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RESUMO

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos foram incorpo-
rados em bicamadas Umidas de Dipalmitil Lecitina (DPL), no intui
to de detetar as mudangas estruturais induzidas na membrana mode

lo hospedeira.

Foram obtidos diagramas de difracado a baixo angulo para
os sistemas: DPL, DPL - pirenc, DPL - 3, 4 - benzcopireno e DPL -
l, 2, 5, 6 - dibenzantfaceno. Es tes diagramas, subsequentemen—‘
te, foram analisados usando—-se as intensidades das’reflexaes lame
lares. A distribuiciao de densidade eletrénica normal ao plano
da bicamada foi calculada pela sintese de Fourier, com resolugao
de 7.5 A°. No caso do pireno, o mapa de densidade eletrdOnica mos
fra uma leve perturbagao da estrutura na regiao hidrofdbica, prd
xima ao grupo glicerol. Este resultado concorda com as experiég
cias de NMR realizé@aé por Vanderkooi e colaboradores (J. Chem.
Phys., 63, 3662, l975).i,Para oS sistgmas de DPL - 3,4 - benzopireno a dis
torcao na regiao da queda abrupta existente no centro de simetria
do perfil de densidade eletrdnica @ similar aquela observada pa

ra as amostras de DPL - pireno.

A inCOrporagéo do 1, 2, 5, 6 -~ dibenzantraceno dentro
das bicamadas afeta ' bastante ¢ empacotamento das ca
deias, por perturbacoes ao longo das cadeias de carbono e na re

giao do centro da bicamada correspondente aos grupos metila

terminais.



" ABSTRACT

S

Policyélic aromatic hydrocarbons were incorporated into
hydrated dipalmitoyl lecithin (DPL) multilayers in order to

detect structural changes induced in the host model membrane.

Low angle patterns were obtained for the systems DPL,
DPL - Pyrene, DPL -~ 3, 4 - Benzpyrene and pPL - 1, 2 , 5, 6 -
Dibenzanthracene, These patterns weré subsequently analysed
using the intensities of the lamelar refletions. - The electron
density distribﬁtion normal to the plane of the bilayer was
calculated, by Fourier synthesis, with a resolution of 7.5 AO.
In the case of Pyrene, the electron density map shows a slight
permﬂkmtioﬁ of the structure in the hydrofobic region, close to
the glycerol‘group.?This is in agreement with NMR ' experiments
reported by Vanderkooi et al (5. Chem. Phys. 63, 3662, 1975). For
the DPL ~ 3, 4 - Benzpyrene system the distortion of the central
trough is similar to that observed for the DPL - Pyrené samples.
The incbrpération of 1, 2, 5, 6 - dibenzanthracene inko the
bilayers seems to have greatly affected the chain packing all
along the aqyl chaing, including the center of the hydrocarbon

core region.
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CAPITULO I - INTRODUGAC

Alguns hidrocarbonetog aromaticos policiclicos sao co

nhecidos por induzir cancer em organismos vivos.

Muitos modelos assumem que o mecanismo da carcinogénese
envolve a inclusdo destes compostos na regido hidrofébica de com
ponentes celulares macromoleculares, tais como acidos nucleicos

‘

e proteinas.

Teorias récentes sob#e o mecanismo da carcinogénese,
sugerem ; possibilidade de que. o primeiro passo para iniciar o es
tado neoplasico esteja ligado a alterag6es.ha membrana celu
lar. Se os hidrocarbonetos aromaticos cancerigenos atuam sobre
a membrana alterando—a, a habiiidade da célula controlar seus com

plexos mecanismos funcionais pode mudar, gerando assim um proces-

so de crescimento descontroladg'(ver por exemplo a referéncia (20)).

0 estudo da alteragab estrutural provocada pela inclu
sao de hidrocarbonetos aromdticos na membrana natural assume en
;tao, pépel bastante importante no estudo da carcinogénese. No en
tanto, em virtude da complexidade estrutural das membranas biolo-
gicas naturais, que sdo sistemas moleculares éltamentes organiza
dos e das dificuldades que surgem no preparo e manutencao das
amostras, este estudo torna-se bastante complexo. Mesmo se conse-
guissemos superar as dificuldades experimentais e obter dados es-
truturais, 08 reésultados nao seriam dé facil interpretacdo j& que
existe uma dificuldade grande em correlacionar a estrutura e orga

nizagao molecular com as funcdes da membrana.

O surgimento de modelos gque nos permitem reproduzir par



cialmente fungoes e proprieé dgg = fisicas das mem

branas criou a possibilidade:delqgtudQ$ especificos, mais simpli-

ficados., Apesar dos resultad ne se obtém nestes casos, serem

concernentes a sistemas simplificados,eles ndo perdem sua  validade
pois sempre acrescentam informagées novas sobre fungdes, proprie
noty -

dades e estrutura das membranés.

O objetivo deste trabalho & estudar através de uma simu
lagdo artificial, bastante simplificada de uma membrana bioldgi-
ca, a alteracgao estrutural pro%ocada pela incorporacdo de - hidro

carbonetos aromaticos de diferentes graus de agéo cancerigena.

A idéia deste trabalho surgiu a partir dos trabalhos de

Sanioto e Schreier (21) e de'Lesslauer e colaboradores (22).

Através da técnica de Ressonancia Paramagnética Eletrd~
nica (EPR), Sanioto e Schreier estudaram as transicdes de  fase
geradas porlinclusaes de hidrocarbonetos arométicos de diferentes
graus de agao cancerigena em bicamadas de fosfolipideos e correla
cionaram estas mudaﬁgas de fase com o tamanho da molécula e sua

atividade carcinogénica.

Lesslauer e colaboradores utilizando técnicgs de Raios X a baixo
dngulo estudarém as mudangas estruturais causadas na  estrutura
de bicamadas de lipideos por inclusdes de moléculas de prova fluo
rescentes do tipo: sulfonato de l-anilino-8-naftaleno - oANs) '
dcido 12-(9-antroil) estedrico ~ (AS} e Acido N-octadecilnaftiles-

amino-6-stilfdnico (ONS).

Nosso trabalho consistiu em obter diagramas dediﬁﬁ@&3~

~de raios X para bicamadas de DPL com hidrocarbonetos  aromaticos e calcu-

lar o perfil de densidade eletrdnica de todas as amostras, o que



nos permitiu examinar a regifo entre as cabecgas polares nas bica-

madas.

No Capitulo IT apre§entamos um resumo sobre os dados
conhecidos atualmente .qéanto a composigao das membra-
nas biolégicas, os varios modé}os que surgiram para tentar expli
car a estrutura e fungbes das membranas, e em particular damos én
fase ao modelo do mosaico fluido. Neste capitulo também, falamos so
bre os hidrocarbonetos aromaticos, estudos realizados sobre tais
compostos, e em especial falamos sobre os hidrocarbonetos aromati

cos por nos utilizados.

No Capitulo III apresentamos a parte da teoria de difracdo de Raios X
concernente ao nosso experimento, as corregoes feitas as intensi-
dades observadas nos diagramas de Raios X, o modelo do perfil de
densidade eletrdnica utilizado e uma descrigao do programa de com
putador utilizado nos célculoé tebdricos e no tracado do mapa de

distribuigao de densidade eletrdnica de nossas amostras.

No Capitulo IV apresentamos a descrigao da técnica uti
lizada na preparagao de amostras e na montagem do aparato experi

mental.

No Capitulo V apresentamos os resultados obtidos

e as conclusdes do trabalho.



CAPTTULO II - MEMBRAN

II.1 - MEMBRANAS B;QLQQ;QAS

Em geral, todas as gglulas da natureza sao envolvidas

por dois tipos de membranas: uma membrana protetora externa, tam-

bém chamada de parede celular;fg uma membrana que delimita a uni-

dade protoplasmatica (célula);:denominada membrana protoplasmiti-

ca ou membrana celular.

A composigdo da membrana protetdra externa varia de a-
cordo com o tipo de célula e oréanismo a que pertence e em sua es
trutura encontramos moléculas do tipo: polissacarideos, lipossaca
rideos, glicoproteinas, glicolipideos}‘etc (ver por exemplo a referéncia (1)).

A membrana protoplasmatica & éomposta basicamente de
lipideos e proteinas. |

Células dq tipo procégééticas possuem somente O sistema
de membranas descriﬁo acima, o;éual & responsavel pela comparti-
mentagao extracelular, enquanto que, células do tipo eucaridticas
‘possuem nao s este sistema, como tambem membranas internas res-—
pons@vels pela compartimentacdo intracelular. As membranas intér—
nas separam o nlcleo do citoplasma e envolvem organelas comogmitg
condria, reticule endoplasmatico, complexo de Golgi, etc.

Nas células eucaridticas, os diferentes sistemas de mem
branas podér $ér responsaveis por cerca de 80% ou mais da - massa
total seca da célula.

A composigao das membranas celulares varia entre 20 e
40% de 1lipidess,20 e 70% de proteinas e uma porcentagem muito pe-

quena de Butros coniponentes (ver por exemplo a referéncia (2)).

B St e < g e



A membrana protetora externa pode ser removida por méto
dos mecdnicos ou fisico-quimicos, restando entdo a membrana proto
plasmdtica, a qual ndo pode ser removida sem que haja o rompimen-

"to da unidade celular.

Certos fendmenos obgervados para células cuja membrana

protetora externa & removida ‘previamente, fendmenos estes do tipo:
contragao da célula em solugdo hipertdnica e obstrugdo do movimen
to de Ifons e moléculas entre a citoplasma e vizinhangas, sugerem

que a membrana celular atua como barreira a difusao livre (ver

por_exemplo_§7;eferéncia (3)).‘

0 isolamento e estudo morfologico das membranas celula-
res indicaram a presenga de estruturas internas com fungdes espe-
cificas nas atividades metapélicas e as gviaéncias disto estdo
no papel desempenhado pelas meﬁgranas:

1. Proporcionam compa}timentagéo fisica e quimicas

2, Fornecem regioes oféanizadas gue permitem a ocorrén~

cia de:proceésos dé-tipo transferéncia de energia;

3. agem como campo de reagoes enzimaticas.

Além disso, as membranas  também desempenham
certo papél eém fungdes reguladoras do tipo: siﬁtese de proteinas;
transporte ativo e passivo e coﬁsequentemente na tranferéncia“ ele-
tronica; regulagem volumétrica;'excitagﬁo-e comunicagao nervosa;
metabolismo de oxidagdo; controle genético; divisdo e diferencia-

gao celular e outras (ver por exemplo a referéncia (3)).

O problema basico no estudo de membranas esti em corre-
lacionar as diversas fun¢bes da membrana com a sua estrutura e

organizagdo a nivel molecular.



IT.2 - COMPONENTES BASLCOS DAS MEMBRANAS

I1.2.1 - Lipideos

HA muitas familias e classes de lipideos cujas proprie-
dades sao derivadas da naturega das cadeias de carbono que compdem

grande parte de suas estruturas.

Segundo a estrutura de seus esqueletos, os lipideos sao

classificados como: lipideos complexos, que sao constituidos por
acidos graxos e denominados lipideos saponificaveis pois produzem

saboes sob hidrolise alcalina; e lipideos simples, que nao contém

acidos graxos e nao sao saponificaveis.

0s lipideos complexos incluem os acilglicerdis, os fos-
foglicerideos ou fosfolipideos, os esfingolipideos e as ceras, que
diferem entre si quanto a estrutura dos esqueletos aos quails oS
acidos graxcs ligam-se covalentgmente por esterificacgado. Atualmen
te, mais de 100 tipos de acidos graxos ja foram identificados nos
diferentes lipideos de organismos vivos. Os lipideos simples in-
cluem os terpenos e os esterdides,

Os lipideos que compdem a membrana sdo polares, predomi
nando os fosfoglicerideos e pequenas quantidades de esfingolipl
deos. Na realidade, quase todos os lipideos polares das células
encontram-se em suas membranas. A percentagem relativa das
espécies diferentes de lipideos nas membranas & caracteristica do
tipo de sistéma de membranas, do &rgao e da eséécie de organismoj
a razao molar entre estas espdcies de lipideos aparece como sendo
geneticamente determinada (ver por exemplo a referéncia (li).

- i g o W o - -~
Os lipideos s@o biomoléculas orginicas insoliveis em



Agua, os quais podem ser exthfﬁggg das célulaé.e tecidos por sol-
ventes apolares como: cloroféggip; éter ou benzéno. |

Entre as fungoes bioiégicas dos lipideos ressaltamos as
seguintes:

a) componentes estruturais das membranas;

b) forma de armazenagento e transporte de combustivel

metabolico;

C) servem como pelfgglﬁ'protetora da superficie de muai-

tos organismos;

d) identificadores da superficie celuiar, servindo para

o reconhecimento do tipo de célula, especificagao de
espécies e imunidade de tecidos.

Alguns lipideos combinam-se com outras classes de bio-
moléculas, por ligacoes covaleétes ou fracas, gerando moleculas
hibridas como glicolipideos (céfbohidratos e lipideos) e lipopro-
teInas (lipideos e proteinas). Estas moléculas tém propriedades
fisicas e quimicas e fungoes bioldgicas especificas.

Os écidoé‘graxos possuem uma cadeia longa de carbonos,
com um grupo metila terminal (CH3)( que pode sér saturada, ou in
saturada. Quando a cadeia & insaturada, as ligagOes duplas apre-
sentam-se Ha configuragéo cis, raramente na configuragao trans.

Os Acidos graxos diferem entre si pelo tamanho da ca -
deié de carbono (- CH2 -) e peia pdsiééo das ligagoes duplas na
cadeia insaturada. O nimero.de carbonos na cadeia dos acidos gra
xos presentes nos lipideos das plantas superiores e animais ,
ﬁode variar entre 14 e 22 e & sempre um nimero par. Predominam as
cadeias de 16 ¢ 18 carbonos. Entre os adcidos graxos saturados en-—

contramés ¢ acido palmitico (ClG) e dcido estedrico (C entre

7 18 ©
os insaturados o 3Acidse sléico (Cyg)-



Nos acidos graxos’ ;ngaturados com apenas uma ligagao du
pla, esta encontra-se entre qs carbonos nas posigoes 9 e 10; qu@g
do ha mais gue uma ligagao, a prlmelra ligagdao encontra-se nesfé
mesma posicao e as outras entre ela e O grupo metﬂa-uxmunﬂ (CHQ
A cadela dos a01dos graxos saturados € flexivel e pode

exiétir em varias conflguragagﬁfmp01s cada llgagao simples da es
trutura dorsal da cadeia pode girar livremente, dando lugar a ro
tagdes "gauche" (ver figura II?l). No entanto, a forma estendida
corresponde a configﬁragéo deréﬁergia minima e portanto, & a con
figuragdo mais provavel. Com Qjéumento de temperatura, aumenta-se
a probabilidade de haver rotagégs "gauche" -em torno de ligacoes
C-C, enveolvendo energias de apggximadamente.0,5'Kcal/mol, que
sao energias da ordem de kT, é;temperatura ambiente (ver por exem
plo a referéncia (11)). -

Para a cadeia dos écidos graxos insaturados ha uma res-
tricao para o movimento de rotéééo devida s ligégSes duplas (vér
por exemplo a referéncia (l))..ﬁ

- Dentre os lip{deos,‘g§ mais comﬁmente encontrados nas
menbranas sao os fosfogliceridéés ou glice;oi*fosfatideos..

Nos fosfoglicerideos um dos grupbs hidroxilicos prima-
rios do glicerél é esterificado pelo acido fosféricc‘ e 0s outros por
dcidos graxos. 0s fosfoglicerideos, além dos dois residuos de aci
dos graxos esterificados por grupos hidroxilicos . nos Atomos de car-
bono 1 e 2 do glicercl, contém um grupo polar na.cabega, um dlcool designado
por X-OH, cujo ¢grupo OH € esterificado pelo acido fosfarico.

Os fosfoglicerideos sido moléculas anfipiticas pois pos-

suem uma cabega polar e cadeias de carbono apolares.




Figura II.1l - Esquema:das configuragoes das cadeias-
acilicas dos fosfolipideos, segundo a re
feréncia (11).

(a) Configuragao totalmente trans,

(b) Configurac@o contendo varias rotagoes
"gauche" na regiao inferior das ca-
dé;as.

(c) Coniguragao contendo rotagoes "gau-
che! e as cadeias ;presentando uma
inélinagéo de 30° com respeito 3 nor.
mal aoc plano das cabeéas polares, se

gundo McFarland e McConnell (50).

0s diferentes tipos de fosfoglicerideos diferem quanto

ao tamanho, forma e carga elétrica de sua cabeca polar. Em geral

estes lipideos possuem um dcido graxo saturado na posicao 1  do
glicercl e outrs insaturado na posicgao 2 (ver figura II.é).

| O compoesto fundamental dos fosfoglicerideos, que serve

co, que fids Eontém grupo polar alcodlico.
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a

Figura II.2 - Formula estrutural do glicerol, ‘acido fos

.

fatidico e dos fosfoglicerideos

os fégfoglicerideos mgis comuns em plantas superiores
e animais sao: fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina que con-
tem como grupo polar os aminoalcéoié etanolamina e colina respec
tivamente; estes fosfoglicerideos sao conhecidos também -como cefg
lina e lecitind.

A figura I1.3 nostra a formula estrutural da fosfati -

dilcolina.

1o



Cabeca polar
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Figura II.3 - Fosfatidilcolina

Os aminoalcdois da fosfatidiletanolamina e fosfatidil-
colina (Figura II.3) tém carga positiva em pH = 7,0. Como todos
os fosfoglicerideos possuem carga negativa no grupo fosfato nes-
te pH, estes dois fosfoglicerideos sao zwitteridnicos, ou seja,
a carga liquida na éabega‘é nula quando pH = 7,0 (ver por exem-
plo a referéncia ().

Em geral, quando os 1ipideoé sao coclocados em  agua,
somente um& pequena fragao forma uma solugac molecular. |

Numa suspensao em meic aquoso, cuja concentracgao é
maior que a concentracao micelar critica, as moléculas ordenam-se
éspontaneamente, submergindo o extrémo polar e ocultando as zZo—~
nas apolares, formando arranjos do tipo de micelas (Figura II.4)

ou vesiculas.

11



Fig. II.4 - Estruturg micelar

Em tais arranjos micelares, as cadeias de carbono evitam
o contato com o meio aquoso, formando uma fase hidrofdbica inter-
na, enguanto as cabegas polares que sao hidrofilicas ficam expos-
tas na superficie das micelas.

Os fosfolipldeos formam monocamadas na interface entre
agua e ar e bicamadas entre dois compartimentos aquosos.

Os sistemas de multibicamadas que sac formados em sus -
pensdes aguosas de fosfolipideos, s3o denominados de liposomas.

Tais sistemas sao estudados como modelos de membranas
naturais, as quais parecem conter como matriz da estrutura biold-
gica, bicamadas de fosfoglicerideos como uma fase continua, do
tipo bicamada molecular, de aprcximadamente 60 2 ae egpessura (ver

por exemplo a referéncia (2)).

Podemios classificar as proteinas que s3o encontradas

nas membraids ¢omo {1,7):

~ Proteinas Integrais - que englobam mais de 70% das
- proteinas da membrana. Estas proteinas estdo fortemen
te ligadas & por¢do lipidica e sd podem ser removidas

por processos drasticos.
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. As proteinas integrais  sdo insoliveis em sistemas
aquosos hneutros, mas podem ser extraidas por deter -

gentes ou solventes orgdnicos;

- Proteinas Periféricas - sao proteinas gue se locali-
zam na superficie das membranas e podem ser facilmen

te removidas por prog¢essos de extragdo suaves.

IT.3 ~ O ESTUDO DE MEMBRANAS E_OS MODELOS DE MEMBRANA

Muitos métodos fisicos vém sendo empregados no estudo
de membranas bioldgicas.

A microscopia eletrdnica, um dos priméiros métodos em-—
pregados para este estudo, reyelou que as membranas possuilam uma
estrutura com uma regiao de b%}xa densidade eletrdnica de cerca
de 50 a 100 8, compreendida eﬁtre duas regioes de alta densida-
de eletrdnica (592). Além disso, medidas de alta resistividade
elétrica indicavama existéncia de uma fase continua de cadeias
‘de carbono. .

Até 1960, o estudo de membranas evoluiu pouco devido
ds limitagdes das técnicas existentes: dificuidades em realizar
medidas espectrofotométricas em substancias do tipo lipideos.
Por outro lado, as membranas como entidades particuladas restrin
giam a aplicagio de varias técnicas de espectroscopia optica, de
vido & dispersdo da luz.

0 estudo de membranas ganhou grande impulso com o sur-
gimento da cromatografia em fase gasosa para a analise quimica
de lipideos e com o aperfeigoamento'e desenvolvimento de novas
técnicas espectrograficas,

stein & colaboradores (60) utilizando a técnica de ca-—
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lorimetria diferencial de vaxr@dura. apresentam resultados que

evidenciam a presenca de 11pii’o$ em forma de bicamadas em mem-

branas obtidas de Achol_plasma Laidlaw1l.

Medidas através de tecplcas de Raios X confirmam a or-

ganizagcao em bicamadas dos ligldeos de Acholeplasma Laidlawii

(40) e Escherichia Coli (€l).

Na Gltima década, houve um grande avango na elucidagao
de propriedades organizacionaig e dinamicas dos componentes das
membranas. |

Um dos conceitos bastante estudados & o da assimetria
da membrana (62«65), tanto do bonto de vista das diferengas en-
tre o lado citoplasmatico e o lado externo da membrana, como no
arranjo de componentes num dado lado.,

- Outro aspecto da assimetria que vem sendo estudado & o
do arranjo heterogéneo no plano da membrana e o problema das se
paragoes laterais de fases de }ipideos e entre lipideos e protel
nag, por acgao da témperatura, ion ou pH, por técnicas de micros
copia de fratu:amento (66,67)'e método de marcador de’spin (68).

Unma ﬁécnica bastante utilizada no estudo de membranas
é o processo de reconstituiglo de membranas, onde através da re
combinacac deé um nﬁmero limitado de componentes tenta-se a re-
‘producgao funcional da mesma (69).

. O estudo da mobilidade dos componentes das membranas,
tanto lateral (no plano da membrana) como o transversal (fLurfhxﬂ,
tem sido feito por tdcnicas do tipo microscopia de fluorescéncia
(70), Ressonanéia Paramagndtica Eletrdnica (71,72), foto-destrui
gdo de fluorescénecia (73), |

Atualmétrite,; varias técniCas éspectroscépicas tém sidce
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utilizadas no estudo de propriedades estruturais e dinamicas de
membranas artificiais, tais como: fluorescéncia, dispersac de
luz, infravermelho, Raman, difragEo de neutrons, Regsonancia

Magnética Nuclear e Ressonangia Paramagnética Eletrdnica.

0 estudo de  membtranas biocldgicas e o interesse em en

contrar um modelo que descré 3§e as membranas de maneira condi-
zente com a estrutura basica dés mesmas, datam do inicio do sécu-
lo e final do século passado,?

Em 1855, Ndgelli suéere a presencga de membranas, obser-
vando que as superficies das plantas unicelulares, algas, fungos,
etc. eram impermeaveis a pigmentos presentes em solugdes endo Ou
exoplasmaticas, segundo a referéncia (3).

Em 1896, E. Overton (54) sugere a membrana plasma
tica como componente de uma membrana maior (conjunto de membrana
protetora e membrana plasmdtica) responsavel pela limitacao e con
trole da difusao livre dos solutos, O que indica a pemeabilidade co
mo caracteristicé‘pésica da membrana celular.

Esta membrana plasmidtica apresenta baixa permeabilidéde
a ions e uma permeabilidade relativamente alta a substa@ncias so-
liveis em lipideos e no inicio do século, esta observagao foi in
terpretada SUgerinao—se que a barreira de permeabilidade (membra
na) tinha earater lipidico,_péis molécﬁlas apolares -tém grande
solubilidade em solventes lipidicos (ver a referéncia (3)).

Em 1925, o experimento realizado poberUﬂ.e Grendel (52)
sugere as primeiras idéias sobre a organizagéo-moleéular da mem-
brana celular. Egtes autores extrairam lipideos de uma amostra
que continha um nlmero conhecido de eritrdcitos e prepararam uma

solugad destés lipidess em benzeno. Tendo dissolvido a solugao nu
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ma tina parcialmente cheia d@uégqa, observaram a formagao de um
filme de moléculas polares de lipideos sobre a superficie da agua.

Se a gquantidade dispersa for apropriada, a espessura do filme se

ra de uma molécula. Gorter e Grendel verificaram também que esta camada

superf1c1al pode serx compr:mlda ate certa area deflnlda, 9015 a

‘partlr dai ela comega a oferecer re51sten01a a compressao. Eles

supuseram - entao, ‘ que neste ponto os llpldeos Formam umawrauo
monomolecular cumxxio com suas cadelas de Carbono esticadas :para
0 ar e as cabecgas polares em contato com a agua. A re31stencia o~
ferecida a compressao deve surgir da possibilidade desta forga Pu
xar uma cadeia para dentro da agua ou tirar uma cabecga polar paﬂ
ra fora da fase aquosa. FEles compararam a area comprimida da mono

camada com a area estimada para o eritrécitode coelho, pereo,

L g YT

homem, etc., e encontraram uma razao de 1,8 a 2 para 1,respecti

vamente. Isto sugeriu a disposigao dos lipideos em forma de . uma
" folha bimolecular (bicamada).l- .

Com base nestas obse;vag&es e no comportamento Hfisico

de uma dispersdo - lipldica aquOSa, sugerlu-se gue as cadeias de car-

bono compoem a parte interna da membrana € © grupo polar hldrata—

do encontra-se na interface da membrana (ver a referéncia (3)).

Em 1935, Danielli eﬁpavson propuseram o primeiro modelo
estrutural para membranas bioldgicas, também conhecido como mode-
lo pajjcimolecular (4).

Este modelo consisFe em considerar a membrana como uma
bicamada de lipideos, coberté por duas camadas de proteinas - ou
polissacarideos edsorvidas na superficie devido a baixa tensao:
superficial (4).qum mostra a figura II.4._Segundo os autores do

modelo, este filme de lipideos & capaz de distinguir moléculas de
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tamgﬂhés erg;iuﬁilidéde difeﬁ?bﬁes.e Jons de cargas cﬁfenan£$ (4j;
Este modelo, mais £axde, foi reformulado por seus auto-
res com base nas propriedades das proteinas, considerando entéq,
que as proteinas associadas a uma membrana difﬁndem-se como  uma
camada macromolecular. | |
Mais tarde propds-se que as proteinas podem ser incor-
poradas de maneira a interrompgr a camada de lipideos em certos
lugares, formando canais de praoteinas, como poros, através da ca
mada lipidica, o que reforgou a'possibilidade de haver uma estru
tura de poros de dimensGes mcleculares nestas membranas, que pu-

desse explicar a permeabilidade das membranas (5).

E XTERIOR
P A N TN, TS T PN /-‘\
CYCIC IC X))
i } } /
\_\ N /.I\\ 'f\> /:\ I A

LIPIDEOS
SUUSRLSUINNINSESY

INTERIOR

[y

Figura II.5 - Representagao Esquemitica do Modelo de Danielli

e Davson ou modelo paucimolecular, segqundo os
autores (4)
De 1936 a 1960, enquanto experiéncias de»raios X, pola—-"=
‘rizagdo Optica e elétrica e permeabilidade evidenciavam a existén-

_cia de ‘uma estrutura do tipo do modelo de Danielli e Davson para
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55 nembranas, o surgimento de ﬁééﬁicas mais sofisticadas, como
microeletrodos, "voltage clamgﬂké outras, comegoﬁ a evidenciar
certos comportamentos das memhrénés inexplicéveis por tal mode-
lo tais como o potencial de agao. No entanto, durante este pe-
riodo o modelo paucimolecular alnda continuou sendo aceito por
falta de outro modelo mais abrqnéente.

Em 1960, J.D. Robertson (ver a referéncia (6)), baséag

do-se nos resultados obtidos por raios X e microscopia eletronica

reelabora o modelo paucimolecular sugerindo o modelo de membrana

unitéria. A membrana unitaria tem estrutura assimétrica sendo que
-a fase lipldica apresenta-se na fase smética. A camada lipidica

estd coberta por monocamadas de moleculas nao llpldlcas (6).
A diferenga do modelo pauc1molecular, o modelo da mem~

brana unitaria admite que a espessura do filme monomolecular que
F
cobrg a estrutura lipidica pode variar, como se admite uma éssi-
metria na composigao guimica do mesmo.
A membrana unitiria como um todo tem espessura de 80 :a
90A0, engquanto a bfcamada de lipideos varia entre 60 e 70Ao,(ver a

[y

;gfe;éncia (2)).

- _ ,

w'wmmmmm St
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Figura II.g - Modelo de membrana unitaria
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Por volta de 1966, Green e colaboradores (55), propuse-

ram o modelo de subunidades, para explicar resultados experimen-

tais obtidos por microscopia glgtrénica para membranas de mito -
condria, segmentos externos daffotoreceptores de bovino, membra-
nas de cloroplastos e outras;fo modelo sugere a membrana como
sendo formada de unidades lipoproteicas que se repetem num conglgl
merado polimérico e os autores desenvolvem uma £eoria sobre a fogg
magao da membrana. Esta teoria depende fundamentalmente das res-
tricoes impostas pelos fosfolipideos, sobre as interacoes entre
as unidades repetitivas. No entanto este modelo_néo explica sa-
tisfatoriamente certas propriedédes das membranas, tais como ati
vidades enzimaticas.

Em 1968, Lenard e Singer (74} propuseram um modelo de
bicamadas de lipidecs que sado atravessadas por cadeias polipepti
dicas simples (Figura II.7). As partes achuradas no modelo deve-
riam estar ocupadas por constituintes relativamente apolares (re

siduos de amino-aqidos hidrofdbicos ou lipideos).

M * M

Figurémii}7 - Modelo de Lenard e Singer segundo

os auntores
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Este modelo foi percuyrsor do modelo aceito, atualmente,
como o mais apropriado e termodinamicamente compativel com o com

- . - . . - f".
portamento das membranas biologicas, gue & o modelo mosaico flu1:

do . (8), que serad descrito a seguir.

IT.4 - MODELC DO MOSAICO FLUIDOC

Em 1972, Singer e Nicolson (8) propuseram o modelodo mo
saico fluido para membranas bioldgicas no qual supoe-se que os fos
folipideos da membrana estdo arranjados numa bicamada fluida = ou

matriz liquido-cristalina.

Este tipo de b:Lcamada que pode ser idealizada como uma solu-
- gao viscosa bldlnen510nal orientada, de moléculas de llpydeos, o que fac;llta
explicar a fluidez, a flexibilidade e a resisténcia elétrica caracterlstlgas_

da menbrana, além da relativa permeabilidade a moléculas polares, devido a0
tipo de movimento das moléculas na bicamada .
0 modelo &€ consistente com as restrlgoes 1mpostas Wpela

termodindmica. Neste modelo encontramos prctemas :Lntrlnsecas (mtegrals) a

Y

membrana, embebidas na matriz lipidica. Estas protelnas4ﬁmmam con

+

juntos heterogéneos de moléculas globulares, cada uma das quais ar
. ranjadas em estrutura anfipatica, ou seja, com OS grupos idnicos-
e polares saindo da membrana para a fase aquosa e 05 grupos apo
lares.incfustados no interior hidrofdbico da membrana. Evidéncias
experimentais indicam que asﬁproteinas de varios tipos de membras=
nas, em média, apresentam uma quantidade apreciavel. de estrutg
ras em hélice - o (53}, o que sugere a presenca de uma grande parte delas
na forma globular. Algumas proteinas encontram-se parcialmente em
bebidas na matriz lipidica, penetrando somente por um dos lados
‘da bicamada e outras atfavessam completamente a mesma. Neste caso,
a espessura da membrana seri assimétrica, pois dependerd da prg-

~fundidade de penetracac da proteina na membrana.
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A estrutura mosaicgrfluido ndo & estatica nem fixa, pois
-as proteinas: sao livres para 'sg difundirem lateralmente, em duas

dimensodes pelo menos, em algu@aS'membranas (8). |

A v150051dade relatlva da bicamada de lipideos é cons:.--:i

Vderadacrmm sendo de 100 a 1000 vezes maior que a da agua (ver a referencia (1)}

A matriz de fosfolipideos & organizada em forma de uma;“

bicamada fluida descontinua, apesar de haver uma interacgdo especi
fica entre certa quantidade de lipideos e as proteinas da membra- .

" na. O modelo mosaico-fluido nao considera interagdes fortes entre

lipideos e proteinas (8).

Singer e Nicolson apresentam em seu trabalho ev1den01as
experlmentals, obtidas por tecnlcas diferentes, da validade - do

modelo (ver a referenc1a (8)).

Este modelo explica satlsfatorlamente aLgumas proprledades e caracj

teristicas das menbranas blologlcas, tals como - a assimetria da. membrana natufii
ral, em termos de dlferengas entre o lado 01t0plasmatico e o lado externo da g

| ‘bicamada; propriedadesqabatrlcas e permeabllldade das membranas, etc. (VEr por

exemplo referenC1as (1,8)). .' _ - _
- Em 1977, ‘Israelachvilli (2) propds um refinamento

_modelo . do ; mosaico fluido . para membranas, considerando

fatores termodlnamlcos e de empacotamento melecular.

: Tal como Slnger e Nlcolson, Israelachivilli ndo preve

interagaes fortes entre proteinas e lipideos, mas ffaz'ﬁ conside
: : i

.5 | \

ragoes geometricas sobre o empacotamento molecular, sobre as alte

ragoes;produ21das na blcamada pela presencga das proteinas e sobrg
o arranjo - . -~ dos lipideos mais proximos a uma proteina. A cohfi}
- ‘ B . \

guragio das cadeias de carbono dos fosfolipidedspréximos= a uma i
protelna e rela01onada 4 entropia conflgura01onal do resto da 'blﬂ‘

-camada. (9" _ - I RIS
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Figura II.8 -~ Representagdo esquematica do modelo do mosaico::
o fluido para membranas bioldgicas proposto por

Singer e Nicolson, segundo os autores (8).

II.5 - OS MODELOS DE BICAMADAS E SUAS CARACTERISTICAS

PRINCIPAIS

Se por um Alado realizam-se experiéncias com membranaé
naturais no intuito de aprimorar os conhecimentos sobre sua estrﬁ-— :
tura, a nivel jnolecﬁlar, $uas propriedades e fungﬁes; por ocutro lado, realizarri—
-ge- experiénciasl com modelos de membrana que reproduzem até certo ponte- as

fungoes e propriedades das membranas bioldgicas.

A base dos modelos de membrana utilizados e a bicamada
de fosfolipideos, cuja estrutura termodinamicanente estdvel surge de inte-

ragoes do tipo hidrofobioco e de Van der Waals entre as cadeiag alifaticas dos
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fosfolipideos; de forgas eletrostiticas e de ligagdes feitas através de pontes
de hidrogénio entre as cabegas polareg ¢ a &gua (ver a referéncia (2)).

Medidas de calorimetrja diferencial de varredura (56)

.
ressondncia magnética, espectroscopia optica e difracido de raios X
. : -

(41, 57), tém peymitido determinar o estado conformacional das ca~-
[ O PSR S : .. L Tk

dejas acilicas dos fosfolipideos nas bicamadas e as mudaﬁgas des.
te estado em fungao da temperatura.-Tais mudangas conformacionais.
das cadeias acilicas em fungao da temperatura evidenciam uma
transicao ordem~desordem na bicamada, para certa temperatura Tc’

‘denominada temperatura de transicao de fase (que no caso do di-

palmitil lecitina & aproximadamente 42% - ver por exemplo a re
feréncia (11)). l

Para temperaturas menores que Tc' as cadeias acilicas
estdao provavelmente na configuragdo totalmente trans e rigidas,
e ‘alguns autores denominam tal estado de "estado gel". O aumento
da temperatura‘gera o aparecimento de rotagbes "gauche" ao re-
dor de ligagoes C~C, os guais levam a um estado de maior desdr-'
dem das cadeias, onde a ordem a longo alcance desaparece e a bi
camada comporta-se como um ligquido bidimensional. Tal estado &
denominado "estado fluido", "estado liquido-cristalino" ou fase
lamelar o (La).

A, Tardieu e seus colaboradores (57) utilizando técni-
cas de difraééo de raios X, estudaram extensivamente a estrutu-:
ra e o polimorfismo das cadeias acilicas de uma série homdloga
de lecitinas sintéticas (com cadeias de diferentes tamanhos);
da“lecitina de ovo e de uma lecitina sintética com cadeias hete
rogéneas, em misturas de lecitina e dgua. Os autores apresentam

'seus resultados sobre a fase La, comum a todas lecitinas (acima

de Tc), confrontando-os com resultados obtidos por oﬁtros auto-
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res e evidenciam a importancia desta fase da bicamada, ja que

do-ponto de vista quimico ag gadgias de carbono comportam-se co

léculas em liquidos misciVeig, tornando-se até certo ponto in-

. - el

sensiveis a heterogeneidadeg ggim}gas, mesmo na presencga de

grandes quantidades de “impurgzas“ (por exemplo: colesterol) (57).
~Além disso, Tardieu e seus colaboradores apresehtam re-

sultados obtidos sobre as possiveis conformagoes das cadeias aci-

licas, abalxo da temperatura de transigoes, o que varia de acor-

do com o tlpO de lecitina. Dentre estes resultados encontram-se
os referentes ao dipalmitil lecitina (4 temperaturas menéres que
Tc), que segundo os autores ap;esenta—se na fase lamelarggl (LBT)'
fase esta comum 3s lecitinas sintéticas e caracterizada por ca-
deias :igidas, paralelas, empacotadas com deéérdem rotacional nu .
ma rede quasi-hexagonal com as cadeias formando certo angulo(en-
tre 17° e 330) com respeito & normal ao plano lamelar; aoc contra
rio das lecitinas naturais e lecitinas sintéticas de cadéias he-
terogeneas, que sao encontradas na fagse lamelar 8 (LB), caracte-
rizada por cadelas‘rlgldas, paralelas, empacotadas com desordem
rotacional numa rede hexagonal, com as cadg;as orientadas perpen
dicularmente ao plano da bicamada.

Tardieu e colaboradores comparam seﬁs resultados cbti~-
dos para o DPL com os obtidos por Pinto da Silva (58), que uti-
lizando microscopia eletrdnica apresenta evidéncias da bicamada
de DPL encontrar-se na fase PB" gue corresponde a fase LB" su
jeita a ondulagoes periddicas. Eles supdem, entdo, que a bicama
da pode apresentar-se na‘fase LB' ou PB" conformea aé perturba-
goes a que a bicamada fica sujeita.

Nagle (ll) tentou descrever a termodindmica das transi

goeés de fase termotrdpicas, em bicamadas de DPL, através de um
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modelo microscdpico de ordem e desordem e obteve resultados con
cordantes com 0s obtidos experimgntalmente para a transigao

principal (v 42°).

II.6 =~ 0S HIDROCARBONETOS AROMATICOS

Os hidrocarbonetos aromdticos apresentam estrutura poli
ciclica e possuem um tipo especial de insaturacao. Esta : familia

de compostos tem sua estrutura baseada na do benzeno (CBHG)'

informagOes obtidas por técnicas de raios X e éspectrQ§
~ copia Optica de fluorescéncia indicaram que o benzeno apresenta-se
COmO uﬁa molécula plana, em forma de um hexégoﬁo regular,écom' li
gagoes C - C iguais em angulos de 120°. N3o existe nenhum tipo
de ligaqéo‘simples entre pares de elétrons , localizadas:entre pa
res de atomos gue seja consistente com estes dados geoméﬁricos. A

.

ligacdo entre os atomos de carbono neste tipo de estrutura & fei

—_

ta pelos chamados elétrons 7, que sdo eldtrons localizados entre.
péres de atomos, mas que podeﬁ deslocar-se entre os étomdé dd“
anel benzénico. Em funcao deste tipo de ligagdo o benzeno pede
ser considerado como um hibrido de ressonancia entre duas estfutg

ras extremas (12) como vemos na Figura iI.9.

Alguns hidrocarbonetos arométicos'policiélicos com alto
ponto‘de ebuligao sao, provavelmente, as substancias responsa
veis pela propriedade de produgao de cincer do alcatrao e OJleos
-mineraiér(lBL Kénnaway (14,‘15} eStudou a produgéo de céncéf .em.(
animais (em particular ratos) por substancias com atividéde carci
nogénica , substancias estas produzidas por aquecimento be EKEtikg.

no ou isopreno em atmosfera de hidrogénio. O estudo da fluores-
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céncia de tais substancias indicou a presenga de hidrocabonetos

aromaticos policiclicos (ver a referéncia (16)).

|

\

"Figura II1.9 - Representacoes dos hibridos de ressonan-

cia do anel benzénico.

Cook !13) estudou a agao carcinogénica de um grénde ni-
mero defcompostos aromaticos de estrutura conhecida. Estudos pos-
terioreé de Cook e colaboradores (16) sobre a produgac de cancer
por hidrocarbonetos puros, evidenciam o fato de que hidrocarbone -
tos aromaticos com impurezas apresentam atividade carcinogénica,
enguanto que os hidxocarbonetos aromaticos puros, os guais 556
praticamente insoliveis, nao produzem tumores em animais, com' ex-

cegao do 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno.

Experiéncias realizadas com 1, 2, 3, 6 - dibenzantraceno por es-
tes autores (16) indicaram que tal substincia purificada com acido sulfirico &

tao ativa quanto no estado menos purificado. Isto indica-que a

atividade carcinogénica deste hidrocarboneto nao surge da incorpora-

gdo de impurezas 3

sua estrutura, o que nao se pode afirmar para

0s outros compostos aromaticos que apresentam atividade carcino-
genica. A diluigao do 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno em benzeno re
tarda a aparicao e diminui a produgao de tumores em ratos. A in-

clusaoc do grupo metil (CH3) na estrutura do 1, 2, 5, 6 - dibenzan
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tfaceho, formando o derivado 3‘%@etil-1,2,5,6 - dibenzantraceno
diminui sua poténcia carcinogénaia (16) .

Cook e seus colaboradores (16) sugerem, haseados nos
resultaéos de suas experiéncias, qgue as alteragdes na estrutura
moiecul%r dos hidrécarbonetos aromaticos podem modificar o grau
de atividade carcinogénica dos:mesmos no sentido de aumenta-1lo
cou diminui-lo. Surgem também evidéncias experimentais de que as
moléculas que apresentam anéis benzénicos nas posigdes 1, 2 e
5, 6 do sistema de anéis do antraceno {ver figura I1.10) apreseg

tam atividade carcinogénica (16).

8 9 |

7 AN 2

6 3
5 10 4
ANTRACENO -

1,2,5,6 — DIBENZANTRACENQ

Figura IX.10 - Antraceno e 1, 2, 5, 6 —‘Dibenzantraceno'

Se considerarmos que os hidrocarbonetos devem atingir

- certas células particulares, sobre as quais atuardo e que depen- |
dem do transporte através de um meioc aquoso, contendo complexos
lipoproteicos e outros agentes solubilizantes, & importante conhe

cer a solubilidade destes compostos. Um estudo neste sentido foi
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realizado porDavis e colaboradores (17). Eles estudaram a solubilidade e;n
"égua de 3l hidrocarbonetos aromAticos diferentes, usando métodos a

propriados para determinagao de solubilidade (18).

| Em 1967,.Snart (l9)m§ealizou um estudo sobre a intera-
¢ao molecular de seis tipos diféréntes de hidrocarbonetos aromati .
cos em monocamadas lipidicas preparadas com lecitina de ovo. Ele F
estudou tanbém a interacgdo destes hidrocarbonetos com uma monocama

da mista de lecitina e colesterol.

| .:Vﬁélmogté e Swarbrick (20) estudaram ocxmgorumﬁmﬁockadoisf
isGmeros do dibenzantraceno em monocamadas insoliveis ide lipideos. As.monoca-:
das insolﬁveis sao modelos que imitam bem as interfaces bioldgicas, dnde su- ?
pBem-se que os hidrocarbonetos aromiticos atuam na produgao de céncef. Eles
estudaram: o1, 2, 3, 4 - dibenzantraceno que tem baixa_étividade - carci~
;oééﬁicaré”; 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno que fem‘alta atividade
carcinogénica. H3 uma forte associagao entre os lipideos e estes
dois isémeros, mas gquando a pPressao superficiél é alta, nao ha de
SOrgao dosrmesmos nas monocamadas. Para monocamadas mistas de 1le
‘citina e colestercl, o 1, 2 ,'5 , 6.— dibenzantraceno associa-se’
com o colestercl, o mesmo nao acontecendc com o 1, 2, 3, 4 - di?
-benzantraceno.‘Hé ﬁm-comportamento intermedidrio em monocamadas.
mistas, quando comparado ao descrito em reiagéo a filmes‘puros dei
lipideos.

Sanioto e Schreier (21) fizeram um estudo sobre as tran
sicoes de fase em bicamadas lipidicas induzidas pela incorporagaé'
‘de hidrocarbonetos aromdticos de diferentes'graus de agao carci-
nogénica - nas mesmas, utilizando marcadores de spin e aﬁalisandofbé
' espectros de ressonincia paramagnética eletronica (RPE) obtidos. Este estuds
indicou que ha uma diferenca marcante entre os compostos carcinogénicos e néo.'

carcinogénicos, pois os primeiros podem induzir uma transicdo, pa bicamada hos
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pedelra, da fase gel para uma fase llqulda~011stallna mais fluida. Os autores
deste estudo tanbém associaram os eﬁeitcs pbservados por RPE com a correlacao

ja conhecida entre o tamanho da molecula de hidrocarboneto e o aumento na po-

ten01a car01nogenlca.

Os hidrocarbonetos sac intercalados nas blcamadas de.bll
palmitil Leqitina {DPL) em diferentes proporgoes. O espectro de RPE do marcador
de spin'em DPL puro apresenta um grau pequeno de anisotropia, = o B Qﬁal
aumenta confofme incluem-se os hidrocarbonetos aromaticos. Quanto
naior o tamanho da molécula inclusa, maior o grau de anlsotroplé.
Como as alteragoes ‘que surgem nos espectros sao semelhantes as

provocadas por uma mudanga de fase, Sanioto e Schreier sugerem que

os hidrocarbonetos intercalam-se entre as cadeias de carbono e :
acarretam uma diminuic¢ao na interacao fosfolipideo-fosfolipideo e

xistente na bicamada.

0Os hidrocarbonetos aromaticos nao-cancerigenos, cujas
moléculas sao menores, nao induzem tal efeito de transicdo, ou se
induzem © mesmo nac € significativo. Os hidrocarbonetos aromati-

S

cos, cujas moléculas“séo.menores,séo solubilizados de forma dife
. )

rente dos que possuem atividade carcinogéncia reconhecida (e cujas moléculas:;‘
sac maiores ) os guais alinham-ge paialelamente'és cadeias acilicas

dos fosfolipideos. Istc indica que a permeabilidade destes combog
tos cancérigénds >através da membrana & diferente, o que ‘pode

constituir uma das caracteristicas da poténcia carcinogénica.

Os hidrocarbonetos aromaticos por nos escolhidos nesté
trabalho foram: pireno, considerando como nao cancerigeno, ou de
’ baixa atividade carcinogénica; o 3, 4 - benzopireno e o 1, 2, 5,
6-dﬂxmzaﬂxaamk)qmaapresentam alta atividade carcinogénica. A fi
gura II.ll apresenta:a formula estrutural do pireno e 3, 4 -

benzopireno.



Sanioto e Schreier (21) propoem  uma = ordem éreSCente pa
ra os hidrocarbonetos aromiticos segundo o tamanho da molécula e
a indugdo da transigao de fase. Segundo esta ordem, os hidrocarbo
netos arométicos por nos utilizados estao  dispostos da seguinte
maneira:

.

pireno < 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno < 3, 4 - benzopi-

rerno.

Por cutro lado segundo Cook e colaboradores (16),0 1, 2, 5, 6 -

dibenzantraceno possui alta poténcia carcinogénica, produzindo tu

mores malignos tanto purc come com impurezas.

5 6
PIRENO 3,4 - BENZOPIRENO
Figura II.11 - Formula estrutural do pireno e

3, 4 - benzopireno.

O 3, 4 - benzopireno também tem uma atividade carcino
génica bastante significativa e tem sido bastante estudado, pois
€ um dos agentes do cdncer pulmonar. Este composto é encontrado

no alcatrao do tabaco.
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Segundo o trabalho de Davis e colaboradores (17), o grau de solubi
lidade em &gua aumenta sequnido a mesma ordem proposta por Sanioto e
Schreier, sendo que o 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno e o 3, 4 - ben
zopireno estao separados por aé@gés um grau de solubilidade na

classificagao proposta.

Os resultados por nds obtidos quanto &s perturbagdes es
truturais provacadas por estes hidrocarbonetos em bicamadas de DPL,

sdo apresentadas no Capitulov.
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cAPITULC ITI - A DIFRACAC DE RAIOS X POR MEMBRANAS

III.1 - INTRODUCAO

A utilizagao da técnica de difragdo de Raios X na re-
solugdo da estrutura de certas moléculas biolaéicas, estruturas
estas bastanfe complexas, nos permite determinar o posicionamen
to dos Atomos com uma resolucac de aproximadamente 2 AO, atra
vés da utilizacdo de métodos de refinamento para o cdlculo da

distribuicdo de densidade eletroOnica.

No caso das membranas modelo por nos estudadas, ndo &
possivel chegar a uma localizagao precisa dos atomos nas  bica-

madas por duas razoes importantes:

1. Nao se trata de sistemas tridimensionais perido-
dicos, como no caso de protelnas, que sdo estudados no estado

cristalino.

Y

2. As amostras de membranas s@c mantidas em condigoes
de umidade constante, para simular melhor as condigdes naturais

em que elas se encontram na célula viva. Além disso, os diagramas

de di%raééo por nés obtidos contém no mdximo uma dezena de refle-
xGes do tipo (00R). Comparando estes diagramas com 0S8 que em ge-
ral s3o obtidos para cristais de proteinas, os guais contém, mi-
lhares de reflexdes do tipo (hkf), & facil ver que a nossa anali-
se ndo nos permite obter mapas de densidade eletrdnica muito deta

lhados.

Devemos ressaltar também, que a difracao de raios X

32



nos possibilita calcular uma média temporal e espacial da estru
tura, haja vista o longo tempo de exposicao necessario para a
obtengao dos diagramas e em geral o alto grau de liberdade dos

componentes da membrana.

A radiacao difrataga pelas membranas -naturais ou empi
lhadas artificialmente, comofnp nosso caso, da origem a um es-
pectro de Bragg, Jj& que as bicamadas de fosfolipideos empilhadas

apresentam um espacamento baspgpte regular.

Se por um lado, o arfanjo comporta-se como uma estrutu
ra unidimensional, na diregao perpendicular ao plano das bicama-
das, por outro lado, as cadeias de carbono arranjam-se numa es -
trutura lateral que difrata independentemente. A iﬁtensidade di-
fratada na diregao equatorial, permite calcular a distancia en-
tre as cadeias de carbono da bicamada. Esta distancia varia de
4,3 R a 4,6 R, dependendo da cpgfiguxagao das cadeias na bicama-

da (ver por exemplo a referdncia (23)).

Desta forma, podemos obter informagoes sobre a estru-
tura interna das mémbranas, tanto a partir da difracgao lamelar

como dagquela devida ao empacctamento lateral (na direc3o equatorial).

Podemos considerar o problema da difracaoc lamelar como
os planos das bicamadas moleculares refletindo os raios X € 'in -
troduzindo diferencas de fase devidas a separagao egpacial dos

mMeSmos .
Estas diferencas de fase introduzidas pela separagao

espacial devem ser jiguais a multiplos inteiros do coﬁprimento de

onda dos raios X, para que os rajios difratados surjam da‘interfg

réncia construtiva da radiagao espalhada (ver figura III.1}.
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Fig. III.1 -~ Esquematizagao da difragido de Raios X por

bicamadas de fosfolipideos de espessura d
A lei de Bragg e escrita como:
2d sen & = n A p (I11.1})

onde n € um numero inteiro e define a ordem de reflexao, 6 & o
angulo formado pelos feixes incidente e difratado com o plano di
fratante :(dngulo de Bragg), 4 &€ o espagamento interplanar (espes
sura da bicamada de fosfolipldeos) e A & o comprimento de  onda

dos raios X.

Da equagaoc III.1l, vemos que para um dado )\, quanto maior
o0 espacgamento menor sera o angulo de Bragg.

Os diagramas de difracgao dos arranjos lamelares das
membranas sdo obtidos na regiao de dngulos pequenos (§ < 50), de

nominada regido de baixo angulo. Isto se deve ao fato da espessu
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ra da membrana ser da ordem de algumas dezenas de angstroms e Aser
muito menor que a esPessura.”

Sob estas condigoes sen O = 0.

As reflexdes que aégr;cem no diagrama ocorrem em posi
¢bes definidas por mﬁltiplosiiq#eiroé do inverso do espagamento
© lamelar (n/d). |

Assim, as posicoes das‘reflexaes no diagrama de difra
¢cdo, nos levam a dimensdo da unidade repetitiva e as intensida;
des registradas no diagrama, dao informacoes sobre a variagao da
densidade eletronica p{x), na diregao perpendicular ao pla

no da membrana, tal como veremos mais adiante,

Na realidade, tais intensidades estao afetadas - por
aberragoes e devem ser corrigidas, segundo o descrito no item

I1I.4.

I1II.2 - A TEORIA ENVOLVIDA

Sabe-se que quando os raios X saoc difratados numa cer-
ta diregac do espago por um cristal, arranjo de dtomos ou no ca
so, por membranas, apresentando maximos de intensidade, as con
digoes de Laue, e portanto a condigao de Bragg, que corresponde
a um formalismo matemﬁtico mais simplificado das primeiras, de-

vem ser satisfeitas nessa diregao,



Figura III.2 - Representagao esquematica dos veto-
res §, Eo.e B e do conjunto de pla

: - nos paralelos usado para a dedugdo
da Lei de Bragg no caso unidimensio

nal.

- - -, .
Chamamos de sO e 5, aos vetores unitarios nas dire=~
¢oes dos feixes incidente e difratado pelos planos, respectiva-

mente. Definimos o vetor b =35 - §O, perpendicular aos pla-

nos, como na figura III.2 (ver por exemplo referéncia (24)) ,onde:
-+ 1 ' .
| b | = — . (III.2)

d
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Para se cobter inteyfggéqcia construtiva,as ondas espa
lhadas devem estar em fase,‘po;tantq a diferenga de caminho en-
tre elas deve ser igual a um nﬁ@e%p inteirc de comprimentos de
onda, o gue nos leva d lei @@.giggg dada pela equagao (III.1),
que permite determinar a distégé%é‘interplana;\do arranjo consi
derado. |

Portanto:

| B | = '—é~ e 28en0 o p=1 . (ITT.3)

Podemos obter informagdes a respeito da estrutura deg_
te arranjo, atraves das intensidades registradas, como veremos
a seguir.

Consideraremos um conjunto de N &tomos cuja posigao &
dada pelos vetores gl’ §2, §3, ...,-%N, é partir de uma origem
arbitraria. Se fl’ f2, f3, “eey fN sao os fatores de espalhamen
to dos N atomos, i.e., a amplitude de onda espalhada por cada um
deles (sob um certo angulo e um dado A), a transformada . . de
Fourier da densidade eletroénica do n-&simo atomo, fn’ & propor-
cional & amplitude de espalhamento de um elétron isolado (ver
por exemplo a referéncia (25)),

A amplitude F(B) da onda resultante & obtida da adigao
das ondas espalhadas pelos Nkétomos, levando-se em conta as di-
ferengas de fase geradas pelas diferentes posigoes §j de cada
Stomo. Asgim,

F(g) = fj exp(=-27i B.§j) . (IZT.4)

=

j=1

Este tratamento & feito no caso de termos N Atomos

atuando como centros espalhadores individuais na amostra. No en-
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tantc, pode-se descrever a distribuigao dos N atomos difratantes

por uma funcao densidade eletrodnica p(X), onde p(X) di o numerq
de elétrons por unidade de volume, num elemento de volume dvx do
espaco real (pois a influéncia dos niicleos atdmicos é desprezi-

vél), ' -
F(b) = J 0(X) exp(-27i b.X%) dv,, , (I1I.5)
v

integrando sobre todo o espago real (V). Esta equagao e diferen-

te da equagao (iII.4), gue integra apenas numa cela unitaria.
Inversamente, pela transformada de Fourier, integrando-

-se no espago reciproco (V*) (ver por exemplo a referéncia (26)),

podemos escrever:

b . (I1T.6)

p(x) = J F(B) exp(2ri b.X) dv

V'k
Para uma qnda eletromagnética, a intensidade & propor=-
cional ao quadrado da amplitude, que neste caéo é'lF(g)l. Quan-
do a integragéo e feita apenas sobre uma cela ﬁnitéria, F(g) re
cebe o nome de fator de estrutura. A intensidade tedrica seria

ent3o,
= > 2 L
I(b} o |F(b)| . (I11.7)
Entretantc, a intensidade observada nao coincide com

a tedrica, podendo ser obtida da mesma através de diversas cor

regGes, algumas das quais serao descritas mais adiante.
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A primeira vista, se temos a intensidade difratada,

podemos calcular a amplitude @g-gg@a difratada e determinar  a
fungac densidade eletrdnica da membrana . No  entanto, da equa
cao (III.4): | |
- N ¥ e >
F(b) = E: f . exp (- 21Ti b. X .)""\ r
j:l J a ]
ou seja, F(B) & um nimero complexo
F(B) =a®) +i BB (I1I.8)
onde
A(b) = L f. cos (21 b.x.) ’ (111.9)
oy 3 j
e
> N > >
B(b) = L fj sen(-27 b. xj) . {(I11.10)
j=1
Portanto, h3 um &ngulo de fase ¢ (b) associado a ca-

da amplitude de onda difratada.

~

F (E)“=IF B)] exp (i 8(B)) .
Ou seja,
¢ (B) = arc tg B (E) .
A (b)
Com,
A(gl = |F ®) | cos o (B) .,
B(B) = |[F (B) | sen o B)
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Ha entdo, um fator de fase associado a cada amplitude,
que nao pode ser obtido diretamente do diagrama de difragéo,lqug
contém apenas informagces sobre as intensidades. No entante &
necessirio conhecér este fat;r de fase para calcularmos a fun =~
gao densidade eletrdonica peléggquagéo (IT1.6) , que & reescrita

como:
p(x) = j lF(B) | exp{i(2m B.X + ¢(B))) dv, . (III.15)
V*

III.3 - O PROBLEMA DA DETERMINACAQ DAS FASES DO

FATQR DE ESTRUTURA

0O problema da determinacao de fases da amplitude difra
tada tem sido éxtensivamente estudado e discutido, e as solu-
¢oes apresentadas, em geral, sao bastante complexas, principal-
mente no caso de cristais, onde temos centenas de reflexoes num
diagrama, Este proglema representa a maior dificuldade para o
cdlculo da fungac densidade eletrdnica de uma dada amostra, a
partir do diagrama de difracao, poig ele deve ser resolvido an-
tes de se calcular p(z).

Se considerarmos uma estrutura centrossimetrica, tal
comc no nosso caso, para todo atomo em ; existe outro em -~ §.

Desta forma,

f. sen (2w g.gj) '

B(b) =
L 3

o~

J
se anularid por simetria.

Assim, -
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. (II1.16)

O fator de estruturqup amplitude da onda difratada,

pode ser escrito como:
> >
F(b) =« lFb)| . (ITI.17)

Se representarmos em grafico as intensidades difratadas
por uma estrutura centrossimétrica unidimensional, como fungdo
de B, veremos que a intensidade sera proporcional a coszé(%), e
encontraremos uma curva de cardter ondulatdrio, apresentando va
rios picos localizados para vaiores de |%| = g, onde 0s ns sao
nimeros inteiros. Nos pontos de intensidade nula, o fator de es
trutura também sera nulo, o que indica uma mudanca de fase . das
amplitudes, de zero a m ou vice-versa (ver por exemplo a refe-

‘réncia. (23)).

Resta-nos entao determinar a combinagdo de fases que

descreve a estrutura.

A
0 nimero de combinag¢des possiveis & dada por (2] T&¥,

onde hmax €& o nimero total de reflexdes obtidas no diagrama.
Existem alguns métodos, que nos permitem  determinar

tal combinagdo, tais como o "método de inchamento" descrito por
Levine e Wilkins (28) e o "método de substituicdo isomorfa", en

contrado na literatura usual sobre difracao de raios X.

O método por nds utilizado consiste em tomar um mode-
lo baseado na composigdo quimica da amostra, para a distribui-

cao de densidade eletrdnica, como base de comparagao.
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No caso da amostra @g DPL puro, utilizamos a combing
cdo de fases apresentada como resultado no trabalho realizado

por Zaccai, Blasie e Schoenborn (29}.

Para as amostras com inclusdes de hidrocarbonetos aro-

.

maticos: DPL com pireno, Q?L com 3,4-benzopireno e DPL com
! (2)
2

1, 2, 5, 6-dibenzantraceno, tgétamos as combinagaes

possiveis.

n , 1
(2) Tax surge do centro de

0 fator 2 dividindo
simetria proposto para a estrutura.
Dos resultados obtidos para cada amostra, em geral so

um descreve um perfil que se aproxima do modelo por ndés conside-

rado, como veremos mals adiante.

III.4 - CORRECOES CONSIDERADAS SOBRE O VALOR DAS

INTENSIDADES REGISTRADAS

S

Analisaremos as corre¢des gue comumente sdo feitas 4s
intensidades observadas dos raios X difratados: fator de polari
zagao; fator de temperatura; fator de absorgéo; fator dé
Lorentz e corregoes devidas a geometria da amostra. Além disso,
analisaremos as corregdes que sao feitas as aberragoes instru -

mentais, devido ao tipo de colimagao usada.

III.4a. -~ Fator de Polarizacao

Em geral a radiacao caracteristica direta produzida por
umtubo de Raios X nao & polarizada,

No entanto, o processo de espalhamento faz com que o
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feixe difratado;seja parcialmente polarizado, sendo gue o grau
de polarizagdao dependera do éngulo de espalhamento (ver por
‘exemplo a referéncia (30)).

Pela forma classica de Thomson, a intensidade I, espa-

lhada, a uma distdncia R de um elétron livre é&:-

4 .
e 2
I =1 (~———>) sen"a ' ' (IT1.18)

e 9 m2 C4 R2 2

+

onde I & a intensidade do feixe incidente, m e e sao a massa e
a carga do elétron respectivamente, ¢ & a velocidade da luz e a
& o angulo entre a diregdo do espalhamento e a diregdo de acele
ragdo do elétron. A equagao (III.18) explica o.porqué de nao le
varmos em éonta nas intensidades as contribuig¢odes dos nicleos
atomicos. | |

No entanto, apds ser égpalhada pelos elétrons de o
atomo, a radiacdo encontra-se piano polarizada num grau que de-

pende do angulo 6 de Bragg.

’ (IIT.19)

pois, por consideragdes geométricas (ver por exemplo a referén-

~cia (30)), chegamos que o, = 90° - 3 e Oy = 902, onde Oy € a,

2z
sfo os dngulos entre a direcio do feixe espalhado e os eixos vy

e Z.

1 + 0052

2

A quantidade ( 28) & conhecida como fator de

polarizacio.

De medidas de posigao das linhas de difragao nos dia-

gramas de raios X obtidos a partir de nossas amostras, obtive -
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mos para a amostra de DPL puro. (foto 3 do capitulo V), que a
distancia angular entre duas linhas sucessivas (aproximadamente

constante por ser baixo angule). & de:

0.0127 rda = 0,73° = 44* ., -~

nt

AS

. a
Assim, para a 1l- ordem:

cos 20 £ 0.9997 e cos® 20 = 0.9994

2 ) v
At cos 20, = 1+ 059994 Z 0.9997 ,
a
e para a 8= ordem,
1+ cos? 28, =~
( ; ) = 0.9796 .

0 fator dé polarizagdo & praticamente igual 3 unidade

com erro de l()“4 para a 12 ordem e de lO_2 para a 8§ ordem.

IIT.4.b ~ Fator de Temperatura

Os fatores de espalhamento atomico, sao em geral cal-
culados para atomos em repouso. A temperatura ambiente constante, os
Eumws num cristal nao estdo em repouso, e sim est3o em vibracao
térmica em tornoc de suas respectivas posig6es de "equilibrio”.
Do ponto de vista das reflexoes de Bragg, isto significa que o]
planc refletor nao € um planc matemdtico, pois num dado instan-
te os atomos encontram-se em posigles, que variam em  torno de

sua posicdo média (ver por exemplo a referéncia (30)).
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Admite-se em primeira sproximagéo, gque cada dtomo vibra em
movimento harmdnico isotrxdpico e independente; logo os deslocamentos em rela

¢ado ds posigles de equilibrio de todos os atomos cristalografi

camente equivalentes, num dado instante, sdo iguais ao de um
atomo gualguer vibrando na rede.  Os deslocamentos dos
atomos individuais «sger ser portanto dados por uma funcao

distribuicao Gaussiana, tendo entao, um deslocamento quadratico

médio igual a ﬁzgfvér por exemplo as referéncias (24) e (31)).

- - —> - L L d
Assim, se a densidade eletronica po(x) na posigao ted
-l . N . —~ _>_ .
rica (em repouso)} e avaliada sobre todas as posicgoes X por uma

~ : . >
funcgao densidade eletronica efetiva ‘ 'pef(X) se—

- g ‘ - -~ L) .+ =
ra a convolucao (*) entre P, €2 funcao gaussiana pq (x) citada

acimas:
N T > ‘
Pege (X) Py () Py X1 . (IIT.20)
Desta forma, o fator de espalhamento atémico efetivo
(i temperatura ambiente) £ ¢ sera:
& = ' *
£ . (B) P lx1* pix)  Avy (1II.21)
ol, '
atomico
+> . > . 2 -2 2
fef (B) = fo(b) exp (- 2 7 p” 7Y , (ITI.22)

onde fo(g) & o fator de espalhamento tedrico (em repouso),
e > 2 .2 senze‘
£ (b) =f (b) exp (-8 7° 717 ( -2=—=)) , (III.23)
ef o >\2

usando o valor de | b | dado pela equagao (IIT.3).
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Por conseguinte, o fator de estrutura efetivo sera:

, 5 .
| Fln) [y = [F) | exp (-87% 52 (—59279—)) . {III.24)
| A

onde definimos ¢ fator D, conhecido como fator de Debye-Waller:

2
._-2 - T
D =exp (- 8W2 ( 52259—}, ' . (I11.25)
A
: - 2
e chamando, B = 8t u °,
2 2 ,
D=exp ( -B sen 9/)") . (I11.26)

onde B @& conhecido como fator de temperatura.

No nosso experimento, para o caso DPL puro
A= 1,5417 R ,

AQ = 00,0127 e sen O = 0,

Como os valores tipicos de B para este tipo de estrutura e re-

flexoes lamelares encairtram-se entre 2 e 3 8?, se B=3 Eg, para a 12 ordem de
reflexao,

f B ) 2 . L )
: 3 v : -

(1, 5417) 2

D= 0,9998 .

Se B =282

2
-2 (0,0127
QL2 = exp (- 0, 00014) :
(1, 5417) :

D = exp (

D= 0,99986 .
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Podemos entdo, aproximar o fator de Debye-Waller para
a unidade, com um erro da ordem de 10—4'para'a 12 ordem e 1073

a
para a 8- ordem.

ITI.4.c. - Fator de Absorcio

.

Quando um feixe de raios X direto ou difratade atra

vessa a matéria, ele & absorvidc de acordo com a expressao:

-_{_w = exp (- pt) , (III.27)
[8]

onde t & a espegsura da amostra e | & o coeficiente de absor

gao linear, I, & a intensidade incidente e I a intensidade apds o feixe

atravessar a espessura t.

para um dado elemento, o coeficiente de absorgdo li-
near aumenta, em geral, com o comprimento de onda
{ A) mas este aumento nao & continuo. A curva(y/p) v.s. A a-
presenta descontinuidades denominadas "cantos de absorgao” cor-
respondentes zos comprimentos de onda de'raios X de energia suficignte.pg
ra arrancar elétrens da camada K, I ou M deste elemento, por emissao foto -
elétrica.

Se definirmos o coeficiente de absorcao de massa, COmoO
a razao entre o coeficiente de absorgaoc linear u e a densidade

do material b, temos que

o P

Se por um lado o coeficiente u depende do estado fI

sico e quimico da substdncia, a gquantidade (1/p} nd3o  dependera

(ver por exemplo a referéncia (32)).
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Tabelas de variacgdo do coeficiente de absorgio de mas
sa com o comprimento de onda dos raios X sao encontradas na co-

lecdo "International Tables for X-Ray Crystallography" (49)..

Calculos baseados no volume da dispersao utilizado pa-
ra preparar a amostra e na concentragao de fosfolipideos na’
‘mesma . indicam que a espessura (t) atravessada pelos raios X

& aproximadamente de 27 um.

Admite-se para o DPL uma densidade de 1,02 g/cmB, a-

proximadamente igual a do material em po (1.03 g/cm3). Calcu-
lando-se o valor do coeficiente total "(—%w) para a molééu-
la de DPL, levando-se em conta todos os atomos que "comp6em‘
a mesma, obtem-se ( ui y = 3,06.

Desta forma, para o caso DPL puro:
= = 0,917
o~

ou seja podemos admitir gue I = IO com um erro de 10_3.

Os efeitos de extingdo primdria e secunddria nao sao
levados em consideracao para o caso de nossas amostras, pois o©
grau de perfeigdo da rede cristalina das mesmas & muito baixo e

a espessura da mesma & muito pequena (27).

I1.4.4 -~ Fator de Lorentz e Correcoes devidas a& Geome-

tria da amostra

O fator de Lorentsz Surge da geometria de difracao, no
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caso do cristal ter um movimento controlado em relacao ao feixe
incidente. Desta forma, varios planos da amostra apresentar-se-ao
ao feixe incidente, sucessivamente, nos seus anguios de Bragg e
terdo cportunidade de refletir. O fator de corregao neste caso @
(l/éen 20}, que & proporcional a§ tempo relativo que um dado plano
leva para girar através de um pequeno intervalo de variagdo de 0,
sobre o qual ocorre a reflexdo é ééo satisfeitas as condigdes de

Bragg (ver por exemplo a referencia (30)).

No nosso caso o fator de Lorentz nao & levado em conta,
visto que a amostra permanece fixa durante a incidéncia do feixe
de raios X.

Entretanto, serdo feitas corregées levando-se em conta

~efeitos de absorgao, que surgem devido a geometria da amostra e

curvatura do substrato.

Este tipo de corregao, e comumente usada em calculos de

densidade eletronica de sistemas lamelares (29).

Estas corfegBes baseiam-se :

a) na desordem da amostra;

(b} na curvatura do substrato:

{(c) na distribuicao das intensidades ao longo das 1i-

nhas de difracgao.

- No caso de um foco pontual de raios X, a desordem da amostra e a
curvatura do substrato fazem com que, o nd qﬁe seria espera
do no espago reciproco alargue-se formando uma casca esférica. A
area destas cascas esféricas varia com o quadrado da coordenada

- = - - .
reciproca (b), que por sua vez & proporcional a ordem ~ de re-

flexao n, portanto variam com n® (ver por exemplo a referéncia (29)). A in-

tersecgao destas cascas esféricas com a esfera de Ewald, resulta nas linhas
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(arcos) de difraciio Observados, que por sua vez wvao depender somen
te de n. Devemos,entao corrigir as intensidades observadas
por um fator n, devido ao fato de estarmos ‘“"perdendo" intensi

dade nas ordens mais altas (ver figura II1I.4).

Por ocutro lado, quando efetuamos a leitura das inten-
sidades, fazemos ﬁma varredura microdensitométrica na regiao
central das linhas do diagrama. Como dissemos antériormente, es
tas linhas no caso de um foco pontual Sao arcos cujo diametro
aumenta, conforme elas se afastam da origem do espago reciproco,
ou seja crescem com no qual da a ordem de reflexao (ver . figura

ITI.3).

Portanto, se efetuarmos a leitura com fenda de altura
limitada, o erro serd proporcional ao valor da ordem de reflexao,
que estd sendo registrada. Devemos entao multiplicar a intensi-

dade observada por outro fator n., Assim, a corregéo usada pa-

: - 2
ra o foco pontual € n .

No caso de termos foco linear, esta corregao re-
_____t-—»=Difracdo
. Lamelar
Filme . )) )

Figura III.3 - Esbogo da difracdo lamelar regis-
trada no filme, quando utilizamocs

um foco = puntual.
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duz-se a n somente, e seri devida 3 geometria da amostra. O
microdensitdmetro, neste caso, varre uma secgao constante -!:das
linhas de difracdao onde a ihtensidade das mesmas & pratica-
mente uniforme, nao havendo_ggcessidade entad; de corrigir em

relagao a leitura microdensitométrica.

Vamos considerar agora, o fato de estarmos usando um

feixe de secgdo linear.

As corregoes devido as aberragoes produéidas pelo uso
de um foco linear, sfo bastante relevantes no caso de medidas
de intensidade de espalhamento central, e para este caso suges-
toes apropriadas sao feitas por Guiniér e Fournet (33) e por
Schmidt (34).

No nosso caso estamos trabalhando coﬁ medidas de in-
tensidades relativas das linhas de difracao lamelar originadas
por bicamadas de lipideos, e nao efetuamos as corregdes conven
cionais para obter‘o perfil de tais linhas livres de aberragoes

produzidas pelo uso do - foco linear,.

Em. 1977, Papee colaboradores (35) aplicarem métoGos aprépriados
de corregao para obter © peffil de linha livre de ‘aberracgoes,
na determinagdo do perfil de densidade eletrdnica da membrana de
eritrdocitos’’ humanos.

Esta correcao de intensidades pode levar a algumas di-
ferengas, principalemnte no caso dos diagramas de difracgao de
sistemas muitd desordenados, como as membranas de eriirécitoshhg

manos, ¢om linhas muito difusas.
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Para controlar a influyéncia do perfil de linha no cal

-~

culo da densidade eletronica, em geral pode-se obter diagramas

cam foco  pontual e comparar.

Esfera de
EWALD

/ | :

So
—t— -
. vy
Figura III.4 - Alargamento dos nos do espago reciproco em cas

~cas esféricas, e a intersecgao destas cascas com

a esfera de Ewald, gerando as linhas de difracgao.

III.5 - DETERMINAGAO DA DISTRIBUICAQ DE DENSIDADE

ELETRONICA

Para determinar a distribuicao de denéidade eletronica
das bicamadas de fosfolipideos torna-se essencial resolver o
?roblema das fases.

Como dissemos anteriormente, este problema pode ser re
solvido usando o método de inchamento (verlpor exemplo a refe -
réncia (28)), no entanto ha indicagdes de gue pode haver altera
cao na estrutura da bicamada durante o processo de inchamento{36).

Durante :estes dltimos anos tém surgido varios métodos
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de determinagdc de fases, taig como: os chamados métodos dire-
tos (37,38); o ﬁétodo proposto por Worthington e Khare (39) que
utiliza o método de convolugao associado a um processo de refi-
namanto por aproximagoes sucegsivas; e outros.

Alem disso, tém sido desenvolvidos modelos tedricos pa
ra a distribuigao de densidad; eletrdnica de bicamadas por va-
rios métodos diferentes, entre os guais podemos citar o modelo
baseado na analise harmdnica, modelo de po¢os quadrados, etc
{(ver por exemplo a referencia (23)).

No nosso caso optamos por escolher as fases para a bi-
camada de DFL puro baseando-nos em estudos realizados anterior-
nente (22,28,40) e admitimos um modelo de distribuigao de densi
~ dade eletrdnica baseada na composigao quimica das bicamadas de
DPL, compativel com os resultados apresentados por Lesslauer e
colaboradores (22). Este modelo & apresentado na figura III.S.

Para as amostras com inclusdes de hidrocarbonetos aro-
maticos procuramos entre todas as combinagdes de fase possiveis
de cada uma das amostras, aquélé que nos levasse a uma distribui
¢3o de densidade eletrdnica semelhante & do modelo por nds con-
siderado. Devido ao fato de que as alterag¢oOes introduzidas pelos
hidrocarbonetos aromaticos no perfil de densidade eletrOnica,
tal como o estreitamento da distancia entre os picos'de alta den
sidade eletrdonica sao menores gque a resolugao dos mapas 7,5 R,

a periodicidade & quase a mesma, O que faz com que as trés pri-
meiras fases permanecam inalteradas.

No modelo escolhido (figura III.5), consideramos a den
sidade eletrdnica média da &gua, que neste caso & o meio de sus

pensao, como origem, mas na realidade & 0,334 elétrons/ﬁ3. Estu
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dos anteriores realizados sobre a densidade eletrdnica dos
componentes das gicamadas, apf@sentam 0os grupos de cabecga polar
de lipideos com densidade eletronica de 0,45 elétrons/R> en fa-
ce a 0,296 elétrons/ﬁ3 e 0,165 elétrops/ﬂ3 para as cadeias de mg.

tileno e grupos metila terminais (CH3) no estado liquido (43),

respectivamente,

Regido hidrofobica

; j

p(x)‘

o Cebecas
Polares

dguag

x(R)

Regido do
grupo CHs5

Figura III.5 - Modelo do perfil de Densidade
Eletrdnica utilizado em nosso

trabalho
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IT1.6 - O PROGRAMA DE COMPUTADOR UTILIZADO PARA
OBTER A DISTRIBUICAO DE DENSIDADE ELE-

TRONICA

Para o cilculo da distribuicao de densidade eletroéni
ca de nossas amostras utilizamos o computador PDP-10 e um pro-

grama em linguagem Fortran.

0O programa calcula e mapeia a distribuicaoc de densi-
dade eletrdnica a partir das intensidades observadas no dia~

grama de difracao de raios X de nossas amostras.

'Primeiramente, o programa corrige as intensidades ob
servadas I(n), onde n da a ordem de difracao, por um fator

n, conforme discussao anterior (secgao III.4).

A partir das intensidades corrigidas I@xxrﬁ (n}, - ele

calcula o mddulo dos fatores de estrutura F (n) = |I corr hﬂll/z_

A partir das amplitudes das ondas difratadas  (fator

de estrutura), das fases atribuidas e utilizando o teorema da

amostragem de Fourier, o programa obtém os dados suficientes pa
~ . > - .

ra construir uma fungao F(b) continua, onde E e a coordena

da do espago reciproco.

Com .F(gj deteriminada ele calcula a Transformada de

Fourier de F(B) que & a funcio densidade eletrdnica p(X).

Um esquema dos calculos efetuados pelo programa pode
ser visto na figura III.6, e o programa se encontra a disposigéo

em nosso laboratorio.
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|
" Ih . . n \12
| Leor (‘a‘)—* | Fin/d) l[I(T)]
corre¢ao: |
h- Foco linear
h~Foco pontual

Teorema da Fases
Amostragem ¢ (n)

v

F(b)
Fungdo continua

F ((F (B’)) Transformada
de FOURIER

eletrdnica

Mapa da ditribuicdo de
densidade eletrBnica
Px)vs X

Figura III.6 - Esquema dos calculos realizados

pelo Programa.
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CAPITULO IV - TECNICA EXPERIMENTAL

IV.1 - PREPARACAO DAS AMOSTRAS

[

e

Nesté trabalho utilizamos guatro tipos de amostras, cu
ja estrutura basica & composta de bicamadds de dipalmitil leciti
na (DPL). Uma das amostras contém somente DPL, enquanto os ou-
tros trés tipos contém hidrocarbonetos aromiticos incorporadosé
DPL com Pireno, DPL com 3,4-Penzopireno e DPL com 1, 2, 5, 6-di-
benzantraceno.

As amostras s3o preparadas em forma de dispersodes, das
guais tomamos a quantidade necessaria (aproximadémente 0,1 mk) e
depositamos sobre um substrato apropriade. A secagem da amostra
e feita lentamente mantendo-a numa atmosfera com a umidade dese-
jada, como veremos a seguir.

-

Iv.l.1l - Material Utilizado

Utilizamos as seguintes substidncias: DL-o Dipalmitil
Lecitina sintética, fornecido pela Sigma Chemical Co.
St. Louis, Missouri, USA, com 99,0% de pureza, na preparagao de
todas as amostras; pireno, 3,4-benzopirenoc e 1, 2, 5, 6’— diben-
zantraceno fornecidos peia L. Light & Co., Ltda. Colnbrook, En-
gland, foram gentilmente cedidos pelé Departamento de Bioguimica

do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

A tabela 1IV.l contém os pesos moleculares das substan-

cias citadas.
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Na preparacgaoc das dispersdes utilizamos também cloro-

——

- . —~ —~ | +
formio (P.A) e uma solugao tampap de fosfato (K+ - Na ) PO,

I

0,01M, de PH 7,0, preparada segundo especificagoes do Chemical

Rubber Company Manual (1974).

IV.1l.2 - Método de Preparacac das Dispersdes

Estudos preliminares realiza-;ios am nosso laboratério; util}izan-?
do difragao de raios X,indicaram que a proporgac adequéda de fosfolipidecs pa
ra hidrocarbonetos. aromaticos & de 8:1, ou seja, 8 moléculas de DPL' ~ para
umé molécula de hidrocarboneto. Esta proporgac permite notar o
efeito da incorporagac dos hidrocarbonetos sem causar uma separa
¢ao das fases na dispersao. A presenga dos hidrocarbonetos nas camadas
aquosas pode ser detectada nos diagramas de difrag¢ao de raios X, ja que apds

a secagem da amostra os hidrocarbonetos formam microcristais, os quais difra

tam independentemente.

Iv.1.2.1 - DPL Puro

Na preparagao da dispersao de DPL puro dissolvemos 10mg
de DPL - DLq em cerca de 0,5m& de clorofdrmio e fizemos passar
por esta solugao um fluxo de nitrogénio gasoso, até secid-la total
mente nas paredes do tubo de ensaio. Adicionamos 0,5m de solugao
tampao, obtendo assim uma dispers@o de DPL de concentracio de
20 mg de DPL/mf.

A dispersao assim preparada apresenta vesiculas multi-
lamelares concéntricas de fosfolipldeos separadas por camadas a-

quosas. As multicamadas se formam espontaneamente, quando os fos-—

folipideos sdo colocados em &gua (ver figura IV.1).
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Camadas
aquosas

Fig. IV.1l - Vesiculas multilamelares concéntricas

separadas por camadas aguosas

No intuito de obter vesiculas unilamelares, submetemos
entao a dispersac a0 ulira-som, a uma poténcia de aproximadamente 40 watts
durante 0,5 minuto a uggeraUxa.aﬁﬁenu%repetﬂtk>esbe;n:medﬂmﬂﬁn por
trds vezes consecutivas com intervalos de 1 minuto.

- Através do fenomeno de cavitagac gerado pelo  ultra-
som, provocamos o rompimento das vesiculas multilamelares. Este
fendmeno corresponde a implosao de uma quantidade enorme de bo-
lhas microscopicas que sao formadas durante a propagagao da onda
de ultra-som no liquido, pois tal propagagao consiste de movimen-
tos alternados de compressao e rarefagdo. Quando temos energia su
ficientemente intensa envolvida neste processo, a iméloséo das bo
lhas produz mudangas na pressao local, da orxdem de wmilhares de

atmosferas, atingindo assim as condig¢oes necessdrias para haver o

rompimento das vesiIculas multilamelares.
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Iv.l.2.2 - DPL com Hidrocarbonetos Aromaticos

Inicialmente, preparamos uma solugao de hidrocarboneto

em clorofdrmio na qoncentragao de lmg de hidrocarboneto/m%.
| Adicionamos entao 1 umol hidrocarboneto na forma de

solugac a uma massa de DPL correspondente a g.umoles.

A tabela IV.l, abaixo indica a massa correspondente as
guantidades em moles utilizadas de cada composto.

Secamos a solugao obtida usando um.fluxo de nitrogénio
gasoso, como no caso do DPL puro.

Em seguida acrescentambs 0,5m% de solugdo tampaoc d mas
sé resultante da secagem e obtemos assim uma solugao cuja concen-

tracao serd: (1€ ymoles de DPL + 2 pmoles de hidrocarboneto} /mi.

A dispersio & entdo submetida ao ultra-som.

TABELA IV.l - Quantidades das Substancias  Utilizadas
-~ na Preparagao de Amostras e Pesos Molecu

lares .das Mesmas

Substincia Peso ﬁ;lecular l.%§g§ 8 Eﬁ;;es
DPL 734,10 - 0,734 5,872
" pireno , 202, 26 0,202 -
3,4-Benzopireno 252,32 . - 0,252 -
1,2,5,6~-Dibenzantraceno 310, 36 0,310 -

Aparelho de ultra-som utilizado: Branson, B-12, que foi

gentilmente cedido pelo Departamento de Biologia da UNICAMP.
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IV.1.3 - Preparacao de Amostras no Substrato

Osxsubstratos utilizados foram obtidos cortando-se uﬁ
quadrado de lcm de lado, aproximadamente, das paredes de um tubd
cilindrico, de vidro ou de quartzo, cujo didmetro externo & de
4dcm, aproximadamente. A espessura do substrato, a mesma das pare-
des do tubo, & de cerca de 2mm.

Utilizamos tanto o substrato de vidro como o de quart-
z0 na obtencao dos diagramas. No caso das amostras de DPL  puro,
o melhor diagrama foi obtido de uma amostra colocada num substra-
to de quartzo, o mesmo‘acontecendo no caso da amostra de DPL com
1, 2, 5, 6-dibenzantraceno. Ja para os diagramas de DPL com pire-
no e de DPL com 3,4-benzopireno, o melhor resultado foi ohtido de
amostras que estavam em substratos de wvidro.
| Teoricamente os substratos de quartzo deveriam ser me-
lhores, apresentando menor radiacao de fundo que o de vidro. No
entanto, os substratos de quartzo apresentam estrias na superfi-
cie que acreditamog‘néo contribuirem para a obtencao de bons dia-
gramas, influindo nos resultados. |

Deve-se tomar cuidado em relacgdo a possiveis rebordos
gque possan éurgir do corte, pois estes rebordos influenciarac os
diagramas, ja que o feixe entra rasante ao substrato, na geome-
tria de difracao utilizada.

Sendo assim, escolhemos varios substratos, preparamos
varias amostras e expusemos as mesmas aos raios X, muitas vezes
‘repetindo exposigdOes para uma mesma amostra.

De um total de 88 exposigoes, escolhemos os quatro dia

gramas que melhor representam cada um dos tipos de amostras, veri
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ficando a reprodutibilidade dos resultados obtidos.

A amostra & colocada no substrato em forma de uma go-
ta, colhida em cerca de l5mm do capilar de uma pipeta Pasteur.Fei
ta a deposigdo da gota no substrato, a amostra & colocada para se
car ha umidade deséjada, ﬁum vidro contendo uma peguena quantidg'
de de solugao salina saturada adeguada. )

Variamos também a umidade de secagemn das amostras. No
entanto, as umidades correspondentes as amostras dos diagramas es

colhidos foram de 56% (solugao de Mg (NO - 6H,0 saturada) para

3)2' 2
o DPL purc e para as de DPL com hidrocarbonetos aromdticos foi de

75% (solugao saturada de NaC£O3) nos trés casos.

IV.2 - APARATO EXPERIMENTAL

Desde © inicio da preparacio da montagem experimental
de nossas experiéncias q§,difragéo‘de raios X, procuramos otimizar as condi -
goes experimentéis de forma a cbtermos diagramas de difracac de raios X
a baixo &dngqulo com maior resolugao.

Este tiéo de diagrama & de interesse no estudo de diversos tipos
de amostras, que envolvem espagamentos da ordem de algumas dezenas ou centenas
de ansgtrams e requer condicOes especiais de colimacdo do feixe incidente.

Dos mcdelos de camara de baixo angﬁlo podemos citar

trés como os mais usados na obtencac deste tipo de diagramas:

1. A colimagao do feixe de raios X & feita por um sis-
tema de fendas lineares estreitas ou, circulares do
tipo "pinholes". Em geral, a radiagdo & filtrada.

Apesar dos diagramas serem de baixa resolugdo, é
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possivel resolver com este tipo de c@mara espagamen

tos da ordem de centenas de Angstromé (44) .

2. 0 feixe & focalizado e parcialmente monocromatizado
por réflexéio em un ou mais monocristais curvos. Espaga-
mentos de até 150A9.podem ser resolvidos, usando—ée
monocromador de um cristal. No entanto, a resolugéo
aumenta muito com o monocromador de cristal dupilo.
Aqui as intensidades ainda saoc baixas, devido a ine

ficiéncia das reflexces de Bragg.

3. 0 feixe de raios X & refletido por uma  superficie
plana polida, encurvada. O dngulo critico de inci-
déncia & aproximadamente proporéional_éo comprimen-
to de onda incidente, de forma que a radiacao refle
tida é parcialmente monocromatizada. Para a radia-
cao de CuKa (A = 1,54Ao), o dngulo & aproximadamen-
te 11' para vidros e 30' para refletores de ourc
(44) . 'Este tipo de refletoreé curvos foram sugeri-
dos para a produg¢do de feixes bastante intensos de
raios X, por Ehrenberg = ?ranké em 1952 (45}. A
resolugao & muito méior gquando se utiliza este tipo
de camara. O &ngulo de inclinagao ©, entre a super-
ficie e o feixe refletido & tal gue somente sdo re-
‘fletidos comprimentos de onda da radiagdo caracﬁe-

ristica e maiores do que este.

No nosso caso utilizamos um sistema de colimagdo por
fendas lineares comuns, mais simples, descrito mais adiante.
Em geral, utiliza-se radiagao monocramdtica para o estudo de es-

truturas por meio de difragao de raios X, devido ao fato de que pela lei de
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Bragg a um certo d e um certo A co;responde um certo 8 médio. No
caso, nao necessitamos de monoéfomédor para as linhas caracteristi
cas do anticatodo do tubo (Cu), pois a radiagao L & praticamente

eliminada por um filtro de Ni e © dubleto formado pela radiagao Ku
(Kal e Kaz) nio & resolvido para baixo angulo, isto &, a diferenga
os angulos 6 médios (A8} para Kal e Kaz e bastante inferior é.lar—
gura das linhas. Qu seja, A8 o AX, onde A} & da ordem de 0.004 2.

80 seria necessario usar o monocromador se AD fosse

maior gue a largura de linha.

IV.2.1 - Descricac dos Aparelhos

Utilizamos um tubo de raios X com alvo de cobre, foco gros-
.soea]jnear com ~ poténcia maxima de 2KW, alimentado por um gera-
dor Philips, PW—1140, de alta estabilidade, operando sempre den-
tro do intervalo de 40-45KV e 20-30mA (0,8 ~ 1,35KW).

' As exposicdes variaram entre 10 e 20 horas.

Usamos um gonidmetro de baixo &ngulo (cdmara de baixo
angulo) da Rigaku Dénki Co., e a colimacao do feixe foi feita por
um sistema de trés fendas lineares, conforme o esquema da figura
Iv,2. |

0s diagramas de difragao foram obtidos por método fotg
grafico. O filme usado foi o Kodak - AA - Industrex, de grac f£fi-
no.

O gonidmetro da cdmara & mantido na posigdo 0°.

O angulo entre o eixo da cémara e © plano do

alvo & de 6° (dngulc de "“take~off"). Sendo assim, a lérgura e-

fetiva do foco (W) & determinada pelo angulo de "take-off" (a) e
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a largura real da sombra do filamento (BY. No nossc caso, o = 6o

e para o tubo de foco grosso B = 2mm. Sabendo-~se que W = B sen a,

temos gue a largura efetiva do foco (W) sera de 0,2mm.

A figura IV.2 mostra a disposi¢dc das fendas.

~—

A primeira fenda colimadara, que & fixa,por onde passa o feixe
proveniente do foco linear, & colocada bem préxima"é jénela do tubo de raios
X e sua funcdo & formar o feixe de raios X primirio (figura IV.2 (b)),
As - dimensces desta fenda sao: 1l0mm de altura e 0,2mm de lar
gura.

A 100mm desta, encontra-se a seqgunda fenda colimadora,
com dimensoes 10,0 x 0,1lmm, fixa também, que tem largura maxima
"a" de ampliagao na superficie do filme, como mostra a figura IV.2
(b), ou seja, ela limita a largura do feixe. Junto a ela coloca-
se uma fenda limitadora de altura do feixe, de 2mm, que limita tam
bém a ampliagao da altura do feixe no filme.

A 40mm da segunda fenda encontra-se é terceira  fenda
limitadcra, ajustévél, que serve para diminuir o espalhamento pa-
rasitico. Ela & usada em aproximadamente 0,lmm de largura. Com es
ta fenda o limite de espalhamento parasitico nas vizinhangas dos
raios primarios pode ser reduzido a largura "b", como mostra a fi—

gura IvV.2 (b).

A amostra & colocada entre a terceira fenda e o filme,
sendo que o filtimo encontra-se a 50mm aproximadamente da_amostra.
A distancia da terceira fenda a amostra & de cerca de 28mm, Duran
te a exposicdo, a amostra & mantida num compartimentb com umidade
controlada. Esta umidade & produzida por um fluxo de nitrogénio ga

' s0so que passa através de uma solugao salina adequada, colocada

num frasco lavador.
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Fendas
e colimadoras

Fendas colimadoras

FEIXE .,

INCIDENTE -
DE
RAIO X

Filme (b)

Figura 1v.2 - {a) O Sistema de Fendas

(b} A Colimagac feita pelo Sistema
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Para alinhar a camara usamos um contador de cintila-
¢ao acoplado a um sistema eletrdnico adequado, com registrador.

Uma quarta fenda de 10mm x 0, 02mm & colocada junto ac

contador (fenda receptora).

[
—

Para a leitura dos filmes obtidos nas exposigdes, uti-
lizamos o microdensitOmetro Nalumi, do Departamento de Altas Enexr
- gias e Ralos Cdsmicos, UNICAMP, para medir as intensidades relati
vas das linhas de difrag¢ao., Este microdensitOmetro tem varredura
automdtica e foi utilizado com a fenda de iluminagao fixada em

240 x 360um e a fenda da fotomultiplicadora em 180 x 300um.

IvV.2.2 - Calibracdo do Aparelho e Obtencao dos Diagra-

mas

b

Primeiramente, a amostra e a segunda e terceira fendas
sdo removidas e a fenda receptora do contador & substituida por{
uma tela fluorescente. A primeira fenda nesta fase, tem dimensoes
de 10mm x 0,05mm. O feixe & centrado regulando~se o pé frontal da
camara de baixo angulo.

Troca-se a primeira fenda por outra de dimensoes 10, 0x
X 0.2mm e coloca-se a sequnda fenda. A tela fluorescente & entdo
substituida pela fenda receptora. Procura-se a intensidade maxima
atraves deslocamento da segunda fenda,perpendicular a diregéb do feixe ¢.como -
auxilio do gonidmetro verifica-se a simetria do pico (centralizagao).

Cdﬁhé terceira fenda ajustadvel, novamente procura-se O
méximo de intensidade. A seguir verificafse novamente a simetria

o
- j?“.

do pico.
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Para alinhar a amostra, usa-se o eixo A, ao qual ela
esti presa, o qual permite gird-la em torno de si mesma e deslo -
ca~la verticalmente. Este eixo, por sua vez pode deslocar horizon

talmente juntamenté'com o porta-amostra, na diregao B-C.

A"Sequir, traz-se a amostra até a posicgao desejadéméé—
lo mecanismo BC de deslocamento perpendicular a direcao do'feixe,
como na figura IV.3, at@ que ela absorva cerca de 20% da intensi-
dade do feixe.

Coloca~-se a seguir o cassete que contém o filme na ex-
tremidade de um caminho de vacuo e inicia-se a exposigéo. A dura-

¢ao de csda exposicdo varia conforme o tipo de amostra.

A figura IV.3 esquematiza a obtencao dos diagramas.

passa rasante & amostra.

O feixe difratado passa por um caminho de vacuo curto

(cerca de 40mm) indo impressionar o filme, que esta colocado perpendi-
cularmente 3 diregdo de incidéneia do feixe difratado.

.

1v.2.3 - O Diagrama de Difracao de Raics X a Baixo Angu-

“lo

Num diagrama de bicamadas de fosfolipideos observa-se
as reflexoes lamelares na diregdo DE da figura IV.3, que denomi-

namos direcdo meridional. Estas sdo as reflexdes de Bragg devidas
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Figura IV.3 ~ Esquema da Montagem Experimental
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ao empiihamentordas membranas, onde as bicamadas sao consideradas
como plénos. Observa-se também, um anel de difragao com intensi-
dade mais marcada, na diregao eguatorial (FG), devido ao arranijo
das cadeias de carbono (ver éor exemplo a referéncia (46)).

As caracteristicas deste anel nos diagramas, em particu
lar seu grau de nitidez, permite predizer a maneira camo as ca
deias de carbono orientam—se dentro da membrana, dando informagéo <
sobre a desordem da regiao hidrofobica. Quanto mais difusoc é o)
anel, maior o grau de desorientacao da regiao hidrofdbica.

No nosso caso em virtude de limitagoOes geométricas (lon
ga distdncia filme - amostra), nao registramos este anel, porque
para ndés a difragao lamelar &€ mais importante. Porém, sabemos que,

alterando a geometria utilizada podemos registra-lo, conforme ex
periéncias anteriores realizadas em nosso laboratdrio.

Para cada exposicao utilizamos quatfbmfilmes sobrepos
tos. Considerando due as exposigSes sao demoradas, muitas vezes
O primeiro filme fica bastante saturado, e neste caso ﬁrabalhamos-
com os filmes subsequentes (29 ou 39, se for o caso), gue nao fi
cam saturados, efetuando entao as normalizagdes necessirias.

| Os filmes foram revelados a ZOOC, durante 5 minutos.

A tabela V.1l apresenta as-condIQGeé experimentais prin-
cipais, nas quais cada um dos diagramas aqui apresentados (ver Ca
pitulo vV}, foram obtidos.

As exposigoes foram realizadas 3 temperatura ambiente.
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IV.2.4 - Leitura dos Diagramas de Difracao

A leitura dos diagramas, como dito anterlormente, foi
feita por um microdensitometro e as intensidades obtidas no traga-
do  microdensitométrico sic dadas em unidades arbitrarias.

A radiagao de fundo € determinada tragando-se uma curva
suave em torno das bases dos picos (ver tragados no Capitulo V) .
A resposta da leitura microdensitométrica . & direta, em escala 1i
hear e podemos calcular as intensidades relativas dos picds pela
-area ou aitura dos mesmos, descontando-se a parte correspondente
a radiagao de fundo. A diferenga em calcula-las por area ou por
altura de pico nao é significativa, camo pudemcs verificar efetuando
os calculos.

Os tragados V.1, V.2, V.3 e V.4 que se encontram no ca
pitulo V, correspondem respectivamente aos diégramaé*das amos
tras de: DPL puro, DPL com pireno, DPL com 3, 4 — benzopireno a
DPL com 1, 2, 5, 6 > dibenzantraceno.

Destes tracados wmicrodensitométricos: podemos calcular a
distancia pico a pico do tragédo (Sp) e a distancia pico a pico
no filme (Sf), usando as constantes instrumentais préprias da var
redura. Com estes dados, podemos determinar 0 (angulo de Bragg) e
calcular o espagamento lamelar d, a partir da lei de Bragg.

A tabela V.2, apresenta os valores obtidos das intensi-
dades, dist@ncias pico a pico na leitura microdensitométrica e no
filme e o espagamento lamelar para cada uma das amostras.

As inténsidades obtidas I (n) devem ser corrigidas por

um fator n como discutido no capitulo anterior.
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caprITUIO V - RESULTADOS E CONCLUSOES

V.1l = DADOS OBTIDOS

s

Os resultados aqui apresentados correspondem a diagra
mas que foram criteriosamente escolhidos numa série de 88 experi-

mentos, como dissemos anteriormente.

Certas . alteragSes nas condigbes experimentais, tais co
mo: preparagac da amostra, umidade de exposigao, tempo de exposi
cao e condigdes de revelagao do filme influenciam fortemente  os

resultados obtidos nos diagramas.

Sendo assim, para cada tipo de amostra procuramos qual
o tempo e a umidade de exposigéo gque nos levassem a diagramas
mais nitidos e de maior resolugao possivel, com ¢ aparato expe-
rimental por nés.utilizado. A cada revelacao procuramos manter
sempre O mesmo temp5 de revelagao (5 min.) e mantivemos as mesmas

condi¢oes durante a preparagao das amostras.

A umidade de exposicao para todas as amostras nos dia

gramas escolhidos foi de 56%.

A distancia filme~ amostra medida com paguimetro, para
o DPL foi de 60,0 mm e para o DPL com hidrocarbonetos aromaticos

foi de 52,7 mm.

Apos uma escolha prévia dos melhores diagramas, a esco
lha definitiva fol baseada nos tracados microdensitométricos -dos

mesmos.

As fotos V.1 e V.2, mostram a montagem experimental uti
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lizada.

As fotos V.3, V.4, V.5 e V.6, mostram os filmes escolhi

dos de cada tipo de amostra. De maneira geral, todos os diagramas

apresentam a primeira e quarta ordens bastantes intensas comparadas as demais,

o que & comum em diagramas de difracdo de lecitina. Isto & confirmado pela

leitura microndensitométrica das intensidades, cujos valores obtidos s30

apresentados * na tabela v.l.

As fotos V.3 correspondem a0 primeiro e segundo filmes

. de DPL puro. No primeirc filme, nota-se a primeira ordem totalmen
te saturada, o que nos levou a utilizar o segundo filme para ex
trapolar a intensidade desta reflexao. A foto apresenta as seis
primeiras ordens bastante nitidas, enquanto que, a oitava ordem &
quase imperceptivel, por ser bastante fraca. Neste diagrama nao
aparecem a quinta e sétima ordens, como conseqgliéncia do fator de estrutura
ser nulo para estas reflexoes.

” ~ Na foto V.4, vemos o diagrama da amostra de DPL comp i
reno, o qual apresenta somente seis ordens de difragao, apesar de
esforcos terem sido feitos, no sentido de obter a oitava ordem,
aumentando-se o tempo de exposicac. Neste diagrama nac aparece a

"quinta crdem.

As fotos V.5 correspondem’ a0 primeiro e segundo fil-

mes obtidos para amostras de DPL com 3, 4 -Db'enzopireno .0 primei

ro filme apresenta-se bastante saturado, © gque nos levou a esco

lher o segundo filme para a leitura das intensidades das refle
x3es. As oito ordens emzuxﬁxan bastante nitidas. A quinta e sétima ordens ndo
aparecem,

A foto V.G apresenta o diagrama da amostra de DPL com l; 2, 5,
6 - dibenzantraceno, onde a oitava ordem ndc aparece muito nitida. Neste dia

grama aparece a quinta ardem, mas a sétima ordem nao aparece.
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A sequir podemos ver os tragados microdensitométricos
dos diagrams escolhidos. Baseamo-nps nestes tracados para cobter o
valor das intensidades por altu;§ de pico em unidades arbitra
rias I(ny, a distdncia pico a piQQ das reflexaes né tragado (Sp},
a distancia pico a'pico das refiékées no filmek(SF) para a qual
utilizamos os fatores de conversao apropriados e a distdncia la

melar {d). Os valores obtidos encontram-se na tabela V.2.

Os tragados 1 correspondem ao primeiro (25.1) e o se

gundo (25.2) filmes de DPL puro.

O tragcadpo 2 corresponde ao primeiro filme (52.1) de DPL

com pireno.

O tracado 3 corresponde ao segundo filme (50.2) da

amostra de DPL com 3, 4 - benzopireno.

Os tragados 4 correspondem a leituraé diferentes do
primeiro filme da amostra de DPL com 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno.
A escala utilizada na leitura 1, nos permitiu ler a intensidade
da primeira reflexéd, mas nao foi possivel ler a da segunda refle
xdo. Assim na leitura 2, utilizamos uma escala maior, efetuando
. a varredura da éééﬁﬁda'ordan em diante. Calculando o fator de escala dé'iei~

tura 2 para a leitura 1, baseado nos valores das intensidades da quarta or-
dem em diante, & possiwel extrapolar os valores de todas as intensidades da

leithmwa 1.

A tabela V.1 apresenta todas as condigoes experimen-
tais principais na obtencao dos diagramas de cada uma das amos-

tras.

A tabela V.3 apresenta os espagcamentos lamelares calcu

lados e as fases escolhidas para cada uma das amostras.
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Por fim vemos os mapas de distribuicac de densidade ele
tronica calculados com as fases escolhidas para cada amostra. 0
primeirc mapa & ¢ obtido para o DPL puro considerando 8 ordens de
reflexaoc. Os mapas 2, 3, 4, correspondem aos mapas de DPL com pi-

reno, DPL com 3, 4 - benzopireno e DPL com 1, 2, 5, 6 - dibenzan-

-

traceno, respectivamente, superpostos ao mapa de DPL puro.
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Foto= da Montagem Experimental Utillizada

Foto V.1
Vista lateral
da montagem

a¥xperimental

Foto V.2

Vista de con-
junto da mon-
tagem experi-

mental
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INTENSIDADE (unidades arbitrarias )

—

Tracado microdensitometrico 2
Amostra DPL com Pireno
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Filme 52-1
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INTENSIDADE (unidades arbitrdrias)

100
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Tra¢cado microdensitometrico 3
Amostra DPL com 3,4 Benzopireno

L4 ]
o

Filme 50-2

83



Tracado microdensitometrico 4
Amostra DPL com 1,2,5,6 Dibenzantraceno

100 -

INTENSIDADE (unidades arbitrarias )

Filme 53-1| Leitura |

100
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INTENSIDADE (unidades arbitrarias)
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Filme 53 -2 Leitura 2
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TABELA Y. I - CONDIC(SES EXPERIMENTAIS PRINCIPAIS NA OBTENCEO DOS
| DIAGRAMAS »
° Distancia Unidade Unidade | Tempo | Absorgdo
Ne do Amostra Filme - de de de da Tensdo | Corrente
Filme "Amostra | prepara¢do| exposicdo | exposigdo | Amostra (K V) (mA)
{mm) (%) (/) (h) (%) |
25 DPL - Puro 60,0 | 56 56 8 20 45 30
52 _‘ DPL -Pireno 52,7 75 56 9 20 .40 20
| 50 DPL-3,4 BZP 52,7 75 56 i0: 30 20 | 49 20
/
53 DPL-1,2,5,6 52,7 TH 56 9:30 20 40 20
DBZA
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FTADCLA M.z —

VALURCDOO MLEUDIDVUS DL INTENOSIDADES iV UNITDADES ARDITRARIADS

E ESPACAMENTO LAMELAR (d)

N¢ do ' X¢
L Amostra I, I, Iz I4 Ig Ig |17 Ig S S¢ |d(A)
Filme
(mm) | (mm)
25 DPL - Puro 67,6 45| 2,5 26,01 0,0 3,01 0,0 1,5 | 36,5611,23 | 60,6
52 DPL - Pireno |93,0| 2,0} 1,0116,5|0,0 | 1,0|0,0 | 0,0 [32,6]1,37|59,4
50,2 DPL- 3,4 BZP 77,0 3,0 1,5 123,5( 0,0 | 2,0 | 0,0 1,0 133,0]1,38 59,1
53 DPL -1,2,5,6 [92.,5 '2,0 1,0 116,012,0]2,0 0,0 1,0 |33,2/1,38[58,8
DBZA
onde :

3,4 - BZP = 3,4 - Benzopireno

1,2,95,6- DBZA =

I, =

»n u
=+ L™
" i

1,2,5,6 -

Espacamento Lamelar.

Dibenzantraceno.

Intensidade da reflexdo de ordem n

Distdncia entre picos de intensidade no filme

Distdncia entre picos de intensidade no tra¢gado microdensitometrico
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TABELA .3 - ESPACAMENTO LAMELAR E FASES PROVAVEIS

- N© do

DBZA

Filme | Amostra | d( A) Fases
25 DPL - Puro 60,6 (-1,1,71,71,0,-1,0,-1)
52 DPL- Pireno 59,4 (-1, 1,-1,71,0,1)
50,2 | DPL-3,4 BZP. 59, | (-1,1,-1,-1,0,-1,0,-1)
53 | DPL-1,2,5,6 58,8 (-1,1 ,-|,-i ,1,-1,0,-1)
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Mapa de Distribuicao de Densidade Eletronica |
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DENSIDADE ELETRONICA:

Mapa de Distribuicdo de Densidade Eletronica 3 ‘
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V.2 - DISCUSSOES E RESULTADROS

No mapa de distribui¢ao de densidade eletxdnica do DPL

puro aparece uma gueda abrupta no centro de simetria do perfil,

-

orde devem estar situados os grupos metila terminais (CHi3) os quais es-
t3do confinados numa regido estreita no centro da bicamada de
fosfolipideos. Acs picos de alta densidade eletrdnica corresponde a regiao
das cabegas polares dos fosfolipidéos. Nota-se que tals picos apresentam cer-
ta assimetria, a qual mesmo queesperada devido 3 estrutura da cabega polar,
nao pode ger interpretada detalhadamente. No nosso caseo, devido i baixa reso~

lucao dos mapas de densidade eletrdnica cbtidoes.

Segundo Lesslauer e colaboradeores (22), esta assime -
tria dos picos de alta densidade eletronica torna-se mais pro-
nunciada quanto menor a umidade relativa a que a membrana esta
exposta. Estes autores sugerem a existéncia de duas regioces no
"~ pico de alta densidade eletrdnica. Na regiao externa do  pico

-

(ao lado da interface lipidio-agua) provavelmente encontram-se
os grupos fosfato e trimetilamdria e na regiao interna (dentro
da bicamada) encontram-se os grupos de ésteres dos acidos gra-

X0OS.
As regides entre os picos de alta densidade eletrdni-

ca e a gueda abrupta LCH3) no centro de simetria do perfil estdo

associadas as cadeias de carbono (—CH2-).

Segundo Lesslauer e colaboradores (22), a regiio das
cadeias de carbono no mapa de densidade eletrdnica permanece
inalterada quando a umidade relativa a gue a membrana estd ex -
posta varia de 15% a 95%, mas os picos de alta densidade ele-

tronica tornam-se menos definidos, com o aumento da umidade.
O mapa de distribuicdo de densidade eletrdnica, por
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nds obtido, para a amostra de DPL puro concorda com os resulta-
dos apresentados por ocutros autbres (22).

0s perfis de densidade eletrdnica do DPL puro foram
calculados com 8 ordens e 6 ordens de difracdo. Este 0ltimo foi
caléulado para que pudéssemos comparar o perfil de DPL puro com
o perfil de DPL com pireno, ja que o diagrama obtido para a
amostra contendo pireno apresenta apenas 6 reflexoes.

A resolugao dos mapas de densidade eletrOnica depende
do numero de reflexoes (n) obtidas no diagrama e & definida co-
mo o valor do espacamento d, dividido pelo nimero de reflexoes
utilizadas no calculo do perfil (ver por exemplo a referé@ncia
(23)).

A seguir nos referimos ds diferencas que surgem  nos
mapas de densidade eletrdnica de cada amostra em relag¢ao ao ma-
pa de dipalmitil lecitina pura.

Os calculos da espessura lamelar {(d) 3 partir da dis-
tdncia entre os maximos de intensidade obtidos dos filmes indi-
cam um estreitamento da membrana quando os hidrocarbonetos aro-
maticos sao incorporados. Este estreitamento, embora pequeno,
foi confirmado em todas as experiéncias realizadas. Isto pode
ser intérpretadd como um aumento da desordem na regiao hidrofd-
bica; o0 que levaria a uma diminuicao da espessura da bicamada,
ou também pode ser interpretado como uma mudanga na inclinacdo
média das cadeias acilicas em relacao & normal ao plano da bica
mada, ja que este estreitamento & pequeno comparado a espessura
da_mesma. |
- Chamando Dpp\é distancia entre os pontos de maxima den

sidade eletronica no mapa, os quais estac localizados nos picos
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referentes as cabegas polares, observa-se que estes picos tam-
bém se aproximam quando os hidrocarbonetos aromiticos sio incor
porados a membrana. Os valores de Dpp calculados, encontram-se
anotados nos mapas de densidade.életr6nica das amostras. Contu-
do, devido 3 baixa resolugao dos mapas, nao sé-considera signi-
ficativo o valor_dos‘déslocamentos dos méximos obtidos, ja que
estes dependem do numero de ordens considerado na sgérie de
Fourier.

O estreitamento poderia ser correlacionado com o au -
mento do tamanho da molécula de hidrocarboneto que & incorpora-

da a bicamada, na seguinte ordem:
pirenoc < 3,4 - benzopireno < 1,2,5,6 - dibenzantraceno.

Quanto & relagao éntre esta ordem apresentada e a ati
vidade carcinogénica destes hidrocarbonetos, devemos ressaltar
que para o pireno n3o tem sido verificada atividade carcinogéni
ca, enguanto que para os outros dois que a possuem é ainda dis

cutivel a ordem em que devem ser colocados.

DPL_- Pireno (6 ordens de difrac3o)

0 mapa de densidade eletronica da amostra de DPL com
pireno comparado com o mapa de DPL puro, calculado com o mesmo
nimero de ordens, mostra que ha um estreitamento na distancia
entre os pontos de densidade eletrdnica mais alta, localizados

nos picos referentes aos grupos de cabega polar.
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Dpp DPL (6 ordens): 50,1 R .
Dpp DPL com pirenc: 48,8 R .

Resolugao + 10 B .

HA uma pequena alteragao na regiéo dos grupos metila
terminais devido ao aumento da desordem na regiao hidrofdbica e
talvez também devido & leocalizacao da molécula introduzida.

Superpondo-se o0s picos de alta densidade eletronica
do mapa de DPL puro com os picos do mapa de DPL com pireno, no-
ta-se uma pequena alteracdo na regido dos ésteres e inCio  das

cadeias de carbono.

DPL - 3,4 - Benzopireno (8 ordens de difracao)

0 mapa obtido para esta amostra comparado ao mapa de
DPL puro, com 8 ordens de difracao, acusa um estreitamento da
distdncia entre os pontos de densidade eletrdnica mais alta, co

mo no caso de DPL com pireno.'

Dpp DPL (8 ordens}: 55,0 & .
Dpp DPL com 3,4-benzopireno: 49,8 g .

Resolugdo: 7,5 % .
Ha uma leve alteracao na regido dos grupo metila ter-

minais (CH3), devido & desordem provocada pela inclusao do hi-

drocarboneto,
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pPL - 1,2,5,6 - Dibenzantraceno {8 ordens de difracao)

Comparando o mapa'de densidade eletrdonica desta amos-
tra com o de DPL puroc, com 8 ordens de difragéo, também se nota
um estreitamento da distdncia entre os pontos-do perfil de den-—

sidade eletrdnica mais alta.

Dpp DPL puro (8 ordens): 55,0 2
Dpp DPL com.1l,2,5,6 - dibenzantraceno: 49,0 ]

Resolugdo: 7,5 &

Ha uma alteragao notavel do perfil entre os picos de
alta densidade eletrdnica.

Na realidade era de se esperar que o perfil de densi-
dade eletrdonica desta amostra, diferisse bastante do de DPL pu-
ro, j& que no diagrama de difracao obtido para a mesma, aparece
a quinta ordem de difracdo, ordem esta que ndo aparece nos dia-
gramas das outras amostras, o gue evidencia uma mudanca no fator
de estrutura F(005) da amostra difratanté e portanto no posicio
némento dos atomos na unidade repetitiva.

0 fato da quinta ordem ndo :ser nula, neste caso, indi
ca uma mudancga maior da distribuigao atdmica na membrana, embo-
ra os dados que possulmos no momento nao sejam suficientes para
determinar com precisao estas altera¢des. Poderia-se até pensar
na possibilidade de haver alguma relagao entre essa distribui -
cao atdmica e a atividade carcinogénica do hidrocarboneto incor
porado, o gue também nao passaria do campo das hipétesés.

Ha uma redugdo acentuada na prefundidade da regido do
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CH3.
Nota-se um alargamento da regiac dos grupos metila e
um aumento na sua densidadeleleFrﬁnica, comparada a densidade
eletrdnica desta.mesma regiao ng ﬁapa do DPL puro.
A regido referente ds cadeias de carbono (-CH,-) apre
Asehta—se bastante alterada também.
Superpondo~-se somente os‘picos de alta densidade ele-

tronica dos dois mapas, nota-se leve deformagcdo na regiao inter

na destes picos.

Resultados apresentados por vanderkooi e colabofadores
(48) de estudos sobre a localizagao do pireno na bicamada de fos
folipideos, através de RMN indicam que o pireno apresenta um
tempo de permanéncia maior no inicio da cadeia de carbono, confor

me figura V.l.

C|> H H
\ omrlf'—o--»c},—c:)-——w——(cm,)s
H 0 H H
E ol
. y
(ll 'rempo de permanéncia

=0
— .
000

Figura V.l - Resultados obtidos por Vanderkooi, Podo e colabora-
dores (48) sobre a localizagdo do pireno em bicamadas
de fosfolipideos.
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Medidas recentes e ainda nao publicédas feitas por
F. Podo, no Instituto de Sanita, Roma, Itidlia, utilizando té&cni
cas de RMN, foram interpretadas pela autora como indicando que,
d& principio, a incorporagao de 3,4 - benzopireno em bicamadas
de DPL provoca perturbagoOes muito similares 35 provocadas pelo
pireno na regiao entre as cabegaé polares.'Estas rnedidas reali-
zadas-acima da temperatura de transicaco de fase do DPL, seriam
uma indicagdaoc adicional de que a interacgao destes dois hidrocar
bonetos (pireno e 3,4 - benzopireno) com a bicamada parece nao
depender do tamanho da molécula (ver discussac anterior sobre
influéncia do tamanho da molecula de hidrocarboneto).

Experiéncias de difragao de raios X, com bicamadas de
lipideos cuja temperatura de transigao seja manor que a do'DPL,
contribuiriam bastante para correlacionarmos. melhor os dados

agui apresentados.

Convém mencionarmos também, gue em nossas experiéncias

e

nao obtivemos dados que nos permitam verificar exatamente a in-
clinagao das cadeias na bicamada de DPL puro, mas, poxr calculos
aproximados, vimos gue a inclinacao das cadeias de nossas amos-
tras de DPL puro, encontra~se nc intervalo de variagao do angu-
lo encontrado por Tardieu e colaboradores; que varia de 17° a
33° para o DPL dependendo da quantidade de Agua, devendo estar
portanto, numa fase do tipo LB"
Sobre a imprecisao nos calculos do espagamento lame -
lar (d) a partir das distdncias entre os maximos de difracido

nos filmes obtidos e da distancia filme—amostra, obtivemos um

erro de = 0,2 ho4 para todas as espessuras calculadas.
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V.3 -_CONCLUSGES

A principio,podemos dizer que a introdugao dos hidrocarbone~

tos aromaticos aumenta a desordem dentro das bicamadas, como

—

discutido anteriormente.
Com refeféncia 3s amostras de DPL com pireno, além do estrei
tamento, observa-se uma leve alteragao na regiao dos ésteres
e inicio das cadeias de carbono.

Os resultados obtidos pela superposigao dos mapas de densida
de eletrdnica de DPL com pireno e DPL purc e dos de DPL com
3;4'~ benzopirenoe DPL purc, indicam gue aparentemente estes
dois hidrocarbonetos aromaticos comportam-se da mesma manei-

ra, pois neste caso temos apenas informagao sobre a desordem

provocada por estes compostos na regiao entre as cabegas po-

lares da bicamada.
No caso das amogtras de 1,2,5,6 -~ dibenzantraceno, vemos uma

alteragao na regido que vai do glicerol até o CHy, alem de

~ ) - .
v . uma leve alteracao na regiao dos ésteres. Podemos dizer en-

tao, que o 1,2,5,6 - dibenzantraceno pode estar difundindo-
~-se ao longo da regiao das cadeias de carbono, incluindo o
centro da bicamada, ja que o mesmo altera a configuragao das
cadeias de carbono em toda sua extensao.

A presencga do 1,2,5,6 - dibenzantraceno nesta regido pode
ser responsavel também, pelo aumento da densidade eletrdnica
na regiao dos grupos metila terminais.

Concluimos entao, que os hidrocarbonetos arométicos_gntram
na regiao compreendida entre as cabegas polares da bicamada

de fosfolipideos.
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Poderiamos sugerir gue guanto mais extendida for a mo
lécula, maior a desordem provocada por ela na estruturam mas pa
ra isto necessitariamos fazer um estudo mais detalhado, com mo-

léculas de hidrocarboenetos de tamanheos e formas diferentes.

.

SUGESTOES PARA POSSIVEIS EXTENSOES DESTE TRABALHO

Em continuagao a este trabalho visa-se melhorar as
condigoes experimentais, no intuito de obter mapas de densidade
eletrdénica mais detalhados com maiores informagoes sobre as al-
téragées prov@éadas pela presencga dos hidrocarbonetos, para o
gue torna-se indispensavel aumentar o numerc de ordens de refle
xoes medidas.

E sabido também, que os hidrocarbonetos aromaticos in
teragem com proteinas. Sendo assim, outra sugestao seria incluir
proteinas na estrutura da bicamada, caso isto-seja possivel, o
gue tornaria o sis%ema modelo mais complexo e verificar as alte
ragoes provocadas pelo hidrocérbonetos aromaticos neste tipo de
sistema, comparando os mapas de densidade eleﬁranica obtidos
das amostras com inclusao destes compostos com o mapa da bicama
da com proteina.

Em relagédo ao estudo das alterag¢Oes estruturais provo
cadas pela inclusdo de hidrocarbonetos aromaticos, em bicamadas
de fosfolipideos, seria interessante realizar o mesmo tipo de
experiéncias com bicamadas de fosfolipideos de cadeias mais cur

tas, ou seja, fosfolipideos com temperatura de transicdo menor.
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