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RESUMO 

Hidrocarbonetos aromáticos policÍclicos foram incorpo

rados em bicamadas úmidas de Dipalmitil Lecitina (DPL), no intui 

to de detetar as mudanças estruturais induzidas na membrana mode 

lo hospedeira. 

Foram obtidos diagramas de difração a baixo ângulo para 

os sistemas: DPL, DPL- pireno, DPL- 3, 4- benzopireno e DPL 

1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno. Estes diagramas, subsequentemen-

te, foram analisados usando-se as intensidades das reflexões !ame 

lares. A distribuição de densidade eletrônica normal ao plano 

da bicamada foi calculada pela sínte~e de Fourier, com resolução 

de 7. 5 A0
• No caso do pireno, o mapa de densidade eletrônica mos 

tra uma leve perturbação da estrutura na região hidrofóbica, pr~ 

xima ao grupo glicerol. Este resultado concorda com as experiêg 

cias de NMR realizadas por Vanderkooi e colaboradores (J. Chem. 
~ 

Phys., 63, 3662, 1975). Para os sistemas de DPL - 3,4 - benzopireno a dis 
' 

torção na região da queda abrupta existente no centro de simetria 

do perfil de densidade eletrônica ê similar àquela observada p~ 

ra as amostras de DPL - p ireno. 

A incorporação do 1, 2, 5, 6 - d ibenzantraceno dentro 

das bicamadas afeta bastante o empacotamento das c a 

deias, por perturbações ao longo das cadeias de carbono e na re 

gião do centro da bicamada correspondente aos grupos meti la 

terminais. 



ABSTRACT 

Policyclic 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 DPL - 1, 2 I 5, 6 -

Dibenzanthracene. These patterns were subsequently analysed 

using the intensities of the lamelar refletions. The electron 

density distribution normal to the plane of the bilayer was 

o calculated, by fourier synthesis, with a resolution of 7.5 A . 

In the case of Pyrene, the electron density map shows a slight 

perturbation of the structure in the hydrofobic region, close to 

the glycerol group. This is in agreement with NMR experiments 

reported by vanderkooi et al (J. 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 - Pyrene samples. 

The incorporation of 1, 2, 5, 6 - dibenzantpracene into the 

bilayers seems. t.o have greatly affected the chain packing all 

along the acyl chains, including·t;he center of the hydrocarbon 

core region. 
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CAPÍ'rULO I - INTRO!fp~í\.0 

Alguns hidrocarbo~eto~ ~romáticos policíclicos sao co 

nhecidos por induzir câncer em organismos vivos. 

Mui tos modelos assul\leín que o mecanismo da carcinogênese 

envolve a inclusão destes cq~postos na região hidrofÓbica de co~ 

ponentes celulares macromo~eçulares, tais como ácidos nucleicos 

e proteínas. 

Teorias recentes sobre o mecanismo da carcinogênese, . 

sugerem a possibilidade de que o primeiro passo para iniciar o es 

tado neoplâsico esteja ligado a alterações na membrana celu 

lar. Se os hidrocarbonetos aromáticos cancerígenos atuam sobre 

a membrana alterando-a, a hab~1idade da célula controlar seus com 

plexos mecanismos funcionais pode mudar, gerando assim um proces

so de crescimento descontrolado (ver por exemplo a referência (20)). 

O estudo da alteraçãp estrutural provocada pela inclu 

sao de hidrocarbonetos aromáticos na membrana natural assume en 

tão, papel bastante importante no estudo da carcinogênese. No en 

tanto, em virtude da complexidade estrutural das membranas bioló

gicas naturais, que são sistemas moleculares altamentes organiz~ 

dos e das dificuldades que surgem no preparo e manutenção das 

amostras, este estudo torna-se bastante complexo. ri!esmo se conse-· 

guissemos superar as dificuldades experimentais e obter dados es

truturais, os resultados não seriam de fácil interpretação já que 

existe uma dificuldade grande em correlacionar a estrutura e org~ 

nização m©lêõular com as funções da membrana. 

ó surgimento de modelos que nos permitem reproduzir pa~ 
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flsicas das roem 

branas criou a possibilidade H~ §9tudop específicos, mais simpli-

ficados. Apesar dos resul taqQ§ gu~ se pbtém nestes casos, 
-- •'< '' -~ ' ! 

serem 

concernentes a sistemas s:imPlif~cados,eles não perdem sua validade 

pois sempre acrescentam informações novas sobre funções, propri~ 
. '''i,i 

dades e estrutura das membrap&P· 

O objetivo deste trabalho é estudar através de uma simu 

lação artificial, bastante simplificada de uma membrana biológi-

ca, a alteração estrutural pro~ocada pela incorporação de hidra 

carbonetos aromáticos de diferentes graus de ação cancerígena. 

A idéia deste trabalho surgiu a partir dos trabalhos de 

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

Através da técnica de Ressonância Paramagnética Eletrô-

nica (EPR) , Sanioto e Schreier estudaram as transições de fase 

geradas por inclusões de hidrocarbonetos aromáticos de diferentes 

graus de ação cancerígena em bicamadas de fosfolipídeos e correla 

cionaram estas mudanças de fase com o tamanho da molécula e sua . 
atividade carcinogênica. 

tesslauer e colaboradores utilizando técnicas de Raios X a baixo 

ângulo estudaram as mudanças estruturais causadas na estrutura 

de bicamadas de lipídeos por inclusões de moléculas de prova flu2 

rescentes dó tipo: sulfonato de l-anilina-S-naftaleno (•ANS) 

(ASt e ácido N-octadecilnaftil-2-

amino,-6-süHónico (ONS) • 

Nosso trabalho consistiu em obter diagramas de difração -

de raios X para bicamadas de DPL com hidrocarbonetos aromáticos e calcu-

lar o perfil de densidade eletrônica de todas as amostras, o que 
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nos permitiu examinar a regi~Q f3ntre as cabeças polares nas bica

madas. 

No Capítulo II aprepentamos um resumo sobre os dados 

conhecidos atualmente q1,1anto à composição das membra

nas biolÓgicas, os vários moq~~os qu~ surgiram para tentar expl~ 

car a es,trutura e funções das wembranas, e em particular damos en 

fase ao modelo do mosaioo fluído. Neste capítulo também, falamos so 

bre os hidrocarbonetos aromáticos, estudos realizados sobre tais 

compostos, e· em especial falamos sobre os hidrocarbonetos aromáti 

cos por nós utilizados. 

No Capitulo III apresentamos a parte da teoria de difração de Raios X 

concernente ao nosso experimento, as correções feitas às intensi

dades observadas nos diagramas de &dos X, o modelo do perfil de 

densidade eletrônica utilizado e uma descrição do programa de com 

putador utilizado nos cálculos teóricos e no traçado do mapa de 

distribuição de densidade eletrônica de nossas amostras. 

No Capitulo IV apresentamos a descrição da técnica uti 

lizada na preparação de amostras e na montagem do aparato exper~ 

mental. 

No Capítulo V apresentamos 

e as conclusões do trabalho. 

3 
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' I~ 

CAPÍTULO II - MEMB~~M 

II.l -MEMBRANAS B1QLÓG!CAS 

Em geral, todas as Q~+J.llas da natureza sao 
>t>P/ ·, 

envolvidas 

por dois tipos de membranas: ~a membrana protetora externa, tam

bém chamada de parede celular; ·~ uma membrana que deli mi ta a uni

dade protoplasmática (célula) , denominada membrana protoplasmáti-

ca ou membrana celular. 

A composição da memb+~na protetora externa varia de a-

cordo com o tipo de célula e organismo a que pertence e em sua es 

trutura encontramos moléculas do tipo: polissacarídeos, lipossac~ 

rideos, glicoproteinas, glicolipldeos, etc (ver por exemplo a referência (1)). 

A membrana protoplasmática é composta basicamente de 

lipídeos e proteínas. 

Células dq tipo procat}Óticas possuem somente o sistema 

de membranas descrito acima, o,qual é responsável pela comparti

mentação extracelular, enquanto que, células do tipo eucarióticas 

possuem não só este sistema, como também membranas internas res-

pensáveis pela compartimentação intracelular. As membranas inter

nas separam o núcleo do citoplasma e envolvem organelas como:mitQ 

condria, retículo endoplasmático, complexo de GOlgi, etc. 

Nas células eucarióticas, os diferentes sistemas de mem 

branas podêm ser responsáveis por cerca de 80% ou mais da 

total seca dà célula. 

massa 

A composição das membranas celulares varia entre 20 e 

40% de lipÍdeôs 1 2ô e 70% de proteínas e uma porcentagem muito pe

quena de blitrós componentes (ver por exemplo a ref ~rência (2)). 
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A membrana protetor~ ~~~erna pode ser removida por mét~ 

dos mecânicos ou físico-químicos, restando então a membrana preto ,. 
plasmática, a qual não pode ser removida sem que haja o rompimen-

to da unidade celular. 

C'9rtos fenômenos ol::l§ervados para células cuja membrana 

protetora externa é removida pr~viamente, fenômenos estes do tipo: 
r.t : _.'~·· ·f· 

contração da célula em soluçãb h:Í.pertônica e obstrução do movimen 

to de ions e moléculas entre q citoplasma e vizinhanças, sugerem 

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

por exemplo a referência (3)). 

O isolamento e estudo morfológico das membranas celula-

res indicaram a presença de estruturas internas com funções espe-

cificas nas ati vidades metal:!óli cas e as evidências disto estão 

no papel desempenhado pelas membra.nas: 
' 

1. Proporcionam compartimentação física e química; 

2. Fornecem regiões organizadas que permitem a ocorrên-

cia de·yrocessos do tipo transferência de energia; 

3, agem corno campo de reações enzimáticas. 

Além disso, as membranas também desempenham 

certo papel êm funções reguladoras do tipo: síntese de proteínas; 

' transporte ativo e passivo e consequentemente na tranferência' ele-

trônica; regulagem volumétrica; excitação e comunicação nervosa; 

metabolismo dê oxidação; controle genética; divisão e diferencia-

çao celular e outras (ver por exemplo a referência (3)). 

O problema básico no estudo de membranas está em corre

lacionar as diversas :funções da membrana com a sua estrutura e 

organização a nÍ'ITêl molecular. 

5 



II. 2 - COMPONENTES ~A,~t,gqs DAS MEMBRANAS 

II.2.1 - Lipídeos 

Há muitas famílias ~ classes de lipídeos cujas proprie

dades s ao der i v adas da na tu r e ;o~ das c a dei as de carbono que compõem 

grande parte de suas estrutura9. 

Segundo a estrutura gl'l seus esqueletos, os lipídeos sao 

classificados como: lipídeos complexos, que são constituídos por 

ácidos graxos e denominados lipídeos saponificáveis pois produzem 

sabões sob hidrólise alcalina; e lipÍdeos simples, que não contém 

ácidos graxos e não são saponificáveis. 

Os lipÍdeos complexos incluem os acilgliceróis, os fos

foglicerídeos ou fosfolipÍdeos, os esfingolipídeos e as ceras, que 

diferem entre si quanto à estrutura dos esqueletos aos quais os 

ácidos graxos ligam-se covalentemente por esterificação. Atualme~ 

te, mais de 100 tipos de ácidos graxos já foram identificados nos 

diferentes lipídeos de organismos vivos. Os lipideos simples in-
• 

cluem os terpenos e os esteróides. 

Os lipÍdeos que compõem a membrana sao polares, predom~ 

nando os fosfoglicerídeos e pequenas quantidades de esfingolipl 

deos. Na realidade, quase todos os lipÍdeos polares das células 

encontram-se em suas membranas. A percentagem relativa das 

espécies dife~entes de lipÍdeos nas membranas é característica do 

tipo de sistema de membranas, do órgão e da espécie de organismo, 

a razão molàr entre estas espécies de lipÍdeos aparece como sendo 

geneticamente determinada (ver por exemplo a referência (1)). 

Os lip!deos são biomoléculas orgânicas insolúveis em 
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agua, os quais podem ser extf~~~q~ das células e tecidos por sol

ventes apolares como: clorofõrmio, éter ou benzeno. 
~ i ,- : ~ 

seguintes: 

Entre as funções biológicas dos lipÍdeos ressaltamos as 

a) componentes estr~turais das membranas; 

b) forma de armazen~m~nto e transporte de combustível 
-- .-, 

metabólico; 

c) servem como pelíq~la protetora da superfície de mui-

tos organismos; 

d) identificadores da superfície celular, servindo para 

o reconhecimento do tipo de célula, especificação de 

espécies e imunidade de tecidos. 

Alguns lipideos combinam-se com outras classes de bio-

moléculas, por ligações covalentes ou. fracas, gerando moléculas 

híbridas como glicolipÍdeos (carbohidratos e lipídeos) e lipopro- . 

teínas (lipideos e proteínas) • Estas moléculas têm propriedades 

fÍsicas e químicas ~ funções biológicas específicas. 

Os ácidos graxos possuem uma cadeia longa de carbonos, . 
com um grupo metila terminal (CH 3), que pode ser saturada, ou in 

saturada. Quando a cadeia é insaturada, as ligações duplas apre-

sentam-se na configuração eis, raramente na configuração trans. 

Os ácidos graxos difl'!rem entre si pelo tamanho da ca -

deia de carbono (- CH 2 -) e pela posição das ligações duplas na 

cadeia insaturada. o número.de carbonos na cadeia dos ácidos gr~ 

xos presentes nos lipídeos das plantas superiores . e animais , 

pode variar entre 14 e 22 e é sempre um número par. Predominam as 

cadeias de 16 e 18 carbonos. Entre os ácidos graxos saturados en

contramôs o ácido palm!tico (c16 J e ácido esteárico cc
18

) e entre 

os insab.iràdos o ácido oiéico <c18J. 
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Nos ácidos graxos tn~~t~7ados com apenas uma ligação q~ 

pla, esta encontra-se entre os carbonos nas posições 9 e lO; quan 
,-,~ 

do há mais que uma ligação, a primeira ligação encontra-se nesta 
,._f \ 

mesma posição e as outras ent:.r~ ela e o grupo metila terminal (CH
3
). 

A cadeia dos ácidos (;Jfaxos saturados é flexivel e pode 

existir em várias configuraçã~s 1 pais cada ligação simples da es 

trutura dorsal da cadeia pode (;Jirar livremente, dando lugar a ro 

tações "gauche" (ver figura II!l). No entanto, a forma estendida 

corresponde à configuração de ~nergia minima e portanto, é a co~ 

figuração mais provável. Com o aumento de temperatura, aumenta-se 

a probabilidade de haver rotaçõ~s "gauche" em torno de ligações 

e-c, envolvendo energias de aproximadamente 0,5 Kcal/mol, que 

sao energias da ordem de kT, à temperatura ambiente (ver por exem 

plo a referência (11)). 

Para a cadeia dos ácidos graxos insaturados há uma res-· 

trição para o movimento de rotação devida às ligações duplas (ver 

por exemplo a referência (1)). 

Dentre os lipídeos, 'Ps mais comumente encontrados nas 

membranas sao os fosfoglicerídeos ou gliceroi-fosfatídeos. 

Nos fesfoglicerídeos um dos grupos hidroxílicos primá

rios do gliceról ê éstérificado pelo ácido fosfórico e os outros por 

ácidos graxos. às fosfoglicerídeos, além dos dois resíduos de áci 

dos graxos esterificados por grupos hidroxilicos nos átomos de car-

bono 1 e 2 do glicerol, rontán um grupo polar na cabeça, um álcool· designado 

po~ X-OH, cujo grupo OH é esterificado pelo ácido fosfórico. 

Os fosfoglicerídeos são moléculas anfipáticas pois pos

suem uma cabeça polar e cadeias de carbono apelares. 

8 



a 

Figura II.l - Esquema das configurações das cadeias 

acílicas dos fosfolipídeos, segundo a re 

ferência (11). 

(a) Configuração totalmente trans. 

(b) Configuração contendo várias rotações 

"gauche" na região inferior das ca

d~j,as. 

(c) Configuração contendo rotações "gau

che" e as cadeias apresentando uma 

in~linação de 30° com respeito a nor 

mal ao plano das cabeças polares, se 

gundo McFarland e McConnell (50) • 

OS diferentes tipos de fosfoglicerídeos diferem quanto 

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

estes lipideos possuem um ácido graxo saturado na posição 1 do 

glicerol e outro insaturado na posição 2 (ver figura II.2). 

O doí!ij?ósto fundamental dos fosfoglicerideos, gue serve 

como intermêB.iíl::tib :fiá biGsintese dos mesmos, é o ácido fosfatidi 

co, quê nili::i t:0riti3rct grupo polar alcoólico. 
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H 

I 
H-C 1-0H 

I 
H-C 2 -0H 

. I 
H-C 3 -0H 

I 
H 

Glicerol 

H 

li 
H-C -0-C-R 1 

.. I ~ 
Rcc -O-C 2-H 

. J l OH 

H-· C3-0 -~-OH 
I 11 

H O 

Acido Fosfatidico 

H 

I 
H-C 1-0-C -R 

li 
o 

R2-c-0-c 2-H 
11 I OH o I 

H-C 3-0-P-O-X 
I 11 
H O 

Estrutura geral dos Fosfoglicerídeos 

Figura rr·; 2 - Fórmula estrutural do glicerol, ácido fos 

fatldico e dos fosfoglicerldeos 

Os :fosfoglicerldeos ll\;;iis comuns em planto.s superiores 

e animais são: fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina que con

tém como grupo polar os aminoalcóois etanolamina e colina respec 

tivamenteiestes :fosfoglicerldeos sao conhecidos também como cefa 

lina e lecitina. 

A figUt'a II. 3 mostra a fórmula estrutural da fosfati -

dilcolina. 
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Cabeça polar 

H-C-H 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

o 1 H 

I I I I Cadeias acílicas 
H-c~-o-Í-oJ_~-H I . 

o H-C -o -C -!CH2 l,4--CH3 

H I ~ 

Figura II.3- Fosfatidilcolina 

Os aminoalcóois da fosfatidiletanolamina e fosfatidil-

colina (Figura II.3) têm carga positiva em pH = 7,0. Como todos 

os fosfoglicerideos possuem carga negativa no grupo fosfato nes-

te pH, estes dois fosfoglicerideos são zwitteriônicos, ou seja, 

a carga liquida na cabeça é nu~a quando pH = 7,0 (ver por exem

plo a referência (l)). 

Em geral, quando os lipldeos sao colocados em 

somente uma pequena fração forma uma solução molecular. 

Numa suspensão em meio aquoso, cuja concentração 

~ 

agua, 

~ 

e 

maior que a concentração micelar critica, as moléculas ordenam-se 

espontaneamente, submergindo o extremo polar e ocultando as zo-

nas apelares, formando arranjos do tipo de micelas (Figura II.4) 

ou veslculas. 
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Fig. II.4 - Estruturª micelar 

Em tais arranjos micelares, as cadeias de carbono evitam 

o contato com o meio :aquoso, formando uma fase hidrofÓbica inter

na, enquanto as cabeças polares que são hidrofilicas ficam expos-

tas na superfície das micelas. 

Os fosfolipldeos formam monocamadas na interface entre 

água e ar e bicamadas entre dois compartimentos aquosos. 

Os sistemas de multibicamadas que são formados em sus -

pensoes aquosas de fosfolipldeos, são denominados de liposomas. 

Tais sistemas são estudados como modelos de membranas 

naturais, as quais parecem conter como matriz da estrutura bioló-., 

gica, bicamadas de fosfoglicerideos como uma fase continua, do 

tipo bicamada molecular, de aproximadamente 60 R de espessura (ver 

por exemplo a referência (2)). 

11.2.2 - Proteínas ---

Podemos classificar as proteínas que sao encontradas 

nas membranas êomo (1,7): 

'"' Proteínas Integrais - que englobam mais de 70% das 

proteínas da membrana. Estas proteínas estão forteme~ 

te ligadas à porção lipldica e só podem ser removidas 

por processos drásticos. 
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As proteínas inte~F~i~ sao insolúveis em sistemq.s 

aquosos neutros, mq.s podem ser extraídas por deter -

gentes ou solventes orgânicos; 

- Proteínas Periféricas - são proteínas que se locali-

zam na superfície q~s membranas e podem ser facilme~ 

te removidas por p,~~çessos de extração suaves. 

II. 3 - O ESTUDO DE MJi;MBRANAS E OS MODEI.OS DE MEMBRANA 

Muitos métodos físicos vem sendo empregados no estudo 

de membranas biológicas. 

A microscopia eletrônica, um dos primeiros métodos em-

pregados para este estudo, revelou que as membranas possuíam uma 

estrutura com uma região de baixa densidade eletrônica de cerca 

de 50 a 100 g, compreendida entre duas regiÕes de alta densida

de eletrônica (59). Além disso, medidas de alta resistividade 

elétrica indicavam··a existência de uma fase continua de cadeias 

de carbono. 

Até 1960, o estudo de membranas evoluiu pouco devido 

às limitações das técnicas existentes: dificuldades em realizar 

medidas espectrofotométricas em substâncias do tipo lipideos. 

Por outro lado, as membranas como entidades particuladas restri~ 

giam a aplicação de várias técnicas de espectroscopia óptica, de 

vido à dispersão da luz. 

O estudo de membranas ganhou grande impulso com o sur-

gimento da cromatografia em fase gasosa para a análise química 

de lipideos e com o aperfeiçoamento e desenvolvimento de novas 

técnicas espet:bogriificas. 

Stein e colaboradores (60) utilizando a técnica de ca-
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lo~imetria diferencial de Vafr~ª~~~, apresentam resultados que 

evidenciam a presença de lip}q~qª ew forma de bicamadas em mem

branas obtidas de AcholeplasT~ f'~+~lawii. 
,·t ' 

Medidas através de téppicas de Raios X confirmam a or-

ganização em bicamadas dos lirideos de Acholeplasma Laidlawii 

(40) e Escherichia Coli (61). • 

Na última década, houve um grande avanço na elucidação 

de propriedades organizacional~ e dinâmicas dos componentes das 

membranas. 

Um dos conceitos bastante estudados é o da assimetria 

da membrana (62-65), tanto do ponto de vista das diferenças en-

tre o lado citoplasmático e o lado externo da membrana, como no 

arranjo de componentes num dado lado. 

Outro aspecto da assimetria que vem sendo estudado é o 

do arranjo heterogéneo no plano da membrana e o problema das s~ 

paraçoes laterais de fases de +ipideos e entre lipideos e protel 

nas, por ação da témperatura, ion ou pH, por técnicas de micras 

copia de fràturamento (66,67)'e método de marcador de spin (68). 

Uma técnica bastante utilizada no estudo de membranas 

e o processo dê reconstituição de membranas, onde através da re 

combinação de um número limitado de componentes tenta-se a re-

produção funcional da mesma (69). 

O estudo da mobilidade dos componentes das membranas, 

tanto lateral (no plano da membrana) como o transversal (flip-flop), 

tem sido feito por técnicas do tipo microscopia de fluorescência 

(70), Ressonância Paramagnética Eletrônica (71,72), foto-destrui 

ção de fluorescência (73). 

Attialméfite, vãriàs técnicas espectroscópicas têm sidc 
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utilizadas no estudo de prOJ;lf:!.lõllti~~li'!S estruturais e dinâmicas de 

membranas artificiais, tais como~ fluorescência, dispersão de 

luz, infravermelho, Raman, difração de neutrons, Ressonância 

Magnética Nuclear. e Ressonânç:i,Çt Paramagnética Eletrônica. 

O estudo de memb+anas biológicas e o interesse em en 
c-' .~' 

contrar um modelo que descr~y~~§e <:tS membranas de maneira condi

zente com a estrutura básica das mesmas, datam do início do sécu-

lo e final do século passado, 

Em 1855, Nãgelli sugere a presença de membranas, obser

vando que as superfícies das plantas unicelulares, algas, fungos, 

etc. eram impermeáveis a pigmentos presentes em soluções endo ou 

exoplasrnáticas, segundo a referência (3) 

Em 1896, E. Overton (54) sugere a membrana plasmá 

·tica corno componente de uma membrana maior (conjunto de membrana 

protetora e membrana plasmática) responsável pela limitação e co~ 

trole da difusão livre dos solutos, o que indica a pentieabilidade co 

mo característica básica da membrana celular. 

Esta membrana plasmática apresenta baixa permeabilidade 

a lons e uma permeabilidade relativamente alta a substâncias so

lúveis em lipldeos e no início do século, esta observação foi i~ 

terpretada sugerindo-se que a barreira de permeabilidade (membr~ 

na) tirthà earãter lipldico, pois moléculas apelares .têm grande 

solubilidade em solventes lipldicos (ver a referência (3)). 

Em 1925, o experimento realizado por Q:)rtel e Grendel (52) 

sugere as primeiras idéias sobre a organização molecular da mern-

brana·celulâr. Estes autores extrairam lipÍdeos de uma amostra 

que continha um número conhecido de eritrócitos e prepararam urna 

soluÇão dês tê§ lipfdeos em benzeno. Tendo dissolvi do a solução nu 
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ma tina pai:Cialmente cheia Q.E'j ~~\.la, observaram a formação de 

filme de moléculas polares de lipídeos sobre a superfície da água·. 

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

rã de uma molécula. Corter e Grendel verificaram também que esta camada 

superficial pode ser comprimida até certa área definida 1 pois a 

partir dai ela começa a ofer@cer resistênciaà compressao. Eles 

supuseram ,c então, que neste ponto os lipídeos formam um arranjo 

monomolecular ccrnpacto com suas cadeias de carbono esticadas ::pa:r;a 

o ar e as cabeças polares em contato com a água. A resistênc:j.a o

ferecida à compressão deve surgir da possibilidade desta força p~ 

xar uma cadeia para dentro da água ou tirar uma cabeça polaf pa

ra fora da fase aquosa. Eles compararam a área comprimida da'mono 

camada com a área estimada para o eritrócito de coelho, perco, 

homem, etc., e encontraram ]liDa razão de 1,8 a 2 para l,respecti 
.< -

vamente. Isto sugeriu a disposição dos lipÍdeos em forma de ' uma 

folha bimolecular (bicamada). 

Com base nestas observações e no comportamento físico 

de uma dispersão lipÍdica aquosa, sugeriu-se que as cadeias de car

bono compÕem a parte interna da membrana e o grupo polar hidrata

do encontra-se na interface dá membrana (ver a referência (3)). 

Em 1935, Danielli e pavson propuseram o primeiro modelo 

estrutural para membranas biológicas, também conhecido como mod~ 

lo paUcimolecular (4). 

Este modelo consiste em considerar a membrana como uma 

bicamada de lipÍdeos, coberta por duas camadas de proteínas ou 

polissacarídeos c'tsorvidas na, superfície devido a baixa tensão 

superficial (4),carrc mostra a figura II.4. Segundo osautores do 

modelo1 este filme de lipÍdeos é capaz de distinguir moléculas de 
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L 
tamanhos e solubilidade difer~nt,es e íons de cargas diferentes (4) • 

Este modelo, mais tarde, foi reformulado por seus auto-

res com base nas propriedades das proteínas, considerando então, 

que as proteínas associadas a uma membrana difundem-se como uma 

camada macromolecuiar. 

Mais tarde propôs-se que as proteínas podem ser incor-

poradas de maneira a interromper a camada de lipídeos em certos 

lugares, formando canais de proteínas, como poros, através da ca 

mada lipldica, o que reforçou a possibilidade de haver uma estru 

tura de poros de dimensões moleculares nestas membranas
1

que pu

desse explicar a permeabilidade das membranas (5). 

EXTERIOR 

, 
LIPIDEOS 

INTERIOR 

Figura II. 5 - Representação Esquemática do M:Jdelo de Danielli 

e Davson ou modelo paucimolecular, segundo os 
autores (4) 

De 1936 a 1960, enquanto experiências de raios X, pola

rização óptica e e1étrica e permeabilidade evidenciavam a existên-

cia de uma estrutura do tipo do modelo de Danielli e Davson para 
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as membranas, o surgimento de t.~cn:i;cas mais sofisticadas, como 

microeletrodos 1 "voltage clamp'! I'! O\ltras, começou a evidenciar 

certos comportamentos das membrqnq~ :i;nexplicáveis por tal mode-,., . ' - -· . 

lo tais como o potencial de açio. No entanto, durante este pe

rlodo o modelo pauéimolecular qinda continuou sendo aceito por 

falta de outro modelo mais abrangente. 

Em 1960, J.b. Robertson (ver a referência (6)), basea~ 

do-se nos resultados obtidos por raios X e microscopia ·eletrônica 

reelabora o modelo paucimolecular sugerindo o modelo de membrana 

unitária. A membrana unitária tem estrutura assimétrica sendo que 

a fase lipldica apresenta-se na fase smética. A camada lipidica 

está coberta por monocamadas de moléculas não lipldicas (6). 

À diferença do modelo paucimolecular, o modelo da mem-

brana unitária admite que a espessura do filme monomolecuJ.ar que 

cobre a estrutura lipÍdica pode variar, como se admite uma assi-

metria na composição química do mesmo. 

A membrana unitária como um todo tem e!3pessura de 80 o.a 

90A0
, enquanto a bicamada de lipfdeos varia entre 60 e 70A

0 
(ver a 

referência (2)). 

Figura II.6 - Modelo de membrana unitária 
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Por volta de 1966, Green e colaboradores (55), propuse-

raro o modelo de subunidades, para explicar resultados experimen-

tais obtidos por microscopia el~trônica para membranas de mito -

côndria, segmentos'externos de fotoreceptores de bovino, membra-

nas de cloroplastos e outras. O modelo sugere a membrana como 

sendo formada de unidades lipoproteicas que se repetem num congl~ 1 

merado polimérico e os autores desenvolvem uma teoria sobre a for 

mação da membrana. Esta teoria depende fundamentalmente das res

trições impostas pelos fosfolipldeos, sobre as interações entre 

as unidades repetitivas. No entanto este modelo não explica sa-

tisfatoriamente certas propriedades das membranas, tais como ati 

vidades enzimáticas. 

Em 1968, Lenard e Singer (74) propuseram um modelo de 

bicamadas de lipldeos que são atravessadas por cadeias polipept! 

dicas simples (Figura II.7). As partes achuradas no modelo deve-

riam estar ocupadas por constituintes relativamente apelares (r~ 

slduos de amino-áqidos hidrofóbicos ou lipldeos). 

Figura II.7 - Modelo de Lenard e Singer segundo 

os autores 
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Este modelo foi perc~rsor do modelo aceito, atualmente, 

como o mais apropriado e termodinamicamente compatível com o com 

portamento das membranas biológicas, que é o modelo mosaico-fluí-

do. ( 8) 1 que será descri to a seguir. 

11.4 - MODELO DO HOSAICO FLUIDO 

Em 1972, Singer e Nicolson (8) propuseram o modelodom9. 

saico fluído para membranas biológicas no qual supõe-se que os fos 

folipídeos da membrana estão arranjados numa bicamada fluída ou 

matriz líquido-cristalina. 

Este tipo de bicamada, que pode ser idealizada como uma solu.,. 

ção viscosa bidi!rensional orientada, de moléculas de lipideos, o que facilita 

explicar a fluidez, a flexibilidade e a resistência elétrica características 

da membrana, alÉm da relativa permeabilidade a moléculas polares, devido ao 
tipo de movimento das moléculas na bicamada • 

o modelo é consistente com as restrições impostas :•pela 

termodinâmica. Neste mcxlelo encontramos proteinas intrínsecas (integrais) à 

membrana, embebidas na matriz lipídica. Estas proteínas fonnam con . -
juntos heterogêneos de moléculas globulares, cada uma das quais a_!: 

ranjadas em estrutura anfipática, ou seja, com os grupos iônicos 

e polares saindo da membrana para a fase aquosa e os grupos ap9_ 

lares incrustados no interior hidrofóbico da membrana. Evidências 

experimentais indicam que as proteínas de vários tipos de membra~ 

nas, em média, apresentam uma quantidade apreciável. de estrutu 

ras em hélice - a. (53), o que sugere a presença de uma grande parte delas 

na forma globular. Algumas proteínas encontram-se parcialmente e~ 

bebidas na matriz liVÍdica, penetrando somente por um dos lados 

da bicamada e outras atravessam completamente a mesma. Neste caso, 

a espessura da membrana será assimétrica, pois dependerá da P~. 

fundidade de penetração da proteína na membrana. 

20 



A estrutura mosaicq~t+~~do nao e estática nem fixa, pois 

as proteínas são livres para SEl difundirem lateralmente, €m duas 

dimensões pelo meno~, em algu!J)as membranas (8) • 

A viscosidade relativa da bicamada de lipÍdeos é consi~ 

der ada corno sendo de 100 a 1000 ve:;:;es maior que a da água (ver a referência (1)). 
i -, 

A matriz de fosfolipÍdebs é organizada em forma de uma 

bicamada fluída descontínua, ap~sar de haver uma interação especf 

fica entre certa quantidade de lipídeos e as proteínas da membra

na. O modelo mosaico-fluído não considera interaçõe::; fortes. entr~ 

lipídeos e proteínas (8). 

Singer e Nicolson apresentam em seu trabalho evidências 
experimentais, obtidas por técnicas diferentes, da validade do 

modelo (ver a referência (8)). 

Este modelo explica satisfatoriamente álgumas propriedades e c;ara~ , 

teristicas das menibranas biológicas, tais cano a assimetria da membrana +:tui i 

ral, em te:rmos de diferenças entre o lado citoplasmático e o lado e~o da 

bicamada; propriedades,elétricas e permeabilidade das membranas, etc. (ver 'por 

e~lo referências (1,8)). 
Em 1977, 'Israelachvilli (9) propôs um refinamento do 

modelo do mosaico fluido para membranas, considerando 

fatores termodinâmicos e de empacotamento molecular . 

. Tal c.:>mo Singer e Nicolson, Israelachivilli não prevê 
' i ·: 

interações fortes entre proteínas e lipídeos, mas 'faz conside 
;i "7 

rações geo~étricas sobre o empacotamento molecular, sobre as alte 
I I . 

rações produzidas na bicamada pela presença das proteínas e sobre 

o arranjo dos lipídeos mais próximos a uma proteína. A confi •.· 

guração das cadeias de carbono dos fosfolipídeos próximos a uma· 

proteína é' relacionada à entropia configuracional do resto da bi 

camada. (9) • 

I 

I 
I 
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Figura II. 8 - Representação esquemática do modelo do mosaico 

fluido para membranas biológicas proposto por 

Singer e Nicolson, segundo os autores (8) • 
. 

II.S -OS MODELOS DE BICAMADAS E SUAS CARACTERÍSTICAS 

PRINCIPAIS 

Se por um lado realizam··se experiências com membranas 

naturais no intui to de aprimorar os conhecimentos sobre sua estru

tura, a nível molecular, suas propriedades e funções; por outro lado, realizam

-se· experiências com modelos de membrana que reproduzem até certo ponte::, as 

funções e propriedades das membranas biológicas. 

A base dos modelos de membrana utilizados e a bicamada 

de fosfolipídeos, cuja estrutura termodinamicamente estável surge de inte-

rações do tipo hidrofóbico e de Van der Waals entre as cadeias alifáticas dos 
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fosfolipideos; de forças eletrostátie<jl'j e de ligações feitas através de pontes 

de hidrogénio entre as cabeças polar1;3~ e a água (ver a referência (2)) • 

Medidas de calorimetria diferencial de varredura 
' . ,, (56) I' . 

ressonância magnética, espectroscopia óptia:a e difração de raios x 

(41, 57), têm permitido determinar o estado conformacional das ca-
. ! 

de ias acilicas dos fosfolipideos nas bicamadas e as mudanças des' 

te estado em função da temperatura. ·Tais mudanças conformacionais 

das cadeias acilicas em função da temperatura evidenciam uma 

transição ordem-desordem na bicamada, para certa temperatura Te' 

denominada temperatura de transição de fase (que no caso do di

palmitil lecitina é aproximadamente 42°c - ver por exemplo a re 

ferência ( 11) ) • 

Para temperaturas menores que Te' as cadeias acilicas 

estão provavelmente na configuração totalmente trans e rígidas, 

e alguns autores denominam tal estado de "estado gel". O aumento 

da temperatura gera o aparecimento de rotações "gauche" ao re-

dor de ligações e-c, os quais levam a um estado de maior desor

dem das cadeias, onde a ordem a longo alcance desaparece e a bi 

camada comporta-se como um líquido bidimensional. Tal estado é 

denominado "estado fluido", "estado liquido-cristalino" ou fase 

lamelar a (L ) • 
a 

A. Tardieu e seus colaboradores (57) utilizando técni-

cas de difração de raios X, estudaram extensivamente a estrutu

ra e o polimorfismo das cadeias acílicas de uma série homóloga 

de lecitinas sintéticas (com cadeias de diferentes tamanhos), 

da leci tina de ovo e de uma leci. tina sintética com cadeias het.e 

rogêneas, em misturas de lecitina e água. Os autores apresentam 

seus resultados sobre a fase L , comum a todas lecitinas (acima 
a 

de Te)' confrontando-os com resultados obtidos por outros auto-
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res e evidenciam a importânciª d~sta fase da bicamada, já que 
' 

do ponto de vista químico as ça,~~ias de carbono comportam-se c2 

léculas em líquidos miscíve}s 1 totnando-se até certo ponto in

sensíveis a heterogeneidades ~~i~}ças, mesmo na presença de 

grandes quantidades de "impurli'lzas" (por exemplo: coleste~ol) (57) • 

. Além disso, Tardieu e seus colaboradores apresentam re

sultados obtidos sobre as possíveis conformações das cadeias ací

licas, abaixo da temperatura de transições, o que varia de acor

do com o tipo de lecitina. Dentre estes resultados encontram-se 

os referentes ao dipalmitil lecitina (â temperaturas menores que 

Tc), que segundo os autores apresenta-se na fase lamelar fl' (Lfl,.), 

fase esta comum às lecitinas sintéticas e caracterizada por ca-

deias rígidas, paralelas, empacotadas com desordem rotacional nu 

ma rede quasi-hexagonal com as cadeias formando certo ângulo(en

tre 17° e 33°) com respeito à normal ao plano lamelar; ao contr~ 

rio das lecitinas naturais e lecitinas sintéticas de cadeias he-

terogêneas, que são encontradas na fase lamelar fl (Lfl) , caracte

rizada por cadeias·· rígidas, paralelas, empacotadas com desordem . 
rotacional numa rede hexagonal, com as cadeias orientadas perpe~ 

dicularmente ao plano da bicamada. 

Tardieu e colaboradores comparam seus resultadosobti..;. 

dos para o DPL com os obtidos por Pinto da Silva (58) , que uti-

lizando microscopia eletrônica apresenta evidências da bicamada 

de DPL encontrar-se na fase Pfl'' que corresponde a fase Lfl'' s~ 

jeita a ondulações periódicas. Eles supõem, então, que a bicam~ 

da pode apresentar-se na fase Lfl' ou Pfl'' conforma as perturba

ções a que a bicamada fica sujeita. 

Nagle (11) tentou descrever a termodinâmica das transi 

çoes de fase termotrópicas, em bicamadas de DPL, através de um 
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modelo microscópico de ordem e desordem e obteve resultados con 

cordantes com os obtidos expertm~ntalrnente para a transição 

principal (~ 42°C) • 

II. 6 - OS HIDROCARBONETOS AROMÁTICOS 

Os hidrocarbonetos aromáticos apresentam estrutura poli:_ 

cíclica e possuem um tipo especial de insaturação. Esta família 

de compostos tem sua estrutura baseada na do benzeno (C
6

H
6

) • 

Informações obtidas por técnicas de raios X e espectro~ 

copia óptica de fluorescência indicaram que o benzeno apresenta-se 

corno urna molécula plana, em forma de um hexágono regular,. com li 

gações C- C iguais em ângulos de 120°. Não existe nenhum tipo 

de ligação simples entre pares de elétrons , localizadas entre p~ 

res de átomos que seja consistente com estes dados geométricos. A 

ligação entre os átomos de carbono neste tipo de estrutura é fei 

ta pelos chamados elétrons 'IT, que são elétrons localizados entre 

pares de átomos, mas que podem deslocar-se entre os átomos 

anel benzênico. Em função deste tipo de ligação o benzeno 

do 

pode 

ser considerado corno um híbrido de ressonância entre duas estrutu 

ras extremas (12) corno vemos na Figura II.9. 

Alguns hidrocarbonetos aromáticos policíclicos com alto 

ponto de ebulição são, provavelmente, as substâncias respons~ 

veis pela propriedade de produção de câncer do alcatrão e Óleos 

minerais (13), Kennaway (14, 15) estudou a produção de câncer em 

animais (em particular ratos) por substâncias com atividade carc.!_ 

nogênica , substâncias estas produzidas por aquecimento de acetile 
. -

no ou isopreno em atmosfera de hidrogênio. O estudo da fluores-
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cência de tais substâncias indicou a presença de hidrocabonetos 

aromáticos policíclicos (ver a referência (16)). 

O-· ·O 
Figura II. 9 - Representações dos hÍbridos de ressonan-

cia do anel benzênico. 

Cook (13) estudou a açao carcinogênica de um grande nú

mero de compostos aromáticos de estrutura conhecida. Estudos pos

teriores de Cook e colaboradores (16) sobre a produção de câncer 

por hidrocarbonetos puros
1

evidenciam o fato de que hidrocarbone

tos aromáticos com impurezas apresentam atividade carcinogênica, 

enquanto que os hidrocarbonetos aromáticos puros, os quais sao 

praticamente insolúveis, não produzem tumores em animais, com ex-

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

Experiências realizadas oam 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno por es

tes autores (16) indicaram que tal substância purificada cc:rn ácido sulfúrico é 

tão ativa quanto no estado menos purificado. Isto indica que a 

atividade carcinogênica deste hidrocarboneto não surge da incorpora-

ção de irnpuzezas a sua estrutura, o que não se pode afirmar para 

os outros compostos aromáticos que apresentam atividade carcino

gênica. A diluição do 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno em benzeno re 

tarda a aparição e diminui a produção de tumores em ratos. A in

clusão do grupo metil (CH 3) na estrutura do 1, 2, 5, 6 - dibenzan 
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traceno, formando o derivado 3'·m~til-1,2,5,6 - dibenzantraceno 
' 

diminui sua potência carcinogência (16). 

Cook e seus colaboradores (16) sugerem, baseados nos 

resultados de suas experiências, que as alterações na estrutura 

molecular dos hidrocarbonetos aromáticos podem modificar o grau 

de atividade carcinogênica dos mesmos no sentido de aumentá-lo 

ou diminui-lo. Surgem também evhlências experimentais de que as 

moléculas que apresentam anéis benzênicos n~s posições 1, 2 e 

5, 6 do sistema de anéis do antraceno (ver figura 11.10) aprese~ 

tam atividade carcinogênica (16). 

5 lO 4 

ANTRACENO 

1
1
2,5 1 6 - DIBENZANTRACENQ 

Figura 11.10 - Antraceno e 1, 2, 5, 6 - Dibenzantraceno 

Se considerarmos que os hidrocarbonetos devem atingir 

certas células particulares,. sobre as qua.is atuarão e que depen-

dem do transporte através de um meio aquoso, contendo complexos 

lipoproteícos e outros agentes solubilizantes, é importante conh~ 

cer a solubilidade destes compostos. Um estudo neste sentido foi 
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realizado por Davis e colaboradorE:s (17). Eles estudaram a solubilidade em 

água de 31 hidrocarbonetos aromáticos diferentes, usando métodos a 

propriados para determinação de solubilidade (18). 

Em 1967, Snart (19) .:realizou um estudo sobre a intera

çao molecular de seis tipos diferentes de hidrocarbonetos aromáti 

cos em monocamadas lipÍdicas preparadas com lecitina de ovo. Ele 

estudou também a interação destes hidrocarbonetos com uma monocama 

da mista de lecitina e colesterol. 

Belmonte e Swarbrick (20) estudaram o comportarrento de dois 

isômeros do dibenzantraoeno em monocamadas insolúveis ~e lipldeos. As monoca

das insolúveis são mcrlelos que imitam bem as interfaces biológicas, onde su

pÕem-se que os hidrocarbonetos aromátioos atuam na produção de cánc.er. Eles 

estudaram: o 1, 2, 3, 4 - dibenzantraceno que tem baixa atividade carci-

nogênica e o 1, 2, 5, 6 - dibenzantraceno que tem alta ati vidade 

carcinogênica. Há uma forte associação entre os lipídeos e estes 

dois isômeros, mas quando a pressão superficial é alta, não há de 

sorçao dos mesmos n·às mono camadas. Para mono camadas mistas de le 

citina e colesterol, o 1, 2 ,· 5 , 6 - dibenzantraceno associa-se 

com o coles te rol, o mesmo não acontecendo com o l, 2, 3, 4 - d!_ 

benzantraceno. Há um comportamento intermediário em monocamadas 

mistas, quando co:rrtparado ao descrito em relação a filmes puros de 

lipídeos. 

Sanioto e Schreier (21) fizeram um estudo sobre as tra~ 

sições de fase em bicamadas lipídicas induzidas pela incorporação 

de hidrocarbonetos aromáticos de diferentes graus de ação carci-

nogênica · nas mesmas, utilizando marcadores de spin e analisando os 

espectros de ressonância paramagnética eletrônica (RPE) obtidos. Este esb.ldo 

indioou que há urna diferença rrarcante entre os compostos carcinogênicos e não 

carcinogênioos, pois os primeiros poder)l induzir uma transição, na bicamada hos 
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p;rleira, da fase gel para urna fase Hc:wiqa-cristalina mais fluida. Os autores 

deste estudo também associaram os efeitos qbservados por RPE com a correlação 

já conhecida entre o tamanho da mol~cqlf! de hidrocarboneto e o aumento na po

tência carcinogênica. 

Os hidrocarbonetos sao intercalados nas bicamadas de Di 

palmitil Lecitina .(DPL) em diferentes proporções. o espectro de RPE do marcador 

de spin em DPL puro apresenta um grau pequeno de anisotropia, .·; o qual 

aumenta conforme incluem-se os hidrocarbonetos aromáticos. Quanto' 

maior o tamanho da molécula inclusa, maior o grau de anisotropia. 

Como as alterações que surgem nos espectros são semelhantes as 

provocadas por uma mudança de fase, Sanioto e Schreier sugeremque 

os hidrocarbonetos intercalam-se entre as cadeias de carbono e 

acarretam uma diminuição na interação fosfolipideo-fosfolipÍdeo e 

xistente na bicamada. 

Os hidrocarbonetos aromáticos não-cancerígenos, cujas 

moléculas são menores, não induzem tal efeito de transição, ou se 

induzem o mesmo nao e significativo. Os hidrocarbonetos aromáti-

cos,cujas moléculas·são menores,são solubilizados de forma dife . 
rente dos que possuem atividade carcinogência reconhecida (e cujas moléculas 

são maiores ) os. quais alinham-se paralelamente às cadeias acílicas 

dos fosfolipídeos. Isto indica que a permeabilidade destes compo§_ 

tos cancerígenos através da membrana é diferente, o que pode 

constituir uma das características da potência carcinogênica. 

Os hidrocarbonetos aromáticos por nós escolhiàos neste 

trabalho foram: pireno., considerando como não cancerígeno, ou de 

baixa atividade carcinogênica; o 3, 4 - benzopireno e o 1, 2, 5, 

6 - dibenzantraceno que apresentam alta atividade carcinogênica. A fi 

gurá II.ll apresenta:à fórmula estrutural do pireno e 3, 4 

benzopireno. 
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Sanioto e Schreier (21) prop3em urra ordem crescente p~ 

ra os hidrocarbonetos aromáticos segundo o tamanho da molécula e 

a indução da transição de fase. Segundo esta ordem, os hidrocarb:?_ 

netos aromáticos por nós utilizados estão dispostos da seguinte 

maneira: 

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

reno. 

Por outro lado segundo Ccok e colaboradores ( 16)" o 1, 2 , 5, 6 -

dibenzantraceno possui alta potência carcinogênica, produzindo tu 

mores malígnos tanto puro como com impurezas. 

9 

4 5 

~7 

6 

PIRE NO 3, 4 - BENZOPJRENO 

Figura II.ll- FÓrm~la estrutural do pireno e 

3, 4 - b enzopireno. 

9 

O 3, 4 - benzo pi r e no também tem uma a ti v idade carcino 

gênica bastante significativa e tem sido bastante estudado, pois 

é um dos agentes do câncer pulmonar. Este composto é encontrado 

no alcatrão do tabaco. 
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Segundo o trabalho de Davis e colaboradores (17) , o grau de solubi 

lidade em água al.liTentaseguridO a mesma ordem proposta por Sanioto e 

Schreier, sendo que o 1, 2, 5, ~ - dibenzantraceno e o 3, 4 - b.en 

zopireno estão separados por ap~nas um grau de solubilidade na 

classificação proposta. 

Os resultados por nos obtidos quanto às perturbações e~ 

truturais provmcadas por estes hidrocarbonetos em bicamadas de DPL, 

são apresentadas no CapituloV. 
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CAPÍTULO III - A DIFRAÇÃO DE RAIOS X POR MEHBRANAS 

III.l -INTRODUÇÃO 

A utilização da técnica de difração de Raios X na re

solução da estrutura de certas moléculas biológicas, estruturas 

estas bastante complexas, nos permite determinar o posicionamen 

to dos átomos com uma resolução de aproximadamente 2 A0
, atra 

vés da uti!ização de métodos de refinamento para o cálculo da 

distribuição de densidade eletrônica. 

No caso das membranas modelo por nós estudadas, nao 
~ 

e 

possível chegar a uma localização precisa dos átomos nas 

madas por duas razões importantes: 

1. Não se trata de sistemas tridimensionais 

bica-

perió-

dicos, como no caso de proteínas, que são estudados no estado 

cristalino. 

2. As amostras de membranas sao mantidas em condiçÕes 

de umidade constante, para simular melhor as condições naturais 

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

de difração por nós obtidos contém no máximo uma dezena de refle

xces do tipo (00~). ~Comparando estes diagramas com os que em ge-

ral são obtidos para cristais de protelnas, os quais contém, mi-

lhares de reflexões do tipo (hk~), é fácil ver que a nossa análi

se não nos permite obter mapas de densidade eletrônica muito deta 

lhados. 

Devemos ressaltar também, que a difração de raios X 
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nos possibilita calcular uma m~pia temporal e espacial da estru 

tura, haja vista o longo tempo de exposição necessário para a 

obtenção dos diagramas e em geral o alto grau de liberdade dos 

componentes da membrana. 

A radiação difrataga pelas membranas~aturais ou empi 

lhadas artificialmente, como np nosso caso, dá origem a um es

pectro de Bragg, já que as bicamadas de fosfolipídeos empilhadas 

apresentam um espaçamento bast~rte regular. 

Se por um lado, o arranjo comporta-se como uma estrutu 

ra unidimensional, na direção perpendicular ao plano das bicama

das, por outro lado, as cadeias de carbono arranjam-se numa es -

trutura lateral que difrata independentemente. A intensidade di

fratada na direção equatorial, permite calcular a distância en

tre as cadeias de carbono da bicamada. Esta distância varia de 

4,3 ~ a 4,6 ~, dependendo da configuração das cadeias na bicama

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

Desta forma, podemo~ obter informações sobre a estru

tura interna das membranas, tanto a partir da difração lamelar 

como daquela devida ao er.-.pacotarnento lateral ·(na direção equatorial) . 

Podemos considerar o problema da difração lamelar como 

os planos das bicamadas moleculares refletindo os raios X é in -

traduzindo diferenças de fase devidas à separação espacial dos 

mesmos. 

Estas diferenças de fase introduzidas pela separaçao · 

espacial devem ser iguais a múltiplos inteiros do comprimento de 

onda dos raios X, para que os raios difratados surjam da interf~ 

rência construtiva da radiação espalhada (ver figura III.l). 
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Fig. III.l - Esquematização da difração de Raios X por 

bicamadas de fosfolipideos de espessura d 

~ 

A lei de Bragg e escrita como: 

2d sen e = n À (III.l) 

onde n é um número inteiro e define a ordem de reflexão, e é o 

ângulo forma?o pelos feixes incidente e difratado com o plano di 

fratante (ângulo de Bragg) , ~ é o espaçamento interplanar (espe~ 

sura da bicamada de fosfolipideos) e À é o comprimento de onda 

dos raios X. 

Da equaçao III.l, vemos que para um dado À, quanto maior 

o espaçamento menor será o ângulo de Bragg. 

Os diagramas de difração dos arranjos lamelares das 

membranas são obtidos na região de ângulos pequenos (e< 5°), d~ 

nominada região de baixo ângulo. Isto se deve ao fato da espess~ 
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ra da membrana ser da ordem 9e a~gumas dezenas de angstroms e Àser 

muito menor que a espessura. 

Sob estas condições sen 8 ~ e. 

As reflexões que apqr~çem no diagrama ocorrem em pos~ 

çoes definidas por múltiplos ':i-nteiros do inver~Õ do espaçamento 

lamelar tn/dl • 

Assim, as posições das reflexões no diagrama de difra 

çao, nos levam à dimensão da unidade repetitiva e as intensida

des registradas no diagrama, dão informações sobre a variação da 

densidade eletrônica p(x), na direção perpendicular ao pl~ 

no da membrana, tal como veremos mais adiante. 

Na realidade, tais intensidades estão afetadas por 

aberrações e d~vem ser corrigidas, segundo o descrito no item 

III. 4. 

' 
III.2 A TEORIA ENVOLVIDA 

Sabe-se que quando os raios X sao difratados numa cer

ta direção do espaço por um cristal, arranjo de átomos ou no ca 

so, por membranas, apresentando máximos de intensidade, as con 

dições de Laue, e portanto a condição de Bragg, que corresponde 

a um formalismo matemático roais simplificado das primeiras, de

vem ser satisfeitas nessa direção . 

.., 
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d 

Figura III.2 - Representação esquemática dos veto-

+ + e"'"b· res S, S o. 
e do conjunto de pl~ 

nos paralelos usado para a dedução 

da Lei de Bragg no caso unidimensio 

nal. 

Chamamos de S
0 

e S, aos vetores unitários nas di r e-

çoes dos feixes incidente e difratado pelos planos, respectiva-

b
+ + + mente. Definimos o vetor = s - 8

0
, perpendicular aos pla-

nos, como na figura III.2 (ver por exemplo referência (24)) ,onde: 

+ 

I b I = 
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Para se obter intepf~+&ncia construtiva,as ondas esp~ 

lhadas devem estar em fase, portanto a diferença de caminho en

tre elas deve ser igual a um nQwer9 ~nteiro de comprimentos de 

onda, o que nos leva à lei Çl.e ~ragg dada pela equação CIILll, 

que permite determinar a distâncií=J. interplanar do arranjo consi 
;._ .<': ' ---

derado. 

Portanto: 

I b I = 1 ---a.- = 
2 sen 0 

À 
se n=l . (III.3l 

Podemos obter informações a respeito da estrutura des 

te arranjo, através das intensidades registradas, como veremos 

a seguir. 

Consideraremos um conjunto de N átomos cuja posição e 

+ + + + 
dada pelos vetares xl' x2' x3' • • • I ~, a partir de uma origem 

arbitrária. Se fl' f2, f 3, ... , fN sao os fatores de espalhame_!! 

to dos N átomos, i.e., a amplitude de onda espalhada por cada um 

deles (sob um certo ângulo e um dado À), a transformada de 

Fourier da densidade eletrôni~a do n-ésimo átomo, f , é proporn 

cional à amplitude de espalhamento de um elétron isolado (ver 

por exemplo a referência (25)) • 
..,. 

A amplitude F(b) da onda resultante é obtida da adição 

das ondas espalhadas pelos N átomos, levando-se em conta as di-
..,. 

ferenças de fase geradas pelas diferentes posições x. de 
J 

átomo. Assim, 

..,. 
F(b) = 

N 
l: 

j=l 

cada 

(III.4) 

Este tratamento é feito no caso de termos N átomos 

atuando como centros espalhadores individuais na amostra. No en-
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tanto, pode-se descrever a distribuição dos N átomos difratantes 

por uma função densidade el~trônica p(~), onde p(~) dá o número 

de elétrons por unidade de volume, num elemento de volume dvx do 

espaço real (pois a influência dos núcleos atómicos é desprezi-

vel) , 

(III.S) 

integrando sobre todo o espaço real (V) • Esta equaçao é diferen-

te da equação (III.4), que integra apenas numa cela unitária. 

Inversamente,, pela transformada de Fourier, integrando

-se no espaço reciproco (V*) (ver por exemplo a referência (26)), 

podemos escrever: 

p(~) = J F(b) exp(21li b.i) dvb 
V* 

(III. 6) 

Para uma onda eletromagnética, a intensidade é propor

cional ao quadrado da amplitude, que neste caso é IF(b) I. Quan-

7 
do a integração é feita apenas sobre uma cela unitária, F(b) r~ 

cebe o nome de fator de estrutura. A intensidade teórica seria 

então, 

(III. 7) 

Entretanto, a intensidade observada nao coincide com 

a teórica, podendo ser obtida da rr.esma através de diversas cor 

reções, algmnas das quais serão descritas mais adiante. 
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À primeira vista, ~~ t~~os a intensidade difratada, 

podemos calcular a amplitude Qe qnda difratada e determinar a 

função densidade eletrônica da membrana . No 

ção (III. 41 : 

+ N 
+ ..,. 

entanto, da equ~ 

F (b) = L: f. e~p (- 21Ti b. X • )--
J J 

ou seja, 
..,. 

F(b) é 
+ 

F (b) 

onde 

+ 
A(b) 

e 
..,. 

B (b) 

j=l 

um número 

= 

= 

N 
= L: 

+ 
A(b) 

N 
l:. 

j=l 

j=l 

+ 

f. 
J 

. ) . 

complexo 

+ 
i B (b) c.nr.Bl 

,. + 
c os (21T b.xj) (III.9) 

(III .lO) 

Portanto, há um ângulo de fase <!> (b) associado a ca-

da amplitude de onda difratada. 

F (b) =IF c'bl I exp i <!> (b) ) (III .11.) 

Ou seja, 

<!> (bl t.g B (b) = are + (III.l2) 
A (b) 

Com, 

A(b) = IF (b) I c os <!> (b) (III.l3) 

sen <!> (b) (III .14) 
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Há então, um fator (!e !~se associado a cada amplitude, 

que nao pode ser obtido diretamente do diagrama de difração, que 

contém apenas informações sobre as intensidades. No entanto e 

necessário conhecer este fator de fase para calcularmos a fun -

ção densidade eletrônica pel& equação (IÜ.6) ;-que é reescrita 

como: 

p(~) = J \F(b) \ exp{i(2n b.1 + cp(b))} dvb 
V* 

III.3 - O PROBLEMA DA DETERMINAÇÃO DAS FASES DO 

FATOR DE ESTRPTURA 
-----------~---

(III .15) 

O problema da determinação de fases da amplitude difra 

tada tem sido extensivamente estudado e discutido, e as solu-

çocs apresentadas, em geral, são bastante complexas, principal-

mente no caso de cristais, onde temos centenas de reflexões num 
·, 

diagrama. Este problema representa a maior dificuldade para o 

cálculo da função densidade eletrônica de uma dada amostra, a 

partir do diagrama de di;':ração, pois ele deve ser resolvido an-

-+ 
tes de se calcular p(x). 

Se considerarmos uma estrutura centrossimétrica, tal 

- -+ -+ como no nosso caso, para todo atomo em x existe outro em - x. 

Desta forma, 

-+ 
B(b) = 

N 
l.: 

j=l 

se anulará por simetria. 

Assim, 
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tg ''"' ~ o • ''"' ,~~ (III.l6) 

o fator de estrutura op qm~litude da onda difratada, 

pode ser escrito como: 

(III.l7) 

Se representarmos em gráfico as intensidades difratadas 

por uma estrutura centrossimétrica unidimensional, como função 

de b, veremos que a intensidade será proporcional a cos 2 ~(b), e 

encontraremos uma curva de car~ter ondulatório, apresentando v~ 

rios picos localizados para valores de JbJ = ~, onde os ns sao 

números inteiros. Nos pontos de intensidade nula, o fator de e~ 

trutura também será nulo, o que indica uma mudança de fase das 

amplitudes, de zero a n ou vice-versa (ver por exemplo a refe-

rência (23)). 

Resta-nos então determinar a combinação de fases que 

descreve a estrutura. 

ri 
O número de combinações possíveis é dada por (2) max, 

onde rimax é o número total de reflexões obtidas no diagrama. 

Existem alguns métodos, que nos permitem determinar 

tal combinação, tais como o "método de inchamento" descrito por 

Levine e Wilkins (28) e o "método de substituição isomorfa", en 

centrado na literatura usual sobre difração de raios X. 

o método por nós utilizado consiste em tomar um mode

lo baseado na composição química da amostra, para a distribui

ção de densidade eletrônica, como base de comparação. 
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No caso da amostra qe OPL puro, utilizamos a combina 

çao de fases apresentada como resultado no trabalho realizaqo 

por Zaccai, Blasie e Schoenborn (29). 

' 
Para as amostras com inclusões de hidrocarbonetos aro-

máticos: PPL com pire no, 

1, 2, 5, 6-dibenzantra:::eno, 

Of'L com 3, 4-b enzopireno 
. ' (2)~ 

testamos as --~·~-

e PPL com 

combinações 
2 

possíveis. 
n 

O fator 2 dividindo (2) max surge do centro de. 

simetria proposto para a estrutura. 

Dos resultados obtidos para cada amostra, em geral só 

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

rado, como veremos mais adiante. 

III.4 - CORREÇÕES CON$IOERADAS SOBRE O VALOR DAS 

INTENSIDADES REGISTRADAS 

Analisaremos as correções que comumente sao feitas às . 
intensidades observadas dos raios X difratados: fator de polar! 

zação; fator de temperatura; fator de absorção; fator de 

Lorentz e correções devidas à geometria da amostra. Além disso, 

analisaremos as correções que são feitas às aberrações instru -

mentais, devido ao tipo de colimação usada. 

III.4a. - Fator de Polarização 

Em geral a radiação característica direta produzida por 

umtubo de Raios X não é polarizada. 

No entanto, o processo de espalhamento faz com que o 
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feixe difratado seja parcial~~pte polarizado, sendo que o grau 

de polarização dependerá do ângulo de espalhamento (ver por 

exemplo a referência (30)). 

Pela forma clássica de Thomson, a intensidade Ie espa

lhada, a uma distância R de wn elétron livre é-:-

(III.l8) 

onde r
0 

é a intensidade do feixe incidente, ~ e ~ sao a massa e 

a carga do elétron respectivamente, ~ é a velocidade da luz e a 

e o ângulo entre a direção do espalhamento e a direção de acel~ 

ração do elétron. A equação (III.l8) explica o porquê de não le 

varmos em conta nas intensidades as contribuições dos núcleos 

atômicos. 

No entanto, após ser es,palhada pelos elétrons de um 

átomo, a radiação encontra-se plano polarizada num grau que de

pende do ângulo e de Bragg. 

(III.l9) 

pois, por considerações geométricas (ver por exemplo a referên

cia (30)), chegamos que az = 90°- 2e e ay = 90CJ, onde ay e az 

são os ângulos entre a direção do feixe espalhado e os eixos y 

e z. 

(1 + cos2 
28 A quantidade 

2 
) é conhecida como fator de 

J22larização. 

De medidas de posição das linhas de difração 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 

distância angular entre duas l~nhas sucessivas (aproximadamente 

constante por ser baixo ângulo), é de: 

~e= 0.0127 rd- 0,73°- 44' 

Assim, para a 1ê ordem: 

c os 29 - 0.9997 e cos 2 26 - 0.9994 

(1 + cos2 
26) - 1 + 0.9994 - 0.9997 = = 

2 2 

e para a a 8- ordem, 

(1 + cos 2 
26) - o. 9796 = 2 

O fator dê polarização é praticamente igual à unidade 

-4 a . -2 a 
com erro de 10 para a 1- ordem e de 10 para a 8- ordem. 

III. 4 .h - Fator de Temperatura 

Os fatores de espalhamento atômico, sao em geral cal

culados para átomos em repouso. À temperatura ambiente constante, os 

átomos num cristal não estão em repouso, e sim estão em vibração 

térmica em torno de suas respectivas posições de "equilíbrio". 

Do ponto de vista das reflexões de. Bragg, isto significa que o 

plano refletor não é um plano matemático, pois num dado instan-

te os átomos encontram-se em posições, que variam em 

sua posição média (ver por exemplo a referência (30)). 
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Admite-se em primeira aproximação, que cada átomo vibra em 

movimento harmónico isotrópico e independente, logo os deslocamentos em rela 

ção às posiÇÕes de equilíbrio qe todos os átomos cristalograf~ 

camente equivalentes, num dado instante, são iguais ao de um 

átomo qualquer vibrando na rede. Os des-locamentos dos 

átomos individuais r.ser ser portanto dados por uma função 

distribuição 

médio igual 

Gaussiana, tendo então, 

-2 .. 

um deslocamento quadrático 

a \l ,(Yér por exemplo as referªncias (24) e (31)). 

Assim, se a densidade eletrônica 
-> 

p (x) na posição teó o 
-> 
x por uma rica (em repouso) é avaliada sobre todas as posições 

função densid,ade eletrônica efetiva 
-> 

pef(xl se-

rã a convolução (*) entre p
0 

e a função gaussiana p1 (~) citada 

acima: 

Desta forma, o fator de espalhamento atómico 

(à temperatura ambiente) fef será: 

-> 
f (b) = I P o (xl * Pl (x) dvx ef 

ol. 
atómico 

f (b) = f (b) (- 2 2 -2 
b

2
l exp 1!. \l ef o 

(III. 20) 

efetivo 

(III.21) 

(III.22) 

Onde fo (b+ l ~ e o fator de espalhamento teorico (em repouso), 

f (bl 
ef 

= f (b) 
o 

exp ( - 8 1l 2 ii 2 ( 

usando o valor de I b I dado pela equaçao (III.3). 
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Por conseguinte, o f~tor de estrutura efetivo será: 

I F (n) I ef 
2 

= IF<nll exp (-a·rr2ii2 ( sen e ll, 
o 

À 

onde definimos o fator D, conhecido ca:no fator de r:ebye-Waller: 

D = exp 

e·chamando, B = 

2 l- 8'IT 

2 
8'IT jJ 

D = exp ( - B 

2 2 ií ( sen e 
À2 

2 2 . 
sen 0/À ) 

onde B é conhecido como fator de temperatura. 

No nosso experimento, para o caso DPL puro 

À = 1, 5417 ~ 

M = 0,0127 e sen 0 :::.. 0. 

(III.24) 

(III.25) 

(III. 26) 

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

- ·, o2 o2 a flexoes lamelares encom:ram-se: entre 2 e 3 A , se B=3 A , para a 1- ordem de 
reflexão, 

D = 

D = exp 

exp (-
3 (0.,0127) 2 

(1, 5417) 
2 

D .::. O. 9998 

)= exp <-n.OOC7l 

- 2 . lO I o 12 7) 2 

(1, 5417) 2 ) -
exp (- 0,00014) 

D = 0.99986 
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Podemos então, aproximar o fator de Debye-Waller para 

a unidade, com um erro da ordem de 10- 4 para· a 1~ ordem e 10-J 
para a 8~ ordem. 

III.4.c - Fator de Absorção 

Quando um feixe de raios X direto ou difratado atra 

vessa a matéria, ele é absorvido de acordo com a expressão: 

I 

I o 
= exp (- \1 t) (III.27) 

onde t é a espessura da amostra e \1 e o coeficiente de absor 

ção linear, I
0 

e a intensidade incidente e I a intensidade apôs o feixe 

atravessar a espessura t. 

Para um dado elemento, o coeficiente de absorção li-

near aumenta, em geral, com o comprimento de onda 

( À) mas este aumento não e contínuo. A curva (p/p) v.s. À a-

presenta descontii1uidades denominadas "cantos de absorção" cor

respondentes aos comprimentos de onda de raios X de energia suficiente p~ 

ra arrancar eléb:on5 da camàda K, L ou M deste elemento, por emissão foto -

e1étrica. 

Se definirmos o coeficiente de absorção de massa, como 

a razão entre o coeficiente de absorção linear \1 e a 

do material p, temos que 

I 

I o 
= exp ( - t-\1-l 

p pt l 

densidade 

(III. 28) 

Se por um lado o coeficiente \1 depende do estado fi 

sico e químico da substância, a quantidade (p/p) não dependerá 

(ver por exemplo a referência (32)). 
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Tabelas de variação qa coeficiente de absorção de mªê 

sa com o comprimento de onda dos raios X são encontradas naco-

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

Calculas baseados no volume da dispersão utilizado pa

ra preparar a amostra e na concentração de fosfolipÍdeos na 

mesma indicam que a espessura (t} atravessada pelos raios X 

é aproximadamente de 27 )lm. 

Admite-se para o DPL uma densidade 

proximadamente igual a do material em pó (1,03 

de 11 02 

3 
g/cm ) . 

lando-se o valor do coeficiente total ·· <-}-l para a 

la de DPL, levando-se em conta todos os átomos que 
llT 

a mesma, obtem-se ( ) = 3, 06. 
p 

Desta forma, para o caso DPL puro: 

I 
r 

0' 

0,9917 

3 
g/cm , a-

Cal cu-

molécu-

compoem 

ou seja podemos admitir que ·I = I o 
-3 com um erro de 10 . 

Os efeitos de extinção primária e secundária nao sao 

levados em consideração para o caso de nossas amostras, pois o 

grau de perfeição da rede cristalina das mesmas é muito baixo e 

a espessura da mesma é muito pequena (27). 

II.4.d - Fator de Lorentz e Correções devidas a Geome-

tria da Amostra 

d fator de Lorentz surge da geometria de difração, no 
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caso do cristal ter um movimento controlado em relação ao feixe 

incidente. Desta forma, vários planos da amostra apresentar-se-ão 

ao feixe incidente, sucessivamente, nos seus ângulos de Bragg e 

terão oportunidade de refletir. O fator de correção neste caso é 

(1/sen 28}, que é proporcional ao tempo relativQ que um dado plano 

leva para girar através de um peq1:1eno inter'Jalo de variação de e, 

sobre o qual ocorre a reflexão e são satisfeitas as condições de 

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

No nosso caso o fator de Lorentz nao é levado em conta, 

visto que a amostra permanece fixa durante a incidência do feixe 

de raios X. 

Entretanto, serao feitas correções levando-se em conta 

efeitos de absorção, que surgem devido a geometria da amostra e 

curvatura do substrato. 

Este tipo de correção, é comumente usada em cálculos de 

densidade eletrônica de sistemas lamelares (29) • 

Estas correções baseiam-se: 
' 

a} na desordem da amostra; 

(bl na curvatura do substrato; 

tcl na distribuição das intensidades ao longo das li

nhas de difração. 

No caso de um foco p:Jntual de raios X, a desordem da amostra e a 

curvatura do substrato fazem com que, 0 nó que seria esper~ 

do no espaço recíproco alargue-se formando uma casca esférica. A 

área destas cascas esféricas varia com o quadrado da coordenada 
~ ( ... rec1proca b), que por sua vez é proporcional à ordem de re-

flexão n, p:Jrtanto variam oom n2 (ver p:Jr exemplo a referência (29)) • A in

tersecção destas cascas esféricas com a esfera de Ewald, resulta nas linhas 
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(arcos) de difração observados, que por sua vez "ao dependev. somen 

te de n. Devemos,então corrigir as intensidades observadas 

por um fator n, devido ao fato de estarmos "perdendo" intensi 

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

Por outro lado, quando efetuamos a leitura das inten-

sidades, fazemos uma varredura microdensitométrica na região 

central das linhas do diagrama. Como dissemos anteriormente, e~ 

tas linhas no caso de um foco pontual sao arcos cujo diâmetro 

aumenta, conforme elas se afastam da origem do espaço recíproco, 

ou seja crescem com ~ 1 o qual dá a ordem de reflexão (ver figura 

III. 3). 

Portanto, se efetuarmos a leitura com fenda de altura 

limitada, o erro será proporcional ao valor da ordem de reflexão, 

que está sendo registrada. Devemos então multiplicar a intensi

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

2 
ra o foco p~ntual e n • 

No caso de termos foco linear, esta correção 

Filme 

--!______, ____ Di fra ção 

• ) ) ) ) ) Lamelar 

Pigura III.3 - Esboço da difração lamelar regis-

trada no filme, quando utilizamos 

um foco puntual. 
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duz-se a n somente, e será devida à geometria da amostra. o 

microdensi tômetro, neste caso, varre uma secção constante ·' •.das 

linhas de difração onde a intensidade das mesmas é pratica-

mente uniforme, não havendo necessidade entãôr- de corrigir em 

relação à leitura microdensito~étrica. 

Vamos considerar agora, o fato de estarmos usando um 

feixe de secçao linear. 

As correções devido às aberrações produzidas pelo uso 

de um foco linear, são bastante relevantes no caso de medidas 

de intensidade de espalhamento central, e para este caso suges-

tões apropriadas são feitas por Guinier e Fournet (33) 

Schmidt (34). 

e por 

No nosso caso estamos trabalhando com medidas de in-

tensidades relativas das linhas de difração lamelar originadas 

por bicamadas de lipídeos, e não efetuamos as correções conven 

cionais para obter o perfil d~ tais linhas livres de aberrações 

produzidas pelo uso do foco ·linear. 

Em 19 7 7, Pape e colaboradores ( 35) aplicaram méto<los apropriados 

de correção para obter o perfil de linha livre de aberrações, 

na determinação do perfil de densidade eletrônica da membrana de 

eri tróci tos' humanos. 

Esta correção de intensidades pode levar a algumas di

ferenças, principalemnte no caso dos diagramas de difração de 

sistemas mui to desordenados, como as membranas de eritróci tos.c•hu 

manos, com lirthas muito difusas. 
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Para controlar a infl.l.lência do perfil de linha no cál 

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

cem foco pontual e comparar. 

-X 

Esfera de 

EWALD 

I 

I I À 
Figura III.4 - Alargamento dos nos 

-b 

-So 

do espaço reciproco em cas 

cas esféricas, e a intersecção destas cascas com 

a esfera de Ewald, gerando as linhas de difração. 

III.5- DETERMINAÇÃO.DA DISTRIBUIÇÃO DE DENSIDADE 

ELETRONICA 

Para determinar a distribuição de densidade eletrônica 

das bicamadas de fosfolipídeos torna-se essencial resolver o 

problema das fases. 

Como dissemos anteriormente, este problema pode ser re 

solvido usando o método de inchamento {ver por exemplo a refe -

rência (28)), no entanto há indicações de que pode haver altera 

çâo na estrutura da bicamada durante o processo de inchamento(36). 

Durante 'estes últimos anos têm surgido vários métodos 
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de determinação de fases, tais como: os chamados métodos dire

~ 
tos (37,38); o metodo proposto por Worthington e Khare (39) que 

utiliza o método de convolução associado a um processo de refi-

namento por aproximações suces,sivas; e outros. 

Além disso, têm sido desenvolvidos modelos teóricos pa 

ra a distribuição de densidade eletrônica de bicamadas por va

ries métodos diferentes, entre os quais podemos citar o modelo 

baseado na análise harmónica, modelo de poços quadrados, etc 

(ver por exemplo a referência (23)). 

No nosso caso optamos por escolher as fases para a bi-

camada de DPL puro baseando-nos em estudos realizados anterior-

r.1ente (22,28,40) e admitimos um modelo de distribuição de dens.!_ 

dade eletrônica baseada na composição quimica das bicamadas de 

DPL, compatlvel com os resultados apresentados por Lesslauer e 

colaboradores (22). Este modelo é apresentado na figura III.5. 

Para as amostras com inclusões de hidrocarbonetos aro-

máticos procuramos~'entre todas %S combinações de fase posslveis 

de cada uma das amostras, aque:).<;t que nos levasse a uma distribui 

ção de densidade eletrônica semelhante à do modelo por nos con

siderado. Devido ao fato de que as alterações introduzidas pelos 

hidrocarbonetos aromáticos no perfil de densidade eletrônica, 

tal como o estreitamento da distância entre os picos de alta den 

sidade eletrônica são menores que a resolução dos mapas 7,5 R, 

a periodicidade é quase a mesma, o que faz com que as três pri

meiras fases permaneçam inalteradas. 

No modelo escolhido (figura III.5), consideramos a den 

sidade eletrônica IT.édia da água, que neste caso é o meio de sus 

pensão, como origem, mas na realidade é 0,334 elétrons;R3 • Estu 
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dos anteriores realizados sopr~ a densidade eletrônica dos 

' componentes das bicamaãas, apr~sentam os grupos de cabeça polar 

de lipideos com densidade eletrônica de 0,45 elétrons;R3 em fa

ce a 0,296 elétrons;R3 e 0 1165 elétrons;R3 para as cadeias de me . 
tileno e grupos metila terminais (CH

3
) no estado liquido 

respectivamente. 

r· Região hidmlóbico ~I 

p(x.) 

Região do 

grupo CH 3 

/Cabeças 
Polares 

Figura III.5 - Modelo do perfil de Densidade 

Eletrônica utilizado em nosso 

trabalho 
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III. 6 - O PROGRA.Ml\ Dlil COMPUTADOR UTILIZADO PARA 

OBTER A DipT~IBUIÇÃO DE DENSIDADE ELE

TRÔNICA 

-~ 

Para o cálculo da distribuição de densidade eletrôni 

ca de nossas amostras utilizamos o computador PDP-10 e um pro-

grama em linguagem Fortran. 

o programa calcula e mapeia a distribuição de densi-

dade eletrônica a partir das intensidades observadas no dia-

grama de difração de raios X de nossas amostras. 

Primeiramente, o programa corrige as intensidades ob 

servadas·I(n}, onde n dá a ordem de difração, por um fator 

n, conforme discussão anterior (secção III.4). 

A partir das intensidades corrigidas I · Cnl, ele 
corr 

calcula o módulo dos fatores de estrutura F Cnl = I I (n) !112 
cor r 

A partir das amplitudes das ondas difratadas (fator 

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

amostragem de Fourier, o programa obtém os dados suficientes p~ 

ra construir uma função F(b) continua, onde h é a coordena 

da do espaço reciproco • 

.... -
Com F(bl detertninada ele calcula a Transformada de 

Fourier de F(bl que é a função densidade eletrônica 
... 

p Cxl • 

Um esquema dos cálculos efetuados pelo programa pode 

ser visto na figura III.6, e o programa se encontra a disposiç&o 

em nosso laboratório. 
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I 

Iobs( T) -~ _- Ic~~r ( ~ ) - I F(n/d) I= [ Icorr( ~ )]
2 

correçao• ~._ __ ----~ 
h- Foco linear 
h2-Foco pontual 

Teorema da 
Amostragem 

Fases 
~ (n} 

F (b) 
Função cont(nua 

Transformada 
de FOURIER 

p(x} 
Função densIdade 

e'l etrõnica 

Mapa da ditrlbuição de 
densidade eletrõnica 

p(x)vsX 

Figura 111.6 - Esquema dos cálculos realizados 

pelo Programa. 
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CAPiTULO IV - TtCNICA EXPERIMENTAL 

IV.l - PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

Neste trabalho utilizamos quatro tipos de amostras, c~ 

ja estrutura básica é composta de bicamadás de dipalmitil lecit_! 

na (DPL). Uma das amostras contém somente DPL, enquanto os ou- ~ 

tros três tipos contém hidrocarbonetos aromáticos incorporados: 

DPL com pireno, DPL com 3,4-benzopireno e DPL com 1, 2, 5, 6-di

benzantraceno. 

As amostras sao preparadas em forma de dispersões, das 

quais tomamos a quantidade necessária (aproximadamente 0,1 m~) e 

depositamos sobre um substrato apropriado. A secagem da amostra 

é feita lentamente mantendo-a numa atmosfera com a umidade dese

jada, como veremos a seguir. 

IV.l.l - Material U~ilizado 

Utilizamos as seguintes substâncias: DL-a Dipalmitil 

Lecitina sintética, fornecido pela Sigma Chemical Co. 

St. Louis, Missouri, USA, com 99
1

0% de pureza, na preparação de 

todas as amostras; pireno, 3:,4-benzopireno e 1, 2 1 5, 6 - diben

zantraceno fornecidos pela L. Light & Co., Ltda. Colnbrook, En

gland, foram gentilmente cedidos pelo Departamento de Bioqulmica 

do Instituto de Quimica da .Universidade de São Paulo. 

A tabela IV.l contém os pesos moleculares das substân

cias citadas. 
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Na preparaçao das dispersões utilizamos também cloro-

fórmio (P.A) e uma solução tampão de fosfato (K+ -Na+) P04 

O,OlM, de PH- 7,0, preparada segundo especificações do Chemical 

.Rubber Company Manual (1974). 

IV.l.2 - Método de Preparação das Dispersões 

.. J . 
Estudos preliminares realizados em nosso laboratório, utilizan-

do difração de raios X,indicaram que a proporção adequada de fosfolipídeos p~ 

ra hidrocarlxmetos aromátioos é de 8:1, ou seja, 8 moléculas de DPL para 

uma molécula de hidrocarboneto. Esta proporção permite notar o 

efeito da incorporação dos hidrocarbonetos sem causar uma separ~ 

ção das fases na dispersão. A presença dos hidrocarbonetos nas camadas 

aquosas paie ser detectada nos diagramas de difração de raios X, já que após 

a secagem da amostra os hidrocarbonetos fonnam microcristais, os quais difr~ 

tam independentemente. 

IV.l.2.1 - DPL Puro 

Na preparaçao da dispersão de DPL puro dissolvemos lOmg 

de DPL- DLa em cerca de 0,5m~ de clorofórmio e fizemos passar 

por esta solução um fluxo de nitrogénio gasoso, até secá-la total 

mente nas paredes do tubo de ensaio. Adicionamos 0,5m~ de solução 

tampão, obtendo assim uma dispersão de DPL de concentração de 

20 mg de DPL/m~. 

A dispersão assim preparada apresenta vesículas multi-

lamelares concêntricas de fosfolipideos separadas por camadas a-

quosas. As multicamadas se formam espontaneamente, quando os fos

folipldeos são colocados em água (ver figura IV.l). 
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Fig. IV.l- vesículas multilamelares concêntricas 

separadas por camadas aquosas 

No intuito de obter vesículas unilamelares, submetemos 

então a dispersão ao ul_tra-san, a uma potência de aproxlinadamente 40 watts 

durante O, 5 minuto à temperatura ambienteJ repetindo este procedilrento por 

três vezes consecutivas com intervalos de 1 minuto. 

Através do fenômeno de cavitação gerado pelo ultra-

som, provocamos o rompimento das vesículas multilamelares. Este 

fenômeno corresponde à implosão de uma quantidade enorme de bo-

lhas microscópicas que são formadas durante a propagação da onda 

de ultra-som no líquido, pois tal propagação consiste de movimen

tos alternados de compressão e rarefação. Quando temos energia su 

ficientemente intensa envolvida neste processo, a implosão das bo 

lhas produz mudanças na pressão local, da ordem de milhares de 

atmosferas, atingindo assim as condições necessárias para haver o 

rompimento das vesículas multilamelares. 
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IV.l.2.2- DPL com Hidrocarbonetos Aromáticos 

Inicialmente, preparamos uma solução de hidrocarboneto 

em clorofórmio na concentração de lmg de hidrocarboneto/mt. 

Adicionamos então 1 )UUol hidrocarbon'§'!to na forma de 

solução a uma massa de DPL correspondente a 8,,)Jmoles. 

A tabela IV.l, abaixo indica a massa correspondente as 

quantidades em moles utilizadas de cada composto. 

Secamos a solução obtida usando um fluxo de nitrogénio 

gasoso, como no caso do DPL puro. 

Em seguida acrescentamos 0,5mt de solução tampão a mas 

sa resultante da secagem e obtemos assim uma solução cuja concen

tração será: (16 )Jmoles de DPL + 2 )Jmoles de hidrocarboneto)/mt. 

A dispersão é então submetida ao ultra-som. 

TABELA IV.l - Quantidades das Substâncias Utilizadas 

na Preparação de Amostras e Pesos Molecu 

lares.das Hesmas 

Substância Peso Molecular 1 )Jmol 8 )Jmoles 
( g) (mgl (mg) 

DPL 734,10 o, 734 5, 872 

Pireno 202,26 O, 202 -

3,4-Benzopireno 252,32 o, 252 -

1,2,5,6-Dibenzantraceno 310,36 O, 310 -

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

gentilmente cedido pelo Departamento de Biologia da UNICAMP. 
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IV.l.3 - Preparação de Amostras no substrato 

Os substratos utilizados foram obtidos cortando-se um 

quadrado de lcm de lado, aproximadamente, das paredes de um tubq 

cilíndrico, de vidro ou de quartzo, cujo diâm~tro externo é de 

4cm, aproximadamente. A espessura do substrato, a mesma das pare

des do tubo, é de cerca de 2mm. 

Utilizamos tanto o substrato de vidro como o de quart- .· 

zo na obtenção 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 

l, 2, 5, 6-dibenzantraceno. Já para os diagramas de DPL com pire-

no e de DPL com 3,4-benzopireno, o melhor resultado foi obtido de 

amostras que estavam em substratos de vidro. 

Teoricamente os substratos de quartzo deveriam ser me

lhores, apresentando menor radiação de fundo que o de vidro. No 

entanto, os substratos de quartzo apresentam estrias na superfí

cie que acreditamos não contr~buirem para a obtenção de bons dia

gramas, influindo nos resultados. 

Deve-se tomar cuidado em relação a possíveis rebordos 

que possam surgir do corte, pois estes rebordos influenciarão os 

diagramas, já que o feixe entra rasante ao substrato, na 

tria de difração utilizada. 

geome-

Sendo assim, escolhemos vários substratos, preparamos 

várias amostras e expusemos as mesmas aos raios X, muitas vezes 

repetindo exposições para uma mesma amostra. 

De um total de 88 exposições, escolhemos os quatro di~ 

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

A amostra é colocada no substrato em forma de uma go-

ta, colhida em ce~ca de 15mm do capilar de uma pipeta Pasteur.Fei 

ta a deposição da gota no substrato, a amostra é colocada para s~ 

car na umidade desejada, num vidro contendo uma pequena quantid~ --
de de solução salina saturada adequada. 

Variamos também a umidade de secagem das amostras. No 

entanto, as umidades correspondentes às amostras dos diagramas es ~ 

colhidos foram de 56% (solução de Mg (N0
3

) 2 . 6H 20 saturada) para 

o DPL puro e para as de DPL com hidrocarbonetos aromáticos foi de 

75% (solução saturada de NaC~0 3 ) nos três casos. 

IV.2 -APARATO EXPERIMENTAL 

Desde o início da preparação da montagem experimental 

de nossas experiências 9_e difração de raios X, pro=am:Js otirnizar as condi -

ções experimentais de forma a obtermo,s diagramas de difração de raios X 

a baixo ângulo com maior resolução. 

Este tipo de diagrama é de interesse no estudo de diversos tipos 

de amostras, que er..volvem espaçamentos da ordem de algumas dezenas ou centenas 

de ansgtrams e requer condições especiais de colimação do feixe incidente. 

Dos modelos de câmara de baixo ângulo podemos citar 

três como os mais usados na obtenção deste tipo de diagramas: 

1. A colimação do feixe de raios X é feita por um sis-

tema de fendas lineares estreitas ou,circulares do 

tipo ''pinholes". Em geral, a radiação i filtrada. 

Apesar dos diagramas serem de baixa resolução, i 
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possível resolver com este tipo de câmara espaçame~ 

tos da ordem de centenas de Angstroms (44). 

2. O feixe é focalizado e parcialmente monocromatizado 

por reflexão em um ou mais monocristais curvos. Espaça

mentos de até 150A0 podem ser resQlvidos, usando-se 

monocromador de um cristal. No entanto, a resolução 

aumenta muito com o monocromador de cristal duplo. 

Aqui as intensidades ainda são baixas, devido à ine 

ficiência das reflexões de Bragg. 

3. O feixe de raios X é refletido por uma superfície 

plana polida, encurvada. O ângulo crítico de inci

dência é aproximadamente proporcional ao comprimen

to de onda incidente, de forma que a radiação refle 

tida é parcialmente monocromatizada. Para a radia

ção de CuKa (À= 1,54A0
), o ângulo é aproximadamen

te 11' para vidros e 30' para refletores de ouro 

(44). -,Este tipo de refletores curvos foram sugeri

dos para a produÇão de feixes bastante intensos de 

raios X, por Ehrenberg e Franks em 1952 (45). A 

resolução é muito maior quando se utiliza este tipo 

de câmara. O ângulo de inclinação 0, entre a super

fície e o feixe refletido é tal que somente são re-

fletidos comprimentos de onda da radiação caracte

rística e maiores do que este. 

No nosso caso utilizamos um sistema de colimação por 

fendas lineares oomuns, mais simples, descrito ma:Ls adiante. 

Em geral, utiliza-se radiação monocranática para o es.tudo de es

truturas por meio de difração de raios X, devido ao fato de que pela lei de 
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Bragg a um certo ~ e um certo À corresponde um certo 8 médio. No 

caso, não necessitamos de monocromador para as linhas característi 

cas do anticatodo do tubo (Cu) , pois a radiação K~ é praticamente 

eliminada por um filtro de Ni e o dubleto formado pela radiação Ka 

(K e K ) não é resolvido para 
al a2 

baixo ângulo, isto é, a diferença 

os ângulos e médios (68) para K e K é bastante inferior â lar-
al a2 

gura das linhas. Ou seja, 68 a 6À, onde 6À é da ordem de 0.004 R. 
só seria necessário usar o monocromador se 68 fosse 

maior que a largura de linha. 

IV.2.1 - Descrição dos Aparelhos 

Utilizamos um tubo de raios X c:an alvo de cobre, foco gros-

so e linear com potência máxima 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 exposiÇões variaram entre 10 e 20 horas. 

Usamos um goniômetro' de baixo ângulo (câmara de baixo 

ângulo) da Rigaku Denki Co., e a colimação do feixe foi feita por 

um sistema de três fendas lineares, conforme o esquema da figura 

IV. 2. 

Os diagramas de difração foram obtidos por método foto 

gráfico. O filme usado foi o Kodak - AA - Industrex, de grão fi-

no. 

O goniômetro da câmara e mantido na posição 0°. 

O ângulo entre o eixo da camara e o plano do 

alvo é de 6° (ângulo de ''take-off"). Sendo assim, a largura e-

fetiva do foco (W) é determinada pelo ângulo de "take-off" (a) e 
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a largura real da sombra do filamento (B) . No nosso caso, Ct = 

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

temos que a largura efetiva do foco (W) será de 0,2mm. 

A figura IV.2 mostra a disposição das fendas. 

A primeira fenda colimadora, que é fixa1 por onde passa o feixe 

proveniente do foco linear, é colocada bem próxima à janela do tubo de raios 
.o 

X e sua função é formar o feixe de raios X pri.rnário (figura IV .2 (b)) • ' 

As dimensões desta fenda são: lOmm de altura e 0,2mm de lar 

gura. 

A lOOmm desta, encontra-se a segunda fenda colimadora, 

com dimensões 10,0 x O,lmm, fixa também, que tem largura máxima 

"a" de ampliação na superfície 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 ampliação da altura do feixe no filme. 

A 40mm da, segunda fenda encontra-se a terceira fenda 

limitadora, ajustável, que ser~e para diminuir o espalhamento pa

rasítico. Ela é usada em aproximadamente 0 1 lmm de largura. Com e~ 

ta fenda o limite de espalhamento parasítico nas vizinhanças dos 

raios primários pode ser reduzido à largura "b", como mostra a fi-

gura IV.2 (b). 

A amostra é colocada entre a terceira fenda e o filme, 

sendo que o último encontra-se a 50mm aproximadamente da amostra. 

A distância da terceira fenda à amostra é de cerca de 28mm. Dura~ 

te a exposição, a amostra é mantida num compartimento com umidade 

controlada. Esta umidade é produzida por um fluxo de nitrogénio ga 

soso que passa através de uma solução salina adequada, colocada 

num frasco lavador. 
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(b) A Colimação feita pelo Sistema 
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Para alinhar a câmara usamos um contador de cintila

çao acoplado a um sistema eletrônico adequado, com registrador. 

Uma quarta fenda de lOmm x 0,02mm é colocada junto aó 

contador (fenda receptora). 

Para a leitura dos filmes obtidos nas exposições, uti

lizamos o microdensitômetro Nalumi, do Departamento de Altas Ener 

gias e Raios Cósmicos, UNICAMP, para medir as intensidades relat1_ 

vas das linhas de difração. Este microdensitômetro tem varredura 

automática e foi utilizado com a fenda de iluminação fixada em 

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

IV.2.2 - Calibração do Aparelho e Obtenção dos Diagra

mas 

Primeiramente, a amostra e a segunda e terceira fendas 

são removidas e a fenda receptora do contador é substituída por 

uma tela fluorescente. A primeira fenda nesta fase, tem dimensões 

de lOmm x O, 05mm. O feixe é centrado regulando-se o pé frontal da 

câmara de baixo ângulo. 

Troca-se a primeira fenda por outra de dimensões lO,Ox 

x Q,,.Qmm e coloca-se a segunda fenda. A tela fluorescente é então 

substituída pela fenda receptora. Procura-se a intensidade máxima 

através deslocarrento da segunda fenda,perpendicular a dir8Ção do feixe e ca:n o 

auxílio do goniânetro verifica-se a simetria do pioo (centralização) . 

Com a terceira fenda ajustável, novamente procura-se o 

máximo de intensidade. A seguir verifica-se novamente a simetria 

do pico. 
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Para alinhar a amostra, usa-se o eixo A, ao qual ela 

está presa, o qual permite girá-la em torno de si mesma e deslo -

cá-la verticalmente. Este eixo, por sua vez pode deslocar horizon 

talmente juntamente com o porta-amostra, na direção B-C. 

A seguir, traz-se a amostra até a posição desejada pe-

lo mecanismo BC de deslocamento perpendicular à direção do feixe, 

como na figura IV.3, até 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 vácuo e inicia-se a exposição. A dura-

çao de .c"lda exposição vari-a conforme o tipo de amostra. 

A figura IV.3 esquematiza a obtenção dos diagramas. 

'""" ____ ---.~----·~--

0 feixe de raios X sai colimado do sistema de fendas e 

passa rasante à amostra. 

o feixe difratado passa por um caminho de vácuo curto 

(cerca de 40mml indo impressionar o filme, que está colocado perpendi-

cularmente à direção de incidência do feixe difratado. 

rv.2.3- o Diagrama de Difração de RaicsX a Baixo Ângu-

lo 

Num diagrama de bicamadas de fosfolip'ídeos observa-se 

as reflexões lamelares na direção DE da figura IV.3, que denomi-

namos direção meridional. Estas são as reflexões de Bragg devidas 
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Figura IV.3 - Esquema da Montagem Experimental 
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ao empilhamento das membranas, onde. as bicamadas sao consideradas 

' 

como planos. Observa-se também, um anel de difração com intensi-

dade mais marcada, na direção equatorial (FG), devido ao arranjo 

das cadeias de carbono (ver por exemplo a referência (46)). -·-
As características deste anel nos diagramas, em partic.!:! 

lar seu grau de nitidez, permite predizer a maneira cano as ca 

deias de carbono orientam-se dentro da membrana, dando informação ~ 

sobre a desordem da região hidrofóbica. Quanto mais difuso é o 

anel, maior o grau de desorientação da região hidrofÓbica. 

No nosso caso em virtude de limitações georrétricas (lo_g 

ga distância filme - amostra), não registramos este anel, porque 

para nós a difração lamelar é mais importante. Porém, sabemos que, 

alterando a geometria utilizada podemos registrá-lo, conforme ex 

periências anteriores realizadas em nosso labora tório. 

Para cada exposição utilizamos quatro filmes sobrepo~ 

tos. Considerando que as exposições são demoradas, muitas vezes 

o primeiro filme fica bastante• saturado, e neste caso trabalhamos 

com os filmes subsequentes (29 ou 39, se for o caso), que não fi 

cam saturados, efetuando então as normalizações necessárias. 

Os filmes foram revelados a 20°c, durante 5 minutos. 

A tabela V.l apresenta as condições experimentais prin

cipais, nas quais cada um dos diagramas aqui apresentados (ver Ca 

pítulo V}, foram obtidos. 

As exposições foram realizadas a temperatura ambiente. 
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IV. 2. 4 - Leitura dos Diagramas de Di fração 

A leitura dos diagramas, como dito anteriormente, foi 

feita por um microdensitômetro e as intensidades obtidas no traça

do microdensitorrétrico são dadas em unidades arb-itrárias. 

A radiação de fundo é determinada traçando-se uma curva 

suave em torno das bases dos picos (ver traçados no Capítulo V) . 

A resposta da leitura microdensitométrica é direta, em escala li 

near e podemos calcular as intensidades relativas dos picos pela 

area ou altura dos mesmos, descontando-se a parte correspondente 

à radiação de fundo. A diferença em calculá-las por área ou por 

altura de pico não é significativa, cano pudemos 

os cálculos. 

verificar efetuando 

Os traçados V.l, V.2, V.3 e V.4 que se encontram no ca 

pí tulo V, correspondem respectivamente aos diagramas das amos 

tras de: DPL puro, DPL com pi reno, DPL com 3, 4 - b enzopireno e 

DPL com 1, 2, 5, 6 ~ dibenzantraceno. 

Destes traçados roicrodensitométricos- podemos calcular a 

distância pico a pico do traçado (Sp) e a distância pico a pico 

no filme (Sfl, usando as constantes instrumentais próprias da var 

redura. Com-estes dados, podemos determinar 8 (ângulo de Bragg) e 

calcular o espaçamento lamelar§, a partir da lei de Bragg. 

A tabela V.2, apresenta os valores obtidos das intensi-

dades, distâncias pico a pico na leitura microdensitorrétrioa e no 

filme e o espaçamento lamelar para cada uma das amostras. 

As intensidades obtidas I (n) devem ser corrigidas por 

um fator !l como discutido no capítulo anterior. 
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CAPÍTULO V - RESULTADOS E CONCLUSÕES 

V .1 -' DADOS OBTIDOS 

Os resultados aqui apresentados correspondem a diagr~ 

mas que foram criteriosamente escolhidos numa série de 88 experi

mentos, como dissemos anteriormente. 

Certas ·. alterações nas condições experimentais, tais CS?_ 

mo: preparação da .amostra, urrüdade de exposição, tempo de expos.:!:_ 

çao e condições de revelação do filme influenciam fortemente os 

resultados obtidos nos diagramas. 

Sendo assim, para cada tipo de amostra procuramos qual 

o tempo e a umidade de exposição que nos levassem a diagramas 

mais nítidos e de maior resolução possível, com o aparato expe-

rimental por nós utilizado. A cada revelação procuramos manter 

sempre o fllesmo temp~ de revelação (5 min.) e mõ.ntivemos as mesmas 

condições durante a preparação'das amostras. 

A umidade de exposição para todas as amostras nos dia 

gramas escolhidos foi de 56%. 

A distância filme- amostra medida com paquímetro, para 

o DPL foi de 60,0 mm e para o DPL com hidrocarbonetos aromáticos 

foi de 52,7 mm. 

Após uma escolha prévia dos melhores diagramas, a esco 

lha definitiva foi baseada nos traçaàos microdensitométricos dos 

mesmos. 

As fotos V.l 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 escolh! 

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

apresentam a primeira e quarta orden$ bastantes intensas comparadas às demais, 

0 
que é comum em diagramas de difração de lecitina. Isto- é confirmado pela 

leitura rnicrondensitcmétrica das intensidades, cujos valores obtidos sao 

apresentados · na tabela V .1. 

As fotos V.3 correspondem ao primeiro e segundo filmes 

de DPL puro. No primeiro filme, nota-se a primeira ordem totalmen 

te saturada, o que nos levou a utilizar o segundo filme para ex 

trapolar a intensidade desta reflexão. A foto apresenta as seis 

primeiras ordens bastante nítidas, enquanto que, a oitava ordem é 

quase imperceptível, por ser bastante fraca. Neste diagrama nao 

aparecem a quinta e sétima ordens, o::>rno oonseqüência do fator de estrutura 

ser nulo para estas reflexões. 

Na foto V. 4, vemos o diagrama da amostra de DPL com p! 

reno, o qual apresenta somente seis ordens de difração, apesar de 

esforços terern sido feitos, no sentido de obter a oitava ordem, 

aumentando-se o tempo de exposição. Neste diagrama não aparece a 

quinta ordem. 

As fotos V.5 correspondem ao primeiro e segundo fil-

mes obtidos para amostras de DPL com 3, 4 - b'enzopireno , O prime! 

ro filme apresenta-se bastante saturado, o que nos levou a esco 

lher o segundo filme para a leitura das intensidades das refle 

xões. As oito ordens aparecem bastante nítidas. A quinta e sétima ordens não 

aparecem. 

A foto v.6 apresenta o diagrarra da amostra de DPL cem 1, 2, 5, 

6 - dibenzantraceno, onde a oitava ordem não aparece muito nítida. Neste dia 

grama aparece a quinta ordem, mas a sétima ordem não aparece. 
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A seguir podemos ver os traçados microdensitométricos 

dos diagrams escolhidos. Baseamo-nos nestes traçados para obter o 

valor das intensidades por altu~a de pico em unidades arbitrá 

rias I(nl, a distância pico a piçQ das reflexões no traçado (Sp), 
. ' 

a distância pico a pico das reflexões no filme_ (Sf) para a qual 

utilizamos os fatores de conversão apropriados e a distância la 

melar (~). Os valores obtidos encontram-se na tabela V.2. 

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

gundo (25.2) filmes de DPL puro. 

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

com pireno. 

o·traçado 3 corresponde ao segundo filme (50.2) da 

amostra de DPL com 3, 4 - benzopireno. 

Os traçados 4 correspondem a leituras 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 reflexão, mas nao ~oi possível ler a da segunda refl~ 

xão. Assim na leitura 2, utilizamos uma escala maior, efetuando 

a varredura da sC<Jll!rla ordem Em diante. Calcula'1do o fator de escala da lei-

tura 2 para a leitura 1, baseado nos valores das intensidades da quarta or

dem em diante, é posshel extrapolar os valores de todas as intensidades da 

leitura 1. 

A tabela v.l apresenta todas as condições experimen

tais principais na obtenção dos diagramas de cada uma das amos-

tras. 

A tabela V.3 apresenta os espaçamentos lamelares calcu 

lados e as fases escolhidas para cada uma das amostras. 
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Por fim vemos os mapas de distribuição de densidade ele 

trõnica calculados com as fases escolhidas para cada amostra. O 

primeiro mapa é o obtido para o DPL puro considerando 8 ordens de 

reflexão. Os mapas 2, 3, 4, correspondem aos mapas de DPL com pi

rena, 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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Fot os da Montagem Experimental Utilizada 

Fot oV.2 

Vista de con

junto da mon

tagem experi

mental 
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POTOS DOS DIAGAAHAS DE DlfAAÇI\0 OE 

RAlOS X OBTIDOS A BAIXO ÂNGULO 

E' o to v. 3 . b-

29 l;'i lmo exposto 

da AmO&LrD do OPL 

Puro 

E' o to v . 3 . a-

l Q [•'llmo exposto 

da. !\mostro de DPL 

Puro 

Fotos V.3- Diagramas de DPL Puro 
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FOto v . 4 - Diagr ama de OPL com pireno 
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Foto v.S.b-
29 Filmo Exposto do 

Amostra de DPL com 
3, 4 - bonzopireno 

• 

Foto v.s.a-
19 Fllmo Exposto da 

AmOstro do DPL com 

3 , ti - benzo pi rcno 

FOto v. 5 - Diagramas de DPL com 3 , ·1 bcnzopireno 
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Foto v .6 - Diagrama de DPL com 
1, 2, 5 , 6 - dibenzantraceno 
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TABELA ll.l- CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS PRINCIPAIS NA OBTENÇÃO DOS 

D.IAGRAMAS 

i 

Absorção 
N2 do 

Distancio Unidade Unidade Tempo 

Amostra Filme- de de de do Tensão Corrente 

Filme Amostro preparação exposição exposição Amostro ( KV) (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 10• 30 20 40 20 
I 

53 DPL- 1,2,5,6 52,7 75 56 9• 30 20 40 20 
DBZA 

---- -·--- ·- --

.. 



00 
a.. 

IAt:Jt:.LA JL.~ - VALUKt:.::5 MEOIOO:S OE INTEN:SIOAOE:S EM UNIOADE:S AR61TRARIA:S 

E ESPAÇAMENTO LAMELAR (d) 

N2 do xf 
Amostra I I 12 13 14 Is Is !7 Ia s St d<A> 

Filme 
(mm) (mm) 

25 DPL- Puro 167,6 4,5 2,5 26,0 0,0 3,0 0,0 1,5 36,6 1,23 60,6 

' 

52 DPL- Pireno 93,0 2,0 I ,O 16,5 0,0 I ,O 0,0 0,0 32,6 I ,37 59,4 

50,2 DPL- 3,4 BZP 77,0 3,0 I ,5 23,5 0,0 2,0 0,0 1,0 33,0 1,38 5 9,1 
. 

53 DPL - 1,2,5,6 92,5 2,0 I, O 16,0 12,0 2,0 0,0 1,0 33,2 1,38 58,8 
DBZA 

~ 

onde ' 

3,4- BZP = 3,4- Benzopireno 

1,2,5,6- DBZA = 1,2,5,6- Dibenzantraceno. 

ln = I ntensi da de da reflexão de ordem n 

n = I , 2 ...... 8 

Sp = Distância entre picos de intensidade no traçado microd e ns i to métrico 

sf = Distância entre picos de intensidade no filme 

d = Espaçamento Lamelar. '· 
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TABELA ll.3 - ESPAÇAMENTO LAMELAR E FASES PROVAVEIS 

I 

NB. do 
d ( A

0
) Amostra Fases 

Filme . 

25 DPL- Puro 60,6 ( -I , I , - I ,-1 , O , -I , O , - I ) 

52 OPL- Pireno 59,4 (-I,I,-I,-I,0,-1) 

I 

50,2 DPL- 3,4 BZP 59,1 ( -I , I ,- I , - I , O , - I , O , -I ) 

53 DPL- 1,2,5,6 58,8 (-I ,I ,-1,-1, I ,-1 ,0,-1) 
DBZA 
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V.2 -DISCUSSÕES E RESULTADOS 

No mapa de distribuiçao de densidade eletrônica do DPL 

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

onde deVP..m estar situados os grupos netila terminais (CH3 J os quais es-

tão confinados numa região estreita no centro da bicamada de 

fosfoli pídeos • Aos picos de alta densidade eletrônica corresponde; .a região 

das cabeças polares dos fosfolipldeos. Nota-se que tais picos apresentam cer
ta assinetria, a qual mesmo que-,esperada devido à estrutura da c~ç.a polar,· 

não pode ser interpretada detalhadanente. No nosso caso, devido à baixa reso-

lução dos mapas de densidade eletrõnica obtidos. 

Segundo Lesslauer e colaboradores (22), esta assime -

tria dos picos de alta densidade eletrônica torna-se mais pro

nunciada quanto menor a umidade relativa a que a membrana está 

exposta. Estes autores sugerem a existência de duas regiões no 

pico de alta densidade eletrônica. Na região externa do pico 

(ao lado da interface lipldio-água) provavelmente encontram-se 

os grupos fosfato e trimetilamônia e na região interna (dentro 

da bicamada) encontram-se os grupos de ésteres dos ácidos gra-

xos. 
As regiões entre os picos de alta densidade eletrôni-

ca e a queda abrupta (CH3 l no centro de simetria do perfil estão 

associadas às cadeias de carbono (-cn2-l. 

Segundo Lesslauer e colaboradores (22) , a região das 

cadeias de carbono no mapa de densidade eletrônica permanece 

inalterada quando a umidade relativa a que a membrana está ex -

posta varia de 15% a 95%, mas os picos de alta densidade ele-

trônica tornam-se menos def'n-'dos, t d ~ com o aumen o a umidade. 
O mapa de distribuição de densidade eletrônica, por 
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nós obtido, para a amostra de DPL puro concorda com os resulta

dos apresentados por outros autores (22). 

Os perfis de densidade eletrônica do DPL puro foram 

calculados com 8 ordens e 6 ordens de difração. Este Último foi 

calculado para que pudéssemos comparar o perfl~ de DPL puro com 

o perfil de DPL com pireno, já que o diagrama obtido para a 

amostra contendo pireno apresenta apenas 6 reflexões. 

A resolução dos mapas de densidade eletrônica depende 

do número de reflexões (n) obtidas no diagrama e é definida co

mo o valor do espaçamento d, dividido pelo número de reflexões 

utilizadas no cálculo do perfil (ver por exemplo a referência 

(23)). 

A seguir nos referimos as diferenças que surgem nos 

mapas de densidade eletrônica de cada amostra em relação ao ma

pa de dipalmitil lecitina pura. 

Os cálculos da espessura lamelar (d) à partir da dis

tância entre os má~imos de intensidade obtidos dos filmes indi

cam um estreitamento da membràna quando os hidrocarbonetos aro

máticos são incorporados. Este estreitamento, embora pequeno, 

foi confirmado em todas as experiências realizadas. Isto pode 

ser interpretado como um aumento da desordem na região hidrofó

bica, o que levaria a uma diminuição da espessura da bicamada, 

ou também pode ser interpretado como uma mudança na inclinação 

média das cadeias acilicas em relação à normal ao plano da bica 

mada, já que este estreitamento é pequeno comparado a espessura 

da mesma. 

OKIDEndo Dpp ~ distância entre os pontos de máxima den 

sidade eletrônica no mapa, os quais estão localizados nos picos 
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referentes às cabeças polares, observa-se que estes picos tam

bém se aproximam quando os hidrocarbonetos aromáticos são incor 

porados à membrana. Os valores qe Dpp calculados, encontram-se 

anotados nos mapas de densidade eletrônica das amostras. Contu

do, devido a baixa resolução dos mapas, não sê'·Considera signi

ficativo o valor dos deslocamentos dos máximos obtidos, já que 

estes dependem do número de ordens considerado na série de 

Fourier. 

O estreitamento poderia ser correlacionado com o au -

mento do tamanho da molécula de hidrocarboneto que e incorpora

da à bicamada, na seguinte ordem: 

pireno < 3,4- benzopireno < 1,2,5,6 - dibenzantraceno. 

Quanto à relação entre esta ordem apresentada e a at_! 

vidade carcinogênica destes hidrocarbonetos, devemos ressaltar 

que para o pireno não tem sido verificada atividade carcinogên_! 

ca, enquanto que para os outros dois que a possuem é ainda dis 

cutivel a ordem em que devem ser colocados. 

DPL - Pireno (6 ordens de difração) 

O mapa de densidade eletrônica da amostra de DPL com 

pireno comparado com o mapa de DPL puro, calculado com o mesmo 

número de ordens, mostra que há um estreitamento na distância 

entre os pontos de densidade eletrônica mais alta, localizados 

nos picos referentes aos grupos de cabeça polar. 
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Dpp DPL (6 ordens): 50,1 g 

Dpp DPL com pireno: 48,8 g 

Resolução 10 g 

Há uma pequena alteração na região dos grupos metila 

terminais devido ao aumento da desordem na região hidrofóbica e 

talvez também devido à localização da molécula introduzida. 

Superpondo-se os picos de alta densidade eletrônica 

do mapa de DPL puro com os picos do mapa de DPL com pireno, no

ta-se uma pequena alteração na região dos ésteres e inéio das 

cadeias de carbono. 

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

O mapa obtido para esta amostra comparado ao mapa de 

DPL puro, com 8 ordens de difração, acusa um estreitamento da 

distância entre os~pontos de densidade eletrônica mais alta, co 

mo no caso de DPL com pireno: 

Dpp DPL (8 ordens): 55,0 g . 

Dpp DPL com 3,4-benzopireno: 49,8 g . 

Resolução: 7,5 g . 

Há uma leve alteração na região dos grupo metila ter

minais (CH 3) , devido à desordem provocada pela inclusão do hi

drocarboneto. 
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DPL- 1,2,5,6 - Dibenzantraceno (8 ordens de difração) 

Comparando o mapa de densidade eletrônica desta amos

tra com o de DPL puro, com 8 orqens de difração, também se nota 

um estreitamento da distância entre os pontos-do perfil de den

sidade eletrônica mais alta. 

Dpp DPL puro (8 ordens): 55,0 ~ 

Dpp DPL com 1,2,5,6 - dibenzantraceno: 49,0 ~ 

Resolução: 7,5 ~ 

Há uma alteração notável do perfil entre os picos de 

alta densidade eletrônica. 

Na realidade era de se esperar que o perfil de densi

dade eletrônica desta amostra, diferisse bastante do de DPL pu

ro, já que no diagrama de difração obtido para a mesma, aparece 

a quinta ordem de Ôifração, ordem esta que não aparece nos dia

gramas das outras amostras, o' que evidencia uma mudança no fator 

de estrutura F(005) da amostra difratante e portanto no posicio 

namento dos átomos na unidade repetitiva. 

O fato da quinta ordem não ser nula, neste caso, ind.!_ 

ca uma mudança maior da distribuição atômica na membrana, embo

ra os dados que possulmos no momento não sejam suficientes para 

determinar com precisão estas alterações. Poderia-se até pensar 

na possibilidade de haver alguma relação entre essa distribui -

ção atômica e a atividade carcinogênica do hidrocarboneto incor 

porado, o que também não passaria do campo das hipóteses. 

Há uma redução acentuada na profundidade da região do 
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Nota-se. um alargamento da região dos grupos metila e 

um aumento na sua densidade eletrônica, comparada à densidade 

eletrônica desta mesma região nq mapa do DPL puro. 

A região referente às cadeias de carbono (-CH2-) apr~ 

senta-se bastante alterada também. 

Superpondo-se somente os picos de alta densidade ele

trônica dos dois mapas, nota-se leve deformação na região inter 

na destes picos. 

Resultados apresentados por Vanderkooi e colaboradores 

(48) de estudos sobre a localização do pireno na bicamada de fos 

folipldeos, através de RMN indicam que o pireno apresenta um 

tempo de permanênciamai~ no inicio da cadeia de carbono, confor 

me figura V .1. 

H 

I 
H-C 

I 
o 
I 

H 

I 
---c 

I 
o 
I 

O H H 

I I I 
0= P-0-C-0 -N -(CH3) 

I I I 
3 

. O H H 
I 

---C-H 

I 
H 

C=O C=O tempo de permanência 

--:2[ 

Figura V .1 - Resultados obtidos por Vanderkooi, Podo e colabora
dores ( 48) sobre a localização do pireno em bicamadas 
de fosfolipideos. 

97 



Medidas recentes e ainda nao publicadas feitas por 

F. Podo, no Instituto de Sanitá, Roma, Itália, utilizando técni 

cas de RMN, foram interpretadas pela autora como indicando que, 

à principio, a incorporação de 3,4 - benzopireno em bicamadas 

de DPL provoca perturbações muito similares ~s provocadas pelo 

pireno na região entre as cabeças polares. Estas medidas reali

zadas acima da temperatura de transição de fase do DPL, seriam 

uma indicação adicional de que a interação destes dois hidrocar 

bonetos (pireno e 3,4 - benzopireno) com a bicamada parece não 

depender do tamanho da molécula (ver discussão anterior sobre 

influência do tamanho da molécula de hidrocarboneto) • 

Experiências de difração de raios X, com bicamadas de 

lipideos cuja temperatura de transição seja manor que a do DPL, 

contribuiriam bastante para correlacionarmos melhor os dados 

aqui apresentados. 

Convém mencionarmos também, que em nossas experiências 

nao obtivemos dados que nos permitam verificar exatamente a in-

clinação das cadeias na bicamada de DPL puro, mas, por cálculos 

aproximados, vimos que a inclinação das cadeias de nossas amos-

tras de DPL puro, encontra-se no intervalo de variação do angu

lo encontrado por Tardieu e colaboradores, que varia de 17° a 

33° para o DPL dependendo da quantidade de água, devendo estar 

portanto, numa fase do tipo L
8
,. 

Sobre a imprecisão nos cálculos do espaçamento lame -
\ 

lar (d) a partir das distâncias entre os máximos de difração 

nos filmes obtidos e da distância filme-amostra, obtivemos um 

erro de ± 0,2 R para todas as espessuras calculadas. 
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V. 3 - CONCLUSÕES 

1. A princípio
1

podemos dizer que a introdução dos hidrocarbone

tos aromáticos aumenta a desordem dentro das bicamadas, como 

discutido anteriormente. 

2. Com referência às amostras de DPL com pireno, além do estrei 

tamento, observa-se uma leve alteração na região dos ésteres 

e início das cadeias de carbono. 

3. os resultados obtidos pela superposição dos mapas de densida 

de eletrônica de DPL com pireno e DPL puro e dos de DPL com 

314- ben:çopirenoe DPL puro, indicam que aparentemente estes 

dois hidrocarbonetos aromáticos comportam-se da mesma manei

ra, pois neste caso temos apenas informação sobre a desordem 

provocada por estes compostos na região entre as cabeças po

lares da bicamada. 

4. No caso das amostras de 1,2,5,6 - ãibenzantraceno, vemos uma 

alteração na região que vai do glicerol até o CH 3 , além de 

uma leve alteração na regiao dos ésteres. Podemos dizer en-

tão, que o 1,2,5,6 - dibenzantraceno pode estar difundindo

-se ao longo da região das cadeias de carbono, incluindo o 

centro da bicamada,: já que o mesmo alter a a configuração das 

cadeias de carbono em toda sua extensão. 

5. A presença do 1,2,5,6 dibenzantraceno nesta região pode 

ser responsável também, pelo aumento da densidade eletrônica 

na região dos grupos metila terminais. 

6. Concluímos então, que os hidrocarbonetos aromáticos entram 

na região compreendida entre as cabeças polares da bicamada 

de fosfolipídeos. 

99 



Poderíamos sugerir que quanto mais extendida for a mo 

lécula, maior a desordem provocada por ela na estruturam mas pa 

ra isto necessitaríamos fazer um estudo mais detalhado, com mo-

léculas de hidrocárbonetos de tamanhos e formas diferentes. 

SUGEST0ES PARA POSSÍVEIS EXTENSÕES DESTE TRABALHO 

Em continuação a este trabalho visa-se melhorar as 

condições experimentais, no intuito de obter mapas de densidade 

eletrônica mais detalhados com maiores informações sobre as al

terações provócadas pela presença dos hidrocarbonetos, para o 

que torna-se indispensável aumentar o número de ordens de refle 

xoes medidas. 

~ sabido também, que os hidrocarbonetos aromáticos in 

teragem com proteínas. Sendo assim, outra sugestão seria incluir 

proteínas na estrutura da bicamada, caso isto seja possível, o 

que tornaria o sistema modelo mais complexo e verificar as alte . 
rações provocadas pelo hidrocarbonetos aromáticos neste tipo de 

sistema, comparando os mapas de densidade eletrônica obtidos 

das amostras com inclusão destes compostos com o mapa da bicama 

da com proteína. 

Em relação ao estudo das alterações estruturais prOVQ 

cadas pela inclusão de hidrocarbonetos aromáticos, em bicamadas 

de fosfolipídeos, seria interessante realizar o mesmo tipo de 

experiências com bicamadas de fosfolipídeos de cadeias mais cur 

tas, ou seja, fosfolipídeos com temperatura de transição menor. 
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