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RESUMQ

Neste trabalho apresentamos um estudo sistemitico

da difragao de raios X a alto e baixo angulos produzida por multi
:

camadas Gmidas de dipalmitil lecitina (DPL) com incorporagdo de pi

Teno em concentragdes que variaram entre as relagoes moleculares 5:1

(DPL:pireno) e 100:1,

Q0 pireno é um composto aromidtico muito usado cm
espectroscopia de fluorescéncia como sonda da regi3o hidrofdbica de
membranas celulares ¢ artificiais. Tem sido observado que moléculas
do tiﬁo do pireno possuem uma certa mobilidade em bicamadas 1lipidi
cas, Portanto, € interessante saber que perturbagdes elas produzem
na regido das cadeias acilicas e se ha agregagdo do pireno  dentro
da bicamada.

Nos diagramas de difracgdo obtidos, as reflexdes de
vidas as lamelas permitiram determinar as variagdes na espessura da
bicamada em fungdo da concentragao de pireno. 0 halo correspoﬁdcnte
a difracdo das cadeias acilicas mostra mudangas devidas aos diferen
tes graus de ordecnamento. Para altas concentragoes de pireno, obser
vamos a difracao devida aos agregados cristalinos.

Os perfis de densidade eletronica unidimensionais
na diregi3o normal ao plano das bicamadas refletem todas estas mudan
¢as ¢ nos permitem sugerir um mecanismo de saturagido para o pireno

na bicamada.



ABSTRACT

In this work we present the results of a systematic
study of high angle and low angle X-ray diffraction from hydrated
dipalmitoyl lecithin (DPL) multilayers with pyrene fncorporatcd in
concentrations varying between the molecular ratios 5:1 (DPL:pyrene)
e 100:1.

Pyrene is an aromatic compound extensively used
~in flourescence spectroscopy as a probe of the hydrophobic region
of cell membranes and model systems. It has been pointed out that
pyrene and similar molecules have a certain mobility in lipid
bilayers. Consequentely, it is interesting to know wich perturbations
they will produce in the acyl chain region and if there is
aggregation of pyrene inside the bilayer.

.The diffraction patterns obtained showed the
reflections due to the lamelae, from wich we could determine the
changes in bilayer thickness as a function of pyrene concentration.
The halo corresponding to the diffraction of the acylic chains
shows changes due to the different degree of order. For high
concentrations of pyrene we observe the diffraction due to the
crystalline aggregates.

The one-dimensional electron density profiles
in the direction normal to the plane of the bilayers reflects all
these changes and allows us to suggest a saturation mechanism

for the pyrene in the bilayer.
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CAPITULO 1

INTRODUGAOQ

0 arranjo de¢ bicamada de sistemas lecitina/agua tem

sido bastante estudado desde que foi comprovado que tal es

¢
trutura constitui a base de membranas naturais,

A fluidez e a permeabilidade de bicamadas sdo carac
teristicas que dependem do tipo de lecitina que as compdem, de  con
formagao das cadeias hidrocarbonicas dentro do arranjo e de possi
veis moléculas que estejam incorporadas.

Técnicas como espectroscopia de fluorescéncia e res
sonancia paramagnética eletronica fornecem informagdes sobre a evolu
¢do dindmica dessas caracteristicas em fungZo de parametros como tem
peratura, concentracio e tipo de molécula dissolvida na bicamada. Unm
composto aromatico muito utilizado em tais estudos, como sonda  da
regiao hidrofobica, € o pireno.

A difragao de raios X, por outro lado, nos forncce
informagdes sobre a estrutura em si; por exemplo, a2 conformagao das
cadeias hidrocarbdnicas.

0 objetivo deste trabalho & confirmar e completar
informagdes sobre bicamadas de dipalmitil lecitina com incorporagoes
de pireno obtidas por espectroscopia de fluorescencia, ressonancia
magnética eletronica e ressonidncia magnética nuclear. Através de  um
estudo de altas concentragoes de pireno em bicamadas de lecitina por
difrac¢io de raios X a baixo angulo, pretendemos verificar as pertur
bagoes causadas na regifiio hidrofdbica e, entre outras coisas, a pos
sivel formugio e localizagio de cristalites do compesto aromatico nas

amostras.
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No Capitulo 7, temos uma descrigio de propricdades
e caracteristicas de sistcmas fosfolipidios/dgua e do pireno. Comple
tando o capftulo, apresentamos um breve resumo de trabalhos envolven
do o pireno e sua interagde com bicamadas de lecitina.

No Capitulo 3, apresentamos a teoria de difracio de
raios X envolvida no estudo de bicamadas, assim como o procedimento
seguido na andlise das reflexbes obtidas. v

As amostras usadas e sua preparagao sao apresenta
‘das no Capitulo 4 junto com as montagens experimentais utilizadas na
obtengdoc dos diagramas de difragio.

‘0s resultados obtidos e sua discussdao se encontram
no Capitulo 5. Em seguida ao Capitulo 5, temés as conclusoes finais

do trabalho.



CAPTTULO 2

BICAMADAS DE FOSFOLIPIDIOS

2.1 - Natureza ¢ Propriedade dos Fosfogliceridios

Os fasfogliceridios, também conhecidos por fosfoli
pidios ou fosfatidios, sao lipidios que derivam do glicerol. Um gru
po hidroxila primirio do glicerol € esterificado pelo dcido fosfori
co e os dois grupos restantes s3o csterificados por Acidos graxos.
Por fim, um alcool (X-OH) liga-se, por esterificagdo, ao acido fos
férico, fornecendo aos fosfolipidios um grupo-cabega polar.

A estrutura geral dos fosfogliceridios &, portanto,

CH—Q —C —R,
: i

| 0
R—C—0— c H
0
_ OH
CH-0~P— 0—X
g

Como possuem uma cabega polar em adigdo as ecaudas
hidrocarbonicas apolares, os fosfatidios sdo chamados lipidios pola
res ou anfipaticos. Scus tipos diferem no tamanho, forma e carga e
letrica dos grupos-cabega polares, podendo, cada um, existir em va
rias espécies quimicas dependendo dos acidos graxos substituintes.

A lecitina, nome vulgar da fosfatid®lcolina, ¢ um

fosfogliceridio no qual o dlcool esterificado foi o aminodlcoel co



lina (Figura 2.1),

N(CH,),
CH, :
0
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0

CH,— CH Ch,
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| |

C=0 C=0

R R

Figura 2.! — Fosfatidilcolina

Todos os fosfogliceridios teém carga negativa no
grupo fosfato em pH 7,0, enquanto que o grupo colina tem carga posl
tivacl). Assim, a fosfatidilcolina € um fosfolipidie zwiteridnico,
i.e., a carga liquida na cabeca polar €& nula neste pH.

Na dipalmitil lecitina, wusada em nosso trabalho,
0os dcidos graxos substituintes possuem 16 carbonos cada um (dcido

palmitico). Sua fdrmula é:



%mmg
CH, f
CH,
0
0=$—0H

0

?Hrww?H———éH.

e

C=0 C=0

((:.‘.H.).. u:IH,),.

CH, CH;

2.2 ~ Propriedades de Sistemas Fosfolipidios/Agua

Em solucgao aquosa, o0s fosfolipidios podem se asso
ciar em uma variedade de estruturas dependendo da natureza de seu
grupo.polar, do meio e do comprimento e grau de insaturagao das ca
deias hidrocarbonicas. Esse polimorfismo se deve, principalmente ,

(2),

a dois tipos de interacgao
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(a) hidrofilica - entrc os grupos polares e as mo

leculas de agua;
(b) hidrofobica - entre as cadeias hidrocarbonicus

e as moleculas de agua.

E o efeito hidrofébico que determina a tendéncia
de autoassociacdo de moléculas anfipiticas em dgua, p;opriedade mu i
to forte em fosfolipidios.

Na Figura 2.2 & mostrado, esquematicamente, o dia
grama de fase para o sistema diacilfosfatidilcolina/ﬁgua(2). Acima
de 80% de conteGdo lipidico, se obtém bicamadas lipidicas empilha-
das paralelamente. No limite de concentragdo lipidica muito baixa
(0,1%), o estado termodinamicamente estivel & a dispersdo de vesicu
las de parede simples constituida por uma bicamada de fosfolipidios.
No intervalo de concentracgdo intermedidria, sio formadas estruturas
do tipo mielina, multilamelares, fechadas. Sob variagao de tempera
tura, todos estes sistemas sofrem transigoes de fase estruturais. A

mais importante ¢ a correspondente da fusdo das cadeias hidrocarbo

nicas.
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Figura 2.2 — Diagrama de fase para o sistema diacilfosfatidilcoling / égua.

0 arranjo de bicamada minimiza o contato hidrofobi
co hidrocarbono-idgua e proporciona uma intera¢hio efetivamente atra
tiva, via pontes de H e interagoes dc¢ van der Wdala( ). Podem  exis
tir, também, interagGcs atrativas entre as cargas do grupo-cabega lo
calizadas no grupo fosfato e o grupe c¢olina na lecitina.

Em temperaturas baixas, todas as cadeias hidrocar-
boricas devem estar na conformagio trans (ver Figura 2.3). Aumentan

do a temperatura, podem aparccer rotagoes gauche cm torno das liga
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goes C-C. Entretanto, as interagdes repulsivas entre cadeias impedi
rdo a maioria das mudangas trans-gauche até uma temperatura sufici
entemente alta para que ocorra uma fusido cooperativa(s). Essa tempe
ratura, conhecida como temperatura de transicao de fase, depcende da
natureza das cadeias hidrocarbonicas, da regido polar da molécula,
da quantidade de agua presente e de quaisquer solutos dissolvidos

(4)

na agua .

C) ‘
e By &y
cadesas

hidrovar™ | trans f gauche
bantcas

(a) {b) $
gauche

Figura 2.3 - Esquema das configuracdes das cadeias hidrocarbo-
nicas em bicamadas (ref.(3 }):a)totalmente trans;
b)com rotagdes gauche.

(3)

Medidas feitas em Lg~dipalmitil lecitina mos -
tram uma transic¢do bem definida em 41°C, com uma entalpia de =~ 9,5
Kcal/mole, indicagdo de um processo bastante cooperativo.

LUZZATI, TARDIEU e REMAN(®) usaram letras latinas
e gregas para designar as fases em misturas lecitina/dgua que depen
dem de parametros como conteldo de Agua, temperatura, tipos de fos
folipidios presentes, etc. (ver Figura 2.4).

A letra latina maifiscula caracteriza o tipo de or
ganizagdo de longo alcance (rede uni-, bi- ou tridimensional, grupo
espacial):

. - unidimensional lamelar,

H - bidimensional hexagonal;

P - bidimensional ebliqua ou centrada;



R - romboédrica (grupo espacial R3m);
Q - cibica (grupo cspacial Ia3d);

C - tridimensional cristalina.

As letras gregas caracterizam a confofmagﬁo de cur
to alcance das cadeias hidrocarbonicas:

o - organizagdo do tipo liquido, obseyvada  acima
da temperatura de fusao das cadeias hidrocarbonicas; conformagido co
mum & maioria dos fosfolipidios na presenga de dgua ¢ a  temperatu
ras suficientementce altas;

R - cadeias esticadas e paralelas, orientadas a an
gulos retos com o plano das lamelas e empilhadas com desordem rota
cional em uma fase hexagonal bidimensional; observada, em temperatu
ras mais baixas, em fosfolipidios com cadeias heterogéneas na  pre
senga de quantidades muito pequenas de agua;

B'+~ similar a A, mas com as cadeias inclinadas enm
relagdo a normal 3s lamelas; encontrada em lecitinas sintéticas com
cadeias identicas, na presenca de quantidades varidveis de agua;

§ - cadeias em L&lice, com vs eixos perpendicula-
res ao plano dos grupos polares, e arranjadas com desordem Totacio
nal em uma tede quadrada bidimensional; observada em lecitinas se

cas.

Duas fases exibem redes bidimensionais: P66 e DPR';
PR' & formada por lamelas do tipo B' distorcidas por ondulagdes pe
riodicas. A maioria das lecitinas secas apresenta uma fasc cristali
na bastante ordenada, mas com desordem rotacional das cadeias. As
mudangas estruturais que ocorrem na fase lamelar devido ao contcudo
de dgua ¢ A temperatura sdao mudangas reversiveis.

A conformagio das cadeias acilicas ¢ o grau de mo
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+11.
vimentagdo que apresentam scus diferentes segmentos a uma dada tem
peratura sao fatores que determinam a fluidez da fase lipidica da
bicamada.

Em sistemas de lecitinas sintéticas, a espessura
da camada lipidica decresce & medida que sc adiciona Agua. Estc com
portamento estd associado a um aumento na inclinagao das cadeias em
relagio as lamelas.

;
A dipalmitil lecitina sintética, pura, tem suas ca

deias na conformacgao B' & temperatura ambiente (37

E importante o estudo da estrutura de fosfolipi
dios no estado de bicamadas (fase lamelar) ja que estas constitucn
a bhase dos modclos para membranas bioldgicas. Particularmente, 0Ss
estados conformacionais das cadeias hidrocarbonicas podem ser estu
dados por diferentes métodos {isicos: ressoniincia magnética eletrd
nica, espectroscopia de fluoréscéncié, ressonancia magnética nuclear
e difracao de raios X.

A ressonancia magnética cletrdnica e a espectros
copia de fluorescencia dependem de moléculas gonda que devem ser in
troduzidas no sistema estudado. A ressonancia magnética nuclear e a
difragao de raios X permitem detctar o estado conformacional do sis
tema scm a introdugao de tais moleculas.

A espectroscopia de fluoresceéncia tem fornecido mui
ta informagdo sobre a organizagao de fosfolipidios nas bicamadas u
sando 0 pireno como sonda da rvegido hidrofobica.

0 estudo de bicamadas de¢ fosfolipidios com incorpo
ragcao de pireno, objetivo de nosso trabalho, visa a determinagio da

perturbagdo produzida por estas moléculas aromiticas na regifo  hi

drofobica das bicamadas.
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2.3 - Pireno - Propriedades Fisicas e Interagdoc com Bicamadas

de Fosfolipidios

E um composto aromidtico com formula molecular C.H

6 10

Sua molécula € alongada e tem ~10A de comprimento

e formula estrutural;

i

e, na diregao do eixo plano mais curto, ~7A de diﬁmctroEG). Seu pe
so molecular & 202,24 e o ponto de fusdo, 156°C.

0 pireno cristaliza no sistema monoclinico. A cela

contém quatro moléculas e tem dimen56e5(7)
9 9\ 0 0
a, = 13,649A; b0 = 9,25€61\; co = 8,470A e B = 100" 28'.

Seu grupo espacial ¢ P2, /a.
As moléculas estao arranjadas em pares paralelos na

rede cristalina (ver Figura 2.5) e a menor distiancia entre elas é

3,538 (78]
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Figura 2.5 - Estrutura monoclinica de pireno projetada ao lon-
go de seu eixo b_ . As moléculas estdo distribui-

das em pares.

A espectroscopia de fluorescencia utiliza COMpos
aromaticos que se localizam na regiZo hidrocarbonica de bhicama
lipidicas fornecendo informagdes sobre o grau de ordenamento

cadeias acilicas. O pireno € bastante usado para este fim por

(h))

praticamente insoluvel em dgua (solubilidade de v 107" moles/s

(8)

formar excimeros e ter um tempo de vida muito grande (a for

magdao de excimeros ocorre em concentragoes bem baixas).

VANDERKOOT e CALLIS(10) mediram os coeficientes de

difusio lateral do pireno em uma série de sistemas de membranas na

turais e artificiais. Utilizaram o fato dc que, durante seu tempo

de vida, uma meollcula fotoexcitada de pireno pode, por difusiio trans

lacional, se aproximar o suficiente de uma mol€cula ndo excitada pa
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ra formar um excimero. A fluorescencia de excimeroe (verde-azulada
sem estrutura e larga) € prontamente distinguidq da fluorecscenci
do mondomero (violeta e bastante cstruturada). Um dos resultados cn
contrados foi que, em uma suspensao de membranas, a formagao do
dimero depende da razdo lipidio : pireno.

Qutro resultado encontrado pelos mesmos autores {10
foi que, em membranas de dipalmitil lecitina abaixo d; temperatura
de transic¢io de fase, a formagl3o de excimeros nao pode ser descrita
pela teoria de difusao simples ou pelo tratamento de Smoluchowski,

A teoria de difusao simples supoe Que a distribuigio de moleéculas
de pireno na membrana & randomica. E mais provavel que ocorra o con
trario nas membranas de dipalmitil lecitina - a insergdo de uma mo
lécula de pireno na regido hidrocarbonica cristalina introduz desor
dem, aumentando a probabilidade da proxima ser inserida nesta area.
Além disso, observaram efeitos de saturagdo na formagio de dimeros
"em altas concentrac¢des de pireno em membranas biologicas e artifi
ciais que também nao sio previstos pela teoria de difusao simples.

Ha duas explica¢Oes possiveis. A primeira € que pode haver uma quan
tidade de acumulagao finita para o pireno na parte fluida da membra
na. Em altas concentra¢des, algumas moléculas de pireno podem ser
forgadas e ocupar sitios mais proximos dos grupos-cabega polarcs
dos lipidios; moléculas, ai localizadas, difundiriam mais lentamen
te e formariam menos cxcimeros. Outra possibilidade apresentada pe

(10)

los autores € que as moléculas de pireno induzem um ordenamento
lecal das cadeias lipldicas em sua vizinhanga imediata, levando i
um eﬁrijeeimenta da bicamada.

GALLA ¢ SACKMANN(ﬁ) descrevem um método para deter

minagio do coeficicente de difusido lateral de molécuias aromiaticos

na regilio hidrofobica de bicamadas lipidicas. Scu método estid basca
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do na suposi¢io de que a formagdo de excimeros de pireno em membra-
nas fluidas & um processo céntrolado por difusao e fol aplicado em
membranas de dipalmitil lecitina e dipalmitil lecitina-colesterol.
Um resultado importantc deste trabalho ¢ aforte redu¢io na razao de
excimeros na passagem do estado cristalino da membrana para o lfqul
do-cristalino. Este comportamento mostra que a formagao de excime
ros ndo & um processo controlado por difusdao no intervalo de transi
. i

¢do de fase ou no estado cristalino da matriz lipidica. Os autores
apresentam, como sendo a Unica explicagao razodvel para isto, a hai
xa solubilidade do pireno na matriz lipidica cristalina. As molécu
las de pireno se agregariam em pequenos aglomerados {ou cristalitos
submicroscépicos) em temperaturas menores que a de transigdo de fa
se. Microcristais de pireno exibem uma fluorescéncia excImera muito
alta devido a um arranjo tipo sanduiche das molCculas nos cristali
tos, que favorece a formagdo de excimeros. A formagao dos aglomera-
dos comega em concentragOoes muito baixas. Para as dispersocs ]ipfdi
cas estudadas no trabalho de GALLA ¢ SACKMANN(ﬁ), 0o limite minimo
na razde molar pireno : lipidio para inicio da formagio dc aglomcrﬂl
dos de pireno & ~ 0,001, Este resultado € uma indicagdo de que a ma
triz lipidica das dispersdes forma uma estrutura cristalina bastan-
te regular abaixo da tcmperatura de transigdo dé fase, contendo so
mente um numero muite pequeno de espagos vazios. Em vesiculas peque
nas, N3UDR de diametro, obtidas por sonicagdo, a solubilidade do pi
reno na matriz lipidica cristalina & muito maior, ~ 0,0l. A tensdo
presente em pequenas vesiculas impede a formagio de uma  estrutura
cristalina regular.

GLUSHKO, THALER e KARP(II) descrevem um novo métg
do para investigacao de polaridade em meios hidrofdbicos utilizando

o pireno. 0 método estd baseado na variagdo da estrutura fina de
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fluorescéncia do pireno. Em contrastec com outras sondas sensivels o
polaridade, que possuem grupos polares, o pireno se dirige dire
tamente a regido mais hidrofobica. Assim, podera registrar a polari
dade da regiao hidrofobica central e nao a de regioes prﬁximas ou
na propria interface fosfolipidio-agua. Como acontece com qualquer
sonda extrinscca, ¢ essencial ter certeza de que a introdugdo de pi
reno ndo ira perturbar a polaridade e organizagio de ‘regides hidro
fobicas em proteinas e membranas. Além disso, & preciso verificar a
localizagio e heterogencidade dos sitios de incorporagao de pireno.
Particularmente, em altas concentragoes, ele pode vir a ser incorpo
rado em muitos sitios diferentes. Sob estas condigdes, © espectro
de fluorescéncia serd uma composigio de padrdes de estrutura fina

(11)

individuais. De acordo com os autores , O pireno mostrou ser uma
das sondas de fluorescéncias mais versateis da polaridade das TC
gides hidrofobicas.

VANDERKOOG!IL , FISCHKOFF, ANDRICH, PODO e OWEN(Q) pro
poem um modelo para a localizagao de pireno em uma membrana de di
palmitil lecitina a 60°C. Assumem que a molécula esta limitada a
permanecer com seu eixo longo perpendicular ao plano da bicamada e
que, portanto, ¢ dificil acomodar duas moléculas de pireno com  as
bordas em contato dentro da regido hidrofobica. Como a regiio mais
imobilizada de uma membrana modelo ocorre no nivel dos grupos glice
rol, fol proposto o modelo apresentado na Figura 2.6. Segundo os au
tores(g), este modelo ¢ consistente com os dados de ressonidncia may
nética nuclear e permite rotagoes da sonda em torno da diregdo per

pendicular 3 membrana, assim como difusao lateral nas regioes hidro

fobicas da bicamada.
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Figura 2.6 - Modelo proposto por Vanderkooi e colaboradores(9)
para a localizagdo de pireno em uma bicamada de
dipalmitil lecitina a 66°C.

BADLEY, MARTIN e SCHNEIDER{1?) procuraram determi-
nar a relagao entre o comportamento de sondas de fluorescencia e o
de bicamadas que as contém. O comportamento das sondas parece soT
determinado por uma combinaclio de propriedades quimicas, tamanho,
rigidez e forma das mesmas junto com as propriedades dos fosfolipl
dios da bicamada. Foi obscrvado pelos autores(1?) uni grande grau de
liberdade para viarias sondas aromiticas, o que reflete sua habilida
de em criar ou utilizar cspago nas bicamadas. As oscilagoes rapidas

de varias sondas foram atribuidas i existéncia de buracos ou  ospi
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¢os livres dentro das bicamadas lipidicas. A suposigio ¢ que tuais
buracos surjam de imperfeicdes no empacotamento de residuos de dci
dos graxos causadas por tor¢ao em torno das ligag¢des simples C-C ou
a presenga de ligagoes C=C. A introdugdo de moléculas que tenham c¢s
truturas diferentes das moléculas que formam a bicamada provoecaria
imperfcigdes adicionais no empacotamento e criaria espago para a mo
bilidade desejada. ?
SANIOTO e SCHREIER(ISJ estudaram as interagoes de
alguns compostos aromiaticos policiclicos com as bicamadas de dipal
mitil lecitina usandoe o método de marcador de spin. Observaram gue
os hidrocarbonetos pequenos (em particular, o pireno) nao alteran
em grande extensdo o grau de organizagao das moléculas de fosfolipl
diocs. Por outro lado, os hidrocarbonetos aromaticos grandes intera
gem com as bicamadas promovendo uma transigao das cadeias da fase
cristalina para a fluida. Os autores concluiram que & possivel que
a habilidade em provocar uma transigao de fase esteja relacionada
com a posicao do composto na bicamada. 0Os compostos maiores se in
tercalariam cntre as cadeias acilicas dos fosfolipidios diminuindo
as interagdes fosfolipidio-fosfolipidio. Os menores se dissolveriam
na regiao central da bicamada, proxime dos grupos metil terminais.
Num estudo similar, por difragao de raios X(14),f9
ram estudadas bicamadas de dipalmitil lecitina com hidrocarbonetos
aromidticos incorporados em concentracdo molecular 8:1 (lecitina : hi
drocarboneto). A introdugac dos hidrocarbonetos aumentou a desordem
dentre das bicamadas. No que se refere a estrutura molecular, (ol
observada uma lcve alteragio na regido dos ésteres e inicio das ca
deias de carbono no perfil de densidade eletronica (calculado na di
regao perpendicular ao plano das bicamadas) para a amostra de leci-

tina com pireno. Além disso, comparando este perfil com o calcula
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do para dipalmitil lecitina pura, observou-se uma separag¢ac  menor

entre as regioes correspondentes aos grupos polares.
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CAPITULO 3
DIFRACAO DE RAIOS X POR BICAMADAS DE FOSFOLIPIDIOS
3.1 = Informagao Fornecida pela Geometria das Figuras de Difragao

Em nossas amostras, as moleéculas de lecitina se or

denam em um arranjo lamelar conforme o desenho:

g;‘;; qi AR 1,
i i o
TR RERARE e : feusy
Behbddl . B

Estas multicamadas formam uma estrutura com periodididade 4 na dire
¢ao perpendicular aos planos das bicamadas que difrata de acordo

com a lei de Bragg:
2d sen® = nj

onde: © - angulo formado pelos feixes incidente e difratado com o

plano;
n - nilmero inteiro que representa a ordem de difracgio;
d - espacgamento interplanar;

A - comprimento de onda de raios X.
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0 arranjo se comporta como uma cstrutura unidimen

sionul na direcdo perpendicular a seus planos.

Considerando:
1) Todo vetor da rede reciproca r* = ha* + kb* + ¢&* & normal ao
hké
plano (hk#) da rede cristalina e seu modulo € o inverso da dis
n 1 1 [ (15)-
tancia interplanar dhkl :
Thipl= —
hke a :
hkg
2} Sendo go ¢ § os vetores unitdrios nas diregdes dos feixes inci

dente e difratado, respectivamente. Define-se um vetor

-
- s—§0,
-

perpendicular aos planos, conforme Figura 3.1.

Figura 3.1 - Dafinigao geométrica do vetor B.

Un feixe incidente na diregao §0 dard origem a um feixe difrata
. - & .
do na diregao S somente quando o vetor b for igual a um vetor

da rede reciproca, T* .
hkg

3) Seja uma Tede unidimensional no espago real formada por uma sé

rie de planos ¢ descrita pela fungao
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5 E
R(r) = S(x-x_)
n
n= - oo
onde 03 X sdo nUmeros inteiros e x,y,Z sao nameros reais. FPor
> _ i
tanto, R(r) = 0 para x nao inteiro .

A imagem de R(T) no espaco reciproco € definida co

mo sende o quadrado de sua transformada de Fourier

2
L(B) = (T[R(EX)]} .
Assim,
+ o
L(B) = §%(y*) 8°(2*) E 8 (x*-x})
. = = @
onde o0s xE 530 numeros inteiros. Portanto, L(E) = 0 para valores

de y* e z* diferentes de zero e valores de X* que ndo sejam  intel

Tros.

Logo, a imagem da rede unidimensional de planos pa
ralelos ao yz no espago real € uma rede unidimensional de pontos
- " . . (16)
sobre 0 eixo Xx* no espago TECIProco .
. - . - . -+
Se tivermos uma fungao densidade eletronica p(r)

com a forma de R(1), sua imagem no espaco recfproco
o 2 . 2 +
{T{o(r)]} ={F(B)]} a I(b),

proporcional a intensidade I(B), sera uma sucessio de pontos igual-

mente espagados.

Lembrando que no arranjo lamelar tcmos uma rede
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unidimensional de planos ¢ levando em conta as consideragoes acima,
devemos obter diagramas de difracde com as reflexoes igualmente oS
pagadas e em posic¢oes definidas por miltiplos inteiros do inverso

do espagamento interplanar:

n _ 2send

d A

- . el 0
que, para a regido de baixo anguleo (d>20A e send =g}, pode ser a
proximado para:

n _ 20

d )

Assim, as posigoes das reflexdes definem a sime

tria da unidade de repetigao e suas dimensoes.

3.2 - Analise das Intensidades das Reflexoes

A variagdo da intensidade espalhada no espago reci
proco fornece informagoes sobre a variagao da densidade eletronica
média na diregao perpendicular aos planos das bicamadas.

Seja F(B) a amplitude da onda resultante da adigio
das ondas espalhadas por N dtomos nas posicoes ?j (j=1,N), cujos
fatores de espalhamento atomico sao fj(j=1,N).

N

F(b) = Z £, exp (Zniﬁ.?j) (1)

i=1

Qutra maneira de representar F(E) e descrever 0s
N atomos difratantes por uma fungao densidade eletrdnica continua,

=i - - - .
p(T}), qu¢ dia o numere de eletrons por unidade de volume, num clemen



to de volume 4V do espago real:

F(B) = p(r) exp (2nib.T) av_ (2)
1

integrando em todo espago real.

Aplicando a transformada de Fourier, pode-se escre

ver:

o(r) = F(B) exp (-2niB.T) dv (3)
V*

Considerando um arranjo unidimensional de molécu

las com N Ztomos

o fator de estrutura sera dado por
ZN
F(x*) = ZE:: fj exp (Znix*xj) (4)
j=1
onde fj ¢ o fator de espalhamento atdomico do j-é&simo tipo de atomo
da cela. O somatdrio € sobre todos os atomos na cela unitdria, mes
mo que, em casos especials, certos Atomos possam ser equivalentcs,

X; € a coordenada do j-&simo atomo na cela.

A relagdc exponencial (4) leva a uma composigio
simples de amplitudes ¢ fases através de vetores no plano complexo:
ZN

E(x*) = % fj (cosZ#x*xj + isenwa*xJ) = % fj (Aj+iBj) (5)

j=1 j



Assim, F(x*) pode ser representada no plano complexo por
F(x*) = [F(x*)| explia(x*)] (0)

onde a(x*) & o angulo de fase dado por

ZN ZN
§ . 2TX*X, E f£f.B.
_ fJ sen 2mx xJ - %5
tg a(x*) - J_]' = -l—h—v—-—-—-—-—_l (7)
2N ZN
E fjcos Zﬂx*xj Z fjAj
j=1 j=1
0 equivalente da eq.(3) para uma dimensao é&:
+on
p(x) = F(x*) exp (-2mix*x) dx* (8)

Para uma onda eletromagnética, a _ntensidade € pro

porcional ao quadrado da amplitude., Como a amplitude & |F(x*)]|,
2
I(x*) o |F(x*)], (9)

Para o calculo de p(x), & precisc conhecer F(x*), ou seja, a ampli-
tude ¢ a fase. De (9), ve-se que as intensidades fornecem so as am
plitudes. Logo, ha um fator de fase associado a cada amplitude que
nao pode ser determinado diretamente dos diagramas de difracao. A
expressao (8) pode ser reescrita como:

+

p(x) = [F(x*)] exp[-2mix*x+ia(x*)] dx* (10)

-0

Em nosso caso, temos uma estrutura controssimétri-

ca. Considerando a origem no centro de simetria, temos que

p(x) = p(=x) | (11)
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Assim,
F(x*) = 2 p(x) cos 2wx*x dx
o]
ou
N ZN
F(zx*) = 2 % f. cos 2mx*x. = % fj cos wa*xj
j=1 j=1
Portanto, para uma estrutura centrossimetrica,
2N
g f. sen Zwx*x. =0
] ]
i=1
e, de (7), temos
0
tg a(x*) = 0 = a(x*) =
m
Logo,
F(x*) = & |F(x*)|
]
p(x) = + [F(x*)l 2 cos 2mx*x dx*

No caso de reflexoes lamelares de multicamadas o
2
, - n
rientadas, se¢ obtém os valores |F(x*)] nos pontos x* = g da rede
reciproca.

Para calcular p(x), €& preciso conhecer as fuscs

associadas a |F(x*)| , para x* = &, ou F(x*) continua. A fungio F(x*)
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continua pode ser reconstruida, usando o tecorcma da amostragem de
. . n . .
Fourier, a partir dos valores IF( 41)| obtidos nas varreduras. Ls

te metodo foi proposte por sayre (17)

, em 1952, e aplicado na anali
se estrutural de bicamadas de fosfolipidios por LESSLAUER, CAIN c
BLASIE‘18) & ZACCAI, BLASIE e scHOENBORN (19D,

0 teorcma da amostragem nos diz que, se a transfor
mada de Fourier de uma fungio F(x*) € zero acima de um certo valor
d/Z:

p(x) = 0 para |x[> % ,

entdo F(x*) pode ser unicamente determinada por seus valores

n
F F(H) , no= 0, £1, 12,...

escrevendo
+ oo
F(x*) = % Fn sen m(x*d-n) .
T{x*d~n)
n=-=
No nosso caseo, temos:
M"max -
*d_
F(x*) = B30 1 exp [1a(h/y)] 2eRrlerdon) (g,
m{x*d-n}
== ax

onde nos € o nimero total de reflexdes obtidas.

Dessa forma, conhecendo F(x*), pode-se calcular a
distribuicao de densidade eletronica da bicamada projetada sobre um
eixa x normal aos pluanos lamelares partindo dos valores obscrvados
da intensidade nos pontos % . n=0,nm5x. 0 cdlculo é feito atraviés

de um programa, segundo 0 esquema & seguir:
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' 1/2
Iy (n/d) Igpy (/) B/ =[1 ., (/)]
corregdo por
geometria ex
perimental
(n2)
Teorema da Fases
Amostragem a(n/d)
I(x*)=|F(x*)|2 - F(x*) continua

T[F(x*ﬂ Transformada
de
Fourier

p (x)

Perfil de densidade

eletronica p (x} vs x

Um ponto importante que, ainda, precisa ser discu
. - . n .
tido € como determinar as fases af 41) que devem ser fornecidas pa

ra o cialculo de F(x*) continua,



W29,

Se as intensidades difratadas por uma estruturit
centrossimCtrica unidimensional forem graficadas em fungao de x*,
obter-se-a uma curva proporcional a cos®a(x*) com picos localizados
em valores de [x*| = n4i' Nos pontos de intensidade nula, o fator
de estrutura também sera nulo, o que indica uma mudanca de fase das
amplitudes de zero a m ou vice-versa (ver ref.(20)).

£ preciso, portanto, determinar a cdmbinagﬁo de fa
ses que descreve a estrutura. O numero de combinagdes possiveis @
dado por %nméx . 0 fator 2 que divide se deve ao fato da estrutura
ter um centro de simetria.

As fases para bicamadas de dipalmitil lecitina sao
conhecidas dos trabalhos de LESSLAUER, CAIN e BLASIE('®) & TORBET e
WILKINSCZI). De acordo com estas referencias, as fases para as 8§ PTi
meiras ordens sao: -1, 1, -1, -1, 0, -1, 0, -1. Foram estes 05 valo
Tes que utilizamos no cilculo do perfil de densidade eletronica das
bicamadas de lecitina.

Na literatura, encontra-se diferentes métodos para
a determinagao das fasesizz).

Em 1954, pERUTZ (23) propds um método que permitia
assinalar fases somente se, durante o processo de inchamento, a ¢35
trutura permanecesse constante, exceto pelo aumento da espessura da

camada de solvente. TORBET e WILKINSczl) estenderam este método pa

ra 0 caso de uma estrutura que muda de maneira simples durante o in

[4=29

chamento. 0 método de Perutz estd baseado em duas suposigdcs: (a)
mais provavel que uma solugido simples e unica esteja correta do que
qualquer uma entre varias solugdes alternativas complicadas; (b) w
estrutura que permanece constante com a hidratagio ¢ fisicamente
plausivel. De acordo com Torbet ¢ Wilkins, se nao puder ser cneon

trada uma solugio hasecada nestas suposigoes, pode-se considerar uma
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em termos de uma estrutura quc mude de modo simples e fisicamente
plausivel com a hidratagﬁo. Se for encontrada uma solugdo Unica des
te tipo, & razodvel assumir que seja correta.

Para encontrar esta solugao, as curvas de I'(x*)
s3o reconstruidas, usando o método de Sayre, para diferentes umida-
des relativas. A combinagdo de fases que fornece uma familia de cur
vas F(x*) que evolua com a variagao de umidade de uma forma simples
e quase-senoidal devera ser a combinagio correta. Basta provar que
ela & unica, ou seja, que todas outras combinag¢odoes destroem a forma
quase~senoidal ¢ fornecem familias de F(x*) muito mais complicadas.

Em nosso trabalho, seguimos o seguinte procedimen-
to para as amostras de lecitina com ﬁireno. Apbs o cilculo de per
fis de densidade eletronica com todas combinagoes de fase possfveis,
selecionamos duas que forneceram perfis compativeis com a composi
¢d0 quimica da bicamada. Estas duas combinagoes foram: -1, 1, -1,-1,
6, -1, 0, -1 e -1, -1, 1, -1, ¢, -1, 0, -1.

Os valores de intensidade obtidos da curva de in
tensidade reconstruida nos pontes correspondentes as posicoes das
reflexdes observadas tiveram melhor concordidncia com os valores c¢x
perimentais para a seguinte combinagao de fases: -1, 1, -1, -1, O,
-1, 0, -1.

Além disso, procuramos confirmar esta escolha apli
cando o método de inchamento proposto por Torbet e Wilkins. Os re

sultados obtidos estio no Capitulo 5.
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CAPTTULO 4

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E ANALISE EXPERIMENTAJ,

4.1 - Amostras

As‘amostras utilizadas neste trabalho consistem em
multicamadas orientadas de dipalmitil lecitina preparadas a partir
de dispersoes.

Trabalhamos com 6 amostras: cinco constituidas por
lecitina e diferentes concentragdes de pireno e uma, apenas por le

citina.

4,1.1 - Dispersoes

Utilizamos as seguintes substincias na preparagio
das dispersdes: DLa - dipalmitil lecitina, sintética, fornecida pe
la Sigma Chemical Co., com 99,0% de pureza; pireno, da Aldrich Che
mical Company, Inc., com 99+% de pureza; solugao tampac de fosfato,
pH 7.0 a 25°C, fornecida pela QEEL - Indistrias Quimicas Ltda., e
cloroformio P.A.

0 pireno foi purificado por recristalizagao em n-
-hexano e cloreto de metileno (CHZCRZ) antes de ser usado. A solu

¢io tampdo foi diluida até 0,01 N.

Dispersao de Lecitina

Dissolvemos 10 mg de¢ lecitina em 0,5 mi de  cloro

formio e deixamos secar sob um fluxo de nitrogénio. A massa resul
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tante, acrescentamos 0,5 m¢ de solugao tampao, obtende uma disper

sa0 com uma concentracao de 20 mg de lecitina/mf ou 27 umoles/mu.

Dispersao de Lecitina com Pireno

Dissolvemos 1 mg de pireno em 5 m¢ de cloroformio.
Colocamos em 5 tubos de ensaio uma massa de lecitina equivalente a
10 ymoles (= 7,34 mg) e acrescentamos pireno em solugac nas quanti

dades necessirias para obter as seguintes relacgdes moleculares:

LECITINA:PIRENO (umoles) | Piveno | Velume da Solugac de 1 mg Pirenoc/5mk GHC%S
(mg) (mf)
100:1 10:0.1 0.02 0.10
50:1 10:0.2 0.04 0.20
20:1 10:0.5 0.10 0.50
10:1 1D:i 0.20 1.01
5:1 10:2 0.40 2.02

Secamos as solugOes resultantes sob um fluxo de ni
trogénio ¢ adicionamos 0,5 m? de solucdo tampdo a cada uma.

Todas dispersoes foram, entao, submetidas ao ultra
-som durante (0,5 min, 3 temperatura ambiente, 3 vezes consecutivas,
com intervalos de 0,5 min. A finalidade deste procedimento & romper
as vesiculas multilameclares (formadas espontaneamente) para ohter
vesiculas unilamelares. O rompimento & conscguido devido ac fenome
no de cavitagido. Utilizamos um aparclho de ultra-som Branson, BiZ,

gentilmente cedido pelo Instituto de Biologia da UNICAMP.
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4.1.2 - Multicamadas Orientadas

Para a obtengao das multicamadas orientadas, a dis
persao & gotejada em um substrato de vidro com o auxilio de uma pi
peta Pasteur. Devido a geometria dos metodos empregados para obter
os diagramas de difracao, foi precisc preparar as amostras em 2 ti

pos de substratos:

(a) curvo - quadrados de 1 cm de lado, cortados de
um tubo de vidro de 40 mm de didmetro externo e 1,5 mm de espessura

(Figura 4.1);

(b) plane - laminas de vidro de 25 mm de largura e

1,10 mm de espessura (Figura 4.2),

Figura 4.1 - Substrato curvo. Figura 4.2 - Substrato plano.

Depois de gotejadas as dispersdes sobre os substra
tos, as amostras foram colocadas para secar em recipientes com at
mosfera de 75% de umidade relativa. Esta umidade € obtida  atraves

de uma solugldo saturada de NaCe0 Durante a secagem, ocorre a depo

3
sicdo das bicamadas de fosfolipidios que vio compor a estrutura de

multicamadas orientadas estudada neste trabalho.



4.2 - Montagem Experimental

Usamos duas montagens para a Ogtengﬁo dos diagra
mas de difragao: uma propria para varredura 6-26, com um detetor de
cintilagao ligado a um registrador, e outra onde o diagrama de di
fragio & registrado em um filme fotogrifico.

Os dois arranjos foram feitos em uma cidmara de hai
xo angulo montada em um gerador de dnodo rotatdorio, modelo Rotaflex
(da Rigaku), com alvo de cobre e foco fino pontual (0,2x2 mm?). A
camara, também da Rigaku, foi alinhada em um dngulo de take off en
tre 3% e 6%, o que determina uma dimensdo efetiva do foco entre
0,2x0,1 mme 0,2x0,2 mm>.

Em cada uma das montagens, usamos porta-amostras
que permitiram manter a umidade constante durante as exposigocs. 0
controle de umidade foi conseguido passando-se um fluxo de nitroge
nio por um frasco lavador, contendo uma solugao saturada, cuja sai
da estava conectada ao porta-amostra. Como as umidades relativas ob
tidas de solugOes saturadas dependem da temperatura, & necessario
que esta também seja controlada. No nosso caso, os diagramas foram
obtidos a temperatura ambiente, que se manteve entre 20°C e 22°C,

0s sais usados 710 controle de umidade foram

TABELA 4.1
Sal Umidade (%) Temperatura (°C)
Ca(NO,) . 4H,0 51 24,5
56 18.5
NaCR.03 75 20.0

Usamos um filtro de¢ Ni na 22 fenda para ateuuar a
linha kf do cobre.



4.2.1 - Montagem para Dcteglo Fotografica

De acordo com o esquema da Figura 4.3, o arranjo se
compoe de um suporte com fenda fixa (A), um suporte para fenda com
translagoes nas diregoes x e y (B), um porta-amostra com janelas de
mylar (C) e um porta-filme (D) com beam stop de chumbo. 0O porta-amos

tra e o porta-filme podem ser transladados na diregdo x.

Figura 4.3 - Esquema da montagem para detegdo fotogrifica.

Usamos fendas circulares para a ¢olimagao do feixe

incidente. Uma fenda, com 0,3 mm de didmetto, foi colocada no super
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te (A), que fica junto a janela do tubo. A outra, com um diﬁmetrb
de 0,2 mm, foi colocada a 110 mm da primeira no suporte (B). As
translagoes deste suporte possibilitam a centralizagao da scgunda
fenda no feixe.

Q0 porta-amostra possui um parafuso onde & fixado o
substrato (ver Figura 4.4). Com este parafuso, podemos alinhar a
amostra de modo que o feixe passe tangencialmente pelo seu centro.
Usando a translacgao do porta-amostra, concluimos o alinhamento da
amostra fazendo-a penetrar no feixe até cortar sua intcnsidade em

aproximadamente 15%. Usamos uma distancia amostra-22 fenda dec 39 mm.

'
!
ol
H
!

@ By R

Figura 4.4 -~ Porta-amostra utilizado e alinhamento da amostra.

Na Figura 4.3, pode-se ver, também, o frasco lava
dor (E) com a saida conectada ao porta-amostra. O frasco lavador faz
parte do sistema para controle de umidade. Para as cxposigoes sele
cionadas, utilizamos uma solug¢do saturada de Ca(NOB)?.4H20 quc, de

acordo com a Tabela 4.1,produz uma atmosfera de ~56% de umidade.
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0 porta-filme foi posicionado para uma distancia a

mostra-filme de 63,1 mm. O filme usado foi o CEA REFLEX 25 e os tem

pos de exposigao variaram entre 12 e 13 horas com o gerador em uma
potEhcia de 1,5 kV {30 kV -~ 50 mA).

Em resumo, as exposigoes selecionadas foram feitas

nas seguintes condigdes experimentais:

- colimagao do feixe incidente: fendas circulares

. 1% fenda : 0,3 mm ¢
. 22 fenda : 0,2 mm ¢

. distancia 12-2? fenda: 110 mm

- distancia 2% fenda-amostra: 39 mm
- distancia amostra-filme: 63.1 mm
- umidade: 56%

- radiagao: cobra'

- tempo de exposigﬁof v12 horas

- poténcia: 1,5 kW (30 kV - 50 mA)

4,2.2 - Montagem para Varredura 0-28

A varredura 6-28 & conseguida através de algumas
adaptacgdes da camera de baixo @ngulo que podem ser observadas na Fi

gura 4.5.
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y

Figura 4.5 - Foto da montagem utilizada para varredura 6-26.

A amostra, agora em um substrato de vidro plano,.

€ colocala em um suporte analogo ao de um difratometro de po, den

tro de um compartimento fechado com janela de mylar, necessario pa
ra o controle de umidade. Durante as varreduras,; as amostras foram
mantidas eh uma‘atmosféra de 75% de umidade. Para isto, usamos uma
solugao saturada de NaCP.O3 no frasco lavador.

Usamos fendas lineares para colimagao do feixe in
cidente. No primeiro suporte, junto a saida do tubo, foi colocada
uma fenda de 0,3 x 10 mm?®. A 154 mm desta, no segundo suporte, colo
camos duas fendas: uma com 0,2 x 10 mm? e uma limitadora de altura
de 4 mm. A amostra ficou a uma distancia de 45,5 mm da 22 fenda.

No detetor, utilizamos uma fenda receptora de



.39,

0,1 x 15 mm? euma fenda de espalhamento de 0,3 x 15 mm?. 0 detetor
foi posicionado a 200 mm da amostra.

Fizemos dois tipos de varredura 6-28: continua ¢
por passos. Em ambas, o gerador trabalhou com uma poténcia de 1,5kW
(30 kV-50 mA).

Na varredura por passos, trabalhamos com um tempo

de contagem de 10 segundos para cada passo de 0,017,
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme foi visto no Capitulo 3, nos diagramas de
um arranjo lamelar, as reflexdes aparecem igualmente espagadas en
posigoes definidas por miltiplos inteiros do inverso do espagamento
interplanar.

Em bicamadas de dipalmitil lecitina, dependendo do
contelddo de Agua e da temperatura, as cadeias hidrocarbonicas se o
rientam perpendicularmente as bicamadas, mantendo uma distancia
aproximadamente constante entre si. Assim, elas formam uma estrutu
ra bastante regular que tem condigdoes de difratar, dando origem a
uma reflexdao difusa mas marcadamente. orientada na diregdo perpendi
cular as reflexoes lamelares.

Na Figura 5.1, temos um esquema de um diagrama de

difragcao de bicamadas de dipalmitil lecitina para um feixe inciden

te com geometria pontual, que pode ser obtido com a montagem experl

PR - +-(P4?+r}-r--é~-----u--w

mental descrita na Figura 4.3.

Figura 5.1 - Diagrama de difragiao de bicamadas de dipalmitil

lecitina para feixe incidente pontual,
0 unel mais externo corresponde a difragido das cadeias hidrocarho

0
nicas (cspagamento cntre 4.2 e 4~6A(20)). Se as cadeias estiverem
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bem ordenadas, a intensidade do anel devera ser mais fraca na TE
gido das reflexoes lamclares (KK'). aumentando i medida que se apro
xima da regifio perpendicular a elas (BB'). Caso contririo, quanto
mais desordcnadas estiverem as cadelas, mais difuso e menos orienta
do espacialmente [icarda o anel. Logo, a difracao das caﬁeias hidro
carbonicas fornece informagao sobre a conformagdo ¢ o espacamento
entre cadeias.

No caso de bicamadas de lecitina com incorporagao

de pireno, sistema estudado neste trabalho, devemos considerar, ain

da, o fato de que, quando as concentragoes de pireno nas amostras
sAo altas, existe a possibilidade de formagao de aglomerados de
cristalitos nas membranas. Nesse caso, serd observada a presenga

das reflexoes referentes a estes cristalitos nos diagramas de difra
¢ao. A observacao do anel referente as cadeias hidrocarbonicas pode
informar também o quanto e como sua organizacdo ¢ afetada pelo au
mento da concentragaoc de p.reno na bicamada.

Todas estas informagdes sdo obtidas pelo método fo
tografico.

A varredura 0-26 nos fornecera informagio mais pre
cisa sobre a intensidade das reflexOes. Esta informacgao, porém, es
tara limitada a uma dimensio, o eixo AA' (ver Figura 5.1) que corta

o centro das reflexoes lamelares.
5.1 - Resultados Obtidos pelo Métedo Fotografico
Foram feitas varias séries de experiéncias com 0

grupo de amostras descrito no Capitulo 4 para determinar condigdes

otimas de umidade, absorcio do fcixe incidente pela amostra, tipo
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de substrato e tipo de mylar a ser usado na janela do porta-amostra.

A série de exposigoes selecionadas para anidlise foi

feita sob as mesmas condigoes experimentais quanto a substrato util

lizado, fendas e distancia entre elas, distancias fenda-amostra I

amostra-filme, umidade relativa e potencia do gerador, conforme ci
tado no Capitulo 4.

Q0 tempo de exposigdo variou entre 12 e 13 horas.

Os filmes (Cea Reflex 25) foram todos revelados i
mesma temperatura (20°C), durante 6 minutos, com o revelador apro
priado para filmes de alto contraste (Kodak D19).

Na Figura 5.2, podemos acompanhar a evolugdo  das
reflexoes nos diagramas com o aumento da concentragio de pireno nas
bicamadas. 0s filmes a, b, ¢, d, e, £ correspondem as amostras de
dipalmitil lecitina pura e dipalmitil lecitina com pireno nas  c¢on
centragdes molares 100:1, 50:1, 20:1, 10:1 e 5:1 (lecitina:pireno)},
respectivamente.

Em todos os filmes, obtivemos sels ordens de difra
cio lamelar, sendo que a 1% e a 4% s30 mais intensas e a 5% nio apa
rece, como & esperado para estruturas do tipo da lecitina sintéti
Ca(ZO)_

Nos diagramas, podemos ver, também, o anel refercn
te 4 reflexao das cadeias hidrocarbonicas. No filme (a), para amos-
tra de lecitina pura, ele aparece orientado, com uma regiao de¢ maior
intensidade em torno de 76° em relagdo a reta que corta o centro
das reflexoes lamelares. Para a concentragzo molar 100:1 (lecitina-
-pireno}, filme (b), este anel se torna mals difuso, mas ainda con
serva uma certa orientagao. A medida que se aumenta a concentragio
de pirecno, para 50:1 ([Lilme (c)) e 20:1 (filme (d)), o anel vai sc

tornando mais difuso e menos orientado até que, para a relagio mole



(a) dipalmitil lecitina pura (d) 20:1

e (e) 10:1

() S50:1 (£) 5:1

Figura 5.2 - Diagramas de difragdo obtidos pelo método foto-
grafico.
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cular de 10:1 de lecitina:pireno (filme (e)), ele aparece completa
mente sem orientagdao. Destes resultades, conclui-se que a desordem
das cadeias hidrocarbonicas aumenta com a concentracgao de pircno.
| Entretanto, quando continuamos a aumentar a concen

tragao de pireno para 5:1 (filme (f)), observamos duas coisas: 1) o
anel volta a se orientar indicando um maior ordenamento das cadeias;
2) aparecem linhas de difracgdo pontilhadas logo depois da reflexdo
lamelar correspondente a 63 orden.

0 cdlculo dos espagamentos correspondentes as re
flexdes pontilhadas forneceu os seguintes valores: 8,39 Ae 7,66 A.
Dentro da precisao da medida, tais resultados podem corresponder aos
espacamentos 8,3 Ae 7,5 K encontrados na Tabela ASTM(ZS) para re
flexoes do pireno cristalino.

Ndo foi possivel calcular o espagamento  interpla
nar das bicamadas a partir destes filmes devido a saturacgao das or
dens 1 e 4. Foi possivel, entretanto, estimar o espagamento COTTes

0
pondente ao anel das cadeias hidrocarbonicas em torno de 4,2 A.

5.2 -~ Resultados 0Obtidos com Varredura 8-28

Como foi dito no Capitulo 4, fizemos dois tipos de
varredura 8-26: continua ¢ por passos. Em ambos, foram mantidas as
mesmas condigoes cxperimentals para todas as amostras.

Os resultados apresentados aqui para 4as amostras
de lecitina pura ¢ lecitina com pireno na concentraciaoc molar 10:1
{lecitina: pireno) foram obtidos por varredura ©-26 continua. Daru
as amostras restantes, os re¢sultados foram obtidos por varredura

8-26 por passos.
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Em todos os diagramas, tanto para a amostra de le
citina pura quanto para as de lecitina com pireno, conseguimos ate¢
a 8% ordem de difracdo. Na Tabela 5.1, sio mostrados os valores, jd
normalizados, das intensidades correspondentes ds oito ordens ohti

das.

TABELA 5.1 - INTENSIDADES NORMALIZADAS (M UNIDADES ARBITRARIAS)

n Leettina Pura 100:1 50:1 20:1 10:1 5:1
1 944.0 978.8 991.0 989.2 983.3 985.9
2 5.1 7.8 3.4 4.8 4.4 4.4
3 3.6 2.3 0.6 1.1 1.4 1.4
- 42.3 10. 4 4.7 4.6 8,3 7.3
5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
6 3.5 0.5 0.3 0.3 1.8 0.6
7 0.0 0.0 0.0 0.0 . 0.0 0.0
8 1.6 0.2 0.1 0.1 0.8 0.5

I (OBS)

E:I(OBS)

Os valores calculados para os espagamentos interplanares e¢stao na

* A normalizagao é feita considerando I, = x 1000.

Tabela 5.2.

TABELA 5.2 - ESPACAMENTOS INTERPLANARES CALCULADOS

AMOSTRA d(A)
Lecitina Pura 57.8 * 0.1
100:1 58.2 * 0.2
50:1 58,2 % 0.2
20:1 58.3 * 0.2
10:1 58.3 * 0.1
5:1 58,0 £ 0.2
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Nos difratogramas das amostras de lecitina com pi
rcne nas concentragdoes molares 10:1 e 5:1, obtivemos a difragao cor
respondente ao pireno cristalino. Os espagamentos calculados poden

ser vistos nas Tabelas 5.3 e 5.4,

TABELA 5.3 - REFLEXOES DO PIRENO OBTIDAS POR VARREDURA ©6-26

CONTINUA PARA A AMOSTRA DE 10:1

0 0 0
28 (°) d (&) ‘ dASTM (4)
10.57 8.37 = 0.02 8.3 (95%)
11.57 7.65 £ 0.02 7.5 (75%)

TABELA 5.4 - REFLEXOES DO PIRENO OBTIDAS POR VARREDURA 8-26

POR PASSOS PARA A AMOSTRA DE 5:1

9 ] 1}
2e () d (4) dASTM (4)
9.54 9.27 £ 0.01 9.2
10.58 8.36 = 0.01 8.3
11.57 7.65 * 0.01 7.5

Nos difratogramas das amostras restantes, nido apa

recem rcflexdes correspondentes ao pircno.
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5.2.1 - Vurreduras 5-28 para a Determinagac das Fases para Bicama-

das de Lecitina com Pireno pelo Método proposto por Torhet

e Wilkins

Usamos o método de inchamento em uma amostra de lg
citina com pireno cuja concentrag¢ao molar era 10:1 (lecitina:pireno).
Primeiro, foram obtidos os diagramas de difracdo per varredura ©-26
continua para as umidades relativas de 56%, 75% e 90%. Nestes dia
gramas, obtivemos seis ordens de difragao para cada umidade.

Como iam ser comparados conjuntos de dados diferen
tes, foi feita a normalizagdo entre 05 valores de intensidade para
as umidades de 56% e 75% em relacgao aos de 90% de acordo com a ex

pressio proposta por WORTHINGTON e BLAUROCK (247

1 | (n I | I (n/ )

K——EI /)-—-Emd
% d

dao% 3 90 a0% m

dm 0

onde: d - espacgamento da bicamada na atmosfera de 90%

de umidad. relativa;

d - espagamento da bicamada em outra umidade

(56% ou 75%);

Igg%(n/d) - valores de intensidade das » ordens obtidas

em 90% de umidade relativa;

Inn(nﬂi) -~ valores de intensidade das »n ordens para ou

tra atmosfera {(50% ou 75%9);

K - constante de normalizagio.
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0s valores de intensidade ja normalizados podenm
ser vistos na Tabela 5.5. Os espagamentos das bicamadas nas difercn

tes umidades estac na Tabela 5.6.

TABELA 5.5 - INTENSIDADES NORMALIZADAS (UNIDADES ARBITRARIAS)

n 80% 76% HE%

1 983.4 974,4 970.2
2 6.5 4.4 2.3
3 2.5 1.4 0.8
4 6.8 8.3 6.5
5 0.0 0.0 0.0
6 0.8 1.8 0.7

TABELA 5.6 - ESPACAMENTOS DAS BICAMADAS NAS 3 UMIDADES RELATIVAS

80% 75 % 56%

a 58.9 0.1 58.3 0.1 58.0 0.1

A partir dos valores de intensidade normalizados |,
calculamos a [(x*) continua para cada umidade usando a expressio
(12) e o programa descrito no Capitulo 3. 0 calculo foi feito para
as duas combinagoes de fuse: -1, 1, -1, -1, 0, -1 e =1, -1, 1, -1,

o, -1.
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—5i%
- 3%
R

i

Figura 5.3 - Curvas F(x")} calculadas para a amostra de¢ dipalmitil
lecitina com pireno (10:1)} para as umidades de 509

75% ¢ 90% usando a combinacgdo de fascs:

'
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Figura 5.4 - Curvas F(x*) calculadas para a amostra de dipalmitil

lecitina com pireno (10:1) para as umidades de 504
75% ¢ 90% usande a combinagao de fases:
-1,1,-1,-1,0,-1.



.ol

Entre as duas combinagoes de fase para as bicama-
das de dipalmitil lecitina com pireno, a que forneceu uma familia
de curvas F(x*) com evolugao mais simples para as umidades de 50%,
75% e 90% (ver Figuras 5.3 e 5.4) foi -1, 1, -1, -1, 0, -1, confir
mando a escolha feita anteriormente (ver penaltimo paragrafo do Ca

pitulo 3},

5.3 - Analise does Resultades Experimentais e Calculo dos Perfis de

Dengidade Eletronica

A intensidade registrada tanto nos filmes Como
nas varreduras 6-26 & afetada por fatores tais como: fator de pola
rizagao, fator de absorgao, fator de temperatura, fator de Lorentz
e geometria da amostra. Estes fatores foram discutidos com detalhe
na ref.(14) para bicamadas de dipalmitil lecitina, onde chegou-se a
conclusdo que os devidos 3 polarizagdoe, temperatura e absorgao po
dem ser aproximados para a unidade com um erro de 107% para a 8% or
dem.

Portanto, em nosso caso, antes do calculo dos perxr
fis de densidade eletronica, as intensidades medidas nos diagramas
de difracio foram corrigidas em um fator n2 (n & o numero da ordem).
Un fator n & devido & desordem intrinseca da amostral®) e o gutro,
ao fator de Lorentz (a corregic de Lorentz — sen 26 — & proporcio
nal a n para iZngulos pequenos(lg)).

Esta corregio & feita no préprio programa utilizu-
do para o calculo dos perfis de densidade eletrdnica, de acordoe com
o esquema aprecscntado no Capitulo 3.

0s perfis de¢ densidade eletronica calculados para
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bicamadas de dipalmitil lecitina e dipalmitil lecitina com pircne
nas concentragoes molares 100:1, 50:1, 20:1, 10:1 e 5:1 (lecitina
pireno) podem ser vistos nas Figuras 5.5a, b, ¢, d, e, £, respecti-
vamente.

Nos mapas de densidade eletronica, analisaremos as
diferentes regides que dio idéia das perturbagdes ocorridas nas Dbi
camadas. 540 elas: (1) regizo central, correspondente aos grupos me
til terminais: (2) regifdo dos picos referentes as cabegas polares e
(3) regido intermediaria.

Comparando os perfis (Figura 5.6), podemos obser

var:

(1) na regiao central:

a) a densidade eletrdnica para a amostra de lecitina pura é me
nor que a densidade eletronica para as amostras de lecitina
com pireno;

b) a densidade eletronica aumenta com a concentrag¢do de pireno
para as amostras de lecitina. com pireno nas concentragdes mo
lures de 100:1 e 50:1;

¢) para a amostra de lecitina:pireno = 10:1, a densidade eletré
nica nesta regiao diminui ¢ fica entre a de lecitina pura ¢
lecitina com pireno na concentragao 100:1.

d) aumentando a concentragao para 5:1 (lecitina:pireno), hia um
aumento na densidade eletronica em relagao a de 10:1; no en
tanto, ela ainda é menor que a densidade correspondente a
amostra de lecitina:pireno 100:1;

e) ha um alafgamento do pogo central do perfil de densidade c
letrénica com a introdugiio do pircno nas bicamadas. A medida

que aumenta a concentragaoc de pireno, o pege Vval se alarpan
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do. Aqui, novamente, 05 resultados para as amostras de¢ lecitina:pi-
reno 10:1 e 5:1 ficam entre o de lecitina pura e o de lecitina:pirce

no = 100:1,

(Z) ma regiao dos grupos polares:
a) a distancia entre os picos referentes aos grupos polares e
maior para as bicamadas de dipalmitil lecitina com pireno;
b) hd um alargamento do pico referente aos grupos polares para
as amostras de¢ lecitina com pireno em relagdo & amostra de

lecitina pura.

(3) na regifo intermediaria da bicamada, entre ©s grupos polares ¢
0s grupes metil termiﬂais, os perfis de densidade eletronica
também apresentam variagdes com o aumento de concentragao de pi
reno. As curvas para as amostras de lecitina com pireno nas con
centracdes 10:1 e 5:1 apresentam formas intermedidrias entre as
formas das curvas de lecitina pura e lecitina:pirenc = 100:1.
Nesta regiao, a densidade eletronica diminui com o aumento de

concentragio de pireno na bicamada.

De acordo com as variagoes apresentadas pelos per
fis, podemos concluilr que o pireno se localiza na regido das cadelas
hidrocarbonicas, desordenando-as e causande o afastamento dos aru
pos polares. A desordem das cadeias & confirmada pelos filmes. A de
sorientagdo do anel de difragdo correspondente as cadeias aumenta
com a concentragaoc de pireno.

Para as amostras de¢ lecitina com as maiores conuen
trugocs de pirene (10:1 ¢ 5:1), temos o aparccimento de reflexoes

devidas ao pireno cristaline nos difratogramas, Alcém disso, os  por
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Figura 5.5 - Perfis de densidade eletrdnica na diregdo perpendi-
cular ao plano da bicamada.
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fis de densidade eletronica se apresentam como se correspondessem a
amostras com concentracgoes menores que 100:1.

De acordo com estes resultados, podemos supor que,
em altas concentragoes, o pireno se agrega formando cristalitos c¢m
condigOes de difratar e & parcialmente expulso da bicamada, se loca
lizando na regifo ocupada pela agua. Dessa forma, a concentracdo do
composto aromatico dentro da bicamada deve ser menor que a da amos
tra de lecitina:pireno = 100:1. Sabemos que nem todo pireno & expul
so da regiao hidrofdobica porque, neste caso, deveriamos obter um
perfil de densidade eletronica igual ao da bicamada de lecitina pu
ra.

Nes filmes, as reflexoes de pircno c¢ristalino apa
recem somente para a ameostra com maior concentracao do composto (5:
1), enquanto que, nos difratogramas, elas ja podem ser observadas pa
ra a concentragao de 10:1. As amostras usadas para a obtengao dos
diagramas por detegao fotografica e por varredura 8-20 foram prepa
radas a partir das mesmas dispersCes. Entretanto, como os difrato
gramas foram obtidos depoils dos filmes, houve um intervalo de tcmpo‘
cm que as dispersoes ficaram guardadas sob refrigera¢do a uma tempe
ratura bem mais baixa. Durante este periodo, & possivel que tenha
ocorrido um maior ordenamento das cadelas nas bicamadas €, COonsg
quentementc, a expulsao parcial do pireno ¢ a formagao dos  aglome
rados. Pode-se pensar, assim, na concentragac lecitina:pireno 10:1
como uma concentra¢do instavel, mais sensivel a uma variacdo de tem
peratura deste tipo.

Junto com as reflexdcs do pireno, observamos no
mesmo filme um maior ordenamento das cadeias hidrocarbonicas, seme
lhante ao observade para a amostra de lecitina pura. Tal resultado

concorda com a hipdtese de que ocorre uma expulsio parcial do pire
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acorde com estes pesquisadores, a insercdo de uma molécula de pire-
no na regiiio hidrocarbonica de membranas de dipalmitil lecitina in
troduz desordem. Além disso, eles supdem que, para altas concentra
goes de pireno, possa haver um limite de acumulagao para o composto
na parte fluida da hicamada, forgando-o a ocupar sitios mais proxi
mos dos grupos-cabega polares dos fosfolipidios. Outra hipdtese le
vantada & que, em altas concentragdes, as moléculas de pireno indu
zem um ordenamento local das cadeias, levando a um enrijecimento da
bicamada. 0 resultado que obtivemos para as amostras de lecitina
com pireno na concentragido 5:1 ~ maior ordenamento das cadeias — es
td de acordo com esta hip6tese.

0 aparecimento das reflexoes cristalinas do pireno
em nossas amostras de CDncentragaeSIIO:l e 5:1 indicam a formacao
de aglomerados. GALLA e SACKMANN(ﬁ), ver Capitulo 2, supoem a forma
¢ao de pequenos aglomerados de pireno para explicar o fato de a for
magdo de excimeros nido ser um processo controlado por difusde no es
tado cristalino da matriz lipidica. De acordo com os resultados que
eles obtiveram, o limite minimo na razio molar lipidio:pireno para
a formagao de aglomerados & de 100:1 em dispersdes lipidicas subme-

tidas ao ultra-som.
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CONCLUSDES

A partir dos resultados descritos no capitulo ante
rior, podemos concluir que o pireno se incorpora na regido hidrofa
hica das bicamadas, preferencialmente na parte central, mas se in
tercalando, tambem, entre as cadeias hidrocarbonicas. Devido a isto,
as distancias interplanares das bicamadas de lecitina com pireno
530 majores quc a da bicamada de lecitina pura. Qs espacgamentos in
terplanares para as amostras com diferentes concentracgoes de pireno
nao sofrem grandes variagoes pois, com o aumento da concentragao, e
le vai se intercalando entre as cadeias.

Aléem disso., é partir de uma determinada concentra
¢ao, temos a formagio de cristalites suficientemente grandes para
difratar. Uma cela unitaria de pireno cristalino tem um volumc de
13,7x9,3x8,5 Ra' Portanto, tais cristalitos nao podem se localizar
na regiao hidrofobica da bicamada e, consequentemente, devem estar
na regiao ocupada pela igua, o que podemos confirmar na analise dos
filmes e perfis de densidade calculados. Nos filmes, observamos um
ordenamento das cadeias hidrocarbonicas junto com o aparecimento das
reflexoes de pireno na maior concentragao (lecitina:pireno=5:1), en
quanto que, na concentragao de 10:1, as cadeias estavam completamen
te desordenadas ¢ nao havia reflexoes devidas a cristalitos. A ana
lise dos perfis de densidade eletronica nos leva a mesma conclusio.
As curvas para as amostras com concentragoes 10:1 ¢ 5:1 (lecitina:
pireno) sao intermedidrias entre as curvas para lecitina pura ¢ le
citina com pircno na concentragiao de 100:1. Ou scja, a concentra

g¢ao de pircno na regifo hidrofdbica para estas amostras & menor do
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que a da amostra de lecitina:pirenc=100:1. Fol nestas concentragoes
que obtivemos as reflexoes devidas aos cristalitos. Portanto, pode
mos conéluir que o pireno que falta na regiao hidrofdbica se encon
tra na regiao da camada de agua na forma de cristalitos.

Finalmente, os resultados obtidos podem ser resumi
dos como segue:

(1} A desordem das cadeias hidrocarbonicas nas bi
camadas de dipalmitil lecitina aumenta com o aumento da concentra
¢ao de pireno;

(2) Verifica-se a tendéncia das distancias inter
planarcs aumentarem com o aumento da concentragiao de pireno;

(3) Para altas concentracdes de lecitina:pireno
(10:1 e 5:1), verifica-se a formagao de cristalitos de pireno nas
amostras;

(4) Nos perfis de densidade eletronica, constata
-5¢ um afgstamcnto dos picos referentes aos grupos polares com a in
trodugio de pireno na bicamada;

(5) Com o aumento da concentragdo de pireno na bi
camada, aumenta a densidade cletronica na parte central do  perfil
correspondente aos grupos metil terminais;

(6) Para as amostras com concentragoes lecitina:pi
reno de 10:1 e 5:1, os perfis.de densidade eletronica indicam que o
pireno € parcialmente expulso da bicamada, formando cristalitos que

se localizam na regildo aquosa.
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