1976; De Vendittis et al., 1981) e ressonancia
paramagnética eletronica usando o método do marcador de spin
(Hubbel & McDonnell, 1976; Caldararu, 1992; 1994).

As solucdes foram preparadas em tampao fosfato 0,5 mM, pH
7.4, e as leituras foram feitas a temperatura ambiente de 25 + 1 °C,
em ambos 0s métodos.

3.3.3.1 Espectroscopia de fluorescéncia

No presente trabalho essa técnica foi utilizada para monitorar a
fluorescéncia emitida por uma molécula hidrofébica, que s6 fluoresce
em meio apolar. Esse marcador foi utilizado para determinar a CMC
dos surfatantes, pois as micelas apresentam uma regiao hidrofébica,
na qual o marcador de fluorescéncia se solubiliza e fluoresce, quando
excitado pelo comprimento de onda adequado. A intensidade da
fluorescéncia emitida € diretamente proporcional a quantidade de
micelas no meio, pois quanto mais micelas existiremm no meio, mais
regides apolares existirao para o marcador se ligar.

Para a determinagao da CMC por fluorescéncia foi utilizado como
sonda o acido 8-anilino-1-naftaleno sulfénico (ANS) que s6 emite
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fluorescéncia quando se encontra em meio apolar. Foi medida a
emissao de fluorescéncia em 490 nm, sendo a excitacao feita em 345
nm. Os valores de fluorescéncia foram plotados em fungcao da
concentracao de surfatante, duas retas foram ajustadas aos pontos, e
o ponto de intersecao das duas retas obtidas foi tomado como a CMC.
A concentracao final de ANS nas amostras foi 20 uM (Mast & Haynes,
1975; De Vendittis et al., 1981; VanAlstine et al., 1986).

Os experimentos de fluorescéncia foram feitos, utilizando-se um
espectrofluorimetro SPF - 500 da marca SLM - AMINCO.

3.3.3.2 Ressonancia paramagnética eletrénica

Para a determinacdo da CMC por RPE foi empregada a técnica
do marcador de spin, utilizando-se o acido 5-DOXIL estearico como
marcador. Foram obtidos os espectros do marcador em solucoes
aquosas dos surfatantes, através dos quais obteve-se os parametros If
e Im. If representa a intensidade do sinal no marcador livre na agua e
Im a intensidade do sinal do marcador incorporado a micela (Figura 4).
A CMC dos surfatantes foi calculada através da razao dos parametros
Im/If, plotada em fungdo da concentracdo de surfatante. Duas retas
foram ajustadas aos pontos, 0 ponto de intersecdo das duas retas foi
tomado como a CMC. A concentragdo final de marcador de spin nas
amostras foi de 0,01 mM. Os espectros das amostras foram obtidos a
25°C.
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Figura 4 Espectro de RPE do marcador acido 5-DOXIL estearico
(0.01 mM) em solugao aquosa de Renex 95 (0.09 mM),
tampao fosfato 0,5 mM pH 7,4, 25°C.

3.3.4 Determinacao da fluidez das micelas formadas

Espectros obtidos segundo o item anterior, porém a 37°C, foram
medidos para cada surfatante, a 20 mM, foi tomada uma concentracao
elevada para se obter um sinal de RPE com 0 minimo de ruido. Esses
espectros apresentaram um sinal bem definido, sem a presenca de
marcador livre. Desses espectros obtiveram-se os parametros T'L e
T'/l, definidos conforme a Figura 3. A partir deles, foi calculado o
parametro de ordem (S) para cada surfatante. Esse parametro, S, varia
de 0 (sistemas totalmente isotrépicos) a 1 (sistema totalmente
anisotropico). Assim, as micelas sao consideradas menos ordenadas
(mais fluidas) quanto menor o valor de S.
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3.4 Interacao dos surfatantes com membranas biolégicas

3.4.1 Ensaio de hemodlise

Os testes hemoliticos foram efetuados em suspensdes de
hemacias preparadas a partir de sangue humano. O sangue (cerca de
20 mL por coleta) foi coletado em solugdo anticoagulante Alsiver
(citrato de sbdio - 8,0 g/L; acido citrico - 0,55 g/L; dextrose - 20,5 g/L e
cloreto de sbdio 4,2 g/L) na preparacao 1:2 (v.v). Apos a coleta do
sangue foi feita uma centrifugacédo a 700 x g por 15 minutos para a
separacao do anticoagulante, plasma e leucécitos. As hemacias foram
ressuspendidas em solugdo salina em tampao fosfato (PBS) 5mM, pH
7,4 e centrifugadas a 700 x g por 10 minutos. A ressuspensdo e
centrifugacao foram repetidas por trés vezes, nas mesmas condicoes.
Obteve-se um concentrado de hemacias que foi ressuspenso em PBS
5 mM, resultando uma concentracdo de hemacias de 2%

(voluma/volume).

Aliquotas de 1 mL da suspensao de hemacias foram adicionadas
a igual volume de solugao de surfatante em tampao fosfato 5mM, pH
7,4, em concentragdes que variaram de 0 (controle) a 10 mM.

As amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura de
25 +1 °C, centrifugadas a 700 x g por 10 minutos, e as leituras de

absorbancia dos sobrenadantes foram feitas em um espectrofotdmetro
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Beckman DU 70 em 540 nm, a uma temperatura de 25 +1 °C. A
Absorbancia em 540 nm é devido a oxihemoglobina (Antonini &
Brunori, 1971) liberada do interior da hemacia, quando ha hemdlise.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
com auxilio do programa estatistico SAS com intervalo de confianca de
5%, e as meédias foram plotadas em funcdo da concentracdo de
surfatante. Como controle da osmolaridade dos eritrécitos foi utilizado
tampao fosfato 5 mM com 0,45% de NaCl, pH 7,4. As concentragdes
cujas médias das absorbancias das amostras diferiram
significativamente do controle com absorbancia média superior a esse
foram consideradas hemoliticas. As que diferiram do controle com
absorbancia média inferior foram consideradas hemoprotetoras e as
concentragbées cujas médias das absorbancias das amostras néao
diferiram do controle foram consideradas ndo hemoliticas e néo
protetoras.

3.4.2 Alteracao da fluidez das membranas de eritrécitos humanos

Para os estudos da alteracao da fluidez das membranas causada
pelos surfatantes foram utilizadas preparagdes de “ghosts”, que sao
membranas de hemacias esvaziadas de seu conteudo, e lavadas. Os
“ghosts” foram preparados a partir de sangue humano coletado e
lavado segundo o método descrito no item anterior. A suspensdo de
hemacias obtida apdés a ultima lavagem foi dividida em oito tubos,
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sendo o volume da suspensdao em cada tubo de aproximadamente 1
mL. O volume de cada tubo foi completado com tampéo fosfato 5 mM,
pH 8,0, até 20 mL.

Os tubos contendo suspensdo de hemacias diluidas em tampéao
fosfato foram centrifugados a 12000 x g, por 30 minutos, a 4°C. Apoés
cada centrifugacdo o sobrenadante contendo hemoglobina foi retirado
e o volume novamente completado com tampao. Esse procedimento
foi repetido até que se obtivessem as membranas livres de
hemoglobina contaminante (membranas esbranquicadas, observadas
a olho nu).

As membranas foram ressuspendidas em tampao fosfato 5mM
pH 7,4 e novamente centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos, a fim
de se obter um precipitado mais concentrado. A preparacao de
“ghosts” finalmente obtida foi submetida a determinagcdo da
concentracao de proteina total estimada pelo método de Lowry (1951),
utilizando curva padrao preparada com soroalbumina bovina.

Aliquotas de 100 puL da suspensdao de “ghosts” foram
adicionadas a igual volume dos surfatantes em concentragbes que
variaram de 0 a 1 mM. A essas amostras foi adicionado marcador de
spin (acido 5-DOXIL estearico) na concentracao de 0,05 mM e os
espectros das amostras foram obtidos a 37°C.
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O parametro de ordem (S) das membranas, foi calculado como
descrito para as micelas. As membranas sdo consideradas mais
fluidas quanto menor o valor de S.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao dos Surfatantes
4.1.1 Grau de Pureza

4.1.1.1 Ressonéncia Magnética Nuclear

Os espectros de 'H RMN obtidos para os trés surfatantes
utilizados apresentam-se de acordo com os espectros obtidos por Greff
& Flangran (1963) e Crutchifield et al. (1964). A analise dos picos
(Figuras 5, 6 e 7) ndao acusa a presenca de nenhum pico que nao
possa ser atribuido a molécula de nonilfenol etoxilado. O nimero de
unidades de o6xido de etileno por molécula foi calculado utilizando-se
as integrais dos picos correspondentes. O resultado esta de acordo
com o indicado pelo fabricante (Tabela II).

O numero de prétons na cadeia de OE e de NP foi determinado
pela integral dos picos a 3,5 ppm (D) e 0,5 e 1,0 ppm (F e E)
respectivamente, usando-se a integral dos picos a 6,6 e 7,0 ppm
atribuidos aos prétons fendlicos (A e B) como referéncia.

Foi analisada apenas uma amostra para cada surfatante
estudado, e as medidas foram processadas a 25°C.
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Figura 5. Espectro de 'H RMN do Renex 95 em D,O (1:9;
volume,volume). 300 MHz, 25°C.
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Figura 6 Espectro de '"H RMN do Renex 200 em D,O (1:9;
volume,volume). 300 MHz, 25°C.
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Figura 7 Espectro de '"H RMN do Renex 1000 em D,O (1:9;
volume,volume). 300 MHz, 25°C.
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Tabela Il. Identificacdo dos picos de 'H-RMN dos surfatantes da

série Renex.
Renex Pico Atribuicdo N2de 'Hesperado N2 de 'H observado
95 A ;B Fenol 4 Referéncia
95 C;D OE 38 38
95 E;F Nonil 19 19
200 A ;B Fenol 4 Referéncia
200 C;D OE 80 79.7
200 E;F Nonil 19 18.6
1000 A;B Fenol 4 Referéncia
1000 C;D OE 400 455
1000 E;F Nonil 19 22

Para o Renex 1000, observa-se na tabela ll, que o nimero de

protons observado é cerca de 15% a mais que o esperado, tanto para

a cadeia de poliéxido de etileno quanto para o grupamento nonil. Essa

diferenca pode ser justificada pela grande diferenca entre o nimero de

protons nos picos A e B e nos picos C e D, no espectro da Figura 7, é

possivel observar que existe uma menor resolu¢dao dos picos A e B

(usados como referéncia), que pode ter causado uma imprecisdo nos

calculos. Porém observa-se que se tomarmos por referéncia o valor da

integral dos picos E e F, o0 numero de protons observado estara de

acordo com o esperado com 99% de exatiao.
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4.1.1.2 Infra Vermelho

Através dos espectros de IV, Figuras 8, 9 e 10, foi calculada a
relacio das absorbancias em 1350 e 1610 cm™' (Aqaso/Ate10)
(Meszlényi, 1991) de onde foi possivel determinar a constante ¢ para
as moléculas estudadas. A constante ¢ (item 3.3.1.2) estabelece uma
relacdo direta entre Aqzs0/A1610 € 0 nimero de cadeias de OE (Tabela
).

As medidas de infra-vermelho serviram para confirmar que a
relacdo entre 0 numero de cadeias de OE entre os surfatantes
utilizados esta de acordo como indicado pelo fabricante. Ou seja, o
valor da relagao Aizso/Ate10 para o Renex 95 € metade do valor da
relacdo para o Renex 200 e um décimo do valor da relagédo para o
Renex 1000. Isso significa que o niumero de cadeias de OE do Renex
95 & metade do numero de cadeias do Renex 200 e um décimo do do
numero de cadeias do Renex 1000, assim como indicado pelo
fabricante, e observado com maior precisao, nos experimentos de
NMR.

Foi analisada apenas uma amostra para cada surfatante

estudado, e as medidas foram processadas a 25°C.
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Figura 8 Espectro de Infra - vermelho do Renex 95. Amostra pura a
25°C.
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Figura 9 Espectro de Infra - vermelho do Renex 200. Amostra pura
a 25°C.
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Figura 10 Espectro de Infra - vermelho do Renex 1000. Amostra
pura a 25°C.

Tabela lll. Determinacdao de c para os surfatantes da série Renex
através dos espectros de infra vermelho a 25°C.

Renex A13s0/A1610 N° de moles de OE c
95 6,5 9,5 1,5
200 13 20 1,5

1000 66 100 1,5
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4.1.2 Determinacgao de auto-oxidagcao dos estoques de surfatantes

Segundo a metodologia utilizada (item 3.3.2) nenhuma das
amostras estudadas sofreu auto - oxidacdao nas condicoes de
estocagem (temperatura ambiente, ao abrigo de luz), durante os oito
meses de realizagao dos experimentos.

Em todos os experimentos realizados o valor de absorbancia
medido foi inferior a 0.01, o que significa que caso tenha ocorrido auto-
oxidacao a formacgao de peréxido nas amostras foi inferior a 0.005%, o
que nao seria suficiente para interferir nos experimentos.

4.1.3 Determinacao da CMC

4.1.3.1 Fluorescéncia

As Figuras 11, 12 e 13, mostram graficos da fluorescéncia
relativa do ANS, medida em 490 nm, sendo a excitacao feita em 345
nm (Mast & Haynes, 1975), em funcao da concentracao de surfatante.
O ponto de intersecao entre as duas retas determina a CMC. Foram
obtidos graficos com os trés surfatantes estudados. Para uma melhor
comparacao, os resultados das determinagdes de CMC encontram-se
na Tabela IV, juntamente com os resultados das medidas de RPE e
dados de literatura.
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As medidas de fluorescéncia foram feitas em quintuplicata, e os
valores médios com os respectivos desvios estdo plotados nas Figuras
11, 12 e 13. As retas de regressao apresentadas nos graficos sdo as

que apresentaram maior correlagcao entre os pontos.
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Figura 11 Determinagcdo da CMC do Renex 95, em tampao fosfato
0,5 mM pH 7,4 a 25°C, medindo-se fluorescéncia de
ANS 20 pM. Agm 490 Nnm e Agx 345 nm.
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Figura 12 Determinacdao da CMC do Renex 200, em tampao fosfato
0,5 mM pH 7,4 a 25°C, medindo-se fluorescéncia de
ANS 20 uM. Agm 490 Nm e Agx 345 nm.
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Figura 13 Determinacdo da CMC do Renex 1000, em tampao
fosfato 0,5 mM pH 7,4 a 25°C, medindo-se fluorescéncia
de ANS 20 pM. Agn 490 Nm e Agx 345 nm.
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4.1.3.2 Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

Foram obtidos os espectros de RPE do marcador acido 5-DOXIL
estearico em solucdes aquosas dos surfatantes. Os espectros estao
apresentados nas Figuras 14,15 e 16. Os espectros das solugées mais
diluidas apresentam os picos muito bem definidos (isotropicos),
decorrente da maior quantidade de marcador livre. Com o aumento da
concentracao de surfatante, comecam a se formar micelas e é possivel
notar que ocorre uma modificagao nos espectros, observada por um
alargamento nos picos, 0 que caracteriza a diminuigdo da mobilidade
do marcador (anisotropia).

Dos espectros, foram medidos os valores de Im e If (intensidade
dos picos relativos ao marcador imobilizado e livre, respectivamente)
(Figura 4).Foi entao estabelecida a relacao Im/If e os valores obtidos
foram plotados em funcao da concentragao de surfatante (Figuras 17,
18 e 19). Através do mesmo procedimento do item anterior foi
calculada a CMC (Tabela IV).
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Figura 14 Espectros de RPE do marcador acido 5-DOXIL estearico
(0,01 mM) em concentracdes crescentes de Renex 95;
tampao fosfato 0,5 mM pH 7,4 a 25°C.
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Figura 15 Espectros de RPE do marcador acido 5-DOXIL estearico
(0,01 mM) em concentragdes crescentes de Renex 200;
tampao fosfato 0,5 mM pH 7,4 a 25°C.
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Figura 16 Espectros de RPE do marcador acido 5-DOXIL estearico
(0,00 mM) em concentragdoes crescentes de Renex
1000; tampao fosfato 0,5 mM pH 7,4 a 25°C.
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Figura 17 Determinacdao da CMC do Renex 95, em tampao fosfato
0,5 mM pH 7,4, 25°C, por RPE, usando como marcador
acido 5-DOXIL estearico (0,01 mM).
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Figura 18 Determinagdao da CMC do Renex 200, em tampao fosfato
0,5 mM pH 7,4, 25°C, por RPE, usando como marcador
acido 5-DOXIL estearico (0,01 mM).
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Figura 19 Determinacdo da CMC do Renex 1000, em tampéao
fosfato 0,5 mM pH 7,4, 25°C, por RPE, usando como
marcador acido 5-DOXIL estearico (0,01 mM).

Tabela IV. Valores da CMC dos surfatantes da série Renex,
determinados por fluorescéncia e RPE e comparacao

com os dados da literatura® e HLB?®

Renex CMC (mM) HLB
Fluorescéncia RPE Literatura

95 0,06 + 0,01 0,075 0,078 - 0,092 13,0

200 0,11 £ 0,02 0,11 0,14 -0,18 16,1

1000 0.40+0.10 0,75 1,0 19,0

2 Shonfeldt, 1972.
3 Dado do fabricante.
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Os experimentos de RPE ndo foram repetidos, porém os
resultados obtidos através dessa técnica sdo mais confiaveis que os
obtidos por fluorescéncia, pois permitem monitorar tanto a quantidade
de marcador imobilizado na micela como livre na solucdo, e atravées
dessa relacao é possivel ter uma visdo mais precisa da CMC.

No caso do Renex 1000, a CMC apontada por fluorescéncia é
um valor bem abaixo do esperado, isso pode ser explicado pelo fato
das micelas do Renex 1000 apresentarem um numero de agregacao
muito baixo (menor que 20) (Schick, 1963), resultando em micelas com
uma regiao hidrofébica muito pequena, e instavel, devido a alta
mobilidade das moléculas de detergente, ou seja, a regiao hidrofdbica
necessaria para que o ANS emita fluorescéncia nao apresenta
condicoes “ideais” para isso.
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4.1.4 Determinacao da fluidez das micelas

O parametro de ordem (S) foi calculado a partir dos espectros do
marcador totalmente contido nas micelas de cada surfatante (Figura
20). Quanto menor o0 S, menos ordenado é o dominio apolar da micela
que contém o marcador de spin. A Tabela V mostra os valores obtidos,
tendo sido feita apenas uma medida para cada amostra.

A Tabela V mostra que as micelas de Renex 1000 sdo as mais
fluidas, enquanto as de Renex 95 sao as menos fluidas.

Tabela V. Parametro de ordem (S) para as micelas de surfatantes.

Renex S
95 0,39
200 0,34

1000 0,32
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Figura 20 Espectro do marcador acido 5-DOXIL estearico (0.05
mM) totalmente imobilizado em micelas de Renex (20
mM), tampao fosfato 0,5 mM pH 7,4, 37°C.

O Renex 95 apresenta o menor HLB, o que significa que as
moléculas s&o mais hidrofébicas, o que lhes propicia um
empacotamento mais denso das caudas apolares quando micelizadas
em um meio polar, resultando na formacdo de micelas em
concentragoes mais baixas (CMC = 0,075 mM) que os demais. A
interface dessas micelas € menos fluida que a das micelas de Renex
1000, devido a maior proximidade das cadeias apolares.

O Renex 1000 apresenta o maior HLB (igual a 19 numa escala
cujo maximo é 20), caracterizando uma molécula cujo bloco hidrofilico
€ bastante volumoso. Portanto, as caudas apolares ndao sofrem um
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empacotamento tdo grande quando em meio polar, o que resulta na
formacao de micelas em concentragcdes mais altas (0,75 mM, dez
vezes maior que o Renex 95). Os dominios apolares das micelas
formadas sao mais fluidos que os do Renex 95, devido a esse menor

empacotamento entre as moléculas.

A Figura 21 apresenta um grafico onde & possivel observar que
existe uma relacao entre HLB e S, ou seja existe uma relagao entre a
hidrofobicidade da molécula e a rigidez da molécula formada.

T v T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

N2 de Moles de OE por mol de NP

Figura 21 Variacdao do HLB e S em relacdo ao tamanho da cadeia
de OE. Valores de HLB fornecidos pelo fabricante, S foi
determinado por RPE (Tabela lll).
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4.2 Interacdo dos surfatantes com membranas biol6gicas

4.2.1 Teste hemolitico

A Figura 22 apresenta os resultados dos testes hemoliticos em
eritrocitos preparados segundo o item 3.4.1. Observou-se a presenca
de hemoglobina em solucdo (Absorbancia a 540 nm) apdés o
tratamento das hemacias com surfatantes e centrifugacdao. As
concentracdes cujas absorbancias foram maiores que a do controle
(concentracao zero de surfatante) foram consideradas hemoliticas, e
as com absorbancias menores que o controle, hemoprotetoras. As
concentracodes de 0,015 e 0,03 mM do Renex 95, 0,015 a 0,25 mM do
Renex 1000 e toda a faixa do Renex 200 néo diferiram do controle.

O Renex 95 apresentou um efeito bifasico, sendo protetor da
hemdélise em baixas concentragées e hemolitico em altas (Figura 22).
Esse efeito bifasico do Renex 95 é bem caracteristico, sendo
observado em grande parte dos anfifilicos (Seeman, 1972; Tranger &
Csordas, 1987). Essa propriedade de hemodlise ou protecdo foi
observada também em outros compostos de natureza anfifilica, tais
como fenotiazinicos anestésicos (Seeman, 1966; Seeman &
Weinstein, 1966 e Meirelles & Glaser, 1994). Rybczynska e Csordas
(1989), observaram que esse efeito bifasico nos acidos graxos livres
nao era correlacionado com a CMC.



O Renex 95 também apresentou efeito hemolitico em
experimento realizado em meio isosmoético, 0 que sugere que uma
etapa do mecanismo pelo qual esse surfatante causa a hemdlise, é a

ruptura da membrana (Bielawski, 1990).

O Renex 200 nao apresentou propriedade hemolitica ou
protetora, apesar de ter sido observado que essas moléculas tém a
capacidade de se incorporar a membrana, causando alteracao na
fluidez (item 4.2.2).

O Renex 1000 apresentou uma eficiente agdo protetora da
hemodlise, efeito esse que provavelmente ocorre devido a cadeia de
POE muito grande (100 unidades OE), o que sugere a formacao uma
“capa’ hidrofilica ao redor do eritrécito. O alto HLB dessas moléculas

contribui para esse efeito protetor da hemdlise observado.

Para o Renex 200 e Renex 1000, foram feitos experimentos para
observar se o comportamento observado para cada um deles se
alteraria em uma concentracao ainda maior de surfatante, e o gue foi
observado, € que o efeito desses surfatantes a 10 e 20 mM, é
semelhante ao efeito observado na Figura 22 na concentracdo de 4mM
(maior concentracdo piotada), o gue indica gue o efeito desses
surfatantes na hemdlise ndo sofre alteracées em concentracdes acima

das plotadas na Figura 22.
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Figura 22. Absorbancias a 540 nm das suspensoes de hemacias
(2% em PBS), incubadas com surfatantes da série
Renex em tampao fosfato 5 mM, durante 15 min. a 25°C,
pH 7.4.



4.2.2 Alteracdo da fluidez das membranas de eritrécitos causada

pelos surfatantes da série Renex.

Utilizando “ghosts” de eritrécito (preparados segundo o item
3.4.2) na concentracao de 3,5 mg de proteinas por ml, determinou-se o

parametro de ordem (S) para as membranas.

As Figuras, 23, 24 e 25 apresentam o0s espectros dos quais 0s

valores de 2T'// e 2T’ L foram obtidos para o caiculo de S.

As Figuras 26, 27 e 28 apresentam os valores de S obtidos na
presenca dos surfatantes Renex 95, 200 e 1000, respectivamente,
piotados em funcéo da concentragao de surfatante. Para comparacao,
sdo também fornecidos os valores de S para as membranas sem

surfatante e para as micelas de surfatantes.
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Figura 23 Variacao da fluidez em membranas de “ghosts” (3,5 mg
de proteina por mL) com o aumento na concentracao
de Renex 95. Tampao fosfato 5mM pH = 7,4 a 37°C e
0,05 mM de acido 5-DOXIL estearico.



Resultados e Discussido - 65

. MIEMbraANg
0156
—0312
1.0

— 125

. 20mM
—25mM
—50mM
—10mM
—20mM

___micela

T
SYIIIRPRRIS el

l 1 | 1 l
3200 3250 3300

CAMPO (G)

Figura 24 Variacao da fluidez em membranas de “ghosts” (3,5 mg
de proteina por mL) com o aumento na concentracao
de Renex 200. Tampéao fosfato 5 mM pH =7,4 a 37°C e
0,05 mM de acido 5-DOXIL estearico.
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Figura 25 Variacao da fluidez em membranas de “ghosts” (3,5 mg
de proteina por mL) com o aumento na concentracao
de Renex 1000. Tampao fosfato 5 mM pH =7,4 a 37°C e
0,05 mM de acido 5-DOXIL estearico.
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Figura 26 Variacao da fluidez de “ghosts” (3,5 mg de proteina por
mL) de eritrécito humano na presenca de Renex 95. S
foi medido em espectros de RPE do marcador 5-DOXIL
(0.05mM). Tampao fosfato 5 mM, pH 7,4, 37°C.



Resultados e Discussdo - 68

066

060 =
0,55-
0,5)-
045-
Q"O—_

03B Micga

030~

05 — —
Q1 1 10

Concentragdo (mM)

Figura 27 Variacao da fluidez de “ghosts” (3,5 mg de proteina por
mL) de eritrécito humano na presenca de Renex 200. S
foi medido em espectros de RPE do marcador 5-DOXIL
(0.05mM). Tampao fosfato 5 mM, pH 7,4, 37°C.



Resultados e Discussao - 69

06 |

05+

04+

Micela
03 -

T T T T
Q1 1 10

Concentragao (mM)

Figura 28 Variacao da fluidez de “ghosts” (3,5 mg de proteina por
mL) de eritrécito humano na presen¢a de Renex 1000. S
foi medido em espectros de RPE do marcador 5-DOXIL
(0.05 mM). Tampao fosfato 5 mM, pH 7,4, 37°C.
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E importante lembrar que o marcador de spin utilizado nesse
experimento se liga tanto as membranas quanto as micelas. O
espectro total registrado € uma somatéria dos espectros do marcador
de spin nos diferentes ambientes em que esse se encontra, sendo
predominante o sinal da estrutura (membrana ou micela) que contiver

a maior fracado do marcador de spin.

Nas Figuras 26, 27 e 28, & possivel observar algumas situagoes
distintas: a) uma regido em que a concentracao de surfatante no meio
é muito pequena, predominando o sinal do marcador na membrana
(Figura 29). A fluidez desta permanece entao praticamente inalterada
ja que os valores de S sao entdao muito proximos do valor de S para as
membranas sem surfatantes; b) uma regido em que é possivel
observar alteracdo na fluidez das membranas causada pelos
surfatantes: nos espectros, o sinal predominante ainda é do marcador
nas membranas e os valores de S sdo menores que o0s observados
para as membranas na auséncia de surfatante; c) as membranas estao
na presenca de concentracbes elevadas de surfatante e o sinal
predominante passa a ser o das micelas. O valor de S se aproxima dos

valores de S das micelas de surfatante puros.

Porém, nota-se na Figura 26 que na concentracdo maxima de
surfatante utilizada (20 mM) nao foi ainda atingido o S das micelas de
Renex 95 puro. Esse fato pode ser explicado pela capacidade do
Renex 95 de romper a membrana eritrocitaria, formando agregados

denominados micelas mistas (Neugebauer, 1994) Estas apresentam
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um valor de S maior que o das micelas do Renex 95 puro, devido a
presenca dos fosfolipidios incorporados as micelas, proporcionando a

elas uma maior rigidez.

\
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Figura 29 Espectro de RPE do marcador acido 5-DOXIL estearico
(0.05 mM) em membranas de “ghosts” de eritrécitos

(3,5 mg de proteina por mL), 37°C.

A Figura 30 mostra os espectros de RPE do marcador de spin,
obtidos em solugdo 20 mM de Renex 95 na presenca de “ghosts”, e na
sua auséncia. E possivel observar que, no espectro do marcador em
micela de Renex na presenca de “ghosts” existe uma diferenca (Figura
30), indicada por uma seta, que pode ser uma caracterizacdo da
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micela mista (presenca de fosfolipidios intercalados as moléculas de
surfatante), pois ha um deslocamento do pico para uma regido do
espectro onde aparece o sinal do marcador quando em membranas.
Resultado semelhante foi observado anteriormente nesse laboratorio
para surfatantes ndo-iénicos da série Tween (Ramos, 1991). Schreier e
colaboradores (Frezzatti Jr. et al., 1986; Schreier et al., 1986; dePaula,
1993; dePaula & Schreier, 1995) atribuiram esse espectro a formagao
de micelas mistas: surfatante mais membranas. O ombro no espectro

da Figura 30 & uma contribuicao dos fosfolipidios.

1 L 1 N 1 L 1 L 1 N 1 L
3200 3220 3240 3260 3280 3300 3320
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Figura 30 Espectros de RPE do acido 5-DOXIL estearico em
micelas de Renex 95 20 mM; (—) puro, (—) em
suspensao de “ghosts” (3,5 mg de proteina por mL).
Tampao fosfato 5 mM, pH 7,4 a 37°C.
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Nas Figuras 27 e 28 observamos que em altas concentracdes de
surfatante o valor de S se encontra muito préximo do valor de S das
micelas de surfatante puro. Além disso, nesses casos o espectro do
marcador na presenca de “ghosts” e de concentracdo elevada de
surfatante €& idéntico ao espectro obtido apenas na presenca de
surfatante, como mostra a Figura 31, para o Renex 200. Isto indica que
nesse caso nao existe solubilizacao da membrana eritrocitaria e ainda
que, apos a saturacdo da membrana, as moléculas de surfatante
passam a se agregar formando micelas, sem fosfolipidios. Para o
Renex 1000 o espectro do marcador na presenca de “ghosts” e de
concentracao elevada de surfatante também é idéntico ao espectro
obtido apenas na presenca de surfatante assim como foi observado
para o Renex 200 na Figura 31.
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Figura 31 Espectros de RPE do acido 5-DOXIL estearico em
micelas de Renex 200 20 mM; (—) puro, (—) em
suspensao de “ghosts” (3,5 mg de proteina por mL).
Tampao fosfato 5 mM, pH 7,4,37°C.
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4.3 Consideracgées finais

Os experimentos realizados para caracterizar os efeitos dos
surfatantes em relacdo a hemdlise em eritrécitos humanos,
complementados com as determinacdes de fluidez das membranas

(“ghosts”), dao uma visao global da interagéo surfatante/membrana.

Em primeiro lugar, foi possivel observar que as propriedades
fisico - quimicas dos surfatantes, que mudam com a variagédo do
numero de moles de OE por mol de nonilfenol, modulam a interagao

dessas moléculas com as membranas bioldgicas:

e O Renex 95, que é a molécula mais hidrofébica estudada, penetra
mais profundamente nas membranas, e em concentracées acima da
CMC chega a romper a membrana do eritrécito causando hemdlise
(Figura 26). Esse efeito hemolitico do Renex 95 em altas
concentracdes € o comportamento mais caracteristico dos anfifilicos,
que ao romperem a bicamada lipidica (causando a hemdlise)
formam agregados micelares mistos nos quais as moléculas de
fosfolipidios da bicamada se intercalam com moléculas dos
surfatantes (Schreier et al.,, 1986; dePaula & Schreier, 1995). A
Figura 32 apresenta uma representacao esquematica da interacao
dos surfatantes da série Renex com membranas biologicas, onde

podemos observar em C, D e E, o processo de solubilizacdo de
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membranas, por anfifilicos (no caso, Renex 95), resultando na
formacdo de micelas mistas com (D) e sem (E) proteinas

solubilizadas em seu interior (Neugebauer, 1994).

O Renex 200 ndo apresentou atividade hemolitica nem protetora,
entretanto essas moléculas penetram na membrana dos eritrocitos.
Isso foi demonstrado pela perturbacdo que ocorre nessas
membranas, verificada pela alteracdo no parametro de ordem.
Portanto, a fluidez da membrana é modificada pelo Renex 200,

apesar de nio se observar efeito hemolitico (Figura 32, B).

O Renex 1000, além de nao apresentar atividade hemolitica,
mostrou-se um eficiente agente protetor da hemdlise hiposmdtica.
Esse fato pode ser explicado pela presenca de uma cabecga polar
muito grande que dificulta a penetracéo das cadeias apolares. Estas
se ligam a membrana, perturbam o ordenamento dos lipidios desta,
mas nao o suficiente para rompe-la. Por outro lado, a cabega polar,
envolve o eritrécito formando uma “capa” que protege a célula da
hemolise hiposmoética (Figura 32, F).
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Figura 32 Representacao esquematica da interagcdo dos
surfatantes da série Renex com membranas
biologicas, onde: A é a representacio da
membrana; B, C e F a do mecanismo proposto da
interagdo dos Renex 95, 200 e 1000 respectivamente
com a membrana; e D e E a formacdo de micela
mista apos a solubilizacdo da membrana pelo Renex
95.
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5. Conclusoes

1 Os surfatantes da série Renex constituem um bom modelo para o
estudo do efeito da variagdo da cadeia de ¢xido de etileno na
interacdo surfatante / membrana, pois além da qualidade dos
produtos disponiveis, sao poucas as séries de surfatantes néo -
iGnicos que atingem o nimero de 100 moles de 6xido de etileno por

mol de nonilfenol.

2 O aumento do numero de moles de OE por mol de nonilfenol leva a
uma diminuicdo da atividade hemolitica dos surfatantes, levando até

a uma protegao da hemolise.

3.0 mecanismo de protecdo a hemolise observado no Renex 1000
ocorre devido ao envolvimento da célula pelo POE, ancorado a esta

por cadeias apolares que se ligam, em nimero restrito, a bicamada.

4.0 Renex 200, liga-se @ membrana do eritrocito causando alteracao

de sua fluidez, mas ndo apresenta atividade hemolitica.
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